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3,92 ppm en el gotero

Tabla 3: Lecturas ozono

1.5.2. Evaluacién de la poblacién microbiana tras la Aplicacién 1

En este apartado se describen los datos obtenidos. Como se explico en el protocolo de
ensayo, fueron tomadas muestras de suelo a distinta profundidad (20 cm, 40cmy 60 cm) y
se realizaron controles de calidad cuantificando el numero de hongos y bacterias

patégenas.

A. Hongos patbgenos

Previo a la incorporaciéon de los tratamientos y 24 horas después de la aplicacién, la
supervivencia de hongos patdégenos fue evaluada. Analizados los datos por tratamiento

(ver Figura 3a), encontramos que:

- En el tratamiento control: la carga microbiana fue similar antes y después en todas las

profundidades testadas, salvo a 40 cm, donde se produjo un lavado.

- La aplicacion de ozono supuso una reduccion del 100% a 20 y 60 cm de profundidad.

B. Bacterias patdbgenas

En cada una de las profundidades testadas (20cm, 40 cm y 60 cm), ambos tratamientos
redujeron las poblaciones de bacterias presentes en el suelo (ver figura 3b). En todos las
profundidades evaluadas (salvo a 60 cm), las poblaciones de bacterias patéogenas fue

inferior al testigo, siendo esta disminucién inferior al 50%.

1.5.3. Evaluacién de la poblacién microbiana tras la Aplicacién 2

A. Hongos patbgenos

Tal como se muestra en la figura 4a, la aplicacion de ozono redujo un 100% los hongos
patdogenos a una profundidad de 40 y 60 cm, manteniendo la efectividad de ambos
productos y prologandose el efecto durante 30 dias A una profundidad de 20 cm, el

tratamiento con ozono redujo la poblacién un 100%, apareciendo trazas de hongos un mes
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después, posiblemente debido a la contaminacién del suelo por factores ambientales.

B. Bacterias patdbgenas

El estudio de los datos (ver figura 4b) muestra el poder desinfectante del ozono, aunque la
reduccion no fue total. Dada la velocidad de reproduccién de las bacterias, se estima que
tras desaparecer completamente el efecto residual de los productos, se alcanzaran

poblaciones similares al control.

1.6. Fitotoxicidad en plantas de tomate

Tras la primera aplicacion del tratamiento con ozono, se trasplantaron 2 plantas de tomate
en cada uno de los contenedores. El crecimiento de las plantas fue evaluado durante tres
meses, finalizando el analisis de este parametro en el 2 de enero debido a heladas en la

zona (ver figuras 5a y 5b).

El crecimiento en plantas donde se habia aplicado el tratamiento con ozono, mostré un
desarrollo vegetativo vigoroso, debido al descenso de microorganismos patdgenos;
mientras que en plantas control, su desarrollo fue medio-bajo. Dos semanas después de la

segunda aplicacién, las plantas control murieron causa de la infeccidn (ver figuras 6a y 6b).

1.7. Conclusiones

Los resultados obtenidos demostraron que el nivel de desinfeccién del ozono fue de un
100% frente a los hongos fitopatdgenos testados. Adicionalmente, las poblaciones de
bacterias mesdfilas patégenas disminuyeron su numero tras la aplicaciéon del desinfectante,
con una mortandad inferior al 50% tras la primera aplicacién. Durante la segunda
aplicacién,

se mantuvo la reduccion del 50%, con excepcion de lo observado a una profundidad de 60

cm, donde la reduccion alcanzé el 60%.

Ademas, en las muestras tratadas con ozono, el desarrollo vegetativo de las plantas de
tomate fue vigoroso debido a la reduccion de las poblaciones de microorganismos.,
mientras que en las plantas de tomate cultivadas en contenedores control mostraron un

crecimiento bajo-medio y acabaron muriendo debido a la infeccién de patégenos.
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Como complemento, tras la primera aplicacién se trasplantaron plantas de tomate en cada
una de las repeticiones y se evaluo si la aplicacion de ozono causaba fitotoxicidad. Tres
meses después del trasplante, plantas tratadas con ozono presentaron un crecimiento y
desarrollo vegetativo normal, mientras que las plantas control murieron consecuencia del

ataque de patégenos presentes en el suelo.

Ejemplo 2: Desinfeccion de nematodos en pimiento var. padrén

El ensayo se realiza en una finca de Pimientos de Padrén en el mes de mayo de 2015 que
presenta un alto grado de afeccion por nematodos y la propiedad pretende arrancar la
plantacién pues ya se da por perdida la produccion. Sobre una superficie de 500 m? de
invernadero, con un consumo de agua de 3000 I/h, se realiza la desinfeccién con ozono a
una dosis de 6 ppm, revisando con las lecturas REDOX que en los emisores de goteo mas
alejados se obtiene una lectura de 1000 mV, partiendo de un valor en el agua de riego sin

ozono de 185 mV.

Al finalizar el tratamiento se realiza la inoculacién del formulado de microorganismos (1)
(ver ejemplo 1). Siete dias después de realizado el tratamiento se toman muestras de tierra
para ver el nivel de infestacidon de nematodos, observando una disminucién del 90% de la

poblacién.

En particular, tras la desinfecciéon a través de riego ozonizado en cultivo de Pimiento de
padrén afectado por nematodos (Meloidogyne) en plena produccién, se obtuvieron los

siguientes resultados:

- Analitica anterior a la desinfeccion: Meloidogyne sp. 88 juveniles/100 cc suelo

- Analitica posterior a la desinfeccién: Meloidogyne sp. 8 juveniles/ 1 cc suelo.

La parte tratada de la finca se recuperd de los dafios y siguid en produccion hasta la fecha

prevista para su arranque.

Ejemplo 3: Desinfeccién de nematodos en cultivo de citricos (limoneros). Efecto de
la ozonizacién e inoculacién con microorganismos beneficiosos en el control de

nematodos fitopatégenos de suelo
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El presente ensayo en citricos se realizé una parcela con alto indice de infeccién por
nematodos, durante los meses de mayo y septiembre de 2015. Se evalué el efecto de dos
aplicaciones de ozono y una aplicacion final de una mezcla de microorganismos (formulado
de microorganismos (2)) formado por: Bacillus (1,5x10® UFC), Azotobacter (1,5x10® UFC) y
Pseudomonas (1,5x10% UFC).

Los parametros estudiados fueron: evolucién de la poblacion de nematodos fitopatégenos,
evolucion de la poblacién fungica y tras la aplicaciéon del formulado de microorganismos
(2), se realizé un recuento del numero de bacterias en suelo. Los resultados mostraron que
la aplicacion del ozono junto con los microorganismos beneficiosos redujo

significativamente la poblacién de nematodos fitopatégenos en suelo.

Es objetivo de este ensayo fue evaluar la accion del ozono y microorganismos beneficiosos

en el control de nematodos fitopatdgenos en citricos.
3.1. Material y métodos

Sobre una parcela con alta infeccion por nematodos del género Pratylenchus sp, se

seleccionaron 4 repeticiones. La figura 7 muestra los puntos de muestreo recogidos.

La fecha de aplicacion de los productos fue:
- Ozono: se aplicd a una concentracion de 5-6 ppm. Aplicaciones: 21 y 27 de mayo.
- Formulado de microorganismos (2) (Bionema Plus): Una unica aplicacién de una dosis de

20 I/ha tuvo lugar el 4 de junio.

Mussteo | Desoripodn de ia aplic Faoha
o R 535 % ¥ + R v a TR N
Musstrso T | Pesvin 2 ls aplicasidn ATy
Sdusstras 2 ; . o~ 8w
SHUSRTAS £ T s aphoacidn 1 de ORong TR

X S E :
Muesly < dg Camn
sl 3 aplicaciin de Blonems Plus oS8R

Tabla 1 Muestreos

3.2. Conclusiones
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Los resultados han mostrado que la aplicacion del ozono y la formulacién de
microorganismos (2) redujeron significativamente la poblacibn de nematodos
fitopatdgenos, disminuyendo desde 50 nem / g hasta 0,2 nem /g, poblacidén practicamente

inexistente.

Ejemplo 4: Evolucién de nematodos en el suelo tras el tratamiento con ozono e

inoculacién de microoganismos

Este ensayo se realizd en T.M. Benifaié (Valencia), en terreno franco-arcilloso. Los
tratamientos se realizaron al final de un cultivo de hortalizas, previamente a realizar la

nueva plantacién de hortalizas tipo pepinos, tomates, pimientos.

El terreno destacaba por su alto contenido de infeccidbn de nematodos, afectando

gravemente a la produccién del cultivo.

Se aplicoé el método para la desinfeccion de suelos que se describe en esta solicitud de
patente, donde el tratamiento con agua de riego ozonizada (5,5 ppm de ozono) se realizd
durante 2 horas, y la inoculacién tuvo lugar mediante la aplicacién del formulado de
microorganismos (1) (ver ejemplo 1) colonizadoras 24 horas después de realizar la

desinfeccién con ozono.

Tal como puede observarse en la figura 9, antes de aplicar el tratamiento la muestra de
suelo extraida presentaba 480 juveniles/ 100 cc de tierra. Tras realizar el tratamiento con
ozono, se redujo la presencia de juveniles a 44/100 cc de tierra y 15 dias después de
realizar la inoculaciéon con el formulado de microorganimos (1), la muestra analizada

presentaba 1 juvenil/100 cc de tierra.

Estos resultados muestran una disminucion considerable del porcentaje de nematodos. Asi
mismo, también se puede observar un incremento en la cantidad de Saprofitos en 20

unidades/100 cc tierra.

Los diferentes ensayos realizados muestran que, tanto en terrenos desnudos como en
terrenos con cultivos en produccién, los mejores resultados se obtienen al combinar el
tratamiento puntual con ozono (min. 2 ppm) en agua de riego, seguido de la inoculacion

con microorganismos beneficiosos.
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para desinfectar suelos u otros sustratos de cultivo agricola, caracterizado
porque comprende:

- obtener un suelo u otro sustrato de cultivo agricola a su capacidad de campo;

- tratar el suelo o sustrato a capacidad de campo de la etapa anterior con agua ozonizada
que contiene min. 2 ppm de ozono, donde el agua ozonizada se prepara in situ con un
equipo de produccion de ozono conectado al suministro de agua con un pH entre 5,0y 7,5;
- dejar transcurrir un periodo minimo de 30 min desde el tratamiento con ozono; e

- inocular el suelo o sustrato agricola desinfectado con al menos una especie de

microorganismo beneficioso.

2.- El método para desinfectar segun la reivindicacién 1, donde se deja transcurrir un
periodo entre 30 min y 48 horas entre el tratamiento del suelo o sustrato con el agua

ozonizada y la inoculacién con al menos una especie de microorganismo beneficioso.

3.- El método para desinfectar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, donde el

contenido de ozono disuelto en el agua ozonizada es entre 5 y 6 ppm.

4 .- El método para desinfectar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el
tratamiento con agua ozonizada se realiza por un periodo de tiempo entre 1 h 30 miny 2

horas.

5.- El método para desinfectar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, donde el
contenido de ozono disuelto en el agua ozonizada es entre 6 y 8 ppm, y el tratamiento del
suelo o sustrato con este agua ozonizada se realiza por un periodo de tiempo inferior a 90

min.

6.- El método para desinfectar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el
agua ozonizada preparada in situ contiene nano-burbujas de ozono obtenidas en un

tanque de mezclado presurizado a una presion entre 2,5 y 3,0 atm.

7 .- El método para desinfectar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el
microorganismo beneficioso se selecciona del grupo que consiste en Trichodermas,

Bacillus, Azotobacter, Pseudomonas y una combinacion cualquiera de los anteriores.
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8.- El método para desinfectar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el
suelo o sustrato agricola desinfectado se trata con 11 cepas de microorganismos

diferentes.

9.- El método para desinfectar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el

agua se aplica por riego localizado.

10.- El método para desinfectar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde
el suelo o sustrato no tiene cultivo en produccién, y el método comprende las siguientes
etapas:

- preparar el suelo o sustrato para la plantacién;

- obtener el suelo o sustrato a su capacidad de campo;

- tratar el suelo o sustrato a capacidad de campo de la etapa anterior con agua ozonizada
que contiene min. 2 ppm de ozono, donde el agua ozonizada se prepara in situ con un
equipo de produccion de ozono conectado al suministro de agua con un pH entre 5,0y 7,5;
- dejar transcurrir un periodo minimo de 30 min desde el tratamiento con 0zono;

- inocular el suelo o sustrato agricola desinfectado con al menos una especie de
microorganismo beneficioso; y

- plantar el vegetal a cultivar.

11.- El método para desinfectar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde
el suelo o sustrato con cultivo en produccién, y el método comprende las siguientes etapas:
- obtener el suelo o sustrato a su capacidad de campo;

- tratar el suelo o sustrato de la etapa anterior con agua ozonizada que contiene min. 2
ppm de ozono, donde el agua ozonizada se prepara in situ con un equipo de produccion de
ozono conectado al suministro de agua con un pH entre 5,0y 7,5;

- dejar transcurrir un periodo minimo de 30 min desde el tratamiento con ozono; e

- inocular el suelo o sustrato agricola desinfectado con al menos una especie de

microorganismo beneficioso.
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