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El organismo responsable de |a
Fusariosis vascular del melon
(Cucumis melo), el hongo
patégeno Fusarium oxysporum
f. sp. melonis, puede ser erra-
dicado mediante la aplicacion
de |a energia producida por un
microondas comercial de 2.45
GHz de frecuencia.

La técnica ensayada, ademas
de ser una técnica novedosa y
atractiva para la erradicacion de
este patogeno, constituye un
proceso inocuo, no destructivo,
rapido, compacto, de elevada
velocidad de puesta en funcio-
namiento y parada, no conta-
minante del medio ambiente, y
con ausencia de peligros tanto
para los manipuladores, como
para los posteriores usuarios.

*E.ULTA. Universidad Castilla- La Mancha

Introduccion

La Fusariosis del melon, causada por
el hongo patogeno Fusarium oxyspo-
rum Schlecht f. sp. melonis Snaider and
Hansen, es una de las mas destructivas
enfermedades que se presentan en to-
das las regiones productoras de este
cultivo y, cuando aparece, es capaz de
reducir la produccion incluso por enci-
ma del 90 % (4,7,9,11, 14).

En Castilla-La Mancha, que represen-
ta una de las mayores areas del mundo
de cultivo de melo6n al aire libre, la ma-

dichas bandejas tienen dimensiones de
70 x 46 x 7.5 cm y tienen 216 alvéolos
de 12 cm3 de capacidad cada uno. En
ellas los viveristas colocan para su enrai-
zamiento, una a una, las semillas de me-
I6n, en un sustrato artificial a base de
mezcla de turba negra y turba rubia
(70:30;v.v). Para evitar la evaporacion y
favorecer la nascencia, una vez sembra-
da cada semilla en su alvéolo corres-
pondiente, es usual cubrir el sustrato
con una delgada capa de vermiculita.
Aungue la forma normal de combatir

La fusariosis del melén es una de las mas destructivas
enfermedades que se presentan en todas las regiones

productoras de este cultivo

yoria de los agricultores, debido al ele-
vado precio de la semilla, practica el
cultivo del melén usando como técnica
de implantacion el trasplante de plantu-
las enraizadas en camaras de ambiente
controlado por viveristas especializa-
dos, utilizando para ello bandejas de
poliuretano expandido. Normalmente,

esta enfermedad es la prevencion del
patdgeno en el terreno (17), la reutiliza-
ciéon de dichas bandejas que conlienen
restos de sustrato infestado, es una de
las principales causas responsables del
rapido desarrollo de esta enfermedad.
Asi ocurre también en patdégenos simila-
res (1).
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La lucha contra esta enfermedad en
cultivares no resistentes implica la utili-
zacion de semillas y de plantulas exen-
tas del patdgeno, lo que exige el uso de
semilla sana y la erradicacion del pato-
geno del sustrato y de la bandeja de pro-
pagacion (5).

Los métodos quimicos, como la aplica-
cion de hipoclorito sodico o de formol,
producen serios problemas de fitotoxici-
dad en las jovenes plantas, asi como
riesgos para el manipulador y para los
posteriores usuarios. Los métodos fisi-
€0s, como el calentamiento convencio-
nal, ademés de ser voluminosos, difici-
les de manejar y de poder contaminar el
medjo ambiente (12), no son aplicables
a las bandejas de propagacion. La sola-
rizacion, aunque permite reducir la viabi-
lidad del patégeno,como requiere de
seis a ocho semanas en la época esti-
val, no es aplicable (17). Ha sido por to-
do ello por lo que, basandose en que es-
tudios de laboratorio y ensayos de cam-
po, han demostrado que la energia apli-
cada mediante ondas de ultra alta fre-
cuencia (microondas) es destructiva pa-
ra un amplio espectro de parasitos tanto
del suelo, como de tas semillas (3, 6, 10,
12,15, 17), los autores de este trabajo,
han utilizado las ondas de frecuencia de
2.45 GHz producidas por un horno mi-
croondas convencional, para eliminar
las conidias de Fusarium oxyxporum f.
sp melonis que provocan la Fusarioris
del melon.

Esta técnica, que son muchos los auto-
res que coinciden en que la mayor des-
ventaja que tiene. cuando se aplica a la
desinfestacion, es que requiere gran
cantidad de energia (2, 8,11,13,16), los
autores de este trabajo, basandose en
que dichas afirmaciones estan referidas
a la desinfestacion de grandes masas, y
en que, en el caso de la propagacion de
semillas de melon, se utilizan materiales
transparentes a las microondas y peque-
nas cantidades de suelo, han demostra-
do que, con un bajo consumo energéti-
co, las microondas son capaces de eli-
minar las conidias de Fusarium oxyxpo-
rum f. sp melonis en pocos segundos.

Para demostrarlo han realizado ensa-
yos con un microondas comercial, estu-

diando, en primer lugar, la cantidad de
energia a aplicar al inoculo de Fusarium
oxyxporum f. sp melonis suspendido en
agua esterilizada para su total erradica-
cién y, en segundo lugar, han estudiado
la Curva de Progreso de la Enfermedad,
banando por inmersion, con lo que se
asegura el ataque del patogeno, las rai-
ces de plantulas de meldn de la varie-
dad Amarillo Canario, propagadas con
una asepsia total, tanto en una solucién
testigo con una concentracion de coni-
dias de 5.108 conidias/ml, como en la
misma solucion, pero irradiada con la
cantidad de energia suficiente como pa-
ra erradicar totalmente el hongo.

Los resultados obtenidos con el traba-
jo permiten concluir que, si se aplica su-
ficiente cantidad de energia al indculo
de Fusarium oxysporum f. sp melonis,
usando microondas de 2,45 GHz de fre-
cuencia, se puede conseguir la erradi-
cacién total de dicho patogeno, con un
bajo consumo energético. Dicha técni-
ca, constituye un proceso inocuo, no
destructivo y que no tiene ningun efecto
negativo, que ofrece ademas, entre sus
mas importantes ventajas, su rapida
transferencia de energia, su capacidad
selectiva de calentamiento, lo compacto
de los equipos, su elevada velocidad de
puesta en funcionamiento y parada, la
no contaminacion medioambiental y la
ausencia de peligros tanto para los ma-
nipuladores, como para los posteriores
usuarios.

Aplicacion de microondas para la erradicacion de la Fusariosis del Melon

Materiales y métodos

Todos los ensayos se realizaron con un
horno microondas convencional (DAE-
WOO KOC-970T) de 1400 vatios de po-
tencia nominal y 1000 vatios de potencia
de salida, que trabaja a 2.45 GHz y pro-
duce las microondas mediante un magne-
trén alimentado por un transformador de
220 voltios de entrada y 4000 voltios de
salida. El magnetrén envia las ondas al
interior de un receptaculo en forma de pa-
ralelepipedo de 34 x 24 x 33 ¢cm de longi-
tud, construido en acero inoxidable, cerra-
do con una puerta con aislante de doble
capa de vidrio y filtro. Las ondas son en-
viadas al interior del receptaculo median-
te una campana conductora colocada en
una de sus caras laterales. Dicho horno
esta provisto de un sistema digital de con-
trol que permite aplicar la irradiacion pro-
ducida por el magnetron con intérvalos de
un segundo.

El sustrato en el que se llevaron a cabo
los experimentos fue una mezcla de turba
negra y turba rubia (70:30;v:v).

Las semillas de melén utilizadas en los
ensayos fueron del cv. Amarillo Canario,
variedad escogida por ser susceptible a
todas las razas del patogeno estudiado
(19).

El patogeno utilizado fue un aislado de
Fusarium oxysporum f. sp. melonis raza
2, que habia sido aislado de plantas en-
fermas procedentes de fincas colaborado-
ras de cultivadores de melon de la provin-
cia de Ciudad Real (Espana).
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Del borde de la colonia de cultivos mo-
nosporicos del patégeno de seis dias,
se extrajeron discos de micelio de 5 mm
de diametro, cinco de los cuales fueron
introducidos en matraces Erlenmeyer
que contenia 100 mililitros de caldo pa-
tata-dextrosa (CPD), los cuales fueron
incubados en un agitador orbital, a 120
rp.m., a25+2°C de temperaturay 16
horas/dia de luz fluorescente (450 pmol
E. m-2.s1). Alos seis dias, el contenido
de los matraces se filtro a través de ocho
capas de gasa estéril, ajustandose la
suspension de microconidias a una con-
centracion de 5.106 conidias/ml.

Para determinar la cantidad de ener-
gia que era necesario aplicar para eli-
minar las conidias de Fusarium oxys-
porum f. sp. melonis, la primera parte
del ensayo consistio en introducir en el
microondas el indculo suspendido en
agua esterilizada desionizada. Diez
mililitros de suspensiones de 5.108 co-
nidias/ml fueron anadidos respectiva-
mente a tubos de ensayo esteriliza-
dos, de 20 c¢cm3 de capacidad. Colo-
candolos, en grupos de seis, en el
centro del horno, fueron sometidos a
irradiaciones de tiempo crecientes en
progresion aritmética de razon tres se-
gundos. La viabilidad del indculo des-
pués de cada irradiacion se determino
por el método de dilucién en placas de
Petri, en medio de cultivo JV8 semise-
lectivo para Fusarium. La viabilidad
fue comparada con la del indculo no
irradiado y mantenido en los tubos de

ensayo a 25+2 °C. El ensayo fue repeti-
do dos veces.

Una vez determinada la cantidad de
energia a aplicar para erradicar las co-
nidias de Fusarium oxysporum f. sp.
melonis, se estudio la patogenicidad de
las conidias tras el tratamiento con el
microondas. Para ello se propagaron,
en condiciones de asepsia total, semi-
llas de la variedad Amarillo Canario,
susceptible a todas las razas de dicho
patogeno. Las semillas de melon fueron
desinfestadas superficialmente sumer-
giéndolas dos minutos en hipoclorito so-
dico al 10%. A continuacion se pusieron

Tahla 1. Efecto de la aplicacion con microondas de
energia de 3000, 6000, 9000, 12000,15000, 18000,
21000 y 24000 Julios a los tubos de ensayo conte-
niendo una suspension conidica de Fusarium oxyspo-
rum £.sp. melonis

Numero de U.F.C. X

Energia aplicada (Julios) | 104 /cm? de suspension

de indculo

0 2467 a
3000 218.3 ab
6000 178.3 abc
9000 161.7 bed
12000 147.3 cde
15000 145.0 de
18000 103.3¢e
21000 65.7 f
24000 0g

aron regulando el temporizador

1) Las diferentes energias iradiadas s
5 &1 hprmo microondas utiizado er los

intervalos de un segundo. del tual disp
ensayos

21 Las Unidades Fermadoras de
método de 13s dilucones en Agar

(U F C.) fueren deterninadas por el

/8
sp melonis utilizado eran suspensiones
cemdias!m

31 €l inteuto de Fusarium oxysporiis
dnconidias a la concentracien de 5.1
4) Cada valor presentado en Ja tatil:
de Colonias que aparecieron despues
energias ullizadas en (os ensayos

] Valores e
cativas al rivel 95 % ¢

media Je las Unidades Formadoras
s

{2 Irradiar fos tubos con cada una

[05)

mnas seguidos de letras diferentes indican diferencias signifi-

a germinar en placas Petri que conteni-
an vermiculita estéril. Estas se coloca-
ron en camara de crecimiento a 25+2°C,
75 % de humedad relativa y 16 horas/dia
de fotoperiodo con luz fluorescente (450
pmol E. m2.s1). Las semillas que habian
germinado se trasplantaron una a una a
los alvéolos de 12 trozos de bandeja de
10 alvéolos cada uno, cortados de bande-
jas comerciales que nunca habian sido
utilizadas. Los alvéolos se llenaron con
mezcla previamente esterilizada de turba
negra y turba rubia (70:30; v:v). Una vez
sembradas se cubrieron con una ligera
capa de vermiculita estéril para reducir la
evaporacion y favorecer la nascencia y se
mantuvieron, regandolas cada dos dias, a
capacidad de campo, en la camara de
crecimiento a 252 °C, con 16 horas/dia
de fotoperiodo con luz fluorescente (450
umol €. m2.s°1).

Transcurridos siete dias, las plantulas
de meldn en las que habian emergido
las primeras hojas verdaderas, se saca-
ron cuidadosamente de los alvéolos y se
lavaron sus raices con agua corriente,
eliminando todos los restos de sustralo.
Las plantas de cuatro bloques de 10
plantulas/bloque fueron inocutadas su-
mergiendo sus raices en una suspen-
sion de 60 ml de Fusarium oxysporum f.
sp. melonis con concentracion de 5.108
conidias/ml, la cual habia sido irra-
diada cada una con una energia de
24.000 julios (24 segundos de irra-
diacion), dicha cantidad de energia
habia sido determinada en la prime-
ra fase del ensayo, como la canti-
dad de energia a aplicar para la
erradicacion del patogeno de los 10
ml inoculo suspendido en agua es-
terilizada contenidos en cada uno
de los seis tubos de ensayo irradia-
dos, que contenian un total de 60 ml
de suspension de indculo. Las plan-
tas de los cuatro bloques de 10
plantas/bloque inoculadas fueron
trasplantadas individualmente, se-

<n  parando los blogues en bandejas, a

contenedores de plastico de 250
cm3 de capacidad, rellenos de la
misma mezcla de sustrato artificial
esterilizado. Como testigo fueron
utilizados cuatro bloques de plan-
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PLANTAS TESTIGO
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INDICE DE SEVERIDAD

Figura 1. Evolucion en el tiempo del Indice de Severidad de la Fusariosis en plantas testigo,
en plantas inoculadas con solucion de patdgeno irradiada con energia de 24000 Julios y en

plantas control.

4 6 8 10
DIAS TRANSCURRIDOS

12 14 16 18 20 22

tas/bloque, cuyas raices se sumergieron
en 60 cm3 de suspension de indculo con
una concentracion de 5.108 conidias/ml.
Como control sin inocular se utilizaron
cuatro blogues de 10 plantas/bloque, cu-
yas raices se banaron en agua esterili-
zada. Tanto las plantas testigo, como las
plantas control, se trasplantaron a sus
respectivos contenedores, rellenos del
mismo sustrato esterilizado, de idéntica
forma que a los anteriores. Todos los
bloques de plantas fueron mantenidos,
para evitar contaminaciones, en bande-
jas independientes, en una camara de
crecimiento durante 22 dias, a 252 °C,
con 16 horas de fotoperiodo con luz fluo-
rescente (450 umol E. m2.s-1) donde se
regaban cada dos dias a capacidad de
campo. Durante los 22 dias que se man-
tuvieron las plantas en la referida cama-
ra de crecimiento, cada dos dias, las
plantas fueron observadas, cuantifican-
do el numero de plantas de cada bloque
afectadas de Fusariosis, asi como la
severidad del ataque, segun la si-
guiente escala de valores: 0 para las
plantas sanas, una para las plantas
que presentaban sintomas leves, dos
para las que presentaban sintomas
severos, tres para los que presenta-
ban sintomas muy severos y cuatro
para las plantas muertas. Con los va-
lores obtenidos se calculd el denomi-

nado indice de Severidad de la Enfer-
medad, para lo cual se utilizé la siguien-
te formula:

indice de severidad  Zn;- s
de la enfermedad (%)~ 7. N 100

Siendo:

n;: numero de plantas afectadas por ca-
da grado de severidad.

s;: grado de severidad del ataque (0-4).

N: numero total de plantas usadas para
cada energia aplicada.

Para comparar la severidad de la enfer-
medad que aparecid en los tres grupos
de plantas se representaron en unos ejes
cartesianos las Curvas de Progreso de la
Enfermedad. Para ello se colocaron en
abscisas los dias transcurridos tras la
inoculacion, y en ordenadas los indices
de Severidad de la Enfermedad, calcula-
dos segun la formula precedente y, a con-
tinuacion, se calcularon las Superficies

Tabla 2. Superficie Bajo la Curva de Progreso de la
Enfermedad

Bloque Superficie bajo la curva de
a progreso de la enfermedad

Plantas testigo 11,8
24000 julios 0
Plantas control 0

1} La superficie baje 1a curva de Progreso de la enfermedad permite tener una idea clara
de la sevendad de |a enfermedad. ya que representa la suma de los productos de as

medias de ios Indices de Severidad calculados y del numero de dias transcuridos enlre
las dos 'ecturas de dichos Indices de Severidad.

Aplicacion de microondas para la erradicacion de la Fusariosis del Melon

Bajo la Curva de Progreso de la Enferme-
dad, mediante el sumatorio del producto
de la media del grado de severidad entre
dos observaciones consecutivas, por el
numero de dias transcurridos entre dichas
observaciones.

El analisis de los datos obtenidos se rea-
lizé con el programa estadistico Statgra-
phics version 3.5, utilizando el test ANOVA,
seguido de un Test de Rango Multiple.

Resultados

La tabla 1 representa el efecto de la irra-
diacion de los tubos de ensayo con las di-
ferentes cantidades de energia aplicada
con microondas en la viabilidad del inocu-
lo de Fusarium oxysporum f.sp. melonis.

En la figura 1 se presenta el efecto de la
aplicacion de energia con microondas en
la evolucion en el tiempo del indice de Se-
veridad de la Fusariosis del melon. En los
diagramas, en abscisas se representan,
de dos en dos dias, los 22 dias siguientes
a la inoculacion de las raices de las plan-
tulas con conidias del hongo Fusarium
oxysporum f.sp. melonis contenido en las
soluciones del patogeno irradiadas con las
diferentes cantidades de energia previstas
en el ensayo y, en ordenadas, los corres-
pondientes valores del Indice de Severi-
dad de la Enfermedad expresados en por-
centaje, calculados con la formula presen-
tada previamente.

En la tabla 2 se presenta, transcurridos
22 dias después de la inoculacion, los va-
lores medios de la Superficie Bajo la Cur-
va de Progreso de fa Enfermedad corres-
pondientes a las plantas testigo, a las
plantas inoculadas sumergiendo sus rai-
ces en 60 ml de solucion de indculo con
5.106 conidias/ml a la cual se le habia apli-
cado mediante irradiacion con microondas
de 2.4 Ghz de frecuencia la cantidad de

energia de 24.000 julios (24 se-
gundos de irradiacion) y a las plan-
tas control.

Discusion

De la tabla 1 se deduce que, a
medida que aumenta la energia
aplicada con el microondas, dismi-
nuye el Numero de Unidades For-
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madoras de Colonias, y que, cuando
la energia irradiada fue >24.000 julios,
el nimero de Unidades Formadoras
de Colonias obtenido es nulo.

Estos resultados permiten conside-
rar, de acuerdo con Mavrogianopoulos
et al.(2000) y otros autores que la irra-
diacién con microondas constituye una
idea muy atractiva para la eliminacion
de Fusarium oxysporum f. sp. melonis.
Ademas abre una nueva ruta de desin-
festacion que puede permitir a los vi-
veristas eliminar uno de los mas gra-
ves problemas que se les presenta
cuando producen comercialmente plantu-
las de meldn a partir de semillas.

De los ensayos para la obtencion de la
Curva de Progreso de la Enfermedad, es
importante destacar que, en ningun caso,
aparecieron diferencias significativas al ni-
vel 95% entre los cuatro bloques de 10
plantas/bloque de cada grupo ensayado,
lo cual indica, de forma muy clara, que el
tratamiento con microondas es una técni-
ca de gran uniformidad en cuanto a la efi-
cacia de su aplicacion.

También ocurrié que, ni en las plantas
control, ni en las plantas que se inocularon
con suspensiones de 5.108 conidias/ml a
las que se le habia aplicado una energia
de 24.000 Julios, aparecieron sintomas de
la enfermedad. Esto indica, en primer lu-
gar, que en los ensayos realizados no apa-
recieron contaminaciones indeseables, vy,
en segundo lugar, lo cual es mucho mas
importante, que la irradiacién con microon-
das del indculo de Fusarium oxysporum f.
sp. melonis, permite, si la energia aplicada
es suficiente, su total eliminacion.

Es importante notar que, para la elimina-
cion total de la infeccion que produce el
patbégeno Fusarium oxysporum f. sp. me-
lonis, la cantidad necesaria de energia es
reducida. Esto indica, contrariamente a lo
que ha sido expresado por otros autores
cuando han utilizado la energia de las mi-
croondas para desinfestacion de suelos
(R.P.Rice, AR Putham, 1977; R. Lal, W.B.
Reed, 1988; S.0. Nelson, 1996), que, en
este caso especifico, no es necesaria una
gran cantidad de energia para alcanzar re-
sultados plenamente satisfactorios.

En conclusion, la irradiacion con micro-
ondas de 2.45 GHz de frecuencia es un

método rapido, eficiente, seguro, comodo,
no destructivo, no contaminante, libre de
residuos, y que no produce riesgos ni para
el operario que lo aplica, ni para posterio-
res usuarios de las plantulas producidas,
que se puede considerar como una técni-
ca capaz de combatir la Fusariosis del me-
1on.
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