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Resumen

Los restos de cosechas son a menudo portadores de insectos, dcaros y agentes de fitopatoge-
nos,desaconsejando su presencia en campo.Sin embargo el proceso de compostaje en el interior
del suelo mediante los procesos de biofumigacion y biosolarizacion, favorecen el control de estos
agentes en funcion de la temperatura, tiempo, microorganismos implicados, plantas empleadas
y caracteristicas del suelo. Este trabajo determind, en condiciones controladas, la eficacia de la
biofumigacion y biosolarizacion en el control del virus del mosaico del tomate en macetas em-
pleando 3 dosis de material vegetal infectado con el virus y en mangas de fibra de coco de un
ano de uso donde quedaban restos de raices del cultivo anterior infectadas con el virus. Tanto
las macetas como las mangas de fibra de coco fueron sometidas a diferentes tratamientos de
embolsado, no embolsado y tiempo de tratamiento. Se consideré biofumigacién al tratamiento
con 25 °C y biosolarizacién al tratamiento con 45 °C. Los resultados obtenidos demuestran la
eficacia de la biosolarizacién en el control del virus en macetas sobre la biofumigacidén; ya que
tan solo 4 semanas de tratamiento fueron suficientes frente a las 6 semanas necesarias en la bio-
fumigacion. En las mangas de fibra de coco la biosolarizacién durante 5 semanas resulté ineficaz
para el control del virus, pero se redujo el porcentaje de plantas infectadas y se observé un mayor
desarrollo vegetativo y el adelanto en su floracién.La biofumigacién y biosolarizacién pueden ser
consideradas como técnicas alternativas al uso del Bromuro de metilo en el control de agentes
fitopatoégenos.
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Summary

Biofumigation and biosolarization for the control of tomv: a good alternative for the use
of methyl bromide

Crop residues are often an important source of insects, mites and phytopathogenic agents
avoiding their presence in the field. Nevertheless, the process of composting in the soil by means
of biofumigation and biosolarization can help to control these agents depending of some factors
as temperature, time of treatment, implicated microorganisms and the kind of soil. This research
deals about the use of biofumigation and biosolarization for the control of Tomato mosaic virus
(ToMV) under controlled conditions in pots and 3 different doses of infected vegetal material
with the virus were used. Cocopeat slabs infected with the virus were used, too. These growbags
had been used during one year and the virus was detected on the remained roots.

Both pots and growbags were placed in open or shut plastic bags and were treated at different
temperatures during different periods of time.The treatment at 25 °C was considered as biofumi-
gation and the treatment at 45 °C was considered as biosolarization. Since 4 weeks of treatment
at 45 °C was sufficient to control TOMV in pots, biosolarization was more effective than biofumiga-
tion. 6 weeks of treatment at 25 °C were necessary to control the virus. In growbags, 5 weeks of
treatment at 45 °C were not sufficient to control the virus, but the percentage of infected plants
was reduced and a greater development and premature flowering period were observed. Biofu-
migation and biosolarization can be considered as alternative techniques for the use of Methyl
Bromide for the control of phytopathogenic agents.
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Introduccion

El bromuro de metilo (en lo sucesivo, BM) ha sido el
producto quimico mas ampliamente utilizado comer-
cialmente para la fumigacion del suelo en agriculturain-
tensiva debido a sus propiedades como gas fumigante
del suelo de alta eficacia y rapida actuacion en el con-
trol de enfermedades de origen edéfico, mostrando un
amplio espectro de actividad frente a los patdégenos.Sin
embargo el BM no se retiene en su totalidad en el sue-
lo, sino que del 50 al 95% pasa en forma de emisiones
gaseosas a la estratosfera, donde se liberan atomos de
bromo que reaccionan con el ozono y otras moléculas
estables que contienen cloro, dando lugar a una reac-
cion en cadena que contribuye a la disminucién de la
capa de ozono, incrementando la emisién de rayos ul-
travioleta (Thomas 1997, Muller et al. 1999). Ademas,
una de las principales desventajas de este producto
radica en su alta toxicidad, reduciendo la biodiversidad
del suelo y provocando problemas de fitotoxicidad y
contaminacion.

En el protocolo de Montreal de 1997, se determind la
retirada del BM antes del afio 2005 en los paises desarrol-
lados quedando su uso limitado a pequenas cantidades
dedicadas a usos criticos. Actualmente en horticultura
uno de los mayores retos es el encontrar alternativas a
la aplicacién de determinados productos fitosanitarios
y, en especial al mencionado BM.

Aungue han surgido diversos métodos alternativos
al uso del mismo para la desinfestacion de suelos (Ro-
driguez-Kabana 1997), su eficiencia debe ser comparada
en cada caso y necesidad. Muchas de estas alternativas
han sido discutidas en los distintos seminarios y pub-
licaciones del Methyl Bromide Technical Options Comité
(MBTOCQ). Las alternativas pueden clasificarse en quimi-
cas y no quimicas, pero algunas de estas ultimas, por si
mismas y de forma individual han demostrado no tener
una buena eficacia ni consistencia para controlar las pla-
gas del suelo y son necesarias combinaciones con otros
métodos de control para reemplazar a la fumigacion
del suelo con este producto.En cuanto a las alternativas
quimicas, algunas de sus combinaciones se han mostra-
do efectivas, pero el perfil toxicolégico debe ser tenido
en cuenta ya que su potencial toxicidad puede resultar
una restriccién importante a la hora de sustituir al BM.
Segun Stepleton (2000) el uso de Cloropicrina, 1,3-Di-
cloropropeno, Ethylene dibromide (EDB), Metam sodio
y Dazomet, asi como sus combinaciones serian algunas
posibles alternativas quimicas, pero el uso de Cloropi-
crina ya cuenta con prohibiciéon en algunos paises. La
utilizacién de este producto en combinacién con el
Telone, considerado como buen fungicida y nematic-
ida, plantea medidas restrictivas por ser sospechosa su
combinacién de cancerigena; asi como el Metan sodio y
Dazomet, con menor accién fumigante que el BM pero
que actian como contaminantes (Bello & Diaz-Rojo
2004). Hasta el momento las alternativas encontradas

plantean serias dudas sobre su eficiencia pero el punto
mas trascendente a tener en cuenta es la posibilidad de
encontrarnos con problemas de toxicidad importantes
e incluso mas que el que se pretende solucionar.

Entre las alternativas no quimicas se incluyen los mé-
todos para tratar el suelo sin el uso de pesticidas para
eliminar malas hierbas y plagas, o aquellos métodos de
cultivo de plantas en sustrato sin suelo. Entre estas se en-
cuentran el uso de las enmiendas organicas, la rotacion
de cultivos, las técnicas de control bioldgico con la utiliza-
cién de hongos (Trichoderma sp, Gliocladium sp) y/o bac-
terias (Bacillus sp, Pseudomonas sp, etc) antagonistas, las
practicas culturales, el empleo de material de plantacién
sano, la busqueda de variedades resistentes, el injerto
y los métodos fisicos como termoterapia con vapor de
agua, agua caliente, solarizacién o la combinacién de al-
gunas de las técnicas citadas, dando como resultado un
manejo integrado del cultivo. Dentro de las consideradas
como practicas culturales empleando materia organica,
se encuentra la biofumigacién que en combinacién con
otras como las pertenecientes a los métodos fisicos, por
ejemplo la solarizacién, puede aumentar la eficacia de es-
tas Ultimas (Rodriguez-Kabana 1997).

En lo referente a la biofumigacién como alternativa
al BM, la materia orgénica a través de sus procesos de
biodegradacién supone una prometedora alternativa
en la regulaciéon de los patégenos del suelo. La biode-
gradacion de la materia organica esta basada en los
mismos principios de los fumigantes que el BM (Bello et
al. 2000), la Unica diferencia se encuentra en que la bio-
fumigacion utiliza los gases y otros productos resultan-
tes de la biodegradacién de las enmiendas organicas y
residuos agroindustriales. Su eficacia se incrementa al
incorporarla en los sistemas de manejo integrado de
cultivos, diferenciandose del simple uso de enmiendas
organicas tanto en las caracteristicas de los materiales
que se utilizan como biofumigantes como en los mé-
todos de aplicacion resultando una técnica de bajo
coste y facil aplicacion (Bello et al. 2003). La efectividad
de la biofumigacion es similar a la de otros pesticidas
convencionales, pero al mismo tiempo mejora las carac-
teristicas tanto del suelo como de la planta. Cuando se
emplea biofumigacion se hace necesario el disefio de
metodologias de manejo para cada situacion. El coste
de la biofumigaciéon puede resultar muy econémico
cuando se emplean estiércoles animales,abonos verdes
o mucho mas cuando se utilizan los propios restos de
cultivo, recomendando el uso de recursos locales como
biofumigantes por el bajo coste del transporte, principal
factor que puede ser limitante de la técnica. Los proble-
mas que pueden aparecer relacionados con la fertilidad
del suelo y la nutricién de las plantas, como el caso de
un déficit en nitrégeno, pueden solucionarse con una
fertilizacién adecuada (Bello & Lépez-Pérez, 2002). Bello
et al. (2003) afirma que el mayor problema en el uso de
enmiendas organicas es la heterogeneidad en la com-
posicidn de las materias utilizadas, siendo necesario su
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total conocimiento evitando la acumulacién de com-
puestos que podrian resultar perjudiciales, asi como el
aumento del nivel de inoculo de algunos patdgenos.La
accion de los microorganismos sobre la materia organi-
ca durante su descomposicién produce una gran canti-
dad de productos quimicos entre los que se encuentran
amonio, nitratos, acido sulfhidrico y un gran nimero de
sustancias volatiles y acidos organicos.

Los restos de cosechas son a menudo portadores
de insectos, dcaros y diversos agentes de naturaleza
fungica, bacteriana o virica. De siempre han sido con-
siderados como un peligro y se ha desaconsejado su
presencia en campo. Poco se conoce de la mayoria de
ellos, sobre su permanencia viable, pero el abandono
de los cultivos afectados en el campo o dejarlos sobre
el suelo se ha considerado con acierto que supone un

altoriesgo de contaminacién para cultivos posteriores.

Sin embargo si este material vegetal infectado es so-
metido a un proceso de compostaje se ha comproba-
do que el riesgo desaparece (Aparicio et al. 1995). Para
biofumigacién se pueden incorporar al suelo estos
restos de cosecha produciéndose su descomposicion
en el interior del mismo y por lo tanto el citado pro-
ceso de compostaje tiene lugar dentro del suelo. Las
practicas de biofumigacién empleando dichos restos
permiten su eliminacion y, por otra parte, el efecto de
las sustancias volatiles que se desprenden en su des-
composicion y que son liberan al suelo favoreciendo
el control de los citados agentes fitopatégenos en
funcion de determinados parametros siendo los mas
importantes la temperatura, los microorganismos im-
plicados, las plantas empleadas y las caracteristicas
del suelo. Por otra parte con la utilizacién de los res-
tos de cosecha se consigue eliminar el acumulo de los
mismos con el grave problema de impacto ambiental
gue estos constituyen al amontonarse en las inmedia-
ciones de los campos de cultivo. Ante esta posibilidad
y conocedores de que los restos de cosecha pueden
ser portadores de diferentes enfermedades este arti-
culo presenta los estudios preliminares de esta técnica
empleando material vegetal infectado con un agente
patégeno de reconocida estabilidad e importancia y
que ha planteado importantes problemas econémi-
cos y de gestion de los residuos vegetales.

Figura 1: Sintomatologia de ToMV en tomate: A) Planta de
tomate que presenta mosaico verde claro-verde oscuro del
follaje con distorsion de las hojas jovenes y abullonado. B) mo-
saico amarillo sobre fondo rojo en frutos de tomate.

Este trabajo aborda el estudio preliminar de la in-
fluencia de la biofumigacién/biosolarizacién sobre uno
de los virus mas estables, de facil transmision mecanica
y de gran permanencia en el suelo como es el virus del
mosaico del tomate (Tomato mosaic virus, ToMV) (Fig.
1.

El ToMV ha sido uno de los virus que mas ha afec-
tado al cultivo del tomate hasta la aparicién de va-
riedades resistentes, resistencia que ha hecho olvidar
a los productores de esta horticola los problemas
que esta entidad viral ha causado durante afos en el
cultivo. Aun hoy en dia sigue siendo uno de los virus
mas importantes debido a sus continuas apariciones
y produciendo grandes pérdidas en este cultivo al
que afecta tanto en las variedades autoctonas, al no
poseer genes de resistencia, como a los tomates tipo
“cherry” cuyo cultivo y comercializacién se ha incre-
mentado en los ultimos afios y Ultimamente el riesgo
de superacion de la resistencia en las variedades co-
merciales debido a la deteccidon de una nueva cepa
del virus (Tm-22) (Aramburu & Galipienso 2005), ame-
naza de nuevo el futuro sanitario de esta horticola. El
material infectado con este virus puede permanecer
infectivo durante largos periodos de tiempo incluso
varios afos en caso de hojas secas.

Los restos de cultivo abandonados en el campo y en
el invernadero constituyen una de las principales fuen-
tes de contaminacion para el cultivo siguiente. Esta si-
tuacién se hace todavia mas patente, si cabe, cuando se
utilizan mangas de fibra de coco, ya que las raices acu-
muladas en las mangas originadas por las plantas del
cultivo del afo anterior, sirven de foco de infeccién a las
nuevas plantulas trasplantadas, impidiendo al produc-
tor su reciclado y obligdndole a su eliminaciéon y cambio
anual con el correspondiente perjuicio econédmico que
esto significa.

En el presente trabajo se ha abordado el estudio del
efecto de la biofumigacién y biosolarizacion en condi-
ciones controladas, empleando restos de material vege-
tal infectado por TOMV, para conseguir su eliminacion.

Materiales y Métodos

Biofumigacién y biosolarizacion para el control
de ToMV en macetas en condiciones controladas

Se seleccioné como ya hemos indicado previamente
para realizar este estudio uno de los virus mas estable
que existe en el mundo vegetal, el TOMV (Tomato mo-
saic virus), virus que es capaz de sobrevivir en material
vegetal seco durante largos periodos de tiempo, incluso
anos. Ademas de esta propiedad hay que citar su facil
transmisién mecanica siendo éste uno de los virus de
permanencia en suelo a tener en cuenta. El objetivo de
esta seleccion era demostrar que si era posible conse-
guir su eliminaciéon mediante la aplicacién de las técni-
cas de biofumigacién y/o biosolarizacién con un virus
de las caracteristicas de estabilidad del citado, con ma-
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yor facilidad se podria aplicar a otras entidades fitopa-
tégenas.El aislado seleccionado fue el 6176 procedente
de Almeria, de planta de tomate. Este estudio se ha rea-
lizado en macetas y en condiciones absolutamente con-
troladas como paso previo a su aplicacién en campo,
teniendo en cuenta que el suelo como ente complejo
requerira un estudio profundo segun las caracteristicas
del mismo previo a laimplantacién de esta posible des-
infeccion de forma rutinaria.

Se considerod biofumigacién al tratamiento con tem-
peratura de 25 °C y biosolarizacién a 45 °C, aunque con
el convencimiento de que la utilizacién de solarizacion
en combinacién con biofumigacion puede alcanzar
temperaturas muy superiores a los 45 °C cuando esta
biosolarizacion se realice en campo en los meses de ju-
lio y agosto.

1. Obtencion de material vegetal libre de virus para
los ensayos de biofumigacion y biosolarizacion

Se prepararon semilleros para la obtencién de plantas
sanas para su utilizacion posterior tanto como testigo
negativo, como en la multiplicacién del virus en condi-
ciones controladas y para el posterior transplante sobre
el sustrato sujeto a los tratamientos de biofumigacién
y biosolarizacién. Para ello se emplearon semillas de la
variedad Marmande termotratadas y una vez pre-ger-
minadas se transplantaron a bandejas de alvéolos que
contenian sustrato (turba rubia) y arena de silice (tama-
Ao 3) situdndose en un Fitotrén con una temperatura de
25 °C/20 °C, 60 % humedad relativa (HR) y 16 horas de
luz. En estas condiciones las plantas sanas a los 14 dias
ya habian alcanzado el tamafio adecuado para su trans-
plante (3-4 hojas verdaderas) y/o para lainoculaciéon con
ToMV.Las plantas que fueron posteriormente utilizadas
como testigos sanos permanecieron aproximadamente
un mes en estas condiciones de aislamiento hasta obte-
ner una cantidad de masa vegetal suficiente para su tro-
ceado y posterior mezclado con el sustrato estéril. Antes
de su troceado e incorporacion al sustrato, estas plantas
de tomate, fueron analizadas para su buen estado fito-
sanitario frente al ToMV mediante la técnica seroldgica
DAS-ELISA con el antisuero comercial de ToMV (Loewe
Biochemica Sauerlach, Germany n° 070475/500).

2.0btencién de material vegetal infectado con ToMV
para los ensayos de biofumigacién y biosolarizacion

Para la obtencién de material vegetal infectado con
ToMV se realizd una transmision mecdnica artificial a
plantas de tomate, de las anteriormente obtenidas, con
un estado de desarrollo de 3-4 hojas verdaderas. Para
obtener suficiente material vegetal infectado para los
ensayos propuestos se inocularon un total de 60 plantas
sanas crecidas en condiciones de aislamiento como se
ha descrito anteriormente. El inéculo para realizar dicha
inoculacién se prepard a partir de material infectado y
homogeneizado con tampén de inoculacién (tampdn
fosfato Na/K, pH: 7,2 0,01M + Bisulfito sédico 0,5 % +
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EDTA 0,5 %) (1g/4ml). Las plantas fueron espolvoreadas
previamente con un abrasivo (Carborundum de 600
mesh) frotando suavemente la lamina foliar de las plan-
tas ainocular.Posteriormente las plantas se lavaron con
agua destilada. Las plantas inoculadas se mantuvieron
eninvernadero bajo las condiciones anteriormente des-
critas.

Transcurridos 15 dias de la inoculacién mecanica ar-
tificial, se confirmé la presencia del virus en las plantas
mediante diagnoéstico seroldgico, empleando la técnica
DAS-ELISA (apartado 1).

3. Ensayo de biofumigacién y biosolarizacién para el
control de ToMV en macetas

Para estudiar la influencia de la biofumigacién y/o
biosolarizacion en la eliminacién del ToMV en material
infectado se procedié de la forma que a continuacién
se describe, estableciendo tratamientos desde 0 hasta 7
semanas. Estos ensayos se repitieron en tres ocasiones.
Se emplearon macetas de 15 cm de didmetro que se
prepararon con 500g de sustrato por maceta a partir de
una mezcla de turba rubiay arena gruesa en una propor-
cion de 3 a 1, todo ello previamente autoclavado a 120
°C durante una hora. El material vegetal infectado con

Figura 2: A) material vegetal infectado con ToMV, troceado
y mezclado con el sustrato. B) macetas con material vegetal
enterrado y embolsadas (derecha) y no embolsadas
(izquierda).

el virus fue troceado y posteriormente mezclado con el
sustrato en tres proporciones diferentes 5,10y 15 g por
cada 500 g de sustrato ( 3,6 y 9 t por ha aproximada-
mente) (Fig.2A). También se prepararon, como testigos
negativos y con las mismas dosis, mezclas con material
vegetal de tomate sano y sélo sustrato. Se establecie-
ron un total de siete lotes que coincidian con las siete
semanas de duracion total de los tratamientos para las
dos temperaturas estudiadas. La mitad de las macetas
fueron introducidas en bolsas de plastico de forma in-
dividual y se cerraron herméticamente para someterlas
al proceso de biofumigacion, evitando la salida de los
gases generados en el proceso de descomposicion del
material vegetal, denominandolas “Embolsadas” (E). La
otra mitad de las macetas se dejaron abiertas, denomi-
nandolas como “No Embolsadas” (NE) (Fig. 2B).

Una vez preparadas, las macetas fueron introducidas
en estufas acondicionadas con las temperaturas de 25y
450°C.Semanalmente se sacaban las macetas correspon-
dientes a cada lote y en ellas se transplantaban plantas
de tomate sanas en un estado de 3-4 hojas verdaderas
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Figura 3:Transplante de plantulas de tomate sano en estado
de 3-4 hojas verdaderas a cada uno de los lotes.

(Fig.3).Una vez realizado el transplante se colocaban en
el invernadero en condiciones de aislamiento sanitario.
Aungue se es consciente de que a temperaturas mas
elevadas el periodo de tratamiento serd menor, en este
trabajo se pretende establecer el periodo de tiempo
necesario para eliminar la infeccién de ToMV. Se realizé
un seguimiento del ensayo mediante la observacion de
sintomas y determinando la presencia o ausencia del vi-
rus realizando el andlisis de todas las plantas emplean-
do la técnica serolégica DAS-ELISA (apartado 1). Las
plantas se analizaron al mes de su transplante ya que
transcurrido este periodo éstas habian tenido tiempo
suficiente para que se hubiera producido su infeccion
en el caso de que en la mezcla del suelo con material ve-
getal infectado no se hubiera eliminado el virus con los
respectivos tratamientos. El analisis de estas plantas se
repitié al mes siguiente para comprobar los resultados
obtenidos en el primer analisis y evitar dar como nega-
tivas aquellas plantas cuya carga viral fuera baja y no de-
tectable mediante la técnica serolégica empleada.

4. Analisis estadistico del ensayo de biofumigacion y
biosolarizacion para el control de ToMV en macetas
Los datos obtenidos sobre el control de la infeccién

del virus ToMV, se analizaron, mediante un modelo de
regresion logistica multiple con variable dependiente
dicotémica presencia/ausencia, considerandose 7 fac-
tores (3 dosis de 5,10 y 15 g de material vegetal sano;
3 dosis de 5,10y 15 g de material vegetal infectado y 1
bandeja de testigo negativo sin material vegetal), ma-
cetas Embolsados y No Embolsados, 2 tratamientos a
diferente temperatura de 25 y 45 °C, 4 repeticiones (4
macetas) y 8 lotes o semanas (lote 0 hasta el lote7). Se
considerd “lote 0” 0 “semana 0” al grupo de macetas no
sometidas a ningun tratamiento de temperaturas y se
considerd “lote 7" o “semana 7" al grupo de macetas so-
metidas a 7 semanas de tratamiento de temperaturas.
Los datos fueron analizados mediante el procedimiento
Logistic del programa SAS versién 9.1 (SAS Institute) y el
programa Excel 2003 mediante tablas y graficos dinami-
cos (Pérez 2001,2002).

Biosolarizacion para el control de ToMV en man-
gas de fibra de coco en condiciones controladas

Para llevar a cabo este ensayo en condiciones contro-
ladas se trasladaron hasta los invernaderos de la Univer-
sidad Politécnica de Valencia del departamento de Eco-
sistemas Agroforestales un total de 12 mangas de fibra
de coco (100 x 18 x 16 cm, Pelemix Spain), procedentes
de invernaderos localizados en Monserrat (Valencia)
que tenian un aio de uso en produccién de tomate va-
lenciano, cultivo éste que presentd una alta infeccién
del virus del mosaico del tomate.

Antes de iniciar el experimento se comprob¢ la pre-
senciade ToMV en las raices del cultivo anterior que que-
daron en el sustrato de las mangas, mediante la técnica
seroldgica DAS-ELISA (apartado 1). Posteriormente las
mangas se humedecieron hasta alcanzar la capacidad
de campoy se dividieron en 3 grupos.El grupo n° 1 esta-
ba constituido por 4 mangas que permanecieron en el
invernadero en condiciones de aislamiento sin ningun
tipo de tratamiento y se consideraron como testigos
positivos; el grupo n° 2 estaba constituido por 4 man-

o, =&

Figura 4: A) en segundo plano de esta imagen se encuentran las mangas de fibra de coco que permanecieron en el invernadero
en condiciones de aislamiento sin ningun tipo de tratamiento (testigos positivos) y en primer plano de laimagen se encuentran las
mangas de fibra de coco tratadas y embolsadas para evitar la salida de gases. B) mangas de fibra de coco transplantadas cada una
de ellas con cinco plantulas de tomate sano en invernadero.
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Figura 5: Control del ToMV a 25°C: A) macetas embolsadas (E) y B) macetas no embolsadas (NE).

gas que se envolvieron en plasticos evitando la salida
de gasesy el grupo n° 3 por otras 4 mangas que se deja-
ron abiertas (Fig.4A).Las mangas correspondientes a los
grupos 2 y 3 se trasladaron a estufa donde se sometie-
ron a una temperatura de 45 °C durante un tiempo de 5
semanas, periodo éste que fue tomado como referencia
de los ensayos anteriormente descritos. Transcurrido
este tiempo, las mangas de fibra de coco termotratadas
fueron trasladadas a invernadero donde se llevé a cabo
el transplante de cinco plantulas de tomate sano por
cada manga incluyendo las de los testigos (Fig.4B).

Las plantas de tomate utilizadas en este ensayo fue-
ron obtenidas a partir de semillas var. Marmande, ter-
motratadas y el semillero obtenido en condiciones de
aislamiento segun se ha descrito anteriormente para
asegurar su estado fitosanitario. El tiempo de perma-
nencia de estas plantas en las mangas fue de un mes,
tiempo suficiente para que el ToMV hubiera infectado
las plantas de tomate a través de las raices.

Transcurridos este periodo se comprobd la presencia
o ausencia del virus mediante andlisis utilizando técnica
seroldgica DAS-ELISA (apartado 1).

1. Andlisis estadistico del ensayo de biosolarizacion
en el control de TOMV en mangas de fibra de coco

Los datos generados en el ensayo se analizaron me-
diante una regresion logistica simple con el procedi-
miento de modelos lineales generalizados Generalizad
Linear Models (Proc Genmod) con distribucidon binomial,
donde la variable explicativa es dicotémica presencia/
ausencia del virus, se considera la variable independien-
te tratamiento: con y sin bolsa, y un testigo (sin trata-
miento). Estos andlisis fueron procesados mediante el
programa de analisis estadistico SAS versién 9.1 (SAS
Institute) incluido la transformacién logit (link logit).

Resultados y discusion

Biofumigacion en el control de ToMV en macetas
en condiciones controladas

Los resultados obtenidos tras someter las macetas
con material infectado a 25 °C durante periodos de

tiempo establecidas entre 0 y 7 semanas, y a su vez re-
petidos en tres ocasiones, resultaron ser coincidentes.
Estos resultados quedan recogidos en la figura 5.

A 25 °C la biofumigacién hace posible que porcen-
taje de infeccién con ToMV disminuya a medida que
transcurren las semanas de tratamiento. En la semana
0 (sin tratamiento a 25 °C) el porcentaje de infeccion es
del 100% para las tres dosis ensayadas, eliminandose
por completo después de la semana 6 en el ensayo con
macetas embolsadas y después de la semana 7 en el en-
sayo con macetas no embolsadas.

En cuanto a la dosis de material infectado empleada
en el ensayo de biofumigacién, parece ser que la infec-
cién con la dosis de 5 g disminuye progresivamente a
mediada que pasan las semanas de tratamiento, elimi-
nandose por completo después de la semana 4 en el en-
sayo con macetas embolsadas y después de la semana
6 en el ensayo con macetas no embolsadas. En cambio,
con las dosis de 10y 15 g la infeccién tanto en macetas
embolsadas como no embolsadas tiende a disminuir en
las primeras semanas de tratamiento para aumentar en
semanas posteriores, elimindndose por completo des-
pués de las semanas 4y 5 en el ensayo de macetas em-
bolsadas con dosis de 10 y 15 g respectivamente (Fig.
5A) y después de la semana 4 en el ensayo de macetas
no embolsadas para estas dos dosis (Fig. 5B).

El aumento de la infeccién detectado en la semana
3 en el ensayo con macetas embolsadas y en las sema-
nas 2 y 4 en el ensayo con macetas no embolsadas, es
un comportamiento anémalo para el que no encontra-
mos una explicacién légica salvo que en el momento
del transplante a las macetas del tratamiento las con-
diciones ambientales fueran mejores que en tratamien-
tos anteriores para el desarrollo del ToMV, teniendo en
cuenta que el ensayo se realiza en invernadero y depen-
de de la climatologia o bien que hubiera tenido lugar
una contaminacién en el ensayo, hecho este factible
dado el alto poder infectivo de este virus y su facil trans-
misién mecanica.

Segun los resultados obtenidos en el presente tra-
bajo, se consigue eliminar la infeccién por ToMV en ma-
cetas y condiciones controladas a 25 °C después de la
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Figura 6: Probabilidad de que ocurra la infeccion por ToMV en funcién de la dosis y el nimero de semanas de tratamiento a 25°C.

semana 5y 6 en macetas embolsadas y no embolsadas
respectivamente.En el ensayo con macetas embolsadas
se observa que la infeccién por ToMV se consigue elimi-
nar antes cuanto menores sean las dosis empleadas, al
contrario de lo que sucede en el en el ensayo con mace-
tas no embolsadas.

La utilizacién de esta técnica de biofumigacion en
condiciones de campo, seria similar al ensayo de mace-
tas no embolsadas lo que implicaria que la biofumiga-
cién deberia realizarse durante un periodo entre 6 y 8
semanas, dependiendo del tipo de suelo para la elimi-
nacion del ToMV.

1. Resultados del andlisis estadistico del ensayo de
biofumigacién en el control de ToOMV en macetas en
condiciones controladas

Los resultados obtenidos al analizar los datos del
ensayo de biofumigacién se ajustaron al método de
maximum likelihood estimates mediante el test de Wald
que determina los parametros individuales con un nivel
significativo del 95 %, observando que para las variables
semanas y dosis existia una diferencia significativa de
P<0,0001. En cambio para los tratamientos de embol-
sado y no embolsado no existié diferencia significativa
entre ellos ya que el valor de P fue 0,3925 (>0,05). Los
“odds ratio” obtenidos en este analisis para la variable
semanas fue de 0,504 y para las dosis de 1,203; valores
estos que estan indicando que existe una mayor riesgo
de infeccién segun las dosis empleadas que la duracién
del tratamiento.

Como se puede observar en la compleja figura 6, en
la semana 0 del ensayo de biofumigacion la probabili-
dad de que ocurra la infeccién del ToMV es del 0,90-1,00
para las dosis de 10y 15 g,en cambio par la dosis de 5 g
esta probabilidad baja hasta valores del 0,7-0,8. El grafi-
co revela que la probabilidad de que ocurra la infeccién
por ToMV va disminuyendo a medida que se aumentan
las semanas de tratamiento para las tres dosis, resaltan-

do que para las dosis de 10y 15 g la probabilidad ya es
nula a partir de la semana 3, pero para la dosis de 5 g en
esta semana de tratamiento auin persiste una probabili-
dad del 0,30-0,40.En las semanas 4,5 y 6 la probabilidad
es del 0,10-0,20 para alcanzar valores de infeccion del
0,00-0,10 en la semana 7. Existiendo una probabilidad
casi nula a partir de la semana 6 de tratamiento, pudien-
do afirmar que la infeccion por el ToMV queda controla-
da a partir de esta semana.

Biosolarizacion en el control de ToMV en macetas
en condiciones controladas

Los resultados obtenidos tras someter las macetas
con material infectado con ToMV a 45 °C durante perio-
dos de tiempo establecidos entre 0 y 7 semanas, y a su
vez repetidos en tres ocasiones, resultaron ser coinci-
dentes. Estos resultados quedan recogidos en la figu-
ra 7, donde se puede observarse que la biosolarizacién
tiene efectos sobre el control del virus, ya que a medida
que transcurren las semanas de tratamiento a 45°C el
porcentaje de infeccién disminuye respecto a la sema-
na 0. La infecciéon se elimina por completo después de
la semana 2 en el ensayo con macetas embolsadas y
después de la semana 3 en el ensayo con macetas no
embolsadas.

En cuanto a las dosis empleadas y como se muestra
en la figura 7A del ensayo con macetas embolsadas, el
porcentaje de infeccién en la semana 1 de tratamiento
se mantiene estable para la dosis ensayada de 5 g, sin
embargo disminuye un 50 % para dosis de 10 gy en un
75 % para dosis de 15 g.En la semana 2 de tratamiento
se observa que el porcentaje de infeccion para dosis de
10y 15 g ya es nulo, sin embargo cuando la dosis es 5g,
la infeccién disminuye en un 50% respecto a la semana
0y 1 de tratamiento, pero no se llega a eliminarse por
completo hasta la semana 3.Hecho este que atribuimos
a que no hay cantidad suficiente de materia organica
para que se produzca la desinfeccién, pero si para que
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Figura 7: Control del ToMV a 45°C: A) macetas embolsadas (E) y B) macetas no embolsadas (NE).

se mantenga la infeccién, debiendo esperar en este
€aso una semana mas para que quede libre el sustrato
del virus y se controle la infeccién.

La biosolarizacion a 45 °C en macetas no embolsadas
(Fig.7B) y para la dosis de 5 g se observa que el porcentaje
de infeccién va disminuyendo a medida que transcurren
las semanas de tratamiento, eliminandose por completo
después de la semana 3.Para esta dosis de 5g en la sema-
na 0y 1 de tratamiento existe un porcentaje de infeccién
del 75 %, en la semana 2 este porcentaje disminuye un 25
%, persistiendo una infeccién del 50 % y para la semana
3 el porcentaje de infeccidon vuelve a disminuir en un 25
% con relacién a la semana 2, persistiendo todavia un in-
feccion del 25 %; desapareciendo a partir de esta semana
como ya se ha sefalado anteriormente. Para la dosis de
10 g se observa que ya en la semana 1 de tratamiento el
porcentaje de infeccién ya ha disminuido en un 25 % con
respecto a la semana 0 (100 % de infeccién), porcentaje
de infeccion que permanece constante hasta la semana
2 de tratamiento, pero que desciende bruscamente en un
50 % en la semana 3 con respecto a las semanas 1y 2
hasta alcanzar niveles de infeccion del 25 %, para desapa-
recer por completo después de la semana 3 al igual que
sucede con la dosis de 5 g. En cambio para la dosis de
15 g, es después de la semana 2 de tratamiento cuando
se observa la desaparicién por completo de la infeccién,
resaltando que el porcentaje de infeccién disminuye en
un 50 % ya en la semana 1 con respecto a la semana 0,
seguido de un descenso de un 25 % en la semana 2 con
respecto a la semana 1.

En este trabajo se consigue eliminar la infeccién del
ToMV en macetas y condiciones controladas a 45 °C
después de la semana 2 y 3 para macetas embolsadas
y no embolsadas respectivamente. De acuerdo con los
datos y en este caso de utilizar como técnica la biosola-
rizacién, el plazo de eliminacidn de la entidad viral del
suelo se acorta a 2-3 semanas, es decir a la mitad con
respecto a la biofumigacién. Por razones de seguridad
y para evitar posibles escapes del virus ToMV, conside-
rarifamos aceptar para su aplicacién practica, sin riesgo,

cuatro semanas de tratamiento para las tres dosis estu-
diadas.

Los efectos de los tratamientos relacionados con la
biodescomposicién estan considerados como la accién
de las sustancias volatiles procedentes de la descompo-
sicion de los restos vegetales sobre los patégenos. En
trabajos realizados por otros grupos de investigacion, se
ha demostrado la eliminacién del ToMV durante el com-
postaje de restos vegetales donde se alcanzan mas altas
temperaturas pero no hay trabajos previos de la realiza-
cién de este compostaje en el propio suelo. Se sugiere
que la produccién de sustancias toxicas para el patdge-
no, originadas durante la rapida descomposicion de los
restos vegetales, sea responsable de la eliminacién de
los virus. Asimismo la fermentacién de la materia orga-
nica provoca una modificacion de la atmdsfera del suelo
incrementando el CO, y disminuyendo el O,, dando lu-
gar al fenémeno de anaerobiosis, consiguiendo de 90-
100 % de reduccion de patdgenos.Sin embargo, Bello et
al. (2003) afirman que la solarizacion en campo es eficaz
cuando se combina con biofumigacién (Biosolariza-
cion) durante 30 a 45 dias a una temperatura ambiental
superior a los 40 °C durante los meses de julio y agosto,
que es cuando la temperatura del suelo alcanza inclu-
so temperaturas superiores a los 50 °C, resultados estos
que no habian sido confrontados para el caso del ToMV.

Comparando los resultados obtenidos en este traba-
jo con otros similares desarrollados por otros grupos de
investigacion en este trabajo si se consigue controlar la
infeccion del ToMV en macetas y condiciones controla-
dasa25y45°Cdespués de varias semanas de tratamien-
to tanto en ensayos con macetas embolsadas como no
embolsadas. El embolsado de las macetas muestra una
mayor efectividad del tratamiento tanto a 25 como a 45
°oC, resultado légico ya que evita la dispersion de los ga-
ses que se generan en el proceso de compostaje“in situ”
que tiene lugar en las macetas. De forma menos eficien-
te, también se produce la desaparicion del virus en las
no embolsadas aunque tarda mas debido a que parte
de dichos gases son liberados al exterior.
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Figura 8: Probabilidad de que ocurra la infeccién por ToMV en funcién de la dosis y el nimero de semanas de tratamiento a 45°C.

1. Resultados del andlisis estadistico del ensayo de
biosolarizacién en el control de ToOMV en macetas en
condiciones controladas

Los resultados obtenidos al analizar los datos del
ensayo de biosolarizacidon se ajustaron al método de
maximum likelihood estimates mediante el test de Wald
que determina los parametros individuales con un ni-
vel significativo del 95 %, se obtuvo que para las varia-
bles semanas y dosis con una diferencia significativa de
P<0.0001.En cambio en los tratamientos de embolsado
y no embolsado no se encontré diferencia significativa
entre ellos ya que el valor de P fue 0,6121 (>0,05). Los
“odds ratio” obtenidos en este analisis para la variable
semanas fueron de 0,171 y para las dosis de 1,235; va-
lores estos que estan indicando que existe un mayor
riesgo de infeccién segun las dosis empleadas que la
duracion del tratamiento.

Como se observa en la figura 8,la semana 0 del ensa-
yo de biosolarizacion la probabilidad de que ocurra la
infecciéon del ToMV es del 0,90-1,00 para la dosis de 15 g,
del 0,80-0,90 para la dosis de 10 g y del 0,70-0,80 para la
dosis de 5 g; observandose que sin someter las macetas
aningun tipo de tratamiento térmico (semana 0), la pro-
babilidad de que se presente la infeccién disminuye a
medida que se emplean dosis de menor cantidad.

Al igual que sucede en el tratamiento de biofumiga-
cion, la probabilidad de que ocurra lainfeccion por ToMV
va disminuyendo a medida que transcurren las semanas
de tratamiento para las tres dosis. Para las dosis de 10y
15 g la probabilidad que se produzca la infeccion es del
0,00-0,01 después de la semana 2 de tratamiento, pero
para la dosis de 5 g estos valores de probabilidad se al-
canzan a partir de la semana 3, pudiendo asegurar que
la infeccién por el ToMV queda controlada a partir de
esta semana.

Los resultados del andlisis de regresién logistica
multiple para los ensayos de biofumigacion y biosola-

rizacibn muestran que existen diferencias significativas
entre el nimero de semanas de tratamiento al que son
sometidas las macetas y también para las dosis de ma-
terial infectado empleadas en estos ensayos; pero no
existen diferencian significativas entre el tratamiento
de embolsado y no embolsado de las macetas. Este
resultado difiere del obtenido en los apartados | en el
caso de biofumigacion y Il en el caso de biosolarizacidn,
en los que se presentan los resultados expresados en
porcentajes de infecciéon y donde se pueden observar
claras diferencias entre los tratamientos de embolsado
y no embolsado, ademas de entre nimero de semanas
de tratamiento y dosis empleadas. Esta contradiccion
aparente en los resultados obtenidos y los datos apor-
tados por la estadistica podria ser debido al bajo nime-
ro de plantas empleadas en los ensayos (4 repeticiones
por tratamiento) debido a las limitaciones de espacio y
medios disponible.

Biosolarizacion para el control de ToMV en man-
gas de fibra de coco en condiciones controladas.

La figura 9 muestra que los tratamientos de biosola-
rizacion sobre las mangas de fibra de coco en el control
de ToMV tuvieron un efecto considerable en la disminu-
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Figura 9: Control del ToOMV en mangas de fibra de coco in-
fectadas
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Figura 10. Plantas de tomate crecidas en mangas de fibra de coco nuevas (derecha) y crecidas en mangas de un afo, infectadas
con ToMV y biosolarizadas (izquierda).

cién de la infeccidn, sin embargo en la biosolarizacion
de las mangas durante 5 semanas no se consiguio el
control total de la infeccién por TOMV. Este descenso en
el porcentaje de infeccion comparado con el obtenido
en las mangas de fibra de coco no sometidas a ningun
tipo de tratamiento (75 % de infeccion) fue del orden
del 55 % por alcanzar un porcentaje de infeccién del 20
% en las mangas no embolsadas y un descenso del or-
den del 60 % por alcanzar porcentajes de infeccion del
15 % en el caso de las embolsadas (Fig.9).

En funcién de estos resultados, la infecciéon por ToMV
no se llega a controlar totalmente, esto podria ser debi-
do a que la fibra de coco es un substrato inerte, lo que
hace que la solarizacién no sea efectiva en la elimina-
cién de fitopatégeno o bien que la concentracién de
raices infectadas sea tan alta que resulta insuficiente el
periodo ensayado. Periodos mas largos de permanen-
cia a 45 °C podrian dar mejores resultados en cuanto al
control del virus.

En este ensayo se observo que las plantas de toma-
te variedad Marmande crecidas en mangas de fibra de
coco no sometidas a ningun tipo de tratamiento (testi-
go positivo) presentaron una coloracion verde oscura,
un menor desarrollo y poco vigor; en cambio las plantas

crecidas en mangas embolsadas y no embolsadas so-
metidas a tratamiento térmico (45 °C) durante 5 sema-
nas presentaron una coloracién normal, mayor vigor y
un desarrollo exuberante en comparacion a las no tra-
tadas. Este diferente comportamiento podria ser debi-
do a que la materia orgdanica que se aporta en forma de
raices a las mangas de fibra de coco en el primer afno
de cultivo mejoré considerablemente el desarrollo de la
planta de tomate en su segundo afio de uso y disminuir
considerablemente el riesgo de la infeccién con ToMV.
Las raices de las mangas que constituyeron el testigo
positivo, al no estar sometidas al proceso de biosolari-
zacion, no se descompusieron tanto como las biosola-
rizadas y por ello estas ultimas ofrecieron un desarrollo
y vigor mucho mayor ademds de la incidencia del virus
sobre la planta desde un estadio temprano. Asimismo
se observo un adelanto en la floracion de las plantas de
tomate crecidas en las mangas biosolarizadas. Este he-
cho podria ser un factor importante a tener en cuenta
para planificaciones futuras relacionadas con la comer-
cializacion de los frutos.

Este mismo estudio se realiz6 en un invernadero de la
zona de Monserrat en condiciones reales de campo ob-
teniéndose resultados similares (datos no incluidos en
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este trabajo). Las plantas crecidas sobre mangas de un
ano e infectadas con ToMV y biosolarizadas presenta-
ban mayor vigor y un adelanto en la produccién, siendo
ésta mayor que en las no tratadas e incluso que en las
mangas compradas en el afo de uso (Fig. 10). Las nue-
vas mangas también presentaron infeccion por ToMV
en un periodo corto de tiempo.

1. Resultados del andlisis estadistico del ensayo de
biosolarizacién en el control de ToMV mangas de fibra
de coco

Las mangas de fibra de coco que fueron sometido
a biosolarizacion por 5 semanas en el control de ToMV
fueron analizados con una regresion logistica simple,
cuyos resultados tienen una distribucién binomial, en el
que los tratamientos, testigo (positivo), sin bolsa y con
bolsa (Fig. 9). Se observaron diferencias estadisticas en-
tre ellos al P<0,001 de significancia.

Conclusiones

La biofumigacién puede llegar a controlar ToMV en
tratamientos superiores a 6 semanas.

La biosolarizacién es mas eficiente en el control de
ToMV en suelo ya que tan sélo 4 semanas de tratamien-
to son suficientes para controlar dicha infeccién.

La biosolarizacién de mangas de fibra de coco duran-
te 5 semanas resulta insuficiente para el control total del
ToMV, debiéndose probar periodos de tratamiento mas
prolongados.

Se observa un mejor desarrollo de las plantas creci-
das en mangas biosolarizadas y un adelanto en su flora-
cién y produccion, a pesar de presentar sintomas de su
infeccion por TOMV.
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