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Transmision por semilla del virus de las manchas necroticas del melon
(MNSYV) y eficacia de tratamientos de desinfeccion de semilla

J. A. HERRERA VAsQUEZ, M. C. COorDOBA SELLES, M. C. CEBRIAN, A. A. FERNANDEZ, C. JORDA

Los indices de transmision por semilla del virus de las manchas necroticas del
melon (MNSV), fueron evaluados en plantulas procedentes de semillas comerciales de
melon (Cucumis melo L.) cv. Galia F,. Las plantulas en estado de cotiledon y las plantas
en estado adulto fueron analizadas para el MNSV por DAS-ELISA y RT-PCR. Ninguno
de los grupos de plantulas analizados result6 positivo para el MNSV por ELISA. Sin em-
bargo, la proporcion de plantulas infectadas con el MNSV por RT-PCR fue de al menos
7'y 8% en los lotes de semillas 05 y 06, respectivamente. En este sentido, 14 y 8 grupos
de plantulas (10 plantulas por cada grupo), de un total de 200 y 100 plantulas, respecti-
vamente, procedentes de semillas infectadas resultaron positivas para el MNSV en los
lotes de semillas 05 y 06, respectivamente, correspondiente a indices de transmision de
semilla a plantula de 11.3 y 14.8%, respectivamente. Por otro lado, varios tratamientos
de desinfeccion de semilla fueron evaluados por su capacidad para prevenir la transmi-
sion por semilla del MNSV. En este sentido, los resultados obtenidos sugieren que el
tratamiento de 144 h a 70 °C podria ser utilizado para erradicar el MNSV en semillas de
melon sin afectar su germinacion.
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INTRODUCCION

Entre los virus transmisibles por semilla en
la familia Cucurbitacea esta citado el virus que
nos ocupa, virus de las manchas necréticas del
meloén (MNSV), pero la enfermedad se extien-
de por su vector Olpidium bornovanus. Tiene
importancia, sin embargo esta forma de trans-
mision, por constituir el indculo primario de la
enfermedad y facilitar la introduccion de la mis-
ma en zonas libres del virus (JOrRDA et al., 2005).

En la bibliografia podemos encontrar di-
ferentes valores de indices de transmision
por semilla de este virus que van desde la
no transmision hasta un 20% (KisHi, 1966;
GONZALEZ- GARZA et al., 1979; YosHIDA et al.,
1980; AvgeLis, 1985), aunque hay que pun-
tualizar que la mayoria de los trabajos sobre
la transmision o no del MNSV estan basados
en los aspectos sintomatologicos que podrian
mostrar las plantulas procedentes de semillas
infectadas, sin utilizar ningtin método anali-
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tico de deteccion del virus y no teniendo en
cuenta el papel que podia jugar O. bornovanus
en la transmision de la misma. En contraste,
CAMPBELL et al. (1996), reportaron indices de
transmision superiores al 50% cuando estuvo
presente O. bornovanus, utilizando la técni-
ca serologica ELISA para la deteccion del
MNSV. Estos autores relacionan la transmi-
sion por la semilla a la presencia del hongo
vector aplicando un método de diagnostico no
solo visual, y proponen llamar a este tipo de
transmision como “transmision por semilla
asistida por el vector” (“vector-assisted seed
transmission-VAST”). No obstante, otros au-
tores (GOMEZ et al., 2005) alertan sobre la fal-
ta de sensibilidad del ELISA, como método
de deteccion, para determinar la presencia del
MNSYV en la semilla, teniendo en cuenta que
la proporcion de virus en semilla es general-
mente baja para la mayoria de los virus.

Los tnicos métodos empleados antigua-
mente para evaluar la transmision por semilla
del MNSV, segun hemos citado, eran la ob-
servacion de sintomas y posteriormente las
técnicas serolodgicas, un gran avance aunque
insuficiente para este tipo de deteccion. Ante
las limitaciones de estas técnicas se plantea la
utilizacion de las técnicas moleculares (hibri-
dacion molecular y RT-PCR), ya que podrian
superar la sensibilidad de estos métodos y
mejorar la eficiencia en el diagndstico (SAN-
CHEZ-NAVARRO et al., 1998).

En el caso de este virus, un punto importante
a tomar en cuenta en su diagndstico, es elegir
la zona de la planta apropiada para realizar el
analisis, ya que hemos podido comprobar que
no se distribuye por igual en todas las partes
de la misma. En este sentido, el virus ha sido
detectado en las raices de plantulas de melon
previamente del transplante de éstas a campo,
por lo tanto, en esta etapa temprana de desarro-
llo las raices parecen actuar como reservorio del
MNSYV, lo que indica que este virus se replica
en dicho tejido y el mismo podria ser usado en
su diagndstico rutinario (GOSALVEZ et al., 2003).

El uso de semilla libre de virus es una medi-
da importante para prevenir su introduccion en

las areas de produccion, asi como su extension
si las condiciones ambientales son propicias y
siempre en presencia del vector. Ante esta situa-
cion, diferentes tratamientos fisicos y quimicos
han sido reportados para erradicar o reducir sig-
nificativamente la incidencia de virus sin afec-
tar la germinacion de las semillas, en aquellas
virosis que presentan este tipo de transmision,
basta citar como ejemplos, los tratamientos por
termoterapia para erradicar el virus del mosaico
del tabaco (Tobacco mosaic virus, TMV) (LATE-
RROT y PECAUT, 1968) o el virus del mosaico del
pepino dulce (Pepino mosaic virus, PepMV)
(CorpOBA-SELLES et al., 2007), ambos virus lo-
calizados en la superficie de las semillas. En el
caso del MNSYV, el tinico método citado desde
antiguo para erradicar el virus de las semillas de
meldn era el tratamiento con acido clorhidrico
(HCL) y posterior secado de éstas durante 4 dias
o0 mas (Dumas DE Vaurx, 1970). Es importante
indicar en este sentido que algunas empresas de
semillas utilizan tratamientos para su desinfec-
cion, sin embargo, los detalles de los protocolos
de dichos tratamientos son propiedad de la em-
presay, por ende, confidenciales.

Todos estos tratamientos surgen ante la
necesidad del uso de semilla libre de virus
como una medida importante de control, como
indicamos previamente, aunque hay que hacer
alusion nuevamente la dificultad que presenta
la deteccion del MNSV en las semillas dado
que suele presentar indices de transmision tan
bajos que son dificilmente detectables median-
te los métodos convencionales.

Los objetivos del estudio eran estimar el
porcentaje de plantula enferma a partir de se-
milla, comparando dos métodos de diagnos-
tico, ELISA y RT-PCR, y analizar diversos
tratamientos, fisicos y quimicos, de la semilla
para erradicar el virus de la misma, determi-
nando el efecto de estos tratamientos en la
germinacion de la semilla de melon.

MATERIALES Y METODOS

En este estudio se utilizé una semilla de
melo6n tipo Galia F, producida en Espafia, por
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considerarse altamente susceptible al MNSV
(NavaL-MEermNo, 2005), utilizando dos lotes
de semillas, uno obtenido en el ano 2005 (lote
05) y el otro lote del 2006 (lote 06). De for-
ma comparada se utilizaron dos técnicas de
deteccion, ELISA y RT-PCR.

Transmision del MNSV de semilla infecta-
da a plantula

Un niimero elevado de semillas, 350 y 150
del lote 05 y 06, respectivamente, fueron ger-
minadas en bandejas estériles, sobre celulosa
estéril y humedecidas con agua también estéril
(Figura 1). A los 15 dias, se tomaron muestras
de 0.1 g de las raicillas de las plantulas y luego
se trasplantaron de forma individual a mace-

tas estériles con sustrato (2:1, turba:arena) asi
mismo estéril, colocandose en camara climati-
ca con 60% de humedad, un fotoperiodo de 12
horas luz y otro tanto de oscuridad, a tempera-
tura de 26°C y 18°C, respectivamente, regan-
dose con agua estéril y guardandose medidas
estrictas de sanidad y de aislamiento. Cuarenta
y cinco dias mas tarde, se recogieron raices de
estas plantas, lavandolas cuidadosamente con
agua destilada estéril para retirar los restos del
sustrato y se dividieron en muestras de 0.1 g de
cada planta. Se agruparon las muestras corres-
pondientes a diez plantas, obteniéndose una
muestra compuesta de 1 g, del cual se tomaba
0.5 gy 0.1 g analizandose por DAS-ELISA y
RT-PCR, respectivamente.

Figura 1. Ensayo de transmision del MNSV de semilla infectada a plantula: (A) Germinacion de semillas,
(B) Emergencia de plantulas.

Analisis DAS-ELISA

Para la técnica serologica se utilizd un
antisuero especifico del virus suministrado
por BIO-RAD, siguiendo la metodologia que
marcaba la casa suministradora. En este sen-
tido, muestras de 0.5 g de raices fueron tritu-
radas en una bolsa plastica en tampon de ex-
traccion (2% PVP en PBS-Tween, 1:20, p/v).
Posteriormente, los extractos fueron filtrados
a través de muselina y alicuotas de 100 pl de
cada extracto fueron analizadas por duplicado
por DAS-ELISA con el antisuero especifico
del MNSV. Se incluy¢ testigo positivo y ne-

gativo del virus, considerandose en la lectura
del espectofotometro Multiskan EX Modelo
355 (Flow laboratories, Finlandia) muestra
positiva aquella muestra que superara en el
doble la lectura de su absorbancia (A,,, nm)
de la correspondiente al testigo negativo.

Extraccion del ARN y analisis por RT-PCR

Muestras de 0.1 g de raices se trituraron
utilizando nitrégeno liquido y se extrajeron
los ARN totales utilizando un kit de extrac-
cién, RNAwiz™ (Ambion), siguiendo las
instrucciones del producto suministrado. La
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RT-PCR se realiz6 en un solo paso usando
SuperScript™ II RT con Platinum®Taq kit
(Invitrogen Life Technologies) y cebadores
especificos del MNSV, MNSV1 (5-GGA-
GGCAACATTTCGTACA-3") y MNSV2
(5'-AGAGACCAAGCGATCAAAC-3"),
disenados para amplificar un fragmento de
genoma de 650-pb, correspondiente a los
nucleoétidos 172-822 del gen de la proteina
de cubierta del virus (p42). Los ARN totales
fueron desnaturalizados a 65°C durante 5 mi-
nutos y el cDNA fue sintetizado a 50°C por
30 minutos en una mezcla de reaccion que
incluia 0.4 uM de los cebadores, 1x tampon
de reaccion (conteniendo 0.4 mM de dNTPs
y 2.4 mM MgS0,) y 0.25 pL del enzima, en
un volumen final de reaccién de 12.5 uL. Las
condiciones de la PCR fueron: 94 °C por 2
minutos, seguido por 35 ciclos de 1 minuto
a 94 °C, 1 minuto a 50°C y 1 minuto a 72°C,
con un paso final de extension de 10 minutos
a 72°C, utilizando un termociclador Master-
cycler personal 5332 (Eppendorf).

Los productos amplificados por RT-PCR
se separaron por electroforesis en gel de
1.2% de agarosa, en tampon 1x TAE (40 mM
Tris-acetato y ImM EDTA a pH 8.0) tifiéndo-
se con bromuro de etidio. Los tamaiios de los
fragmentos se determinaron por comparacion
con un marcador de peso molecular conocido
DNA Ladder Plus de 100-pb (MBI Fermen-
tas). El porcentaje de incidencia viral en las
muestras agrupadas fue estimado utilizando
la formula de GiBBs y Gower (1960):

P=1- (1- y/n)'*

Donde P=Probabilidad de transmision
de una sola plantula infectada

por MNSV
y = Numero de muestras positi-
vas por RT-PCR
n=Numero total de muestras
analizadas

k=Numero de plantulas por
muestra (k=10)

Tratamientos de desinfeccion de semilla

Para determinar la eficacia de los trata-
mientos de desinfeccion de la semilla en la
erradicacion del MNSV en semilla de melon
comercial, se utilizaron los dos lotes de semi-
llas anteriormente citados y se sometieron a
siete tratamientos diferentes que fueron com-
parados. Se evalu¢ el efecto de la temperatu-
ra, tratando las semillas en una incubadora a
70°C durante 72 horas (T72), 96 horas (T96),
120 horas (T102) y 144 horas (T144). Por
otro lado, dos soluciones desinfectantes que
habian sido efectivas con otras virosis, fueron
utilizadas. En este caso, las semillas fueron
sumergidas en una solucion de fosfato triso-
dico al 10% durante 3 horas (TTP), o en acido
clorhidrico 0.1 N durante 30 minutos (THC).
Un tratamiento combinado (térmico y quimi-
co) se ensayo también, en el cual las semillas
primero se sometieron a 70°C durante 120
horas y luego fueron sumergidas en fosfato
trisodico al 10% durante 3 horas. Después
de someter las semillas a los diferentes tra-
tamientos citados, se lavaron con agua desio-
nizada, se secaron y se colocaron en celulosa
para su germinacion. Una vez germinadas se
transfirieron como se indicd anteriormente.
En todos los tratamientos, la germinacion fue
evaluada mediante el conteo de las plantulas
15 dias después de colocar las semillas en las
bandejas de germinacion, y el efecto de los
tratamientos en la germinacion se compar6
con la germinacion de semillas no tratadas. El
numero de semillas usadas en cada lote/trata-
miento se recogen en la Tabla 1. Las plantulas
fueron analizadas por DAS-ELISA y RT-PCR
siguiendo la técnica descrita anteriormente,
en estado de cotiledones y adultas.

Analisis estadistico

En todos los experimentos, los valores
de la absorbancia obtenidos por ELISA y
los resultados de la RT-PCR fueron analiza-
dos mediante ANOVA multifactorial con la
ayuda del programa STATGRAPHICS Plus
para Windows (version 5.1; Manugistics
Inc). El “estado de crecimiento al momento
del analisis” en las semillas no tratadas y el
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“lote de semilla evaluado” fueron conside-
rados efectos fijos en el indice de infeccion
del MNSV obtenido por ELISA o RT-PCR.
En este sentido, la diferencia minima signifi-
cativa protegida de Fisher (LSD; P<0.05) se
utiliz6 para determinar cual de ellos difiere
significativamente de los otros. Por otro lado,
se utilizo el mismo procedimiento estadistico
con los datos obtenidos de la germinacion.
En este caso, el “tratamiento de semilla” y el
“lote de semilla evaluado” fueron considera-
dos efectos fijos.

Secuenciacion y analisis

Para confirmar la identidad del virus
detectado en las plantulas infectadas de los
estudios anteriormente citados, el fragmento
obtenido por RT-PCR fue purificado utilizan-
do el kit High Pure PCR Product Purification
(Roche Diagnostics) y directamente secuen-
ciado utilizando un kit Big Dye Terminator
version 3.1 Cycle Sequencing en un se-
cuenciador 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). La secuencia fue comparada
con ayuda del progrma BLAST (Basic Local
Alignments Search Tool) (ALTscHUL et al.,
1997) con secuencias depositadas en el NCBI
(National Center of Biotechnology Informa-
tion).

RESULTADOS Y DISCUSION

Transmision del MNSV de semilla infecta-
da a plantula

La transmision por semilla del MNSV
ha sido estudiada por diversos autores, tal y
como describimos previamente. No obstan-
te, en la mayoria de los casos las semillas
utilizadas procedian de frutos infectados, a
diferencia de GoNzALEZ-GARZA et al. (1979),
los cuales utilizaron semilla comercial para
evaluar mediante la observacion de sintomas
dicha transmision.

Para realizar un estudio sobre esta trans-
mision, en nuestro caso, se utilizdo semilla
comercial de la que se expendia a los produc-
tores, con la finalidad de determinar si éstas

podian constituir la via de introduccion del
MNSV en las areas de cultivo.

Analisis DAS-ELISA

En el caso del ELISA, el MNSV no fue
detectado en ningtin grupo de raicillas de 200
y 100 plantulas procedentes de semilla co-
mercial de los lotes 05 y 06, respectivamente,
ni las analizadas en estado de cotiledon o en
estado adulto. En este sentido, los valores de
la absorbancia de alicuotas analizadas por du-
plicado para 12 testigos negativos estuvieron
en el rango de 0.078 a 0.162 (con una media
de 0.022), mientras que para 12 testigos posi-
tivos analizados bajo las mismas condiciones
los valores de la absorbancia estuvieron en
el rango de 0.195 a 2.368 (con una media de
1.452). A lo anterior, las absorbancias medias
en el estado de cotiledon y en el estado adulto
fueron de 0.039 + 0.004 y 0.003 + 0.008, res-
pectivamente, en el lote de semilla 05, y 0.038
+0.004 y 0.007 + 0.015, respectivamente, en
el lote de semilla 06. Por lo tanto, el estado
de crecimiento de las plantas al momento del
analisis por DAS-ELISA afecto significativa-
mente los valores de la absorbancia obtenidos
por esta técnica en los lotes de semillas no
tratadas (P = 0.0001). Sin embargo, no hubo
diferencias significativas en la absorbancia
entre ambos lotes de semillas (P = 0.6593).

Analisis RT-PCR

Mediante RT-PCR si fue posible detectar
el MNSV en plantulas. En este caso, 14 y 8
de las muestras compuestas por diez plan-
tulas, correspondientes a los lotes 05 y 06,
respectivamente, fueron positivas al MNSV
(Tabla 1). El fragmento esperado de 650-pb
fue amplificado de los extractos de las mues-
tras positivas, pero no de los extractos sanos,
testigos negativos (Figura 2). Estos datos
confirman que el MNSV se transmitia por se-
milla en los lotes comerciales ensayados. De
nuevo se determinaba la baja sensibilidad de
la técnica serologica ELISA en la deteccion
de este virus en plantas asintomaticas (GOMEZ
et al., 2005).
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b <— 650 bp

Figura 2. Amplificacion mediante RT-PCR de un fragmento de 650-pb correspondiente a la secuencia parcial de la
proteina de cubierta del MNSV. Lineas 1-8, muestras compuestas (raices de 10 plantulas en estado de cotiledon)
procedentes de semilla comercial no tratada; —, testigo negativo; +, testigo positivo del MNSV; M, marcador de peso
molecular de 100-pb DNA Ladder Plus (MBI Fermentas, Vilna, Lituania).

La probabilidad de infeccion fue de 11.3
y 14.8% en los lotes de semilla 05 y 06, res-
pectivamente, tal y como se indica en la Tabla
1. No obstante, ninguna de las plantulas de
meldon que fueron positivas al MNSV por RT-
PCR mostraron sintomas de este virus. Por
otro lado, en estado adulto ninguna muestra
compuesta por diez plantas fue positiva al
MNSYV por RT-PCR (Tabla 1). En este senti-
do, al igual que ocurri6 con el ELISA, en los
resultados de la RT-PCR también se observa-
ron diferencias significativas (P = 0.0000) en-
tre el analisis realizado en estado de cotiledon
o en estado adulto. Sin embargo, no se obser-
varon diferencias significativas (P = 0.7548)
entre ambos lotes de semilla.

Adicionalmente, setenta de las plantulas
que fueron positivas como muestras agru-
padas se analizaron individualmente por
DAS-ELISA y RT-PCR. Ninguna de las plan-
tas fueron positivas al MNSV por DAS-ELI-
SA. Sin embargo, 12 plantulas fueron po-
sitivas al MNSV por RT-PCR, pero solo en
estado de cotiledon.

La técnica RT-PCR ya habia sido utilizada
para detectar el MNSV en meldn (GOSALVEZ
et al., 2003), asi como de manera rutinaria y
a gran escala para determinar la presencia de
otros virus en semillas, por ejemplo, el virus

del mosaico del pepino (Cucumber mosaic
virus, CMV) en altramuces (WYLIE et al.,
1993). Sin embargo, dicha técnica no habia
sido usada para evaluar la transmision por
semilla del MNSV.

En este trabajo, el MNSV ha sido detec-
tado por RT-PCR en plantulas en estado de
cotiledon procedentes de semilla comercial,
no asi en estado adulto lo cual podria apoyar
la hipoétesis de la posible resistencia de algu-
nos cultivares de melon a este virus, reporta-
do previamente por otros autores (COUDRIET
et al., 1981; LovisoLo ef al., 1982; ALvarez,
1997; MALLOR et al., 2003; Diaz et al., 2004;
MALLOR et al., 2004). Aunque el virus inicial-
mente se replica y esta presente en las raices,
su movimiento en la planta podria ser restrin-
gido como resultado de la resistencia gené-
tica derivada del propio cultivar de melon.
Sin embargo, existe el riesgo de que el virus
pueda ser adquirido por el vector a partir de
plantulas infectadas una vez que estas hayan
sido transplantadas en el campo y, posterior-
mente, transmitirlo a plantas adultas. La in-
feccion del MNSV depende en gran medida
de las condiciones ambientales, por lo tanto,
resulta dificil predecir lo que ocurrird en una
plantula procedente de una semilla infectada.
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La técnica RT-PCR ha sido efectiva para
evaluar la transmision por semilla del MNSYV,
como hemos indicamos, obteniendo altos in-
dices de transmision, incluso analizando un
pequeiio numero de muestras (Tabla 1), supe-
rior a los obtenidos por CAMPBELL et al. (1996)
los cuales utilizaron semilla procedente de
frutos infectados y analizando un mayor ni-
mero de muestras, pero utilizando un método
de deteccion menos sensible, el ELISA. No
obstante, es importante analizar un mayor nu-
mero de lotes de semilla comercial y de frutos
de melon infectados, antes de ofrecer una re-
comendacion general relacionada con el uso
rutinario de la técnica RT-PCR. También hay
que sefalar la importancia de seleccionar la
zona de la planta de donde se tome la muestra
y el momento idoneo de este muestreo, y este
punto es aplicable al estudio de cualquier otro
virus que se necesite analizar.

Eficacia de tratamientos de desinfecciéon de
semilla

Existen diferentes métodos de control del
MNSYV, siendo los mas efectivos aquellos que
previenen su entrada en el campo, entre estos,
la resistencia al virus presente en algunos cul-
tivares de meldn, el control de O. bornovanus
mediante la aplicacion del surfactante Agral
en cultivos hidropénicos, el cual afecta las
zoosporas de este hongo vector (TOMLINSON
Y Tuomas, 1986), o el uso de semilla libre
de virus (Dumas pE Vaurx, 1970). En este
ultimo caso, es importante dejar claro que el
analisis de todas las semillas para determinar
la ausencia o presencia del MNSV no es una
medida practica, por lo tanto, se deben esta-
blecer medidas para regular los tratamientos
de semillas y garantizar que las mismas estén
libres del virus.

Efectos de tratamientos de semilla sobre
la germinacion de semillas de melon.

En todos los tratamientos, excluyendo
los controles, el indice de germinacion de las
semillas del lote 06 fue significativamente
mayor (P > 0.0002) que el del lote 05 (Tabla
2). Ademas, el tratamiento de desinfeccion

no tuvo un efecto significativo (P > 0.7636)
sobre el indice de germinaciéon en ambos lo-
tes de semillas. En este sentido, el tratamien-
to T96 no afect6 la germinacion del lote de
semilla 06 en comparacion con las semillas
no tratadas. Por otro lado, el tratamiento TTP
tuvo una mayor incidencia en el indice de ger-
minacion del lote de semilla 05, reduciéndolo
a un 75%, en comparacion con el 86% de las
semillas no tratadas, pero no tuvo un efecto
en el lote 06. La reduccion en la germinacion
de las semillas del lote 06 con respecto a las
semillas no tratadas se observo en los trata-
mientos T72, T120 y THC, mientras que en
los tratamientos T144, TTC y TTP aument6
el indice de germinacion; TTC tuvo el efec-
to mas favorable sobre la germinacion de las
semillas, un aumento del 2% en comparacion
con las semillas no tratadas (Tabla 2).

Deteccion del MNSYV en plantulas por
DAS-ELISA

Mediante la técnica serologica ELISA no
fue posible detectar el MNSV en las plantas
de melon en estado de cotiledén y en estado
adulto, en ninguno de los tratamientos efec-
tuados en ambos lotes de semillas. Sin em-
bargo, en todos los tratamientos, se observaba
una reduccion significativa (P = 0-0000) en
los valores de la absorbancia en comparacion
con las semillas no tratadas.

Deteccion del MNSYV en plantulas por
RT-PCR

Los resultados de la deteccion del MNSV
en las plantulas por RT-PCR después de varios
tratamientos de desinfeccion de semillas, asi
como los indices de transmision del MNSV
de semilla tratada y no tratada a plantulas, se
recogen en la Tabla 1.

El tratamiento T144 fue el unico tra-
tamiento capaz de eliminar totalmente el
MNSYV de las plantulas en ambos lotes de se-
millas, ademas de incrementar la germinacion
de las semillas tratadas respecto a las semillas
no tratadas (Tabla 2). No obstante, este es un
tratamiento prolongado y debe ser aplicado
por personal cualificado.
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Tabla 2. Efecto de los tratamientos de desinfeccion en los indices de germinacion de semilla
comercial de melon.
Lote-05 Lote-06

Tratamiento” Nimero de indice de indice de Nimero de indice de indice de

semillas” germinacién (%)* variacion’ semillas” germinacién (%)* variacion’
NT 355 86 - 150 83 -
T72 175 79 -7 150 82 -1
T96 175 76 -10 175 83 0
T120 175 80 -6 175 82 -1
T144 350 80 -6 175 84 1
TTC 175 77 -9 175 85 2
TTP 175 75 -11 175 84 1
THC 175 79 -7 175 82 -1

*Tratamientos de desinfeccion: NT, semillas no tratadas; T72, T96, T120, T144, tratamientos de termoterapia a 70°C
durante 72, 96, 120 y 144 h, respectivamente; TTC, termoterapia a 70°C durante 120 h seguido de inmersion en 10% de
fosfato trisodico (Na,PO,) durante 3 h; TTP, inmersion en 10% de fosfato trisédico durante 3 h; THC, inmersién en 0-1 N

de acido clorhidrico (HCI) durante 30 min.

®Numero total de semillas colocadas en las bandejas de germinacion.

¢Indice de germinacion registrado 15 dias después de germinadas las semillas.

4Diferencia en el indice de germinacion de semillas no tratadas y tratadas.

En los otros tratamientos, la incidencia del
MNSYV estuvo en el rango del 1 al 70% en el
lote de semilla 05 y del 4 al 70% en el lote de
semilla 06, en comparacion al 70 y 80% obte-
nido en las plantulas procedentes de semillas
no tratadas en los lotes 05 y 06, respectiva-
mente. Una disminucion en la incidencia del
MNSV fue evidente en las plantulas después
de realizar todos los tratamientos de semillas
en comparacion con las plantulas procedentes
de semillas no tratadas, excepto para el trata-
miento T72, cuya incidencia se mantuvo en
el mismo rango que las plantulas procedentes
de semillas no tratadas en el lote de semilla
05. Los tratamientos de semillas T96 y T120
redujeron la infeccion en las plantulas en un
42.9% en el lote de semillas 05, y en un 50%
y 100%, respectivamente, en lote de semillas
06. Por lo tanto, los tratamientos térmicos T72,
T96 y T120 reducen los indices de transmision
en relacion a las semillas no tratadas. No obs-
tante, la alta estabilidad del MNSV podria ser

la razén por la cual estos tratamientos de ter-
moterapia, y en particular el tratamiento T72,
resultan ineficaces en eliminar el MNSV. En
este sentido, como indicamos anteriormente
los tratamientos térmicos han sido utilizados
en diversas ocasiones para eliminar o reducir
de manera significativa diferentes virus, entre
ellos cabe citar, el TMV (LATERROT y PEcAuT,
1968), el virus del mosaico moteado verde del
pepino (Cucumber green mottle mosaic virus,
CoMmmv; SANG-MIN et al., 2003) y el PepMV
(COrRDOBA-SELLES et al., 2007), mediante el
calentamiento de las semillas sin afectar la
germinacion de las mismas.

Los tratamientos TTP y THC redujeron la
infeccion en un 14.3% y 18.6%, respectiva-
mente, en el lote de semilla 05,y 25% y 28.8%,
respectivamente, en el lote de semilla 06, en
comparacion con las plantulas procedentes de
semillas no tratadas. En este sentido, los trata-
mientos quimicos, por ejemplo, el tratamiento
con fosfato trisddico, han sido usados en otras
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virosis transmitidas por semilla con la finalidad
de eliminar virus localizados en la cubierta de
las mismas, sin afectar la germinacion de éstas
(GREEN et al., 1987). En el caso del MNSV,
también se ha usado dicho tratamiento, como
indicamos anteriormente, observandose que
existe una reduccion pero no elimina la infec-
cion del MNSYV, debido a que éste virus no solo
se aloja en la cubierta de las semillas sino en
el endospermo (CAMPBELL ef al., 1996). Otros
autores han citado la inactivacion del MNSV
mediante el tratamiento con acido clorhidrico
(Dumas pE Vaurx, 1970), aunque estos resul-
tados estan basados en la observacion de la sin-
tomatologia que podian mostrar las plantulas
procedentes de semillas infectadas tratadas y,
como indicamos anteriormente, la observacion
de sintomas no es suficiente para realizar un
diagnostico preciso, esta podria ser la causa de
los valores negativos. En este sentido, el trata-
miento mediante la inmersion de las semillas
en 0.1 N de acido clorhidrico (THC) en nuestro
caso no fue efectivo en la eliminacién del virus
obteniéndose altos indices de transmision tras
dicho tratamiento.

El tratamiento TTC redujo la infeccion en
las plantulas en un 85.7% y 100% en los lotes
de semillas 05 y 06, respectivamente. En este
sentido, el tratamiento combinado (fisico-qui-
mico) mediante la exposicion de las semillas a
80°C durante 24 h seguido de la inmersion en
una solucion al 10% de fosfato trisdédico du-
rante 3 h, ha resultado efectivo en la inactiva-
cion de virus localizados en la cubierta de las
semillas en otros casos (DiNaNT y Lot, 1992;
CORDOBA-SELLES ef al., 2007). No obstante, en
el caso del MNSV el cual ademas de la cubier-
ta se aloja en el endospermo, el tratamiento
combinado TTC (termoterapia a 70°C durante
120 h seguido de inmersion en 10% de fosfato
trisddico durante 3 h) reduce, pero no elimina
completamente la incidencia del MNSV. Es
importante indicar en este sentido que la no eli-
minacion total del virus de las semillas podria
suponer un peligro para la produccion debido
a la diseminacion secundaria por el hongo vec-
tor O. bornovanus.

Los tratamientos T120 y TTC en el lote
de semilla 06 y el tratamiento T144 en ambos
lotes de semillas presentaron una probabilidad
de infeccion de 0.0 en el estado de cotiledon
(Tabla 1). Por otro lado, la probabilidad de de-
tectar una plantula infectada después de tratar
las semillas estuvo en el rango de 1.0 a 11.3 en
el lote de semilla 05 y de 4.9 a 11.3 en el lote
de semilla 06, en comparacion con las plan-
tulas procedentes de semillas no tratadas, las
cuales estuvieron en el rango de 11.3 y 14.8 en
los lotes de semillas 05 y 06, respectivamente.
Los tratamientos de desinfeccion de semillas
afectaron significativamente (P = 0.0000) la
incidencia del MNSV en las plantulas. Sin em-
bargo, no hubo diferencias significativas (P =
0.6439) entre ambos lotes de semillas.

Todas las plantas procedentes de semillas
de los tratamientos T72, TTP y THC (trata-
mientos en los cuales se obtuvo la mayor pro-
babilidad de infeccion en las plantulas) fueron
analizadas en estado adulto para la deteccion
del MNSV por DAS-ELISA y RT-PCR, sin
embargo, no se obtuvieron resultados positivos
tras dichos analisis.

Por tltimo, es importante indicar en rela-
cién a la transmision y desinfeccion del MNSV,
que se requiere de un protocolo internacional
para el analisis y el tratamiento de las semillas.
No obstante, es necesario realizar investigacio-
nes adicionales para optimizar dicho protocolo
frente a la infeccion por el MNSV, con el fin de
controlar y erradicar la enfermedad.

Analisis de secuencia del aislado del MNSV

En el caso del MNSYV, no se disponia de nin-
guna secuencia procedente de plantulas proce-
dentes de semilla comercial de melon infectada.
La secuencia del aislado MNSV-SEED 1 (Gen-
Bank accesion No. DQ443545) procedente de
plantulas obtenidas de semillas comerciales
de melon, tenia un 100% de homologia de se-
cuencia en la region del genoma estudiada con
varios aislados obtenidos de diferentes regiones
geograficas (HERRERA-VASQUEZ et al., 2007),
incluyendo un aislado originario de Panama,
MNSV-PAN2 (DQ443547), que se habia utili-
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zado como testigo positivo en este estudio. Esta
casualidad nos indica que la diseminacion de la
enfermedad esta claramente relacionada con la
comercializacion de las semillas.
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ABSTRACT

HERRERA VASQUEZ, J. A., M. C. CorpoBA SELLES, M. C. CEBRIAN, A. A. FERNANDEZ,
C. JorpA. 2012. Seed transmission of melon necrotic spot virus (MNSV) and efficacy of
seed-disinfection treatments. Bol. San. Veg. Plagas, 38: 387-398

Rates of seed transmission of Melon necrotic spot virus (MNSV) were estimated
in seedlings grown from commercial melon (Cucumis melo) cv. Galia F1 seeds. Seed-
lings at the cotyledon stage and adult plants were assayed for MNSV by DAS-ELISA
and RT-PCR. None of the seedling groups tested positive for MNSV by ELISA. The
proportion of seedlings infected with MNSV was at least 7 and 8% in seed lots 05 and
06, respectively, as estimated from RT-PCR analysis of grouped seedlings. Fourteen and
eight grouped samples (10 seedlings per group), of a total of 200 and 100 seedlings,
respectively, grown from infected seeds were MNSV-positive in seed lots 05 and 06,
respectively, corresponding to seed-to-seedling transmission rates of 11.3 and 14.8%,
respectively. Several seed-disinfection treatments were evaluated for their ability to pre-
vent seed transmission of MNSV. The results suggest that a treatment of 144 h at 70°C

can be used to eradicate MNSV in melon seeds without hindering germination.

Keywords: Carmovirus, Cucumis melo, ELISA, RT-PCR, seed.
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