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Estudio de patogenicidad a melón de hongos del suelo causantes
de colapso

R. BELTRÁN, .T. ARMENGOL, .I. GARCÍA-.IIMÉNF.Z

EI síndrome del "colapso" en los cultivos de melón y sandía puede venir asociado a
la presencia en las raíces de las plantas afectadus de distintos hongos del suelo, como
Mano.rporascus cannonbullus, Acremonium cucw^hituceunon, Rhizrq?vcnis vugum y
Plectosporium Iabacinum. En este trabajo se ha estudiado el compurtamiento del melcín
frente a inoculaciones con estos hongos en sus distintas combinaciones, efectuando
dichas inoculaciones en suelo esterilizado y no esterilizado. Los resultados obtenidos en
el peso fresco de la parte aérea indican que éste no es un parámetro adecuado para eva-
luar la patogenicidad de estos hongos. El índice de daños en raíces se presenta como un
parámetro más fiable y, dentro de él, las eombinaciones con M. cannonbu!lus y/o A.
cucurbitacearum presentaron daños más severos que las inoculaciones de R. vagum y/o
P. tubacinum.
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INTRODUCCIÓN

El síndrome del "colapso" es uno de los
principales problemas fitosanitarios que
afectan a los cultivos de melón (Cucumis
melo L.) y sandía (Citrullus lanatus (Thunb.)
Matsum & Nakai) a nivel mundial (MARTYN
y MILLER, 1996; CoHEN et al., 2000). Esta
afección está causada por múltiples agentes
patógenos entre los que se incluyen hongos,
bacterias y virus (BRUTON, 1998).

Uno de los más importantes es el hongo
ascomiceto del suelo Monos^oruscus can-
nonbal[us Pollack et Uecker, que fue citado
por primera vez en España afectando a
melón en el año 1989 (LoBO-RuANO, 1990),
siendo actualmente uno de los principales
factores limitantes del cultivo de cucurbitá-
ceas en algunas de las zonas productoras de
nuestro país (BELTRÁN et al., 2005). Otros

hongos del suelo asociados a este síndrome
son Acremonium cucurbitacearurn Alfaro-
García, W. Gams et J. García-Jiménez, Rhi-
zopycnis vaguni D. F. Farr y P[ectosporiurrr
tnbacinum (van Beyma) M. E. Palm, W.

Gams et Nirenberg (ALFARO-GARCíA et u1.,
1996; GARCÍA-.IIMÉNEZ et a^., 2000; ARMEN-
GOL et al., 2003).

Uno de los síntomas del ataque de M. cun-
nonballus es la presencia de necrosis y
podredumbres en la raíz principal y raíces

secundarias (MARTYN y MILLER, 1996). El
ataque de A. cucurbitacearum se caracteriza
por la destrucción de raicillas absorbentes y

la presencia de acorchamientos en la raíz

principal y secundarias (ALFARO-GARCÍA et
ul., 1996). Estos daños reducen la capacidad
de absorción de agua por parte de la planta,

produciéndose un desequilibrio hídrico que

provoca en pocos días la marchitez completa
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de la parte aérea (MERTELV et ul., I 991). R.
vagum y P. tabucinum han sido descritos
como hongos secundarios que, con su ataque
a las raíces afectadas por los hongos anterio-
res, contribuyen al deterioro del sistema
radical de la planta (Pí;REZ-PiQuERES, 2002;
ARMENGOL Ct al., 2003).

Hasta la fecha, se han efectuado ensayos
de patogenicidad con estas cuatro especies
fúngicas en diversos hospedantes. En los pri-
meros años de la aparición de los problemas
de "colapso", MERTELV et al. (1993) com-
probaron la patogenicidad de M. ccnmonbu-
//us a diversas especies de cucurbitáceas.
ALF:ARO et al. (1996) estudiaron la patogeni-
cidad de A. cucurbitaceurum a melón, y pos-
teriormente, ARMENGOL et al. (1998) y BRU-
ToN et al. (2000b) realizaron ensayos de
patogenicidad con este hongo en varias espe-
cies de cucurbitáceas, otros cultivos y malas
hierbas, completando así la información
sobre su rango de hospedantes. Más adelan-
te se realizaron ensayos de patogenicidad a
melón que sirvieron para comprobar la
implicación en el síndrome del "colapso" de
R. vagum (ARMENGOL et al., 2000; 2003) y
de P. tubacinum (PÉREZ-Pic^uERES, 2002).
Recientemente, AN^RADE et aL (2005) efec-
tuaron ensayos de patogenicidad a melón de
M. cannonballus evaluando diversos pará-
metros y estudiando la correlación entre
ellos.

Por otro lado, BRUTON et al. (2000a) estu-
diaron la patogenicidad a melón de M. cun-
nonballus y A. cuc•urbituceurunt, comparan-
do ambos hongos, pero siendo inoculados
también por separado. BtERNACtc^ y BRUTON
(2001) efectuaron un ensayo similar al ante-
rior, añadiendo a R. vugum entre los hongos
ensayados. En otros estudios, se comparó la
patogenieidad de A. cucurbitncenrum, M.
cannonballus y R. vuKum, junto a otros hon-
gos que también provocan podredumbres en
las raíces de cucurbitáceas, tales como
Macrophomina phuseo/inu, Fu.rarium soluni
y P1'th[Uln Spp. (AEGERTER et al., 2000).

Todos estos estudios tienen en común que
fueron realizados inoculando cada una de
estas especies individualmente. Hasta la

fecha no se ha realizado ningún estudio que
analice el efecto de inoculación conjunta de
estas especies, lo que se aproximaría más a
la situación que se da en ambientes natura-
les, donde lo común es que se presenten a la
vez varios de estos hongos.

El objetivo de este trabajo es estudiar el
comportamiento del melón frente a inocula-
ciones con los hongos del suelo implicados
en el síndrome del "colapso" en sus distintas
combinaciones.

MATERIAL Y MÉTODOS

Aislados fúngicos utilizados
Los ensayos se realizaron utilizando los

aislados fúngicos mostrados en el Cuadro l,
en el que se indica su procedencia y el culti-
vo del cual fueron obtenidos.

La conservación de estos aislados se efec-
tuó en tubos con turba autoclavada almace-
nada a temperatura ambiente y para la reali-
zación de los ensayos se hicieron crecer en
placas Petri con medio Patata Dextrosa Agar
(PDA) durante 15 días a una temperatura de
26°C en ciclos alternantes de oscuridad y l2
horas de luz día + ultravioleta cercano (Syl-
vania F-40 BLB).

Preparación del inóculo
Para la preparación del inóculo, se mez-

claron 1000 ml de arena lavada (0,5 mm de
diámetro) y 91,5 g de salvado de avena,
poniendo 500 ml de esta mezcla en frascos
de cristal de 1 litro. Se añadieron 75 ml de
agua destilada a cada recipiente, se agitaron
y se esterilizaron al autoclave tres veces a
120°C durante 1 hora, con una separación
entre cada autoclavado de 24 horas como
mínimo.

Cada uno de los frascos de cristal fue ino-
culado con dos fragmentos de PDA en los
que había crecido el hongo a inocular, incu-
bándose a 25°C hasta que la mezcla coloni-
zada tenía unos 5 cm de diámetro. En este
momento, se agitó el recipiente con el t7n de
distribuir uniformemente el hongo por toda
la mezcla, y se abrió en cámara de tlujo para
favorecer la aireación y el crecimiento del
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Cuadro I. Origen de los aislados.

Especie Aislado Localidad Provincia Hospedante

M. cannonballus M I Xilxes Casiellón Calabaza

A. cucurbitucearum A419 Llanos del Caudillo Ciudad Real Melón

R. vugwn R25 Argamasilla de Alba Ciudad Real Melón

P. tabuciru^m P467 Ciudad Real Ciudad Real Melón

hongo. Posteriormente, la incubación de los
frascos se prolongó a 25°C durante otros 21
a 28 días.

E1 conteo de los propágulos presentes en

la mezcla de arena y salvado de avena se rea-

lizó mediante el método de las diluciones

sucesivas, utilizando una solución al 1% de

hidroxietil celulosa (HEC) como diluyente y

placas Petri con medio PDA + 500 ppm de

estreptomicina (PDAS). Los resultados se

expresaron como unidades formadoras de

colonias (UFC) por gramo de inóculo (DHIN-
GRA y SWCLAIR, 1995).

Sustrato
Se escogió como sustrato de crecimiento

de las plantas un suelo natural procedente de
Calasparra (Murcia), de una parcela en la
que nunca se había cultivado melón, ni se ha
detectado la presencia de "colapso" en la
comarca. Este suelo se empleó sin autoclavar
y esterilizado al autoclave, tres veces a
120°C durante una hora en días sucesivos.

Preparación e inoculación de macetas
Para la inoculación se utilizaron macetas

de 16 cm de diámetro y 1,5 litros de capaci-

dad. A cada una de ellas se les añadió el sus-

trato y el inóculo adecuado para conseguir los

siguientes niveles indicados en otros estudios

de patogenicidad: 20 UFC/g de suelo para M.

cannonballus (BRUTON, 1995), 50.000 UFC/g

de suelo para A. cucurbitacearum (ARMEN-

coL et al., 1998), ].000 UFC/g de suelo para
R. vagum (MILLER et al., 1996; ARMENGOL et

a1.,2000) y 150.000 UFC/g de suelo para P.
tabacrnum (PFRez-PIQuERES, 2002).

Se realizaron cinco repeticiones (mace-
tas) para cada una de las tesis consideradas
( l6 combinaciones de hongos, incluyendo el

control no inoculado), y todas éstas para los
dos tipos de suelo empleados, resultando un
total de 160 macetas. Las combinaciones
fueron las siguientes:

- Control sin inocular: C.
- Combinaciones primarias: Ac, Mc, Rv, Pt.
- Combinaciones secundarias: Ac+Mc,

Ac+Rv, Ac+Pt, Mc+Rv, Mc+Pt, Rv+Pt.
- Combinaciones terciarias: Ac+Mc+Rv,

Ac+Mc+Pt, Ac+Rv+Pt, Mc+Rv+Pt.
- Combinación cuaternaria: Ac+Mc+Rv+Pt.
(Siendo: C= control sin inocular; Ac = A.

cucurbitacearum; Mc = M. cannonhullus;
Rv = R. vagum y Pt = P. tubacinum)

Este estudio se efectuó en dos años con-
secutivos (2002 y 2003). El tipo de suelo y
las combinaciones consideradas fueron las
mismas durante los dos años; la única excep-
ción fue la combinación Rv+Pt, que sola-
mente se realizó en el año 2003, para los dos
suelos. La variedad de melón empleada en
este ensayo fue Temprano RocheL Las semi-
llas fueron esterilizadas superficialmente
con una solución de hipoclorito sódico
(1,5°Io de cloro activo durante 1 minuto) y,
posteriormente, se sembraron cinco de ellas
por maceta. Las macetas se llevaron a un
invernadero controlado con unas condicio-
nes ambientales de 25-30°C. Tras la germi-
nación, se dejó una planta por maceta.

Parámetros evaluados
A los 45 días se extrajeron las plantas cui-

dadosamente, lavando las raíces, y evaluan-
do los siguientes parámetros: peso fresco de
la parte aérea, índice de daños en raíces
(IDR) y la frecuencia de aislamiento de hon-
gos en raíces.

Para la medición del peso fresco de la
parte aérea y con el fin de estandarizar el
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método, se realizó un corte en la planta al
nivel de los cotiledones. En la evaluación de
daños en raíces se utilizó la escala de valores
siguiente (Bruton, comunicación personal):

0: El hipocotilo, la raíz primaria y las raí-
ces secundarias no muestran ningún tipo de
síntomas de la afección

1: El hipocotilo, la raíz primaria y las raí-
ces secundarias comienzan a mostrar un
ligero pardeamiento

2: El hipocotilo presenta un pardeamiento
moderado y comienza a notarse una reduc-
ción del córtex alrededor del cilindro vascu-
lar. En la raíz primaria empieza a observarse
un pardeamiento moderado, y se ven algunas
pequeñas lesiones. Las raíces secundarias
también presentan un pardeamiento modera-
do y empieza a notarse una reducción de bar-
bada.

3: El hipocotilo presenta un pardeamiento
severo y empiezan a estar expuestos los
haces vasculares. En la raíz primaria se
observa un pardeamiento severo y lesiones
abundantes. Las raíces secundarias también
presentan un pardeamiento severo y la
reducción de barbada es del 25-50%.

4: El hipocotilo se encuentra muy dañado,
en algunos casos con consistencia blanda; el
córtex suele estar completamente ausente y
los haces vasculares completamente expues-
tos. La raíz primaria está muy dañada y se
ven áreas necróticas. Las raíces secundarias
están muy afectadas, con necrosis abundan-
tes, la reducción de barbada es muy acentua-
da. Ocasionalmente la planta se marchita y
muere.

El valor de IDR para cada una de las tesis
es la media de los valores de las cinco plan-
tas estudiadas.

Una vez efectuada ]a evaluación de daños,
se tomaro q pequeños trozos de raíz, hipoco-
tilo y raíces secundarias, preferentemente de
las zonas en que se veían lesiones o zonas
sospechosas de estar afectadas por los hon-
gos inoculados; estos fragmentos se sembra-
ron en medio de cultivo PDAS. Se sembra-
ron un total de 14 puntos de aislamiento por
cada una de las plantas, distribuidos entre el
hipocotilo, raíz principal y raíces secunda-

rias. Las placas sembradas se incubaron en
estufa a 25-27° C durante 3-4 días, al cabo de
los cuales se pasaron a medio PDA las dis-
tintas colonias fúngicas obtenidas. Para pro-
ceder a su identificación, estas placas se
incubaron durante 15 días a 26° C en ciclos
alternantes de 12 horas de oscuridad y 12
horas de luz día + ultravioleta cercano (Syl-
vania F-40 BLB), para inducir la esporula-
cicín.

Análisis estadístico
Los datos de peso fresco de la parte aérea

y de daños en raíces fueron sometidos a un
análisis de varianza (ANOVA), usando el
test LSD (P=0,05) para realizar la compara-
ción entre medias, realizándose un análisis
multifactorial y de interacciones consideran-
do como factores a cada uno de los hongos
inoculados en el trabajo. Asimismo, se reali-
zó una regresión lineal entre los parámetros
"peso fresco de la parte aérea" e"índice de
daños en raíces", para estudiar su relación.
Todos estos análisis se efectuaron mediante
e] software Statgraphics Plus 5.1 (Statistical
Graphics Corp., Englewood Cliffs, NJ,
USA).

RESULTADOS

Peso fresco de la parte aérea
Tras la comparación estadística de los

datos de peso fresco y daños en raíces, se
determinó que existían diferencias significa-
tivas entre los dos años de estudio, por lo que
se procedió a su análisis tomando los datos
de cada año por separado.

En el Cuadro 2 aparecen las medias de los
valores de peso fresco de la parte aérea para
los dos tipos de suelo durante los dos años de
duración del estudio, así como el análisis
estadístico de estos datos. Asimismo, en
estos cuadros se representa la comparación
estadística de los datos totales en ambos
tipos de suelo para cada uno de los años de
estudio.

En el ensayo de 2002, el menor valor de
peso fresco de la parte aérea en el suelo auto-
clavado lo presentó la combinación cuater-
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Cuadro 2. Media de peso fresco de la parte aérea para cada tipo de suelo y año de estudio (Años 21N12 y 21N13).

Año 21102 Año 211113

Combinaciónx Suelo
autoclavado

Suelo
no autoclavado

Suelo Suelo
autoclavado no autoclavado

Control 11,81Y b' 6,57 cde 30,29 a 26,06 a

Ac 16,46 a 9,21 abcde 18,77 c 17,52 bcde

Mc 3,33 def 9,27 abcde 4,52 d 22,33 ab

Rv 4,64 cdef 9,60 abcde 20,34 bc 16,53 bcde

Pt 11,25 ab 10,02 abcd 17,7 c 14,27 defg

Ac+Mc 2,23 ef R,80 bcde 19,82 c 12,21 defg

Ac+Rv 8,62 bc 5,40 de 29,14 ab I 8,94 abrd

Ac+Pt I1,81 b 11,64 ab 15,49 c 21,45 abr

Mc+Rv 9,67 cde 9,71 abcde 21,66 c 15,62 cdef

Mc+Pt I ,11 f 13,82 a 22,69 abc 11,34 efg

Rv+Pt - - - - 20,27 c 9,19 fg

Ac+Mc+Rv 3,94 def 8,53 bcde - - 22,65 bcde

Ac+Mc+Pt 2,60 def 11,62 abc 16,53 c 8,76 fg

Ac+Rv+Pt 6,19 cd 11,04 abc 18,25 c 13,76 defg

Mc+Rv+Pt 3,34 def 7.22 bcde l8,_57 c 7,00 g

Ac+Mc+Rv+Pt 0,87 f 4,67 e 14,83 c 12,39 defg

Media 6,09 B 9,03 A 17,95 A I5,50 B

xAc = A. cucurbrtacearum; Mc = M. cannonba/lus; Rv = R. va^um; Pt = P. tabacinum
YPeso fresco de la parte aérea en gramos (media de cinco plantas)
'^Números en la columna seguidos de Ia misma Ietra no son estadísticamente diferentes según el tetit LSD (P=0,05). Las
letras minúsculas corresponden a la comparación entre tratamientos. Las levas mayúsculas corresponden a la compara-
ción entre tipos de suelo.

naria (Ac+Mc+Rv+Pt), con 0,87 g. Las
siguientes tesis con menor peso fresco fue-
ron Mc+Pt, Ac+Mc y Ac+Mc+Pt, con 1,11
g, 2,23 g y 2,60 g, respectivamente. En cam-
bio, el mayor valor de peso fresco en la parte
aérea correspondió a la tesis Ac, con 16,46 g.
Se encontraron diferencias significativas
entre los cuatro valores superiores y los
menores valores de peso fresco en la parte
aérea. Asimismo, también se encontraron
diferencias significativas entre la tesis Mc y
el control sin inocular.

En el suelo no autoclavado, el menor
valor de peso fresco en la parte aérea tam-
bién correspondió a la combinación cuater-
naria (Ac+Mc+Rv+Pt), con 4,67 g. Por otro
lado, los mayores valores de peso fresco se
obtuvieron con las tesis Ac+Pt y Ac+Mc+Pt,
con 11,64 g y 11,62 g, respectivamente. De
igual forma, se observaron diferencias signi-

ficativas entre la combinación cuaternaria y
las dos combinaciones de mayor valor de
peso fresco.

En el año 2003, las plantas de la combi-
nación Ac+Mc+Rv en el suelo autoclavado
se secaron antes de la finalización del perio-
do de estudio, no pudiéndose determinar las
causas de su muerte, de ahí yue su peso fres-
co no fue considerado. En el suelo autocla-
vado, la combinación sólo con Mc fue la de
menor peso fresco, con 4,52 g. En cambio, la
combinación yue obtuvo mayor peso fresco
en la parte aérea fue el control sin inocular,
con 30,29 g. Se hallaron diferencias signifi-
cativas entre las tesis con mayor peso fresco
(control sin inocular, Ac+Rv), y las de menor
peso fresco en la parte aérea (Mc,
Ac+Mc+Rv, Ac+Pt y Ac+Mc+Pt).

Para el suelo no autoclavado, la combina-
ción con mayor peso fresco fue el control sin
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Cuadro 3. Análisis de la varianza para el efecto de los diferentes hongos inoculados en el peso fresco de la parte
aérea de las plantas, en los ensayos realizados durante los años 21102 y 2003, en suelo autoclavado

y no autoclavado.

Año 2002 Año 21103

Factores Suelo
autoclavado

Suelo
no autoclavado

Suelo
autoclavado

Suelo
no autoclavado

A: A. cucurhitaceurum 0,7320x 0,0643 0,2743 0,0831

M: M. cnrurorrbnllus 0.0000 0,2403 0,0002 0,0139

R: K. vngum 0,0607 0,4950 0,0008 0,0000

P: P. tabncinum

lnteracciunes

Q3648 0.0058 0,0001 Q,0033

AxM 0.2970 0,8375 0,4437 0,2298

AxR 0,1429 0,0708 0,0022 O,I984

AxP 0,0864 0,5434 0,0002 0,0033

MxR 0,0002 0,0256 0,0009 0,8557

MxP 0,2892 0,0355 0,0063 Q 1030

RxP 0,5801 0,3302 0,4143 0,4012

AxMxR Q8699 0,0477 0,0777 01885

AxMxP 0,0207 0,7916 0,0001 0,3210

AxRxP 0,2079 0,7200 0,0075 0,0000

MxRxP 0,0545 Q0041 0,9603 0,6003

AxMxRxP - 0.0000 0.8325

xValor de P(<0,05) ó probabilidad ANOVA.

inocular con 26,06 g; en cambio, la tesis con
menor peso fresco fue Mc+Rv+Pt con 7,00
g. Asimismo, se hallaron diferencias signiti-
cativas entre el control sin inocular y las
combinaciones de menor peso fresco.

Respecto a los datos medios de peso fresco
en la parte aérea del total de plantas en cada
suelo, en el año 2002, las plantas cultivadas en
el suelo autoclavado obtuvieron un valor
medio de 6,09 g, que difería signihcativamen-
te de las cultivadas en el suelo no autoclavado,
que Ilegaron a alcanzar una media de 9,03 g.
Por el contrario, en el año 2003, la media de
peso fresco en la parte aérea para el suelo auto-
clavado fue de 17,95 g, significativamente
superior a la media de peso fresco en el suelo
no autoclavado, que se quedó en 15,50 g.

En el Cuadro 3 se muestran los resultados
del análisis multifactorial para el parámetro
del peso fresco, calculando el efecto de los
hongos inoculados para cada tipo de suelo,
durante los dos años de duración del estudio.

En el año 2002, para el suelo autoclavado

solamente fue significativo M. cannonballus,
así como algunas de las interacciones en las
que estaba presente este hongo, que fueron
las que menor peso fresco obtuvieron. En ese
mismo año, para el suelo no autoclavado, el
único hongo que resultó significativo fue P.
tabacinum, junto con algunas de las interac-
ciones en las que estaba presente, pero en
este caso por ser las que mayor peso fresco
presentaron. En el año 2003, para el suelo
autoclavado fueron considerados significati-
vos M. cannonballus, R. vcrgum y P. tabaci-
nuna, al igual que algunas de las interaccio-
nes con estas especies, teniendo muchas de
las combinaciones donde se encontraban
estos hongos un peso fresco significativa-
mente menor que el control. En ese mismo
año, para el suelo no autoclavado, también
fueron considerados significativos M. can-
nonballus, R. vagum y P. tabacinum, tenien-
do también la mayor parte de las combina-
ciones entre estos hongos un peso fresco sig-
nificativamente menor que el control.
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Evaluación de daños en raíces
Los resultados de la evaluación de daños

en las raíces de las plantas inoculadas
(IDR) se muestran en el Cuadro 4, para
todas las combinaciones y suelos conside-
rados, durante los dos años de estudio. En
estos mismos cuadros se observan también
los valores medios de IDR para el total de
plantas cultivadas en cada suelo y año de
estudio.

Respecto a los resultados del año 2002, en
el suelo autoclavado, la combinación que
obtuvo un IDR significativamente menor al
de todas las demás fue el control sin inocu-
lar, con un valor de 0,92. En cambio, las
combinaciones que dieron un mayor IDR
fueron Ac+Mc+Rv+Pt, Ac+Mc+Rv, Ac+Mc
y Mc+Pt, todas ellas con el máximo valor en
la escala de daños (4). Se encontraron dife-
rencias significativas entre estas combina-
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ciones y las que obtuvieron menor IDR,
comentadas anteriormente.

En el suelo no autoclavado, la combina-
ción yue obtuvo menor índice de daños en
raíces también fue el control no inoculado,
con un valor de IDR de 0,42. Por otra parte,
la combinación con mayor IDR fue
Mc+Rv+Pt, con un valor de 3,83. De la
mistna forma, se encontraron diferencias
significativas entre todas estas combinacio-
nes.

En el año 2003 y suelo autoclavado, la
tesis que tuvo un menor valor de IDR fue el
control sin inocular, con ausencia de daños
en todas las raíces evaluadas. Por otro lado,
la combinación con mayor [DR fue la de Ac,
con un valor de IDR de 3,6. Se hallaron dife-
rencias signiticativas entre las combinacio-
nes que presentaron menor IDR y las que
presentaron un mayor IDR.

Cuadro 4. Media de índice de daños en raíces ( IUK) para cada tipo de suelo y afiu de estudiu lAñus 21102 y 211t13).

Añu ZI102 Añu 2U03

CombinaciónX Suelo Suelo
autoclavado no autoclavado

Suelo Suelu
autoclavadu no autocluvado

Control 0,92y a^ Q42 a 0 a 0 a

Ac 3,33 d 1,92 b 3.60 k 2,50 de

Mc 3,92 e 2,83 e 3.50 jk 3,50 de

Rv 2J 7 b 2.33 c 2 ^ I.SO b
Pt 2.33 b 2.5 cd I,SO bc 190 c

Ac+Mc 4 e 3,17 tg 3,50 jk 3 fg

Ac+Rv 3.25 c 3 ef 2,90 ef 2,90 g

Ac+Pt 2,75 c 2,75 de 3,30 hij 2 50 de

Mc+Rv 3,83 e 2.5 d 2,80 de 230 d

Mc+Pt 4 e 3,17 fg 2.60 d ^.90 g

Rv+Pt I .60 b I .90 c

Ac+Mc+Rv 4 e 3,42 g 2,60 ef

Ac+Mc+Pt 3,83 e 2,75 de 3,20 ghi 2.90 g

Ac+Rv+Pt 3,5 d 3,42 g 3.40 ijk ? 90 g

Mc+Rv+Pt 3,25 d 3,83 h 3.10 fgh 2,70 efg

Ac+Mc+Rv+Pt 4 e 3,33 g 3 efg ^,80 f'g

!^ledia 3,27^ A 2,76 B ^,77 A 2,36 B

xAc = A. c-ucurbitacearurn; Mc = M. rnnnonballus; Rv = R. ragum; Pt = P. tabacinum
yÍndice de daños en raíces en una escala de 0 a 4(media de cinco plantas)
%Números en la columna seguido5 de la misma letra no son estadísticamente diferentes según eI test LSD (P=o,05). Las
letras minúsculas corresponden u la comparación entre vatamientos. Las letras mayúsculas corresponden a la compara-
ción entre tipos de suelo.
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Cuadro 5. Análisis de la varianza para el efecto de los diferentes hongos inoculados en el índice de daños en raí-
ces, en los ensayos realizados durante los años 20U2 y 21103, en suelo autoclavado y no autoclavado.

Año 2002 Año 2U03

Factores Suelo
autoclavado

Suelo
no autoclavado

Suelo
autoclavado

Suelo
no autoclavado

A: A. cucurbitacearum O,OOOOx 0,0109 0,00(>0 Q0000

M: M. cannonbal/us 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

R: R. vagum 0,0000 0,0000 0,0003 0,0000

P: P. tahacinum

Inte^racciones

0,0009 0,0000 0,3811 0,0000

AxM 0,(A)00 0,1495 0,0000 0,0000

AxR 0,1 177 0,0021 0,0000 0,0947

AxP 0,0000 0,0000 0,00(Hl 0,0000

MxR 0,0000 0,0000 0,0020 0,0000

MxP 0,0000 0.0000 0.0000 0,0012

RxP 0.5280 0,0457 0,0105 0,0002

AxMxR 0,0000 0,0000 0,0000 0,0270

AxMxP 0,0000 0.0847 0.1503 0,0000

AxRxP 0,0023 0,0229 0,0021 0,0000

MxRxP 0,0137 0,0109 0,0000 0,0000

AxMxRxP - 0,OD00 0,0002

^^Valor de P(<0,05) ó probabilidad ANOVA

Por otro lado, en el suelo no autoclavado,
la inoculación con mayor IDR fue la de
Ac+Mc con un valor de 3. La tesis que mos-
tró un menor valor de IDR fue, aI igual que
en el suelo autoclavado, el control sin inocu-
lar, también con un IDR de 0(ausencia de
síntomas en raíces). Se encontraron diferen-
cias significativas entre estas últimas tesis de
menor IDR, y las tesis con mayor valor de
índice de daños.

Por último, según los valores del índice de
daños medio para el total de plantas de cada
suelo, en el año 2002, el IDR medio de las
plantas cultivadas en el suelo autoclavado
fue de 3,27, mientras que las cultivadas en el
suelo no autoclavado obtuvieron un IDR de
2,76. De igual forma, en el año 2003, el IDR
medio calculado para las plantas del suelo
autoclavado fue de 2,77, mientras que en el
suelo no autoclavado, solo llegó a 2,36. En
ambos años el valor de IDR fue superior en
el caso del suelo autoclavado, encontrándose
diferencias significativas para el valor de
IDR entre ambos suelos considerados.

En el Cuadro 5 se muestran los resultados
del análisis multifactorial para el índice de
daños en raíces, calculando el efecto de los
hongos inoculados para cada tipo de suelo
durante los dos años de estudio.

Durante el año 2002 todos los hongos ino-
culados tuvieron un efecto significativo, al
igual que la mayoría de sus interacciones,
tanto para el suelo autoclavado como para el
suelo no autoclavado. Sin embargo, hay que
distinguir entre M. cannonballus y A. cucur-
bitacearum, cuyas inoculaciones individua-
les y conjuntas fueron las que presentaron
mayores valores de IDR, y entre R. vagum y
P. tabacinum, cuyas inoculaciones indivi-
duales y el conjunto de ambas obtuvieron
menores valores de IDR, aunque superiores
siempre respecto al control sin inocular. Este
mismo resultado se dio en el año 2003,
excepto con la inoculación de P. tabacinum
en suelo autoclavado, que no resultó signifi-
cativa.

En el estudio de regresión lineal efectua-
do entre los parámetros de peso fresco en la
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parte aérea y el índice de daños en raíces
(datos no mostrados), se obtuvieron índices
de correlación inferiores al 35%, signiticati-
vos en todos los casos durante los dos años
de duración del estudio y para los dos suelos
considerados.

Reaislamiento de hongos
Tanto en el año 2002 como en el 2003,

todos los hongos inoculados en todas las
combinaciones fueron posteriormente reais-
lados. De esta manera se veritlcaron los pos-
tulados de Koch, demostrándose que las ino-
culaciones fueron correctas.

DISCUSIÓN

Esta es la primera vez que se realiza un
ensayo de patogenicidad con los principales
hongos causantes de "colapso" descritos en
España, realizando inoculaciones conjuntas
de todos ellos, en todas las combinaciones
posibles.

Respecto al peso fresco de la parte aérea,
en general se obtuvieron resultados contra-
dictorios. En este sentido, el resultado obte-
nido para el control sin inocular en el suelo
no autoclavado en el año 2002 fue precisa-
mente uno de los valores más bajos (6,57 g).
Asimismo, en el suelo autoclavado también
del año 2002, el peso fresco de la parte aérea
del control fue inferior al conseguido en
algunas de las inoculaciones, como por
ejemplo Ac.

Es destacable también que los valores de
peso fresco en la parte aérea obtenidos para
la tesis cuaternaria (Ac+Mc+Rv+Pt), fueron
en algunos casos superiores a los de otras
combinaciones de menor grado. Asimismo,
tanto en el año 2002 como en el año 2003 y
para los dos tipos de suelo, algunas combi-
naciones binarias e incluso terciarias no pre-
sentaron diferencias significativas con res-
pecto al control sin inocular, mientras que
algunas combinaciones de hongos en solita-
rio sílas presentaron.

También destacan los diferentes resulta-
dos obtenidos entre los dos tipos de suelo en
los dos años de duración del estudio. Así, en

el año 2002, al comparar los valores medios
totales de peso fresco en la parte aérea, se
observó que en el suelo q o autoclavado el
peso fresco medio en la parte aérea (9,03 g)
era signiticativamente mayor yue en el no
autoclavado (6,09 g). En 2003 se dio el caso
contrario, observándose diferencias signiti-
cativas entre ambos suelos, con una media
total de peso fresco en la parte aérea para el
suelo autoclavado de 17,95g, superior a la
del suelo no autoclavado que fue de 15,SOg.

Los resultados obtenidos en el análisis
multifactorial también denotan cierta contra-
dicción entre los dos ensayos, puesto que en
el año 2002 únicamente fueron signiticativas
las inoculaciones con M. cunnonba!/u.ti^ en el
suelo autoclavado (como el hongo que dio
menor peso fresco) y P. tnbnrinum en el
suelo no autoclavado (como el hongo que
dio mayor peso fresco). Por otro lado, en el
año 2003 fueron signiticativas las inocula-
ciones con M. cc^nnoitballus, R. vuku^^n y P.
tabncinum, así como la mayoría de las inte-
racciones entre ellos, para los dos tipos de
suelo, por tener valores bajos de peso fresco.

Por el contrario, en cuanto al índice de
daños en raíces (IDR), se obtuvieron resulta-
dos similares para cada tipo de suelo en los
dos años de duración del estudio. Así, en
2002, el IDR medio total para todas las com-
binaciones del suelo autoclavado fue signiti-
cativamente mayor yue para el suelo no
autoclavado, con valores de 3,27 y 2,76, res-
pectivamente. En el año 2003, también se
presentaron diferencias significativas a favor
del suelo autoclavado, comparado con el
suelo no autoclavado, con valores medios
totales de IDR de 2,77 y 2,36, respectiva-
mente.

Resulta destacable la importancia que
tuvieron las inoculaciones con M. cn^utoriba-
llus, por sí solo o en sus combinaciones con
otros hongos. Así, en el año 2002 en el suelo
autoclavado, las combinaciones yue incluye-
ron a M. cc^nno^tbullus presentaron valores
elevados de [DR, oscilando entre 3 y 4, a
diferencia de otras combinaciones que no
presentaban este hongo, cuyo IDR fue infe-
rior. En ese mismo año, para el suelo sin
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autoclavar se obtuvieron valores similares de
IDR, aunyue ligeramente inferiores. En el
año 2003, los valores de IDR fueron inferio-
res para los dos tipos de suelo, aunque tam-
bién se observó que las combinaciones con
M. cannonbcrllus poseyeron mayor IDR. Del
mismo modo, se obtuvieron valores elevados
de IDR en las combinaciones con A. cucur-
bitacearurn, excepto en algunos casos, como
el suelo sin autoclavar del año 2002, en el
que la inoculación únicamente con A. cucur-
bituceruum fue la que obtuvo el menor valor
de IDR después del control sin inocular
(1,92).

En cambio, respecto a R. vagum y P. tabu-
cinucn, se observa cómo en los dos tipos de
suelos, y para los dos años de estudio, sus ino-
culaciones individuales y binaria fueron las
que menor valor de IDR presentaron, con la
salvedad del control. Se puede atlrmar por
tanto que, en general, las plantas que a priori
mostraron menos daños en raíces fueron las
que se inocularon únicamente con estos hon-
gos, sin la presencia de A. cucurbitucearucn y
M. cannonbullus. Además, el análisis multi-
factorial de los datos de IDR, reveló que todas
las inoculaciones de todos los hongos, así
como de la mayoría de sus interacciones fue-
ron significativas, exceptuando a P. tabaci-
num en el suelo autoclavado, en el año 2003.

A la vista de estos resultados, se podría
decir que el factor limitante en esta afección

es la presencia en el suelo de M. cunnonbu-

Ilus y A. cucurbitaceurum, siendo menos
importante la presencia de R. vugurn y P.
tubucinum. Estos resultados son coherentes

con los obtenidos en otros trabajos, en los

que se cita a M. cannonbullus y A. cucurbi-
tucearum como los principales agentes fún-

gicos causante de "colapso" en cucurbitáce-
aS (1VIERTELY Ct [i^., 1991; GARCíA-J[MÉNEZ et

Cl%., 1994a y b; MARTYN y IVIILLER, 1996).

Los resultados obtenidos en la regresión
entre los dos parámetros considerados, peso
fresco de la parte aérea e IDR, mostraron una
correlación muy baja entre ellos. Como ya se
ha comentado respecto al análisis multifac-
torial efectuado para ambos parámetros, des-
taca yue en el caso delíndice de daños en

raíces, todas las especies fúngicas inocula-
das fueron importantes en los dos años y los
dos tipos de suelo, salvo P. tabacinum en el
suelo autoclavado durante 2003. En cambio,
para el peso fresco en la parte aérea, esto no
fue así, puesto yue en el año 2002 sólo resul-
taron significativos M. cannonballus y P.
tabacinum, en el suelo autoclavado y sin
autoclavar, con mayor y menor peso fresco,
respectivamente, mientras yue en 2003, A.
cucurbitucearucn no fue signihcativo en nin-
gún tipo de suelo, a diferencia de los otros
hongos inoculados. Así pues, no parece que
exista una relación clara entre el peso fresco
en la parte aérea y los daños causados por los
hongos en las raíces. AN^RA^E et ul. (2005)
tampoco encontraron una correlación signi-
ticativa entre el peso fresco de la parte aérea
y la severidad de síntomas de "colapso" en
un ensayo de patogenicidad de M. cannon-
bullus a melón llevado a cabo en Brasil.

Para poder explicar estos resultados, hay
que hacer referencia a otros trabajos que
relacionan este síndrome con la fructifica-
ción de la planta (PivoNiA et al., 2002). El
término "colapso" alude a la marchitez que
tiene lugar en la planta en la época cercana a
la maduración del fruto. En este momento,
los frutos son un importante sumidero de
agua para la planta; este hecho, unido al
notable deterioro de la raíz tras la infección
causada por los hongos del suelo, hace que
en la planta se produzca un estrés hídrico que
provoyue la marchitez y muerte de la parte
aérea de la planta en unos pocos días (BRU-
TON, 1998).

Se debe Cener en cuenta que en este ensa-
yo de inoculación de hongos del suelo en
condiciones de invernadero, al cultivarse las
plantas en macetas pequeñas, no es posible
obtener la fructificación, con lo cual no se
debe considerar al peso fresco en la parte
aérea como un buen indicador de la enfer-
medad en melón cultivado en maceta. En
cambio, el valor de peso fresco de la parte
aérea tendría mayor importancia en plantas
de mayor edad y cultivadas en mejores con-
diciones, ya que entonces sería posible obte-
ner fructificación. En este sentido, se ha
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demostrado que al disminuir la carga de fru-
tos de las plantas de melón infectadas por M.
cmznonfiallus mediante aclareo, se consigue
evitar la marchitez de la parte aérea, puesto
que de esta manera se reduce la demanda de
agua por parte de la planta (PlvoNtA et al.,
2002). Por todo ello, el [DR se presenta
como el parámetro más fiable, a la hora de
explicar los efectos de cada uno de los hon-
gos inoculados y de los tipos de suelo. Se
estima, por tanto, que el peso fresco de la
parte aérea no es un buen parámetro para
medir la incidencia y severidad de los sínto-
mas de "colapso" en ensayos de patogenici-
dad llevados a cabo en invernadero, en plan-
tas de menos de 60 días.

Como ya se ha comentado, para el IDR no
se observaron los resultados contradictorios
entre los dos tipos de suelo que sí se presen-
taron para el peso fresco en la parte aérea.
Para la explicación de estos resultados, hay
que tener en cuenta la presencia en el suelo
de otros hongos que podrían actuar de modo
antagónico frente a los hongos asociados al
"colapso". En este sentido, se conocen bien
las aptitudes de algunos géneros de hongos
para el control biológico de otros agentes
fúngicos, como es el caso de Trichoderma o
de Chaetontium (Dotv^scH y GAMS, 1972),
que se aislaron en el suelo no autoclavado
(datos no mostrados).

También se aislaron en el suelo no auto-
clavado otros hongos de carácter saprofito
como Fusurium y P^^thium. Algunas espe-
cies de este género han sido citadas por algu-
nos autores como propiamente asociadas al
síndrome, y no sólo como saprotitas (Ptvo-
NtA et al., 1997; TELLO et al., 1990). En cual-
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quier caso, el aislamiento de diversas espe-
cies de Fusnrium y P^•tl^trum es un resultado
que también ha aparecido en otros estudios
de patogenicidad con A. cucurhrtncenrum y
M. ccmnonbullus (GARCfA-J Ĵ MÉNEZ et al.,
1992; GARCÍA-.IIMÉNF:Z Pl U^., lyy4b; BRU-
ToN er af., 2000a; SALES er al., 2001), ya que
cuando las raíces se hallan muy deterioradas,
estos hongos pueden presentarse como
saprofitos.

Por último, no parece que la presencia de
todos los hongos asociados al colapso con-
juntamente suponga un mayor deterioro de

la raíz y una mayor incidencia de "colapso";
visto de otra manera, con la presencia en

suelos de cultivo de melón y sandía de M.
cannonbnllus o A. cucurbitaccurum, aun por
sí solos, es más que suticiente para que se
produzcan ataques a las raíces de las plantas
con el posterior desarrollo de los síntomas
típicos de "colapso", y con la gravedad que

ha conseguido elevar a estos hongos dentro
de los principales problemas de sanidad del

cultivo de éstas cucurbitáceas (MeRTELV et
al., 1y91; GARCÍA-11MÉNEZ P/ u]., 1994a y b;
GARCÍA-.IIMÉNEZ et C4L, ZOOO). AGGFRTER et
aL (2000) destacan la idea que la presencia

de los hongos causantes de "colapso" A.
cucurbitacearum, M. canunnbn!!us y R.
vagum no es suficiente para el desarrollo del
síndrome, pues hay que tener también en

cuenta otros factores de tipo biótico, climáti-
co, etc. Sin embargo, los resultados obteni-
dos en este estudio confirman la importancia
de M. cannonbctllus y A. cucurhitacearunt,
que pueden causar daños más severos que
otros hongos implicados en el síndrome del
"colapso".

BtiLTRÁN R., ^. ARMENGOL, ^. CiARCÍA-^IMÉNEZ. 2oÍ1%. Pa[hogenicity to n7Utikmelon of

soilborne tLngi associated with cucurbit vine decline. Bnl. San. ^eg. Plagces, 32: 695-707.

Vine decline or collapse of muskmelon and watermelon can be atisociated to the pre-
sence on the root system of several soil-borne fungi, like Monosporuscus cannunhullus.
Acremoniwn cururbilcrcennAm. Rhizopyenis ^^ngum and Plectosporium tuhncinuni. In this
study the behaviour of muskmelon inoculated with these fungi in all possible combina-
tions among them has been studied. The inoculations were set up in sterilized and natu-
rally infested soil. Fresh weight results showed that this is not an adequate parameter to
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evaluate the pathogenicity of these fungi. Root damage index it shows like a more relia-
ble parameter, concretely inoculations with M. cnnnonbullus and/or A. cucurhituccarum
showed more damage that inoculations with R. vagum and P. rabucinum.

Keywords: Acremonium cucurbitacearum, Cucumis melo, Monosporascus cunnon-
ballus, Rhizopycnis vagum, Plectosporium tabacinum.
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