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1- INTERES Y OBJETIVOS

1.1- Interés y valoracion del problema

El melén es una de las hortalizas mas cultivadas en todo el mundo. En Espafia
su cultivo es una tradicion muy arraigada en zonas como La Mancha, Murcia,
Levante y Andalucia. El cultivo de melon en La Mancha se realiza al aire libre y en
extensas zonas de secano, sin embargo, en los ultimos afos, la superficie cultivada
con riego localizado es cada vez mayor, ya que asi, los productores pueden
controlar mejor el buen desarrollo del cultivo y su 6ptima llegada a término. En las
demas zonas de cultivo, éste es realizado de forma intensiva, y en el caso de Almeria
se hace en invernadero, y aunque la superficie dedicada a este cultivo ha
descendido algo en los ultimos afios, en 2014, la superficie dedicada a esta especie
ascendié a 2,591Ha (2).

Durante el afio referido la produccion total de melén en Espafa ascendié a
750,151 Tm (1), 101,261 de ellas fueron producidas en Almeria lo cual supone mas
del 13% de la produccion total de Espafia (2), con un valor de mercado de unos 44
millones de euros (3), que aunque no es uno de los cultivos mas significativos de
la provincia, sigue siendo bastante importante, sobre todo durante la campafa de
primavera. Su recoleccion se realiza principalmente durante el periodo
comprendido entre mayo y junio adelantandose al resto de Espafa, siendo los tipos
de meldn mas cultivados los Galia y Cantalupo, ambos muy apreciados en Europa
(Reche, 2008).

El cultivo de meldn al aire libre es testimonial en Almeria, su ciclo es mas
tardio ya que esta especializado en el meldn tipo piel de sapo que requiere
diferentes condiciones de cultivo a los tipos antes mencionados. Este tipo melon
es principalmente cultivado en zonas con el interior de la Comunidad Autébnoma

de Murcia y en la zona de La Mancha (Buil, comunicacion personal).
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El meldn sufre, al igual que otros cultivos una serie de plagas y
enfermedades, que suelen causar importantes pérdidas econdmicas. Entre las
enfermedades de tipo aéreo, cabe destacar el oidio (Podosphaera fuliginea =
Podosphaera xanthii), el chancro gomoso del tallo (Didymella bryoniae), o la
podredumbre gris (Botrytis cinerea) (Gonzalez et al, 1994), que aunque son las
responsables de importantes pérdidas economicas, no suelen alcanzar las
producidas por las enfermedades causadas por hongos de suelo, debido a la mayor
eficacia de su control. Los sintomas causados por estas Ultimas, acostumbran a ser
de mayor gravedad y generalmente provocan la muerte de las plantas, con la
consiguiente pérdida de la cosecha. Una de las mas importantes es la fusariosis
vascular, cuyo agente causal es Fusarium oxysporum f. sp. melonis, del cual existen
actualmente 4 patotipos diferentes (Gomez y Tello, 2000). Rhizoctonia solani es otro
hongo capaz de causar la muerte masiva de plantas en cultivos de meldn (Cebolla
et al, 1990; Tello et a/, 1990).

Las enfermedades causadas por virus son también muy importantes, sobre
todo las transmitidas a través de insectos en zonas en las que los cultivos no se
encuentran protegidos, ejemplos de estas virosis son: CVYV (Cucumber Vein
Yellowing Virus), CYSDV (Cucumber Yellowing Disorder Virus) y TOLCNDV (Tomato
Leaf Curl New Delhi Virus) transmitidos por Bemisia tabaci, o CABYV (Cucurbit
Aphid-Borne Yellows Virus), CMV (Cucumber Mosaic Virus), ZYMV (Zucchini Yellow
Mosaic Virus) y WMV (Watermelon Mosaic Virus) transmitidos por distintas especies
de afidos (4). Otras virosis importantes son las transmitidas por semilla y
mecanicamente como SgMV (Squash Mosaic Virus) o CGMV (Cucumber Green
Mosaic Virus) y el MNSV (Melon Necrotic Spot Virus) que es transmitido a través

del hongo de suelo Olpidium bornovanus (4).

Desde hace mas de 30 afios los cultivos de melon y sandia en Espafia se ven
afectados por un sindrome denominado colapso o muerte subita (Cebolla et a/,
1985; Gomez et al., 1988; Garcia et aj 1989a y Lobo, 1990a). El sintoma mas
caracteristico es un marchitamiento repentino de las plantas y muerte de las mismas

cuando esta proximo el momento de recoleccién de los frutos, o durante el mismo,
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sin mostrar aparentemente ningun otro sintoma de enfermedad. El colapso del
melén fue un gran problema durante las décadas de los 80 y 90, convirtiéndose
en el principal factor limitante de este cultivo en diferentes zonas productoras
de Espana (Garcia-Jiménez et al, 1993; Cuadrado et a/, 1993).

En Espafa, Rhizoctonia solani fue el primer patdégeno citado como agente

causal del colapso del melon en la zona del Levante espafol (Cebolla et a/ 1988).

Mas tarde, otro hongo, Acremonium cucurbitacearum fue asociado al colapso
del meldn en Espafa (Garcia-Jiménez et a/ 1989) y, posteriormente, el ascomiceto
Monosporascus cannonballus, fue también asociado a este sindrome (Lobo, 1990
b), aunque en ambos casos la determinacién de estos hongos como agente causal

del colapso no fue probada.

En Almeria la muerte subita del melébn empez6 a observarse a primeros de
los afios 80. Los experimentos realizados inoculando con Olpidium radicale
mostraron necrosis del hipocotilo, siendo en ocasiones el Unico sintoma de la
enfermedad, marchitamiento y muerte. Esta fue basicamente la situacién en los
invernaderos comerciales de meldn, en los que algunas plantas mostraban manchas
necréticas o estrias tipicas de MNSV y la mayoria se marchitaban y morian
mostrando necrosis del hipocotilo, e incluso en un pequefio porcentaje morian sin
que se observara ningun sintoma. Los resultados mostraron que el sindrome de
muerte subita podia estar causado o estrechamente asociado a la infeccién por
MNSV. La variabilidad de los sintomas que se observaron pudieron quizas depender
de las condiciones ambientales y del estado vegetativo en el que fueron realizadas

las infecciones, o incluso de la forma en que ésta se produjo (Cuadrado et al, 1993).

La similitud de estos sintomas con algunos de los descritos en Grecia y Japon
por Avgelis (1985) e Hibi y Furuki (1985), la deteccién en las plantas enfermas del
Virus de las Manchas Necroticas del Melon (MNSV) (Luis, 1986) y la presencia de

Olpidium bornovanus (= Olpidium radicale) en un importante porcentaje de los
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invernaderos prospectados (Gomez et al, 1990), hicieron que se planteara la

hipdtesis de que la enfermedad estuviese causada por MNSV.

Teniendo en cuenta tanto la importancia mundial del cultivo del meldn y

como la también mundial distribucion del virus, se hace necesario buscar un

método efectivo de control que permita reducir las pérdidas producidas por esta

enfermedad.

Varios son los métodos descritos en la bibliografia que se han probado para

realizar este control, los mas significativos de mencién son:

Introduccion de resistencia genética a MNSV controlada por un gen recesivo
(Coudriet et al, 1979).

El injerto del meldn sobre patrones no huéspedes del virus también puede
ser una alternativa, sin embargo, aunque este método se ha mostrado eficaz
en la lucha contra la infeccidon por MNSV, en algunos casos, la falta de
afinidad entre el patron y la variedad puede suponer un problema
importante. Algunos de los portainjertos que han mostrado mayor afinidad
has sido RS-841, y Benincasa cerifera (Gomez et al, 1993b)

Desinfeccion del suelo con diferentes desinfectantes: formol, bromuro de
metilo y metam sodio, estos métodos han producido resultados variables,
dependiendo tanto de los biocidas empleados, como, al parecer, de las
condiciones ambientales que se producen en los invernaderos en afos
diferentes. Ninguno de los 3 desinfectantes empleados fue capaz de eliminar
completamente el hongo del suelo. Tampoco fue eficaz la solarizacion del
suelo durante dos meses realizada conjuntamente con estos tratamientos de
fumigacién del suelo (Gomez et al, 1993 a).

Sobre cultivo sin suelo sobre perlita, la solarizacion de los sacos durante un
periodo de 60 dias tampoco se ha mostrado totalmente eficaz, y parece
depender en gran medida de las condiciones ambientales bajo las que se
realice el tratamiento (Guirado et a/, 2006).

La saturacion del sustrato contaminado con una solucién de hipoclorito

sodico a la concentracion de 3000 ppm, practicada por algunos cultivadores
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de la zona, tampoco se ha mostrado como un método eficaz de control
(Guirado et al, 2006).

e La esterilizacion del sustrato, en concreto lana de roca, con vapor de agua,
también ha resultado eficaz para controlar MNSV en cultivo de pepino (Bos
et al, 1984)

e La utilizacién del mojante Agral (6xido de alquil fenol etileno) ha resultado
eficaz en cultivo hidroponico de pepino, por su efecto contra las zoosporas
del hongo, cuando ha sido aplicado como aditivo a la concentracion de 20
ug/ml, en las soluciones nutritivas (Tomlinson y Thomas, 1986). Sin embargo,
en experimentos realizados en meldn, si bien este tratamiento resulta
totalmente eficaz para controlar la infeccion de las plantas por O. bornovanus
y MNSV, también ha disminuido la produccién de frutos de manera

altamente significativa (Gomez, 1993)

1.2-Objetivos del trabajo

El objetivo principal fue comprobar si la aplicacion del mojante Agral ®
(Nonilfenil-polietilenglicol (éter) 20% p/v) aportado a la solucion nutritiva, evitaba
que Olpidium bornovanus infectara las raices e impedia la consiguiente infeccion
por el Virus de las Manchas Necréticas del Melon en cultivo sin suelo sobre sustrato

de perlita.

El otro objetivo fue comprobar si la adicién del mojante Agral a la solucion

nutritiva podia causar fitotoxicidad en las condiciones de cultivo ensayadas.
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2- FASES DE REALIZACION Y CRONOGRAMA

Las fases en las que se dividio el trabajo fueron:

1°- Planteamiento del experimento para la optima eleccion de todos los

parametros:

Se decidié que el periodo de cultivo fuera durante la primavera que es
cuando se realizan tradicionalmente los cultivos de meldn protegidos en

invernadero en Almeria.

Debido a las caracteristicas de los patdégenos con los que se iba a trabajar,
se eligio un sistema de cultivo sobre sustrato en sacos de perlita, ya que el trabajo
en suelo con este tipo de patdgenos requiere de unos ingentes y costosos
preparativos, e incluso asi, el suelo siempre seria un factor de variabilidad que

podria influir en los resultados.

El sistema de cultivo, como es l6gico, determind que el sistema de riego
elegido fuese por goteo mediante microtubo y piqueta. El riego se aplico en funcion

del volumen y pH del agua de drenaje.

Los tratamientos aplicados se eligieron para comprobar las hipétesis de
trabajo planteadas, intentaron simular las condiciones necesarias para producir la
infeccién de las plantas a través del agua de riego, poder aplicar el tratamiento a
dicha agua, y disponer de los controles necesarios para discriminar entre los
factores que introdujimos y que controlamos, y los que se pudieran dar durante el
cultivo que escapasen a nuestro control, y que podrian tergiversar los datos

obtenidos.

Igualmente, el disefio experimental, fue escogido en funcién de los factores
introducidos, ademas de las caracteristicas del cultivo y la disponibilidad de espacio

del invernadero.
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2°- Cronograma

Diciembre: Siembra plantas de que constituirian la fuente de inéculo
Febrero: Inoculacion de plantas utilizadas para multiplicar el inéculo
Marzo: Siembra del experimento

Abril: Primera contaminacién de los depositos de riego del experimento (en los
tratamientos correspondientes) y de plantas de la fuente de indculo constante con

zoosporas de Olpidium bornovanus.

Semanalmente: Realizacion de las contaminaciones de los depositos utilizados para

regar los tratamientos con O. bornovanusy observacion de sintomas.

Mayo: Semanalmente: Realizacion de las contaminaciones de los depdsitos

utilizados para regar los tratamientos correspondientes y observacién de sintomas.

Junio: Observacién de sintomas al final del cultivo, recoleccion de frutos,
observacion de raices y analisis de las plantas mediante la técnica ELISA e

hibridacién molecular para la deteccién de virus.

Julio: Analisis de datos mediante métodos estadisticos y elaboracién de resultados.
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3- REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1- El meldn y su cultivo

3.1.1- Generalidades

El melén (Cucumis melo) es una planta anual que pertenece a la familia de
las Cucurbitaceas, con origen en climas templados, calidos y luminosos, que suele
presentar en condiciones normales de cultivo una vegetacién exuberante con tallos
poco consistentes y tiernos, que adquieren mayor desarrollo en las estaciones secas
y calurosas (Zapata et a/, 1989). Sus tallos, herbaceos y rastreros, son muy vellosos
y relucientes provistos de zarcillos caulinares que le dan capacidad para trepar. Del
cuello de la planta parten entre 5 y 6 ramas principales que dan lugar a las ramas
secundarias (Serrano, 1996). Las hojas son pinnado partidas, divididas en 3-5
|6bulos redondeados, que a su vez también se componen de varios segmentos
redondeados. En el haz, el limbo es liso mientras que el envés esta cubierto de
pilosidades (Camacho, 2003).

El sistema radicular es muy ramificado aunque la raiz principal alcanza mayor

desarrollo que las secundarias (Serrano, 1996).

Es una planta monoica, con flores solitarias masculinas y femeninas que
aparecen en las axilas de las hojas. La flor femenina posee un ovario infero que se
distingue muy bien a simple vista. El caliz es de color verde con sépalos libres y la
corola esta formada por cinco pétalos de color amarillo. La flor femenina aparece

en brotes secundarios y terciarios. La polinizacion es entomofila (Camacho, 2003).

Los frutos alcanzan su madurez, en condiciones normales de cultivo, a los 45
dias tras la fecundacion de la flor, presentando tamafio variable dependiendo de la
variedad. Su forma puede ser esférica, deprimida, oblonga, ovoidea, oval o redonda,

en la parte opuesta al pedunculo, las piezas florales y el estilo dejan sobre el fruto
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una cicatriz circular denominada ombligo. La mayor parte de las variedades tienen
en la corteza de 9 a 12 costillas separadas por surcos. Una vez maduro su superficie
puede estar cubierta de prominencias que reciben el nombre de “verrugas”, o bien
por lineas grisaceas de tejido lefiosos que imitan a una red. Antes de madurar el
fruto es de color verde, adquiriendo conforme madura, un color pardo o verde
amarillento, que puede ser de manera uniforme o moteada. La carne puede tener
distintas coloraciones: blanca, verde, amarilla, naranja o roja. El gusto, aroma y
consistencia del fruto son variables, al igual que la cavidad central, donde se

encuentran las semillas (Zapata et a/, 1989).

El meldn requiere calor para su cultivo y una humedad no excesiva,
pues de lo contrario su desarrollo no es normal, no madurando bien los frutos y
perdiendo calidad en regiones humedas y con poca insolacion. El desarrollo
vegetativo de la planta se detiene cuando la temperatura del aire es inferior a 13°C,
helandose a 1°C. Las temperaturas ideales son: 28-32°C para la germinacion, 20-

23°C para la floracion y 25-30°C para el desarrollo (Zapata et al, 1989).

En el primer desarrollo de la planta, la humedad relativa debe estar
comprendida entre el 65-75%, en la floracion entre el 60-70% y para la fructificacion
entre el 55-65% (Zapata et a/, 1989).

Las plantas de melon necesitan bastante agua durante el periodo de
crecimiento y sobre todo en el engorde y maduracién de los frutos, siempre
dependiendo del clima local y la insolacién que reciba. La falta de agua da lugar a
menores rendimientos, tanto en cantidad como en calidad. También es muy
importante la cantidad de horas de luz, necesitando al menos, 15 horas al dia
(Zapata et al,, 1989).

Prefiere suelos ricos, profundos y mullidos, bien aireados y drenados,
consistentes y con un pH comprendido entre 6 y 7. Tolera los suelos calcareos,

pero es muy sensible a los encharcamientos que producen podredumbre de raices
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y frutos. Durante el periodo de crecimiento, el melon, requiere una temperatura del
suelo mayor de 10°C, puesto que asi, aumenta su capacidad de absorcion de agua.
Si la temperatura del suelo es demasiado baja se puede producir un déficit hidrico
que se manifiesta en la decoloracion de las hojas contiguas a los frutos,

desecamiento de apices y finalmente, marchitez de las plantas (Zapata et a/,, 1989).

3.1.2- Cultivo del melén en Espaha

Las principales zonas productoras de melén en Espafia estan en Andalucia,
donde Almeria es la principal productora, Murcia, Castilla La Mancha y la
Comunidad Valenciana (Maroto, 2000).

Los tipos de meldn cultivados en Espafa son:

Galia

El fruto de los melones tipo Galia es redondo u oval, con la piel amarilla y reticulada
de 500 a 1200g de peso, siendo el tamano medio de unos 800g. La carne es blanco-
verdosa con un contenido de azucar de entre 14 y 16° Brix. Junto con los
Cantalupos es el tipo mas precoz: la plantacion se hace en enero y las recolecciones

van desde principios de abril hasta finales de mayo (Goémez-Guillamoén et a/, 1997).

Cantalupo

El fruto es esférico o ligeramente aplastado, de piel lisa o reticulada, con costillas
poco marcadas y un peso que va desde los 400 hasta los 1100g, su carne es color
salmon y muy aromatica. Para su recoleccidn se recomienda un contenido de azlcar
de unos 12-14°Brix, ya que si sobrepasa los 15°Brix su conservacion es bastante

corta (Goémez-Guillamoén et al, 1997).
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Amarillo

El fruto es de forma ovalada, de piel lisa o ligeramente rugosa, amarilla en la
madurez, sin escriturado, con un peso de entre 1000-2500 gramos. La carne es
blanca, crujiente y dulce, de unos 12-14° Brix. Posee una buena conservacion y alta

resistencia al transporte (Gomez-Guillamén et a/, 1997).

Verde (Piel de Sapo y Rochet)

Los frutos de Piel de Sapo son elipticos, de piel verde con manchas mas oscuras
muy caracteristicas, los de Rochet son algo mas redondeados, de piel lisa y verde
y algo escritos. Ambos frutos suelen pesar entre 2,5-4 Kg. Su carne es blanco
amarillenta, crujiente y con un alto nivel de azucar, hasta 151° Brix. Estos tipos de
meldn son tradicionalmente cultivados al aire libre, aunque también lo son en

invernadero (Gomez-Guillamén et a/, 1997).

En Almeria casi la totalidad de la produccion se realiza bajo cultivo protegido
y se dedica a la exportacion, la cosecha comienza a mediados de abril y termina
en junio. Los tipos de melon mas cultivados son el Charentais y Galia (Maroto,
1997).

En Murcia se cultivan mayormente los tipos Galia y Amarillo que se dedican
a la exportaciéon y parte de melon verde destinado al mercado interior, la

recoleccibn comienza en junio y acaba en agosto (Maroto, 1997).

Castilla La Mancha es la principal zona productora de meldn tipo espafiol o
piel de sapo, siendo la produccién de otros tipos meramente testimonial. Casi toda
la produccion se destina al consumo interior, la recoleccién comienza a mediados

de julio y acaba a mediados de septiembre (Maroto, 1997).
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En la Comunidad Valenciana, el tipo cultivado es también el tipo espanol,
por eso, tanto el destino de la produccion como las fechas de recoleccién son

igualas a las de Castilla La Mancha (Maroto, 1997).

3.1.3- Cultivo del melén en Almeria

En Almeria el ciclo de cultivo de meldn extratemprano se consigue realizando
las siembras en semilleros bajo invernaderos calefactados. Los cultivares usados son
tipos Galia y se suelen sembrar en los semilleros desde finales de noviembre,
realizando el trasplante a invernadero calefactado partir de mediados de Enero, con
lo cual, la recoleccién comienza a principios de abril. Sin embargo, es mas frecuente
realizar la siembra a mediados-finales de diciembre y comenzar la recoleccion a

finales de abril o principios de mayo (Maroto, 1997).

El melén debe plantarse con cepellon de semillero, lo que permite asegurar
un cultivo homogéneo y evita trabajo en el invernadero por problemas de
germinacion debido a las bajas temperaturas del suelo durante ese periodo. La
siembra en semillero se hace en bandejas alveolares y se mantiene a una
temperatura de 25-30°c durante el dia y 13-15°C durante la noche (Gémez-
Guillamén et a/, 1997).

Antes de plantar es recomendable realizar la desinfeccion del suelo,
preferentemente mediante solarizaciéon, por su economia y respeto al medio
ambiente. Este sistema de desinfeccion realizado correctamente ayudara a eliminar
del suelo insectos, nematodos, hongos y malas hierbas (Gémez-Guillamon et al,
1997).

La plantacion se realiza cuando la planta tiene entre 2 y 3 hojas verdaderas,
la densidad del cultivo dependera de la conduccion del cultivo (rastrero o

entutorado). En cultivo rastrero, la planta se extiende por el suelo y la densidad de
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plantacion suele ser de 0,75-1 plxm, o sea, 7500-10000 plxha (Gémez-Guillamén
et al, 1997).

En cultivo entutorado, las plantas se apoyan en hilos o mayas y se desarrollan
de forma vertical, en este caso la densidad de plantacion aumenta a 1,5-2 plxm-?
a una guia, o a 1,2-1,5 plxm dos guias, este Ultimo tipo es el mas utilizado, ya que
disminuye el nimero de plantas necesarias y con un buen aclareo permite un
cultivo mas manejable e insolarizado. Aunque el sistema de cultivo rastrero es el
mas utilizado por el abaratamiento que supone en mano de obra, el sistema de
cultivo entutorado se utiliza en el caso en el que se pretendan conseguir frutos de

mayor calidad (Gomez-Guillamon et al, 1997).

La poda se realiza con la finalidad de favorecer la aparicion temprana de
flores femeninas, y por tanto, un adelanto de la produccién, ademas la poda
favorece la ventilacion del cultivo, lo cual ayuda a controlar la calidad y el tamafio
de los frutos. En el cultivo rastrero se decapita la planta en estado de 4-6 hojas
para forzar la aparicion de ramas secundarias que se despuntan después para que
aparezcan ramas terciarias. En el cultivo entutorado, la poda a dos guias es la mas
extendida, para ello se despunta el tallo principal por encima de la segunda hoja y
se entutoran los dos brotes que salgan, las flores pistiladas y los frutos cuajados
que aparecen por debajo de los 50 cm se eliminan. En ambos casos, las ramas que
portan los frutos se pinzan 1-2 hojas por encima del fruto (Gomez-Guillamén et al,
1997).

Las necesidades de agua y abono dependen del estado de la planta, hasta
la floracion se deberan de dar riegos cortos y frecuentes para favorecer el
desarrollo radicular y la floracion y el abonado debe ser rico en fésforo. Desde la
floracion al cuajado de los frutos se debe evitar abonar con exceso de nitrégeno
para evitar el exceivo desarrollo vegetativo. Después del cuajado, el riego ha de ser
frecuente y abundante para favorecer el engorde y el abono ha de aportar

nitrégeno, fosforo, potasio y calcio. Cuando los frutos lleguen a su tamafo
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definitivo, los riegos han de acortarse y espaciarse y aumentar el potasio aportado

para dar mas calidad al fruto (Gémez-Guillamén et a/, 1997).

Al comenzar la floracion, las flores abren a primera hora de la mafiana y
permanecen receptivas durante 2-3 dias. Es necesario el empleo de colmenas para
asegurar una correcta polinizacion y asegurar una buena calidad de los frutos,
normalmente se coloca una colmena cada 5000 m?. Las altas temperaturas son muy
peligrosas para las abejas, por lo que la colmena ha de protegerse et alocarla en
el sitio mas fresco posible, asi mismo hay que tener mucho cuidado con los
productos quimicos que se apliquen ya que pueden resultar toxicos para las abejas

(GOémez-Guillamén et a/, 1997).

La fecha de recoleccién del melon en invernadero esta subordinada a la
variedad cultivada, zona de cultivo, época de siembra o plantaciéon, cultivo
entutorado o no, y sobre todo de la concentracién de azucar. Lo normal es
comenzar la recogida de frutos en el mes de abril y finalizar en junio. La fecha de
inicio de la recoleccion suele comenzar a partir de los 2,5-3,5 meses de la
siembra/trasplante, con una cadencia de 2-10 dias, dependiendo de la abundancia
o no de la fructificacién, aunque por lo general es un corte semanal. El tiempo que
dura la recoleccién también es muy variable, no soliendo rebasar los 30-40 dias
(Reche, 2008).

A veces, y debido a una reducida cotizacion de los frutos, el agricultor lleva
a cabo una sola recoleccion con arranque de plantas. Los frutos han de recolectarse
con la graduacién minima de azucar en grados Brix. No obstante, los frutos de
variedades pequefas, tipo cantalupo, la madurez no sélo se determina por el
contenido de azucar sino por el color de la pulpa que debe ser asalmonada o color
zanahoria. Como norma general, los azlcares totales medidos con el refractometro
han de oscilar entre 12 y 14° Brix; aunque hay variedades que el grado de azucar

alcanza facilmente 16° Brix (Reche, 2008).
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3.1.4. Cultivo sin suelo de melén en Almeria.

En el sudeste espafiol, se estiman que en 2004 existian entre 4.500 y 5.000

hectareas en explotacion mediante sistemas de cultivo sin suelo (Urrestarazu, 2004).

Aunque los sistemas de cultivo sin suelo son mas caros y complicados de
manejar, se han ido introduciendo como alternativa a los sistemas tradicionales de
cultivo en suelo enarenado debido a la mejora de la productividad. Las plantas
encuentran mejores condiciones para el desarrollo de sus funciones ya que la
rizosfera se sitla en las condiciones 6ptimas de los elementos necesarios (Canovas,
1994).

Entre las ventajas mas importantes de los cultivos sin suelo destacan: la
mayor velocidad de crecimiento del cultivo, el sustrato proporciona mejores
condiciones de enraizamiento, los nutrientes que se aportan se aplican en solucion
controlando mejor la fertilidad y el pH del medio enraizante, y tedricamente
eliminan los patégenos transmitidos a través del suelo. Aunque todas estas ventajas
no son tales sin un conocimiento completo de la tecnologia empleada (Zinnen,
1998).

Es muy importante realizar un adecuado manejo del riego es estos sistemas,
para ello el sistema mas empleado es el de riego a la demanda consistente en
colocar dos unidades de sustrato en contacto directo con el fondo de una bandeja
en la que se han colocado dos sensores, de manera que cuando el nivel de agua
de drenaje baja por debajo de uno de ellos, se manda una sefal que dispara
automaticamente el riego hasta que el nivel de agua de drenaje alcanza el otro

sensor, entonces se detiene el riego (Requena, 1999)

El cultivo de melén en hidropdnico (sin suelo), mejora la uniformidad y se
controla mejor la nutricion, a la vez que se reduce el riesgo de enfermedades
transmitidas a través del suelo, es por esto ultimo, por lo que, a veces, se elige esta

técnica de cultivo a pesar de su elevado coste econdmico y ambiental. Los sustratos
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mas empleados son tablas de lana de roca o sacos de perlita con sistema de riego
con emisores de laberinto o membrana con microtubo y pinza de sujeccion

(GOémez-Guillamén et al, 1997).

En este tipo de cultivo se han de realizar medidas diarias del volumen de
agua de drenaje y de su pH y conductividad eléctrica (CE). Tanto la composicion
de la solucién nutritiva como el porcentaje de drenaje variaran dependiendo del
estadio del cultivo y las condiciones climaticas (Gomez-Guillamon et al, 1997), asi
es recomendable iniciar el cultivo con porcentajes del 10% e ir incrementandolos
hasta el 30-35% durante el engorde del fruto para bajar durante la maduracién a
valores en torno a 20-25% (Maroto, 1997).

El mayor o menor drenaje va a estar en funcién de la calidad del agua de
riego, siendo mayor cuanto mayor sea la salinidad de la soluciéon aportada. El
correcto control de riego debe evitar oscilaciones de pH y en especial de la
conductividad en el agua de drenaje con el fin de prevenir el agrietado y ahuecado
de frutos producido por bajadas bruscas de la conductividad eléctrica en la fase de

crecimiento de los mismos.

3.2- Enfermedades causadas por hongos de suelo en cultivos de melon

3.2.1.- Caida de plantulas o damping-off.

La caida de plantulas y podredumbre radicular de plantulas de melén, ha
sido atribuida, entre otros géneros, a varias especies de Pythium, incluyendo P.
ultimum, P. aphanidermatum, P. irregulare, P. myriotylum y a Phytophthora
drechsleri (Gubler, 1996).

Las podredumbres radiculares causadas por estos patdgenos suelen
presentar sintomas similares. En plantulas, una podredumbre himeda se desarrolla

en la raiz principal y en el hipocotilo. El damping off o una marchitez mas lenta
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suelen ir precedidos de clorosis en las hojas y los cotiledones. Las raices pueden

presentar una o varias lesiones (Gubler, 1996).

En Almeria, Pythium aphanidermatum, especie tipica de climas tropicales, es
capaz de causar graves pérdidas de plantulas con sintomas de marchitamiento en
verde debido a una podredumbre himeda del cuello. Las plantas afectadas se

doblan sobre la parte danhada y caen sobre el sustrato (Gomez, 1994).

Al menos dos especies de Phytophthora, capaces de causar importantes
enfermedades en los cultivos de tomate tipo cereza y pepino holandés de la Vega
de Motril-Carchuna, causaron enfermedad al ser inoculadas sobre plantulas de

melén (Alvarez y Gémez, datos no publicados).

Rhizoctonia solani es otro agente que se puede encontrar asociado a la caida
de plantulas en semilleros de melon y otras cucurbitaceas, produciendo una
sintomatologia  practicamente idéntica a la provocada por Pythium
aphanidermatum (Gomez, 1994). Phytophthora sp, Fusarium oxysporum f.sp.
melonis y Chalara elegans han sido confirmados como agentes patdgenos
implicados en la caida de plantulas en semilleros del sudeste andaluz. El complejo
MNSV-Olpidium bornovanus puede ocasionar un sindrome muy parecido cuando
la siembra de meldn se realiza sobre un sustrato muy contaminado por el hongo

vector del virus (Gémez, 2004).

3.2.2. Podredumbre de las raices y del cuello causada por Pythium

aphanidermatum.

P. aphanidermatum ha mostrado también, en otros experimentos realizados,
su capacidad para causar enfermedad a las plantas de melon y de sandia en cultivos

sin suelo sin suelo (Gémez, J. en Urrestarazu, 2004)
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En meldn, sus dafios consistentes en necrosis del sistema radicular y
reduccion de la produccion y, en ocasiones, necrosis del hipocotilo, sélo se
manifestaron después de la recoleccion de la primera tanda de frutos. Las mermas
en la produccion de las dos tandas de frutos recolectadas se estimaron en un 25%

(Gémez, J. en Urrestarazu, 2004).

3.2.3. La fusariosis vascular del melon.

La fusariosis vascular del melén es una enfermedad ampliamente extendida
a nivel mundial y ha sido y es una enfermedad limitante de gran importancia en
este cultivo. La enfermedad estd causada por Fusarium oxysporum f. sp. melonis, y

actualmente se conocen cuatro razas del mismo, la 0, 1,2y 1-2.

En Espafa, la fusariosis vascular del melén fue citada por primera vez en
1982 (Tello et a/, 1986), y fue detectada en Almeria en 1985 (Tello et al, 1987).

El sindrome de la enfermedad incluye dos procesos sintomatoldgicos:

Tipo “yellow” o amarilleamiento: las hojas amarillean progresivamente de forma
unilateral adquiriendo una consistencia quebradiza y emiten un caracteristico olor
a madreselva. Después aparecen necrosis longitudinales sobre tallos y peciolos
acompafados de exudacion gomosa que posteriormente se recubre de micelio

blanco. Este sindrome esta causado por las razas 0, 1, 2 y 1-2 tipo yelow.

Tipo “wilt” o marchitamiento: se produce un marchitamiento brusco de la planta
que evoluciona desde la base hacia el apice. El tallo no presenta ningun sintoma

externo. Este sindrome lo provoca la raza 1-2 Wilt.

Cualquiera que sea el sindrome observado, el final siempre es la muerte de la planta
(Gomez, 2004)
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Ademas, los sintomas de fusariosis dependen de los factores ambientales,
del estado fenologico de las plantas en el momento de la infeccién y de la
agresividad y densidad de las poblaciones del patdogeno. Cuando la poblacion del
patdégeno es muy alta produce sintomas de damping-off en plantulas, en cultivos

estériles también puede producir podredumbre de las semillas (Gémez, 2004).

El sintoma de marchitez es resultado de una ineficiencia en el transporte de
agua causada por la formacién de tilosas, gomas y geles y rotura de las células
parenquimaticas del xilema. Una vez que aparece la marchitez, las hojas se desecan
y necrosan y las plantas pueden morir en 2 6 3 dias. Las plantas que no se marchitan

y mueren quedan enanas con un desarrollo muy pobre (Martyn, 1996).

Cuando se realiza un corte transversal de los tallos se puede observar una
coloraciéon amarillenta o marrén de uno o varios de los haces vasculares de la
planta. Se conocen cuatro razas fisiolégicas del patégeno dentro de la forma
especializada: 0, 1y 2 (Gonzalez et al., 1994) y 1-2 (Gébmez y Tello, 2000).

Los propagulos del hongo pueden ser diseminados por el suelo, restos de
plantas enfermas y operaciones de cultivo tales como podas y recoleccion de frutos,

y por las semillas de plantas infestadas (Bruton, 1998).

La conservacion del hongo mediante clamidosporas en el suelo, hace inviable
el control de la enfermedad mediante técnicas tradicionales tales como la rotacién
de cultivos, o mediante desinfeccidn o solarizacion del suelo, aunque asi se pueda

disminuir su gravedad.

El control mas eficaz del patbgeno se consigue mediante el uso de
variedades resistentes o mediante el injerto de la variedad sobre patrones de
hibridos interespecificos de Cucurbita maxima x Cucurbita moschata y Benincasa

cerifera, siendo el injerto por aproximacién el mas utilizado (Maroto, 1990).
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3.2.4. Necrosis radicular causada por Olpidium bornovanus

Tanto en los cultivos en suelo como en los “sin suelo” de la provincia de
Almeria es muy frecuente la presencia de dos hongos de suelo, parasitos obligados,
pertenecientes al género Olpidium. O. bornovanusy O. brassicae, que parasitan las
raices de plantas de meldn, pepino y sandia. Ambas especies son vectores de virus
que causan enfermedades importantes en varias especies de cucurbitaceas: O.
brassicae transmite el virus de la necrosis del tabaco (TNV), y O. bornovanus
transmite el virus de la necrosis del pepino (CNV) y el virus de las manchas
necroéticas del meldén (MNSV) (Gémez1994).

La presencia de O. bornovanus es frecuente en suelos agricolas cultivados y
en aguas de riego en la provincia de Almeria (Gomez, 1990; Gémez y Velasco,
1991).

O. bornovanus se encuentra asociado de manera consistente a necrosis del
sistema radicular de meldn, sandia y pepino, lo cual podria deberse a la
exteriorizaciéon de un sintoma causado solo por este hongo o asociado a otros
hongos de suelo. En experimentos de inoculacion realizados en meldn cv. Vital
resistente a MNSV, sobre cultivo hidropénico de lana de roca, se puso de manifiesto
la patogeneicidad de O. bornovanus ya que existieron mermas de produccion
significativas con respecto al testigo y un menor tamafio de los frutos causados por

las necrosis del sistema radicular de las plantas inoculadas (Gomez, 1993).

Segun Campbell y Sim (1994), aislados especificos de O. bornovanus libres
de virus fueron capaces de causar necrosis y de reducir el desarrollo del sistema
radicular en plantas de meldn y pepino al compararlas con las no inoculadas o con

las inoculadas con cepas de O. brassicae.
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3.2.5- El colapso o muerte subita del melon

El colapso o muerte subita han sido reportados en cultivos de meldn en todo
el mundo, siendo un factor limitante para este cultivo. El sindrome consiste en la
repentina muerte de las plantas cuando se encuentra préximo el momento de la
recoleccion sin que aparezca previamente ningun sintoma (Garcia-Jiménez et al,
1989a).

Varios agentes causales de este sindrome, los mas importantes son los

siguientes:

Monosporascus cannonballus-

El género Monosporascus fue creado por Pollack and Uecker en 1974,
cuando procedieron a clasificar un hongo asociado a raices de meldn tipo cantalupo
procedente de Arizona y considerado agente causal de la podredumbre de raices
secundarias bajo condiciones de invernadero (Troutman and Matejka, 1970), dicho

hongo fue nombrado por los autores como Monosporascus cannonballus.

Posteriormente otra especie perteneciente a este género, Monosporascus
eutypoides, fue encontrada en lIsrael asociada a raices de meldon de plantas
colapsadas (Reuveni and Krikun, 1983). En trabajos posteriores, también realizados
en lIsrael, se demuestra la capacidad de M. eutypoides para causar el colapso de
casi el 50% de las plantas de melon cv. Galia inoculadas con el hongo bajo
condiciones controladas. Los sintomas aparecieron antes y su evolucién fue mas
rapida en plantas mantenidas en un régimen de temperaturas de 30/20°C, que en

las plantas que se mantuvieron entre 25/20°C (Reuveni et a/ 1983).

En 1998, Bruton, considera sinonimos a las dos especies asignandole al

hongo el nombre de M. cannonballus.
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Los sintomas que presentan las plantas cultivadas en las que el hongo es
detectado en las raices son enanismo, amarilleamiento y necrosis de las hojas del
apice seguida de una necrosis progresiva de las hojas. Aproximadamente de 10 a
14 dias antes de la recoleccion la cubierta vegetal puede colapsar exponiendo los
frutos a la intensa radiacion solar (Martyn and Miller, 1996). El colapso de las plantas

suele ocurrir una semana antes de la recoleccién (Mertely et al, 1991).

Los sintomas primarios sobre las raices incluyen un pardeamiento extensivo
y necrosis de la raiz principal y raices laterales, decoloracién vascular y discreto
pardeamiento de las lesiones corticales. El colapso y podredumbre radicular
causados por M. cannonballus puede ser distinguido de otro tipo de colapso en
melon por la presencia de peritecas negras en las raices y la ausencia de
decoloracion vascular o lesiones en las partes aéreas de las plantas (Mertely et a/,
1991).

El patdogeno se encuentra distribuido por las zonas calidas del planeta en las
que se realizan cultivos de melon y sandia. Asi ha sido descrito asociado a plantas
de melén con sindrome de colapso en Estados Unidos (Arizona, California y Texas),
Espafa, Israel, Tunez, Taiwan y Japon (Martyn et a/ 1994). También ha sido descrito
asociado al mismo sindrome en México (Martyn et a/ 1996), Arabia Saudi (Karlatti
et al 1997), Honduras (Bruton and Miller, 1997b), Guatemala (Bruton and Miller,
1997a) y Brasil (Sales et a/, 2001).

En Espafa fue descrito por primera vez asociado a raices de melon y sandia
con sindrome de colapso en zonas de Valencia, Murcia y Almeria, aunque no fue
probada su patogeneicidad mediante inoculacién con aislados purificados de forma
experimental (Lobo, 1990b).

Aunque en inoculaciones artificiales con el hongo diversos autores han
probado su patogeneicidad reproduciendo sintomas de necrosis radicular,
enanismo y reduccion del peso seco del sistema radicular y de la parte aérea de
las plantas (Mertely et al, 1991; Martyn et al, 1996, Gwynne et al, 1997; Karlatti et
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al, 1997 y Sales et al, 2001), el sindrome de colapso o muerte subita, sélo ha sido
reproducido en plantas de meldon cv. Galia inoculadas con M. eutypoides por
Reuveni et al, en 1983, por Pivonia et a/, en 1997 sobre plantas de melon, y fueron
Mertely et al, en 1993a los que reprodujeron el colapso generalizado en
inoculaciones artificiales con M. cannonballus tanto en sandia (cvs. Black Diamond
y Royal Sweet) como en meldn (cvs Magnum 45 y Hale's Best Jumbo), tras 67 dias

después de la inoculacion.

Las altas temperaturas diurnas y temperaturas nocturnas en torno a los 25°C
pueden causar un incremento del colapso causado por M. cannonballus (Bruton,
1998). La severidad del colapso esta también asociada a la carga de frutos de la
plantas (Pivonia et a/, 1997; Wolf y Miller, 1998).

Todas las cucurbitaceas parecen susceptibles al ataque de Monosporascus,
aunque su grado de susceptibilidad varia entre y dentro de las diferentes especies

(Garcia Jiménez et a/ 1994).

Foto 1- Peritecas de Monosporascus

cannonballus en raiz de melén

» .
N | i 1572165

Gerald Holmes, California Polytechnic State University at San Luis Obispo, Bugwood.org

Acremonium cucurbitacearum.

La primera cita del colapso del melén causado por Acremonium sp., en zonas

de cultivo de la Comunidad Valenciana, Murcia y Almeria aparece en Espafa en
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1989 (Garcia et al, 1989 a y b). Posteriormente el patdgeno fue identificado como
Acremonium cucurbitacearum A. Alfaro-Garcia, W. Gams et J. Garcia-Jiménez
(Alfaro-Garcia et al, 1996).

Los sintomas tipicos de la enfermedad aparecen muy pronto y consisten en
lesiones pardo-amarillentas en la unién del tallo con la raiz, necrosis de raices
secundarias y terciarias y posteriormente el acorchamiento del hipocotilo. Todo el
proceso va acompafado de una continua emision de raices adventicias en la zona
del hipocotilo. Finalmente se produce el colapso y muerte de las plantas (Garcia-
Jiménez et al, 1994). El hongo se puede aislar de la zona de la union del tallo y la
raiz solo a los cuatro dias de la plantacién en un suelo infestado de forma natural
(Armengol et al, 1996). El colapso de la parte aérea de la planta suele ocurrir entre

1y 2 semanas antes de la recoleccion de los frutos, sin lesiones en el hipocotilo.

Las estructuras de conservacion del hongo en el suelo parecen ser las
clamidosporas aunque no ha sido probada su capacidad para infectar a las raices

de meldn o sandia (Armengol et a/, 1998).

La enfermedad en meldon causada por aislados de Acremonium sp.,
procedentes de Texas (EEUU), es muy similar a la producida por los aislados
espafoles del patogeno (Bruton et a/, 1996). Sin embargo, cuando se realiza una
valoracion de la virulencia de los distintos aislados teniendo en cuenta parametros
tales como dafos en el hipocotilo, en la unién del tallo y la raiz, en la raiz principal,
en las raices secundarias y reduccién de area foliar, los aislados espafioles del hongo
inoculados sobre melon se comportan como muy virulentos, mientras que los
aislados norteamericanos se comportan como poco o moderadamente virulentos
(Bruton et al, 2000a).

En los valles de Sacramento y San Joaquin (EEUU), Acremonium sp. ha sido
asociado a cultivos de meldn tipos cantalupo y honey dew, calabacin y sandia, con
sintomas de colapso. Las plantas mostraban lesiones marrones en la unién de raices

secundarias y acorchamiento y deformacion de raices (Bruton et a/, 1995).
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En inoculaciones artificiales con aislados de Acremonium cucurbitacearum
obtenidos de raices de plantas de meldn con sintomas de colapso en la Comunidad
Valenciana, los sintomas observados en meldn fueron: moderada decoloraciéon y
pocas lesiones en la raiz principal, mientras que en las raices secundarias y en el
hipocotilo los sintomas son decoloracion severa y abundantes lesiones (Armengol,
et al, 1998).

Virus de las Manchas Necroéticas del Melon (MNSV).

En Almeria la muerte subita del melébn empezo6 a observarse a primeros de
los aflos 80. Los sintomas mas caracteristicos de la enfermedad eran la necrosis del
hipocotilo y la necrosis de las raices de las plantas afectadas junto con la muerte
masiva de las mismas. Mas tarde surgid la hipotesis de que dicho sindrome
estuviese causado por el MNSV, con sintomas consistentes en un marchitamiento
en verde de las plantas y un chancro de color marron claro en la zona del hipocotilo.
La mayoria de las veces el tallo aparece totalmente deshidratado al efectuar un
corte transversal sobre él, o con tintes marrones. El sistema radicular de las plantas
es escaso Y, unas veces, aparece de color marréon y otras con aspecto totalmente
sano (Gomez et a/, 1988; Cuadrado et al, 1993).

En trabajos experimentales realizados inoculando el MNSV de forma
mecanica o a través del hongo vector sobre plantas de meldn cultivadas en macetas
durante tres meses, se confirmé la patogeneicidad del virus que en ambos casos

fue capaz de causar la mortandad de mas del 75% de las plantas.

Sin embargo, la sintomatologia fue diferente: cuando el virus se inoculo
mecanicamente, los sintomas mas evidentes fueron lesiones locales, cribado de las
hojas, enrejado y estrias en el tallo, mientras que cuando el virus fue transmitido a
través de un aislado de O. bornovanus portador de MNSV, el sintoma mas
destacable fue la necrosis del hipocotilo, aunque también aparecieron estrias sobre

los tallos pero en menor porcentaje (Cuadrado et a/, 1993).
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En el caso de plantas adultas de meldn en cultivo hidropénico, al igual que
en el caso anterior, fueron patentes las diferencias entre los sintomas producidos
por el MNSV inoculado mecanicamente e inoculado mediante el hongo vector, y
existieron diferencias significativas con respecto a los sintomas de cribado en hojas,
enrejado y necrosis del hipocotilo. El porcentaje de plantas muertas en este caso

fue aun mayor (Cuadrado et a/, 1993).

En otros trabajos fue detectada la presencia del hongo vector, O. bornovanus,
en un alto porcentaje de los suelos cultivados en la zona del Campo de Dalias. Este
hecho junto con la transmision del virus por la semilla podrian explicar la rapida y
amplia expansion que tuvo la enfermedad en esta zona de cultivo durante la década
de los 80 (Gomez, 1993 a). Ademas, en 1991, Gdmez y Velasco detectan la presencia
de O. bornovanus en embalses utilizados para almacenar el agua destinada al riego

de los invernaderos, lo cual contribuiria ain mas a la dispersién de la enfermedad.

©2016 Zayinsoft ©2016 Zayinsoft

Foto 2: Necrosis de nervios o “enrejado” Foto 3: Tipicos sintomas de “cribado” en
causado por MNSV en hoja de melén hojas de melén
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3.3- Olpidium bornovanusy El Virus de las Manchas Necréticas del Melén

(MNSV)

3.3.1- Caracteristicas generales del género Olpidium.

El género Olpidium pertenece a la Familia Olpidiaceae que incluye a los
Quitridiales holocarpicos (sin micelio), inoperculados parasitos de algas, hongos,
musgos, granos de polen y tejidos vegetativos de las angiospermas. El talo se
transforma en un esporangio Unico o en un esporangio de resistencia. La
reproduccién sexual se realiza mediante la fusion de isoplanogametos, que son
gametos nadadoras morfologicamente semejantes pero fisiologicamente distintos,
los cuales se unen en el agua formando un zigoto modvil, que posteriormente
infectara una célula del huésped y dara lugar a un esporangio de resistencia

(Alexopoulos, 1985).

La reproduccién asexual se produce, al igual que en la mayoria de los hongos
flagelados, mediante un esporangio. Durante las primeras fases del desarrollo, el
protoplasma que contienen los esporangios se encuentra sin segmentar, con
muchos nucleos. A medida que el esporangio se desarrolla, el protoplasma entero
experimenta segmentacidon en numerosas porciones uninucleadas, cada una de las
cuales se transforma en una zoospora. Después de emerger del esporangio, éstas
nadan durante un cierto tiempo, se enquistan, reabsorbiendo o perdiendo su
flagelo en el proceso, y luego germinan teniendo lugar la infeccion a través de un
poro que se perfora por digestion de la pared celular del hospedante. Por él, el
protoplasto del parasito entra en la célula huésped dando lugar a un nuevo

esporangio (Alexopoulos, 1985).
Las dos especies mas conocidas de este género son Olpidium bornovanusy

Olpidium brassicae, ambos parasitos obligados, y asociados a raices de un gran

numero de especies de plantas tanto cultivadas como silvestres. Tanto su
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morfologia como su ciclo de vida son muy similares, pero pueden ser distinguidos

en base a algunas caracteristicas, siendo las principales:

- La forma del esporangio de resistencia que mientras que en la especie

Olpidium brassicae es estrellado, en Olpidium bornovanus es de pared
gruesa y lisa con aspecto interno de panal (Lange & Insuza, 1977).

- El tamaino y la forma de las zoosporas, las de Olpidium bornovanus son

alargadas y con una longitud de 7-8 micras, y las de Olpidium brassicae
son esféricas de unas 3 micras de diametro (Lange & Insuza, 1977).

- Las temperaturas éptimas de crecimiento que para Olpidium bornovanus

se encuentran entre los 25-30 °C, y para Olpidium brassicae alrededor de
los 20°C (Teakle y Thomas, 1985).

Ambas especies poseen una gran capacidad para conservarse en el suelo, en
estudios que llevados a cabo en el centro IFAPA de La Mojonera, se pone de
manifiesto que O. bornovanus es capaz de sobrevivir en un suelo seco durante mas
de 4 y 5 afios, y el MNSV del que es portador sigue siendo infectivo (Guirado et
al, 2009)

Foto 4: Esporangios de resistencia de Foto 5: Esporangios de resistencia de

Olpidium bornovanus Olpidium brassicae
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3.3.2- La especie Olpidium bornovanus (= O. radicale, O. cucurbitacearum)

La primera descripcion del hongo encontrado parasitando las raices de
Veronica beccabunga fue realizada por Schwartz y Cook en 1927 con el nombre de

Olpidium radicale.

En 1968, Barr describe una nueva especie de Olpidium que es capaz de
parasitar las raices de distintas especies de cucurbitaceas como pepino, meldn,
calabacin, calabaza y sandia y no las de una gama de hospedadores pertenecientes
a diversas familias botanicas tales como leguminosas, cruciferas, gramineas, etc,
por este motivo nombra a esta especie como Olpidium cucurbitacearum,
asegurando que en este aspecto es diferente del hongo Pleotrachelus bornovanus,

del que también difiere morfoldgicamente.

Posteriormente, Lange e Insuza (1977), comparando la especie O. radicale
con otras olpidiaceas con esporangios de resistencia de pared lisa, no encuentran
diferencias significativas entre ésta'y P. bornovanusy O. cucurbitacearum, y deciden
por prioridad seguir denominando a la especie como O. radicale y considerar como
sinonimos los otros dos nombres. Sin embargo, en el experimento que realizan
inoculando el hongo en la gama de hospedadores de distintas familias, utilizadas
por Barr, encuentran que éste es capaz de parasitar las raices de plantas como Beta
vulgaris, Brassica oleracea, Lactuca sativa, Nicotiana clevelandii y Trifolium
incarnatum entre otras, a diferencia de los resultados obtenidos por Barr. La

descripcion que estos autores hacen del hongo es la siguiente:

- Los zoosporangios de O. radicale se localizan en las células de la
epidermis y en los pelos radicales, varian considerablemente de tamano
y forma. El tubo de salida puede tener una longitud considerable, pero
generalmente es corta y poco llamativa. Se han observado un maximo de
tres tubos de salida por esporangio. Esta variacion en la morfologia del
esporangio ocurre no solo en diferentes hospedadores, sino en

infecciones en el mismo hospedador.
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- Las zoosporas completamente formadas son descargadas, vaciando el
esporangio en alrededor de unos 30 segundos, tiene una forma
generalmente alargada, midiendo 7-8 +m de longitud, pero con forma
redondeada; las zoosporas permanecen inmoviles por unos minutos
formando una nube fuera del orificio del tubo de salida. No hay ninguna
membrana rodeando a las zoosporas en este estadio. La zoospora se
mueve de una forma marcadamente lenta en contraste con la rapida
movilidad caracteristica de la mayoria de las zoosporas de los Chytridiales.
Se puede enquistar en la superficie de la raiz después de unos minutos o

puede permanecer nadando durante varias horas.

- Los esporangios de resistencia del O. radicale varian menos en tamafio y
forma que los zoosporangios, y tienen un tamafo mas reducido. Se
pueden encontrar no solo en las células epidérmicas, sino de forma mas
frecuente en las células corticales de la raiz. La pared del quiste aparece
como desigual y bastante fino. Aparentemente el contenido del quiste
esta compuesto por zoosporas y no se observa ningun tubo de salida

(Lange e Insunza, 1977).

Los resultados de los trabajos realizados en la unidad de Micologia del CIFA
de Almeria, al inocular sobre la gama de especies que aparecen en los trabajos de
Barr y Lange & Insuza como hospedadoras de O. radicale, indicaron que los aislados
detectados en los cultivos horticolas de Almeria son diferentes a los descritos en
otras zonas. En este caso los resultados fueron similares a los obtenidos por Barr
(1968), estudiando la gama de plantas hospedadoras de aislados de Olpidium

cucurbitacearum.

Finalmente, Campbell y Sim en 1994 renombran la especie como Olpidium
bornovanus aludiendo a que los estudios realizados por Sahtiyanci en 1962 de P.
bornovanus en los que describe las caracteristicas morfologicas del hongo son los
mas fiables debido a que fueron realizados a partir de aislados monoesporangiales

del hongo, premisa que no fue cumplida por el resto de investigadores que dieron
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nombre a la especie. De todas formas consideran que los nombres Pleotrachelus
bornovanus Sahtiyanci, Olpidium cucurbitacearum Barr & Dias y Olpidium radicale

Schwartz & Cook FIDE Lange & Insuza son sindnimos de Olpidium bornovanus.

En el mismo trabajo, los autores trabajando con aislados monoesporangiales
establecen ademas que existe especificidad dentro de O. bornovanus, de manera
que aislados obtenidos de raices de plantas de melon se multiplicaron muy bien
sobre las distintas variedades de meldn inoculadas pero mal sobre las de pepino,
mientras que los de pepino se multiplicaban muy bien sobre pepino pero bastante
mal sobre meldn, mientras que las variedades de sandia se comportaban como

hospedadores intermedios de ambos tipos de aislados.

Estos resultados fueron corroborados parcialmente por la unidad de
Micologia del CIFA de Almeria, que realizando inoculaciones sucesivas sobre plantas
de meldn, pepino y sandia con aislados monoesporangiales de O. bornovanus,
concluyeron que los aislados obtenidos de meldon se multiplicaron bien en meldn
y moderadamente bien en sandia y que los aislados obtenidos de pepino se
multiplicaron bien en pepino y moderadamente mal en sandia y melon, de manera
que la sandia se comporté como un hospedador intermedio pero con mayor

afinidad por los aislados de melon (Guirado et a/, 2009).

3.3.3- Virosis transmitidas por las diferentes especies de Olpidium. El Virus de

las Manchas Necroéticas del Melon (MNSV).

La principal importancia de las especies O. brassicaey O. bornovanus desde
el punto de vista fitopatolégico radica en su papel como vectores de virus de

plantas.

Olpidium brassicae transmite el virus de la necrosis del tabaco (TNV), el virus
del enanismo del tabaco (TSV) y el de las venas grandes de la lechuga (LBVV) (Fry
y Campbell, 1966; Hiruki, 1965; Campbell, 1962), entre otros.
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Por su parte Olpidium bornovanus es vector de un tombusvirus, varios
carmovirus y un dianthovirus entre los que se encuentran el virus de la necrosis del
pepino (CNV), el de las manchas necréticas del melon (MNSV), el de las manchas
de las hojas del pepino (CLSV) y el de la necrosis del calabacin (SqNV) (Dias, 1970;
Tomlinson y Thomas, 1986; Campbell et a/, 1991; Lin et al, 1983).

El virus de las manchas necréticas del melon (Melon Necrotic Spot Virus,
MNSV), o virus del cribado del meldn, fue descrito por Kishi en 1960, pertenece al
género Carmovirus dentro de la familia 7ombusviridae. Sus particulas virales son
isométricas de 30 nm de diametro y su genoma es de RNA monocatenario de
sentido positivo. Es un virus endémico en los cultivos protegidos de cucurbitaceas

de todo el mundo (Lovisolo, 1980).

Es transmitido por la semilla en porcentajes comprendidos entre el 10 y el
15% segun Kishi (1966), y entre el 1y el 6% segun Gonzalez-Garza (1979). Ha sido
descrito un tipo de transmision llamado “por semilla mediante vector” cuando la
infeccién ocurre en un suelo infectado por aislados del hongo libres de virus en el
cual la Unica fuente de in6culo es la semilla, y dicha infeccién no ocurre cuando no
se encuentra presente el hongo vector (Furuki, 1981). Posteriormente, Campbell et
al. (1996), definen el concepto de “transmision asistida por el vector” ya que segun
ellos la transmision por semilla se produce en ausencia del vector y se ve

incrementada cuando éste se encuentra presente

MNSV causa una grave enfermedad en los cultivos de meldn y pepino en
invernadero en varios paises (Gonzalez-Garza et al, 1979; Avgelis, 1985; Bos et al,
1984; Hibi y Furuki, 1985; Tomlinson y Thomas, 1986; Cuadrado et al., 1993). Los
sintomas tipicos de la enfermedad son pequefias manchas clordticas que
evolucionan a necréticas y se desarrollan sobre las hojas mas jovenes
aproximadamente dos meses después de la siembra o plantacion. En el tallo y sobre
los peciolos de las hojas aparecen estrias necréticas. En las hojas medias pueden
aparecer necrosis de los nervios conocidas con el nombre de “enrejado”. En el

hipocotilo aparece una lesién de color marrén claro que soélo afecta a la epidermis
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y que con frecuencia es el Unico sintoma de la enfermedad. Las plantas enfermas
se marchitan, mueren y detienen drasticamente su crecimiento y las pocas hojas
formadas posteriormente son de color verde oscuro y pequefas con o sin el
sintoma del cribado (Gémez et al, 1988). Los sintomas en fruto consisten en

manchas necroticas que rodean la periferia interna de los mismos.

En Espafa, el virus también es endémico y también ha habido brotes
epidémicos en distintas ocasiones (Cuadrado et al., 1993; Luis-Arteaga, 1994). Su
deteccion en Almeria en cultivos de meldn fue confirmada en 1986 por Luis Arteaga
(Luis, 1986).

Desde 1984 viene afectando y cada vez con mayor importancia a los cultivos
protegidos de melén del litoral mediterraneo espanol. Aunque se ha extendido por
otras provincias andaluzas, como por ejemplo Granada (Motril, Calahonda, Carchuna
y Torrenueva), Cérdoba (Almodovar del Rio), Sevilla (Lebrija, San José de la
Rinconada) y por otras comunidades como Murcia (Torre Pacheco), Alicante (Pilar de
la Horadada) Tenerife e Ibiza, en este ultimo lugar detectado en sandia. Ademas, si
a los dafos ocasionados por MNSV, ya de por si cuantiosos, se le afaden los
causados en el Poniente almeriense, por la muerte subita del meldn, y los gastos
dependientes de la utilizacion, en muchos casos semanal, de productos fungicidas
empleados para intentar paliar o prevenir los dafos ocasionados por estas
enfermedad; de desinfeccion del suelo con bromuro de metilo o con otros
fumigantes; de sustitucion de los sacos de sustratos empleados en cultivo

hidropdnico etc., la suma seria bastante importante (Cuadrado et al, 1993)

Uno de los métodos de control para MNSV consiste en la introduccién de la
resistencia genética que se ha encontrado en meldn controlada por un s6lo gen
recesivo. El uso de la resistencia genética es muy apropiado, aunque se encuentra
con los problemas de su restriccion a melén y a la posibilidad de superacién por
nuevas cepas del virus y su posible ligamiento a caracteres no deseados en las

variedades cultivadas.
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Otro de los posibles métodos de control de MNSV es el injerto del melén sobre
patrones no huéspedes del virus, sin embargo, aunque este método se ha mostrado
eficaz en la lucha contra la infeccion por MNSV, en algunos casos, la falta de
afinidad entre el patron y la variedad puede suponer un problema importante.
Algunos de los portainjertos que han mostrado mayor afinidad has sido RS-841, y

Benincasa cerifera (Gémez et al, 1993b).

Foto 6: Sintomas de MNSV Foto 7: Sintomas de

en hojas de pepino. MNSV en hojas de melon.

3.4- Control de las enfermedades de suelo en cultivos de meléon

La capacidad que presentan la mayoria de los hongos de suelo para vivir y
conservarse en él durante largos periodos de tiempo y a profundidades que pueden
alcanzar mas de un metro, hace que su eliminacion de los suelos cultivables sea

una empresa altamente complicada.

En el caso de Monosporascus, el riego por goteo reduce la incidencia de la
enfermedad, para lo cual se han dado dos explicaciones: una basada en que el

aporte continuo de agua reduciria la temperatura del suelo limitando asi el
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crecimiento de este hongo termofilico y otra que aduce que dicho aporte continuo
hace que la raiz, aunque deteriorada, tiene mas facilmente disponible el agua y asi

se retrasaria la muerte de la planta (Garcia Jiménez et a/ 1994).

Una practica légica que resulta conveniente es la rotacién de cultivos,
alternando cultivos susceptibles con otros que no lo sean (Garcia Jiménez et a/
1994).

La solarizacién del suelo no parece ser adecuada para el control de esta
enfermedad debido a la naturaleza termofilica del hongo que podria producir los
efectos contrarios a los esperados por la eliminacion de organismos competitivos
e incluso la seleccion de cepas de Monosporascus altamente termofilicas (Garcia
Jiménez et a/ 1994).

Parece ser que la fumigacion del suelo con diferentes productos quimicos
como el dicloropropeno, solo o mezclado con cloropicrina, da buenos resultados,
mientras que los tratamientos con metam-sodio han dado resultados

contradictorios (Garcia Jiménez et a/ 1994).

Un adecuado control de la acremoniosis puede conseguirse aplicando las siguientes

medidas:

Medidas culturales.- la muerte de la planta se produce por un desequilibrio entre

la absorcion de agua por la raiz deteriorada y las necesidades hidricas de la parte
aerea. Todas las medidas que contribuyan a que este desequilibrio sea menor haran
que descienda la mortalidad de las plantas. Las plantas no deben sufrir estrés
hidrico sobre todo, cuando se dan dias de altas temperaturas o vientos calidos. No

se debe forzar el abonado nitrogenado ni abusar del estiércol.

Control quimico.- un suelo puede ser desinfestado mediante fumigantes o

solarizacién, sola o con la adicion de fumigantes a bajas dosis. En lo que respecta
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a tratamientos durante el cultivo, se deben tener en cuenta tres factores: fungicida

a aplicar, momento de aplicacion y forma de aplicacion.

Utilizacién de portainjertos.- en la actualidad esta técnica es la que mejor resultado

esta dando para controlar esta enfermedad, sobretodo en riego a manta, aunque
tiene el inconveniente de su alto coste. El uso de un portainjerto o patrén (raiz)
resistente al patdgeno evita el contacto entre la planta sensible y el suelo infestado

con el patdégeno (Garcia Jiménez et al, 1994).

Plantacion poco profunda.- En caso de que se practique una plantacion poco

profunda, se obtienen mejores controles y resultados al aplicar fungicidas
pulverizados directamente sobre las semillas en el momento de la siembra (Gubler,
2004).

En el caso de MNSV, el control de la enfermedad pasa por el control del
hongo vector que puede ser mediante desinfeccion del suelo o solarizacion, aunque
estos métodos han producido resultados variables. En experimentos realizados
sobre suelo infectado con el hongo, en el centro IFAPA de La Mojonera, utilizando

diferentes tipos de desinfectantes, se obtuvieron los siguientes resultados:

e Metam sodio: produjo un efecto nulo

e Bromuro de metilo: es el que produjo la maxima eficacia llegando su accion
hasta el estrato mas profundo de los analizados: 60-70 cm.

e Formol y Solarizacion tuvieron un efecto intermedio entre los dos productos

anteriores.
Sin embargo, bajo las condiciones de cultivo ensayadas, ni si quiera la

enérgica actividad del bromuro de metilo fue capaz de eliminar totalmente al hongo

del suelo ni de disminuir de forma significativa tanto el porcentaje de plantas
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colonizadas por el hongo como el nimero de plantas afectadas por MNSV en

cultivos de meldn realizados tras los tratamientos de desinfeccién (Goémez, 1993a).

Ademas de no ser totalmente eficaces, todas estas practicas tienen un coste

econdémico y/o de impacto ambiental muy alto.

En posteriores experimentos de solarizacion realizados, con sacos de perlita
infectados por el hongo y el virus, se confirmé la conservacion de O. bornovanus'y
MNSV durante el verano en los tratamientos sin solarizar, y no hubo eficacia de la
solarizacion durante 30 dias, ni del tratamiento en el que se saturaron los sacos de
perlita con una solucién con 3000 ppm de hipoclorito sodico. Respecto a los
tratamientos de 60 dias de solarizacién, hubo diferencias entre los dos afios ya que
s6lo en 2002, ésta fue capaz de eliminar al hongo. Estas diferencias pudieron
deberse, entre otros factores, a las diferencias entre las temperaturas acumuladas
en el sustrato (°C dia) durante el periodo de solarizacidén, que a su vez parecen
estar relacionadas con las temperaturas ambientales registradas en ambos afos
(Guirado et al., 2006).

En el caso de los cultivos sin suelo, el control de estas enfermedades es
fundamentalmente de tipo preventivo, para ello es fundamental disponer de
semillas sanas y realizar el semillero con las maximas garantias sanitarias de los
sustratos, agua de riego y bandejas de semillero. La lejia en soluciones variables
del 0,3 al 0,5% de cloro y el formol a concentraciones del 3 al 5% pueden utilizarse
para la desinfeccién de material diverso tal como recipientes de cultivo, de solucién
nutritiva, herramientas, etc. realizando un posterior lavado con agua limpia. La
desinfeccion de los sustratos se puede realizar mediante vapor o fumigantes como

el metam-sodio y el formol (Gomez, 1994).
En el caso del agua empleada para el riego, se puede recurrir al tratamiento

con productos fungicidas o mojantes que no causen fitotoxicidad y que sean

efectivos contra los patégenos a tratar. Otros métodos posibles son la
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desinfestacion del agua con luz ultravioleta, microfiltracion, ozonizacién o

esterilizacion por calor (Gomez, 1994).

En experimentos realizados con aguas del rio Guadalfeo en la E.E. de “La
Nacla”, para el control de especies de Phytophthora patbgenas sobre tomate y
pepino, fue efectiva la cloracion del agua de riego con 5ppm de hipoclorito sodico,
que redujo la mortandad de las parcelas de tomate tratadas hasta el 1% frente al

25% de mortandad de las parcelas testigo (Gomez, 2004).

El mojante Agral® (alkyl phenol ethylene oxide), se ha mostrado efectivo en
el control de Olpidium bornovanus en experimentos de laboratorio debido al efecto
letal que ejerce sobre las zoosporas del hongo a la concentracién de 20 pg/ml con
un tiempo de contacto inferior a 5 minutos, aunque concentraciones inferiores de
5. 10, 12,5 y 15 pg/ml del mojante disminuyen la movilidad de las zoosporas
durante el mismo periodo de tiempo. Asi mismo, su eficacia ha sido también
probada en cultivos de pepino, impidiendo que las plantas se infectaran con MNSV

(Tomlinson y Thomas, 1986).

En otros experimentos llevados a cabo en cultivos de meldn, aunque tambiéen
queda probada la eficacia del mojante en el control de la infeccion de las plantas
por O. bornovanus y MNSV, también se pudo comprobar que este tratamiento
disminuia la produccién de frutos de frutos de manera altamente significativa
(Gémez, 1993)
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4- MATERIALES Y METODOS

4.1- Descripcion del experimento

El experimento fue realizado en un invernadero multitinel con cubierta de
metacrilato, situado en el IFAPA de La Mojonera (Almeria), dotado ventilacion
cenital y lateral automaticas. Para el aporte del riego se dispusieron cuatro
depodsitos de 3 m3 de capacidad (uno por cada uno de los tratamientos ensayados),

en los cuales se prepard la solucion nutritiva final de riego (Foto 2).

Mediante cuatro bombas y con la ayuda de relojes programables, la solucién
nutritiva con conductividad eléctrica (C.E) de 1.9 a 2 dS m -1, fue aportada a cada
planta, con un sistema de goteros de 2,4 L/h-', microtubos y piquetas. El sustrato
se regd basandose en la cantidad de agua sobrante (procurando mantener un
drenaje proximo al 20%) y a la conductividad eléctrica de dicha agua, procurando

gue esta no superara los 5,0 dS m™.

Tabla 1: Concentracion de nutrientes en la solucion nutritiva aportada al cultivo.

Nutrientes Concentracién (Mmol/L)
Nitrogeno 11.75

Fésforo 1.5

Potasio 8.65

Azufre 3.17
Magnésio 1.25

Calcio 4.75
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Las semillas de meldn cv. Regal (Syngenta), se sembraron directamente en
los sacos de perlita el 18 de Marzo, disponiendo seis semillas por saco. Los
tratamientos fitosanitarios para las plagas y enfermedades aéreas, y las técnicas de
cultivo fueron los habituales en la zona. Se determind, previamente a cada

experimento, la ausencia de Pythium spp. y de Olpidium spp. en el agua de riego.

Las plantas se cultivaron sobre sacos con sustrato de perlita tipo B-12 de
dimensiones 120x20x20 cm con una capacidad de 45 litros a los que se les practico
una apertura horizontal para el drenaje de 5-7 cm de longitud a 2-3 cm del suelo

con idea de evitar la salida de las raices del saco y posibles contaminaciones.

La C.E. y el pH de la solucién nutritiva y del agua de drenaje de los sacos de
perlita se midieron con un conductivimetro y un phmetro. El volumen de agua de
riego se midid en un recipiente que recogia el agua de un gotero y el de drenaje
en otro que recogia el agua sobrante de un saco de cultivo colocado en una de las
lineas del testigo no inoculado, con ambas medidas fue calculado el porcentaje de

drenaje diariamente.

Para determinar tanto la eficacia del mojante Agral (Nonilfenil-polietilenglicol
(éter) 20% p/v) en el control de Olpidium bornovanus, asi como su posible efecto
toxico sobre el cultivo de melon sobre sustrato fue planteado un experimento con
un disefio experimental de bloques al azar con cuatro tratamientos y cuatro
repeticiones, con seis plantas de meldn por cada saco de cultivo y nueve sacos por

parcela elemental.
Los tratamientos ensayados fueron los siguientes:

Tratamiento SNC- Solucion nutritiva contaminada con O. bornovanus. Este
tratamiento simularia la infeccion por O. bornovanus a través del agua de riego, y

es el control positivo del experimento.
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Tratamiento SNCT- Solucién nutritiva contaminada con O. bornovanus tratada con
Agral. Este tratamiento simularia el tratamiento con Agral realizado a un agua que

se sabe infectada por el hongo.

Tratamiento SNT- Solucién nutritiva no contaminada y tratada con Agral. En este
caso se podria determinar si el tratamiento con Agral causara algun tipo de

toxicidad en las plantas.

Tratamiento SN- Solucion nutritiva no contaminada. Este tratamiento es el control

negativo del experimento.

La contaminacion del agua de riego con O. bornovanus se realizé de dos

formas diferentes:

A. Contaminando semanalmente los depdsitos de solucién nutritiva encargados
de regar los tratamientos contaminados con O. bornovanus, con 100 ml de
una solucion con 108 zoosporas-ml-" del hongo, obtenida segin se describe
en el apartado 3.2. La primera inoculacion se realizé el 8 de abril cuando las
plantas tenian al menos 5 hojas verdaderas. Se realizaron un total de 8

inoculaciones, la Ultima el 28 de mayo.

B. Recogiendo en un depdsito de 10 litros el agua del drenaje de dos sacos
de perlita en el que se cultivaban plantas de melén previamente infectadas
por O. bornovanus, y bombeandola cada 30 minutos a los depoésitos de los
tratamientos contaminados con el hongo para simular una fuente constante
de inoculo a través del agua de riego. Estas plantas fueron inoculadas una
sola vez coincidiendo con la primera inoculacién del experimento el dia 8 de
Abril, regando con 50 cc de la solucion de zoosporas antes mencionada cada

una de las plantas.
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La adicion de Agral se realizd a una dosis de 90 ppm, equivalente a afadir
270 cc del producto comercial al 20% p/v en 3000 L de agua, cada vez que se

preparo la solucion nutritiva en los depdsitos de riego de cada tratamiento.

Foto 8- Vista general del experimento Foto 9- Detalle de los depositos de los

distintos tratamientos

4.2 Multiplicacion del in6culo

La multiplicacién del in6culo se realizo en un invernadero de ambiente
semicontrolado, las caracteristicas de dicho invernadero son: cubierta de placas de
metacrilato, estructura de hierro galvanizado y orientacion Este-Oeste, con una
superficie total aproximada de 104 m? (13x8 m), dotado de ventilaciéon cenital,
calefaccion por aire caliente, refrigeraciéon por pantalla de evaporacion de agua
"cooling system" y de automatismos para su gestion. Como sistema de riego se
utilizé un depdsito de 1 m3, donde se prepard la solucién final de riego. Mediante
una bomba y con la ayuda de un reloj programable, la soluciébn nutritiva con

conductividad eléctrica (C.E) de 1.9 a 2 dS m ', fue aportada con un sistema de
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goteros de 2.4 L/h, con microtubo y piqueta a las plantas. En todos los experimentos

se utilizé un agua con una CE de 0.5a 0.6 dSm .

La inoculacion se realizé con el aislado monoesporangial de O. bornovanus
codificado como SS-237 obtenido de raices de meldn y portador de MNSV, que se
encontraba conservado en forma de raices secas infectadas por el hongo en la

micoteca del Laboratorio de Micologia del IFAPA de La Mojonera.

Para la obtencién de las zoosporas se inocularon plantas crecidas en macetas de
1 litro de capacidad con sustrato de vermiculita, se dispusieron 2 plantas de melon
por maceta. Para impedir posibles contaminaciones por insectos o por el agua de
drenaje, las macetas se mantuvieron suspendidas y envueltas en tela de muselina

(Foto 3).

La inoculacion se realizo triturando con una batidora un volumen equivalente
a una cucharada sopera de raices secas infectadas por el hongo en 150 cc de agua
destilada, y regando con 50 cc de este triturado cada una de las macetas. Se
inocularon un total de 40 plantas, y se mantuvieron durante dos meses en el

invernadero.

Dos dias antes de proceder a las inoculaciones del experimento, y previa
comprobacion de la presencia del hongo en las raices, las macetas se dejaron de
regar para conseguir aumentar la presidon matricial de las raices y asi favorecer la
maduracion de esporangios, con lo cual se pudo obtener una liberacién masiva de

zoosporas al sumergir el sistema radicular en agua.

En el momento de realizar cada una de las inoculaciones programadas en el
experimento, se sumergieron los sistemas radiculares de estas plantas en un
volumen de aproximadamente un litro de agua del grifo de calidad sanitaria
comprobada. Tras aproximadamente 20 minutos, las raices se sacaron del agua y

se determind la concentracion de zoosporas liberadas mediante su conteo con la
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ayuda de una camara de recuento tipo Thoma. De cada conteo de zoosporas fueron
realizadas cuatro repeticiones para disminuir el error en la determinacion de la
concentracién final. Una vez determinada ésta, se ajustd el volumen de suspension

en cada caso, para obtener una concentracion final de 108 zoosporasxml'.

Esta solucion fue utilizada tanto para inocular las plantas que actuaron como
constante fuente de indculo del experimento, asi como para infectar los

semanalmente los depdsitos de los tratamientos que debian ser infectados con el

hongo.

Foto 10- Detalle de la disposicion de las
plantas utilizadas para multiplicar el

inéculo

4.3 Toma de datos y analisis.

Durante los experimentos se realizaron observaciones de los sintomas
aparecidos en las plantas, consistentes fundamentalmente en necrosis de hipocaotilo,
estrias necréticas sobre el tallo, manchas necroticas en las hojas, y marchitez y

muerte de las plantas.
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Debido a las condiciones de marchitez que se produjeron al final del cultivo,
se evalu6 la produccién potencial de frutos, incluyendo frutos maduros y verdes,

mediante pesada con un dinamometro, contandose el nimero de frutos recolectados.

El estudio estadistico se realizd6 mediante el analisis de la varianza. Las
comparaciones entre las medias se realizaron por el método de la menor diferencia
significativa (LSD), para un nivel de confianza del 95%. Los datos relativos a las
observaciones de sintomas se transformaron mediante el arco seno de la raiz
cuadrada del porcentaje y los relativos a la produccion de las plantas se realizaron

mediante una escala logaritmica de los pesos.

4.4- Deteccion de Olpidium bornovanus, MNSV y CVYV

Al término del cultivo, dos meses después de la inoculacion, todas las plantas
del experimento se analizaron para detectar la presencia de O. bornovanusy del virus
de las manchas necréticas del meldn. Para la deteccion de O. bornovanus, después
de lavar el sistema radicular de cada planta con abundante agua del grifo, se
seleccionaron 10 pequefios trozos, de aproximadamente 1T mm de diametro y 1 cm
de longitud y se observaron mediante un microscopio 6ptico con 250-400 aumentos.
En cada caso se anot6 la presencia tanto de esporangios como de esporangios de

resistencia del hongo, o su ausencia.

Los analisis de cada una de las plantas para determinar la presencia de MNSV
se realizaron por serologia utilizando tejido del hipocotilo. La técnica empleada fue
la ELISA-DAS (Enzyme Linked Immunosorbent Assay-Double Antibody Sandwich)
descrita por Clark y Adams (1977). Se utilizO como soporte insoluble o
inmunoadsorbente placas de poliestireno de 96 pocillos de lectura y siguiendo el

protocolo de la firma Loewe®, suministradora de los antisueros utilizados.
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Fueron consideradas muestras positivas aquellas en las que el resultado de
su absorbancia superd en dos veces la media de las absorbancias de los controles

negativos utilizados en la placa.

A causa de la marchitez aparecida al final del cultivo y teniendo en cuenta
algunos de los sintomas observados en hojas y frutos de meloén, tipicos de CVYV
(Cucumber Vein Yellowing Virus) o “virus de las venas amarillas”, se decidio realizar
el andlisis de todas las plantas del experimento para confirmar la presencia de dicho
virus. Estos analisis se realizaron mediante la técnica de hibridacién molecular por

dot-blot en el Laboratorio de Sanidad Vegetal de La Mojonera.
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5- RESULTADOS

5.1 Sintomas observados

Los resultados obtenidos se encuentran reflejados en la Tabla1.

A los 30 dias de iniciado el cultivo comenzaron a observarse plantas con
sintomas tipicos del virus de las venas amarillas del pepino (Cucumber Vein Yellowing

Virus). El virus se detectd en las muestras de las hojas de las diez plantas analizadas.

El 3 de junio, 56 dias tras la inoculacion y poco antes de la fecha prevista para
la recoleccidon de los frutos, se observaron sintomas de “colapso o muerte subita”
afectando de forma dispersa a todos y cada uno de los tratamientos disefiados,
incluso en las plantas del testigo del experimento. Pocos dias después, la marchitez y
la muerte de algunas de las plantas afectaron a un porcentaje elevado, por lo que se
decidio poner fin al experimento y valorar la produccion de frutos maduros y no

maduros de cada uno de los tratamientos.

Al término del experimento, fueron recogidas muestras de hojas de todas las
plantas y analizadas para CVYV (Cucumber Vein Yellowing Virus), el virus se detecto

en el 100% de las plantas del experimento.

La recoleccién fue realizada 65 dias después de la siembra, los porcentajes de
plantas con sintomas se pueden ver en la Tabla 1, éstos estuvieron comprendidos
entre el 10,2% de las plantas en las parcelas no tratadas y no inoculadas (SN) y el
48,1% de las plantas en las no inoculadas con O. bornovanus y tratadas con Agral
(SNT).

En los dos tratamientos ensayados utilizando el mojante Agral (SNT y SNTC),
el porcentaje de plantas marchitas fue mayor y estadisticamente significativo del de

las plantas no inoculadas y no tratadas (SN). También se observaron diferencias
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significativas entre el tratamiento inoculado con O. bornovanus (SNC) y el tratado
s6lo con el mojante Agral (SNT). Sin embargo, el tratamiento inoculado con O.
bornovanus+Agral (SNCT) no presenté diferencias significativas ni con el tratamiento
inoculado sélo con O. bornovanus (SNC), ni con el que consiste sélo en la adicidon de
Agral (SNT).

Tabla 1. Resultados control de O. bornovanus mediante Agral

Tratamientos PS 0. b. %MNSV PP/pl

O. bornovanus 22.2 bc 89.0a 4.63 a 5.06 a
O. bornovanus + Agral 40.7 ab 00 b 00 b 446 c
Agral 48.1a 00 b 00 b 4.50 bc
Testigo 10.2 ¢ 00 b 00 b 498 ab

Porcentaje de plantas marchitas (PS), porcentaje de deteccion de O. bornovanus (0.b.) en el de
sistema radicular, porcentaje de plantas positivas a MNSV (+MNSV) y produccién potencial en
Kg-planta™ (PP/pl). Valores seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes

(P=0.05).

5.2 Deteccion de Olpidium bornovanus, MNSV y CVYV

O. bornovanus se detecto entre el 89% de las plantas analizadas para los cuatro
bloques del experimento (datos no mostrados) en las parcelas regadas con agua
contaminada y no tratada con Agral (SNC). Por el contrario el hongo no se detect6
en ninguna de las plantas de las parcelas regadas con agua contaminada y tratada
con Agral (SNCT), ni en las regadas con agua no contaminada con O. bornovanus (SN
y SNT).
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Cémo se puede ver en la Tabla 1, estos resultados son significativamente
diferentes del resto de tratamientos, y demuestran que O. bornovanus es capaz de
infectar las raices de las plantas a través del agua de riego y que el Agral ejerce un

control eficaz sobre las zoosporas del hongo impidiendo la infeccién.

Foto 11: Esporangios de resistencia de O.

Foto 12: Esporangios de O. bornovanus

bornovanus al microscopio 6ptico al microscopio éptico

El MNSV so6lo se detecto en el 4.63% de las plantas inoculadas con solucion

nutritiva contaminada por O. bornovanus'y sin Agral (SNC).

MNSV no fue detectado en el resto de plantas pertenecientes a los demas
tratamientos del experimento, con lo cual, cdbmo se puede ver en la tabla 1, el
porcentaje de plantas infectadas por MNSV en las parcelas inoculadas con
zoosporas de O. bornovanus'y sin Agral (SNC), es significativamente diferente del

resto de tratamientos.

Los analisis realizados para la detecciéon de CVYV revelaron que 100% de las

plantas del experimento se encontraban infectadas por el virus.
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5.3 Produccién potencial

Las producciones potenciales totales de frutos estuvieron comprendidas entre
los 4,46 Kg por planta del tratamiento de O. bornovanus tratado con Agral (SNCT) y
los 5,06 kg del tratamiento inoculado con O. bornovanus y no tratado con Agral

(SNCQ).

Las plantas de las parcelas inoculadas con O. bornovanus (SNC) produjeron
significativamente mas (hasta un 10%) que las de las parcelas tratadas con Agral y
no contaminadas con O. bornovanus (SNT), y que las inoculadas con O. bornovanus
y tratadas con Agral (SNCT). Las diferencias observadas entre la produccion de
frutos de las parcelas inoculadas con O. bornovanus (SNC) con respecto a las no

inoculadas y no tratadas con Agral (SN) no fueron significativas.
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6- DISCUSION

En primer lugar, se debiera destacar la posible implicacion, descartada la
accion de O. bornovanusy del Virus de las Manchas Necroticas del Melon, del Virus
de las Venas Amarillas del Pepino (CVYV) en la mortandad observada, ya que el
colapso se produjo de forma generalizada en las distintas parcelas
independientemente del tratamiento al que pertenecieran, correspondiéndose este
hecho con la deteccion de CVYV en el 100% de las plantas al final del experimento.
La muerte subita o colapso esta citado como sintoma asociado a la virosis causada

por CVYV en cultivos de melon en Almeria (Janssen y Cuadrado, 2001).

Sin embargo, si que se puede apreciar cierta sinergia entre el CVYV que
afecté a todo el experimento y las parcelas tratadas con Agral (SNT y SNCT), en
ambos tratamientos el porcentaje de plantas marchitas fue bastante superior al de

las parcelas no tratadas con el mojante.

A pesar de que los resultados obtenidos debieron estar condicionados por
el efecto del colapso observado, parece poder comprobarse la fitotoxicidad del
mojante Agral, que aunque no produjo sintomas tipicos de toxicidad sobre las
plantas tratadas, si redujo la produccion de las parcelas tratadas con respecto a las

no tratadas, aunque no siempre de manera significativa.

Lo que si se aprecia claramente en los resultados, es que el mojante Agral
es capaz de impedir la infeccidon por zoosporas de O. bornovanus, y por tanto la
enfermedad causada por MNSV cuando el hongo es portador del virus, resultados
coincidentes con los obtenidos por Tomlinson y Thomas en 1986 en cultivo de

pepino.

El hecho de que las plantas utilizadas como fuente de indculo del
experimento fuesen infectadas a partir de raices secas con esporangios de

resistencia de O. bornovanus conservadas en tubos de vidrio por un periodo de
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tiempo superior a los 30 dias en la micoteca de la Unidad de micologia del Centro
IFAPA-La Mojonera, corrobora los resultados obtenidos por algunos investigadores
(Avgelis, 1985; Tomlinson y Thomas, 1986) y con los obtenidos por nosotros en
otros experimentos (Guirado et a/ 2009a). Y estan en desacuerdo con los obtenidos
por otros que indican que el hongo puede ser liberado del virus secando las raices
de las plantas infectadas a temperatura ambiente durante mas de un mes (Furuki,
1981; Campbell et a/, 1991; Campbell y Sim, 1994).

El elevado porcentaje de plantas infectadas por O. bornovanus en las parcelas
inoculadas y no tratadas con Agral, pone de manifiesto la capacidad de las
zoosporas del hongo para dispersarse a través del agua de riego y causar infecciéon
en las raices de las plantas, este hecho, descrito anteriormente por varios autores
(Tomlinson y Thomas, 1986; Gomez y Velasco, 1991), avala la importancia de
implementar un estricto control sanitario de las aguas utilizadas para el riego de
cultivos de cucurbitaceas, tanto de los embalses, como de los depdsitos, tuberias,

piquetas y cualquier tipo de material que se encuentre en contacto con estas aguas.
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7- CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos del presente trabajo, se pueden obtener las

siguientes conclusiones:

1- El agua de riego contaminada con zoosporas de Olpidium bornovanus fue
efectivo para causar la infeccién de las raices de plantas de melon en

elevados porcentajes y del MNSV en porcentaje reducido.

2- El mojante Agral aplicado a un agua contaminada con zoosporas de O.
bornovanus, fue capaz de impedir la infeccion de las raices por O.

bornovanus.

3- El mojante Agral causa reduccion de la produccion cuando se aplica en el

agua de riego en cultivo sin suelo de melon.
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