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Efecto de la biodesinfeccion de suelos sobre las comunidades fungicas edaficas asociadas a cultivos horticolas: La desinfeccion de suelos agricolas,
es una practica habitual en los sistemas de cultivo horticolas, que puede condicionar la composicion y estructura de las comunidades microbianas
del suelo. La biodesinfeccion ejerce una disminucién del inéculo patégeno en el suelo, si bien al incorporar enmiendas organicas como material bio-
desinfectante, la repercusion sobre el resto de poblaciones fungicas no es Unicamente biocida. En este trabajo se ha estudiado el efecto de la bio-
desinfeccion con distintas materias organicas sobre una fraccién fungica cultivable (hongos y oomicetos) presente en el suelo de un invernadero,
con y sin solarizacién, asi como, su variacién a lo largo de la secuencia de cultivos tomate-sandia. Independientemente de la adicion de la técnica
de biodesinfeccion evaluada, se redujeron significativamente las densidades y diversidad fungicas de la capa superficial del suelo. Posteriormente,
la presencia de hongos en el suelo aumentoé con el primer cultivo, y se mantuvo, aumentando al final del segundo cultivo. Sin embargo, los valores
de micodiversidad no se restablecieron del todo, siendo el suelo sin adicion de materia organica ni solarizacion, el que mayor diversidad recuperé
al final del estudio. La prevalencia en las muestras de Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium y Penicillium, refleja una fun-
cionalidad fungica potencial vinculada a la fertilidad del suelo, a su papel fitopatégeno o antagonista, o como fuente de alimento, que no se perderia
en estos sistemas productivos con este tipo de biodesinfecciones.
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Martin-Guirao, de Cara-Garcia, M., Tello-Marquina, J.C. 2019. Effect of soil biodisinfection on soil fungal communities associated to horti-
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Effect of soil biodisinfection on soil fungal communities associated to horticultural crops: Soil disinfection is a common practice in horticulture, that
can influence the composition and structure of edaphic microorganism communities. Bio-disinfection is a method that provokes a decrease in the pa-
thogenic inoculum in the soil, although by incorporating organic amendments as a bio-disinfectant material, the impact on other fungal populations
is not only biocide. In this work we have studied the effect of bio-disinfection with different organic materials on a cultivable fungal fraction (fungi and
oomycetes) present in the soil of a greenhouse, with and without solarisation, as well as, its variation along the sequence of watermelon and tomato
crops. Regardless of the addition of the bio-disinfection technique evaluated, the fungal densities and diversity of the topsoil were significantly reduced.
Subsequently, the presence of fungi in the soil increased with the first crop, and remained, increasing at the end of the second crop. However, the
values of micodiversity were not fully restored, with the control soil without the addition of organic matter or solarization, recovering the greatest di-
versity at the end of the study. The prevalence of Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium and Penicillium in most of the samples
reflects a potential fungal functionality that would not be lost in these productive systems with this type of bio-disinfection. The remaining functionality
is linked to soil fertility, phytopathogenicity, antagonism, or food source for other trophic levels.
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Introduccion

La diversidad microbiana juega un papel esencial en el mante-
nimiento de la multifuncionalidad de los ecosistemas (Delgado-Ba-
querizo et al. 2016). Los microorganismos edaficos intervienen de
manera activa en la descomposicion de materiales organicos, la
mineralizacién de la Materia Organica (MO) del suelo, asi como,
en otras transformaciones quimicas en los suelos, permitiendo la
transferencia de materia y energia entre las comunidades biol6gi-
cas establecidas sobre y bajo el suelo (Hooper et al. 2000; Murphy
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et al. 2007; Wardle et al. 2004). De esta manera, en los sistemas
agricolas los microorganismos edaficos son esenciales en las redes
tréficas del suelo, actuando sobre la disponibilidad de nutrientes y
la produccion de material vegetal, que son considerados sus servi-
cios mas importantes en el mantenimiento del bienestar humano
(Bardgett y van der Putten 2014; Delgado-Baquerizo et al. 2016).
Entre los microorganismos incluidos en las comunidades microbia-
nas del suelo, los hongos estan directamente relacionados con la
fertilidad del suelo (Lucas et al. 2014; Pankhurst y Lynch 1995; Si-
ciliano et al. 2014; Tiessen et al. 1994; Tisdall 1991). Por ello, la ri-
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queza y diversidad de géneros fungicos habitantes del suelo puede
considerarse un indicador de la fertilidad del suelo en los agrosis-
temas (Marin-Guirao et al. 2019).

Son numerosas las practicas agricolas, tales como el uso de
enmiendas organicas, que pueden afectar a la actividad y la es-
tructura de la microbiota edafica (Albiach et al. 2000; Carrera et al.
2007; Larkin et al. 2011; Pérez-Piqueres et al. 2006; Perucci 1992;
Saison et al. 2006; Schutter et al. 2001). De hecho, las comunida-
des microbianas presentes en suelos de cultivos gestionados bajo
criterios agroecoldgicos han mostrado ser distintas en términos de
composicion y abundancia, de los presentes en suelos de cultivos
gestionados de manera convencional, con efectos directos e indi-
rectos en la salud de las plantas y la productividad de los cultivos
(Esperschiitz et al. 2007; Hartmann et al. 2006; Sommermann et
al. 2018). Asi mismo, la desinfeccion de suelos agricolas para el
control de organismos fitopatdgenos representa una de las practi-
cas agricolas con mayor impacto sobre las comunidades microbia-
nas edaficas. Esta practica, comun en sistemas de produccién
intensiva, presenta diversas alternativas no quimicas, entre las que
la incorporacion de MO en el suelo (incluida la biodesinfeccion) su-
pone una medida efectiva, a la vez que econdmicamente viable y
respetuosa con el medio ambiente (Alabouvette et al. 2005).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la apli-
cacion de enmiendas organicas comunmente empleadas en trata-
mientos de biodesinfeccion, sin y con posterior solarizacion (i.e.
biofumigacion y biosolarizacién, respectivamente), sobre la mico-
biota edafica (hongos, y oomicetos), asi como, su comportamiento
en un suelo arenado durante un cultivo de tomate seguido de un
cultivo de sandia, secuencia muy comun entre los agricultores del
sureste peninsular espafiol.

La informacion obtenida de estudios que comparan los efectos
de diferentes MOs comunmente empleadas en tratamientos de bio-
desinfeccién sobre la dinamica de las comunidades microbianas
del suelo, es de gran utilidad para investigadores y productores in-
teresados en maximizar los beneficios agronémicos asociados al
mantenimiento de un adecuado contenido microbiano en el suelo.

Material y métodos

Localizacioén, tipo de invernadero y suelo

La parte experimental de este trabajo se ha desarrollado en un
invernadero de 2000 m?localizado en la finca de la fundacién UAL-
ANECOORP, en la provincia de Almeria (longitud 2171° y latitud 36
518°). El clima de la zona de estudio es arido/mediterraneo con in-
viernos suaves y veranos secos y calurosos. El invernadero era de
tipo “raspa y amagado” con cubierta de polietileno, que es la es-
tructura mas habitual en la zona de cultivo de Andalucia Oriental
(Valera et al. 2017). Al comienzo del trabajo, el suelo de la finca

Tabla 1. Tratamientos biodesinfectantes practicados en el experimento.
Table 1. Biodisinfestant treatments carried out in the trial.
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contenia un 15% de arcilla, 25% de limo, y 60% de arena, tratan-
dose asi de un suelo franco-arenoso siguiendo la clasificacion del
suelo del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA). Su pH y CE en el extracto saturado era 7.7 y 3350 uS/cm,
con un contenido de MO del 1.91%, nivel de nitrégeno nitrico de
97 mg kg, nivel de fésforo disponible (Olsen) de 86 mg kg, nivel
de potasio intercambiable 471 mg kg™, nivel de Sodio 293 mg kg™,
nivel de Calcio 16 158 mg kg, y el nivel de Magnesio fue de 294
mg kg'. Se trata de un suelo de desmonte con enmienda fisica,
que estaba acolchado con arena, al modo de arenado tipico alme-
riense (Bretones 2003).

Disefio experimental y cultivos

El trabajo dio comienzo en julio de 2011, cuando se iniciaron
los tratamientos de biodesinfeccion. Se sigui6 un disefio experi-
mental con parcelas divididas con cuatro repeticiones por trata-
miento. El factor principal tuvo dos niveles: “suelo sin solarizar”,
“suelo solarizado”. El factor secundario fue el tipo de MO incorpo-
rada al suelo, y contd con 5 niveles: “Testigo”: Tratamiento control,
sin aportar MO al suelo; “Biofence”: 0.3 kg-m~ Biofence® (Triumph
Italia of Cerealtoscana Group, Livorno, Italy), constituido por pellets
deshidratados de harina de semilla de Brassica carinata compues-
tos de 84.2% MO con 6% N, 7% P205, 2.6% K20, 4.4% S0O3, 0.9%
MgO, mas elementos traza; “Biofence+": “Biofence” + 0.16 I-m? de
un preparado microbiolégico comercial con 10° Unidades Forma-
doras de Colonia (UFC) por ml de Azospirillum brasilense, Azoto-
bacter choococcum y Bacillus megaterium; “Brassicas”: 0.8 kg-m2
Brassica oleacea var. italica deshidratadas y empacadas; “Brassi-
cas+”: “Brassicas” + 0.15 kg-m de gallinaza deshidratada. Se re-
sumen los tratamientos en la Tabla 1. Resultaron 40 parcelas
elementales de 40 m? cada una. En los tratamientos de biofumiga-
cion, las MOs fueron enterradas bajo la arena y para mantener el
sellado y evitar la pérdida de gases fruto de la descomposicion de
la materia organica, tras un primer riego a saturacion de 4 horas
(24 I'm), se aplicaron riegos de 1 hora (6 I'm2) cada 3 dias durante
los 30 que abarco el tratamiento. En los tratamientos de biosolari-
zacion, después de enterrar las MOs bajo la arena, se cubrio el
suelo con un polietileno transparente con un grosor de 50 ym (200
galgas) y a continuacion se aplicd un solo riego a saturacién (24
I'm2). En el testigo sin MO con el suelo cubierto con plastico (se
considera tratamiento de solarizacion), se empled el mismo tipo de
plastico y a continuacion se aplicd un solo riego a capacidad de
campo (24 I'm). En el tratamiento control absoluto, no se incorpo-
raron MOs al suelo y tampoco fueron solarizados, y se sigui6 el
mismo régimen de riegos que en los tratamientos de biofumigacion.

La temperatura del suelo a 15 cm de profundidad fue medida
durante la duracion de los tratamientos con un equipo HOBO U23-
001 Pro v2 (Onset Computer Corp., Bourne, MA, USA).

Factor principal Factor secundario Materia organica incorporada

Biofence 0.3 kg-m Biofence®
‘ _ Biofence+ 0.3 kg'm Biofence® + 0.16 I'm preparado microbioldgico
Suello sin solgflzar Brassicas 0.8 kg-m Brassica oleacea var. italica deshidratadas y empacadas
(biofumigacion)
Brassicas+ 0.8 kg-m Brassica oleacea var. italica deshidratadas y empacadas + 0.15 kg-m de gallinaza deshidratada
Testigo -
Biofence 0.3 kg-m Biofence®
. Biofence+ 0.3 kg':m Biofence® + 0.16 I'm preparado microbiolégico
Sqelo so!arlz.a’do Brassicas 0.8 kg-m Brassica oleacea var. italica deshidratadas y empacadas
(biosolarizacion)
Brassicas+ 0.8 kg-m Brassica oleacea var. italica deshidratadas y empacadas + 0.15 kg-m de gallinaza deshidratada
Testigo -
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Finalizados los tratamientos biodesinfectantes, se retiro6 el plas-
tico del suelo, y se procedid con el primer cultivo, que fue de tomate
(Solanum lycopersium Mill cv. “Amilda”, Syngenta). El trasplante se
realizo el dia 3 de Agosto de 2011, y el ciclo de cultivo finalizé el 16
de Enero de 2012 (166 Dias Después de Trasplante=DDT). El
marco de plantacién empleado fue de 2 plantas/m?). A continuacion,
se realiz6 el segundo cultivo, sandia (Citrullus lanatus Thumb cv.
“Fenway”, Monsanto) injertada en el portainjertos “RS841” (C. ma-
xima x C. moschata, Rijk Zwaan, Holanda) que fue trasplantada el
dia 1 de Febrero de 2012, finalizando su cultivo el 15 de Mayo de
2012 (104 DDT). El marco de plantacion empleado fue de 0,25
plantas/m?. Las practicas culturales llevadas a cabo para ambos
cultivos (riego, fertilizacién, entutorado, etc.) fueron las habituales
en la zona. Durante los cultivos no fue necesario tratar contra nin-
guna enfermedad fungica, tampoco se realizaron tratamientos al
suelo durante los mismos. La temperatura dentro del invernadero
fue medida durante el transcurso de los cultivos con el mismo
equipo empleado para medir la temperatura del suelo.

Muestreo de suelos

Se realizaron 10 muestreos (M) de suelo en distintos momen-
tos:

* M1: Antes de las biodesinfecciones (24/05/2011)
» M2: Después de las biodesinfecciones (25/07/2011)

» M3-M6: Durante el ciclo de cultivo de tomate (64, 92, 124 y 153
DDT)

» M7: Tras finalizar el ciclo de cultivo de tomate (166 DDT)
» M8-M9: Durante el ciclo de cultivo de sandia (28 y 70 DDT)
» M10: Tras finalizar el ciclo de cultivo de sandia (117 DDT)

Las muestras consistieron en un homogeneizado de aproxima-
damente 500 g por parcela elemental. Los puntos de muestreo fue-
ron tomados siempre en el centro de la unidad experimental para
evitar el “efecto borde”, a una profundidad de 0 a 30 cm. Previo a
la toma de muestra se retiraba la capa de arena.

Preparacion de las muestras

Las muestras se secaron en sobres de papel en condiciones de
laboratorio hasta que estabilizaron su peso, y entonces fueron mol-
turadas y tamizadas por una criba de 200 micras de luz, siguiendo
las indicaciones de Tello et al. (1991).

Analisis de suelos

Los métodos analiticos empleados para conocer la composicion
microbioldgica de los suelos fueron los siguientes:

Método de las suspensiones-diluciones sucesivas en agua es-
téril para la evaluacion de la micobiota fungica (Tello et al.1991).
Se empled medio de cultivo agarizado Agar Patata Dextrosa (Ap-
plichem, Alemania). Se realizaron 10 repeticiones de cada muestra
y diluciéon para cada uno de los muestreos realizados. Por este mé-
todo, y haciendo uso del mismo medio de cultivo, también se ana-
lizaron las micobiotas fungicas de las MOs utilizadas, siendo las
muestras en este caso, homogeneizados de 5 sacos diferentes de
pellets de Brassicas, de 5 sacos de gallinaza deshidratada, y de 2
recipientes de preparado microbiolégico comercial, para cada caso.
La incubacién se realizé en el laboratorio a temperatura ambiente
(23-27 °C) durante 4-7 dias. A continuacion, se procedio al conteo
de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) fungicas, y su
identificacion morfolégica a escala de género (Barnett y Hunter
1972; Ellis 1971). Tan solo los hongos pertenecientes al género Fu-
sarium fueron identificados morfolégicamente a escala de especie
de acuerdo con Nelson et al. (1983) y Leslie y Summerell (2006).

Método de trampas vegetales para evaluar la presencia de oo-
micetos, empleando pétalos de clavel (De Cara et al. 2011). Se re-
alizaron 5 repeticiones de cada muestra para cada uno de los
muestreos realizados. La identificacién morfolégica de oomicetos
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pertenecientes al género Pythium se realizé de acuerdo con Van
der Plaats-Niterink (1981), determinando presencia o ausencia en
cada una de las repeticiones.

Parametros descriptivos de la comunidad fluingica

Para la descripcion de la estructura de la comunidad flngica se
seleccionaron dos indices clasicos de diversidad: Riqueza de gé-
neros de Margalef (Margalef 1958) y el Indice de diversidad de
Shannon-Wiener, base logg (Shannon y Weaver 1949). Para el cal-
culo de estos indices se consideré la abundancia total como el nu-
mero total de UFC en la muestra; abundancia de un género fingico
determinado como el nimero de UFC de ese género presente en
la muestra, y diversidad como el numero total de géneros. Estos
indices fueron calculados en cuatro momentos: Antes y después
de los tratamientos, y a la finalizacion de los cultivos de tomate y
de sandia.

Analisis estadistico de los datos

Con el fin de evaluar diferencias significativas en las variables
UFC de hongos y % presencia de oomicetos antes de realizar cada
uno de los diferentes tratamientos, y para cada uno de los mues-
treos posteriores, se aplico un test no paramétrico (Kruskal-Wallis),
dado que no se encontré una transformacion de los datos que cum-
pliera las asunciones de normalidad y homocedasticidad requeridas
por los tests paramétricos. Estos analisis se realizaron conside-
rando para su analisis Unicamente el factor secundario (Fernandez
et al. 2010).

Para la evaluacién de los parametros descriptivos de la comu-
nidad fungica (riqueza de géneros de Margalef e indice de diversi-
dad de Shannon—Wiener) se han agrupado los tratamientos
considerando el primer factor del disefio experimental, quedando
configurados cuatro niveles: biofumigacion, biosolarizacion, solari-
zacion y testigo absoluto. En este caso se realizaron analisis de la
varianza (single ANOVA) para cada uno de los cuatro muestreos
considerados, seguidos del test de rango multiple de Duncan al
95% de confianza para la comparacion de las medias (Fernandez
et al. 2010). Todos los datos de este trabajo fueron analizados con
el paquete estadistico STATGRAPHIC CENTURION XVI v16.2.04
(Manugistic Incorporate, Rockville, MD).

Resultados
Condiciones climaticas durante los cultivos

En el interior del invernadero el promedio de las temperaturas
maximas y minimas fueron 29.1+7.6 °C y 17.1+5.6 °C durante el
cultivo de tomate, y 35.1+7.0 °C y 13.5+3.5 °C en el periodo que
abarco el cultivo de sandia.

Temperatura del suelo durante los tratamientos biodesinfec-
tantes

En todos los casos estudiados, la temperatura minima a 15
cm de profundidad fue superior a la temperatura minima ambien-
tal. Los rangos de temperatura medidos en el suelo fueron (en
°C): 26.94 a 38.17,27.36 a 42.56, 26.74 a 37.78,y 26.21 a 42.65,
en testigo (suelo desnudo), suelo solarizado, suelo biofumigado,
y suelo biosolarizado, respectivamente (Fig. 1). Las minimas tem-
peraturas alcanzadas en los tratamientos solarizados (solariza-
cion y biosolarizacion) estuvieron muy cercanas a las alcanzadas
en los tratamientos no solarizados (testigo y biofumigacién). Por
el contrario, las maximas temperaturas alcanzadas en los trata-
mientos solarizados mostraron de manera generalizada valores
4-5 °C superiores a los tratamientos no solarizados. Asi, en los
tratamientos solarizados se superaron los 40 °C, mientras que en
los no solarizados no se alcanzé esta temperatura. La incorpora-
cion de las enmiendas organicas no resulté en un incremento de
temperatura.
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Figura 1. Graficas de temperatura del suelo a 15 cm de profundidad durante los tratamientos.

Figure 1. Soil temperature graphs at 15 cm deep during the treatments.

Microbiota fungica presente en las materias organicas
empleadas

La Tabla 2 muestra las poblaciones totales de hongos (0.5-6.0
x102 UFC). En el caso de los pellets de Brassicas (Biofence®), los
hongos aislados pertenecian exclusivamente al género Penicillium,
en la gallinaza deshidratada pertenecian a los géneros Asperqgillus
y Cladosporium, y en el caso del preparado microbioldgico a As-
pergillus, Mucory Penicillium.

Efecto de los tratamientos biodesinfectantes sobre la
micobiota edafica (hongos y oomicetos)

La densidad total de hongos soportada antes de realizar las
desinfecciones disminuy6 significativamente (Kruskal-Wallis, p-
valor<0.001) después de los tratamientos con las diferentes en-
miendas organicas aplicadas tanto mediante biofumigacion
(Fig. 2A) como biosolarizacién (Fig. 2B). Especialmente llamativo
es el caso de hongos del género Fusarium que, tras presentar las
mayores poblaciones en los analisis previos a las desinfecciones,
después de los tratamientos decrecen hasta casi desaparecer en
las parcelas biofumigadas, a la vez que no son aislados de los sue-
los biosolarizados (Tabla 3).

La presencia de oomicetos antes de realizar las desinfecciones
(Pythium aphanidermatum en todos los casos) disminuy6 significa-
tivamente tras los tratamientos con las diferentes enmiendas orga-
nicas aplicadas tanto en biofumigacion (Fig. 3A) como en
biosolarizacion (Fig. 3B). Este descenso también se produjo en las
parcelas testigo sin enmiendas organicas.

Variacion de la micobiota edafica (hongos y oomicetos) en el
suelo durante el ciclo de cultivo de tomate y sandia

En todos los muestreos realizados antes y después de los tra-
tamientos, asi como durante los ciclos de cultivo de tomate y san-
dia, y al finalizar los mismos, la densidad total de hongos presento
diferencias significativas (Kruskal-Wallis, p-valor<0.001) en funcion
de la enmienda organica adicionada tanto mediante biofumigacion
(Fig. 4A) como mediante biosolarizacién (Fig. 4B). De forma ge-
neral, y para todos los tratamientos, se aprecian constantes varia-

ciones en el tiempo sin mostrar una tendencia definida. Son espe-
cialmente llamativas las elevadas desviaciones observadas en
todos los tratamientos.

Para ambas técnicas de biodesinfeccion, la tendencia a lo largo
del cultivo de tomate fue muy parecida, presentando densidades de
poblacion muy cercanas en valor en todos los muestreos realizados,
a excepcion del muestreo 4M, realizado 92 DDT y 21 semanas des-
pués de los tratamientos, en el que para la biosolarizacion la densi-
dad de poblacién fungica crece debido exclusivamente a hongos
del género Aspergillus (Tabla 4), alcanzando un valor muy superior
a los obtenidos en los muestreos anterior (64 DDT) y posterior (124
DDT) a éste, valor 4 veces mayor a la densidad de poblacion inicial
en el suelo, antes de realizar las biodesinfecciones. Al final del cul-
tivo de tomate las poblaciones fungicas del suelo descendieron de
manera acusada.

La tendencia a lo largo del cultivo de sandia fue muy parecida
a la observada durante el cultivo de tomate. Asi mismo, llama la
atencion la elevada densidad de poblacion obtenida en el primer
muestreo (28 DDT) en los suelos testigo. En el posterior muestreo
(70 DDT), para todos los casos considerados, las poblaciones fun-
gicas disminuyen notoriamente. Tras finalizar el cultivo de sandia,
las poblaciones fungicas se incrementan de manera general.

Los resultados de los parametros descriptivos de la comunidad
fungica evaluados son mostrados en la figura 5. Tan solo fueron
detectadas diferencias significativas para el indice de diversidad de
Shannon—Wiener al finalizar el cultivo de sandia, momento en el
que los suelos que recibieron tratamientos que incluian solarizacién
(i.e. solarizacion y biosolarizacion) muestran valores inferiores que
las parcelas testigo, que no recibieron enmiendas organicas, ni
tampoco fueron solarizados.

El efecto biocida sobre los oomicetos observado en todos los
tratamientos experimentales se mantuvo durante el ciclo de cultivo
de tomate, e incluso tras el mismo, manteniendo el indculo en ni-
veles no detectables mediante la técnica empleada. Por el contra-
rio, es durante el cultivo de sandia cuando de nuevo vuelven a
detectarse. Al finalizar el mismo, los oomicetos son detectados en
todos los tratamientos realizados (Fig. 6A, 6B).
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Tabla 2. Poblaciones de hongos en las materias organicas empleadas en los tratamientos de biodesinfeccion, expresado en UFC-g' suelo seco.
Table 2. Fungi population in the organic matters used in the biodisinfection treatments expressed in CFU-g™' dry soil.

Materia Organica Hongos (U.F.C)
() Brassicas pellets (Biofence®) 0.80+0.79
() Gallinaza deshidratada 0.50+0.71
@ Preparado microbiolégico 0.60+0.99
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Figura 2. Efecto de distintas enmiendas orgéanicas (Testigo=—; Biofence=0.3 kg m? Biofence®; Biofence+=Biofence + 0.16 | Biolimp®; Brassicas=0.8 kg
m? Brassica oleracea, Brassicas+=Brassicas + 0.15kg m? Orgevit®) adicionadas mediante Biofumigacion (A) y Biosolarizacion (B) sobre la densidad
total de hongos. Valores (media + desviacién estandar) expresados en 10° UFC/g de suelo seco antes y después de realizar los tratamientos. *** = p<0.001
mediante el test de Kruskal-Wallis.

Figure 2. Effect of different organic matters (Control test=—; Biofence=0.3 kg m? Biofence®; Biofence+=Biofence + 0.16 | Biolimp®; Brassicas=0.8 kg m
2 Brassica oleracea; Brassicas+=Brassicas + 0.15kg m? Orgevit®) added through Biofumigation (A) and Biosolarisation (B) on the total fungi density.
Values (mean + standard deviation) expressed in 10° CFU-g of dry soil before and after the treaments. *** = p<0.001 through Kruskal-Wallis test.
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Figura 3. Efecto de distintas enmiendas organicas (Testigo=—; Biofence=0.3 kg m-2 Biofence®; Biofence+=Biofence + 0.16 | Biolimp®; Brassicas=0.8
kg m-2 Brassica oleracea; Brassicas+=Brassicas + 0.15kg m-2 Orgevit®) adicionadas mediante Biofumigacion (A) y Biosolarizacion (B) sobre la presencia
de oomicetos. Valores (media + desviacion estandar) expresados en % de presencia antes y después de realizar los tratamientos.

Figure 3. Effect of different organic matters (Control test=—; Biofence=0.3 kg m? Biofence®; Biofence+=Biofence + 0.16 | Biolimp®; Brassicas=0.8 kg m
2 Brassica oleracea, Brassicas+=Brassicas + 0.15kg m? Orgevit®) added through Biofumigation (A) and Biosolarisation (B) on oomycetes. Values (mean)
expressed in % of presence before and after applying the treatments.
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Tabla 3. Variacién de la densidad de poblacién de los principales géneros de hongos aislados en el suelo del invernadero antes (M1) y después (M2) de
las biodesinfecciones (biofum=biofumigacion y biosol=biosolarizacion), durante los cultivos de tomate (M3-M7) y sandia (M8-M10) consecutivos (campara
2011-2012). Valores (media + desviacion estandar) expresados en 10° UFC-g' de suelo seco.

Table 3. Variation of population density of the main isolated fungi genera in greenhouse soil before (M1) and after (M2) biodisinfections (biofum=biofumi-

gation and biosol=biosolarisation), during tomato cycle (M3-M7) and and during watermelon cycle (M8-M10). Values (mean + standard deviation) expressed
in 10% CFU-g" of dry soil.

Muestreos Biodesinfecciones Alternaria spp. Acremonium spp. Aspergillus spp. Cladosporium spp. Fusarium spp. Penicillium spp.
M1 (Antes de las Biofum 0.30+0.48 0.00+0.00 2.75+7.08 0.10+0.31 31.65+64.53 0.41+0.78
biodesinfecciones) Biosol 0.00£0.00 0.00£0.00 1.18+3.50 0.1740.38 17.10+17.89 0.21#0.45
M2 (Después de las Biofum 3.50+1.58 0.00+0.00 1.05+3.06 0.10+0.30 0.20+0.41 0.13+0.33
biodesinfecciones) Biosol 0.000.00 0.00+0.00 0.26+0.44 0.26+0.53 0.00£0.00 1.33+3.65
Biofum 1.85+£2.23 0.00+0.00 7.91£14.72 0.18+0.48 0.98+1.68 0.15+£0.43
M3 (64 DDT)
Biosol 0.10£0.32 0.00+0.00 3.41£12.58 0.88+2.26 0.30+0.57 0.13+0.33
Biofum 0.37+£0.59 0.00+0.00 6.87£17.20 1.43+2.33 0.00£0.00 0.11+0.32
M4 (92 DDT)
Biosol 0.20+0.40 0.00+0.00 33.89+46.08 1.50+2.01 0.30+0.48 0.37+0.76
Biofum 0.30+0.57 0.00+0.00 19.14+31.58 4.10+8.63 0.00+0.00 0.57+0.97
M5 (124 DDT)
Biosol 0.00+0.00 0.00+0.00 2.18+3.41 9.29+20.50 0.20+0.42 0.15+0.52
Biofum 0.00£0.00 3.08+10.58 1.27+£2.27 0.14+0.38 0.00£0.00 0.20+0.42
M6(153 DDT)
Biosol 0.40+0.70 0.50+0.83 9.64+23.62 3.55+5.54 0.00£0.00 0.15+£0.43
Biofum 0.15+0.37 0.23+0.42 0.29+0.67 0.33+0.53 0.10+0.32 0.20+0.46
M7 (Final tomate)
Biosol 0.10£0.31 2.31£3.73 0.25+0.49 0.73+£1.35 1.10£1.52 0.30+0.47
Biofum 0.10£0.32 0.30+0.57 2.61+£5.35 0.90+0.74 33.16+64.03 7.20+£15.31
M8 (28 DDT)
Biosol 0.00£0.00 1.56+1.67 8.74+18.73 0.90+1.27 12.03+£21.31 0.64+0.98
Biofum 0.10£0.32 0.35+£0.59 1.36£2.35 0.42+0.64 1.39£1.98 0.65+£1.56
M9 (70 DDT)
Biosol 0.00+0.00 0.30+0.47 0.89+1.41 0.38+0.74 4.78+8.94 0.47+0.90
Biofum 0.00£0.00 4.50+£7.10 2.67+5.50 0.00£0.00 2.27+2.24 0.90+1.91
M10 (Final sandia)
Biosol 2.25+2.55 17.17+24.32 3.54+6.60 0.00£0.00 9.43+23.16 0.14+0.35
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Figura 4. Variacion de la densidad total de hongos en funcién de las distintas enmiendas organicas adicionadas (Testigo=——; Biofence=0.3 kg m~ Bio-
fence®; Biofence+=Biofence + 0.16 | Biolimp®; Brassicas=0.8 kg m? Brassica oleracea; Brassicas+=Brassicas + 0.15kg m? Orgevit®) mediante Biofumi-
gacion (A) y Biosolarizacion (B). Valores (media * desviacion estandar) expresados en 10° UFC/g de suelo seco antes y después de los tratamientos, y
durante los ciclos de cultivo de tomate y de sandia consecutivos. DDT= Dias Después del Trasplante. ***=p<0.001 mediante el test de Kruskal-Wallis.
Figure 4. Variation of the total fungi density depending on different organic matters (Control test=—; Biofence=0.3 kg m? Biofence®; Biofence+=Biofence
+ 0.16 | Biolimp®; Brassicas=0.8 kg m Brassica oleracea; Brassicas+=Brassicas + 0.15kg m Orgevit®) added through Biofumigation (A) and Biosolar-
isation (B). Values (mean * standard deviation) expressed in 10° CFU-g" of dry soil before and after the treatments, and during the consecutive tomato
and watermelon crop cycles. DDT= Days After Planting. ***=p<0.001through Kruskal-Wallis test.
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Tabla 4. Géneros/Especies de hongos aislados antes y después de las aplicaciones de materia organica, y durante los ciclos de tomate y sandia conse-
cutivos. Los resultados se muestran para los casos biofumigacion (Biofum) y biosolarizacion (Biosol).

Table 4. Genera/Species of isolated fungi before and after the applications of organic matter, and during the tomato and watermelon cycles. The results
are shown for biofumigation cases (Biofum) and biosolarisation (Biosol).

Antes Después Tomate Sandia ErerETEE
Biofum Biosol Biofum Biosol Biofum Biosol Biofum Biosol (10m)
Absidia spp. + - - - - - + - 2
Acremonium spp. - - - + + + + + 8
Alternaria spp. - + + - + + + + 10
Aspergillus spp. + + + + + + + + 10
Botrytis spp. - - - - - + _ _ 1
Cladosporium spp. + + + + + + + + 10
F. equiseti sp. + + - - - - _ _ 1
F. oxysporum sp. + + - + + + + 9
F. solani sp. + + - - + + + 6
Humicola spp. + + - - - + + + 4
Macrophoma spp. - - - - + - _ _ 1
Mucor spp. + - - - + + + + 5
Penicillium spp. + + + + + + 10
Pythium spp. + - - - - + + 4
Phoma spp. + - + - - + _ 5
Rhizoctonia spp. + + - - + + _ 5
Rhizopus spp. + + + + - - + - 5
Stachybotrys spp. - - - - + + + 5
Stemphylium spp. - - - - + + _ R 1
Trichoderma spp. - - - - + - _ _ 1
Ulocladium spp. + + - - - R + + 3
Verticillium spp. - - - - - + _ _ 1
No identificado spp. + + + + + + + + 10
TOTAL 15 13 9 6 13 16 17 13
0,7
A ns B 1,6
- — & —. TESTIGO — ns — .- —. TESTIGO
0.6 1 A SOLARIZACION T 1,4 N SOLARIZACION
. 1 —&— BIOFUMIGACION 2 —@— BIOFUMIGACION
E 054 1 —C—— BIOSOLARIZACION ns § 1,2 ——O—— BIOSOLARIZACION
= a ns
£ 04- % 1,0 A
‘E’ _5 08 -
S 0,3 ‘s; ’
= § 0,6 -
ﬁ 0,2 % 04 -
2
2 0,14 S 0,2
. 8
0,0 4o E 0,0 +
-0,2 -
-0,1 T T T T T T T T
Sl pes?*™ g’ o ¢n gand® pee® 0o e o 0 gand?®

Pl

Figura 5. Variacién de la estructura de la comunidad fingica en funcién de los cuatro niveles del factor principal: “biofumigacién”, “biosolarizacién”, “so-
larizacion” y “testigo”. Los resultados se muestran en funcién de dos indices clasicos de diversidad: Riqueza de géneros de Margalef (A) e Indice de di-
versidad de Shannon-Wiener (B). Valores (media + desviacion estandar) expresados antes y después de los tratamientos, y a la finalizacion de los cultivos
de tomate y de sandia. Diferentes letras muestran diferencias significativas mediante el test de rango multiple de Duncan. * = significancia a p<0.05.

” o«

Figure 5. Variation of the structure of the fungal community depending on the four levels included in the main factor: “biofumigation”, “biosolarisation”, “so-
larisation” and “control test”. Results of two classical indexes of biodiversity are shown: Margalef genus richness (A) and the Shannon-Wiener diversity
index (B). Values (mean * standard deviation) expressed before and after the treatments, and at the end of the consecutive tomato and watermelon crop
cycles. Different letters show significant differences based on Duncan’s multiple range test. *= significance level at p<0.05.
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Figura 6. Variacion de la presencia de oomicetos en funcién de las distintas enmiendas organicas adicionadas (Testigo=—; Biofence=0.3 kg m Biofence®;
Biofence+=Biofence + 0.16 | Biolimp®; Brassicas=0.8 kg m Brassica oleracea,; Brassicas+=Brassicas + 0.15kg m? Orgevit®) mediante Biofumigacion
(A) y Biosolarizacién (B). Valores (media * desviacion estandar) expresados en % de presencia antes y después de los tratamientos, y durante los ciclos
de cultivo de tomate y de sandia consecutivos. DDT= Dias Después del Trasplante.

Figure 6. Variation of the presence of oomycetes depending on different organic matters (Control test=—; Biofence=0.3 kg m? Biofence®;

Biofence+=Biofence + 0.16 | Biolimp®; Brassicas=0.8 kg m Brassica oleracea; Brassicas+=Brassicas + 0.15kg m? Orgevit®) added through Biofumigation
(A) and Biosolarisation (B). Values (mean + standard deviation) expressed in % of presence before and after the treatments, and during the consecutive

tomato and watermelon crop cycles. DDT= Days After Planting.

Principales géneros/especies de hongos presentes en los
muestreos realizados

Antes de realizar los tratamientos de biodesinfeccion, los suelos
de las parcelas que iban a ser biofumigadas presentaban 15 géne-
ros diferentes (incluidas distintas especies del género Fusarium)
frente a 13 de los suelos que serian biosolarizados. Después de
los tratamientos el nimero de géneros se redujo a 9 y 6 respecti-
vamente (Tabla 4). Durante los ciclos de cultivo de tomate y sandia,
el nimero de géneros de hongos aislados se incrementd, hasta al-
canzar valores similares e incluso superiores a los iniciales, antes
de realizar los tratamientos.

Los géneros que se expresaron con mayor frecuencia durante
los 10 muestreos fueron Alternaria, Aspergillus, Cladosporiumy Pe-
nicillium, presentes en todos los muestreos. Hongos del género Fu-
sarium (principalmente F. oxysporum) y Acremonium fueron
aislados en 9 y 8 muestreos, respectivamente. En contraposicion,
Botrytis, F. equiseti, Macrophoma, Stemphylium, Verticillium'y Ulo-
cladium tan solo fueron aislados en uno de los analisis realizados
(Tabla 4). De acuerdo con su expresion a lo largo de los andlisis
realizados, los resultados obtenidos permiten realizar una division
de géneros en cuatro grupos: 1) géneros/especies presentes antes
y después de los tratamientos, asi como durante los ciclos de to-
mate y sandia: Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, F. oxysporum,
F. solani'y Penicillium 2) géneros/especies que tras ser aislados en
los analisis previos a los tratamientos no vuelven a expresarse des-
pués de los mismos: F. equiseti, 3) géneros/especies que desapa-
recen tras los tratamientos y vuelven a expresarse a lo largo de los
cultivos de tomate y/o sandia: Humicola, Mucor, y Rhizoctonia “re-
aparecen” en los suelos analizados durante los ciclos de tomate y
sandia. Los géneros Absidia, Trichodermay Pythium vuelven a ser
detectados tan solo durante el cultivo de sandia, y 4) géneros/es-
pecies que sin ser aislados en los analisis previos a los tratamien-
tos, se expresan a lo largo de los cultivos de tomate y/o sandia:
Botrytis, Macrophoma, Verticillium'y Ulocladium son detectados du-
rante el ciclo de tomate, mientras que Stachybotrys, Acremonium
y Stemphylium tanto durante el cultivo de tomate como de sandia.

Discusion

En el trabajo aqui presentado, se amplian de manera significa-
tiva los resultados parciales del primer ciclo de cultivo mostrados
en una comunicacion anterior (Marin-Guirao et al. 2012), y se in-
cluye el segundo ciclo de cultivo de sandia, con sus analisis corres-
pondientes, presentandose en este articulo la investigacion
completa. Se han incorporado mayores precisiones respecto de los
resultados analiticos, se ha ampliado informacion en cuanto a la
influencia de la temperatura del suelo, y se han realizado analisis
adicionales para describir mejor las comunidades fungicas del
suelo, tal que los resultados son mostrados de una forma mas de-
tallada y ampliada, permitiendo una discusién mas amplia.

A la vista de estos resultados, resulta evidente el impacto de-
presor en las poblaciones de hongos y oomicetos del suelo cuando
se aplican los tratamientos de biodesinfeccion en las condiciones
del trabajo, independientemente de la MO adicionada, asi como de
la practica de solarizacion.

Desde el punto de vista del papel de las comunidades fungicas
en las redes tréficas del suelo, estos descensos pueden tener una
repercusion directa sobre la fauna edafica fungivora, asi como
sobre los organismos detritivoros que dependen de los procesos
de descomposicion mediados por hongos (Moore et al. 1988), im-
pactando asi en las cadenas troficas en las que éstos intervienen
(Ruess y Lussenhop 2005). Sin embargo, lo organismos fungivoros
del suelo (y aun mas los detritivoros) tienden a ser muy flexibles
en su dieta, y pueden actuar como microbivoros, herbivoros, detri-
tivoros o incluso como depredadores (Scheu 2002). También debe
considerarse que, durante la descomposicién de la materia orga-
nica adicionada, se produce la sucesion de grupos funcionales de
hongos, que da como resultado una sucesion relacionada de gru-
pos funcionales dentro de los organismos que se alimentan de
estos. Existen escasos intentos de relacionar esta sucesion con
cualquier organismo en otros niveles tréficos (Frankland 1998).
Pese a ello, considerando la funcionalidad conocida para algunos
de los géneros fungicos identificados a lo largo del presente trabajo,
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encontramos grupos con roles diferenciados que pueden orientar
posibles interpretaciones al respecto. Por un lado, se evidencia que
a las biodesinfecciones pueden sobrevivir propagulos de géneros
fungicos que incluyen a especies fitopatdgenas (i.e. Fusarium,
Pythium, Rhizoctonia, Phoma, Stemphylium, Ulocladium), que, aun-
que no afectaron a los cultivos de tomate y sandia de este estudio,
podrian afectar a otros cultivos hospedadores. Diferente fue el com-
portamiento de hongos del género Trichoderma, que no sobrevivie-
ron a las condiciones de ausencia de cultivo estival ni a las
biodesinfecciones. Este género incluye especies a las que se le atri-
buyen cualidades para el control de organismos fitopatégenos y cua-
lidades bioestimulantes y biofertilizantes en plantas (Harman et al.
2004; Marin-Guirao et al. 2016a; 2016b). Otros diversos géneros de
hongos conocidos por su capacidad saprofitaria (Alternaria, Asper-
gillus, Cladosporium y Penicillium) aparecen durante todos los
muestreos, independientemente del tratamiento y del momento de
muestreo. Estos hongos y sus hifas actian como actores principales
en la formacion y estabilizacion de los agregados del suelo (Tisdall
1991), lo que tiene una estrecha relacion con la fertilidad del mismo.
Entre ellos, también es conocido el papel de Aspergillus'y Penici-
llium en el ciclo del nitrégeno en el suelo, interviniendo en los pro-
cesos de nitrificacion (Hora e lyengar 1960), siendo conocido el gen
amdS de Aspergillus nidulans que codifica una acetamidasa que ca-
taliza la hidrolisis de la acetamida en acetato y amonio (Hynes
1978). Ademas, diversos autores han reportado especies de Asper-
gillus y Penicillium con poder antagonista frente a diversos patoge-
nos del suelo (De Cal et al. 2009; Suarez-Estrella et al. 2007). En
definitiva, las funcionalidades atribuibles a estos géneros supervi-
vientes no se perderian tras los tratamientos biodesinfectantes, aun-
que se reduciria su potencial funcional, que iria aumentando a lo
largo de los ciclos de cultivo, al incrementarse la presencia de estos
hongos en el suelo. Una respuesta similar seria esperable para los
organismos dependientes de estos hongos en las redes tréficas.

Tras realizar diferentes técnicas de desinfeccion, incluidas la
biofumigacion y la biosolarizacion, y durante un ciclo de cultivo de
pimiento, Martinez et al. (2009) concluyen que los géneros fungicos
mas frecuentes fueron Aspergillus, Fusarium, Rhizopus y Penici-
llium, igualmente con predominio de Aspergillus'y Fusarium. Es por
ello que, este conjunto de géneros a menudo constituye casi la re-
lacion completa de los hongos aislados del suelo en medios de cul-
tivo agarizados, dando lugar a la creencia, generalmente aceptada,
de que existe una micoflora uniforme que aparece en casi todos
los tipos de suelo (Tello y Lacasa 1990; Martinez et al. 2009; Marin-
Guirao et al. 2019).

Asi mismo, al igual que en este estudio, en el trabajo de Martinez
etal. (2009), las poblaciones de hongos iniciales se recuperaron 20-
30 semanas después de los tratamientos de biodesinfeccion, y el
muestreo anterior y posterior al del muestreo con mayor densidad
de hongos, por lo general también muestran poblaciones muy bajas.

Conclusiones

El efecto del aumento de temperatura del suelo y su sosteni-
miento, previo al cultivo de tomate, en las condiciones de inverna-
dero de Almeria, con suelos cubiertos con acolchado de arena,
parece suficiente para reducir las poblaciones fungicas de la frac-
cion de la capa superficial del suelo (topsoil), independientemente
de la adicion de las enmiendas organicas estudiadas, y de la utili-
zacion de plastico para solarizar.

Sin embargo, la presencia de hongos en el suelo empieza a au-
mentar significativamente una vez que se inicia el primer ciclo de
cultivo (tomate), y se mantiene durante el mismo y durante un se-
gundo cultivo (sandia), llegando a presentar valores préximos a los
iniciales (antes de los tratamientos de biodesinfeccion).

En cuanto a los indices de micodiversidad, el efecto depresor
atribuido a los tratamientos previos al cultivo de tomate, no se res-
tablece del todo, ni siquiera al finalizar el segundo ciclo (sandia),
siendo el suelo sin adicion de materia organica ni solarizacion, el
que mayor diversidad recupera.

Marin Guirao et al. 2019

El papel de estos hongos a estas profundidades, donde se des-
arrollan mayoritariamente las raices de los cultivos de invernadero,
puede repercutir interfiriendo en la red trofica al limitar inicialmente
el desarrollo de las comunidades que se nutren directamente de
hongos, si bien no desaparecen funcionalidades potenciales rela-
tivas a la descomposicion de la materia organica, al papel fitopato-
geno de algunas especies, o al antagonismo entre hongos.
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