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RESUMEN

Ante la inminente necesidad de encontrar alternativas sustentables
para la desinfeccion de los suelos cultivados con fresa (Fragaria vesca)
en el Mediterraneo, se probaron opciones amigables con el ambiente.
El objetivo fue evaluar la eficacia del peroxido de hidrogeno (OXI) y
del acido peracético (APA) como desinfectantes del suelo, mediante
la determinacion de su efecto biocida sobre la micoflora y sobre la
frecuencia de los hongos. Los muestreos de suelo se llevaron a cabo
en la Finca Las Malvinas, Palos de la Frontera, Huelva, Espaiia. Se
compararon cinco dosis de cada uno de los dos productos (en mL kg™'):
OXI DO: 0; D1: 0.128; D2: 1.28; D3: 12.8; D4: 128; y APA D0: 0 ; D1: 0
.853; D2: 8.53; D3: 85.3; D4: 853. En cada tratamiento se determiné su
efecto sobre las unidades formadoras de colonias (UFC) presentes en
un kilogramo de suelo. Con las dosis OXI D4 y APA D4 se obtuvo un
100 % de desinfeccion. Las dosis OXI D1, OXI D2, APA D1y APA D2
no mostraron eficiencia como desinfectantes, pero lograron bajar a 0 %
la frecuencia de Phytophthora sp. y Botrytis sp., en relacion a los demas
géneros de hongos identificados: Fusarium, Aspergillus, Pencillium,
Trichoderma'y Rhizopus.

Palabras clave: Peroxido de hidrégeno, acido peracético, desinfeccion
de suelos, micoflora.

SUMMARY

Environment friendly disinfection options were tested on soils used
in strawberry (Fragaria vesca) cultivation in the Mediterranean, due
to the imminent need of finding sustainable alternatives. The efficacy
of hydrogen peroxide (OXI) and peracetic acid (APA) as soil disinfec-
tants was assessed by determining their biocide effect on mycoflora and
fungi frequency. Soil sampling was carried out in Finca Las Malvinas,
Palos de la Frontera, Huelva, Spain. Five doses of each product were
compared (in mL kg’): OXI D0: 0; D1: 0.128; D2: 1.28; D3: 12.8; D4:
128; y APA DO: 0; D1: 0 .853; D2: 8.53; D3: 85.3; D4: 853, for the de-
termination of their effect on colony forming units (CFU) in 1 kg of
soil. With the doses OXI D4 and APA D4 a 100 % of disinfection was
obtained. The doses OXI D1, OXI D2, APA D1 and APA D2 did not
show efficacy as disinfectants. However, they were able to reduce the
frequency of Phytophthora sp. and Botrytis sp. to 0 %, compared to oth-
er identified fungi genera: Fusarium, Aspergillus, Pencillium, Tricho-
derma and Rhizopus.

Index words: Hydrogen peroxide, peracetic acid, soil, disinfection,
mycoflora.
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INTRODUCCION

La agricultura es una de las actividades de mayor impacto
ecolégico, en lo que se refiere a la emision de gases y a la
contaminacion del suelo y del agua en particular (Lampkin,
2001; Goémez, 2002). Una de las principales fuentes de con-
taminacion agricola en suelos y agua son los plaguicidas.
En varias especies horticolas, como la fresa (Fragaria vesca)
para obtener cultivos sanos, la desinfeccion del suelo es in-
dispensable, lo cual se ha hecho mediante aplicaciones de
productos de alta peligrosidad como el bromuro de metilo,
el cual estd en desuso debido a que afecta la capa de ozono
(Karavina y Mandumbu, 2012).

Para sustituirlo, es necesario encontrar alternativas que
sean eficientes y amigables con el medio (Mehmet, 2003).
Esta busqueda inici6 en 1992, cuando el bromuro de metilo
fue clasificado como Clase I de sustancias controladas con
un potencial de agotamiento del ozono en el Protocolo de
Montreal (Sande et al., 2011). Entre las alternativas estan
algunas practicas culturales como la solarizacién y la apli-
cacion de productos como el Dazomet que, de acuerdo con
Mitideri et al. (2009), D’Emilio et al. (2012) y Benavides-
Mendoza et al. (2004), produjo buenos resultados en la des-
infeccion de suelos freseros.

El uso de productos organicos como los perdxidos se vis-
lumbra también como una posibilidad para minimizar el
impacto ambiental. El peréxido de hidrégeno es un agente
oxidante con alta reactividad que se utiliza ampliamente
como un desinfectante (Chapman, 1998). Se usa en la me-
dicina, en la industria y en la restauracion, entre otras; sin
embargo, su aplicacion en procesos agricolas ha sido escasa
debido a la poca informacion al respecto.

Las investigaciones sobre su uso datan de fines del siglo
XX. Baldry (1982) compar¢ las propiedades antimicrobia-
les de algunas soluciones de peréxido de hidrdgeno y acido
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peracético, y encontrd que son excelentes para eliminar es-
poras fungicas, y también muy buenos bacteristaticos, espe-
cialmente en condiciones de acidez.

Se ha comprobado que el peréxido de hidrégeno tiene
bajo impacto ecoldgico en sistemas hidropénicos (Vines et
al., 2003)., y que puede sustituir al cloro como alternativa
de desinfeccion, para mejorar la calidad microbioldgica de
los ardandanos (Vaccinium sp.) (Crowe et al., 2007).

El 4cido peracético es un desinfectante efectivo con un
amplio espectro de actividad antimicrobiana. Debido a su
efectividad como bactericida, viricida, fungicida y esporo-
cida en diversas industrias, recientemente se le ha dado mas
atencion a su aplicacion en afluentes de agua, especialmen-
te porque es de facil aplicacion y bajo costo, y acttia atin en
presencia de materia orgdnica, residuos toxicos o mutagé-
nicos; también tiene baja dependencia del pH, un breve pe-
riodo de aplicacion y efectividad para afluentes primarios o
secundarios (Kitis, 2004).

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la
eficacia del peréxido de hidroégeno y del acido peracético
como desinfectantes del suelo comparando distintas dosis,
para evaluar su efecto biocida sobre la micoflora, asi como
su efecto sobre la frecuencia de los hongos, en muestras de
suelos destinados al cultivo de la fresa, provenientes de Pa-
los de la Frontera, Huelva, Espaiia.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se llevé a cabo en los laboratorios
de la Escuela Politécnica Superior de La Rabida, Departa-
mento de Ciencias Agroforestales, ubicada en Palos de la
Frontera, Huelva, Espaia, durante el ciclo agricola de oc-
tubre de 2011 a mayo de 2012. Las muestras de suelo pro-
cedian de la Finca Las Malvinas, de Palos de la Frontera,
Huelva, destinada a la siembra de fresa. Se analizaron las
caracteristicas mas relevantes del suelo.

Aislamiento de microrganismos. Se hizo una evaluacion
previa de las colonias de hongos presentes en el suelo, que
corresponde a la microflora original. El medio de cultivo
utilizado para la dilucién fue Papa Dextrosa Agar (PDA).
La técnica de aislamiento fue la dilucién en serie de 1 x 10™*
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alx102.

Las poblaciones de hongos del suelo se cuantificaron an-
tes y después de los tratamientos. Los géneros se identifica-
ron mediante claves taxonomicas (Domsch et al., 1980). El
numero total de colonias se cont6 en cada caja de Petri. La
frecuencia se calculé como porcentaje con la férmula de
De-Cal et al. (2005):

Desinfeccion del suelo. El experimento se realizé como
un factorial 2 x 5 con arreglo completamente al azar con
10 tratamientos distribuidos en un disefio completamente
al azar con arreglo factorial 2 x 5; en el que los tratamien-
tos fueron: peréxido de hidrégeno (OXI) y 4cido peracéti-
co (APA), ambos con cinco niveles (D0, D1, D2, D3 y D4)
(Cuadro 1); cada uno de los 10 tratamientos se repitié por
triplicado. Se utilizaron macetas de polietileno (PE) negro
de 1 L de capacidad, las cuales se rellenaron con 1 kg de
suelo y a cada una se le agregé el tratamiento correspon-
diente, y luego se sellé con “parafilm”. Las macetas tratadas
se colocaron en una estufa para el control de la temperatura
(28 °C) y la humedad durante una semana.

La variable de respuesta fue la unidad formadora de colo-
nias (UFC). Los valores obtenidos se analizaron en Minitab
16 ®, con analisis de varianza y la prueba de medias se rea-
lizaron con Tukey (a = 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas mas relevantes del suelo son: Arenas
con un drenaje elevado, nula pedregosidad, cuyo material
original es arenisca silicea (Pleistoceno) y su clasificacion
es Entic Xerumbrepts (De la Rosa, 1984). El analisis del sue-
lo se muestra en el Cuadro 2.

En lo que se refiere a la eficacia del peréxido de hidrége-
no (OXI) y del acido peracético (APA) como desinfectan-
tes, el andlisis de varianza muestra que existen diferencias
significativas entre las dosis (P = 0.000) y en la interaccion
producto x dosis (P = 0.021). Al realizar la prueba de me-
dias para los tratamientos se determind que los mejores
resultados se obtuvieron con OXI D4 y APA D4, APA D3,
OXI D3y APA D2, que superaron a los demas tratamientos
en abatir las UFC, y sin diferencias entre ellos. Las dosis DO,

Cuadro 1. Productos y dosis empleados para la desinfeccion del suelo Entic Xerumbrepts de la finca de Las Malvinas, Palos

de la Frontera, Huelva, Espaiia.

Dosis (mL kg™*)

Producto

DO D1 D2 D3 D4
Peroéxido de hidrégeno (OXI) 0 0.128 1.28 12.8 128
Acido peracético (APA) 0 0.853 8.53 85.3 853
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D1y D2 de ambos productos muestran una media de UFC
que varia entre 101.3 y 226.3. La dosis D3 de OXI no es tan
efectiva ya que presenta una media de 56.7; sin embargo,
comparada con las dosis DO, D1 y D2 hay una reduccién de
aproximadamente 75 %, y con el APA en la dosis 3 las UFC
se reducen en 99 % (Cuadro 3).

Los géneros de hongos identificados fueron: Fusarium,
Aspergillus, Penicillium, Phytophthora, Trichoderma, Rhizo-
pus y Botrytis (Figura 1). Su frecuencia después de las apli-
caciones se muestra en la Figura 2, en donde se puede ver
que Phytophthora y Botrytis, géneros presentes en la proble-
matica fitosanitaria de la region, desaparecen a partir de la
dosis mas baja (OXI D2 y APA D2).

A pesar de que no se logr6 una desinfeccion, es impor-
tante resaltar que algunos hongos que causan pérdidas
en el cultivo de la fresa no se presentaron después de los
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tratamientos, como Phytophthora y Botrytis. El incremen-
to o permanencia de Penicillium y de Trichoderma pueden
deberse a su competitividad potencial de descomposicién
quimica y capacidad de invadir nuevos nichos (De-Cal y
Melgarejo, 1997; Trabue et al., 2007). Esto es de significan-
cia ecoldgica, ya que Trichoderma es un género con poten-
cialidad para utilizarse en programas de control integrado
como agente de biocontrol para hongos patégenos del suelo.
Por su parte, la permanencia de Fusarium se puede deber
a que la efectividad de la desinfeccién depende del tipo de
microorganismo, pues en algunas investigaciones se ha en-
contrado que los conidios de Fusarium solani son mas resis-
tentes que Escherichia coli (Garcia-Fernandez et al., 2012).

La desinfeccion total lograda con la dosis mas alta con-
cuerda con lo sefialado por Sichel et al. (2009), pero el riesgo
es que tal dosis puede ocasionar toxicidad, ademas del costo
elevado que representa. Los datos experimentales de algunas

Cuadro 2. Analisis del suelo Entic Xerumbrepts en extracto saturado.

Nitratos Fosfatos . . Calcio Magnesio Materia
Elemento pH CE (NO,) (PO,2) Potasio (K*) (Ca®) (Mg?) organica (MO)
Valory 83 1197pS/em  200mg/L  15mg/L  125mg/L  Omg/lL  25mg/L 0.77 %
Unidades . 7 uS/cm mg mg mg mg mg 77 %

Cuadro 3. Unidades formadoras de colonias (UFC) en un suelo tratado diferentes dosis de peréxido de hidrogeno (OXI) y

acido peracético (APA).

Producto OXI APA
Dosis DO D1 D2 D3 DO D1 D2 D3 D4
UEFC 2263 a 157 abc  187.7 ab 56.7 cd 218.3a 226.0 a 101.3 bed 2.7d 0.0d

Las medias que comparten la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).
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Figura 1. Géneros de hongos identificados en un suelo tratado con los biocidas perdxido de hidrégeno (OXI) y acido
peracético(APA). A) Aspergillus; B). Penicillium; C) Rhizopus; D) Fusarium; E) Botrytis; F) Phytophthora; G) Trichoderma.
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concentraciones de OXI y APA se ajustaron con una regre-
sién lineal para determinar dosis intermedias que puedan
ser utilizadas en experimentos posteriores. En el caso de
APA se consideraron las concentraciones 8.53 y 85.3, pero
serfa conveniente probar las dosis 66.1 y 75.7 con el fin de
determinar la dosis minima del producto (Figura 3). Dosis
superiores o inferiores no generarian resultados deseables,
ya sea por el costo que implican o por la poca efectividad
para la disminucion del nimero de UFC. En lo que se refie-
re a OXI, las concentraciones consideradas son 1.28, 12.8 y
128, y los resultados obtenidos indican que seria convenien-
te probar dosis superiores a 9.92 e inferiores a 70.4 (Figura
4).

CONCLUSIONES

La desinfeccion de suelos con productos como el peréxi-
do de hidrégeno y el dcido peracético permitirian dismi-
nuir la contaminacién ambiental de suelos. Ademas, estos
productos representan una alternativa viable al uso de
fumigantes como el bromuro de metilo. La efectividad de
la aplicacion del peroxido de hidrégeno sobre las UFC se
obtiene con dosis entre 1.28 y 12.8; sin embargo, las UFC
de géneros como Phytophtora y Botrytis se eliminan casi
totalmente con la aplicacion de la dosis de OXI D1, esto in-
dica que el producto es efectivo en la desinfeccion de suelos
freseros. Estadisticamente no existe diferencia con la apli-
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cacion de APA, que a dosis bajas es mejor el OXI. Con la
modificacién del nimero de UFC derivada de la aplicacion
de peroxidos se podria realizar un manejo de las poblacio-
nes de patdgenos de modo eficaz, ya que se observa la per-
manencia de hongos del género Trichoderma que se utiliza
para control biologico.
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