enfermedades

Fficacia de la desinfeccion del sustrato
contra Olpidium bornovanus y MNSV en

cucurbitdceas

Efecto de la desinfeccion del sustrato mediante solarizacion y uso de hipoclorito sodico

El virus del cribado del melon
(melon necrotic spot virus,
MNSV) causa graves dafios

en los cultivos protegidos de
melon del litoral
mediterraneo espafol,
detectandose también en
sandia y pepino. Este virus se
transmite por el hongo del
suelo Olpidium bornovanus.
En este articulo se resumen
los resultados obtenidos al
desinfectar el sustrato
mediante técnicas de
solarizacion y desinfeccion
en hipoclorito sodico

frente a O. bornovanus.
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as cucurbitaceas constitu-

yen un grupo de especial

importancia en la horticul-

tura espanola. Melon, pe-

pino y sandia se encuen-
tran entre los seis cultivos horti-
colas mas importantes en cuanto
a produccion. En el ano 2002, el
melén fue el segundo en impor-
tancia, con 1.100.000t, la sandia
el quinto (622.0001)y el pepino el
sexto (511.000 t). Solamente en
Almeria, la superficie cultivada en
invernadero se estimé en ese ano
en 4.278,3.690y 3.800 ha, para
melén, sandia y pepino, respecti-
vamente (MAPA, 2004).

Entre las enfermedades con
mayor incidencia en cultivos pro-
tegidos de cucurbitaceas estan
las inducidas por virus. En parti-
cular, el virus del cribado del me-
I6n (melon necrotic spot virus,
MNSV) ha causado y causa gra-
ves danos en los cultivos protegi-
dos de meldn del litoral mediterra-
neo espanol (Cuadrado et a/.,
1993; Luis-Arteaga, 1994), y tam-
bién se ha detectado en cultivos
protegidos de sandia y pepino
(Cuadrado et al., 1993; Luis-Arte-
aga, 1994; Saez et al., datos sin
publicar). Desde el punto de vista
epidemioldgico, la caracteristica

mas importante de este virus es
su transmision por el hongo de
suelo Ojpidium bornovanus (Tom-
linson y Thomas, 1986; Campbell
et al., 1996), que parece ser por
si mismo un patégeno de cucurbi-
taceas (Gomez, 1993; Campbelly
Sim, 1994). Ademas de la trans-
mision del MNSV por O. bornova-
nus, se ha descrito su transmi-
sién por semilla (Gonzalez-Garza
et al,, 1979; Avgelis, 1985), la
cual parece estar asistida por el
hongo (Furuki, 1981; Campbell et
al., 1996).

Entre los métodos de control
descritos para MNSV destacan:

Lesiones necréticas
causadas por MNSV
en hojas de sandia.
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- Laintroduccién de resistencia
genética controlada por un solo
gen recesivo, en el cultivo de me-
|6n (Coudriet et al., 1979).

+ El injerto sobre patrones no
huéspedes del virus (ej. Cucurbita
ficifolia en pepino).

+ La esterilizacién de suelo o
lana de roca con vapor de agua; el
tratamiento del suelo con bromu-
ro de metilo (Bos et al., 1984).

+ La utilizacién de un mojante
en cultivo de pepino (6xido de al-
quil fenol etileno) como aditivo en
las soluciones nutritivas, por su
efecto contra las zoosporas del
hongo (Tomlinson y Thomas,
1986).

El objetivo de los experimentos
realizados fue estudiar el efecto
de la solarizacién y utilizacién de
hipoclorito sédico en la desinfec-
cion del sustrato frente a 0. bor-
novanus.

Material y métodos

Se realizaron dos experimentos
en cultivo sin suelo en el Centro
de Investigacion y Formacién
Agraria La Mojonera-La Canada
de Almeria durante los anos
2001 y 2002. El sustrato utiliza-
do fue perlita tipo B-12, en sacos
de polietileno blanco de 120 x 20
x 20 cm, que contenian raices
procedentes de un cultivo ante-

as necroticas
por MNSV en
tallo de melon.

rior de cucurbitaceas inoculado
con un aislado masal de O. bor-
novanus portador del MNSV. Las
temperaturas del exterior de los
invernaderos se registraron en la
estacion meteorolégica del CIFA
La Mojonera-La Canada, situada
aunos 20 mde los invernaderos,
mientras que las temperaturas
de los sacos de cultivo se toma-
ron con termistores PC 108, re-
gistrandose los datos en un da-

talogger modelo CR10-X fabrica-
do por Campbell Scientific Ltd.

El experimento de 2001 se lle-
v0 a cabo en un invernadero tipo
tunel con estructura de hierro,
4,5 m de altura maxima, cubierta
de polietileno de 200 umy 275
mZ2 de superficie.

Se establecieron cuatro trata-
mientos con un diseno experi-
mental en bloques al azar con
cuatro repeticiones. Los trata-
mientos que se aplicaron sobre
los sacos de sustrato contami-
nados con O. bornovanusfueron:

+ Solarizacién durante 30 dias.

+ Solarizacién durante 60 dias.

+ Utilizacion de hipoclorito s6-
dico (40 g de Cl activo por ).

+ Parcelas sin solarizar.

La solarizacion se realizo satu-
rando los sacos con agua, cu-
briéndolos posteriormente con
polietileno transparente de 50
pum y sellando los extremos del
mismo con la grava que cubria el
suelo del invernadero de manera
que quedara lo mas hermético
posible. Esta se inici6 el 2 de ju-
lio de 2001 y se prolong6 en el
tratamiento de dos meses hasta
el 3 de septiembre de 2001.

Los sacos del tratamiento con
hipoclorito s6dico se saturaron, a
primeros de julio, con una disolu-
cién de 3.000 ppm en agua. Para

evaluar la eficacia de los diferen-
tes tratamientos una vez acaba-
do el periodo de solarizacion, se
sembraron semillas de melén cv.
Gallicum en los sacos de cultivo.
Ademas, se introdujo un testigo
inoculado con O. bormovanusy un
testigo no inoculado sobre sacos
de cultivo nuevos.

Cada parcela elemental estu-
vo constituida por dieciocho
plantas, colocando seis en cada
saco. La siembra se realizé el 17
de septiembre y, semanalmente
y hasta el 29 de noviembre, se
observaron las plantas para de-
tectar la posible aparicion de sin-
tomas de MNSV. Cuando finalizé
el experimento, se tomaron tres
muestras de raices por saco de
cultivo (nueve muestras por par-
cela elemental) y se observaron
bajo microscopio 6ptico para de-
terminar la presencia de 0. bor-
novanus. Ademas, se tomaron el
mismo nimero de muestras de
hipocotilo de las plantas y se
analizaron por serologia para de-
tectar la presencia de MNSV.

En el experimento de 2002, la
solarizacion se realizé en un in-
vernadero tipo doble tunel de
800 m? de superficie, 4,5 m de
altura maxima y cubierta de po-
lietileno de 200 pm.

Se establecié un disefo experi-

Muerte de plantai®
sandia causada por
MNSV + O. Bornovanus.
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mental de tres tratamientos en
cuatro bloques al azar. Cada par-
cela elemental estuvo constituida
por tres sacos de cultivo. Los tra-
tamientos ensayados fueron:
+ Solarizacion durante 30 dias.
+ Solarizacién durante 60 dias.
+ Testigo sin solarizar.

Solarizacion de los
sacos de cultivo
infectados.
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Se utiliz6 un film de polietileno
especial para solarizacion de 40
um. Esta se inicié el 12 de julio de
2002. Para evaluar la eficacia de
los tratamientos, se recogieron
tres muestras por cada tratamien-
toybloque (una por saco) a los 60
dias del inicio de la solarizacion.

FIGURA 1.

GRADOS-DiA ACUMULADOS EN LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS, DURANTE
PERIODOS DE 43 Y 63 DIAS, EN LOS ANOS 2001 Y 2002, RESPECTIVAMENTE.
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Posteriormente y para la detec-
ciénde 0. bornovanusy MNSV, se
realizé un bioensayo en camara
de cultivo consistente en la siem-
bra de semillas de sandia c.v. Su-
gar Baby sobre las muestras re-
cogidas mezcladas con vermiculi-
ta hasta completar el volumen de
300 cc de los contenedores utili-
zados. El testigo inoculado estu-
vo constituido por cinco contene-
dores rellenados con una mezcla
de raices secas infectadas por un
aislado masal de 0. bornovanus,
obtenido de sandia, y vermiculita.
Como testigo no inoculado se uti-
lizaron cinco contenedores relle-
nados con una mezcla de vermi-
culita y raices infectadas con el
hongo, previamente autoclavada
durante 30 minutos a 120°C. El
crecimiento de las plantas se re-
alizé durante 60 dias con tempe-
raturas de 25°C de dia y 18°C du-
rante la noche y un fotoperiodo de
14 horas. Posteriormente, las
plantas se analizaron por serolo-
gia y se observaron sus raices
con un microscopio 6ptico para
detectar la presencia de MNSV y
de 0. bornovanus, respectiva-
mente.

Resultados y discusion

En elano 2001, las temperatu-
ras medias diarias registradas
en los sacos solarizados estu-
vieron comprendidas entre 33,7y
40,4°C, mientras que en los no

solarizados oscilaron entre 27,6 y
37,1°C. La méaxima absoluta al-
canzada en los sacos solarizados
fue de 51°C. Durante los primeros
43 dias de solarizacién del experi-
mento, los tratamientos solariza-
cién durante 60 dias, solarizacion
durante 30 dias y parcelas sin so-
larizar acumularon 1.629, 1.542
y 1.433 grados-dia respectiva-
mente (figura 1). Al finalizar el ex-
perimento con plantas de meldn,
Olpidium bornovanus se detect6
enel 86,1; 77,8, 77,8, 889y
97,2% de las muestras de mel6n
crecidas en los sacos de sustra-
tos solarizados durante 30 y 60
dias, en los no solarizados, en los
tratados con hipoclorito sédico y
en los del testigo inoculado. Por el
contrario, el hongo no se detect6
en las raices de las plantas de los
$acos nuevos no inoculados. Los
resultados obtenidos indicaron
que ni la solarizacion del sustrato,
ni el tratamiento con hipoclorito
s6dico, en las condiciones en las
que se desarrollé el experimento,
fueron eficaces para eliminar O.
bornovanus de los sacos de culti-
vo. El virus de las manchas necré-
ticas del meldn se detect6 en el
8,3; 13,9; 30,6; 47,2; 38,9y
2,8% (cuadro 1) de las muestras
de planta tomadas de los sacos
solarizados durante 30 y 60 dias,
no solarizados, tratados con hipo-
clorito, inoculados artificialmente
con 0. bornovanusy no inocula-
dos, respectivamente. Aunque
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los porcentajes obtenidos no fue-
ron muy elevados, ni homogéneos
entre los distintos bloques del ex-
perimento, corroboran los resulta-
dos obtenidos en la deteccion de
0. bomovanus e indican la falta
de eficacia de los métodos de de-
sinfeccion utilizados.

En el ano 2002, las temperatu-
ras medias diarias registradas en
los tratamientos solarizados estu-
vieron comprendidas entre 36,1y
44,3°C, mientras que en los no
solarizados oscilaron entre 33,1y
39,6°C. La maxima absoluta al-
canzada en los sacos solarizados
fue de 52°C. Durante el tiempo de
duracion del experimento de de-
sinfeccion, los tratamientos sola-
rizacion durante 60 dias, solariza-
cién durante 30 dias y parcelas
sin solarizar acumularon 2.529,
2.410y 2.299 grados-dia en el
sustrato, respectivamente. Al tér-
mino del bioensayo con plantas
de sandia, O. bormovanus se de-
tect6 en las raices del 50% de las
plantas cultivadas sobre contene-
dores con raices de los sacos so-
larizados durante 30 dias y en el
91,7% de las de los sacos no so-
larizados (cuadro Il). Por el contra-

rio, 0. bormovanus no se detectd
en ninguna de las plantas de los
contenedores con raices de los
sacos solarizados durante 60
dias ni en las del testigo no ino-
culado. En cuanto a los analisis
por serologia de MNSV, el virus no
fue detectado en ninguna de las
plantas del experimento, salvo en
una de las del testigo no inocula-
do (cuadro II).

Los resultados obtenidos en
los experimentos realizados indi-
can, por una parte, la falta de efi-
cacia de la solarizacion durante
30 dias y del tratamiento con hi-
poclorito sodico a la dosis aplica-
da, en el control de O. Bornova-
nus, mientras que la eficacia de
la solarizacion durante 60 dias
fue variable, ya que sélo en el afno
2002 fue capaz de eliminar al
hongo de los sacos de cultivo.
Por otra parte, se prueba en 2001
la conservacion de O. bornova-
nusy de MNSV durante el verano
en los sacos de perlita utilizados.
Hipotesis sugerida por las obser-
vaciones realizadas en las explo-
taciones comerciales y por los re-
sultados obtenidos en otros estu-
dios realizados con anterioridad

CUADRO |I.

DETECCION DE 0. BORNOVANUS (0.B.) Y MNSV AL FINAL DEL EXPERIMENTO
DE 2001. VALORES SEGUIDOS DE LA MISMA LETRA NO SON
SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTES (P = 0,05).

Tratamientos % 0.b. % + MNSV
Sin solarizar (testigo) 86,1 a 30,6 a
Solarizacion 30 dias 778a 83a
Solarizacién 60 dias 778a 139a
Hipoclorito sédico 889 a 472a
Control inoculado 972a 389a
Control no inoculado 28a
CUADRO II.

DETECCION DE 0. BORNOVANUS (0.B.) Y MNSV AL FINAL DEL BIOENSAYO
DEL EXPERIMENTO DE 2002. DDS= DiAS DESDE EL INICIO DE LA
SOLARIZACION. VALORES SEGUIDOS DE LA MISMA LETRA NO SON
SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTES (P = 0,05).

Tratamientos % 0.b. % + MNSV
Sin solarizar (testigo) 91,7a 00a
Solarizacién 30 dias 50,0 a 00a
Solarizacién 60 dias 00c 00a
Control inoculado 100,0 a 00a
Control no inoculado 0,0a 20,0 a

..recolectar
olivas no es mas
un problema..
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FIGURA 2.

TEMPERATURAS MEDIAS REGISTRADAS EN EL EXTERIOR DE LOS INVERNADEROS,
DURANTE LOS PRIMERQS 32 DIAS DE LOS EXPERIMENTOS.
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1991; Campbelly Sim, 1994). La
deteccion de MNSV en un peque-
no porcentaje de las plantas en
las parcelas del testigo de los dos
experimentos pone de manifiesto
latransmision del virus por las se-
millas de meldn, ya demostrada
por varios investigadores (Gonza-
lez-Garza et al., 1979; Avgelis,
1985; Campbell et al., 1996).
Las diferencias observadas
entre los resultados de ambos
experimentos pudieron ser debi-
das, entre otros factores, a la uti-
lizacion de invernaderos de dis-
tinto tipo, al film empleado para

la solarizacion y/o a las diferen-
tes temperaturas del sustrato
acumuladas (°C dia) durante el
proceso de solarizacién entre
ambos anos (figura 1), ya que los
grados-dia acumulados en los sa-
cos solarizados durante el experi-
mento de 2002 fueron superio-
res a los de 2001. Valores posi-
blemente debidos a que las tem-
peraturas del ambiente exterior
registradas durante el verano de
2002 (figura 2) fueron superio-
res alas del 2001, con excepcion
de tres dias puntuales, durante el
mismo periodo. W

e 2001 ssswe 2002

(Gomez et al., 1993), y confirma-
da posteriormente en experimen-
tos realizados con semillas libres
de MNSV (Guirado et a/., datos no
publicados). La conservacion de
MNSV en los esporangios de re-
sistencia de 0. bornovanus coin-
cide con los obtenidos por algu-

nos investigadores (Avge-
lis,1985; Tomlinson y Thomas,
1986) y no con los obtenidos por
otros que parecen indicar la elimi-
nacion del virus en las raices de
las plantas con O. bornovanus
después de desecadas durante
pocas semanas (Campbell et al.,
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