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RESUMEN

El cultivo de la fresa estd muy extendido en los cinco continentes, siendo China y Estados
Unidos los mayores productores del mundo. A nivel mundial, el cultivo de fresa se ha visto
incrementado significativamente en los Gltimos afios, llegando a 241.109 hectéreas, en 2012.
En ese afio, la superficie cultivada en la provincia de Huelva (costa suroeste de Espafia)
alcanzd las 7.600 ha con una produccion de 289.900 toneladas. Para esta provincia, el cultivo
de la fresa ha supuesto una gran revolucién desde que, a mediados de los afios sesenta del
pasado siglo, se iniciara en la zona. En la actualidad, supone uno de sus principales motores de
desarrollo econémico junto con la produccion de citricos y el turismo. Huelva es la principal
area de cultivo en Europa y la cuarta después de Estados Unidos, México y Turquia, por lo que
se considera a Espafia un referente a nivel mundial en précticas de este cultivo. Los principales
paises importadores de la fresa espafiola son Francia, Alemania y Portugal con mas del 80% de
la exportacion total.

El cultivo de la fresa ha sido altamente dependiente de la utilizacion del bromuro de metilo
para la desinfescion del suelo. Como resultado del Protocolo de Montreal y la Regulacion de la
Comunidad Europea (CE) n° 2037/2000 del 29 de Junio sobre sustancias que deterioran la capa
de ozono, la prohibicién del bromuro de metilo (BM) para la produccion de fresas fue
irreversible en los paises de la Unidén Europea desde 2007 (Decision de la comision de EC,
2006). Actualmente, en la UE, los Unicos fumigantes autorizados con restricciones son los
generadores de metil isocianato: dazomet, metam sodio y metam potasio. Aunque, 1,3-
dicloropropeno y cloropicrina han sido utilizados como las principales alternativas al BM,
estdn excluidas del Anexo | (Directiva Europea CE 91/414) desde 2010 y 2013,
respectivamente, manteniéndose en la actualidad para usos de emergencia nacional mediante

permisos temporales renovables de 120 dias por afio para la industria agricola.

En los paises donde se cultiva la fresa, se ha observado, durante los Gltimos afios, la aparicion
de nuevas enfermedades flngicas y el resurgir de otras que estaban practicamente erradicadas.
Un gran nimero de autores relacionan este hecho con los cambios realizados en los productos
utilizados para la desinfescion de suelos y en su forma de aplicacion. Entre las enfermedades
emergentes que afectan al cultivo de la fresa se encuentra la podredumbre carbonosa (charcoal
rot, en la literatura anglosajona) ocasionada por Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich.
En la provincia de Huelva se detectdé por primera vez en el afio 2006. Las condiciones
climaticas de esta zona, asi como el tipo de suelo, favorecen el desarrollo de esta enfermedad,

gue ya se considera una seria amenaza en todas las zonas donde se cultiva la fresa.
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Aln no esta lo suficientemente claro si la reciente aparicion de informacion sobre la
podredumbre carbonosa es debida al incremento de dispersion del patdgeno, la prohibicion del

BM o el creciente conocimiento de la misma como nueva enfermedad en fresa.

Se han estudiado numerosas técnicas de produccién de fresa sin BM u otros quimicos: cultivos
hidroponicos, desinfescion anaerobia del suelo, por vapor, solarizacion, biosolarizacion y
utilizacién de variedades resistentes, entre otros. A pesar de ello, solo en el caso de que estas
técnicas permitan unos rendimientos adecuados, podrian ser consideradas como alternativas

viables al uso de fumigantes para el cultivo de la fresa.

La finalidad de este trabajo es determinar la eficacia de métodos de desinfescion de suelo en el
control de las poblaciones de Macrophomina phaseolina en suelo, la incidencia de
podredumbre carbonosa y la influencia de los mismos en la produccion, asi como analizar la
respuesta de resistencia o susceptibilidad de variedades de fresa a dicho patégeno y determinar
las posibles diferencias entre aislados del patdgeno, concretandose en los siguientes objetivos
parciales:

1. Determinar la eficacia de los tratamientos de desinfescién en el control de las
poblaciones de M. phaseolina en suelo.

2. Evaluar la incidencia de podredumbre de corona (podredumbre carbonosa,
“charcoal rot”) en plantas de fresa en suelos fumigados.

3. Analizar el efecto de los tratamientos de desinfescion de suelo en los
rendimientos del cultivo.

4. Determinar la relacién entre la poblacion de M. phaseolina en suelo con la
incidencia de podredumbres de corona, asi como con los rendimientos del
cultivo.

5. Determinar la respuesta de resistencia/susceptibilidad de variedades de fresa

de uso comin a M. phaseolina.

Para la consecucion de estos objetivos se han Ilevado a cabo distintos ensayos en campo y en
condiciones controladas. Los ensayos de campo se realizaron en tres fincas ubicadas en el
suroeste de la provincia de Huelva (Espafia) y en una finca colaboradora de la Universidad de
Florida, situada en Dover (Florida, EEUU). El resto de los trabajos se realizaron en el Centro
IFAPA Las Torres (Alcala del Rio, Sevilla, Espafia), dependiente de la Consejeria de

Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural (Junta de Andalucia).

En la finca experimental El Cebollar (Moguer, Huelva), se ha analizado la eficacia de diversos
tratamientos de biosolarizacion, técnica que combina la biofumigacion y la solarizacion,

durante tres campafias agricolas. Estos tratamientos redujeron las poblaciones de M.
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phaseolina en el suelo, siendo los tratamientos de biosolarizacion con gallinaza a 25.000kg/ha
0 vinaza de azUcar de remolacha a 15.000kg/ha muy eficaces en el control de la podredumbre
carbonosa. En ensayos realizados en dos fincas comerciales, con distinto historial de
desinfescion, se compararon distintos tratamientos quimicos y el tratamiento de
biosolarizacion con gallinaza a 25.000kg/ha. La mayoria de los tratamientos quimicos
redujeron las poblaciones de M. phaseolina y disminuyeron la incidencia de podredumbre
carbonosa. La aplicacion repetida del tratamiento de biosolarizacién resulté en una incidencia
de podredumbre carbonosa del 1% y en rendimientos del cultivo similares a los obtenidos con
la aplicacion del tratamiento estdndar 1,3-dicloropropeno:cloropicrina. Las aplicaciones con

dazomet, fumigante autorizado, fueron tan eficaces como el tratamiento estandar.

En una finca colaboradora del Gulf Coast Research and Education Center (Wimauma, Florida,
EEUU), se llevé a cabo durante dos campafias agricolas, un trabajo de campo cuyo objetivo
era determinar la eficacia de distintos tratamientos quimico de desinfescién de suelo con
diferentes formas de aplicacion, en la erradicacion de varios tipos de in6culo de M. phaseolina,
enterrados en suelo. Los compuestos generadores de isotiocianatos (metam sodio y potasio)
fueron tan eficaces como aplicaciones de BM:cloropicrina.

Se determind la respuesta de resistencia/susceptibilidad de variedades de fresa comerciales a
M. phaseolina, mediante inoculacion artificial, en condiciones controladas, y en condiciones
de campo, en suelos naturalmente infestados. Los resultados obtenidos en ambas condiciones

fueron similares, siendo el cultivar ‘Splendor’ el mas resistente a la enfermedad.

Estos trabajos han sido financiados por el Convenio INIA CC09-074-C5, Proyecto
TRANSFORMA PP.TRA.TRA201300.6, fondos FEDER vy la beca postdoctoral niamero
11 de IFAPA y Fondo Social Europeo 2007-2013.
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ABSTRACT

Strawberry crop is wayspread in the five continents, and being EEUU the most productive
among theirs. In the worldwide, strawberry crop has been increasing the last years, reaching to
241.109 ha in 2012. During this year, the cultivation area in Huelva region (south-western
coast of Spain) had 7,600 ha cultivated yielding 289,900 metric. Strawberry cultivation has
brought a great revolution since the mid-sixties of the last century, began in the area.
Nowadays, is one of the main engines of economic development along with citrus production
and tourism. Huelva is the main growing area in Europe and the fourth after the United States,
Mexico and Turkey, so Spain is considered an example in the world for this culture practices.
The main importers of Spanish strawberries are France, Germany and Portugal with over 80%
of total imports.

The strawberry crop has been highly dependent on the use of methyl bromide in soil
desinfescion. As a result of the Montreal Protocol (MP) and the Regulation of the European
Community (EC) 2037/2000 of 29 June on substances that deplete the ozone layer, the phase
out of methyl bromide (MB) for strawberry production was irreversible in European Union
countries by 2007 (Commission Decision EC, 2006). Currently, in the EU, the only restrictions
are authorized fumigants generators of methyl isocyanate: dazomet, metam sodium and metam
potassium. Although 1,3-dichloropropene and chloropicrin they have been used as the main
alternatives to the BM, are excluded of Annex I since 2010 and 2013, respectively, remaining
in use today for national emergency renewable temporary permits by 120 days per year for

agricultural industry.

In countries where the strawberry is grown, in recent years, have appeared the emergence of
new fungal diseases and the resurgence of others that were virtually eradicated. A large
number of authors relate this with changes to products used for soil and desinfescion as
applicable. Among emerging diseases affecting the cultivation of strawberries is charcoal rot,
caused by Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich. Huelva was detected in 2006.
Climatic conditions in this area, as well as soil type, will favor the development of this disease,

which is already considered a serious threat in all areas where it is grown strawberry.

It is not entirely clear whether this recent surge of reports is due to increased dispersal of the
pathogen, loss of methyl bromide, or expanding recognition of charcoal rot as a recently
disease of strawberry. Several approaches to production of strawberry without MB or other
chemicals have been studied: soil-less production, anaerobic soil disinfestation, heat

disinfestation, biosolarization, among others. Instead, only in the case that these techniques
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allow an adequate crop yield could be considered a viable alternative to the use of chemical

fumigants for strawberry crops.

The goal of this work is determinated the efficacy of several fumigants of soil to control soil-
borne pathogens and the incidence of: Charcoal rot (causal agent M. phaseolina), sum up in the

partial objectives as follow:

1. Determinated the efficacy of disinfestation treatment in the control of M.
phaseolina population in soil.

2. Evaluation of the incidence of charcoal of the crown (“charcoal rot”) in
strawberry plant on fumigated soil.

3. Analyzed the effect of disinfestation treatment in the yield of the strawberry
crop.

4. Determinated the relation between M. phaseolina population in soil with the
incidence of charcoal rot and the yield for each season.

5. Determinated the resistance/susceptibility response to different strawberries
cultivars for M. phaseolina.

To achieve these objectives have been carried out several experimental field and under
controlled conditions. The experimental fields were conducted on three farms in the
southwestern province of Huelva (Spain) and a cooperating farm of the University of Florida,
located in Dover (Florida, USA). The rest of the work was conducted in IFAPA Center Las
torres (Alcala del Rio, Sevilla, Spain), belong to the Ministry of Agriculture, Fisheries and

Rural Development (Junta de Andalucia).

In fields of El Cebollar (Moguer, Huelva), we analyzed the effectiveness of various
biosolarization treatments techniques that combines biofumigation and solarization for three
seasons. These treatments reduced populations of M. phaseolina in soil, being biosolarization
treatments with fresh chicken manure at 25.000kg/ha or sugar beet vinasse at 15.000kg/ha,
very effective in controlling charcoal rot. In tests performed on two commercial farms with
different history of desinfestion, various chemical treatments and biosolarization with fresh
chicken manure at 25.000kg/ha compared. Most chemical treatments reduced the populations
of M. phaseolina and decreased the incidence of charcoal rot. Repeated application of
biosolarization treatments resulted in an incidence of 1% charcoal rot and similar yields to
those obtained with the application of 1,3-dichloropropene: chloropicrin that was our standard
treatment. Applications with dazomet, one of the fumigant alternative for methyl bromide,

were as effective as the standard treatment.
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In a cooperating fields from Gulf Coast Research and Education Center (Wimauma, Florida),
was conducted for two strawberry seasons, several assays were conducted determinated the
effectiveness of different chemical treatments for desinfestion of soil, with different ways of
application to eradicated the inoculum of M. phaseolina, buried in soil. The generating
compounds isothiocyanates (metam sodium and potassium) were as effective as

BM:chloropicrin and 1,3-dichloropropene:chloropicrin applications.

The response of resistance/susceptibility for commercial strawberry cultivar was determined
by artificial inoculation under controlled conditions and in field on a naturally infested soil
with M. phaseolina. The results were similar in both conditions, with the cultivar 'Splendor' as
the most resistant to the disease.

These works have been financed by the agreement INIA CC09-074-C5, TRANSFORMA
project PP.TRA.TRA201300.6, FEDER funds and PhD grant number 11 of IFAPA and
Fondo Social Europeo 2007-2013.
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Capitulo 1

CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

1.1.- El cultivo de la fresa.
1.1.1.- Historia del cultivo.

La fresa es una planta conocida desde la antigliedad, existiendo referencias griegas y romanas
sobre su delicado olor y sabor. Autores como Plinio y Ovidio la citan en sus poemas; Plinio la
distingue por su sabor aplicandole el apelativo de “fragum” (Maroto y Lopez, 1988; Brazanti,
1989). En Europa, las primeras referencias a su cultivo, como plantas ornamentales, datan de
1330; probablemente las especies utilizadas fueran Fragaria moschata Duchesne y F. viridis
Duch. (Maroto y L6pez, 1988). El cultivo extensivo no comenzé hasta el siglo XV, a partir de
la mejora de plantas silvestres de F. vesca L., que ofrecia un fruto pequefio de poco interés.
Tras afios de cultivo y por medio de cruces naturales practicados por hortelanos franceses, y
mas tarde por ingleses y alemanes, se consiguié un incremento del tamafio y la calidad del
fruto (Maroto y Lopez, 1988). A partir del siglo XV1 hay constancia de la aparicion de otras
especies europeas, mas septentrionales, y cultivadas desde el siglo XVII. EI Descubrimiento de
Ameérica proporciond la aparicion de nuevas especies, entre ellas F. virginiana Duch. y F.
chiloensis (L.) Duch. La primera de ellas procedia de Virginia (EEUU) y era utilizada por los
nativos como condimento y bebida, mientras que la segunda, oriunda de Chile, proporcionaba
frutos gruesos y firmes, siendo resistente a la sequia. Estas especies llamaron la atencion de los
colonizadores espafioles. Ambas, se introdujeron en Europa en los siglos XVI1 y XVIII, siendo
descritas y clasificadas por Duchesne, quién en 1776 describié los hibridos naturales de F.
virginiana Duch. y F. chiloensis (L.) Duchesne como F. x ananassa Duch., por el intenso

aroma de sus frutos (Hancock, 1999).

En el siglo XVIII aparecieron los primeros cultivares de fresa en Francia (‘Fraise a Bouquet’ y
‘Fraisier de Barguemot’), en Alemania (‘Haarbeer’ y ‘Brosling’) y Bélgica (‘Capiton’)
(Wilhelm y Sagen, 1974). A principios del siglo XIX, Knight, presidente de la Royal
Horticultural Society (Reino Unido), impulsé los trabajos de hibridacion entre F. virginiana y
F. chiloensis que dieron como resultado la aparicion de algunos de los primeros cultivares de
F. x ananassa: ‘Elton’ y ‘Dawton’ (Darrow, 1966; Folquer, 1986). En Espafia, se citan dos
zonas de cultivo tradicional: Aranjuez y el Alt Maresme (Castell, 1995). Felipe V, en 1710,

importdé desde Versalles fresas que se cultivaron en los Jardines Reales de Aranjuéz (L6pez-
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Aranda y Medina, 1996). En el siglo X VI, se inici6 su cultivo en pequefios huertos de Valencia

y Catalufia.

En Espafia durante los ultimos 30 afios, se ha observado un cambio importante en la
distribucién geografica del cultivo. Mientras que, a finales de los afios ochenta del siglo XX,
las zonas productoras se situaban fundamentalmente en Andalucia, Galicia, Comunidad
Valenciana y Catalufia; en la actualidad el 93% de la superficie dedicada a este cultivo se
concentra en Andalucia y, fundamentalmente, en la provincia de Huelva. En dicha provincia,
se introdujeron, a principios de los afios 60 del pasado siglo, las primeras variedades de origen
californiano (Universidad de California, USA), que se han sucedido a lo largo del tiempo.
Desde entonces, el cultivo en esta provincia se ha caracterizado por ser monovarietal. La
primera variedad importante, y que supuso un gran cambio en el cultivo de la fresa, fue
‘Tioga’, que se mantuvo desde principios de los 60 hasta principios de los afios 80 siendo
sustituida por diferentes variedades hasta 1997, afio en que comienza a cultivarse de forma casi
mayoritaria la variedad ‘Camarosa’ (Lopez-Aranda, 1998). En los Gltimos afios esta tendencia
de cultivo monovarietal ha ido desapareciendo y en la actualidad cualquier explotacion fresera
cuenta con tres o cuatro variedades, que se plantan en diferentes fechas y que permiten
abastecer a los mercados europeos desde Diciembre a Junio.

Mediante programas de mejora genética se han obtenido un gran nimero de cultivares,
adaptados a distintas circunstancias climaticas y edafoldgicas, respondiendo no sélo a una alta
productividad sino también a la mejora de otras caracteristicas: frutos de gran calibre para
facilitar la recoleccién, buena calidad gustativa, firmeza, color y precocidad (Juscafresca e
Ibar, 1987; Maroto y Lépez, 1988). Desde mediados de los afios 80, los programas de mejora
han estado orientados al desarrollo de resistencias a enfermedades (Bringhurst y Voth, 1979;

Juscafresca e Ibar, 1987; Maroto y Lépez, 1988).

Las técnicas de cultivo de fresa en Huelva han evolucionado junto con el material vegetal.
Paralelamente a la llegada de las variedades se produce, a lo largo de la segunda mitad de los
sesenta y principios de los setenta del siglo pasado, el desembarco de nuevas tecnologias de
cultivo. El cultivo tradicionalmente plurianual pasa a ser anual, se comienza a cultivar sobre
caballones acolchados con plastico, se implantan sistemas de riego por aspersion y se
comienzan a realizar las primeras desinfesciones de suelo (Aguilar, 1985). Asi, en la
actualidad, el sistema de cultivo convencional se basa en el cultivo anual sobre caballones
realizados en suelos desinfestados quimicamente y acolchados con film de polietileno negro; el
sistema de riego es localizado utilizandose cintas de goteo y el cultivo se protege bajo plastico
(film de polietileno térmico transparente) en macrotuneles (Figura 1.1), que es el sistema

utilizado en un 80% de la superficie y que sustituy6 al tunelillo (Figura 1.2) (Lépez-Aranda,
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2008). Otro sistema de cultivo que se inicio en la fresa en Huelva hace 10 afios, es el cultivo
sin suelo. Existen en la actualidad unas 200 has de cultivo de fresa sin suelo en Huelva bajo
diversas modalidades: sistemas abiertos o cerrados, suspendidos o apoyados, con o sin sustrato
(hidropédnico). Los sustratos usados principalmente son: fibra de coco, lana de roca, perlita y
turba. Uno de los problemas actuales del sistema de cultivo sin suelo es la falta de variedades

realmente adaptadas a tal sistema. (Lopez-Aranda et al., 2009).

Segun datos de la Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural-Junta de Andalucia, en
2012, el 70% (4.510 has) de la superficie dedicada al cultivo de la fresa se maneja segun la

normativa de Produccion Integrada de la Fresa (Anonimo, 2008).

Figura 1.1. - Forzado del cultivo de fresa mediante sistema de macrotuneles.
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1.1.2.- Importancia del cultivo.

La fresa es uno de los cultivos con mayor consumo de fruta en el mundo. Su produccion
mundial se ha multiplicado por seis en los ultimos 60 afios, desde 754.516 toneladas en 1961
hasta 4.516.810 toneladas en 2012 (An6nimo, 2014c). Este gran desarrollo se debe en parte al
incremento de la demanda, al ser considerada por los consumidores una fruta de alto contenido
en vitamina C, casi analogo al de los citricos, y al haberse potenciado sus posibilidades de
utilizacion industrial. Segun datos de la FAO (2012), la produccion de fresa a nivel mundial se
sitla alrededor de 4,5 millones de toneladas y una superficie aproximada de 250.000 hectareas
(An6nimo, 2014a). Por continentes, América y Europa son los que concentran los mayores
porcentajes de produccidn de fresa, entorno al 65%. California es responsable de que Estados
Unidos sea primer productor mundial. Huelva es la principal area de cultivo en Europa,
aportando alrededor del 6,3% de la produccion mundial y el 27% a nivel europeo, situando a
Espafia como cuarto pais productor tras Estados Unidos, México y Turquia, lo que hace de

nuestro pais un referente a nivel mundial en practicas de cultivo (Figura 1.3).

Figura 1.3. - Produccién mundial de fresa 2012 (FAO Direccién de Estadistica).
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En 2012, se dedicaron al cultivo de la fresa en la provincia de Huelva 7.600 has, con una
produccion de 289.900 toneladas, con una fluctuacion desde 2008 a 2011 de 249.410, 225.800,
245.000 y 302.600 toneladas, respectivamente. En la actualidad, este cultivo supone uno de sus

principales motores de desarrollo econdmico junto con la produccién de citricos y el turismo
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(De Vicente, 2008). La superficie cultivada ocupa el 3% de las tierras labradas de la provincia,
aportando mas del 50% de la produccidn total agricola, por tanto este sector tiene una elevada
repercusion econdmica y un bajo consumo de recursos naturales, tanto de suelo como de agua
(Andnimo, 2003). Es uno de los productos con mayor cuota en la exportacion de frutas y
hortalizas en Espafia. Los principales paises importadores de la fresa espafiola son Francia,
Alemania y Portugal con mas del 80% de la importacion total. Sin embargo, en Holanda,
Bélgica, Polonia, Austria y Dinamarca la importacion de fruta ha sido inferior al 10% del total

de la produccion espafiola (Dominguez et al., 2014).

En la provincia de Huelva podemos distinguir 3 zonas productoras de fruto de fresa: la
Comarca Litoral, que comprende los municipios de Moguer, Palos de la Frontera, Lucena del
Puerto y Almonte, y que representa la zona pionera del cultivo en la provincia; la Comarca de
la Costa, al oeste de la primera, que abarca los municipios de Lepe, Cartaya, Isla Cristina y
Villablanca, y que ha registrado una progresion muy importante en los ultimos afios; y la
Comarca de la Campifia, compuesta por los términos municipales de Rociana, Bollullos del
Condado, Palma del Condado, Villalba, Bonares y Niebla (Marquez-Dominguez, 2008). El
cultivo de fresa moderno, tal y como se conoce actualmente, tiene un origen relativamente
reciente (Medina-Minguez, 2008).

1.2. - Desinfescién de suelo.

El suelo es un reservorio para muchos patdgenos de plantas. La salud e integridad del suelo es,
por si mismo, el factor principal que afecta a los niveles de patdégenos. Un suelo sano es una
combinacion de minerales, aire, agua y materia organica. Los minerales en forma de arena,
limo y arcilla componen cerca de 50% de un suelo adecuado. La materia organica constituye
solo una pequefia porcion de los suelos, pero es fundamental para la transferencia de los iones
quimicos necesarios para el crecimiento de las plantas y la produccion de frutas y hortalizas.
Los suelos bien estructurados y estables son un ecosistema con su propio equilibrio e
interaccion de los organismos. Es este ambiente sano alrededor de la zona de la raiz de una
planta, el que permite la supresién biolégica de patdgenos de plantas y previene el parasitismo
y el dafio a las plantas. El suelo es un ambiente extremadamente complejo, siendo dificil
entender los aspectos que influyen en el desarrollo de los patégenos en el suelo y en el de las
enfermedades que ocasionan (Koike et al., 2003). Las microorganismos habitantes de suelo
causan grandes pérdidas en la mayoria de los cultivos, afectando tanto a los rendimientos como
a la calidad (Katan, 1996). En agricultura intensiva, como es el caso de la fresa, con frecuencia
se utiliza la misma parcela durante afios consecutivos, lo que ocasiona un rapido aumento de

las poblaciones de microorganismos en el suelo, especialmente aquellos que causan
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enfermedades en las raices. Es necesario, por tanto, desarrollar métodos de control efectivos
para asegurar la productividad de los cultivos y estabilizar el rendimiento. Ademas de ser
efectivos, esos métodos tienen que ser econdémica, ambiental y tecnoldgicamente viables
(Katan, 1999).

Los niveles poblacionales de los patégenos de suelo (soilborne pathogens, en la literatura
anglosajona), entre los que se incluyen bacterias, hongos, nematodos y algunos virus, pueden
ser reducidos en el suelo por tratamientos de desinfescién apropiados. La desinfescion del
suelo es una practica fundamental en el cultivo de determinadas especies de interés
agronémico, como es el caso de la fresa. Basicamente consiste en la aplicacion al suelo, antes

de la instalacion del cultivo, de algln agente biocida de naturaleza fisica o quimica.

Asi, segun la naturaleza del agente biocida, las técnicas de desinfescion de suelos se pueden
clasificar como quimicas 0 no quimicas, existiendo la posibilidad de combinarlas, con la
finalidad de aprovechar y mejorar al maximo los efectos beneficiosos que estas ofrecen y, en
algunas ocasiones, la combinacién de técnicas quimicas con otros métodos de control garantiza
un buen resultado (Rodriguez-Kéabana, 1998). Entre las técnicas empleadas, las practicas de
control més difundidas tanto en los cultivos horticolas como ornamentales son: la desinfescion
con fumigantes quimicos y el uso de calor tanto seco como hudmedo, incluyendo el
aprovechamiento de la radiacion solar o las desinfesciones con vapor de agua (Dianez, 2005).
Lo mas frecuente es recurrir al uso de productos quimicos debido, principalmente, a la
facilidad de aplicacién (Barres, 2006). El bromuro de metilo (BM) o metilbromuro (CH3Br) se
ha utilizado de forma mayoritaria en los sistemas de cultivo intensivos, ya que se trata de
cultivos de alto valor y con una frecuencia de produccion casi continua, que se interrumpe sélo

durante el tiempo suficiente para esterilizar el suelo (Calatrava, 2002).

1.2.1. - Situacién actual de los desinfestantes quimicos.

Una de las principales ventajas de la desinfescion quimica de los suelos es su sencillez a la
hora de la aplicacién, ademas de su elevada eficacia insecticida, nematicida, fungicida y
herbicida. La toxicidad de los productos para tratamientos de suelos es un factor que aconseja
limitar su utilizacion (Cenis, 1991). A la hora de seleccionar este tipo de desinfescion conviene
conocer el alcance medioambiental de los efectos de su aplicacion asi como de la evaporacion
y degradacion de los productos quimicos, de la formacién de metabolitos, de su capacidad de

percolacion y de su posible translocacion en las plantas (Barres, 2006).

El cultivo de la fresa ha sido altamente dependiente del uso de BM como fumigante de suelo

para el control de malas hierbas, nematodos y hongos patdgenos, tanto en campos de
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produccién de fruto como en viveros de altura (Medina et al., 2009). El Protocolo de Montreal
y el reglamento CE n° 2037/2000 de 29 Junio de 2000 subrayaron la necesidad de eliminar
gradualmente el uso de BM, dada su importante contribucién al agotamiento de la capa de
0zono estratosférica y las posteriores consecuencias que pudiera tener para el medio ambiente
(ates y Gan, 1997) (Figura 1.4). El Protocolo de Montreal establecia enero de 2005, como
fecha tope para la prohibicion de la utilizacion del BM, marcandose, para algunos paises, un
periodo transitorio de uso, llamado de “Usos Criticos”. En el caso de Espana, el consumo de
BM se restringié a 230 toneladas entre 2005-2006, 217 toneladas en 2007, 200 toneladas en
2008 y llamado a desaparecer en 2009 (Reglamento CE n° 2037/2000 del Parlamento
Europeo).

Figura 1.4. - Reduccién del uso de Bromuro de Metilo segun Protocolo de Montreal a nivel

mundial. http://ozone.unep.org.
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El BM es considerado uno de los fumigantes de suelo mas efectivos. Algunas de las ventajas
de su uso residen en su facilidad de aplicacién en un amplio rango de tipos de suelo, con
distintos niveles de humedad, temperatura y a diferentes profundidades, manteniendo una alta
eficacia en el control de patdgenos de suelo. Otras alternativas quimicas son menos flexibles
en cuanto a forma de aplicacion y a las condiciones necesarias para mantener su eficacia
(Santos, 2007). Muchos de los productos quimicos registrados y disponibles son efectivos
contra hongos, nematodos o malas hierbas, es decir son mucho mas especificos, pero carecen
del amplio espectro de accion del BM (Barres, 2006; Matthiessen y Kirkegaard, 2006; Noling,

2002; Rodriguez-Kabana, 1998). Ademas, al contrario de lo que sucede con el BM, su eficacia
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y la respuesta del cultivo, depende de las condiciones climéticas y edéficas durante los

momentos anteriores y posteriores a su aplicacion (Noling, 2002).

El Methyl Bromide Technical Option Committee (MBOTC) define una “alternativa” como
aquellos tratamientos o procedimientos quimicos y no quimicos que son técnicamente viables
para el control de organismos patdgenos permitiendo la eliminacién del BM y establece
diferencias entre las consideradas “alternativas existentes” y “alternativas potenciales”. Las
primeras se corresponden con las que se estan aplicando o se han aplicado en alguna region
concreta mientras que las Ultimas estan en proceso de investigacion o desarrollo (Bello y Diez-
Rojo, 2004). Estas alternativas, a su vez, se clasifican en tres grupos: alternativas no quimicas,
alternativas quimicas y alternativas de control integrado (Tabla 1.1) (Rodriguez-Kébana, 1998;
Tello y Bello, 2002).

Tabla 1.1.- Alternativas quimicas y no quimicas al bromuro de metilo en los cultivos de Espafia.

No quimicas Quimicas
Rotacion de cultivo 1,3 Dicloropropeno
Solarizacion Metam-sodio
Biofumigacion Metam-potasio
Biosolarizacion Dazomet

Cultivos sin suelo y sustratos Cloropicrina
Variedades resistentes Combinaciones

Vapor de agua
Uso de semillas o plantas libres de patégenos

Otros

Debido al elevado consumo de BM, que le llevo a ocupar el cuarto puesto tras paises como
EEUU, ltalia y Japon, Espafia ha sido uno de los paises de referencia en la busqueda de

alternativas a este fumigante (Bello y Diez-Rojo, 2004).

La Directiva 91/414/CEE del Consejo Europeo, de 15 de Julio de 1991, relativa a la
comercializacion de productos fitosanitarios y posteriormente bajo la Regulacion Europea
N°1107/2009 y 540/2011 (UE) relativa a la comercializacion de Productos de Proteccion de

Plantas, establece normas uniformes en materia de evaluacioén, autorizacion, comercializacién
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y control de productos fitosanitarios y de las sustancias activas que contienen, reduciendo
draméticamente el nimero de fumigantes disponibles dentro de la Union Europea. La
aplicacién de la modificacion de esta directiva sobre fumigantes quimicos de suelos agricolas
implica que los compuestos que en la actualidad son utilizados como alternativas al BM como
1,3 dicloropropeno (1,3 D) o cloropicrina tienen los dias contados en el territorio de la Union
Europea, y luego seguirian, indefectiblemente, otros como dazomet, metam sodio y metam

potasio, entre otros (L6pez-Aranda, 2008).

Entre las alternativas quimicas al BM utilizadas de forma mayoritaria por los productores de
fruto de fresa se encuentran 1,3 D:cloropicrina, metam sodio, dazomet y yodo metamo
(Pinzon, 2011). Las formas mas comunes de los productos formulados con 1,3 D son los
isomeros cis- o trans- de 1,3 D contenidos en mezclas con el agente fungicida cloropicrina, en
proporcion de 65% 1,3 D'y 35% de cloropicrina (Nelson et al., 2001). Aunque estas sustancias
estan excluidas del Anexo | de la Directiva 91/414/CEE (399) desde 2010 y 2013,
respectivamente, ain se siguen utilizando, debido a la posibilidad legal de los estados
miembros de la UE de solicitar permisos temporales (120 dias/afio) para la industria agricola
(usos de emergencia nacional) (De Cal et al., 2004).

En la actualidad, los Unicos fumigantes autorizados en la UE son: dazomet, metam sodio y
metam potasio, compuestos generadores de metil isotiocianato (MITC), con restricciones de
uso. Segin el Anexo | de la Directiva 91/414/CEE (399), trasladadas al anexo | del
REGLAMENTO CE) N° 1107/2009, el uso de estos productos esta permitido como
nematicida, fungicida, herbicida e insecticida para su aplicacién como agente fumigante del
suelo antes de la plantacion, limitados a 1 aplicacion cada 3 afios en un mismo campo,
pudiendo autorizarse la aplicacion en campo abierto por inyeccion en el suelo o riego por
goteo, y en invernadero mediante riego por goteo Gnicamente, prescribiéndose el uso de una
pelicula de plastico estanca a los 15 gases para el riego por goteo. La tasa de aplicacion
maxima es de 153kg/ha (correspondiente a 86,3kg/ha de MITC) en el caso de las aplicaciones

en campo, estando su aplicacion limitada a usuarios profesionales.

Otros compuestos quimicos estudiados para reemplazar al BM como yoduro de metilo, azida
sodica, entre otros, no han alcanzado el mercado, mientras que dimetil disulfuro (DMDS) esta
aun en desarrollo en varios paises (Gullino et al., 2007), aunque se ha registrado como
Paladin™ en Israel y Florida (USA) (LOpez-Aranda, 2012, Qin et al., 2011;), estando

pendiente de registro en la Union Europea (UE).

Los fumigantes quimicos suelen ser aplicados dos semanas antes de la plantacion, aunque,
ocasionalmente este periodo puede incrementarse hasta un mes. El fundamento de la

desinfescion de suelos o sustratos empleando productos quimicos se basa en la capacidad de
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dichos productos de pasar a estado gaseoso en el momento de ser liberados, haciéndose
necesario impedir el escape de dichos gases al medio ambiente, reteniéndolos durante el
tiempo necesario para que su accidn resulte efectiva. La desinfescidn de suelo se ha realizado
mediante aplicaciones a toda superficie, cubriendo el suelo con lamina de polietileno virtual o
totalmente impermeable (VIF o TIF), para reducir las emisiones de los gases a la atmosfera
(vates et al., 2002). Hoy en dia, los fumigantes se aplican durante el proceso de formacién de
los lomos, gue son inmediatamente cubiertos con polietileno negro o VIF. De esta forma los
pasillos entre lomos no se tratan, lo que permite reducir las tasas de aplicacién, promoviendo
asi la reduccion de dosis (Nelson et al., 2001). Otro método de aplicacién, desarrollado
recientemente, es la aplicacion de fumigantes emulsionados en agua mediante el riego por
goteo y directamente en el lomo (Duniway, 2002). El uso de plasticos con alta capacidad de
retencion es un componente muy importante para incrementar la actividad fumigante contra
los patégenos de suelo. El uso de plastico VIF incrementa la duracion de concentraciones
relativamente altas del fumigante en el suelo, lo que permite mas tiempo de exposicion de los
patdgenos a dosis letales y, también, una mejor distribucién lateral en el suelo (Santos et al.,
2007).

En general, el uso de agroquimicos en agricultura intensiva ha disminuido en mas de un 30%
debido a la politica agro-ambiental europea y la presion de la opinion publica. Las
regulaciones de la UE estan incrementando las restricciones de usos de pesticidas (y
fumigantes quimicos), estimulando a las industrias al propésito de nuevos retos debido a que
actualmente la disponibilidad de nuevos quimicos como alternativas al BM es incierta. En la
campafa agricola 2012-13, y para el cultivo de la fresa en Huelva, los tratamientos de
desinfescion de suelo utilizados fueron: 1,3 D:cloropicrina (73% de la superficie), cloropicrina
(12%), dazomet solo 0 mezclado con 1,3 D (10%), metam sodio o metam potasio (2,5%) y
cultivos sin suelo (2,5%) (L6pez-Aranda, 2013).

Portavoces del sector fresero de Huelva han sefialado importantes reducciones de la
produccion, cifradas entre un 15 y un 25% de la cosecha, en los Gltimos afios, como
consecuencia de la rapida desaparicion del BM, por lo que se hace urgente un cambio en el
manejo del cultivo. Segin Lopez-Aranda (2008), este brusco cambio tecnoldgico en el cultivo
de la fresa en zonas de clima mediterraneo podria suponer el incremento de la incidencia de

enfermedades flngicas, ocasionadas por patégenos de suelo.
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1.2.2. - Desinfesciones de tipo no quimicas como alternativas al BM.

La presién legislativa y social para restringir el uso de fumigantes quimicos ha creado un
interés en evaluar el aprovechamiento de alternativas no quimicas para el manejo de
enfermedades del suelo (Chellemi et al., 1994). Entre estas alternativas se encuentran: la

solarizacién, la biofumigacion y la combinacion de ambas: biosolarizacion (Tabla 1.1).

La técnica de la solarizacién fue descrita por Katan y colaboradores en 1976. Fue ensayada en
Israel, donde el método més utilizado para la desinfeccion de suelos era la fumigacion, cuyo
alto coste era su principal inconveniente. Esta préctica se lleva a cabo durante los meses mas
calidos del afio y consiste en cubrir el suelo con ldminas de polietileno transparente, selladas
en los margenes y mantenidas sobre el mismo durante varias semanas (Figura 1.5). Esta
cubierta plastica permite el paso de las radiaciones solares de onda corta. Una vez que la luz
solar atraviesa la cubierta, se produce el calentamiento del suelo hasta temperaturas de entre
35-60°C, que son letales para la mayoria de los patdgenos de plantas (incluyendo hongos,
bacterias, malas hierbas, nematodos e insectos) (Stapleton y DeVay, 1995). De esta forma se
consigue reducir las poblaciones de determinados patdgenos, asi como la incidencia de las
enfermedades asociadas a los mismos. Este método es similar al calentamiento artificial del
suelo por vapor u otros medios, con la ventaja de que no es necesario conducir el calor desde

su fuente al campo (Katan, 1981).

Figura 1.5. - Empleo de solarizacién en un campo de fresa en Huelva.

Para la aplicacion de esta técnica es necesaria la ocupacion del suelo de forma no productiva

durante un largo periodo de tiempo, existiendo ademas una dependencia de las condiciones
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climéticas, por lo que su uso se encuentra restringido a zonas con alta intensidad luminica y
temperaturas (Berg, 2007; Ros et al., 2008). Ademas, en el caso de la fresa, la solarizacion
proporciona el control de malas hierbas pero se observa una reduccion de los rendimientos
debido a que no controla las poblaciones de algunos hongos patégenos y hematodos (Locascio
et al.,, 1999). Otra de las desventajas de esta técnica, es que afecta de forma negativa a
microorganismos beneficiosos, aunque los cambios en la microflora y la descomposicion de la
materia organica que se producen tras la solarizacion pueden incrementar el crecimiento de las
plantas e inducir la supresividad hacia los organismos patégenos. Algunos microorganismos
beneficiosos, como Trichoderma spp. son capaces de sobrevivir a las altas temperaturas
(Pinkerton et al., 2002)

Stapleton (2000), aconseja combinar la solarizacion con otras técnicas que resulten
compatibles para la mejora de su eficacia en caso de situaciones adversas como: condiciones
medioambientales marginales; presencia de organismos patdégenos termotolerantes, o que se
distribuyen en el suelo a gran profundidad; y con el objetivo afiadido de minimizar la duracién
del tratamiento. La solarizacién se puede combinar con otros métodos de control fisico,

quimico o bioldgico.

La biofumigacion es una técnica que utiliza como fumigantes para el control de patdgenos de
suelo, las sustancias volatiles y otros productos que se originan en el suelo como consecuencia
de la biodegradacion de enmiendas orgénicas y otros residuos agroindustriales (Bello et al.,
2004). Los compuestos de nitrégeno (como amonios y nitratos), sulfuro de hidrégeno, los
acidos orgéanicos y un gran namero de sustancias volatiles asi como enzimas (peroxidasas,
guitinas) y fenoles son responsables de esta actividad biocida (Barres, 2006; Bello et al., 1997;
Gamliel y Stapleton, 1993a, b; Mian et al., 1982; Rodriguez-Kabana, 1998). Los patdgenos
son susceptibles a los compuestos volatiles que se desprenden durante la descomposicién de la
materia organica asi como al incremento de la temperatura del suelo que se produce al
incorporarse la materia organica (Bello et al., 2000, 2001). La emision de compuestos volatiles
durante la biofumigacién no es constante; se produce un marcado descenso después de tres
semanas (Gamliel y Stapleton, 1993a). Ademas, el oxigeno en el suelo disminuye mientras que
el dioxido de carbono (CO,) aumenta, el pico maximo de CO; ocurre en los primeros dias de

tratamiento.

La biofumigacién es una aproximacion del uso de plantas que contienen sustancias
biol6gicamente activas y especificas para el control contra hongos, nematodos y plagas de los
cultivos agricolas. El principio de la biofumigacion se basa en el uso de plantas con altos
niveles de glucosinolatos, compuestos de azufre que se producen de forma natural en las

plantas y que mejoran la proteccion de la planta. Cuando las plantas se incorporan al suelo,
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estos glucosinolatos son hidrolizados por la enzima de la planta “mirosinasa”, a pH neutro, que
produce sustancias quimicas activas y volatiles, como los isotiocianatos (ITCs). Las especies
de plantas méas efectivas son las del genero Brassica, entre ellas B. napus y B. oleracea
(Bianco et al., 2000; Mazzola, 2011). Los isotiocianatos son el ingrediente activo de los
fumigantes comerciales metam sodio y dazomet, y son muy toxicos para insectos y patdgenos.
Las brassicas producen glucosinolatos como metabolitos secundarios, cuyos perfiles y por
tanto los de los ITCs, varian entre las especies de Brassica. Las cruciferas se pueden aplicar
como abono verde plantando en la parcela material vegetal, o esparciendo las hojas o restos de
plantas troceados sobre el terreno e incorpordndolo mediante una labor (Bello et al., 2000,
2001).

Ademas de los residuos de Brassicaceae, se han ensayo otros materiales organicos como
productores de compuestos biofumigantes para la desinfescion del suelo, entre estos
compuestos organicos se incluyen los compost o enmiendas verdes, enmiendas animales
(como la gallinaza) y residuos agroindustriales como cascara de arroz, piel de citricos, etc. Son
materiales con alto contenido en nitrégeno (relacién C/N menor de 20), que al descomponerse
generan amoniaco (NH3), con efecto nematicida y fungicida (Tello y Bello, 2002). Para una
correcta biodesinfescion es fundamental usar materiales orgénicos en vias de descomposicion,
con una relacion C/N entre 8-20 (Bello et al., 2000). Se recomienda el uso de estiércol fresco,
ya que, genera mas amoniaco que el fermentado al descomponerse. El uso de estiércoles como
biofumigantes conlleva un riesgo medioambiental y de posible fitotoxicidad para los cultivos.
Desde el punto de vista medioambiental se puede producir la contaminacién de los acuiferos
por nitratos, sobre todo al aplicar gallinaza, por su alto contenido en nitrégeno (Diaz et al.,
2005), existiendo legislacién relativa a la proteccion de aguas contra la contaminacion
producida por los nitratos usados en agricultura (Directiva 91/676/CEE) (Cebolla et al., 2004;
Ramos et al., 2004).

A diferencia de los tratamientos quimicos mas agresivos y de la desinfescion con vapor, la
biofumigacién produce un vacio ecoldgico parcial que es ocupado después del tratamiento por
microorganismos de suelo, impidiendo la recolonizacion del mismo por organismos patégenos
(Katan, 1981).

El calentamiento del suelo ha demostrado tener efectos variables en el control de
enfermedades, pero algunas de las carencias de este tipo de tratamiento pueden compensarse
mediante la combinacién de distintas técnicas (Katan, 1981; Katan et al., 1983). Combinando
enmiendas del suelo con la solarizacién se incrementa la efectividad frente a patégenos y se
reduce la cantidad de materia organica aplicada por hectarea (Bello et al., 1997; De los Santos,

et al. 2012; Gamliel y Stapleton, 1993 a). Esta combinacién de biofumigacion y solarizacion
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recibe el nombre de solarizacion biolégica o biosolarizacion (Ros et al., 2008). Este tipo de
tratamiento a suelo puede ser realizado de distintas formas y también se ha denominado:
“desinfescion anaerdbica de suelo” (anaerobic soil disinfestation, ASD), “desinfescion
bioldgica”, “esterilizacion reductora” y “desinfescion reductora del suelo” (Butler et al., 2012).
Esta técnica puede ser utilizada en aquellas zonas donde la solarizacién o el encharcamiento no
son posibles (Shennan et al., 2007). ASD utiliza métodos de desinfescion de suelos en pre-
plantacion desarrollados en Japon y Holanda (Butler et al., 2012). Esta técnica se realiza en
tres pasos: incorporacién de materia organica (fuente de carbono para los microorganismos del
suelo), riego (hasta saturacién) y tapado con una cubierta plastica impermeable al O,
(limitando el suplemento de oxigeno, y manteniendo las condiciones de agua en el suelo por
debajo de la capacidad de campo, permitiendo la descomposicion anaerébica del suelo)
(Shennan et al., 2007). Estrictamente, la solarizacion y la biosolarizacion estan basadas en el
riego a capacidad de campo (Katan, 1981). Entre los beneficios del uso de la biosolarizacion se
encuentra la reduccion de las temperaturas necesarias para el control de las poblaciones de
patdgenos, ventaja especialmente importante en aquellas zonas donde la aplicacion de la
técnica quedaba restringida debido a condiciones ambientales adversas (Keinath, 1996).

La repeticion de este tipo de desinfescion y la adicién continua de materia organica puede
llevar asociados problemas de contaminacion por metales pesados y por lixiviacion de nitratos
(‘Yélamos et al., 2002). La calidad del suelo tras biosolarizacién con estiércol de pollo ha sido
determinada mediante el estudio de parametros fisicoquimicos, quimicos, bioldgicos vy
bioquimicos. Mediante el estudio por luminiscencia de Vibrio fisheri, un biosensor utilizado
para identificar cualitativa y cuantitativamente la presencia de diferentes compuestos o
condiciones incluyendo toxicidad, en ambientes complejos como el suelo, se determin6 que
mientras que el BM redujo de forma significativa la luminiscencia, la biosolarizacion no
resultd toxica. No se observaron incrementos significativos en el contenido de metales pesados
en el suelo, aunque la acumulacion de metales pesados tras las aplicaciones repetidas de
estiércoles es una de las razones habitualmente esgrimidas para no recomendar la
biosolarizacién (Ros et al., 2008). Flores y colaboradores (2006), estudiaron la acumulacién de
metales pesados en suelos sometidos a sucesivas desinfesciones mediante biosolarizacion,
concluyendo que, tras seis afios de repeticion, no se observd acumulacion de los metales
estudiados (Cd, Co, Cu, Cr, Pb, Niy Zn), por lo que califican esta técnica como una alternativa
de desinfescidn segura. Pascual y colaboradores (2006), centraron sus investigaciones en la
dindmica del nitrogeno y la potencial contaminacion por lixiviacion de nitratos en la
reiteracion de biosolarizacion, afiadiendo importantes cantidades de materia organica, durante
5 afios. Mientras gque en suelos tratados con BM la cantidad de nitratos lixiviados fue de 8,010

mg, en suelos biosolarizados fue de 1,453 mg.

14



Capitulo 1

La biosolarizacion realizada de forma reiterada tiene efectos de mejora sobre los valores
nutricionales del suelo, incrementa los niveles de materia organica, revitaliza la actividad
microbiana y mejora los ciclos biogeoquimicos (Diez-Rojo et al., 2008 a, b, ¢; Guerrero et al.,
2008; Ozores-Hampton et al., 2005; Santos et al., 2008).

1.3. - Macrophomina phaseolina, agente causal de podredumbre carbonosa en
fresa.

Macrophomina phaseolina es un patégeno de suelo, ubicuo y con un amplio rango de
huéspedes, que afecta a mas de 500 especies cultivadas y silvestres, es de gran longevidad y
con capacidad saprofitica altamente competitiva (Babu et al., 2010; Su et al., 2001). La
enfermedad ocasionada por M. phaseolina se denomina “podredumbre carbonosa” (charcoal
rot, en la literatura anglosajona), debido a la decoloracién o ennegrecimiento de los tejidos de
corona Yy raices ocasionada por la presencia de este hongo en las plantas afectadas (Agostini,
2011) y a la acumulacién de los microesclerocios, visibles macroscépicamente, de color negro,

gue parasitan los tejidos del huésped, causando la muerte de la planta (Pratt, 2006).

La podredumbre carbonosa se esta convirtiendo en una enfermedad importante en los sistemas
de produccion de fresa que han abandonado la fumigacion del suelo con bromuro de metilo, y
que estan en el periodo de transicion en la aplicacion de alternativas (Avilés et al., 2008;
Mertely et al., 2005; Zveibil y Freeman 2005; Zveibil et al., 2012). Se informa de la aparicion
en fresa desde: Argentina, donde se observo en granjas comerciales en 2007, y se considera
como una amenaza potencial para la industria de este sector en el noroeste de Argentina (Baino
et al., 2011); Iran (Sharifi y Mahdavi, 2011); Italia (Angelini y Faedi, 2010); Espafia (Avilés et
al., 2008.); Australia, donde se produjeron brotes devastadores de podredumbre de corona y
necrosis de raices que afectaron a la produccién de fresas durante las campafias de 2007 a 2009
(Fang et al., 2011; Golzar et al., 2007;.); Grecia, donde en suelos no fumigados, casi un 25%
de las plantas sintomaticas fueron infectadas por Fusarium oxysporum f. sp. fragariae y
Macrophomina phaseolina (Tjamos et al., 2006.); Turquia, donde se report6 como
Macrophomina spp. (Benlioglu et al., 2004.); e Israel, donde un estudio sugiere que el sistema
actual de fumigacion de suelo actual para el control de hongos patdgenos, utilizando las
actuales alternativas al BM, puede no ser adecuado para mantener el material vegetal sano en
todas las etapas de produccion (Zveibil y Freeman, 2005). En Estados Unidos, M. phaseolina
fue aislado, por primera vez, de plantas de fresa marchitas y muertas procedentes de un campo
comercial situado en Florida (Mertely et al., 2005). Posteriormente, Koike (2008), observo
plantas de fresa con esta enfermedad en campos comerciales del sur de California. Este autor

sefiald que muchos de los campos de California afectados no habian sido fumigados en pre-
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plantacién con BM:Cloropicrina. Sin embargo, Sanchez y colaboradores (2012) advirtieron la
presencia de M. phaseolina en suelos fumigados y no fumigados con BM, sugiriendo que la
aparicion de este patdgeno en los cultivos de fresa en Chile no estaba relacionada con el
abandono del BM.

El primer registro de podredumbre carbonosa en fresa data de 1958, en campos de Illinois
(Estados Unidos) (Tweedy y Powell, 1958; Maas, 1998). Otros mas recientes proceden de
India, Francia y Egipto. En Egipto, M. phaseolina se detecté ocasionando una severa
podredumbre de raiz en fresas (Madkour y Aly, 1981; Maas, 1998). En 1989, en algunos
campos de fresas de Aquitania (suroeste de Francia), se aisl6 M. phaseolina de lesiones
internas de la corona de plantas de varios cultivares de fresa. La enfermedad se observaba,
habitualmente en campos en los que se habia cultivado girasol (Baudry y Morziéres, 1993). En
India, se detectaron sintomas en hoja, descritos como tizon de la hoja, y en corona,
determinando que el agente causal M. phaseolina (sinénimos Rhizoctonia bataticola
(Taubenhaus) EJ Butler y Sclerotinia bataticola Taubenhaus) (Lele y Phatak 1965; Maas,
1998), aunque para nuestro conocimiento, este es el Unico informe sobre M. phaseolina
ocasionando tizon de la hoja en fresa. Segun la descripcion de Maas (1998), los sintomas en
hojas consisten en manchas mas o menos circulares con el centro de color gris y margenes con
una tonalidad violacea, que adquieren una forma ovoide conforme la infeccién progresa. Las
lesiones se extienden desde el margen hacia el centro de la hoja, provocando deformacién y
defoliacion en las plantas mas viejas. Los estolones y la corona de las plantas infectadas
presentan lesiones de color marrén oscuro o negro con forma irregular. El crecimiento de
nuevas hojas o estolones ve bastante mermado, ademas las nuevas raices tienen un escaso

desarrollo y las mas viejas se desintegran.

Los sintomas de podredumbre carbonosa en fresa son muy caracteristicos ya que vienen
marcados por el retraso del crecimiento de la planta, marchitamiento inicial del follaje, el
secado y muerte de las hojas mas viejas, eventual colapso y posterior muerte de la planta
(Koike, 2008) (Figura 1.6). Estos sintomas son similares a los marchitez ocasionados por
Verticillium spp., en ambos casos las hojas centrales se mantienen vivas y verdes durante un
tiempo. A diferencia de la mayoria de las infecciones provocadas por Verticillium spp, M.
phaseolina ocasiona necrosis en los tejidos internos de la corona, que afectan tanto a la zona
vascular, como al resto de la corona, observandose areas necréticas anaranjadas o marrén
oscuro, que llegan a afectar a toda la corona de la planta (Figura 1.7 A y B) (Bolda y Koike,
2012; Mertely et al., 2005;), ademas de podredumbre o necrosis de la raiz (Avilés et al., 2008;
Koike et al., 2012). Koike (2008) no observo cuerpos fructiferos del hongo u otras estructuras
directamente en los tejidos vegetales, Avilés y colaboradores (2008), detectaron

microesclerocios negros de forma oblonga en tejidos de corona infectados por M. phaseolina.
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Mertely y colaboradores (2005) observaron el desarrollo de picnidios ostiolados en los tejidos

del huésped, después de 8 a 10 dias de incubacién (Figura 1.8 Ay B).

Figura. 1.6. - Plantas de fresas afectadas por podredumbre carbonosa.

Figura. 1.7. - A) Corte longitudinal de corona de fresa, que muestra necrosis en vasos ocasionadas

pot M. phaseolina. B) Microesclerocios de M. phaseolina en tejido de corona de fresa.

M. phaseolina esta considerado como un patogeno de climas célidos. Los primeros registros de
plantas de fresa afectadas por este patégeno provenian de la India y Egipto, donde las altas
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temperaturas (33-47°C) y las condiciones de baja humedad del suelo prevalecen. Sin embargo,
se han registrado brotes adicionales en regiones templadas (temperatura del suelo 8-27°C),
como Espafia y Francia (Zveibil et al., 2012). El desarrollo de la enfermedad puede verse
agravada por multiples factores como la combinacién de estrés debido al calor, el déficit de
agua, el suelo de textura ligera, o el estrés asociado con la reproduccién del huésped (Mihail,
1989). En ensayos realizados bajo condiciones controladas, M. phaseolina fue més virulenta y
ocasion6 sintomas mas severos en plantas mantenidas a 32°C, mientras que no se observaron
sintomas de la enfermedad a temperaturas de entre 17 y 22°C. Esto puede estar relacionado a la
dominancia de este patdgeno en los meses mas calidos del afio y, en particular, el predominio
de M. phaseolina en el final de la primavera hasta principios de verano, cuando a menudo las
temperaturas superan los 30°C y un gran nimero de plantas se marchitan y mueren
rapidamente en el campo (Colmillo et al., 2011b). En el suroeste de Espafia, los sintomas de la
podredumbre carbonosa aparecieron en campos de fresas al final de la campafia, cuando las
temperaturas superan los 25°C (Miranda et al., 2012).

Figura. 1.8. - A) Rotura de un picnidio de M. phaseolina y dispersion de conidias 10x. B) Conidias
de M. phaseolina a 40x.

A

El estrés producido en la planta por las condiciones fisicas ya citadas, favorece el desarrollo de
los sintomas que causa M. phaseolina y la mortalidad de plantas. Sin embargo, cuando las
temperaturas del suelo son elevadas se observa la inhibicion de M. phaseolina en el proceso de
infeccion de raices tempranas, en el cultivo del meldn (Cucumis melo L.) (Bruton et al., 1987).
Zveibil y colaboradores (2012) demostraron que, una parte importante en la mortalidad de las
plantas en el cultivo de la fresa causada por M. phaseolina tiene que ver con la importancia de
la elevada temperatura combinada con baja humedad en el suelo, aunque tan solo fueron

evaluados dos niveles de humedad. La viabilidad de los microesclerocios disminuyé mas
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rapidamente en suelos mantenidos a 25°C ¢ a temperaturas fluctuantes de 18 a 32°C,
comparado con la viabilidad en suelos mantenidos a 30°C. Después de 30 a 40 semanas de
exposicion en el suelo, el inéculo mantenido a 25°C, 30°C, 6 a temperaturas fluctuantes en
invernadero disminuyo hasta niveles muy bajos. Ademas, se observo un aumento significativo
en la mortalidad de las plantas en suelos infestados mantenidos a 30°C frente a los mantenidos
a 25°C, mientras que el estrés hidrico a 25°C 6 30°C no afect6 a la mortalidad de las plantas en
los suelos infestados con M. phaseolina (Zveibil et al., 2012). En ensayos in vitro, Khan
(2007) demostro6 que el crecimiento de M. phaseolina fue insignificante a bajas temperaturas y
comenzé su crecimiento a 15°C, encontrando que la temperatura dptima de crecimiento fue de

30°C, siendo fuertemente inhibida por temperaturas de 40°C 6 superiores.

El contenido de humedad del suelo ha sido considerado como uno de los principales factores
gue afecta a la supervivencia de M. phaseolina (Pratt, 2006). La humedad del suelo y el nivel
del agua tienen efectos significativos sobre la supervivencia de los microesclerocios de M.
phaseolina. Asi, en suelos himedos, tanto a altas temperaturas (> 50°C) como a bajas (-5 6
5°C) afectan de forma negativa a la supervivencia y al crecimiento de M. phaseolina
(Papavizas y Klag, 1975). Zveibil y colaboradores (2012) observaron que una combinacion de
una alta humedad e inundaciones causaban una disminucion de la viabilidad de los
microesclerocios en comparacién con los suelos secos. Aunque, los resultados del estudio
realizado por Pratt (2006) no mostraron de manera clara que los suelos secos favorecieran la
supervivencia de microesclerocios de M. phaseolina, como sugieren algunos autores, debido a
gue la supervivencia 6ptima ocurre en suelos relativamente himedos y con una capacidad de
retencion de agua en torno a 50-100%. En este estudio, los resultados y las observaciones de
los experimentos a diferentes niveles de humedad del suelo, sugirieron que la viabilidad de los
microesclerocios pueden verse influenciadas por las interacciones entre los microorganismos y
la humedad del suelo. Olaya y colaboradores (1996 a, b) demostraron que las altas
temperaturas y los bajos potenciales hidricos del suelo son factores importantes en la
ocurrencia de esta enfermedad. En medios de cultivo no especificos, este hongo es capaz de
crecer a temperaturas de 35°C y potencial osmético bajo, especialmente si los nutrientes estan
disponibles. Los microesclerocios proliferan en el medio en un amplio rango de potenciales
osmoéticos (Odvody y Dunkle, 1979). Ademas Shokes y colaboradores (1977), demostraron
que el potencial hidrico tiene una gran importancia en la ecologia de M. phaseolina.
Posteriormente, Goudarzi y colaboradores (2008) estudiaron el efecto del potencial osmético y
el potencial matrico del suelo en la germinacion de microesclerocios y el crecimiento miceliar
de M. phaseolina y llegaron a la conclusién de que el potencial méatrico era un factor méas
importante que el potencial osmotico para el crecimiento miceliar M. phaseolina. Los factores

que influyen de manera negativa en la supervivencia de los propagulos del hongo son, ademés
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de ciclos de congelacion y descongelacion del suelo, una baja relacion de carbono:nitrégeno y
una alta humedad del suelo (Short et al., 1980).

La densidad de plantacién juega un papel importante en la incidencia de podredumbre
carbonosa, que fue inversamente proporcional, de manera que a mayor densidad de poblacién
menor incidencia, en algunos estudios realizados en cultivos como: girasol, cacahuete y

guayule (Parthenium argentatum, A. Gray) (Mihail, 1989).

M. phaseolina sobrevive en el suelo y en restos de plantas de fresa infectadas mediante
estructuras de resistencias denominadas microesclerocios. Al final de la campafia (mediados de
Mayo), las plantas de fresas se extraen del lomo mediante la siega de la parte aérea, arado de
los lomos o la aplicacién de herbicidas. Finalmente, los restos de las plantas infectadas por
patégenos del suelo pueden permanecer en el suelo hasta la siguiente campafia y por lo tanto,
servir como una fuente potencial de in6culo primario para los posteriores cultivos (Zveibil et
al., 2012). Algunos estudios sugieren que la poblacién de microesclerocios de M. phaseolina
aumenta a medida que los desechos del huésped se van descomponiendo en el suelo (Mihail,
1989). Esta puede ser una de las principales causas del incremento observado en la incidencia
de la enfermedad en suelos sin ningun tipo de fumigacion, cuando la fresa es cultivada afio tras
afio sin rotacion (De los Santos et al., 2012). En Espafia, M. phaseolina no ha sido aislada de
plantas procedentes de los viveros de altura, a diferencia del caso de Fusarium oxysporum
(Redondo et al., 2012), por lo que la planta de la fresa podria no ser considerada como una

fuente de in6culo para M. phaseolina.

Los microesclerocios sirven como fuente primaria de in6culo y se ha demostrado que pueden
persistir en suelo hasta mas de tres afios (Dhingra y Sinclair, 1975). Aungue, algunos autores
describen una disminucion significativa en el nimero de microesclerocios en residuos de suelo
y de la planta en campo, pasados varios meses (Pratt, 2006). La supervivencia de los
microesclerocios puede verse reducida considerablemente en suelos hdmedos, no
sobreviviendo durante mas de 7 a 8 semanas, mientras que el micelio no es capaz de sobrevivir
mas de 7 dias (Andnimo, 2014b). Aunque la longevidad de los microesclerocios no se conoce
de manera fehaciente, en las condiciones del suroeste de Espafia, la poblacion de M.
phaseolina aumentd afio tras afio, en suelos no fumigados, donde se cultiva fresa desde el afio
2009 (datos no publicados). Short y colaboradores (1980), observaron en cultivos de la soja y
del maiz, que las poblaciones de microesclerocios en suelo con capacidad germinativa estaban
directamente relacionadas con el nimero de afios que se mantuvo el cultivo, doblandose el
namero de microesclerocios tras dos afios consecutivos con el mismo cultivo. Por otra parte, la
severidad y la incidencia de la podredumbre carbonosa en soja y fresa estan directamente

relacionadas con la poblacién de M. phaseolina en suelo, e inversamente relacionada con los
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rendimientos del cultivo (Miranda et al., 2012). Wyllie (1988) observé en el cultivo de la soja
gue 15 microesclerocios por gramo de suelo de M. phaseolina podria ser es un nivel aceptable

y no afectar a la produccién del cultivo.

Los microesclerocios se producen en el tejido del huésped y se liberan al suelo cuando se
produce la descomposicién de la planta. Estas estructuras multicelulares permiten que
persistencia del hongo en condiciones adversas: bajos niveles de nutrientes en suelo,
temperatura por encima de 30°C, entre otras. La germinacion de los microesclerocios se da en
un rango de temperaturas entre 25 y 35°C, esto se produce en la superficie de la raiz cuando los
tubos germinales forman los apresorios que son capaces de penetrar en la epidermis del
huésped mediante presion mecénica, digestion enzimatica o por las aberturas naturales del
huésped (Bowers y Russin, 1999). El crecimiento de las hifas se produce intercelularmente en
la corteza y luego intracelularmente a través del xilema que coloniza el tejido vascular. Una
vez en el tejido vascular M. phaseolina se propaga a través de la raiz y el tallo inferior
produciendo microesclerocios que conectan los vasos vasculares de la planta (Wyllie, 1988).
La severidad de la enfermedad se ve afectada con las altas temperaturas y baja humedad del
suelo, ademas de la obstruccion mecénica de los microesclerocios en los vasos del xilema, la
produccién de toxinas, la accion enzimatica y la presiébn mecénica ejercida durante el

desarrollo de la enfermedad (Andnimo, 2014 b).

Figura. 1.9. - Microesclerocio de M. phaseolina en medio de cultivo de PDA.

M. phaseolina es la especie tipo del género Macrophomina Petr., y es también el nombre
asignado al coelomicete sinamorfo Rhizoctonia bataticola (Taubenh.) E.J. Butler (Crous et al.,
2006). M. phaseolina produce un gran nimero de esclerocios, pero no da lugar a la produccion

de esporas (Rossman y Palm-Hernandez, 2008). Por este motivo, se le relacioné con otros
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hongos formadores de esclerocios como Rhizoctonia solani J.G. Kihn, de la familia de los
basidiomicetos (Rossman y Palm-Hernandez, 2008). Segin Wheeler (1975), M. phaseolina
pertenecia a la division Eumicota, subdivision Deuteromicotina, clase Coelomicetos, orden
Sphaeropsidales (teniendo un conidioma picnidial), familia Sphaerioidacease, y género
Macrophomina. Rossman y Palm-Hernandez (2008) sefialaron que en la integracién de las
especies asexuales, en una filogenia de ascomicetos, se hicieron evidentes algunas relaciones
sorprendentes. Un ejemplo de una relacion relevada usando datos de secuencia molecular (28S
ADNI) es la inclusion de M. phaseolina, que causa la podredumbre carbonosa y la necrosis del
tallo, en la familia ascomycete Botryosphaeriaceae, aunque, el teleomorfo es ain desconocido
(Crous et al., 2006). De acuerdo con el Index Fungorum, la nueva posicién de M. phaseolina
en la clasificacién taxonémica es: familia Botryosphaeriaceae, orden Botryosphaeriales,
Incertae sedis, clase Dothideomicetos, subdivision Pezizomicotina y division Ascomicota
(Disponible online: http://www.indexfungorum.org).

Segun citan Crous y colaboradores (2006), von Arx (1981) introdujo el nombre Tiarosporella
phaseolina (Tassi) van der Aa, para M. phaseolina, e incluy6 el género Macrophomina como
Tiarosporella Hohn. Este tratamiento ha sido en gran parte ignorado por la comunidad de
patélogos de plantas y la comunidad micéloga, aunque von Arx (1987) lo siguié manteniendo.
El género Tiarosporella se caracteriza por tener conidias formadas de conidiéforos hialinos, de
textura suave, con células que carecen de engrosamientos periclinales y proliferaciones, una
forma de subcilindrica a fusiforme y conidias con apéndices irregulares, mucoides y apicales
(Nag Raj, 1993). Crous y colaboradores (2006) fueron capaces de inducir la esporulacion de
numerosas cepas de M. phaseolina sobre agujas de pino estériles, y descubrieron que las
conidias formaban apéndices apicales mucoidales. Asi que, M. phaseolina (Tassi) Goid. (=
Tiarosporella phaseolina (Tassi) Van der Aa) pertenece a la forma anamorfa de los
ascomicetos y se caracteriza por la produccion tanto de picnidios como de eslerocios en tejidos
huésped y en medios de cultivo (Ndiaye, 2007). El conidioma picnidial es de color marrén
oscuro a negro, solitario o agregado, de hasta 200 um de didmetro, ademas de poseer una
apertura central u ostiolo, que tiene una pared multicelular gruesa. Las picnidiosporas tienen
forma desde elipsoidal a ovoidal, y miden (16-)20-24(-32) x (6-)7-9(-11) um; las conidias
inmaduras son hialinas. Durante la formacién esclerocial, 50-200 células individuales hifales
se agregan creando cuerpos multicelulares llamados microesclerocios. Las microesclerocios, se
producen en los tejidos huésped o en el suelo, son de color negro, rugosos, duros y su tamafio
varia en funcion de los nutrientes disponibles en el sustrato donde se producen los propagulos.
(Crous et al., 2006; Ndiaye, 2007).

De acuerdo con la primera descripcion de Maas (1998), M. phaseolina, aislada de plantas de

fresa con sintomas de marchitamiento de las hojas y necrosis de la corona, produce sobre
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medio de cultivo patata-dextrosa agar (PDA) un micelio esponjoso y blanquecino. Al cabo de
3 dias se forman esclerocios pequefios, negros, rugosos, con forma irregular. M. phaseolina
aislado de plantas de fresas que mostraban sintomas de podredumbre carbonosa produjo
numerosos esclerocios oscuros con formas alargadas e irregulares que median 55-67 a 170-190
um de longitud y de 44-50 a 133-135 um de anchura (Figura 1.9). Cuando los aislados fueron
cultivados en un medio agar agua 1,5%, con paja de trigo deshidratada y esterilizada, se
produjeron picnidios oscuros que formaban conidias cilindricas, ostioladas e hialinas y
unicelulares (Baino et al., 2011; Koike, 2008; Mertely et al., 2005). Mertely y colaboradores
(2005) y Baino y colaboradores (2011) observaron picnidios visiblemente ostiolados, con una
forma generalmente elipsoidal, hialinos y que ocasionalmente o raramente se desarrollan en los
tejidos huésped afectados después de 8 a 10 dias de incubacion. Las colonias en medio de
cultivos tienen una coloracion desde blanco a marrén o gris y oscurecen con el paso del
tiempo. Las hifas se ramifican y forman generalmente angulos rectos, aunque puede también

observarse en &ngulos agudos.

Crous y colaboradores (2006), sefialaron las diferencias entre Tiarosporella y Macrophomina,
que produce normalmente picnidios con proliferacion de células conidiégenas y conidios que
se vuelven de color marrén oscuro y pierde sus apéndices apicales en la madurez.
Principalmente debido a estas diferencias el género Macrophomina y el nombre M. phaseolina

se ha mantenido.

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., Annali Sper. agr. N.S. 1:457. 1947.
Basionym: Macrophoma phaseolina Tassi, Bull. Lab. Ort bot. Siena IV:9. 1901.
= Tiarosporella phaseoli (Maubl.) Aa, Verh. Kon. Ned. Akad. Wetensch., Sectie 2, 68:4. 1977.

Sin6énimos adicionales fueron indicados por Holliday y Punithalingam (1988).

Aunqgue sélo una especie (phaseolina) estad reconocida dentro del género Macrophomina
(Sutton, 1980), se observa una gran variabilidad en la morfologia y la patogenicidad entre
aislados procedentes de diferentes huéspedes (Fernandez et al., 2006). Utilizando patrones
restringidos con fragmentos amplificados de ADN por PCR cubriendo el espacio transcrito de
la region interna, 5.8S ARNr y parte de 25S ARNTr, no se observaron variaciones entre aislados
de M. phaseolina procedentes de soja, maiz, sorgo, tejidos de raiz de algoddn, ni suelo de

campos infestados, sugiriendo que M. phaseolina constituye una sola especie (Su et al., 2001).

Segun Rayatpanah y colaboradores (2012), la diversidad genética del hongo M. phaseolina
podria favorecer su supervivencia y adaptacion a diferentes entornos, debido a las diferencias
morfoldgicas, fisiologicas, patogénicas, y a su diversidad genética. Sin embargo, no hay

evidencias claras que sugieran la existencia de formas especiales, subespecies 0 razas
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fisioldgicas. Mufioz-Cabafias y colaboradores (2005) concluyeron gque, M. phaseolina mostro

una cierta especializacidn patogénica, pero no diferentes razas genéticas.

1.4. — Objetivos.

La finalidad de este trabajo es determinar la eficacia de métodos de desinfescion de suelo en el
control de las poblaciones de M. phaseolina en suelo, la incidencia de podredumbre carbonosa
y la influencia de los mismos en la produccion, asi como analizar la respuesta de resistencia o
susceptibilidad de variedades de fresa a dicho patdégeno y determinar las posibles diferencias
entre aislados del patogeno, concretdndose en los siguientes objetivos parciales:

1. Determinar la eficacia de los tratamientos de desinfescion en el control de las
poblaciones de M. phaseolina en suelo.

2. Evaluar la incidencia de podredumbre de corona (podredumbre carbonosa,
“charcoal rot”) en plantas de fresa en suelos fumigados.

3. Analizar el efecto de los tratamientos de desinfescién de suelo en los
rendimientos del cultivo.

4. Determinar la relacién entre la poblacion de M. phaseolina en suelo con la
incidencia de podredumbres de corona, asi como con los rendimientos del
cultivo.

5. Determinar la respuesta de resistencia/susceptibilidad de variedades de fresa

de uso comun a M. phaseolina.

1.5. — Estructura de la tesis.

Atendiendo a los objetivos descritos, la presente Tesis Doctoral recoge un compendio de
capitulos que corresponden a diferentes articulos cientificos que se encuentran en proceso de

revision en revistas internacionales de reconocido prestigio.

En este primer capitulo se pretende ofrecer una visién general de la situacién actual del cultivo
de la fresa, y de la desinfescion de suelo y sus posibles alternativas, asi como revisar los

conocimientos sobre M. phaseolina y la podredumbre carbonosa.

En el capitulo 2, titulado “Evaluacion de tratamientos de biosolarizacion para el control de
podredumbre carbonosa (agente causal: M. phaseolina) en fresas”, se recogen los trabajos
realizados, durante tres camparfias agricolas, en la finca de El Cebollar, situada en Moguer
(Huelva), donde se ha estudiado la eficacia de diferentes tratamientos de biosolarizacion en el

control de M. phaseolina.
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En el capitulo 3, “Evaluacion de tratamientos quimicos y de biosolarizacion para el control de
M. phaseolina en el cultivo de la fresa”, se muestran los resultados de tres afios de ensayos,
durante los que se ha estudiado la eficacia de tratamientos de tipo quimico y biolégico. Estos
trabajos se realizaron en dos fincas, Occifresa situada en Moguer y Fres-Gémez en Palos de la

Frontera, con diferentes historiales previo de desinfescion de suelo.

En el capitulo 4, “Evaluacion de la resistencia de cultivares de fresa a M. phaseolina, agente
causal de podredumbre carbonosa”, se ha analizado la respuesta de cultivares comerciales de
fresa a M. phaseolina, en condiciones controladas y en campo, en suelos naturalmente

infestados.

De dos estancias en Gulf Coast Research and Education Center - University of Florida, ha
nacido el capitulo 5, “Eficacia de fumigantes alternativos al bromuro de metilo, en el control
de Macrophomina phaseolina, en cultivos de fresa en florida”, que recoge los resultados de los
ensayos realizados durante dos campafias. Se ha testado la eficacia de diferentes fumigantes
quimicos y distintas formas de aplicacién en la erradicacion de varios tipos de inéculo de M.
phaseolina, enterrado en los lomos antes de la aplicacion de los tratamientos.

Por Gltimo, en el capitulo 6, se recogen las conclusiones que se derivan de estos trabajos.
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CAPITULO 2

EVALUACION DE TRATAMIENTOS DE BIOSOLARIZACION PARA EL
CONTROL DE PODREDUMBRE CARBONOSA
(AGENTE CAUSAL: MACROPHOMINA PHASEOLINA) EN FRESAS.

2.1. - Resumen

Macrophomina phaseolina, agente causal de la podredumbre carbonosa, es un patégeno que se
transmite principalmente a través del suelo. La podredumbre carbonosa se esta convirtiendo en
un problema creciente en el cultivo de la fresa. En la provincia de Huelva, esta enfermedad se
detect6 por primera vez en 2006. Después del abandono del BM, como principal fumigante de
suelo, algunos autores han asociado los cambios en las formas y en la dosis de aplicacion de
los productos utilizados para la fumigacion en la desinfescion de suelos con la aparicion y el
establecimiento de M. phaseolina. Ademas, en los paises desarrollados, la mayoria de los
fumigantes quimicos considerados como alternativas viables, no podran ser utilizados en un
futuro, debido principalmente a las restricciones impuestas por la UE. Entre las alternativas no
quimicas, para la produccion de fresa, se encuentra la biosolarizacion del suelo, una nueva
técnica que combina otras dos: la biofumigacion y la solarizacion. En este estudio, se compara
la eficacia de diversos tratamientos de biosolarizacion en el control de M. phaseolina durante
tres campafias sucesivas en una finca experimental, cuyos suelos no han sido tratados con
productos de sintesis, ubicada en Moguer, en la provincia de Huelva. La influencia de estos
tratamientos en la poblacion de M. phaseolina en suelo, el desarrollo de la podredumbre
carbonosa en corona y la produccién de fruta en fresa, se determiné en las campafias agricolas
2009, 2010 y 2011. El suelo fue biofumigado mediante enmiendas con estiércol freso de pollo
(gallinaza) a 12.500kg/ha, con o sin Trichoderma spp (TUSAL®) a 3,5kg/ha; gallinaza a
25.000kg/ha; “pellets” de Brassica spp. (BIOFENCE®) a 2.000kg/ha 6 15.000kg/ha; orujillo
de olivo a 12.500kg/ha o vinaza de azlcar de remolacha a 15.000kg/ha. El suelo fue
posteriormente solarizado durante 30 dias, mediante una cubierta con pléstico transparente. El
control no tratado, recibid estiércol fermentado pero no fue solarizado. Los tratamientos
redujeron o estabilizaron la poblacion de M. phaseolina en suelo comparandolas con el control.
Los tratamientos de biosolarizacion con gallinaza a 25.000kg/ha o vinaza de azlcar de
remolacha a 15.000kg/ha redujeron significativamente la incidencia de podredumbre
carbonosa con respecto al control no tratado. Los rendimientos obtenidos en la enmienda de
gallinaza (entre 59.319 to 89.421kg/ha) fueron similares a los previamente citados para la

fumigacién quimica estandar con 1,3-dicloropropeno:cloropicrina. Por lo tanto, la

35



Capitulo 2

biosolarizacion con gallinaza podria ser una opcion prometedora y apropiada para el cultivo de

la fresa en zonas de clima templado-calido.
Abstract

Macrophomina phaseolina, the causal agent of charcoal rot, is a primarily soil-borne pathogen.
Charcoal rot has become increasingly troublesome in strawberry in Spain, where it was reported
for the first time in 2006, and worldwide. After the phase out of methyl bromide, some authors
have associated the changes in the fumigation products used and methods of applying them
prior to planting strawberries with the establishment of M. phaseolina. Moreover, in developed
countries, the majority of useful chemical alternatives are futureless, because of the regulatory
restrictions. Among the non-chemical alternatives for strawberry fruit production is soil
biosolarization, a new technique combined soil biofumigation and soil solarization. In this
study, we compared the efficacy of several biosolarization treatments to control M. phaseolina
for three successive seasons in a non-chemical treated field near Moguer, Huelva (southwestern
Spain). The influence of these treatments on M. phaseolina soil population, charcoal rot
development, and strawberry yield was assessed each year. Soil was biofumigated by
amendment of fresh chicken manure at 12,500kg/ha with or without Trichoderma spp
(TUSAL®) at 3,5kg/ha; fresh chicken manure at 25,000kg/ha; Brassica spp. pellets
(BIOFENCE®) at 2,000kg/ha and 15,000kg/ha; dried olive pomace at 12,500kg/ha or sugar beet
vinasse at 15,000kg/ha. Soil was then solarized for 30 days by covering with a clear plastic
mulch. A control that received fermented manure remained uncovered. The treatments reduced
or stabilized M. phaseolina sclerotia populations in soil compared to untreated control.
Treatments which combined biosolarization with chicken manure at 25,000kg/ha or sugar beet
vinasse at 15,000kg/ha reduced significantly the incidence of charcoal rot compared to
untreated control. Furthermore, yields obtained by amendment with fresh chicken manure
(59,319 to 89,421kg/ha) were also similar to the yields previously reported for the standard
chemical fumigation with 1,3-dichloropropene:chloropicrin. Therefore, biosolarization with
fresh chicken manure could be a promising and sustainable option for strawberry crops grown

in warm temperate climate areas.
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2.2. - Introduccién

La fresa (Fragaria x ananassa Duch.) es uno de los cultivos mas importantes en la provincia
de Huelva (suroeste de Espafia), con 7.000 ha cultivadas en 2011 y una produccion de 231.732
TM (Andnimo, 2011). La produccién de fresa, en ese afio se valoré en 300 millones de euros
(Uclés et al., 2011)

La podredumbre carbonosa ocasionada por M. phaseolina comienza a ser considerada un
problema para el cultivo de la fresa, en todas las zonas donde se cultiva. M. phaseolina es un
patégeno de suelo, ubicuo y con un amplio rango de huéspedes, que afecta a mas de 500
especies cultivadas y silvestres, es de gran longevidad en suelo y con capacidad saprofitica
altamente competitiva (Su et al., 2001). Los sintomas en fresa consisten en marchitamiento
foliar, secado y muerte de las hojas més viejas, seguido de un eventual colapso y muerte de la
planta (Koike, 2008). En corte longitudinal de la corona, se observa una coloracién negra o
marron que indica necrosis en los tejidos corticales y vasculares (Mertely et al., 2005) (Figura
2.1). Esta enfermedad también puede ocasionar necrosis en las raices de la planta (Avilés et
al., 2008).

Figura 2.1. - En corte longitudinal, necrosis en corona de fresa ocasionada por M. phaseolina.

M. phaseolina estd considerado como un patdgeno de climas calidos y algunas de las primeras

informaciones sobre este hongo en fresa provenian de India y Egipto, donde las altas
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temperaturas del suelo y las condiciones de baja humedad son caracteristicas. Posteriormente,
se ha citado en paises con climas més frios, como Francia y Espafia (Zveibil et al., 2012). Las
condiciones medioambientales como temperatura, humedad atmosférica y la humedad
disponible en el suelo, juegan un papel importante en la dispersion y multiplicacién de M.
phaseolina (Khan, 2007). El desarrollo de la enfermedad se puede ver favorecido por algunas
combinaciones de estrés térmico, déficit de agua en el suelo, suelos de textura ligera o estrés
asociado con la reproduccion del huésped (Mihail, 1989). Asi, se relaciona la dominancia de
este patdgeno con los meses mas calidos del afio, a finales de primavera o a principios de
verano cuando la temperatura, a menudo, excede de los 30°C, coincidiendo con la mayor
mortalidad de plantas en el cultivo de la fresa (Fang et al., 2011). Concretamente, en el
suroeste de Espafa, los sintomas de podredumbre carbonosa aparecen en los campos de
produccion de fruto de fresa en los meses de Abril y Mayo, cuando las temperaturas exceden
de 25°C (Miranda et al., 2012).

M. phaseolina sobrevive en el suelo y en restos de plantas infectadas como microesclerocios.
Estos microesclerocios son estructuras de resistencias que permiten al hongo vivir durante
largos periodos de tiempo en el suelo (Dhingra y Sinclair, 1975; Zveibil et al., 2012). Una baja
densidad de in6culo en el suelo, puede ser suficiente para ocasionar sintomas de podredumbre
carbonosa en la planta, especialmente cuando el huésped es altamente susceptible, como es el
caso de Euphorbia lathyris. En este cultivo, se ha demostrado que densidades de esclerocios
inferiores a 1 microesclerocio por gramo de suelo pueden ocasionar mas de un 90% de muerte
de plantas (Young y Alcorn, 1984). Sin embargo, Wyllie (1988), determiné que 15
microesclerocios por gramo de suelo pueden ser un nivel aceptable y no afectar a la
produccién en el cultivo de soja. Los microesclerocios son producidos en el tejido huésped y
liberados al suelo cuando la planta infectada muere. Cuando el material vegetal se
descompone, estas estructuras de resistencia se mantienen en el suelo durante largos periodos
de tiempo, siendo el inéculo primario en las siguientes campafias agricolas (Zveibil et al.,
2012). Se ha demostrado que los cultivos susceptibles a este patdgeno influyen en la densidad
y la dindmica del indculo de M. phaseolina en el suelo, asi en el caso de la soja, se detectan
incrementos de la poblacion del patégeno en el suelo en monocultivo (Mihail, 1989). Segun
Mihail y Alcorn (1987), los microesclerocios muestran un patrén espacial en el suelo en forma
de agregados, exhibiendo un gradiente muy variable en las parcelas experimentales. En los
campos de fresas infestados, generalmente se observan pequefios parches, en areas concretas,
con plantas sintomaticas. Sin embargo, en zonas donde la enfermedad se ha desarrollado
durante mas de una campafia, la distribucién puede ser mas amplia, extendiéndose el inéculo
desde el area inicialmente infestada (Koike, 2008). Probablemente, las labores de labranza

realizadas al inicio de cada nueva campafa contribuyen a la redistribucion vertical y horizontal
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de los patdgenos en el suelo (Koike, 2008). En la mayoria de las zonas donde se cultiva la
fresa, el sistema de cultivo es anual, sin rotacion. Este cultivo intensivo combinado con las
altas temperaturas alcanzadas durante la campafia, crea unas condiciones Optimas para el
desarrollo y la multiplicacion de patdgenos de suelo como M. phaseolina (Zveibil et al., 2012).
El resultado es un dafio extensivo y la reduccion de la produccion en las mayores areas de

produccién de fruto de fresa en Europa y la zona mediterranea (Santos et al., 2006)

La podredumbre carbonosa en la fresa ha sido detectada en los Gltimos afios en: Argentina
(Baino et al., 2011), Australia (Golzar et al., 2007), California (Koike, 2008), Florida (Mertely
et al., 2005), Grecia (Tjamos et al., 2006), Italia (Angelini y Faedi, 2010), Irdn (Sharifi y
Mahdavi, 2011), Israel (Zveibil y Freeman, 2005), Espafia (Avilés et al., 2008), Turquia
(Benlioglu et al., 2004). En EEUU, M. phaseolina fue aislado, por primera vez en 2001, de
plantas marchitas y muertas procedentes de un campo de produccion de fruto de fresa, en
Florida (Mertely et al., 2005). Posteriormente, Koike (2008) observé plantas de fresa decaidas
y enfermas en campos comerciales del suroeste de California. Aln no esta suficientemente
claro si esta reciente aparicion de informacion sobre la podredumbre carbonosa es debida al
incremento de la dispersion del patdgeno, la prohibicion del BM o el creciente conocimiento

de la misma como nueva enfermedad en la fresa.

Tras la prohibicion y retirada del bromuro de metilo (BM) en 2005 en los paises desarrollados,
el manejo de algunas enfermedades relacionadas con patdgenos de suelo, incluida la
podredumbre carbonosa ha empezado a convertirse en un serio problema. Algunos autores han
asociado los cambios en los productos usados para la fumigacion de suelo y en los métodos de
aplicacién, con la emergencia de la podredumbre carbonosa ocasionada por M. phaseolina en
fresa (Avilés et al., 2008; Koike, 2008; Mertely et al., 2005; Zveibil y Freeman, 2005). El
cultivo de la fresa ha sido altamente dependiente de la utilizacion de BM en la desinfescion de
suelo. Como resultado del Protocolo de Montreal y la Regulacién de la Comunidad Europea
(CE) n° 2037/2000 del 29 de Junio sobre sustancias que deterioran la capa de ozono, la
prohibicion del uso de BM para la produccion de fresas fue irreversible en paises de la Uni6n
Europea (UE) desde 2007 (Decision de la Comision (Comunidad Europea), 2006). Desde
entonces, se han utilizado con éxito otros tratamientos quimicos en Espafia, principalmente la
mezcla de 1,3-dicloropropeno (1,3 D) mas cloropicrina, cloropicrina, Dazomet mas 1,3 D, y
metan sodio (datos no publicados). La re-evaluacién de los pesticidas en la UE ha reducido
drasticamente la disponibilidad de fumigantes en Europa. Actualmente, los Unicos fumigantes
autorizados y con restricciones son los generadores de metil isocianato: dazomet, metam sodio
y metam potasio. Dazomet fue el primero autorizado como fumigante de suelo en 2011,
seguido de las sales de metam potasio y sodio en 2012. Los dos ultimos estan autorizados para

aplicaciones previas a plantacion, pero solo podrén ser utilizados una vez cada tres afios en el
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mismo terreno y bajo plastico. Aunque, 1,3 D y cloropicrina han sido utilizados como las
principales alternativas al BM, estan excluidas del Anexo | desde 2010 y 2013,

3

respectivamente, manteniéndose los “usos de emergencia nacional”, mediante permisos
temporales renovables de 120 dias por afio para la industria agricola, en algunos paises (Italia,

Espafia y Grecia) (Colla et al., 2012).

En ensayos llevados a cabo en el suroeste de Espafia, los tratamientos de suelo preplantacion
con cloropicrina, 1,3 D:cloropicrina, dimetil disulfuro:cloropicrina, ioduro de metilo +
cloropicrina o Dazomet (incorporado al suelo con Mix-Tiller®), no solo redujeron la poblacién
de M. phaseolina en el suelo, sino que mantuvieron estos bajos niveles del patégeno hasta
finales de campafa (final de Mayo). Asi, mientras que la mortalidad de plantas del cultivar
‘Camarosa’ fue el 20% en suelos no tratados, en los suelos fumigados no alcanzé al 10%, y en
los suelos fumigados con dazomet no se detectaron plantas muertas (Miranda et al., 2012).
Zveibil et al. (2012), estudiaron el efecto de varios fumigantes quimicos en el control de M.
phaseolina. Metam sodio y BM fueron los més efectivos, consistentemente, en la erradicacion
de varios tipos del in6culo de M. phaseolina (microesclerocios, coronas y estolones
naturalmente infectados). Sin embargo, la fumigacion con cloropicrina o la combinacion de 1,3
D:cloropicrina no fueron tan efectivos como los tratamientos con metam sodio 0 BM, a las

distintas profundidades en este estudio.

Se han estudiado diversas aproximaciones a la produccion de fresa sin BM u otros quimicos,
como por ejemplo: cultivo sin suelo, desinfescion anaerdbica, desinfescion por vapor,
solarizacién, biofumigacion y uso de herbicidas. Las investigaciones en la blsqueda de
alternativas en la desinfescion de suelos han sido muy intensas en paises como EEUU (Ajwa et
al., 2003; Duniway, 2002) y Espafia (L6pez-Aranda et al., 2009; Medina et al., 2012a; Medina
et al., 2012b). A pesar de todos los esfuerzos realizados, la mayoria de las alternativas no han
alcanzado, de forma consistente, la misma capacidad como fumigante de amplio espectro

(patogenos de suelo, plagas y malas hierbas) que presentaba el BM.

La solarizacion del suelo es una aproximacion no quimica para la desinfescion del suelo. Esta
técnica es una practica de manejo del suelo que se lleva a cabo en los meses de verano para
facilitar el crecimiento de los cultivos en el otofio. Se lleva a cabo cubriendo el suelo con un
plastico transparente, con la finalidad de captar la radiacién solar y acumular calor, asi la
temperatura del suelo se ve incrementada hasta niveles letales para muchas de las plagas y
patégenos que afectan a las plantas (Katan, 1981). Se recomienda mantener esta cubierta
plastica durante 30-45 dias, en los meses donde la temperatura del suelo excede los 50°C
(Medina, 2002). Los suelos solarizados son, a menudo, méas supresivos frente a numerosos

patégenos de plantas que los no solarizados. Los cambios en la microflora del suelo, que se
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producen tras la solarizacién podrian incrementar el crecimiento de las plantas e inducir la
supresividad frente a patégenos. Segin estudios previos, realizados en campos de fresa,
cuando la solarizacién se repite durante dos 0 mas afios consecutivos en una misma parcela,
gjerce un control efectivo sobre hongos patdgenos como Phytophthora spp., Pythium spp.,
Rhizoctonia spp. y Cylindrocarpon spp. (Ben-Yephet et al., 1987; Gamliel y Stapleton, 1993
b; Pinkerton et al., 2002; Su et al., 2001). La solarizacion puede no ser totalmente efectiva en
el control de M. phaseolina, especialmente en las capas mas profundas del suelo (Lodha et al.,
1997; Yildiz et al., 2010). En campos de fresa, la solarizacion no redujo la viabilidad de M.
phaseolina en suelo a profundidades de 10 a 20cm, sin embargo, se determind una reduccion
significativa (66%) en la supervivencia a 5cm de profundidad (Young y Alcorn, 1984). De otra
parte, el efecto combinado de la solarizacion y la irrigacion del suelo resulta, en la mayoria de
los casos, en una completa erradicacion de la poblacion de M. phaseolina a profundidades de
suelo entre 0-30cm (Lodha et al., 1997).

La biofumigacion es una técnica que utiliza como fumigantes para el control de patdgenos de
suelo, las sustancias volatiles y otros productos que se originan en el suelo como consecuencia
de la biodegradacion de enmiendas organicas y otros residuos (Bello et al., 2004). Los
compuestos de nitrégeno (como amonios Y nitratos), los cidos organicos y un gran nimero de
sustancias son responsables de esta actividad biocida (Mian et al., 1982). La biofumigacién es
una aproximacién del uso de plantas que contienen sustancias biolégicamente activas y
especificas para el control contra hongos, nematodos y plagas de los cultivos agricolas. El
principio de la biofumigacion se basa en el uso de plantas con altos niveles de glucosinolatos,
compuestos de azufre que se producen de forma natural en las plantas naturalmente y que
mejoran la proteccion de la planta. Cuando las plantas se incorporan al suelo, estos
glucosinolatos son hidrolizados por la enzima de la planta “mirosinasa”, a pH neutro, que
produce sustancias quimicas activas y volatiles, como los isocianatos. Las especies de plantas
mas efectivas son las del genero Brassica, entre ellas B. napus y B. oleracea (Bianco et al.,
2000; Mazzola, 2011 a). Las enmiendas con harina de semillas del genero Brassicaceae
suprimieron la proliferacion de M. phaseolina en el suelo (Mazzola, 2011 b). Ademas de los
residuos de Brassicaceae, se han ensayo otros materiales organico como productores de
compuestos biofumigantes para la desinfescion del suelo, entre estos compuestos organicos se
incluyen los compost o enmiendas verdes, enmiendas animales (como la gallinaza) y residuos
agroindustriales como céascara de arroz, piel de citricos, etc. Pratt (2006), demostrd que el uso
de los residuos de las aves domésticas de corral, produjo un control eficaz de los
microesclerocios de M. phaseolina en suelo. Estas enmiendas organicas animales, redujeron la

supervivencia de los microesclerocios en el suelo, trece dias después de su aplicacion.
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Para el control de patégenos de suelo se estudia la aplicacion del tratamiento de solarizacion
integrado con el uso previo de distintas enmiendas organicas como las citadas anteriormente
(Medina et al., 2009; Ndiaye et al., 2007). La combinacion de solarizacion con aplicaciones de
materia organica es lo que se conoce como solarizacién bioldgica o biosolarizacién (Ros et al.,
2008). Lodha et al. (1997), demostraron la eficacia de la aplicacion de riego en verano y la
posterior solarizacion del suelo, combinada con el aporte de residuos de especies de cruciferas
en el control de M. phaseolina. En suelos biosolarizados con esta técnica, las poblaciones de
M. phaseolina fueron casi totalmente erradicadas (93-99%) a profundidades de entre 0-15 y
16-30cm. En campos experimentales de fresas, la desinfescion anaerdbica del suelo con
desechos de aves de corral aplicados en los lomos obtuvieron rendimientos muy similares
comparados al tratamiento estandar con 1,3 D:cloropicrina. La supervivencia del inéculo de F.
oxysporum y M. phaseolina se redujo significativamente con ambos tratamientos al
compararlos con el control no tratado. La desinfescion anaerébica fue uno de los tratamientos
mas eficaces en la eliminacién de M. phaseolina (Rosskopf et al., 2011). Recientemente,
Zveibil et al. (2012) han sugieren que periodos prolongados de biosolarizacion pueden ser un
método alternativo en el control de M. phaseolina. Sin embargo, esta técnica no deberia afectar
a la produccion del cultivo para que sea considerada como una alternativa viable a los

productos quimicos en el cultivo de la fresa.

Algunas cepas del agente de biocontrol Trichoderma spp. han sido probadas contra M.
phaseolina aislada de diferentes cultivos (Elad et al., 1986; Sandoval y Lopez, 2000). La
aplicacién al suelo de la formulacién en forma de granulado o compost seco de T. harzianum,
T. polysporum y T. viride controlaba la necrosis de raiz, ocasionada por M. phaseolina, en el

cultivo de berenjena (Solanum melongena L.) en condiciones de campo (Ramezani, 2008).

Desde la campafia 2006-07, y en un campo experimental ubicado en Moguer (Huelva), se ha
analizado la eficacia de diferentes tratamientos de biosolarizacion en el control de hongos
patogenos de suelo. La podredumbre carbonosa se detectd por primera vez en este campo
durante la campafia 2009-10. El objetivo del presente estudio, fue evaluar los efectos de la
aplicacion repetida de distintos tratamientos de biosolarizacion sobre: las poblaciones de M.
phaseolina en suelo, la incidencia de podredumbre carbonosa y la produccion de fruto en el

cultivo de la fresa en un clima templado.

2.3. - Materiales y métodos
2.3.1. - Parcela experimental.

Los ensayos de campo se llevaron a cabo en la finca experimental “El Cebollar”, perteneciente

al Instituto Andaluz de Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA), que se ubica en Moguer,
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Huelva (longitud 6° 481" O, latitud 37° 14'25" N) (Figura 2.2). Los trabajos se realizaron
durante tres campafias agricolas desde 2009 hasta 2011. En los tres afios, los tratamientos se
aplicaron en las mismas parcelas. El suelo estaba compuesto por: 90,1% de arena, 7,2% de
arcilla, y 2,8% de limo; pH de 6,5; con un contenido de materia organica de 0,26%; nitrégeno

total 0,02%; fosforo 68mg/kg y una conductividad eléctrica de 0,19mmbhos/cm.

Figura 2.2. - Vista aérea de la Finca Experimental “El Cebollar” (Moguer, Huelva).

Los suelos de esta finca experimental nunca han sido fumigados con productos de sintesis. En
Julio de 2005, el suelo fue biosolarizado con una enmienda de gallinaza a 30.000kg/ha. Desde
2006-07, se han llevado a cabo en esta parcela ensayos con diferentes tipos de biosolarizacién.
El control no tratado y el tratamiento de biosolarizacién con enmienda de gallinaza a dosis
alta, se han superpuesto en las mismas parcelas y repeticiones desde 2006-07, mientras que la
biosolarizacién con pellets de Brassica spp. (BIOFENCE ®) a 2.000kg/ha, se aplicé por
primera vez en 2008-09 (L6pez-Aranda, 2012). M. phaseolina se detectd por primera vez en

este campo experimental en la campafia 2009-10.

2.3.2. - Disefio experimental y descripcion de los tratamientos.

Se aplico un disefio experimental en bloques al azar, con cuatro repeticiones, incluyendo un
testigo (control) al que se aplico estiércol fermentado y que no fue solarizado. Las dimensiones
de parcelas elementales eran 6m de largo y 3,3m de ancho, con tres lomos y, en cada uno, dos

filas de plantas (marco de plantacion de 25 x 25 cm) y 140 plantas cada parcela.

En cada campafia se ensayaron un total de seis tratamientos. Durante las tres campafas se
repitieron cuatro tratamientos: biosolarizacién con estiércol fresco de pollo (gallinaza) a
25.000kg/ha  (GALL-DA); biosolarizacion con gallinaza a 12.500kg/ha (GA-DB);
biosolarizacién con vinaza de remolacha a 15.000kg/ha (VIN); y biosolarizacion con pellets de
Brassica spp. (BIOFENCE®) a 2.000kg/ha (BP-DB). Durante la campafia 2009-10, se
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aplicaron otros dos tratamientos: uno mediante biosolarizacion con pellets de Brassica spp.
(BIOFENCE®) a 15.000kg/ha (BP-DB), y otro mediante biofumigacién en lomo, bajo plastico
negro, con BIOFENCE® a 2.000kg/ha, sin solarizacién del suelo (BP-DBLM). Estos dos
tratamientos fueron reemplazados en las campafias 2010-11 y 2011-12 por tratamientos de
biosolarizacion con gallinaza a 12.500kg/ha mas Trichoderma spp. (TUSAL®, Certis, Espafia:
1+ 10" ufc de la cepa T11 + 1 « 10" ufc de la cepa T25/ha) a 3,5kg/ha (GALL-DB+TR), y
biosolarizacion con alperujo de olivo a 12.500kg/ha (AL-O), respectivamente. Todos los
tratamientos se superponen en las mismas parcelas y repeticiones cada afio (Tabla 2.1) (Figura
2.3).

Tabla 2.1. - Tratamientos aplicados al suelo en campo de produccién de fruto de fresa (Moguer,

Huelva).

: I Dosis Método de
Tratamientos Descripcion o .,
(kg/ha de superficie tratada) aplicacion
2009 2010 2011
C Control no tratado
GALL-DA Biosolarizacion con 25.000 25.000 25.000 Pre-plantacion
gallinaza Toda superficie
GALL-DB Biosolarizacion con 12500 12,500 12.500 Pre-plantacion
gallinaza Toda superficie
GALL-DB+TR Biosolarizacion con 12,500 12,500 Pre-plantacion
gallinaza Toda superficie
+Trichoderma (TUSAL®) t35 435 Riego por
goteo
VIN Biosolarizacion convinaza 15.000 15.000 15.000 Pre-plantacién
de remolacha Toda superficie
AL-O Biosolarizacion con 12,500 12.500 Pre-plantacion
alperujo de olivo Toda superficie
BP-DA Biosolarizacion con pellets  15.000 Pre-plantacion
de Brassica spp. Toda superficie
(BIOFENCE®)
BP-DB Biosolarizacion con pellets  2.000 2.000 2.000  Pre-plantacion
de Brassica spp. Toda superficie
(BIOFENCE®)
BP-DBLM Biofumigacion con pellets ~ 2.000 Bajo lomo, con
de Brassica spp. plastico negro,
(BIOFENCE®) sin solarizacion
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Figura 2.3. - A)) Aplicacién del tratamiento de vinaza de remolacha. B.) BIOFENCE®. C))
TUSAL®.

TUSAL

FUNGICIDA BIOLOGICO

do Dispersabiléen Agya (WG

Todos los tratamientos, excepto BP-DBLM, fueron aplicados a toda superficie. Los
tratamientos de biosolarizacion se realizaron mediante la incorporacion de materia organica y
la simultanea solarizacion del suelo. Cada afio, a mediados de Julio, se realizd la aplicacion e
incorporacion al suelo (previamente regado a capacidad de campo) de las diferentes enmiendas
orgéanicas, a una profundidad de 20cm con un rotovator (Figura 2.4 A). A continuacion, las
parcelas fueron regadas mediante aspersion hasta capacidad de campo (Figura 2.4 B) y
cubiertas con una l&mina de plastico de polietileno transparente (0,05 mm) (12 Julio 2009, 14
de Julio de 2010 y 12 Julio 2011) (Figura 2.4 C). La pelicula de pléastico de polietileno
transparente permanecid en el suelo durante cuatro semanas, cada afio, para inducir el efecto
de la biosolarizacion. A mediados de septiembre, una vez retirado el plastico de solarizacion,
se procedi6 a la preparacion del suelo y abonado de fondo. El alomado se efectuo
mecénicamente, colocdndose simultdneamente las cintas de riego por goteo y el plastico de
cobertura del lomo film de polietileno negro de 40um de espesor (Figura 2. D). Plantas de
fresa del cultivar '‘Camarosa’, procedentes de viveros de altura espafioles, se plantaron a mano,
a mediados de octubre (21 de Octubre de 2009, 26 de Octubre 2010 y 14 de Octubre de 2011)
(Figura 2.5). En este trabajo se ha utilizado el cultivar 'Camarosa’ por estar considerado uno de
los cultivares mas susceptibles a M. phaseolina y por tratarse del cultivar mas importante en la
zona de Huelva, entre 1997 y 2010. Las plantas se cultivaron en un sistema intensivo anual en

macro-tineles (Medina et al., 2009).
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Figura 2.4. — A.) Aplicacién de materia organica al suelo. B.) Riego por aspersioén. C.) Colocacion

de laminas de polietileno (solarizacién). D.) Elaboracién de los lomos de cultivo e instalacién de

cinta de riego.

46



Capitulo 2

2.3.3. - Determinacion de las poblaciones de M. phaseolina en el suelo.

Con el objetivo de evaluar la eficacia de los tratamientos de desinfescion, se determiné la
poblacién en suelo de M. phaseolina en cada parcela, como unidades formadoras de colonias
(UFC) por gramo de suelo seco. Los muestreos se realizaron antes de la aplicacién de los
tratamientos (9 Julio 2009, 8 de Julio de 2010, y 4 de Julio de 2011), y dias después de la
aplicacion de los mismos (14 Octubre 2009, 23 de Septiembre de 2010, y 6 de Octubre de
2011). Al final de cada campaiia, se tomaron nuevas muestras para determinar la efectividad a
lo largo plazo de los tratamientos (27 Mayo 2010, 19 de Mayo de 2011, y 15 de Mayo de
2012). Antes de la aplicacion de los tratamientos, se tomaron cinco muestras en un patron en
zig-zag a toda superficie en cada parcela elemental, y se mezclaron para componer una
muestra homogénea. Después de la aplicacion de los tratamientos (antes de la plantacion) y al
final de la campafia, se tomaron tres muestras del lomo central de cada parcela (Figura 2.6),
mezclandose para homogenizarla. La toma de suelo se realizé de los primeros 20 cm de

profundidad, con una sonda vertical calibrada (Figura 2.7).

Figura 2.6. - Toma de muestra de suelo a 20cm de profundidad, en el lomo central de la parcela,

con una sonda vertical graduada.
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Figura 2.7. - Sonda vertical graduada.

La metodologia seguida para aislamiento de suelo de M. phaseolina es una modificacion de la
utilizada por Papavizas y Klag (1975). Las muestras de suelo se dejaron secar a temperatura
ambiente, de cada una de ellas se pesaron 10 gramos, a los que se afiadieron 250 ml de una
solucion de hipoclorito sodico (NaClO) 0,5%, mezclandose en un agitador a 2.000
revoluciones por minuto (rpm) durante 30 segundos, dejandose reposar durante 3 minutos, en
tres ciclos. El contenido se tamizd con una criba de malla de 0,49um (malla 325), se lavo con
agua corriente para eliminar posibles restos de NaOCI. El suelo retenido en la malla se vertio
en 100 mL de agua destilada estéril. A continuacion, se tomaron 5 alicuotas de 1ml que se
extendieron en la superficie de placas Petri, conteniendo el medio de cultivo PDA-DOPCNB
(medio basal que contiene p-(dimetilamino) benzonediazo sulfonato de sodio [DASS, Dexon],
bilis de buey [OXGALL] y pentacloronitrobenceno [PCNB] a 50, 2.000, y 100mg/l,
respectivamente), realizandose 5 repeticiones por muestra. Las placas se mantuvieron en
oscuridad a 30°C durante 7 dias, momento en el cudl se evalué el nimero de colonias de M.
phaseolina. Las colonias fueron inspeccionadas microscopicamente para determinar las

caracteristicas morfoldgicas propias de este hongo (Avilés et al., 2008) (Figura 2.8).
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Figura 2.8. - En medio PDA-DOPCNB, colonias de M. phaseolina procedente de suelo en los que

se cultiva fresa.

2.3.4. - Determinacion de la incidencia de podredumbre carbonosa en campo.

En cada parcela elemental, se registrd, semanalmente, la incidencia de la podredumbre
carbonosa a lo largo de cada camparfia agricola. Desde la aparicion de los primeros sintomas y
hasta mediados de mayo, se recogieron las plantas muertas de los lomos centrales de cada
parcela experimental para su diagnostico. Las plantas fueron lavadas bajo agua corriente y
sumergidas durante 1 minuto en una solucién acuosa de NaClO al 6,75%, siendo
posteriormente lavadas dos veces con agua destilada estéril y dejandolas secar en una campana
de flujo laminar. Cortes de tejido de 3 a 5mm se introdujeron en NaClO al 1% durante 2
minutos, lavandose en agua destilada estéril y dejandose secar. A continuacion, los cortes se
dispusieron en placas Petri con medio agar-patata-dextrosa (PDA, DIFCO) al que se le
afiadieron 2gr/l de extracto de levadura y 0,05gr/l de estreptomicina (Tuite, 1969). Las placas
se mantuvieron en oscuridad a 27°C durante 7 dias, en camara de cultivo microbioldgica. Las
colonias desarrolladas se observaron mediante microscopia, para determinar su coincidencia
con las caracteristicas de M. phaseolina (Zveibil y Freeman, 2009) (Figura 2.9). En cada
campafia mediante muestreos estratificados, llevados a cabo antes de la plantacion, se
confirmé la ausencia de M. phaseolina en las plantas. Para ello, se realizaron aislamientos de
raices y coronas a las plantas provenientes de viveros de altura, siguiendo el protocolo

anteriormente descrito.
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Figura 2.9. - En medio de cultivo PDA, colonias de M. phaseolina procedente de aislamientos de

tejidos de rafz y corona de fresa.

2.3.5. - Influencia de los tratamientos en los rendimientos de cultivo.

Los frutos fueron recolectados al menos dos veces por semana, a partir del inicio de la
produccién (mediados de enero) y hasta final de cada campafa (mediados de mayo). Los datos
de cada cosecha se registraron para cada parcela elemental. Todos los frutos fueron
recolectados y se clasificaron en base a los criterios comerciales. Los frutos se clasificaron
como comercializables utilizando los criterios de la normativa europea de regulacion para la
fruta fresca. Sélo se llevo a cabo el pesado de la fruta clasificada como comercial. Los datos se
expresaron en kg/ha y g/planta (calculado sobre el nimero total de plantas que sobreviven para
cada fecha de recoleccion), para detectar diferencias en rendimiento cuando la incidencia de la
enfermedad fue alta. La fruta no apta comercialmente, fue rechazada sin registrar los datos
(supusieron menos del 2-3% de los frutos cosechados). Se realizaron, al menos, 25 cosechas en

cada una de las campafias agricolas.

2.3.6. - Registro de datos meteoroldgicos.

Los datos meteoroldgicos se obtuvieron de una estacion meteoroldgica automatizada, que
consistia en un data logger (CR10X, Campbell Scientific Ltd. Leicestershire, Reino Unido);
sensores de humedad (HR) y de temperatura (HMP 45C Vaisala Qyj, Helsinki, Finlandia).
Esta estacion meteorol6gica forma parte de la Red de Servicios de Datos Meteorolégicos de la
Junta de Andalucia, y se encuentra a unos 100 m de la parcela experimental, en la misma finca

y situada bajo macrotunel.
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2.3.7. - Andlisis estadistico.

La incidencia de la podredumbre carbonosa, se expres6 como porcentaje acumulado de las
plantas muertas. Los datos de porcentaje, se transformaron mediante la transformacion
arcoseno antes del analisis de la varianza (ANOVA). EI ANOVA se realiz6 para las UFC/g de
M. phaseolina y el rendimiento total de fruta comercializable. Los datos de poblacion del suelo
fueron transformados mediante la transformacion raiz cuadrada. Cuando el estadistico F de un
ANOVA fue significativo a P < 0,05, las medias se compararon mediante la prueba de la
minima diferencia significativa (MDS) de Fischer, a un nivel de significacion del 5%. Las
correlaciones entre la poblacion de M. phaseolina en suelo y el porcentaje de plantas muertas o
la produccion de fruta se determinaron utilizando el coeficiente de correlacion de Kendall y
Spearman (De los Santos et al., 2003). Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el
programa “Statistix” vs 8.0 (Analytical Software, Ltd., La Jolla, CA, EE.UU.).

2.4. - Resultados

2.4.1. - Determinacion de las poblaciones de M. phaseolina en suelo.

En las muestras de suelo tomadas antes de la aplicacion de los tratamientos, el rango del
namero medio de propagulos de M. phaseolina por gramo de suelo se encontré entre 0-12, O-
58 y 0-26 UFC/g, en 2009-10, 2010-11 y 2011-12, respectivamente. S6lo en la primera
campafia se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos, en las poblaciones de

M. phaseolina en el suelo (Tabla 2.2).

En 2009-10, antes de la aplicacion de los tratamientos de biosolarizaciéon, las poblaciones de
M. phaseolina fueron mas altas en los suelos correspondientes al tratamiento con BP-DBLM y
al control, con 7,5y 3,0 UFC/g, respectivamente. Después de la aplicacion de los tratamientos,
estos valores se incrementaron hasta 10,0 y 18,7 UFC/g, respectivamente. El resto de los
tratamientos disminuyeron la poblacién de suelo de M. phaseolina hasta valores iguales o
inferiores a 1,0 UFC/g. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre control
y el resto de los tratamientos. En las muestras tomadas en Mayo 2010, se obtuvieron resultados
similares, aunque se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos y el control,
con la excepcion de BP-DBLM (Tabla 2.2).

En 2010-11, antes de que los tratamientos de biosolarizacion fueran aplicados, las poblaciones
de M. phaseolina fueron mas altas en el control (19,5 UFC/g) y en las parcelas
correspondientes al tratamiento AL-O (12,5 UFC/g). Después de la biosolarizacién con AL-O,
el nimero de propagulos se redujo a 1,0 CFU/g, manteniendo esta eficacia hasta el final de la

campafia.
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En 2011-12, la densidad de M. phaseolina en suelo antes de la aplicacion de los tratamientos,
fue de 11,0 y 6,5 UFC/g, en el control no tratado y AL-O, respectivamente (Tabla 2.2).

Durante las dos Ultimas camparfias agricolas, la mayoria de los tratamientos de biosolarizacion
redujeron significativamente los niveles de M. phaseolina en suelo respecto al control no
tratado, con la excepcidon de GALL-DB. Al final de ambas campafias (muestreos de mayo), los
valores en todos los tratamientos fueron significativamente distintos a los del control. Las
poblaciones de M. phaseolina en suelo fueron inferiores a 2,0 UFC/g en todos los tratamientos,
manteniéndose altas en las parcelas control (18,5 y 20,5 UFC/g en 2010-11 y 2011-12,
respectivamente) (Tabla 2.2).

Tabla 2.2.- Poblacién de  Macrophomina phaseolina (UFC/g de suelo seco) antes y después de los
tratamientos de biosolarizacién, y al final de cada campafia en suelos donde se cultiva fresa, en tres

campanias consecutivas Y.

2009/10 2010/11 2011/12

Tratamientos *

Antes Después Final Antes Después Final Antes Después Final

Control 3,0ab 18,1 11,52 19,5 2152 18,52 11,0 22,42 20,52
GALL-DA 0,0b 0,5 10b 0,0 0,0b 00b 05 0,0b 0,5b
GALL-DB 2,5ab 0,0 00b 05 7,0ab 00b 10 2,5b 0,5b
GALL-DB+TR --- --- --- 0,0 1,0b 00b 00 0,5b 0,0b
VIN 0,0b 0,0 00b 00 0,0b 00b 15 0,0b 0,5b
AL-O --- --- --- 12,5 1,0b 10b 65 3,0b 0,0b
BP-DA 0,5b 1,0 0,0b --- --- --- --- --- ---

BP-DB 0,5b 0,0 05b 05 0,5b 20b 05 0,0b 0,0b
BP-DBLM 7,5a 10,0 15,0a  --- --- --- --- --- ---

v Unidades formadoras de colonias de M. phaseolina por gramo de suelo seco. Cada valor es la
media de cuatro parcelas y cinco repeticiones. Los valores seguidos por la misma letra en una
columna no difieren significativamente segin la prueba MDS (P < 0,05) (datos transformados
mediante raiz cuadrada). Se presentan los datos no transformados. “---” = no determinado

> Los detalles de los tratamientos se describen en la Tabla 2.1.

2.4.2.- Incidencia de podredumbre carbonosa.

No se detectd M. phaseolina en los aislamientos realizados a plantas procedentes de vivero y
muestreadas antes de la plantacién, en cada campafia. En 2009-10, las primeras plantas con
sintomas de marchitamientos o decaimiento, se detectaron el 24 de Marzo, con un maximo de

2,9% de plantas muerta en las parcelas control (Figura 2.10). En los dias anteriores, la
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temperatura maxima media (T? ) fue de 25°C y la humedad relativa media (HRy,) del
78,0%. Desde mediados de marzo hasta final de campafia, las temperaturas maximas variaron
entre 25y 34°C y el promedio HR,, fue de 58,0%. Durante este periodo, la mortalidad tuvo un
gran incremento y alcanzo el 28,2% en las parcelas control. La mortalidad en las parcelas
biofumigadas con BP-DBLM alcanz6 el 29,5%. La incidencia de la enfermedad en los
tratamientos aplicados a toda superficie fue significativamente inferior (Figura 2.11, Tabla
2.3). Se encontrd una correlacion positiva y significativa entre el porcentaje de plantas muertas
acumulado (al final de la campafia) y el nimero de microesclerocios de M. phaseolina en suelo
(muestreos de octubre y mayo) (coeficiente de correlacion de Spearman de 0,5885 (P <
0,0023) y 0,7133 (P < 0,0001), respectivamente).

Figura 2.10.- Plantas del cultivar ‘Camarosa’ con sintomas de podredumbre carbonosa.

En 2010-11, las primeras plantas sintomaticas se detectaron el 29 de marzo, con un porcentaje
de mortalidad del 10% en las parcelas control (Figura 2.11). Durante los dias previos, el
promedio de T&,.x fue de 24°C y la HR,, del 75,0%. Durante los primeros dias del mes de
abril, se produjo un pico de T3, de 32,8°C, (media 30°C) y una HR,, de 66,0%. El 12 de
Abril, la mortalidad en las parcelas control alcanzo el 28%. Desde el 21 de mayo hasta el final
de la campanfia, los valores de T, fueron superiores a 40°C y el promedio de HR,, inferior a
55,0%, con porcentajes de mortalidad de plantas de hasta el 43% en las parcelas control
(Figura 2.11). Los tratamientos de biosolarizacion con gallinaza y VIN redujeron de manera
significativa el porcentaje de mortalidad de plantas acumulado respecto al control no tratado
(Tabla 2.3). Se detectd una correlacion positiva y significativa entre el porcentaje de
mortalidad acumulado y la poblacion de M. phaseolina en suelo, en los muestreos llevados a
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cabo en los meses de Octubre y Mayo (coeficiente de correlacion de Spearman 0,7103, (P <
0,0000) y 0,6942, (P < 0,0001), respectivamente).

Tabla 2.3. - Efecto de los tratamientos de desinfescion de suelo en el porcentaje de mortalidad,
ocasionada por Macrophomina phaseolina, durante las campafias agricolas 2009-10, 2010-11 y 2011-
12. Mortalidad acumulada hasta el final de cada campafia (Mayo).

Mortalidad (%)

Tratamientos’ 2009-10 2010-11 2011-12
Control 28,2a” 42,8a 25,2a
GALL-DA 3,0bc 2,0c 1,1b
GALL-DB 6,1b 15,1bc 2,7b
GALL-DB+TR 13,2bc 1,1b
VIN 3,7bc 3,6bc 0,0b
AL-O 21,6ab 7,6ab
BP-DA 0,0c
BP-DB 3,3b 17,8ab 0,5b
BP-DBLM 29,5a

v Valores seguidos por la misma letra en una columna no fueron significativamente diferentes
segun test MDS (P < 0,05). Los datos fueron transformados mediante la transformacion del
arcoseno. Se presentan los datos no transformados. “----” = no determinado

z]os detalles de los tratamientos se describen en la Tabla 2.1.

En 2011-12, las primeras plantas muertas se detectaron en la tercera semana de enero, con la
frecuencia més alta en las parcelas control (1,4%) (Figura 2.11). Al inicio de la campafia
(finales de octubre 2011), la T3, alcanz6 los 20°C y la HR,,, fue inferior al 50%. Desde
mediados del mes de marzo, la T, aumento (22 - 30°C) y la HR,,, fue del 80%, alcanzandose
el 27 de marzo un porcentaje de mortalidad del 4,2% en las parcelas control. Posteriormente,
desde mediados del mes de abril hasta finales de la campafia, la T4, alcanzd valores
superiores a 25°C durante el 93% de esos dias, con un maximo de 45°C durante la tercera
semana del mes de mayo. En mayo, el porcentaje de mortalidad en las parcelas control alcanzo
el 25,2%, siendo la incidencia significativamente inferior en suelos tratados, excepto en el caso
de AL-O, donde el porcentaje de mortalidad fue del (Tabla 2.3). Se observé una correlacion
positiva y significativa entre el porcentaje de mortalidad acumulado y las poblaciones de M.
phaseolina en suelo, correspondientes a los muestreos realizados en los meses de octubre y
mayo (coeficientes de correlacién de Spearman: 0,6812, (P < 0,0001) y 0,6073, (P < 0,0009),

respectivamente).
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Figura 2.11.- Porcentaje de mortalidad ocasionada por Macrophomina phaseolina en distintos

tratamientos de desinfescion de suelo, en tres campafias agricolas.
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2.4.3.- Influencia de los tratamientos en los rendimientos del cultivo.

Los tratamientos de biosolarizacion a todo terreno, aumentaron los rendimientos del cultivo
(kg/ha o g/planta) de forma significativa con respecto al control. En general, las producciones
mas altas se obtuvieron después la aplicacion de los tratamientos de biosolarizacion con
GALL-DA o GALL-DB+TR, con diferencias significativas respecto al control. Los
rendimientos del cultivo tuvieron su maximo valor con tres o dos aplicaciones de GALL-DA 'y
GALL-DB+TR, respectivamente. En los tratamientos con GALL, no se encontraron
diferencias significativas al comprar la dosis alta y baja. Sin embargo, la adiccion de TUSAL®
al tratamiento de dosis baja de gallinaza, da lugar a un aumento significativo de la produccion,
respecto al mismo tratamiento sin aporte de Trichoderma spp., en el ultimo afio. Por el
contrario, los rendimientos fueron significativamente inferiores en las parcelas tratadas con
AL-O y BP-DB (Tabla 2.4).

Tabla 2.4.- Produccion total (en kg/ha y g/plant) en suelos tratados mediante biosolarizacién en

pre-plantacion (cv. ‘Camarosa’) (Moguer, Huelva).

Rendimientos comerciales acumulados

2009-10 2010-11 2011-12

Tratamientos™

kg/ha a/pl kg/ha a/pl kg/ha a/pl
Control 42.156¢ ¥ 660,1c 36.492b 489,3c 55.915d 759,2d
GALL-DA 66.919a 954,6a 62.884a 765,8a 85.472ab 1.119,2ab
GALL-DB 62.654ab 905,7ab 59.319a 714,0ab 79.430bc 1.037,2bc
GALL-DB+TR 64.256a 761,8a 89.421a 1.152,2a
VIN 56.853b 828,7b 56.765a 655,5b 78.796bc 1.039,8bc
AL-O 61.591a 744,0ab 77.767¢C 1.027,4c
BP-DA 66.804a 971,1a
BP-DB 60.955ab 903,2ab 56.726a 670,8ab 76.591c 1.010,7c
BP-DBLM 45.197¢ 719,5¢

xLos detalles de los tratamientos se describen en la Tabla 2.1.
v Valores seguidos por la misma letra en una columna no fueron significativamente diferentes
segun test MDS (P < 0,05). “----"= no determinado

Los coeficientes de correlacion de Spearman entre las poblaciones de M. phaseolina en suelo,
el porcentaje de plantas muertas y la produccion de fruta (kg/ha 'y g/pl) se muestran en la Tabla
2.5. Se encontraron correlaciones negativas y significativas entre el porcentaje de plantas
muertas y la produccidn total. Por otra parte, existen correlaciones negativas y significativas

entre la produccion total y las poblaciones de M. phaseolina en suelo, en los muestreos
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correspondientes a los meses de octubre y mayo. Sin embargo, en 2011-12, las correlaciones
entre la produccion y las poblaciones de M. phaseolina en suelo, en el mes de mayo, no fueron

significativas.

Tabla 2.5.- Coeficientes de correlacién entre el nimero de unidades formadoras de colonias de
M. phaseolina en suelo, el porcentaje acumulado de plantas muertas y los rendimientos de cultivo

(cv. ‘Camarosa’) (Moguer, Huelva).

2009-10 2010-11 2011-12
M.phaseolina * M.phaseolina M.phaseolina
(UFC/g suelo) % PM (UFC/g suelo) % PM (UFC/gsuelo) o4 pPM
Oct. Mayo Oct. Mayo Oct. Mayo

gr/plant  -0,4051 -0,4808 -0,7390 -0,5344 -0,4462 -0,4203  -0,4177 -0,2913  -0,4026
P-value  0,0454* 0,0160* 0,0000*** 0,0038* 0,0182* 0,0268* 0,0312* 0,1404™° 0,0381*

kg/ha -0,4737  -0,5519 -0,7413 -0,5961 -0,5179  -0,5571  -0,4630 -0,3334  -0,4432
P-value  0,0177* 0,0048* 0,0000*** 0,0010*** 0,0053* 0,0024* 0,0158* 0,0897™° 0,0215*

NS, *, **: No significativo a P = 0,05 significativo a P = 0,05 y 0,001, respectivamente
x Poblacién de M. phaseolina en suelo (UFC/g de suelo seco) en los muestreos realizados después
de los tratamientos (Oct.) y al final de cada campafia (Mayo)

2.5.- Discusién

En la mayoria de las zonas donde se cultiva fresa como sistema anual, el cultivo se repite afio
tras afio sin ningun tipo de rotacion. Este sistema de cultivo intensivo, combinado con las altas
temperaturas alcanzadas durante la campafia agricola, crea unas condiciones Gptimas para el
desarrollo y la multiplicacion de patégenos de suelo, como es el caso de M. phaseolina
(Zveibil et al., 2012). M. phaseolina sobrevive en el suelo y en restos de plantas de fresa
infectadas formando estructuras de resistencia denominados microesclerocios (Zveibil et al.,
2012). La distribucion espacial de los microesclerocios en el suelo, observada en la parcela
experimental, corresponde a un patrén en forma de agregados, presentando un gradiente desde
niveles bajos (0 UFC/g) hasta altos (58 UFC/g). Estos resultados son similares a los obtenidos
por Mihail y Alcorn (1987). Los microesclerocios de M. phaseolina fueron aislados por
primera vez en tres zonas limitadas. Estas areas correspondian, principalmente, con las
parcelas del control no tratado, y las de los tratamientos: GALL-DB, BP-DA, BP-DB y BP-
DBLM. En campafas sucesivas, estas zonas infestadas presentaron una mayor extension,
indicando la dispersion del patégeno desde los puntos iniciales (Koike, 2008). Observamos
una correlacion positiva y significativa entre las poblaciones M. phaseolina en suelo y la
incidencia en plantas muertas con podredumbre carbonosa. Aunque, Wyllie (1988) observo,

que densidades de poblacion de 15 microesclerocios por gramo de suelo, pueden considerarse
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aceptables o tolerables para la produccion de soja, nuestros resultados muestran que
densidades de poblacién en suelo inferiores (10 UFC/g de suelo) pueden ocasionar mas del
20% de muerte en plantas de fresa. Young y Alcorn (1984), determinaron que en el caso de
huéspedes altamente susceptibles, densidades de microesclerocios inferiores a un
microesclerocio por gramo de suelo, pueden llegar a causar mas del 90% de muerte de plantas.
En nuestro estudio, esta densidad de microesclerocios ocasiono el 10% de mortalidad de
plantas de fresa. Los tratamientos repetidos de biosolarizacion a toda superficie, consiguieron
reducir la poblacion de M. phaseolina en suelo. Ademas, los tratamientos fueron efectivos
contra este patdgeno hasta el final de cada campafia agricola (Mayo). Por lo tanto, podriamos
considerar la técnica de biosolarizacion tan eficaz como algunos tratamientos quimicos
(dazomet o cloropicrina, entre otros) para el control de M. phaseolina en suelo (Miranda et al.,
2012; Zveibil et al., 2012). La descomposicion de las enmiendas organicas producen
sustancias volatiles que pueden resultar toxicas para los patégenos de suelo (Bonamoni et al.,
2007). La solarizacién combinada con la biofumigacion proporciona un mejor control de M.
phaseolina, que la técnica de solarizacion sola. En campos de fresa, la solarizacién no
consiguié reducir la viabilidad de M. phaseolina, en profundidades de suelo entre 10-20cm
(Yildiz et al., 2010). Sin embargo, la aplicacion repetida de tratamientos de biosolarizacion
con gallinaza y vinaza de remolacha redujo la poblacion de M. phaseolina, a 20cm de
profundidad, y la incidencia de la podredumbre carbonosa. Algunos autores han demostrado la
eficacia de los tratamientos de biofumigacion con estiércol de pollo fresco o residuos de
especies de Brassicaceae, como medida de control de hongos patogenos de suelo, en el cultivo
de la fresa (Lodha et al., 1997; Mazzola, 2011 b; Pratt, 2006). Bello y colaboradores (2004)
aplicaron la biofumigacién con vinaza de remolacha, demostrando un efecto inhibitorio sobre
el crecimiento de algunos hongos patégenos de suelo, como Fusarium spp y Phytophthora

parasitica, entre otros.

La diferencia entre los tratamientos con BP-DB y BP-DBLM, durante 2009-10, pudo deberse
al efecto de la temperatura, ya que BP-DBLM se aplicd justo después del alomado en
septiembre (cuando las temperaturas son mas bajas) y bajo pléastico negro, en lugar del
transparente utilizado para la solarizacion en los meses de verano (Julio — Agosto), cuando se
alcanzan las temperaturas mas altas (Chen y Katan, 1980). En 2009-10, en parcelas tratadas
con BP-DBLM se observo una alta mortalidad de plantas y una baja produccién de fruto, por
lo que se reemplaz6 (sobre las mismas parcelas) por el tratamiento de biosolarizacién con
alperujo de olivo, durante las siguientes campafias. En estas parcelas se encontraron unas
densidades altas de poblacion de M. phaseolina en suelo, lo que puede deberse a un efecto

residual del tratamiento de BP-DBLM aplicado en 2009-2010. Sin embargo, la aplicacion del
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tratamiento AL-O disminuy6 la poblacion de M. phaseolina en suelo, desde el inicio hasta la

finalizacion de la campafia agricola 2010-11.

M. phaseolina esta considerado como un hongo patégeno de climas calidos. Se considera que
el desarrollo de la podredumbre carbonosa puede estar favorecido por la combinacion de estrés
térmico, déficit de agua y suelos de textura ligera (Khan, 2007; Papavizas y Klag, 1975),
coincidiendo con las condiciones medioambientales de la provincia de Huelva. Aunque,
estudios previos indican que los sintomas de la podredumbre carbonosa aparecen en campos
donde se cultiva la fresa al final de la campafia agricola (Miranda et al., 2012), en este trabajo
hemos detectado plantas con sintomas, en el mes de enero, cuando la temperatura alcanzé los
20°C y la humedad fue inferior al 50%. En 2010-11, desde abril hasta mayo se registraron las
temperaturas mas altas, coincidiendo la mayor incidencia de podredumbre carbonosa (Fang et
al., 2011).

Los tratamientos de biosolarizacion con gallinaza y vinaza de remolacha fueron los més
eficaces en el control de la poblacion de M. phaseolina en suelo y de la incidencia de
podredumbre carbonosa. Ademas, la biosolarizacién con gallinaza produjo los rendimientos de
produccién mas elevados. A pesar de que no se detectaron diferencias significativas entre la
biosolarizacién con gallinaza a dosis alta y baja, la produccion fue ligeramente superior a la
dosis mas alta, resultados muy similares a los obtenidos por Gamliel y colaboradores (1993) y
posteriormente por Klein y colaboradores (2007). Cuando al tratamiento con gallinaza a dosis
baja se le afiadi6 TUSAL®, se observé un incremento de la produccién acumulada a final de
campafia. Cuando se aplica Trichoderma spp, en combinacion con biofumigantes, se han
detectado efectos positivos como: el control de los patdgenos que afectan a las raices o a las
hojas, induccidn de resistencia, control biologico de enfermedades por antagonismo directo o
antibiosis frente a hongos patdgenos, entre otros (Harman, 2006; Washington et al., 1999). Se
encontraron resultados similares cuando las aplicaciones de Trichoderma spp. se combinaron
con la técnica de solarizacion, observandose incrementos en los rendimientos del cultivo y una
mejora de las condiciones de la rizosfera (Porras, 2005; Porras et al., 2007 b), debido a la
actividad antagonista de Trichoderma spp. frente a algunos patégenos de suelo (Zveibil y
Freeman, 2005). Porras y colaboradores (2007 a), demostraron que algunas especies de
Trichoderma resistian altas temperaturas, aunque otros estudios sefialan que los niveles de
Trichoderma spp. en suelo pueden verse reducidos por la solarizacion (Ben-Yephet et al.,
1987).

Aunque, Zveibil y colaboradores (2012) indican que el incremento de la podredumbre de
corona o la necrosis de raices en plantas de fresa, ocasionada por M. phaseolina, puede ser

debido a la retirada del BM como principal fumigante para este cultivo, en nuestro campo de
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ensayo nunca se habian aplicado BM u otros compuesto quimicos para la desinfescién de
suelo. Esta situacion, junto al hecho de que no se ha detectado M. phaseolina en plantas
procedentes de viveros, hace que nos planteemos la hip6tesis de que M. phaseolina podria
haberse detectado en los cultivos de fresa de la provincia de Huelva, debido a dos razones

principales:

(i)  Compartir un hébitat comin con otras especies de plantas previamente infectadas

con el pat6geno.

(i)  Unaumento progresivo de la temperatura durante la Gltima década, consecuencia del
cambio climatico, que podria favorecer el desarrollo o aparicion de nuevos
patégenos y enfermedades emergentes. Ademas, las condiciones climaticas de

Huelva, podrian incrementar la incidencia de la enfermedad con el paso del tiempo.

El objetivo de este estudio fue el desarrollo de técnicas de biofumigacion para reemplazar a los
tratamientos quimicos en el control de patégenos de suelo en el cultivo de la fresa. A pesar de
que M. phaseolina permanece en el suelo entre campafias agricolas, nuestro estudio revelé que
algunos de los tratamientos de biosolarizacién aplicados controlaron la podredumbre
carbonosa. Podemos concluir que la aplicacion repetida de tratamientos de biosolarizacion
(principalmente en los que se us6 gallinaza), fueron eficaces en la reduccion y control de las
poblaciones de M. phaseolina en el suelo. Este efecto tiene una relacion directa con el aumento
de los rendimientos en el cultivo de la fresa. Por otra parte, las producciones obtenidas con las
enmiendas de gallinaza, fueron similares o incluso superiores a las producciones previamente
descritas para el tratamiento quimico estandar con 1,3 D:cloropicrina (alrededor de 54.000 —
60.000kg/ha) (Lopez-Aranda, 2008). Dosis reducidas de gallinaza, en combinacién o no con
aplicaciones de Trichoderma spp., pueden ser utilizadas para evitar posibles riesgos de
contaminacién por nitrato en el suelo. En la zona mediterranea, el cultivo de la fresa, podria
tener como principal alternativa a los fumigantes quimicos, la técnica de biosolarizacién como
herramienta fundamental en la desinfescion de suelo. Esta estrategia puede aprovechar la
actividad industrial local para la obtencidn de los biofumigantes, que estan disponibles y que
resultan econémicamente viables para su uso por los productores de fresa. Segin LoOpez-
Aranda y colaboradores (2012), a pesar de que la mayoria de los productores conocen este tipo
de técnicas de aplicacion de enmiendas organicas, es necesario trabajar en el proceso de
transferencia de la tecnologia, ya que en gran medida su éxito, sera directamente proporcional

al correcto conocimiento y aplicacién de las dosis, el momento y el método de aplicacion.
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CAPITULO 3

EVALUACION DE TRATAMIENTOS QUIMICOS Y DE BIOSOLARIZACION
PARA EL CONTROL DE MACROPHOMINA PHASEOLINA
EN EL CULTIVO DE LA FRESA

3.1. — Resumen.

La retirada gradual del bromuro de metilo (BM) en el cultivo de la fresa, ha provocado
problemas en el control de algunos hongos de suelo como es el caso de Macrophomina
phaseolina, agente causal de la podredumbre carbonosa. En este trabajo, se compar6 la
eficacia de varios tratamientos de tipo quimico y un tratamiento de biosolarizacion, en el
control de M. phaseolina. Los ensayos se llevaron a cabo, durante tres campafias consecutivas
(2009, 2010 y 2011), en dos parcelas experimentales situadas en la costa suroeste de Espafia
(Huelva), con diferente historial de fumigacion del suelo. En la finca “Fres-Gomez S.L.”
(Palos de la Frontera) el suelo fue fumigado con BM hasta 2005 y con 1,3-
dicloropropeno:cloropicrina hasta 2008, mientras que, en “Occifresa S.C.A.” (Moguer) las
Gltimas fumigaciones de suelo con BM se realizaron en la campafia 2000-01. En los ensayos se
determinaron los efectos de los tratamientos sobre: la mortalidad de plantas, la poblacion de M.
phaseolina en suelo y el rendimiento en la produccion de fruta acumulada hasta el final de
cada campafia. En la campafia 2009-10, se aplicaron cinco tratamientos, y siete tratamientos
durante las campafias 2010-11 y 2011-12. Los tratamientos de fumigacion fueron:
biosolarizacion con gallinaza, dazomet:1,3-dicloropropeno, 1,3-dicloropropeno:cloropicrina,
cloropicrina, dimetil disulfuro:cloropicrina por inyeccidn en rejao a través de riego por goteo,
y dazomet. Durante las tres campafias se usaron plantas del cultivar ‘Camarosa’ y el manejo
del cultivo se realizé siguiendo la directiva de produccion integrada en fresa y bajo
macrotunel. La mayoria de los tratamientos consiguieron reducir significativamente la
poblacion de M. phaseolina en suelo (20-100%), con la excepcion del tratamiento con dimetil
disulfuro:cloropicrina aplicado en riego por goteo. En ambas fincas, todos los tratamientos
redujeron la mortalidad de plantas causadas por podredumbre carbonosa (35-100%),
observandose una mayor produccion de fruto acumulada en comparacién con el testigo (5—
56%). Los analisis de costos para la aplicacion de cada uno de los fumigantes, demuestran que

son su viables y rentables para su utilizacion en el cultivo de la fresa, en ausencia de BM.
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Abstract

The phase-out of methyl bromide (MB) in strawberry has increased the difficulty of
controlling Macrophomina phaseolina, a soil-borne pathogen and causal agent of charcoal rot
disease. In this study, several chemicals and one biosolarization treatment were compared for
the control M. phaseolina in three successive seasons between 2009 and 2011. Trials were
conducted in two fields with different history of chemical soil treatments in south-western
coast of Spain (Huelva). At the first field at Fres-Gémez S.L. farm in Palos de la Frontera, the
soil was fumigated with 1,3-dichloropropene:chloropicrin from 2005 to 2008, whereas the soil
of the second field at Occifresa S.C.A. farm in Moguer, was fumigated with MB until 2000-
2001. We determined treatments effect on plant mortality, M. phaseolina population in soil
over time, and yield. Five and seven treatments plus an untreated control were applied the
2009-10 and 2010-12 seasons, respectively. The treatments were: biosolarization with chicken
manure,  dazomet:1,3-dichloropropene, 1,3-dichloropropene:chloropicrin,  chloropicrin,
dimethyl disulfide:chloropicrin by shank, dimethyl disulfide:chloropicrin through drip
irrigation, and dazomet. Strawberry cv. 'Camarosa’ was grown following standard production
practices under large plastic tunnels. The majority of treatments reduced M. phaseolina
populations in soil (20-100%), except dimethyl disulfide:chloropicrin applied through drip
irrigation that was not significantly different from the untreated control. In both experimental
fields all treatments reduced plant mortality caused by charcoal rot (35-100%) and provided
greater yields than the untreated control (5-56%). Additionally, cost analyses showed positive

economic impacts of the treatments on strawberry production in the absence of MB.

3.2. — Introduccién.

El cultivo de la fresa (Fragaria x ananassa Duch.) estd muy extendido en los cinco
continentes, siendo China y Estados Unidos los mayores productores del mundo. A nivel
mundial, el cultivo de fresa se ha visto incrementado significativamente en los ultimos afios,
Ilegando a 241.109 hectéreas, en 2012 (Andnimo, 2014 a). En ese afio, la superficie cultivada
en la provincia de Huelva (costa suroeste de Espafia) alcanzé las 7.600 has con una produccién
de 289.900 toneladas (Andnimo, 2012). Para esta provincia, el cultivo de la fresa ha supuesto
una gran revolucion desde que, a mediados de los afios sesenta del pasado siglo, se iniciara en
la zona. Debido no solo a la importancia econémica que tiene la fresa en Espafia, sino también
al impacto social del cultivo, se estan realizando grandes esfuerzos en la investigacion para la
mejora de la produccion y de la calidad del fruto de fresa, para hacer frente a las necesidades

de este sector (Martinez-Ferri et al., en prensa).
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3.2.1. - Situacion actual de los fumigantes quimicos.

En los paises de la Unidn Europa (UE), y particularmente, en los de la cuenca mediterranea,
como Francia, Italia y Espafia, la fumigacion del suelo representa un factor fundamental en los
cultivos horticolas, como la fresa y frambuesa, entre otros. La aplicacion del Protocolo de
Montreal, y del Reglamento n° 2037/2000 de 29 de junio de la Comunidad Europea, que regula
las sustancias que agotan y deterioran la capa de ozono, resulto en la eliminacion del bromuro
de metilo (BM) de forma irreversible en los paises desarrollados, a partir de 2007. En el caso
del cultivo de la fresa en Huelva, esta prohibicidn, tuvo un impacto negativo en el control de
patégenos de suelo y otras plagas (Lépez-Aranda, 2013). Debido a las politicas
agroambientales seguidas por la UE y a la percepcion negativa del consumidor, el uso de
agroquimicos en la agricultura intensiva se ha visto reducido en mas de un 30% en los Gltimos
8 afios. Los reglamentos de la UE, son muy restrictivos en el uso de pesticidas y fumigantes
quimicos, y tienen como objetivo principal, estimular a las industrias en la busqueda de
alternativas de tipo no quimico, para el manejo y/o control de patdgenos y plagas (Colla et al.,
2012).

Actualmente, los Gnicos fumigantes de suelos autorizados en la UE son: las sales de metam
potasio y metam sodio, y dazomet. En Europa, estos fumigantes podran aplicarse tan sélo una
vez cada tres campafias, con una dosis maxima de 153kg/ha y su aplicacion debera ser bajo
cubierta pléastica. El 1,3-dicloropropeno (1,3 D) y cloropicrina (PIC), se han considerado las
principales alternativas quimicas al BM, sin embargo, estos fumigantes estan excluidos del
anexo | (Directiva Europea CE 91/414), que regula el uso de fumigantes y su aplicacién, desde
el afio 2010 y 2013, respectivamente, y por tanto, muy probablemente no estaran a disposicion
para su aplicacion en la industria fresera. Sin embargo, los estados miembros de la UE, pueden
emitir ciertas autorizaciones excepcionales (emergencia nacional), para el uso y/o aplicacion
de PIC y 1,3 D de forma temporal (120 dias/afio), en determinados sectores agricolas (De Cal
et al., 2004). 1,3 D tuvo autorizacion excepcional en Bélgica, Chipre, Francia, Grecia, Italia,
Portugal y Espafia desde 2009 hasta 2013, mientras que, las autorizaciones en el caso de
aplicaciones de PIC, han sido aprobada en Espafia, hasta el 29 de Octubre 2014 y estan en
marcha en Italia y Reino Unido (Anénimo, 2014 b). Entre los productos quimicos, de nueva
inclusién en la UE, se encuentra el dimetil disulfuro (DMDS), que en la actualidad esta
registrado como fumigante de suelo en EEUU. Durante la campafia de fresa de 2012-13, los
fumigantes aplicados en la provincia de Huelva, fueron: la mezcla de 1,3 D:PIC (73% de la
superficie), PIC (10%), dazomet solo o mezclado con 1,3 D (12%), sales de metam sodio y
potasio (LOpez-Aranda, 2013). La reevaluacion de los plaguicidas marcada por la Directiva
Europea CE 91/414 sobre productos fitosanitarios, y posteriormente, por el Reglamento

Europeo n° 1107/2009 y 540/2011 (UE), relativo a la comercializacion de productos
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fitosanitarios en el mercado, reduce drasticamente el nimero de fumigantes disponibles en el

territorio europeo.

En ensayos llevados a cabo en el suroeste de Espafia, los tratamientos de suelo preplantacion
con cloropicrina, 1,3 D:cloropicrina, dimetil disulfuro:cloropicrina, ioduro de metilo +
cloropicrina o Dazomet (incorporado al suelo con Mix-Tiller®), no solo redujeron la poblacién
de M. phaseolina en el suelo, sino que mantuvieron estos bajos niveles del patégeno hasta
finales de campafia (final de Mayo). Asi, mientras que la mortalidad de plantas del cultivar
‘Camarosa’ fue del 20% en suelos no tratados, en los suelos fumigados no alcanzo al 10%, y
en los suelos fumigados con dazomet no se detectaron plantas muertas (Miranda et al., 2012).
Zveibil y colaboradores (2012), estudiaron el efecto de varios fumigantes quimicos en el
control de M. phaseolina. Metam sodio y BM fueron los més efectivos, en la erradicacion de
varios tipos del in6culo de M. phaseolina (microesclerocios, coronas y estolones naturalmente
infectados). Sin embargo, las fumigaciones con cloropicrina o con la combinacién 1,3
D:cloropicrina no fueron tan eficaces como los tratamientos con metam sodio o BM, a las

distintas profundidades analizadas en este estudio.

3.2.2.- Macrophomina phaseolina, agente causal de podredumbre carbonosa en el

cultivo de la fresa.

La produccién en el cultivo de la fresa ha sido dependiente del BM, como principal fumigante
de suelo, en el control de enfermedades, malas hierbas y nematodos. Después de la prohibicion
de su uso, el cultivo de la fresa se ha visto amenazado a nivel mundial por varias enfermedades
emergentes, como es el caso de la podredumbre carbonosa, causada por M. phaseolina. Este
hongo de suelo es un patégeno con una amplia variedad de huéspedes (mas de 500 especies de
plantas cultivadas y silvestres), ademas posee una gran longevidad en suelo y una alta
capacidad saprofita, que lo convierten en un patégeno altamente competitivo, frente a otros
microorganismos (Su et al., 2001). En fresa ocasiona el marchitamiento y/o muerte de las
hojas mas viejas, con el eventual colapso y posterior muerte de la planta (Koike, 2008). En los
tejidos internos de plantas sintomaéticas se puede apreciar una coloracion marrén oscuro a
anaranjado en la zona vascular de la corona y en los tejidos corticales (Mertely et al., 2005),
ademas, puede provocar necrosis en las raices (Avilés et al., 2008). La podredumbre
carbonosa, puede verse favorecida por condiciones de alta temperatura y baja humedad en
suelo, asi como por la combinacion de estrés climético, déficit de agua en suelo, textura de
suelo ligera (arenosa), y/o el estrés asociado a la reproduccion del hospedador, condiciones que
provocan un rapido desarrollo de esta enfermedad en la planta (Mihail, 1989). Por tanto, las

condiciones climaticas y edéficas de la provincia de Huelva, son 6ptimas para el desarrollo y
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dispersidn de M. phaseolina, en meses donde las temperaturas a menudo alcanzan los 30°C ,
provocando pérdidas en la produccién debido, principalmente, a la muerte de plantas (Fang et
al., 2011; Miranda et al., 2012).

M. phaseolina sobrevive en el suelo y en tejido de plantas infectadas, como microesclerocios,
estructuras de resistencias que permiten al hongo vivir durante largos periodos de tiempo en el
suelo. Cuando las condiciones climaticas son Gptimas para su dispersion, puede ser capaz de
infectar nuevas plantas de fresa en sucesivas campafias (Dhingra y Sinclair, 1975; Zveibil et
al., 2012). Una baja densidad de in6culo puede ser suficiente para causar podredumbre

carbonosa, especialmente cuando el huésped es altamente susceptible (Young y Alcorn, 1984).

Los microesclerocios se producen en el tejido del huésped vy, tras la descomposicién de los
tejidos infectados, se liberan en el suelo. Por otra parte, el monocultivo sin rotacion, usado en
el cultivo de la fresa en Huelva, puede favorecer un aumento en la poblacion de
microesclerocios de M. phaseolina (Mihail, 1989; Zveibil et al., 2012). Los microesclerocios
de M. phaseolina se distribuyen en el suelo en forma de parches. En los campos de cultivo,
donde la enfermedad se ha desarrollado durante mas de una campafia agricola, se produce la
dispersion del patégeno en el suelo desde el foco inicial, debido a los movimientos de tierra
realizados durante las tareas de laboreo y preparacion del terreno (Koike, 2008).

La podredumbre carbonosa, se ha detectado en las distintas zonas donde se cultiva la fresa,
como: Argentina, (Baino et al., 2011), Australia (Golzar et al., 2007), California (Koike,
2008), Florida (Mertely et al., 2005), Grecia (Tjamos et al., 2006), Italia (Angelini y Faedi,
2010), Irdn (Sharifi y Mahdavi, 2011), Israel (Zveibil y Freeman, 2005), Espafia (Avilés et al.,
2008), y Turquia (Benlioglu et al., 2004). EI incremento en el nimero de casos de deteccion de
M. phaseolina, en el cultivo de la fresa, puede ser debido a un aumento de la dispersion del

patdgeno, a la prohibicién de uso del BM o a un mayor conocimiento de la enfermedad.

El objetivo de este trabajo es determinar el efecto de distintos tratamientos de desinfescién de
suelo en la poblacion de M. phaseolina, en la incidencia de podredumbre carbonosa, asi como
su influencia en la produccion de fruto de fresa, en las condiciones de cultivo de la provincia

de Huelva.

3.3. - Materiales y métodos.
3.3.1. - Historial y caracteristicas de los campos de ensayo.

Los ensayos se han llevado a cabo, durante las campafias agricolas 2009-10, 2010-11 y 2011-
12, en las fincas comerciales: Fres-Gomez S.L. (Palos de la Frontera) y Occifresa S.C.A.

(Moguer), ambas en la zona costera de Huelva (Figura 3.1). En la primera de ellas se
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realizaron desinfesciones con BM desde 2000-01 hasta 2005-06, continuandose con
aplicaciones de 1,3 D:PIC hasta 2008-09. En Occifresa S.C.A., la ultima fumigacién del suelo
con BM fue en la campafia 2000-01, desde entonces nuestro equipo de investigacién, ha
llevado a cabo ensayos con distintos fumigantes en la bisqueda de alternativas al BM para el
cultivo de la fresa (2002 hasta 2008).

Los suelos, en ambas fincas, son de textura arenosa y de composicién similar (Tabla 3.1). Las

caracteristicas del agua de riego se muestran en la Tabla 3.2.

Figura 3.1. — Localizacién geografica de las fincas Occifresa S.L.. (Moguer), y Fres-Gémez S.C:A

(Palos de la Frontera).
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Tabla 3.1. — Composicién del suelo en las fincas Occifresa S.L. (Moguer), y Fres-Gomez S.C:A.

(Palos de la Frontera).

Occifresa S.C.A. Fres-Gémez S.L.

Textura (%) Arenosa Arenosa
pH 6,09 6,05
Materia orgénica (%) 0,78 0,47
Contenido de Nitrégeno (%) 0,06 0,05
Contenido de Fosforo (mg/kg) 25,68 27,78
Conductividad eléctrica (mS/cm) 0,11 0,08
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Tabla 3.2. — Caracteristicas del agua de regadio en las fincas Occifresa S.L. (Moguer), y Fres-
Goémez S.C.A. (Palos de la Frontera).

Occifresa S.L. y Fres-Gomez S.C.A.

Conductividad eléctrica (mS/cm) 0,16 CI'(mg/L) 21,0
K" (mg/L) 2,6 NO; (mg/L) <2,50

Na* (mg/L) 11,3 NO, (mg/L) <0,05

Ca®* (mg/L) 18,0 Cu (mg/L) <0,05

Mg?®* (mg/L) 10,0 Mn (mg/L) <0,05

NH," (mg/L) <0,06 Fe (mg/L) <0,10

CO5* (mg/L) <25,0 Zn (mg/L) <0,05

CO;H (mg/L) 55,0 B (mg/L) <0,50

SO, (mg/L) 16,8 Relacion de adsorcion de sodio (meq) <0,50

3.3.2. Disefio experimental y descripcion de los tratamientos.

El disefio experimental fue de bloques al azar con tres repeticiones. En 2009-10, se aplicaron
cinco tratamientos, y siete en 2010-11 y 2011-12, ademas de un testigo no tratado (UC). Los
tratamientos fueron superimpuestos, en las mismas parcelas y repeticiones, afio tras afio. Las
medidas de cada parcela elemental fueron: 25m de largo por 3,3m de ancho, con tres lomos de

50cm y dos hileras de plantas cada uno.

Los tratamientos aplicados durante las tres afios de estudio fueron: biosolarizacion con
gallinaza (2.500g/m?) (BIO); dazomet (8g/m® en 2009-10, y 20g/m? en 2010-11 y 2011-2012)
+ 1,3-dicloropropeno (40g/m® en 2009-10, y 30g/m® en 2010-11 y 2011-2012) (DAZ:1,3 D);
1,3-dicloropropeno:cloropicrina (40g/m?) (1,3 D:PIC); cloropicrina (40g/m?) (PIC), y dimetil
disulfuro (40g/m?) + cloropicrina (13g/m?) aplicado mediante inyeccion en reja (DMDS:PIC
S). En las dos ultimas campafias, se afiadieron dos nuevos tratamientos: dimetil disulfuro
(40g/m* en 2010-11, y 30g/m* en 2011-12) + cloropicrina (13g/m® en 2010-11, y 10g/m’ en
2011-12) aplicados en riego por goteo, bajo lomo con cubierta de plastico de polietileno negro
(PE) en 2010-11 y bajo lomos con cubierta de plastico virtualmente impermeable (VIF) en
2011-12 (DMDS:PIC D), y dazomet (50g/m®) (DAZ) (Tabla 3.3).

A mediados de Julio, se realizé el abonado con enmienda organica en todos los tratamientos,

incorporandose en el suelo a una profundidad de 20cm con la ayuda de un rotovator (16 de
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Julio de 2009, 16 de Julio 2010, 20 de Julio de 2011 en Fres-Gémez S.L., y 13 Julio 2009, 20
de Julio de 2010 y 21 Julio 2011 en Occifresa S.C.A.).

El tratamiento de biosolarizacion (B10), se llevo a cabo desde mediados del mes de julio hasta
mediados de agosto (18 Julio - 14 Agosto 2009, 21 de Julio - 17 Agosto 2010 y 22 Julio — 18
Agosto 2011 en Fres-Gémez S.L., y 17 Julio - 19 Agosto 2009, 23 Julio-19 Agosto, 2010 y 22
Julio - 18 Agosto, 2011, en Occifresa S.C.A.), cubriendo el suelo con plastico de polietileno
transparente de baja densidad de 0,05 mm de espesor (Katan, 1981; Medina et al., 2009) (ver
Capitulo 2, apartado 2.3.2). A mediados de Agosto, se llevo a cabo el alomado del terreno con
plastico de PE negro, en lomos con una anchura de 50cm, colocando una cinta de riego por
goteo en la parte central de cada uno. Los tratamientos quimicos, fueron aplicados mediante
riego por goteo o mediante inyeccion en reja en diferentes fechas (Figura 3.2. A) (Tabla 3.3).
El tratamiento con dazomet se aplicé a todo terreno, mediante una Mix Tiller Dry® (Forigo),
antes de la formacion de los lomos (Figura 3.2. B).

La plantacion, se llevo a cabo a mediados del mes de Octubre (23 Octubre 2009, 24 de Octubre
de 2010 y 24 Octubre 2011 en Fres-Gomez S.L., y 16 de Octubre de 2009, 18 de Octubre 2010
y 25 de Octubre de 2011, en Occifresa S.C.A.), con plantas de fresa del cultivar ‘Camarosa’.
En Fres-Gomez S.L. la densidad de plantacion fue de 72.000 plantas/ha, con un marco de
plantacion de 25 x 25cm, mientras que en Occifresa se dispusieron 87.000 plantas/ha, con un
marco de 20 x 22cm. En el primer caso las plantas procedian de "Viveros Niharra" (Segovia),
y en el segundo de "Viveros Cuna de Platero" (Avila). En estos ensayos se utilizé el cultivar
'‘Camarosa’, debido a que se ha considerado la variedad mas importante en la zona de Huelva
desde 1997 hasta 2010 y por ser susceptible a podredumbre carbonosa causada por M.
phaseolina (Koike et al., 2009).

Las plantas fueron cultivadas en un sistema intensivo anual bajo macrotinel (Medina et al.,
2009). Un mes después de la plantacion, se llevd a cabo el forzado del cultivo mediante
macrotlneles, bajo plastico transparente de 0,15 mm de espesor. Para el manejo del cultivo se
siguieron las recomendaciones del reglamento de produccion integradas para el cultivo de la
fresa (Lopez-Aranda, 2008). Durante cada campafia agricola (Octubre — Mayo), el abonado se
realizé6 mediante fertirrigacion: 175 kg N/ha, 77 kg P*/ha, 185 kg K*/ha, 85 kg Ca**/ha, 14 kg
Mg**/ha.
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Figura 3.2. - A). Aplicacién de 1,3 Dicloropropeno:Cloropicrina en inyecciéon a lomo, en el

cultivo de fresa. B). Aplicacién de Dazomet a todo terreno.

RN TR A,
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Tabla 3.3. — Descripcion de 10s tratamientos de desinfescion de suelo (Occifresa S.C.A., Moguer, y Fres-Gémez S.I., Palos de la Frontera, en la

provincia de Huelva).

) o Dosis (g/m?) . L Fecha de aplicacion”
Tratamientos Descripcion Meétodos de aplicacion
2009 2010 2011 2009 2010 2011
uc Control n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
BIO Biosolarizacion con gallinaza 2500 2500 2.500 Toda superficie 13, 16 Jul 13,16 Jul 21, 20 Jul

Toda superficie + Cinta

DAZ:1,3D Dazomet:1,3-dicloropropeno 8:40  20:30 20:30 por riego * 10,11Sep 10,7Sep * 6,14 Sep
1,3D:PIC 1,3-dicloropropeno:cloropicrina 40 40 40 Inyeccmnpeg reja bajo 3,4 Sep 1,4 Sep 6, 1 Sep
PIC Cloropicrina 40 40 40 '”yeCC'O”PeE” €jabajo 5 4gen  1,4Sep 6, 1Sep
DMDS:PIC S dimetil disulfuro:cloropicrina 40:13  40:13  40:13 Inyeccmnpeg reja bajo 3,4 Sep 1,4 Sep 6, 1 Sep
Cinta de riego bajo PE
DMDS:PIC D dimetil disulfuro:cloropicrina 40:13  30:10 (2010) y bajo VIF 14,13 Sep 15, 15 Sep
(2011)
DAZ Dazomet 50 50 Toda superficie 1,4 Sep 6, 1 Sep

* Dazomet fue aplicado por cinta de riego en 2009 y a toda superficie en 2010 y 2011, 1,3-dicloropropeno se aplicé por cinta de riego durante las tres
campafias. ¥ La primera fecha corresponde a Occifresa S.C.A. y la segunda a Fres-Gémez S.L. 7 La fecha corresponde a la aplicacion de 1,3D, ya que el

tratamiento DAZ fue aplicado a la misma vez que se hicieron los lomos del cultivo. “n.a.” = no aplicado. “----” = no determinado. “PE” = Film de
plastic de polietileno. “VIF” = plastico virtualmente impermeable.
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3.3.3. - Determinacion de la poblacion de M. phaseolina, en suelo.

Con el fin de evaluar la eficacia de cada tratamiento se determino la poblacion de M. phaseolina en
cada parcela como unidades formadoras de colonias por gramo de suelo seco (UFC/g). Para ello, se
tomaron muestra de suelo antes y después de la aplicacion de los tratamientos, asi como al final de
cada campafa (mediados de mayo), para, de esta forma determinar la duracion y eficacia de los
tratamientos en el control de los microesclerocios de M. phaseolina, en suelo. En las parcelas
correspondientes al tratamiento BIO, las muestras de suelo se tomaron siguiendo un patrén de zig-
zag a toda superficie, antes de la aplicacion de los tratamientos (09 de Julio de 2009, 16 de Julio de
2010 y 19 de Julio de 2011), y del lomo central en el resto (22 de Agosto de 2009, 26 de Agosto de
2010 y 23 de Agosto de 2011). Después de la aplicacion de los tratamientos (14 de Octubre 2009,
01 de Octubre de 2010 y 11 Octubre de 2011) y al final de cada campafia (14 de Mayo de 2010, 16
de Mayo de 2011 y 15 de Mayo de 2012), se tomaron tres muestras de los lomos centrales de cada
parcela elemental. En cada toma de muestras, el suelo recogido de cada parcela se mezclé para su
homogeneizacion. Todas las muestras fueron tomadas hasta 20cm de profundidad, con una sonda
vertical graduada. Posteriormente, las muestras de suelo se llevaron al laboratorio y se dejaron secar

al aire libre.

La metodologia seguida para el procesamiento de las muestras de suelo en una modificacion de la
utilizada por Papavizas y Klag (1975) (ver Capitulo 2, Apartado 2.3.3). Las colonias fueron
inspeccionadas microscépicamente, para determinar las caracteristicas morfologicas propias de M.
phaseolina (Avilés et al., 2008)

3.3.4. - Efecto de los tratamientos en la incidencia de podredumbre carbonosa de fresa.

Antes de la plantacion se realizaron aislamientos de tejido de las plantas procedentes de vivero, para

determinar su estado sanitario. Las muestras se tomaron mediante muestreo estratificado.

La incidencia de la podredumbre carbonosa se evalué semanalmente, mediante la recogida de
plantas muertas, en los lomos centrales de cada parcela experimental. EI procesamiento de las

plantas se realiz6 tal y como se indica en el apartado 2.3.4.

3.3.5. - Efecto de los tratamientos en la produccion comercial de fresa.

Los frutos fueron recolectados al menos dos veces por semana, desde el inicio de la produccién

(mediados de Enero) hasta final de cada campafia agricola (mediados de Mayo). Los datos se
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registraron para cada parcela experimental. Toda la fruta recolectada se pesd y se clasificd, en base
a los criterios comerciales de la normativa europea de regulacion para la fruta fresca. Solamente se
llevé a cabo el pesado de la fruta comercial y los datos fueron expresados en kg/ha. La fruta no apta
comercialmente, fue rechazada sin el registro de datos (menos del 2-3% del total de frutos
cosechados). Se realizaron, al menos, 25 recolecciones de frutos en cada una de las campafas
agricolas.

3.3.6. - Andlisis estadistico.

La incidencia de podredumbre carbonosa, se expres6 como porcentaje acumulado de plantas
muertas o0 enfermas. Los datos de porcentaje, se transformaron mediante el arcoseno de la raiz
cuadrada antes del analisis de la varianza. Los datos de poblacién del suelo fueron transformados
mediante la raiz cuadrada de UFC/g + 0,5 de cada répica entre el total del niUmero de muestras.
Cuando el estadistico F de ANOVA, fue significativo a P < 0,05, las medias se compararon
mediante la prueba de la minima diferencia significativa de Fischer (MDS), en un nivel de
significacion del 5% (De los Santos et al., 2003). Para los andlisis estadisticos de datos, se utilizo el
programa “Statistix” vs 8.0 (Analytical Software, Ltd., La Jolla, CA, EE.UU.).

3.4. — Resultados.
3.4.1. - Efecto de los tratamientos en la poblacion de M. phaseolina en suelo.

En Fres-Goémez S.L. no se detectd M. phaseolina en las muestras de suelo tomadas antes de la
aplicacién de los tratamientos en 2009, mientras que la poblacion inicial en los suelos de Occifresa
S.C.A. fue elevada, presentando una distribucién homogénea en la parcela experimental (Tabla 3.4).
En esta finca, los tratamientos BIO, 1,3D:PIC, y DAZ:1,3D redujeron la densidad de
microesclerocios de M. phaseolina en suelo de forma significativa con respecto al control no
tratado. El efecto de estos tratamientos se mantuvo hasta finales de Mayo, con una reduccion
porcentual, respecto al muestreo inicial de entre 90-100% (Tabla 3.4). En Fres-Gomez no se

detect6 M. phaseolina, en ninguno de los muestreos realizados a lo largo de 2009-10.

En Occifresa S.C.A., en el comienzo de la segunda campafa (2010-11), encontramos niveles de
microesclerocios de M. phaseolina, superiores a 10,0 UFC/g de suelo, en todos los tratamientos.
Todos los tratamientos redujeron de forma significativa las poblaciones de M. phaseolina, respecto
al control no tratado. Los niveles poblacionales se mantuvieron hasta finales de Mayo de 2011, con

valores significativamente inferiores al control no tratado en la mayoria de los tratamientos, con la
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excepcion de DMDS:PIC D, aungue en este caso se observé una reduccion, con respecto a la
poblacion inicial, del 38% (Tabla 3.4). En Fres-Gémez, no se detectaron niveles superiores a 0,7
UFC/g de suelo, en ninguno de los muestreos realizados en 2010-11.

En 2011-12, los efectos de los tratamientos en la finca de Occifresa S.C.A. fueron muy similares a
los observados en la campafia 2010-2011 (Tabla 3.4). Durante esta campafia agricola, en la finca de
Fres-Gomez S.L., en el muestreo previo a la aplicaciéon de los tratamientos, solo se detectdé M.
phaseolina en los suelos correspondientes a los tratamientos 1,3D:PIC, DAZ y en el control no
tratado, observandose en estos dos ultimos los valores medios méas altos (1,3 UFC/g). Tras la
aplicacién de los tratamientos, solo se detectd M. phaseolina, en las parcelas no tratadas, llegandose
a incrementar el promedio de esclerocios de M. phaseolina en suelo, en mas de 4 veces, en el

muestreo llevado a cabo en Mayo de 2012.

3.4.2. - Mortalidad de plantas e incidencia de podredumbre carbonosa.

En los aislamientos realizados a las plantas provenientes de viveros de alturas, antes de la
plantacion, no se detecté M. phaseolina, aislandose en porcentajes bajos Fusarium spp.,

Rhizoctonia spp., y Pythium spp., entre otros.

A lo largo de las tres campafas agricolas, se observé un mayor porcentaje de plantas muertas y

mayor incidencia de podredumbre carbonosa en Occifresa S.C.A. (Tabla 3.5).

En Occifresa S.C.A, cuando la mortalidad de plantas superé el 5%, el porcentaje de plantas muertas
en los suelos desinfestados fue significativamente inferior que en el control no tratado, con la
excepcion de los tratamientos con DAZ:1,3D y BIO en 2009-2010 y 2010-11, respectivamente
(Tabla 3.5).

En 2009-10, s6lo los tratamientos 1,3D:PIC y PIC redujeron de forma significativa la incidencia de
podredumbre carbonosa con respecto al control no tratado, en Occifresa S.C.A., mientras que en
Fres-Gomez S.L, no se detect6 la enfermedad. En las siguientes campafias, y en ambas localidades,
todos los tratamientos redujeron significativamente la incidencia de podredumbre carbonosa. En

2011-12, la incidencia de la enfermedad fue inferior o igual al 1% en los suelos tratados (Tabla 3.5).
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Tabla 3.4. - Poblacion de M. phaseolina (UFC/g de suelo seco) antes, después y al final de cada campafia en Occifresa S.C.A, en tres campafias

consecutivas=.

2009-10 2010-11 2011-12

Tratamientos” Antes Después Final Reqlucmzon Antes Después Final Red_ucmon Antes Después Final REd.UCC'On

final final final
uc 136 11,3a 11.3a -17% 11,0b  29,3a 120a +9% 93ab 24,0a 96ab +3%
BIO 12,7 27bc 0,7b -95% 10,0b 40b Ob -100% 140ab 33b 09b -94%
DAZ:1,3D 18,7 27bc 13D -93% 68,7 a Ob Ob -100% 78b 20b 02b -97%
1,3D:PIC 4,0 0,7¢ Ob -100% 14,7 b 33b Ob -100% 127ab  0,7b  22b -83%
PIC 34,7 53abc 33ab -91% 420ab 13b 27D -94% 18,7ab 20b 0,2b -99%

DMDS:PIC S 10,0 8,7ab 8,0ab -20% 31,3ab Ob 0,7b -98% 40,0 a 1,1b Ob -100%
DMDS:PIC D — e ---- 173b 10,7b 10,7a -38% 196ab 253a 17,3a -12%

DAZ — e ---- 28,0ab Ob Ob -100% 11,3ab Ob Ob -100%

x Unidades formadoras de colonias de M. phaseolina por gramo de suelo seco. Cada valor es la media de tres parcelas y de tres a cinco repeticiones
(después de los tratamientos y antes de su aplicacion, respectivamente). Los valores seguidos por la misma letra en una columna no difieren
significativamente segin la prueba MDS (P < 0,05) (datos transformados mediante raiz cuadrada). Se presentan los datos no transformados. --- = no
determinado. v Los detalles de los tratamientos se describen en la Tabla 3.3. ? La reduccién final de UFC/ g fue hecha para el final de la campafia entre las

UFC/ g antes de aplicar los tratamientos.
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Tabla 3.5. - Efecto de los tratamientos de desinfescién de suelo en el porcentaje acumulado de
plantas muertas (PM) y en la incidencia de podredumbre carbonosa (PMRC), causada por M.
phaseolina, desde la campafia 2009-10 hasta 2011-12 en las fincas Occifresa S.C.A. (Moguer) y Fres-
Goémez S.L. (Palos de la Frontera). Mortalidad de plantas acumulada hasta el final de cada campafia

(mediados de Mayo).

o .
% Mortalidad de plantas (PM) Yo Mortalidad de plantas por
Tratamientos * podredumbre carbonosa (PMCR)

2009-10 2010-11 2011-12 2009-10 2010-11  2011-12

Occifresa S.C.A.

ucC 49,1 a" 48,8 a 194 a 17,2a 29,6 a 12,8a
BIO 235bc  30,7ab 43b 7,0 ab 12,3 b 1,1b
DAZ:1,3D 36,9 ab 0,5d 0,5 bc 11,2 ab 0,5cd 0,2 bc
1,3D:PIC 6,7cC 10,1 cd 0,5 bc Ob 3,2 bed 0,1 bc
PIC 186 bc 15,4 bc 0,3c 15b 7,4 bc 01c
DMDS:PIC S 15,9 bc 2,8cd 0,3c 7,6 ab 2,3cd Oc

DMDS:PIC D 119c Oc ---- 6,22 bc Oc

DAZ 1,8 cd 0,7 bc ---- od 0,2 bc

Fres-Gomez S.L.

ucC 1,0 6,2a 20,2a 0 6,2 a 19,0 a
BIO 0,4 1,3b 0,3b 0 10b Ob
DAZ:1,3D 0,3 05b 0,1b 0 0,1b Ob
1,3D:PIC 0,1 0,3b 0,4b 0 0b 2b
PIC 0,2 0,3b 0,5b 0 Ob Ob
DMDS:PIC S 0,2 0,2b 0,5b 0 0,2b 0,3b
DMDS:PIC D ---- 1,1b 0,2b ---- 0,8b 0b
DAZ ---- 05b 0,4b ---- Ob 0,1b

v Valores seguidos por la misma letra en una columna no fueron significativamente diferentes segin
test MDS (P < 0,05). Los datos fueron transformados mediante la transformacion del arcoseno. Se

13

presentan los datos no transformados. “----” = no determinado. # Los detalles de los tratamientos se

describen en la Tabla 3.3.
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3.4.3. - Efecto de los tratamientos en la produccion de fresa.

A lo largo de este estudio las producciones medias fueron mas elevadas en Fres-Gomez S.L.,
fundamentalmente en los suelos no tratados. En esta localizacién, no se observaron diferencias en
la produccion hasta la segunda campafia. La produccion fue significativamente mas alta en suelos
tratados, no observandose diferencias significativas entre tratamientos en Fres-Gomez S.L. En
Occifresa S.C.A., los rendimientos en suelos tratados con BIO y DAZ:1,3D fueron
significativamente inferiores a los de DMDS:PIC S, en 2009-2010. En 2010-11, y en esta finca, la
produccién en el tratamiento BIO fue significativamente inferior a la de los tratamientos de
desinfescion quimica, pero, en el Gltimo afio, los rendimientos de este tratamiento fueron similares

a los del resto, siendo en todo caso significativamente superiores al control no tratado (Figura 3.3).

3.5. — Discusion.

Este trabajo se ha realizado en dos parcelas con distinto historial de desinfescion quimica. Los
resultados muestran que el tiempo transcurrido desde las Gltimas fumigaciones con BM o 1,3
D:cloropicrina es determinante en la aparicién y dispersion de M. phaseolina, coincidiendo con la
opinion de algunos autores que indican que el abandono del uso de BM y los cambios en los
fumigantes y en la forma de aplicacion han influido en el establecimiento de este patégeno (Avilés
et al., 2008; Mertely et al., 2005; Koike, 2008; Koike, 2012; Zveibil y Freeman, 2005). En los
suelos que se dejaron de desinfestar con 1,3 D:cloropicrina en 2008 (Fres-Gomez S.C.A.) los
niveles de M. phaseolina en suelo se mantuvieron muy bajos hasta la Gltima campafia, durante el
segundo afio la mortalidad por podredumbre carbonosa no super6 el 7% en las parcelas control,
siendo la incidencia superior en el ultimo afio, lo que se refleja en una disminucion de los
rendimientos de cosecha en estas campafias. Se observé como el patdgeno se propaga en el suelo
desde el foco inicial, las zonas no tratadas, a zonas adyacentes (Koike, 2008). La alta incidencia de
podredumbre carbonosa en los suelos no tratados en Occifresa S.C.A., pudo deberse
principalmente a la alta densidad de M. phaseolina en suelo, ya que en ningln caso se aislo de

plantas procedentes de vivero.

Los tratamientos quimicos fueron aplicados por inyeccién o cinta de riego en lomo, con la
excepcion del tratamiento con dazomet, que se realiz6 a toda superficie, lo que permite la
desinfescion no solo de los lomos, sino también de los pasillos, facilitando una gran eficacia en el
control de patdégenos de suelo, plagas y malas hierbas, como se observo anteriormente en

California (Koike et al., 2012). En nuestro caso la aplicacion de DAZ es tan eficaz en el control de
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Figura 3.3. - Produccién total (kg/ha) en suelos fumigados y biosolarizados en pre-plantacion en las

tincas de Occifresa (Moguer) y Fres-Gomez (Palos de la Frontera) (cv. ‘Camarosa’).

85000

2009-10 M occifresa
75000 - “ Fres-G6émez
65000 -

55000

n.a n.a.
45000

SR Bl SEH |
T T T T T T
uc BIO DAZ:1,3D 1,3D:PIC PIC DMDS:PICS DMSAIPICD DAZ

35000

85000 -
2010-11
75000
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35000
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2011-12
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65000

55000

45000
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BIO DAZ:13D 13D:PIC PIC

Tratamientos
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“Valores seguidos por la misma letra en una columna no fueron significativamente diferentes segin
test MDS (P < 0,05). “n.a.” = no aplicado. Los tratamientos se describen en la tabla 3.3. Las barras
verticales indican el error estindar de cada media.
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M. phaseolina como 1,3 D:PIC, considerado tratamiento estandar, y que fue utilizado por el 73%
de los productores en Huelva durante la campafia agricola 2012-13. La eleccién de 1,3 D:PIC se
debe, no s6lo a que proporciona un control satisfactorio de hongos y nematodos en el suelo
(Noling y Becker, 1994), sino también a la facilidad de su aplicacion y/o uso, ya que no requiere

ningun equipo adicional o calibracion.

Varios autores han observado que mediante aplicaciones repetidas de tratamientos de
biosolarizacion durante dos 0 mas afios consecutivos puede ejercerse el control de hongos como
Fusarium spp., Rhizoctonia spp., y Cylindrocarpon spp. (Ben-Yephet et al., 1987; Su et al., 2001).
En Occifresa S.C.A., el tratamiento BIO redujo la poblacion M. phaseolina, e incremento de forma
significativa la produccion final acumulada, en comparacion a las parcelas controles, durante las
tres campafias agricolas. Ademas, las aplicaciones con biosolarizacion, podrian haber tenido un
efecto beneficioso acumulado en el tiempo, que da como resultado un bajo porcentaje de plantas
muertas en el Ultimo afio (Pinkerton et al., 2002). La repeticion de este tratamiento a toda
superficie hace que sea tan eficaz y presente rendimientos similares al tratamiento estandar 1,3
D:PIC.

La mayoria de los tratamientos, con la excepcién de DMDS:PIC D, fueron eficaces en el control
de la poblacién de M. phaseolina, desde su aplicacion hasta el final de la campafia. Aunque la
densidad de esclerocios tras la aplicacion de DMDS:PIC D se mantuvo alta, cuando se utilizd
plastico VIF en lugar de PE no se observd muerte de plantas. Segin Santos y colaboradores
(2007), el uso de plastico VIF incrementa la duracion de concentraciones relativamente altas del
fumigante en el suelo, permitiendo méas tiempo de exposicion de los patdgenos a dosis letales vy,
también, una mejor distribucidn lateral en el suelo. Gerik (2005) observé que las aplicaciones con
DMDS, reducian las poblaciones de Pythium ultimum y Fusarium oxysporum, aunque,
investigaciones llevadas a cabo en viveros de fresas espafioles, han mostrado resultados
inconsistentes en el control de patdégenos de suelo con este compuesto (De Cal et al., 2004).
DMDS no esta aln autorizado para su uso en Europa, aunque ya se comercializa en EEUU e Israel

como Paladin ™.

En los suelos tratados los rendimientos del cultivo son similares a los obtenidos con las
fumigaciones con BM, en concordancia con los resultados obtenidos en campos de produccién de
fresa, en Florida (EEUU) (Albregts et al., 1996; Overman et al., 1987). En ambas fincas
experimentales, se observo una tendencia muy similar en todos los tratamientos, obteniendo de
mayor a menor produccidn acumulada final los tratamientos de: DAZ, DMDS:PIC D, DMDS:PIC
S, PIC, 1,3 D:PIC, DAZ:1,3 Dy BIO.
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Segun Dominguez y colaboradores (2014) los costos en fumigantes y de la aplicacién fueron:
DAZ = 2.800 €/ha, DAZ:1,3 D = 1.214 €/ha para 2009-10 que se aplicé DAZ a todo terreno y
1.863 €/ha para 2010-11 y 2011-12, donde DAZ se aplico en cinta por riego, PIC = 1.140 €/ha, 1,3
D:PIC = 1.110 €/ha y BIO = 850 €/ha. El costo maximo fue el de la aplicacion con DAZ (0,037
€/kg) y el minimo el del tratamiento de biosolarizacion (0,012 €/kg). A pesar de que el tratamiento
DAZ fue més caro que el tratamiento BIO, el aumento en la produccion podria justificar la

aplicacién de este fumigante, en precios actuales para la fruta de fresa en el mercado europeo.
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CAPITULO 4

EVALUACION DE LA RESISTENCIA DE CULTIVARES DE FRESA A
MACROPHOMINA PHASEOLINA, AGENTE CAUSAL

DE PODREDUMBRE CARBONOSA

4.1. — Resumen.

El cultivo de la fresa se ha visto afectado por la retirada del bromuro de metilo como principal
fumigante, lo que ha propiciado la aparicién de nuevos patégenos y problemas en su control. Tal
es el caso de Macrophomina phaseolina, hongo patdgeno de suelo que ocasiona la podredumbre
carbonosa (charcoal rot). Dadas las restricciones vigentes en la utilizacion de desinfestantes
guimicos, el uso de cultivares resistentes se considera una de las alternativas para reducir la
incidencia de podredumbre carbonosa en el cultivo de la fresa. El objetivo de este trabajo, fue
determinar la respuesta de variedades de fresa a M. phaseolina en condiciones controladas y de
campo. La respuesta al patégeno de algunos de los cultivares de uso comin en la provincia de
Huelva se caracteriz6 mediante inoculacién artificial bajo condiciones controladas. Se utilizaron
dos aislados del patdégeno y la inoculacion se realizd mediante riego con una suspension de
esclerocios. Se realizaron observaciones semanales, para comprobar el estado y las necesidades
hidricas de las plantas, y se determiné la susceptibilidad al patdgeno mediante una escala de
severidad de O (planta sana) a 5 (planta muerta), ademas de la incidencia, como porcentaje de
plantas muertas a la finalizacion del ensayo. Las diferencias observadas se debieron al cultivar, no
siendo significativa la interaccion entre cultivar y aislado. S6lo ‘Splendor’ resulté resistente al
patogeno, mientras que ‘Camarosa’, ‘Florida Fortuna’, ‘Candonga’ y ‘Benicia’, fueron
susceptibles. Los ensayos de campo se llevaron a cabo, durante dos campafias agricolas, en una
parcela experimental que nunca habia sido desinfestada y que presentaba una poblacion
homogénea en suelo del patdgeno objeto de estudio. El disefio experimental fue de bloques al azar
con 3 repeticiones y 12 plantas por cultivar y repeticion. Los resultados fueron similares a los
obtenidos en condiciones controladas. El cultivar ‘Splendor’ fue el mas resistente, mientras que

‘Camarosa’ y ‘Florida Fortuna’ resultaron los mas susceptibles.
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4.2. — Introduccion.

Aunque la podredumbre carbonosa de la fresa, ocasionada por el patégeno de suelo M. phaseolina,
fue detectada a mediados de los afios 50 del siglo XX en Illinois (EEUU) (Maas, 1998), su
expansion a la mayoria de las zonas donde se cultiva la fresa ha sido reciente (Mertely et al., 2005;
Zveibil y Freeman, 2005), siendo descrita por primera vez en Huelva en 2007 (Avilés et al., 2008).
Los sintomas en fresa consisten en marchitamiento foliar, secado y muerte de las hojas mas viejas,
seguido de un eventual colapso y muerte de la planta (Koike, 2008). En corte longitudinal de la
corona, se observa una coloracion negra 0 marron que indica necrosis en los tejidos corticales y
vasculares (Mertely et al., 2005). Esta enfermedad también puede ocasionar necrosis en las raices
de la planta (Avilés et al., 2008). Las condiciones que facilitan el desarrollo de la enfermedad son
elevadas temperaturas y estrés hidrico. El hongo produce estructuras de resistencia que le permiten
sobrevivir en el suelo o sobre restos de plantas durante largos periodos de tiempo. Ocasionalmente
se pueden desarrollar picnidios ostiolados en tejidos del huésped, y estos a su vez producir
conidios, los cudles, juegan un importante papel en la dispersion del patégeno (Holliday y
Punithaligam, 1970; Mihail y Taylor, 1995; Smith y Wyllie, 1999). Las enfermedades ocasionadas
por patdgenos de suelo son de dificil control. Tras el abandono del uso del bromuro de metilo se
estudia la eficacia de otros fumigantes quimicos, sometidos a importantes restricciones de uso por
las diversas normativas y legislaciones. El uso de alternativas quimicas implica alteraciones en el
medioambiente, afectando, entre otros factores, a la fertilidad del suelo y a la calidad del agua. El
uso de plantas resistentes o tolerantes frente a M. phaseolina y otros patdgenos de suelo, como
parte de las estrategias de control integrado es una alternativa que debe ser tomada en cuenta
(Avilés et al., 2009; Khan, 2007). Los programas de mejora encaminados al desarrollo de
cultivares resistentes a patdgenos de suelo estan en progreso en diferentes paises (Faedi et al.,
2002), entre ellos Espafa. En nuestro caso, los convenios de mejora que mantiene el Instituto de
Formacion Agraria, Pesquera y del Medio Rural (IFAPA) con otros organismos y empresas del

sector fresero, incluyen el estudio de la resistencia de las lineas en desarrollo a M. phaseolina.

Los estudios llevados a cabo por diferentes autores indican que los cultivares de fresa varian en su
susceptibilidad a este patégeno, observandose distinto comportamiento en plantas inoculadas
artificialmente o mantenidas en campo (Koike, 2008; Koike et al., 2009). Avilés y colaboradores
(2009), indicaron que la respuesta de los cultivares a la enfermedad depende del aislado de M.
phaseolina. Aunque en un trabajo posterior determinaron tres grupos de susceptibilidad al

patogeno (Avilés et al., 2012).
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El objetivo de este trabajo es caracterizar la respuesta de variedades de fresa, de uso comdn en la

provincia de Huelva, a M. phaseolina, mediante inoculacién artificial y ensayos de campo.

4.3. - Materiales y métodos
4.3.1. - Inoculacion de M. phaseolina en condiciones controladas.

Se llevaron a cabo dos ensayos, desde Octubre 2011 - Marzo 2012 y Octubre 2012 - Marzo 2013.
En estos ensayos, se analizo la respuesta de cinco cultivares comerciales de fresa de uso comun en
la provincia de Huelva: ‘Benicia’, ‘Camarosa’, ‘Candonga’, ‘Florida Fortuna’ y ‘Splendor’. Para la
inoculacion se utilizaron dos aislados de M. phaseolina: TOR-99, aislado procedente de tejidos de
planta sintomética de fresa (‘Camarosa’), y TOR-102, aislado de suelo donde se cultiva fresa

(Moguer, Huelva).

Las plantas de fresa se trasplantaron a macetas de 16cm de didmetro, que contenian turba estéril,
manteniéndose en cdmara de cultivo a 27°C, en condiciones de fotoperiodo con 16h de luz
(SYLVANIA LUXLINE PLUS F58W/840 Cool White DE LUXE, GERMANY, 100.5 uE m'z-s'l)
(Figura 4.1). El disefio experimental fue de bloques al azar con 3 repeticiones (2 plantas por
repeticion) por aislado y cultivar. Cuatro semanas después de la plantacion, se realizo la
inoculacién mediante riego con 50ml de una suspension de esclerocios (6 x 10% esclerocios/ml) de
cada uno de los aislados de M. phaseolina (Figura 4.2). Las plantas usadas como control se
regaron con agua (Avilés et al., 2009). Se realizaron riegos periodicos (dos semanales) con 100ml
de agua/maceta.

Figura 4.1. - Ensayo en camara de cultivo, en condiciones controladas.
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Figura 4.2. - Suspension de esclerocios de los aislados TOR-102 y TOR-99.

El seguimiento del desarrollo de la enfermedad se llevé a cabo mediante observaciones semanales.
La susceptibilidad al patdgeno, se determind mediante una escala de 0 (planta sana) hasta 5 (planta
muerta) (Tabla 4.1) (Fang et al., 2011), la incidencia de podredumbre carbonosa se expresé como
porcentaje de plantas muertas sobre el total. A la finalizacién del ensayo, todas las plantas fueron
extraidas de las macetas y lavadas bajo agua corriente para eliminar el suelo adherido a las raices.
Para confirmar la infeccion por el patdgeno, se realizaron aislamientos de tejidos sintomaticos
sobre medio de cultivo patata dextrosa agar (ver apartado 2.3.4, capitulo 2), manteniéndose las

placas a 30°C y en oscuridad durante 7 dias, para la posterior identificacion del patogeno.

Tabla 4.1. - Escala de severidad en plantas (Fang ez /., 2011).

0 Planta asintomatica

1  Planta con ligero retraso del crecimiento

2  Planta enanay ligero marchitamiento

3 Planta decaida

4 Planta con mayoria de hojas marchitas o0 muertas

5 Planta muerta
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4.3.2. — Ensayo de campo, en parcelas naturalmente infestadas con M. phaseolina.

Durante las campafias agricolas 2011-12 y 2012-13, en una parcela situada en la finca
experimental EI Cebollar (Moguer, Huelva), se llevaron a cabo ensayos encaminados a determinar
la respuesta de cuatro de los cultivares comerciales mas utilizados en la provincia de Huelva, asi
como en otras zonas de cultivo. Estos fueron: ‘Splendor’, ‘Camarosa’, ‘Florida Fortuna’ y
‘Candonga’. Esta parcela no ha sido desinfestada desde que en ella se cultiva fresa. M. phaseolina
fue detectada por primera vez en 2009. El disefio experimental fue en bloques al azar con tres
repeticiones, 12 plantas por repeticion y cultivar, dispuestas en un lomo con dos hileras de plantas
(marco de plantacion 25 x 25cm).

Cada afio, a mediados de septiembre se llevd a cabo el abonado de fondo y el alomado con la
colocacion simultanea de las cintas de riego. La plantacion se realiz6 a mediados de Octubre, con
plantas procedentes de viveros de altura. Las plantas fueron cultivadas en un sistema intensivo
anual (Medina et al., 2009). Un mes después de la plantacion, se llevé a cabo el forzado del cultivo
mediante macrotuneles de plastico transparente (0,15mm de espesor). Para el manejo del cultivo se
siguieron las recomendaciones de la produccién integrada para el cultivo de la fresa (Lépez-
Aranda, 2008). Durante cada campafia experimental (Octubre — Mayo), las plantas recibieron
mediante fertirrigacion: 175kg N/ha, 77kg P*/ha, 185kg K*/ha, 85kg Ca**/ha, 14kg Mg**/ha.

4.3.2.1. - Determinacién de la poblacion de M. phaseolina, en suelo.

Se determiné la poblacion en suelo de M. phaseolina en cada una de las parcelas elementales,
Cada afio, se realizaron tres muestreos: antes de la formacion de los lomos (4 de Julio de 2011y 5
de Julio de 2012), en el momento de la plantacion (6 de Octubre de 2011 y 10 de Octubre de 2012,
y al final de cada campafia agricola (11 de Abril de 2012 y 8 de Mayo de 2013). Antes del
alomado, se tomaron cinco muestras en un patron en zig-zag a toda superficie con una sonda
graduada de 5cm de diametro, y se mezclaron para componer una muestra homogénea. Después
del alomado y al final de la campafia, se tomaron tres muestras de los lomos de cultivo de cada una
de las parcelas elementales con una sonda graduada de 2cm de didmetro, mezclandose para
homogenizarlas. La toma de suelo se realiz6 de los primeros 20cm de profundidad para cada

parcela. Las muestras fueron procesadas en laboratorio (apartado 2.3.3, capitulo 2).
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4.3.2.2 - Determinacion de la incidencia de podredumbre carbonosa en campo.
En cada una de las parcelas elementales, se registrd, semanalmente, la incidencia de la
podredumbre carbonosa a lo largo de las dos campafias agricolas. Desde la aparicion de los
primeros sintomas y hasta mediados de Mayo, se recogieron todas las plantas muertas para su

diagnostico en laboratorio (apartado 2.3.4., capitulo 2).
4.3.3. - Andlisis estadistico.

La incidencia de la podredumbre carbonosa, se expresé como porcentaje acumulado de plantas
muertas o enfermas. Los datos de porcentaje, se transformaron mediante el arcoseno de la raiz
cuadrada antes del andlisis de la varianza. Los datos de poblacion de suelo fueron transformados
mediante la raiz cuadrada CFU/g + 0,5 de cada répica entre el total del nimero de muestras.
Cuando el estadistico F de ANOVA, fue significativo a P < 0,05, las medias se compararon con la
prueba de minima diferencia significativa de Fischer, en un nivel de significacion del 5% (De los
Santos et al., 2003). Para los analisis estadisticos de datos, se utilizd el programa “Statistix” vs 8.0
(Analytical Software, Ltd., La Jolla, CA, EE.UU.).

4.4. — Resultados.

4.4.1. — Incidencia de la podredumbre carbonosa en la inoculacion de M. phaseolina, en
condiciones controladas.

Los resultados de los andlisis de varianza sobre severidad e incidencia de podredumbre carbonosa
mostraron que el efecto de la interaccidén [ensayo x tratamiento] no fueron significativos, de
manera que las medias se calcularon para los dos ensayos. Segun los resultados de los analisis de
varianza, el Unico factor de variacion que afect6 a la severidad de la enfermedad fue el cultivar (P
= 0,0000), no siendo significativos el aislado o la interaccién [cultivar x aislado]. Al analizar el
porcentaje de plantas muertas, sélo la interaccion [cultivar x aislado] resulté significativa (P =
0,0057).

En el caso de los cultivares ‘Benicia’, ‘Florida Fortuna’, ‘Camarosa’ y ‘Candonga’, el aislado
procedente de suelo infectado (TOR-102), fue ligeramente méas virulento que el aislado obtenido
de planta sintomatica (TOR-99) (Figura 4.3). La inoculaciéon con TOR-102 produjo la muerte del
60% de las plantas de ‘Benicia’ y ‘Camarosa’, mientras que el aislado TOR-99, ocasion6 la muerte
del 20% de ‘Candonga’ y ‘Florida Fortuna’ (Figura 4.3), no observandose muerte de plantas.
‘Splendor’ un IS de 0,2 y 0,8, para los aislados TOR-102 y TOR-99, respectivamente (Figura 4.3 y
4.4).
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Figura 4.3. - Incidencia de podredumbre carbonosa (porcentaje de plantas muertas), tras la

inoculacion con dos aislados de M. phaseolina, en condiciones controladas.
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Figura 4.4. - Respuesta de cinco cultivares de fresa a la inoculacién con dos aislados de M. phaseolina,

en condiciones controladas.
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4.4.2. — Ensayo de campo: determinacion de la poblacién de M. phaseolina en suelo.

En las muestras de suelo antes de la formacion de los lomos el nimero medio de esclerocios por
gramo de suelo fue de 8, en 2011, y de 25 UFC/gr, 2012.

Los analisis de varianza para el nGmero medio de propagulos de M. phaseolina por gramo de
suelo, en los tres momentos de toma de muestra indican que la interaccién [cultivar x campafia] no
fue significativa, por lo que los resultados se muestran como la media de los dos afios. No se
observan diferencias significativas entre el nimero de esclerocios en los suelos de las distintas
parcelas elementales (Figura 4.5).

Figura 4.5. - Numero medio de esclerocios de M. phaseolina por gramo de suelo seco (UFC/g), media

de dos campafias agricolas.
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Las barras verticales indican el error estandar de la media.

4.4.3. — Ensayo de campo: determinacion de la incidencia de podredumbre carbonosa.

En los muestreos realizados antes de la plantacion no se detectd6 M. phaseolina, aunque si en bajos

porcentajes Phoma spp., Rhizoctonia spp., y Fusarium spp.

Los andlisis de varianza para el porcentaje de plantas muertas y porcentaje de plantas con
podredumbre carbonosa, indican que la interaccion [cultivar x campafia] no fue significativa, por

lo que los resultados se muestran como la media de los dos afios.
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El porcentaje de medio de plantas muertas acumulado en el caso del cultivar ‘Florida Fortuna’ fue
del 44,5%, valor significativamente superior al ‘Splendor’ (13,9%) (Figura 4.6). ‘Camarosa’, fue
el cultivar mas susceptible a podredumbre carbonosa causada, con una incidencia del 32,0% y
‘Splendor’ la madas tolerante, con una incidencia significativamente inferior 8,3%. No se
encontraron diferencias significativas entre ‘Camarosa’ y ‘Florida Fortuna’, ni entre ‘Candonga’ y

‘Splendor’ (Figura 4.6).

Figura 4.6.- Porcentaje de mortalidad e incidencia de podredumbre carbonosa (porcentaje de plantas

muertas), media de dos campafias agricolas.
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Distintas letras sobre una serie indican diferencias significativas (P < 0,05). Las barras verticales
indican el error estandar de la media.

4.5. — Discusion.

Los ensayos realizados en condiciones controladas y de campo, muestran resultados muy similares
en la susceptibilidad y tolerancia, al patégeno de suelo M. phaseolina, siendo ‘Splendor’ el
cultivar mas resistente. En condiciones controladas, la severidad e incidencia de la enfermedad no
depende del aislado utilizado, sin embargo, Avilés y colaboradores (2009), utilizando este método
de inoculacion y aislados de M. phaseolina, obtenidos de tejidos de planta sintomatica, observaron
que las diferencias en la susceptibilidad, se debian al aislado o a la interaccion [cultivar x aislado].

Por lo que, llegaron a la conclusion, que los resultados podrian indicar que los cultivares
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caracterizados, manifiestan diferentes grados de susceptibilidad a podredumbre carbonosa de
corona y necrosis de raiz causada por M. phaseolina, dependiendo del tipo de aislado. En un
trabajo posterior, determinaron que ‘Candonga’ y ‘Florida Fortuna’ eran mas susceptibles que
‘Camarosa’ (Avilés et al., 2012), lo que observamos en nuestro caso, al inocular con el aislado

procedente de tejidos de planta sintomética, TOR-99.

En ensayos llevados a cabo en condiciones controladas de laboratorio, algunos de los cultivares
usados como ‘Albion’, ‘Camarosa’, ‘Diamante’, y ‘Ventana’ resultaron muy susceptibles a M.
phaseolina. Las plantas inoculadas mostraron sintomas de marchitez, dos semanas después de la
inoculacidn, y tan solo cuatro semanas mas tarde, todas las plantas murieron con sintomas de
podredumbre carbonosa. Sin embargo, ‘Seascape’, fue tolerante y so6lo mostrd sintomas de
marchitamiento de las hojas mas viejas en los ultimos dias del ensayo experimental (Koike, 2008).
Posteriormente, Koike y colaboradores (2009), observaron en suelos no fumigados de cultivo de
fresa, que las variedades ‘Camarosa’ y ‘Albion’, obtuvieron los menores rendimientos de fruto
acumulado a final de campafia, debido a su sensibilidad por el patégeno M. phaseolina, mientras
que, la variedad ‘Ventana’ fue la mas tolerante. Sin embargo, Fang y colaboradores (2012)
observaron, tras inoculaciones artificiales, que ‘Albion’ fue mas resistente que ‘Camarosa’. Por el
contrario, en condiciones experimentales de campo, ‘Camino Real’, obtuvo el mayor rendimiento
acumulado de fruta, tanto en lomos de cultivo donde se aplicé un fumigante como lomos no
fumigados, mostrandose como el cultivar mas resistente a muchas de las enfermedades. Solamente
‘Aromas’, se determind como resistente frente a los patogenos de M. phaseolina y F. oxysporum.
Avilés y colaboradores (2012), determinaron tres grupos de cultivares, con distinta susceptibilidad

a la enfermedad de podredumbre carbonosa, causada por el patégeno M. phaseolina;
1. Susceptibilidad alta: ‘Carmela’, ‘Candonga’, ‘Antilla’ y ‘Florida Fortuna’.
2. Susceptibilidad media: ‘Camarosa’ y ‘Primoris’.
3. Susceptibilidad baja: ‘Coral’.

Daugovish y colaboradores, detectaron una alta mortalidad en plantas de los cultivares ‘Benicia’ y
‘Camarosa’, ocasionada en su mayoria por M. phaseolina y Fusarium spp., en parcelas fumigadas
con bromuro de metilo:cloropicrina, en Ventura County (California) durante la campafia agricola

2011-12 (Daugovish, comunicacion personal).

En otros estudios realizados con tres cultivares comerciales de Florida, se observé que ‘Florida

Sensation’ y ‘Florida Fortuna’, mostraron una moderada resistencia a la enfermedad, mientras que,
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‘Florida Festival’ resulto susceptible (Whidden, 2013). En nuestro caso, ‘Florida Fortuna’ fue una

de las variedades mas susceptibles a M. phaseolina.

El éxito de una buena campafa agricola: alta produccion, baja mortalidad, alta calidad del fruto, se
basa principalmente en una buena eleccion del cultivar, que depende directamente del grado de
infestacion, del tipo de hongo que predomine en el terreno, las condiciones climaticas, etc. asi por
ejemplo, ‘Florida Sensation’ y ‘Florida Fortuna’, se muestran resistentes a la enfermedad de
antracnosis, causada por Colletotrichum acutatum, ‘Florida Festival’, es resistente a la necrosis de

raiz causada por Phytophthora cactorum, y a Botrytis cinérea (Whidden, 2013).

Por lo tanto, para llevar a cabo un buen control de la podredumbre carbonosa u otras enfermedades
en fresa, la desinfescion del suelo, debera basarse en una adecuada eleccion del fumigante, dosis y
forma de aplicacion, ademas de la eleccion de cultivares que sean menos susceptibles al patégeno
de suelo, M. phaseolina.

4.6.- Bibliografia.

Avilés, M., Castillo, S., Bascon, J., Zea-Bonilla, T., Martin-Sanchez, P.M., y Pérez-Jiménez, R.M.
2008. First report of Macrophomina phaseolina causing crown and root rot of strawberry in Spain. Plant
Pathology 57:382.

Avilés, M., Castillo, S., Borrero, C., Castillo, M.L., Zea-Bonilla, T., y Pérez-Jiménez, R.M. 2009.
Response of strawberry cultivars: ‘Camarosa’, ‘Candonga’ and ‘Ventana’ to inoculation with isolates of
Macrophomina phaseolina. Acta Horticulturae ISHS 842:291-294.

Avilés, M., Castillo, S., Borrero, C., y Refoyo, A. 2012. Strawberry cultivar susceptibility to charcoal rot
caused by Macrophomina phaseolina. Book of Abstracts VII International Strawberry Symposium ISHS, p
224,

Chamorro, M., Romero, F., y De los Santos, B. 2012. Evaluacion de la resistencia de cultivares de fresa a
Macrophomina phaseolina, agente causal de podredumbre carbonosa. Libro de Resumenes XVI Congreso

de la Sociedad Espafiola de Fitopatologia, p 217.

De los Santos, B., Barrau, C., Blanco, C., Arroyo, F., Porras, M., Medina, J. J., y Romero, F. 2003.
Relationship between Trichoderma soil population and strawberry fruit production in soils previously
fumigated. HortScience 7:1400-1402.

Faedi, W., Mourgues, F., y Rosati, C. 2002. Strawberry breeding and varieties: situation and perspectives.
Acta Hort. 567:51-59.

99



Capitulo 4

Fang, X.L., Phillips, D., Li, H., Sivasithamparam, K., y Barbetti, M.J. 2011. Comparisons of virulence
of pathogens associated with crown and root diseases of strawberry in Western Australia with special

reference to the effect of temperature. Sci. Hort. 131:39-48.

Fang, X.L., Phillips, D., Verheyen, G., Li, H., Sivasithamparam, K., y Barbetti, M.J. 2012. Yields and
resistance of strawberry cultivars to crown and root diseases in the field and cultivar responses to pathogens

under controlled environmental conditions. Phytopathologia Mediterranea 51:69-84.

Holliday, P., y Punithaligam, E. 1970. Macrophomina phaseolina. Commonwealth Mycological Institute

Descriptions of Pathogenic Fungi and Bacteria, N° 275. Kew, UK: Commonwealth Mycological Institute.

Khan, S.N. 2007. Macrophomina phaseolina as causal agent for charcoal rot of sunflower Mycopathology
5:111-118.

Koike, S.T. 2008. Macrophomina crown rot-possible new production issue for California strawberries.
Available  online:  http://westernfarmpress.com/vegetables/macrophomina-  crown-rot-possible-new-

production-issue-for-california-strawberries.

Koike, S.T., Kirkpatrick, S.C., y Gordon, T.R. 2009. Fusarium Wilt of Strawberry Caused by Fusarium

oxysporum in California. Plant Disease 93:1077.

Ldpez-Aranda, J.M. 2008. The cultivation of the strawberry in Huelva. In: de Andalucia J (ed) The
strawberry crop at Huelva. Ideas, Exclusivas y Publicidad S.L., Sevilla (Spain), pp 101-174.

Maas, J. 1998. Compendium of Strawberry Diseases. The American Phytopathological Society, St. Paul,
MN, USA.

Mazzola, M., Zhao, X., y Cohen, M.F. 2009. Resident biology restricts Macrophomina

phaseolina in Brassicaceous seed meal amended soil. In, Proceedings Annual International Conference on

Methyl Bromide Alternatives and Emission Reduction. San Diego, CA (Nov. 10-13).

Medina, J.J., Miranda, L., Soria, C., Palencia, P., y Lopez-Aranda, J.M. 2009. Non-chemical
alternatives to methyl bromide for strawberry: biosolarization as a case-study in Huelva. Acta Hortic.
842:961-964.

Mertely, J., Seijo, T., y Peres, N. 2005. First report of Macrophomina phaseolina causing a crown rot of
strawberry in Florida. Plant Dis. 89:434.

Mihail, J.D., y Taylor, S.J. 1995. Interpreting variability among isolates of Macrophomina phaseolina in
pathogenicity, pycnidium production, and chlorate utilization. Canadian Journal of Botany - Revue
Canadienne de Botanique 73:1596-1603

Papavizas, G., y Klag, N.G. 1975. Isolation and quantitative determination of Macrophomina phaseolina
from soil. Phytopathology 65:182-187.

100



Capitulo 4

Smith, G.S.,, y Wyllie, T.D. 1999. Compendium of Soybean Diseases. 4th ed. The American
Phytopathological Society

Tuite, J. 1969. Plant Pathological Methods. Fungi and Bacteria. Burgess Publishing Company. 239pp.

Whidden, A. 2013. Florida Expoagro. Florida Cooperative Extension Service, Institute of Food and

Agricultural Sciences, University of Florida.

Yuen, G.Y., Schroth, M.N., Weinhold, A.R., y Hancock, J.G. 1991. Effects of soil fumigation with
methyl bromide and chloropicrin on root health and yield of strawberry. Plant Dis. 75:416:420.

Zveibil, A., y Freeman, S. 2005. First report of crown and root rot in strawberry caused by Macrophomina

phaseolina in Israel. Plant Dis. 89:1014.

Zveibil, A., y Freeman, S. 2009. Methods for detection of soilborne pathogens affecting strawberry in
Israel. Acta Hortic. 842:191-194.

101



102



Capitulo 5

CAPITULO 5

EFICACIA DE FUMIGANTES ALTERNATIVOS AL BROMURO DE METILO,
EN EL CONTROL DE MACROPHOMINA PHASEOL INA,

EN CULTIVOS DE FRESA EN FLORIDA.

5.1. — Resumen.

El gran valor alcanzado en el cultivo de la fresa, asi como la inversion inicial de plasticos,
fumigantes para desinfescion de suelo, mano de obra para la recoleccion, plantacion, etc. hacen a
la fresa, un cultivo de costoso valor econémico. En el caso de Florida, se usa un sistema de
lomos de cultivos, anual intensivo, con dos hileras de plantacién por lomo y al aire libre, sin
plastico de cobertura (VanSickle et al., 2009; Peres et al., 2010). El principal problema para este
cultivo a nivel mundial, es la apariciéon de nuevas enfermedades emergentes debido a la
prohibicién del uso del BM, como principal fumigante de suelo. En el caso de Florida, las dosis de
fumigantes alternativos al BM (metam sodio y potasio, dimetil disulfuro, y dicloropropeno), esta
siendo incrementada afio tras afio, para una Optima desinfescion del suelo. No solo la dosis
empleada, sino también diferentes combinaciones o mezclas de fumigantes son usados por
agricultores y técnicos, para el control de patégenos de suelo y con ello un aumento en la

produccion y la calidad de fruto.

El objetivo de este trabajo es la busqueda de alternativas al BM, comparando la efectividad de
quince tratamientos a diferentes dosis y métodos de aplicacién ademas de un testigo sin
tratamiento, en el control sobre un suelo artificialmente inoculado con el patégeno M. phaseolina,
en condiciones de cultivo de una finca comercial situada en Dover (Florida, EEUU), durante dos
campafias agricolas (2012-13 y 2013-14).

Todos los fumigantes consiguieron reducir el porcentaje de mortalidad de plantas y el porcentaje
de plantas con podredumbre carbonosa, causada por M. phaseolina, excepto Dazitol™ en
combinacion con Integrate 20™ (21,4 y 11,3%, respectivamente), con valores significativamente
no diferentes al testigo sin tratar (25,1 y 15,4%, respectivamente). En el control de bolsas de
pienso de mazorca de maiz inoculadas y coronas secas infectadas con M. phaseolina, los
tratamientos que tuvieron menos eficacia y no consiguieron reducir significativamente respecto a
el control, fueron las distintas dosis de la combinacion 1,3 Dicloropropeno:Cloropicrina, ademas

del producto Dazitol™ en combinacion con Integrate 20"". Ademas en este trabajo, se comprobd
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como el tratamiento con metam potasio (Kpam®) y la combinacion de dimetil disulfuro y
cloropicrina (DMDS RG:PIC RG), no fueron efectivo en los laterales del lomo de cultivo, debido
a una mala difusion del fumigante, ya que aunque tuvo una buena desinfescion en las bolsas con
pienso de mazorca de maiz inoculadas con M. phaseolina enterradas en el centro del lomo, para
ambas profundidades, tuvo valores similares al control, en bolsas enterradas alejadas de la cinta de
riego donde se aplico los fumigantes. En los ensayos llevados a cabo, en diferentes tipos de
cubierta plastica del lomo, se determind que el plastico virtualmente impermeable (VIF) result6
mas efectivo en el control de esclerocios de M. phaseolina, que el plastico de baja densidad
(LDPE), incluso usando dosis de la combinacion 1,3-dicloropropeno:cloropicrina méas elevada en
LDPE que para VIF.

5.2. - Introduccion
5.2.1. — Produccidn de fresa en Florida (EEUU.).

La produccion de Fresa en EEUU fue aproximadamente 1.246.500 toneladas en 2012, un 3%
menos que en 2011 (Andnimo, 2012) (Figura 5.1). La produccién de fruta, alcanzé su maximo

valor econémico en 2011, con un total de 2,4 billones de doélares.

Los tres principales estados productores de fresa en EEUU son; California, Florida y Oregén. La
produccién en California en 2012 fue de 1.147.500 toneladas, lo que supone el 85% del volumen
total. Mientras que en Florida, la produccién de la cosecha supone entre un 10-12% del total del
cultivo en EEUU, con aproximadamente 107.100 toneladas de fresa en 2012, lo que supuso unos
313 millones de dolares, y una superficie de 3.561 hectareas en 2009 (Anénimo, 2007 y 2009b).
Oregdn produjo 7.650 toneladas de fresa en 2012, un 21% menos que 2011, debido a la reduccion

de superficie cultivada.

Segun la Asociacion de Productores de Fresas de Florida (FSGA), la superficie cultivada de fresa
en 2013 se espera que sea inferior, respecto a los 4.088 ha en 2012 (The Ledger, 2012). Esta
pequefia reduccion se debe principalmente a México, como principal competidor de Florida y al

exceso de oferta de fresa, en el mercado.

EEUU se sitia como el segundo mayor productor, por detras de China y exportador de fresas, por
detrés de Espafa. En 2010, el precio final de las exportaciones alcanzo su nivel méximo con 359,8
millones de dolares (Andnimo, 2014). Aunque, el aumento de la produccion y la caida en el

precio de la fruta, esta causando un pesimismo en la industria, especialmente en Florida, donde la
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competencia con México ha demostrado ser devastadora para los productores (Anénimo, 2009 a;
Bouffard, 2012)

Figura 5.1. - Produccién de fresa en EE.UU, desde 2000-2012. (http://www.nass.usda.gov)
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5.2.2. — Problemas patoldgicos en campos de fresa de Florida.

Al inicio de cada campafia agricola se lleva a cabo la aplicacién de los fumigantes para la
desinfescion de suelo, entre dos y cuatro semanas antes de la plantacion. El periodo de plantacion
en Florida empieza a principios de Septiembre hasta finales de Noviembre, utilizando el riego por
aspersion y el goteo para ayudar al establecimiento de las plantas, en lomos de cultivo (Price et al.,
2007; VanSickle et al., 2009). La recoleccion de la fruta se realiza cada tres dias
aproximadamente, desde que la planta empieza a producir a finales de Diciembre (Whidden,
2010).

La universidad de Florida (Gulf coast resear Gulf Coast Research and Education Center) es uno de
los principales obtentores de nuevos cultivares de fresa, a nivel mundial. Cultivares como ‘Florida
Festival’, ‘Florida Elyana’, ‘Florida Fortuna’, ‘Winterstar’, etc, adaptadas a obtener un 6ptimo
rendimiento en produccion y calidad de fruto. Estos nuevos cultivares adaptados a condiciones
adversas climéticas, resistentes a ciertos patdégenos, etc. no ha solventado el problema debido a la
retirada del BM. Entre las principales plagas en Florida, se encuentran, diferentes familias de
acaros; Tetranychus urticae, T. turkestani y T. tumidus, insectos; Frankliniella occidentalis,
Spodoptera frugiperda, S. eridania, Helicoverpa zea, Familia nitidulidae (Capinera, 2001),
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patégenos de suelos como los nematodos; Meloidogyne hapla, Aphelenchoides fragariae,
bacterias; Xanthomonas fragariae y hongos fitopatdgenos: Botrytis. cinerea, Colletotrichum spp,
Sphaerotheca macularis, Mycosphaerella fragariae, Phomopsis obscurans, Marssonina fragariae,

Phytophthora spp y Macrophomina phaseolina, entre otros (Peres, 2006).

Actualmente, no se conocen cultivares resistentes en el caso de la podredumbre carbonosa,
causada por M. phaseolina, observada por primera vez en cultivo de lomos de fresa no fumigados,
en el afio 2001 en Florida, (Mertely et al., 2005). Desde la prohibicién del BM, la incidencia de
esta enfermedad ha extendiéndose en zonas de cultivo de fresa como Espafia, Australia, California
y lIsrael (Avilés et al., 2008; Golzar et al., 2007; Koike, 2008; Zveibil y Freeman, 2005,
respectivamente).

M. phaseolina, es un patgeno de suelo que causa el decaimiento y la necrosis del tejido vascular
de la corona, provocando un colapso y posterior muerte de la planta (Fig. 5.2 Ay B).

Figura 5.2. — A). Plantas de fresa con vasos necrosados por podredumbre carbonosa. B). Planta de

fresa colapsada.

Algunos agricultores han observado pérdidas por muerte de plantas debido a esta enfermedad de

entre un 45 a 75% del total de la produccion (Peres et al., 2010). Cortes en coronas enfermas, se
puede apreciar un color de marrén oscuro a anaranjado en los vasos vasculares de la corona y
tejidos corticales (Mehan y McDonald, 1997; Mertely et al., 2005), ademé&s, puede provocar
necrosis en las raices (Ashraf y Javaid, 2007). Noling y colaboradores (2013), determinaron una

tabla con la dosis maxima de los actuales fumigantes alternativos al BM, en los que se muestra el
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control que ejercen sobre las enfermedades, nematodos y malas hierbas, mas comunes en el cultivo
de la fresa (Tabla 5.1.).

Tabla 5.1. — Fumigantes quimicos alternativos al Bromuro de metilo en el control de patégenos y

malas hierbas, en Florida.

] Dosis Control
Fumigante . i
maxima Nematodos Hongos Malas hierbas
) Bueno a Medio a
Bromuro de Metilo 50/50 350 1b Excelente
Excelente Excelente
o Ninguno a
Cloropicrina 300 Ib Excelente Pobre
Pobre
] Bueno a Bueno a Bueno a
loduro de metilo 350 Ib
Excelente Excelente Excelente
Metam sodio 75 gal Inconsistente Inconsistente Inconsistente
Bueno a Ninguno a
Telone 11 18 gal Pobre
Excelente Pobre
Bueno a
Telone C17 26 gal Bueno Pobre
Excelente
Bueno a Bueno a
Telone C35 35 gal Medio a Pobre
Excelente Excelente
Cloropicrinay 1,3 Bueno a Bueno a
] 300 1b Medio a Pobre
Dicloropropeno 40/60 Excelente Excelente
Metam potasio 60 gal Inconsistente Inconsistente Inconsistente
] o Bueno a Bueno a Pobre a
Dimetil disulfuro 60 gal
Excelente Excelente Excelente

“gal” = galones. “Ib” = libras.
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5.3. — Materiales y métodos.
5.3.1. - Disefio experimental y descripcion de los tratamientos.

En las campafias agricolas de 2012-13 y 2013-14, se llevaron a cabo ensayos para determinar la
eficacia de distintos tratamientos, en la busqueda de alternativas al BM. Los experimentos se
realizaron en una finca colaboradora de la Universidad de Florida situada en Dover.

El disefio experimental de las parcelas fue de bloques al azar con tres repeticiones con dos lomos
para cada tratamiento. Se aplicaron doce tratamientos durante la campafa agricola 2012-13 y once
tratamientos en 2013-14, ademas de un testigo para ambas campafias. En cada lomo se plantaron,
392 plantas del cultivar ‘Florida Festival’, lo que supone un total de 784 plantas por tratamiento y
repeticion. EI manejo de cultivo fue comun, al realizado en fincas comerciales de cultivo de fresa
al aire libre, durante las dos campafias agricolas del ensayo (Strand, 2008). Los tratamientos

aplicados durante las dos campafias agricolas se muestran en la Tabla 5.2.

5.3.2. — Efecto de los fumigantes en bolsas con mazorca de maiz y coronas infectadas con

M. phaseolina.

Para llevar a cabo la determinacion sobre la efectividad de los tratamientos sobre M. phaseolina,
se realiz6 una infestacion de M. phaseolina, en pienso de mazorca de maiz (Kay-kob®) y coronas
de fresa secas infestadas con M. phaseolina de campafias anteriores. El pienso de mazorca de maiz
fue previamente esterilizado y posteriormente inoculado con trozos de M. phaseolina, crecida en
condiciones Optimas y medio de cultivo de PDA (Campbell y van der Gaag, 1993; Dhingra y
Sinclair, 1977). El pienso de mazorca de maiz permanecié con las condiciones de humedad
propias de la esterilizacion en camara de cultivo a 30°C y oscuridad, durante aproximadamente
una semana, con agitacion diaria de los botes (para asegurar que todo el pienso de mazorca de
maiz fuese infestado con el patdégeno). A continuacién, con una probeta se midieron 3mL de
pienso de mazorca de maiz infestada con M. phaseolina, y se colocaron en pequefias bolsas de
nylon (Figura 5.3). En los lomos de cultivo del ensayo, se realizaron varios agujeros a distintas
profundidades 3 y 7 pulgadas (7,6 y 20,3cm) con una sonda calibrada, donde posteriormente se
colocaron las coronas secas de fresa y las bolsas de pienso de mazorca de maiz infestadas con M.
phaseolina, procediendo al enterrado y tapado de los agujeros con plastico negro de cubierta, hasta

la posterior aplicacion de los tratamientos en riego por goteo y/o inyeccion a lomo.
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Tabla 5.2. — Aplicaciones de diferentes fumigantes durante dos campafias agricolas, en una finca en Brandon, (Florida).

Dosis
Tratamientos Descripcion Tipo de plastico  Métodos de aplicacién
2012-13 2013-14

BM:PIC DA bromuro de metilo:cloropicrina 67/33 (350 Ib/ta) - VIF Inyeccion en lomo
BM:PIC DB bromuro de metilo:cloropicrina 67/33 (218 Ib/ta) VIF Inyeccion en lomo
BM:PIC DM bromuro de metilo:cloropicrina 50/50 (320 Ib/ta) 50/50 (320 Ib/ta) VIF Inyeccion en lomo
TEL DA 1,3-dicloropropeno:cloropicrina 35 gpta 35 gpta LDPE Inyeccion en lomo
TEL DB 1,3-dicloropropeno:cloropicrina 30 gpta VIF Inyeccion en lomo
DMDS:PIC DB dimetil disulfuro:cloropicrina 45 gpta VIF Inyeccion en lomo
DMDS:PIC DA dimetil disulfuro:cloropicrina 60 gpta 60 gpta VIF Inyeccion en lomo
DMDS RG:VAPAM dimetil disulfuro:metam sodio 50:75 gpta VIF Riego por goteo
TRIFECTA IN dimetil disulfuro:cloropicrina:1,3-dicloropropeno 400 Ib/ta 400 Ib/ta VIF Inyeccion en lomo
1,3 D DA:PIC 1,3-dicloropropeno:cloropicrina 300 Ib/ta 300 Ib/ta LDPE Inyeccion en lomo
1,3 D DB:PIC 1,3-dicloropropeno:cloropicrina 250 Ib/ta VIF Inyeccion en lomo
KPAM Metam potasio 60 gpta 60 gpta LDPE Riego por goteo
VAPAM Metam sodio 75 gpta 75 gpta LDPE Riego por goteo
DAZ:INT Alil isocianato:surfactante 6,25 gpta LDPE Riego por goteo
DMDS RG:PIC RG dimetil disulfuro:cloropicrina 60 gpta 60 gpta VIF Riego por goteo
uc Control no tratado LDPE

L3 J—

“gpta” = galones por acre fumigada. “Ib/ta” = libras/acre fumigado, “LDPE” = Plistico de baja densidad, “VIF” = Plastico virtualmente impermeable.
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En la campafia 2012-13, se realizaron tres agujeros junto a la cinta de riego, y uno extra durante la
campafa 2013-14, se hizo un agujero extra en el lateral del lomo, para detectar posibles diferencias
en la dispersion de los fumigantes aplicados en riegos por goteo, en el control del patdgeno M.
phaseolina (Figura 5.4). En los 3 agujeros centrales de cada lomo, se procedié al enterrado de las
bolsas de nylon con mazorca de maiz a profundidades de 7,6 y 20,3cm, y de dos coronas secas de
fresas a 7,6cm, infectadas con M. phaseolina. En el agujero del lateral del lomo se procedio al
enterrado de la bolsa de nylon con M. phaseolina a 7,6cm de profundidad. Las bolsas de nylon y las
coronas secas de fresa, fueron extraidas de los lomos previamente a la plantacion y 4 semanas
después de la aplicacion de los tratamientos. Las muestras fueron conservadas en bolsa de papel,
para su secado a temperatura ambiente, hasta aproximadamente un mes, cuando se llevo a cabo el

procesado de las muestras.

Figura 5.3. — Bolsas de nylon con mazorca de maiz y coronas secas de fresas infectadas con M.

phaseolina.

- Corona seca de fresa infectada
Bolsas de nylon a 7,6cm
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Figura 5.4.- Lomo de fresa con 4 agujeros para la colocacion de las bolsas de pienso con mazorcas de

maiz y coronas infectadas con M. phaseolina, a distintas profundidades durante la campafia 2013-14.

N b

Bolsa nylon 7,6cm

A\
Bolsa nylon 20,3cm

5.3.3. — Procesamiento de bolsas con mazorca de maiz y coronas infectadas con M.

phaseolina.

Una vez que los fumigantes fueron aplicados a las bolas de mazorca de maiz inoculadas y las
coronas secas infectadas, previamente enterradas en suelo, se procedio a la recogida de las muestras
y al secado de las mismas. El procedimiento seguido para las bolsas de nylon con 3ml de pienso de
mazorca de maiz, inoculadas con M. phaseolina, se desinfectaron en un tubo de falcon de 50ml,
afiadiendo 40ml de lejia a 0,5 NaOCI (83 mL al 6% de NaOCL en 1l de H,0) durante 3 min, en
agitacion periddica y se vertid su contenido a un tamiz con luz de malla de 45um, donde los
microesclerocios quedarian retenidos (> 50 x 50um), lavandose con agua estéril destilada para
eliminar restos de lejia. El pienso de mazorca de maiz infestado con M. phaseolina, fue recogido en
un vaso de precipitado con una espatula, usandose 10ml de H,O, para su traspaso desde el tamiz. A
continuacion, se rellen6 hasta 50ml con medio de cultivo semi-selectivo RB (Tabla 5.3), al vaso de
precipitado y en continua agitacion se vertido sobre placas Petri de 100mm. En las muestras

ensayadas en 2012-13, se realizd una dilucion al 4%, mientras que, en las muestras tomadas en la

111



Capitulo 5

campafa 2013-14 se realizaron diluciones 1:10 y 1:100, ademas de la concentracion original en
ambas campafias. Se usaron 3 répicas por concentracion original o dilucién. A continuacion, las
placas se incubaron a 30°C en condiciones de oscuridad entre 4 — 7 dias. Las colonias desarrolladas
se observaron mediante microscopia, para determinar su coincidencia con las caracteristicas de M.
phaseolina (Zveibil y Freeman, 2009).

Para el procesado de las coronas secas de fresas infectadas con M. phaseolina, se trituraron en una
batidora de café las dos coronas para cada repeticion y tratamiento, pesandose entre 2 — 8g.

Posteriormente, el procedimiento y diluciones, fueron los mismos indicados anteriormente.

Tabla 5.3.- Composicién del medio de cultivo RB en 11 de agua destilada estéril.

Producto Dosis (g) Producto Dosis (ml)

Patata Dextrosa Agar (PDA) 39,0  Ridomil gold 1,0
Rifampicina 0,1 Tergitol 0,5

Carbonato Sodico* 1,0

*Disuelto en 2ml de etanol con agitacién.

5.3.4. - Determinacion de la incidencia de podredumbre carbonosa en campo.

En Dover durante la campafia agricola 2013-14, se llevé a cabo el estudio de la incidencia de
podredumbre carbonosa, causada por M. phaseolina, mediante el registrd de plantas muertas de
cada tratamiento y su posterior diagnostico en el laboratorio. Esto se realizd, desde el inicio de la
aparicion de los primeros sintomas y plantas muertas, hasta la finalizacion de la campafa agricola
(17 de Abril de2014). Por cada tratamiento se recogieron 6 plantas en total (una planta por lomo y
repeticion), de las cuales 3 de ellas tuvieran sintomas de marchitamiento (wilt) y las otras 3 fueran
plantas muertas. A las plantas muertas o marchitadas recogidas se le extrajo la parte aérea y se lavo
la corona y raices con agua corriente de grifo, para el analisis de estos tejidos por separado. Tanto la
raiz como la corona, se desinfectaron en superficie durante 2 minutos en una solucién acuosa al 1%
de NaClO y posteriormente, se enjuagd dos veces con agua destilada estéril, dejdndose secar en una
campana de flujo laminar, para posterior siembra en medio de cultivo no selectivo de Gl (17g agar,
12g patata dextrosa en caldo (PDB), 0,1g estreptomicina y 0,25g ampicilina). Las placas se

incubaron a 27°C, en condiciones de oscuridad durante 7 dias, y luego las colonias de M. phaseolina
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se inspeccionaron microscépicamente, para caracterizarlas morfoldgicamente (Dhingra y Sinclair,
1975; Zveibil y Freeman, 2009).

5.3.5. - Anélisis estadistico.

La incidencia de la podredumbre carbonosa, se expres6 como porcentaje acumulado de plantas
muertas o enfermas. Los datos de porcentaje, se transformaron mediante la raiz cuadrada antes del
andlisis de la varianza. Los datos representados de los esclerocios viables por bolsa y en corona seca
de fresa, infectada con M. phaseolina, son los valores de tres repeticiones por tratamiento y tres
repicas por muestras, los datos se transformaron mediante la raiz cuadrada. Cuando el estadistico F
de ANOVA, fue significativo a P < 0,05, las medias se compararon con la prueba de minima
diferencia significativa de Fischer, en un nivel de significacion del 5% (De los Santos et al., 2003).

Para los analisis estadisticos de datos, se utiliz6 el programa “SAS analysis”.

5.4. — Resultados.

5.4.1. - Efecto de los fumigantes en bolsas con mazorca de maiz inoculadas y coronas de
fresa infectadas con M. phaseolina.

Durante la campafia 2012-13, los tratamientos contra la viabilidad de los esclerocios de las bolsas
de nylon con mazorca de maiz infestada de M. phaseolina, obtuvo los valores medios maximos en
lomos del control no tratado (UC), con niveles entre 1.310 — 2.637 esclerocios/bolsa en
profundidades de 7,6 y 20,3cm, respectivamente. Se encontraron diferencias significativas en todos
los tratamientos, excepto en las combinaciones de 1,3 dicloropropeno:cloropicrina a las dosis de
300Ibs y 2501bs (PIC:1,3 D DA y DB), resultando los menos eficaces en ambas profundidades. La
determinacion de los esclerocios viables en las coronas infectadas de M. phaseolina, resulto similar
al de las bolsas de nylon con pienso de mazorca de maiz, resultando los tratamientos menos
efectivos las combinaciones de 1,3 Dicloropropeno y cloropicrina a las dosis altas y bajas (1,3 D
DA:PIC y 1,3 D DB), ademas de la aplicacién con Telone C35® a dosis de 35gal (TEL DA), que

tuvieron resultados parecidos al control (Tabla 5.4).

Durante la campafia 2013-14, se modificaron algunos de los tratamientos, ademas de la realizacion
de un nuevo agujero en el lateral del lomo, para el enterrado a 7,6cm de una bolsa con pienso de
mazorca de maiz, infestada con M. phaseolina, alejada de la cinta de riego. El tratamiento con los
valores medios maximos, se produjo en las bolsas de nylon con UC, enterradas en el lateral del

lomo, alcanzando los 4.879 esclerocios viables/bolsa. El tratamiento con la combinacion de
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Dazitol™ y el producto Integrate 20™ (DAZ:INT), tuvo un comportamiento similar al control en
todas las muestras y resulté el menos eficaz de todos los tratamientos aplicados. La mayoria de
tratamientos a distintas profundidades, obtuvieron buenos resultados y mostraron cierta efectividad
en el control de M. phaseolina (Figura 5.5). Sin embargo, en las muestras enterradas en el lateral de
los lomos, hubo fumigantes con una mala difusion y por tanto no fueron efectivos contra los
esclerocios de M. phaseolina, como es el caso de la combinacion de dimetil disulfuro y cloropicrina
(DMDS RG:PIC RG), que obtuvo los valores mas elevados de todo el ensayo (6.077
esclerocios/bolsa) y la aplicacién con metam potasio (KPAM) (1.334 esclerocios/bolsa), ambos
aplicados mediante riego por goteo (Figura 5.6). En la viabilidad de esclerocios encontrados en las
coronas secas de fresa infectadas por M. phaseolina, el Gnico tratamiento que no resulté ser efectivo
fue 1,3 D DA:PIC, no siendo significativamente diferente a UC (897 y 1.052 esclerocios/g de

corona, respectivamente) (Tabla 5.4).
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Tabla 5.4. — Efecto de los fumigantes, en la viabilidad de esclerocios en mazorca de maiz y coronas secas de fresa, infectadas con M. phaseolina, en una

finca en Brandon (Florida), durante 2012-13 y 2013-14.

2012-13 2013-14
Tratamientos ? Esclerocios  Esclerocios Esclerocios Esclerocios Esclerocios Esclerocios Esclerocios
viables/bolsa viables/bolsa  viables/gde | viables/bolsa  viables/bolsa viables/bolsa viables/g de

7,6cm 20,3cm corona 7,6cm | 7,6cm centro 20,cm centro 7,6cm lateral corona 7,6cm
BM:PIC DA 5d>* 4b 2e n.a. n.a. n.a. n.a.
BM:PIC DB n.a. n.a. n.a. 6d 4c 6¢ 2b
BM:PIC MD 1d 9b n.a. 1d lc 15¢ 1b
TEL DA 262 cd 11b 558 ab 7d lc 2¢c 332D
TEL DB 8d 1b 120 de n.a. n.a. n.a. n.a.
DMDS:PIC DB 4d 3b 6e n.a. n.a. n.a. n.a.
DMDS:PIC DA 4d 5b le 295d 1.250 b 927 ¢ 165 b
DMDS RG:VAPAM n.a. n.a. n.a. 11d 2¢ 2¢ 11b
TRIFECTAIN 31d 10b 90 de 18d 7¢c 4 6D
13D DA:PIC 1.037 ab 1.883a 734 a 1.657 ¢ 160 ¢ 1.165 bc 897 a
13DDB:PIC 696 bc 2.635a 481 be n.a. n.a. n.a. n.a.
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Continuacién Tabla 5.4.

2012-13
Tratamientos ? Esclerocios  Esclerocios Esclerocios Esclerocios Esclerocios Esclerocios Esclerocios
viables/bolsa viables/bolsa  viables/gde | viables/bolsa  viables/bolsa viables/bolsa viables/g de

7,6cm 20,3cm corona 7,6cm | 7,6cm centro 20,3cm centro 7,6cm lateral corona 7,6cm
KPAM 2d 1b le 11d lc 1.334 be 2b
VAPAM 2d 2b 4e 3d 4c 4c 1b
DAZIINT n.a. n.a. n.a. 3.705a 2.996 a 4.879 a 336b
DMDS RG:PIC RG 2d 1b 1le 31d 2¢ 6.077 a 23b
uc 1.310a 2.637 a 268 cd 2.753 b 2.996 a 2.941b 1.052 a

* Esclerocios viables aisladas en medio de cultivo RB, de M. phaseolina. Cada valor es la media de tres repeticiones/tratamiento y tres repicas por muestra.
Los valores seguidos por la misma letra en una columna no difieren significativamente, segin la prueba MDS (P < 0,005) (datos transformados mediante

raiz cuadrada). Se presentan los datos no transformados. “n.a

L3 J—

.= no aplicado. ¥ Los detalles de los tratamientos se describen en la Tabla 5.2.
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Figura 5.5. — Efecto de dos fumigantes, en la viabilidad de esclerocios en mazorca de maiz, infestadas

con M. phaseolina, en diferentes profundidades y diluciones.

BM:PIC (50/50)

Zgr——
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Figura 5.6. — Efecto de un fumigante y un control, en la viabilidad de esclerocios en mazorca de maiz,

infestadas con M. phaseolina, en diferentes profundidades y diluciones.
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5.4.2. - Efecto de los fumigantes en la incidencia de podredumbre carbonosa, en la

campafa 2013-14.

La efectividad de los tratamientos aplicados para el control en la mortalidad de plantas (PM%) y las
coronas con podredumbre carbonosa, durante la campafia 2013-14, tuvo valores maximos las
parcelas control (UC), con 25,1% de plantas muertas al finalizar la campafia, de las cuales se aislo
M. phaseolina (PMCR%), en el 15,4% del total. El tratamiento con Dazitol “en combinacion con
Integrate 20™ (DAZ:INT), tuvo valores similares tanto en PM%, como en PMCR% (21,4 y 11,3%,
respectivamente), no obteniendo diferencias significativas con UC. Los 10 tratamientos aplicados
restantes, fueron eficaces en el control de PM% y PMCR%, aunque en todos los tratamientos
aplicados se produjo mortalidad, todos tuvieron valores significativamente menores en comparacion
con las parcelas control, observandose en la aplicacion 1,3-dicloropropeno y cloropicrina en
inyeccion a lomo (1,3 D DA:PIC), los valores maximos de mortalidad (3,2%). La menor mortalidad
e incidencia de podredumbre carbonosa, se detectd en parcelas tratadas con la combinacion de
dimetil disulfuro y metam sodio aplicados en riego por goteo (DMDS RG:VAPAM) (1,0% y 0,1%,
respectivamente) (Tabla 5.5.).
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Tabla 5.5. — Efecto de los fumigantes en el porcentaje de plantas muertas (PM%) y el porcentaje de incidencia de podredumbre carbonosa causada por

M. phaseolina PMCR%), en una finca en Brandon (Florida), durante 2013-14.

2013-14

Tratamientos Descripcion Tipos_ de Dosis Mét_o do§,de
PM%*  PMCRU6 pléastico aplicacion
BM:PIC DB bromuro de metilo:cloropicrina 2,1 bc 09b VIF 218 Ib/ta (67/33) Inyeccion en lomo
BM:PIC DM bromuro de metilo:cloropicrina 13¢c 0,2b VIF 320 Ib/ta (50/50) Inyeccion en lomo
TEL DA 1,3-dicloropropeno:cloropicrina 2,3 bc 10D LDPE 320 Ib/ta (50/50) Inyeccion en lomo
DMDS:PIC DA dimetil disulfuro:cloropicrina 1,9bc 04b VIF 60 gpta Inyeccién en lomo
DMDS RG:VAPAM dimetil disulfuro:metam sodio 10c 01b VIF 50:75 gpta Riego por goteo
TRIFECTA IN _ dimetl disulfuro:l,.3-. 1,7bc 03D VIF 400 Ib/ta Inyeccion en lomo
dicloropropeno:cloropicrina:

1,3 D DA:PIC 1,3-dicloropropeno:cloropicrina 32b 10D LDPE 300 Ib/ta Inyeccién en lomo
KPAM Metam potasio 26b 10D LDPE 60 gpta Riego por goteo
VAPAM Metam sodio 2,1bc 09b LDPE 75 gpta Riego por goteo
DAZ:INT Alil isocianato:surfactante 214a 11,3a LDPE 6,25 gpta Riego por goteo
DMDS RG:PIC RG dimetil disulfuro:cloropicrina 2,0 bc 09b VIF 60 gpta Riego por goteo
uc Control no tratado 251a 154 a LDPE n.a. n.a.

xCada valor es la media de cuatro repeticiones /tratamiento. Los valores seguidos por la misma letra en una columna no difieren significativamente segin

L3 J—

la prueba MDS (P < 0,05) (datos transformados mediante rafz cuadrada). Se presentan los datos no transformados. “n.a.” = no aplicado
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5.5. — Discusion.

Durante las campafas agricolas 2012-13 y 2013-14, se llevaron a cabo un total de 15
tratamientos a diferentes dosis, métodos de aplicacion y cubiertas plasticas en lomo, ademas de
un testigo no tratado. De los tratamientos aplicados en inyeccién a lomo, la combinacion de
bromuro de metilo con cloropicrina a las tres dosis, fueron siempre efectivas, en el control de
M. phaseolina, en ambas profundidades (BM:PIC DA, DM y DB). El tratamiento con el
producto TRIFECTA® IN fue efectivo en ambas campafias agricolas, tanto en bolsas de pienso
con mazorca de maiz como en corona seca de fresa, infectada con M. phaseolina. Entre los
tratamientos mas efectivos durante la campafia 2012-13, fueron las aplicaciones de dimetil
disulfuro en combinacion con cloropicrina en ambas dosis (DMDS:PIC DA y DB). Sin
embargo, el tratamiento TEL DB fue efectivo en la erradicacion de esclerocios en bolsas con
pienso de mazorca de maiz inoculada, no obtuvo buenos resultados en las coronas infectadas

de fresa.

De los tratamientos aplicados en riego por goteo, VAPAM fue el mas efectivo durante las dos
campafias agricolas, que junto con el tratamiento DMDS RG:VAPAM (2013-14), consiguieron
reducir de manera significativa las poblaciones de esclerocios en las bolsas de nylon con
pienso de mazorca de maiz y coronas secas de fresa, a diferentes profundidades tanto en la
parte central del lomo como en el lateral. Por el contrario, los tratamientos de KAPAM, y
DMDS RG:PIC RG, fueron efectivos a distintas profundidades en los tres agujeros de la parte
central del lomo, mientras que, no fueron eficaces en las bolsas de pienso de mazorca de maiz
inoculadas, enterradas a 7,6cm en el lateral del lomo y mas alejadas de la cinta de riego. Por lo
gue este estudio revel6 que la difusion de los tratamientos de KAPAM, y DMDS RG:PIC RG,
en aplicaciones de riego por goteo no resultd efectiva en la erradicacion de esclerocios de M.

phaseolina.

Durante las dos campafias agricolas de estudio, el tratamiento estandar de dicloropropeno mas
cloropicrina no tuvo una buena eficacia, en el control de M. phaseolina, para ninguna de las
dosis aplicadas (1,3 D DA:PIC 2012-13 y 2013-14 y 1,3 D DB:PIC 2012-13). La combinacion
de Dazitol™ con Integrate 20" (DAZ:INT 2013-14), obtuvo malos resultados en todas las

profundidades y métodos de inoculacién en el control de M .phaseolina.

De acuerdo con estos estudios, Zveibil y colaboradores (2012), realizaron ensayos con coronas
de fresa infectada por M. phaseolina a 30cm de profundidad, con aplicaciones de Cloropicrina
a diferentes dosis (180 y 360 Ib/a), obteniendo resultados ineficaces en la reduccion del
porcentaje de esclerocios y no encontrando diferencias significativas al control. Sin embargo,
en aplicaciones de metam sodio a distintas dosis (40 y 70lb/a), obtuvieron los mejores

resultados en erradicacion de esclerocios de M. phaseolina, ya que encontraron diferencias
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significativas al control. En nuestros ensayos, el metam sodio (VAPAM) también obtuvo
buenos resultados en el control de la enfermedad de podredumbre carbonosa y en la

erradicacidon de esclerocios de M. phaseolina.

Los diferentes plasticos para la cubierta de lomos usadas para estos ensayos, se realizé debido
a la pérdida por difusion del fumigante después se su aplicacién, ya que el plastico estandar
(LDPE), tiene una alta permeabilidad. En este &mbito la industria provee al sector fresero de
nuevos plasticos mas impermeables, entre ellos: SIF (Semi-impermeable), VIF (Virtualmente
impermeable), TIF (Totalmente impermeable), EVOH (etileno vinilo alcohol) (Noling et al.,
2013). Nuestros trabajos realizados con distintos plasticos de cobertura del lomo, fueron
encaminados a comprobar la eficacia contra la viabilidad de los esclerocios de M. phaseolina,
después de la aplicacion del fumigante, en la finca de Dover. En la campafia 2012-13, se aplico
el tratamiento estandar (1,3 D:PIC), y Telone C35®, ambos con aplicacién en inyeccion a
lomo, a diferentes dosis, en las aplicaciones de dosis alta el lomo fue cubierto con pléstico
LPDE vy las aplicaciones a dosis bajas con plastico VIF (300 y 250Ibs/ta para 1,3 D:PIC,y 35y
30gpta para el Telone C35®). Estos ensayos determinaron, que el pléastico VIF resulté mas
efectivo que el LDPE, en la erradicacion de esclerocios de M. phaseolina, incluso cuédndo en
lomos con LDPE se aplicaron dosis del fumigante mas elevada que para VIF.

Benlioglu y colaboradores (2014), determiné que aplicaciones de metam sodio (100ml/m?)
mejor6 significativamente las producciones de fresa entre 18,5 — 21,6% y 14,5 — 18,5%, para
LDPE y VIF, respectivamente. Sin embargo, estos mismos autores determinaron que la fruta
de fresa comercial, no mejoré con ningun otro fumigante aplicado, incluyendo la préactica de la

solarizacion.

Zveibil y colaboradores (2012), observo que la erradicacion de poblaciones remanentes de M.
phaseolina en suelo, puede depender de la proveniencia del in6culo, asi, los microesclerocios
de suelo, podrian ser mas susceptibles a los efectos de fungicidas y la solarizacion, que los que
han infectado tejidos de plantas como estolones o coronas de fresa. Los resultados obtenidos
en nuestro trabajo, indican que en el caso de Telone C35® aplicado a diferentes dosis (TEL DA
y TEL DB), funciona bien contra bolas de pienso de mazorca de maiz infestada con M.
phaseolina, pero no contra los esclerocios de las corona seca de fresa, algo parecido ocurrié
con la fumigacion de Trifecta®, aunque los resultados no fueron tan evidente como con la
aplicacion del fumigante Telone C35°. Estos resultados estan en concordancia con los
obtenidos por Hutton y colaboradores (2013), que mostré en algunos fumigantes de suelo,
diferente rango en la capacidad para erradicar los microesclerocios de M. phaseolina, en suelos

de cultivo de fresa intensivo. Sin embargo, otros estudios previos en suelo fumigados con BM,
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demostrd que las coronas enterradas infectadas con M. phaseolina, fue el Unico capaz de

erradicar en su totalidad los microesclerocios (Hutton, 2010).

Todo esto sefiala, la importancia que tiene para los agricultores y técnicos, la eliminacién de
los residuos y restos de fresas infectados de los campos de fresa campafa tras campafia
(Hutton et al. 2013).

Por Gltimo, en la Gltima campafia agricola 2013-14, se registrd la mortalidad de plantas de
fresa y se determiné el porcentaje de corona con podredumbre carbonosa de un total de 11
tratamientos fumigantes aplicados y un control. Todos los tratamientos y formas de aplicacion
resultaron efectivos contra la mortalidad y el control de podredumbre carbonosa causada por
M. phaseolina, excepto el tratamiento con alil isocianato (Dazitol™) en combinacion con un
surfactante (Integrate 20™), que tuvo valores de PM y PMCR, no diferentes significativamente
y por tanto similares a los obtenidos en las parcelas control.
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CAPITULO 6
CONCLUSIONES

Atendiendo a los resultados obtenidos en los diferentes trabajos experimentales planteados en
la presente Tesis Doctoral, se pueden establecer las siguientes conclusiones:

Primero: La técnica de biosolarizacién fue méas efectiva, en aplicaciones repetidas

durante varias campafias agricolas, en el control del patégeno de suelo, M. phaseolina.

Segundo: Los tratamientos de biosolarizacion mas eficaces fueron las aplicaciones
con gallinaza a 25.000kg/ha o vinaza de azlcar de remolacha a 15.000kg/ha, que redujeron las

poblaciones de M. phaseolina en suelo.

Tercero: La poblacion de M. phaseolina, en dos fincas con distintos historiales de
desinfescion del suelo, se expresdé en menores niveles en suelos con las aplicaciones de
bromuro de metilo mas recientes (Fres-Gémez, 2004-2005). Sin embargo, encontramos los
mayores niveles de M. phaseolina, en suelos donde las aplicaciones con bromuro de metilo

fueron hace mas afios (Occifresa, 2000-2001).

Cuarto: Los tratamientos quimicos y de biosolarizacién consiguieron reducir el
porcentaje de plantas muertas y la incidencia de podredumbre carbonosa causada por M.

phaseolina, en dos fincas de la provincia de Huelva.

Quinto: Los fumigantes con las combinaciones de bromuro de metilo:cloripicrina (a
cualquiera de las tres dosis aplicadas), el producto Trifecta™, y Vapam®, resultaron los més
efectivos en la erradicacion de microesclerocios de bolsas de pienso de mazorca de maiz

inoculadas y coronas secas infectadas con M. phaseolina.

Sexto: El producto Dazitol™ en combinacion con Integrate 20" y el tratamiento
estandar 1,3 dicloropropeno:cloropicrina a dosis de 250 y 300lb/ac, no fueron efectivos
erradicando los microesclerocios de bolsas de pienso de mazorca de maiz inoculadas y coronas

secas infectadas con M. phaseolina.

Séptimo: Entre los once fumigantes aplicados en la campa 2013-2014 para el control
de muerte de plantas e incidencia de la enfermedad de podredumbre carbonosa, sélo el
Dazitol " en combinacion con Integrate 20™, no resultd efectivo y obtuvo valores similares al

control.
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Octavo: Las fumigaciones con Kpam® y la combinacion de dimetil
disulfuro:cloropicrina, aplicados en cinta de riego, no fueron efectivos contra los

microesclerocios de M. phaseolina en los laterales del lomo de cultivo.

Noveno: Los plasticos de cubierta VIF resultaron mas efectivo en la erradicacion de
microesclerocios de M. phaseolina, que el plastico LDPE, para las fumigaciones con 1,3-
dicloropropeno:cloropicrina. Se determind la respuesta de resistencia/susceptibilidad de
variedades de fresa comerciales a M. phaseolina, mediante inoculacion artificial, en
condiciones controladas, y en condiciones de campo, en suelos naturalmente infestados. Los
resultados obtenidos en ambas condiciones fueron similares, siendo el cultivar ‘Splendor’ el

mas resistente a la enfermedad.

Décimo: El cultivar ‘Splendor’ resulté el mas resistente, mientras que ‘Camarosa’ y
‘Florida Fortuna’ los mas susceptibles, a la enfermedad de podredumbre carbonosa, en ensayos
realizados en condiciones controladas (inoculacion artificial) y en condiciones de campo

(suelos naturalmente infestados).
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