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Obtencion y caracterizacion de aislados monoesporangiales de
Olpidium bornovanus

M. L. GUIRADO, E. SAEZ, Y. SERRANO, J. GOMEZ

El virus de las manchas necrdticas del melon (MNSV) ha causado durante afios una
de las enfermedades mds importantes en dicho cultivo. El virus, que se ha detectado tam-
bién en otras especies de cucurbitdceas como son la sandia y el pepino, se transmite por
las semillas de meldn y por Olpidium bornovanus, que ademds parece ser por si mismo,
patégeno sobre meldn.

O. bornovanus es un parasito estricto, y en plantas de melén, sandia, pepino y cala-
bacin, se encuentra casi siempre asociado con Olpidium brassicae y en mel6n y sandia
a plantas seropositivas para MNSV. Para caracterizar y evaluar el poder patégeno de
varios aislados del hongo, era previamente necesario disponer de una coleccién de ais-
lados originada de un solo esporangio y libre de virus. Una vez establecida dicha co-
leccion, se estudid la influencia de varias dosis de indculo del hongo en la infeccién
sobre plantas de mel6n y la conservacion de MNSV en los esporangios de resistencia de
O. bornovanus, y se caracterizaron varios aislados sobre una amplia gama de plantas
pertenecientes a varias familias botdnicas y sobre especies dentro de la familia Cucurbi-
taceae. La inoculacién con varias dosis de zoosporas fue poco homogénea y no produjo
una infeccion proporcional de O. bornovanus en las plantas de melén. Tanto O. borno-
vanus como MNSV permanecieron viables en muestras de suelos tomadas 41 y 65
meses antes. De todas las especies inoculadas sélo las pertenecientes a las cucurbitdce-
as resultaron colonizadas, en mayor o menor medida, por algunos de los aislados ensa-
yados de O. bornovanus.

M. L. GUIRADO, E. SAEZ, Y. SERRANO, J. GOMEZ. Centro IFAPA La Mojonera. Camino de
San Nicolds n° 1. 04745. La Mojonera (Almerifa). juliom.gomez@ juntadeandalucia.es.

Palabras clave: Colapso, especificidad parasitaria, conservacién en suelo.

INTRODUCCION mente (ANONIMO, 2008). Intensificacion que
origina en muchos casos la aparicién de
importantes enfermedades, entre ellas, las

causadas por virus suelen ser las de mayor

Las cucurbitaceas melon (Cucumis melo
L.), pepino (Cucumis sativus L.), sandia

(Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. &
Nakai) y calabacin (Cucurbita pepo L.) son
especies de elevado rendimiento econémico
en la horticultura espafiola. Almeria es la
provincia dénde se concentra la mayor parte
de estos cultivos realizados de forma inten-
siva en invernadero. S6lo en ésta provincia,
las superficies cultivadas en el afio 2007 se
estimaron en 4.696, 5.109, 4.036 y 4.200 ha
para las especies antes citadas, respectiva-

gravedad. El virus de las manchas necroti-
cas del melén (MNSV), conocido también
como “virus del cribado”, ha causado duran-
te afios una de las enfermedades de mayor
incidencia en dicho cultivo, reduciendo la
produccién y mermando la calidad de los
frutos. En Espafia, MNSV se detecté por
primera vez en cultivos protegidos de melén
en la provincia de Almeria en 1984 (Luis-
ARTEAGA, 1986), y desde entonces se ha
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extendido por diversas zonas de Andalucia y
del Levante espafiol donde incluso se detec-
ta en cultivos de meldn realizados al aire
libre (JUAREZ et al, 1993). El virus se detec-
ta también en plantas de otras especies de
cucurbitaceas cultivadas, como son la san-
dia y el pepino (CUADRADO et al., 1993;
LUIsS-ARTEAGA, 1994). MNSV se transmite
por las semillas de melén (GONZALEZ-GARZA
et al, 1979; AVGELIS, 1985; CAMPBELL et al.,
1996) y por Olpidium radicale (=Olpidium
bornovanus) (TOMLINSON y THOMAS, 1986;
CAMPBELL y SIM, 1994), que ademads, parece
ser por si mismo patégeno sobre meldn
(GOMEz, 1993; CAMPBELL y SiM, 1994).
Algunos autores citan la necesaria presencia
del hongo para que se pueda producir la
infeccién de la planta por MNSV, cuando
éste es transmitido por la semilla, llamando
a esta especial forma de diseminacion
“transmisiéon por semilla mediante vector”
(Furuki, 1981). Otros investigadores, cuyos
resultados indican que existe un pequefio
porcentaje de transmisién del virus por la
semilla, aunque cuando estd el hongo libre
de virus presente, dicho porcentaje se incre-
menta, propone llamar a este tipo de trans-
misién “por semilla asistida por vector”
(CAMPBELL et al, 1996).

En Almeria, O. bornovanus y Olpidium
brassicae son especies muy frecuentes, la
primera asociada a las plantas de meldn,
pepino y sandia, y la segunda ademds de a
éstas, al tomate, pimiento, berenjena y judia
(GOMEZ, 1990). O. bornovanus en plantas de
melén y sandia se encuentra casi siempre
asociado a plantas seropositivas para MNSV,
se conserva en el suelo durante afos, de una
campaiia de cultivo a otra, a profundidades
mayores de los 70 cm y se detecta, en oca-
siones, en los embalses utilizados para alma-
cenar el agua de riego de los cultivos
(GoMEzZ y VELASco, 1991; GOMEzZ et al.,
1993). “La muerte subita” del melén y de la
sandia se comenz6 a observar en Almeria al
inicio de la década de los 80. Los sintomas
generalizados mads caracteristicos de la
enfermedad son necrosis radicular y del
hipocotilo, marchitez y muerte, masiva y

repentina de las plantas durante la madura-
cién de los frutos, sin que éstas antes de su
marchitez, hubiesen mostrado ningin otro
sintoma de enfermedad. La similitud en
algunos de sus sintomas con una enfermedad
descrita en Grecia y Japén por Avgelis
(1985) e HiBl y Furuki (1985), respectiva-
mente, la deteccion en las plantas enfermas
en 1984 del virus de las manchas necréticas
del melén (MNSV) (Luis, 1986, 1994), y la
presencia en todos los invernaderos con
plantas enfermas de su vector, O. bornova-
nus (GOMEZz, 1990), hizo sospechar que los
sintomas observados en Almeria fuesen cau-
sados por el propio virus (GOMEZ et al.,
1988). Hipdtesis que se confirmé en meldn,
siendo MNSV capaz de originar la muerte
repentina de las plantas antes o cuando éstas
entran en produccién. Capacidad que se
manifestd tanto cuando el virus se inoculd
mecanicamente, como cuando la infeccion
se produjo a través de su vector. Existiendo,
no obstante, una diferencia sintomatoldgica
importante: cuando el MNSV se inocul6
mecanicamente indujo, en un porcentaje ele-
vado de las plantas, el sintoma de cribado
(manchas necréticas) en las hojas apicales.
Sin embargo, al inocularlo a través de O.
bornovanus el sintoma mds frecuente fue
una necrosis del hipocotilo, que se extendid
a partir de la raiz hasta la insercién de los
cotiledones con el tallo (GOMEz, 1993). En
sandia, por el contrario, parece necesaria la
accion conjunta de O. bornovanus y de
MNSV para provocar la muerte de las plan-
tas (GUIRADO et al., datos no publicados).
Ademas, los resultados obtenidos en varios
de los experimentos realizados con esa fina-
lidad, sugirieron la patogenia de O. bornova-
nus, incluso cuando éste no es portador de
MNSV. Para comprobar dicha patogenicidad
serd necesario disponer de aislados monoes-
porangiales del hongo libre de virus.

La gama de plantas que son infectadas por
diversos aislados masales o monoesporan-
giales de O. bornovanus es muy variable.
Algunos aislados son muy polifagos e infec-
tan a especies de plantas pertenecientes a
muchas familias (LANGE y INSUNZzA, 1977),
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Figura 1. Esporangios de resistencia de Olpidium bornovanus.

otros aislados, s6lo a especies de la familia
de las cucurbitdceas (BARR, 1968) y otros
con una gama mucho més reducida y capa-
ces de multiplicarse con normalidad “casi
especializadas” en s6lo pocas especies de
plantas (CAMPBELL y SiM, 1994).

Los objetivos pretendidos con el trabajo
realizado fueron: 1) Obtener una coleccion
de aislados masales de O. bornovanus proce-
dentes de plantas de meldn, pepino, sandia y
calabacin, para establecer otra, de aislados
monoesporangiales. 2) Estudiar la influencia
de varias dosis de inéculo del hongo en la
infeccion sobre plantas de meldén. 3) Verifi-
car la conservacion de MNSV en los espo-
rangios de resistencia de O. bornovanus. 4)
Obtener aislados monoesporangiales de O.
bornovanus libres de virus.Y 5) Caracterizar
varios aislados monoesporangiales de O.
bornovanus sobre una amplia gama de plan-
tas pertenecientes a varias familias botdnicas
diferentes y sobre plantas pertenecientes a
las cucurbiticeas.

MATERIAL Y METODOS

La deteccion de O. bornovanus se realizo,
después de lavar el sistema radicular de las
plantas con abundante agua del grifo para eli-
minar la mayor parte del suelo o sustrato
adherido a ellas, seleccionando 10 pequefios
trozos, de aproximadamente 1 mm de didme-
tro y 1 cm de longitud y observandolos
mediante un microscopio éptico con 100-400
aumentos. Los andlisis para la deteccidn
MNSYV se realizaron con tejidos de la base
del tallo de las plantas por la técnica inmuno-
enzimatica ELISA DAS descrita por CLARK y
AbpaMs (1977), con antisueros de la firma
Loewe. Las plantas para los diferentes expe-
rimentos se cultivaron en una cdmara de cul-
tivo con temperatura, humedad y fotoperiodo
controlado o en un invernadero multitinel de
ambiente semicontrolado con cubierta de pla-
cas de metacrilato y temperaturas comprendi-
das entre los 10-12 y 28-32°C. Para el riego
del invernadero se utilizé un depdsito de 1 m3
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de capacidad donde se preparaba la solucién
final de riego. Mediante una bomba y con la
ayuda de unos relojes programables, la solu-
cion nutritiva fue aportada a cada planta, con
un sistema de goteros de 2.4 I/h-1, microtubos
y piquetas.

Obtencidn de aislados masales y mono-
esporangiales de O. bornovanus. Para
obtener la coleccion de aislados masales de
O. bornovanus se realiz6 una prospeccion
durante los afios 1999-2001 en invernaderos
cultivados de melén, pepino, sandia y cala-
bacin de la provincia de Almeria. De cada
uno de ellos se recogieron muestras de rai-
ces y de suelo de la zona de la rizosfera para
detectar la presencia del hongo en plantas
con y sin sintomas de MNSV. En el caso de
detectar la presencia de esporangios de
resistencia de O. bornovanus (Figura 1), la
muestra de suelo correspondiente, se dejé
secar durante al menos un mes en condicio-
nes de laboratorio sobre papel de filtro, y se
dividié en dos. Una se utiliz6 para multipli-
car el hongo y la otra se conservé a tempe-
ratura ambiente. La base del tallo de las
plantas recolectadas se analizaron para
MNSV. La multiplicacién de los aislados
masales de O. bornovanus se realiz6 en la
cdmara de cultivo a temperatura constante
de 30°C con un fotoperiodo de 14 horas de
luz (2.000-3.000 Iux) o en el invernadero.
Las plantas se cultivaron en contenedores de
11. rellenados con vermiculita esterilizada,
previamente inoculada con 20 g de cada
muestra de suelo. Se colocaron dos plantas
por contenedor de la especie que se estaba
cultivando en el invernadero, en el momen-
to de la toma de muestra de plantas y suelo.
Entre los contenedores se intercalaron otros
con plantas de las mismas especies sin ino-
cular, para que pudieran servir de testigos en
caso de alguna eventual contaminacién. Las
semillas de mel6n y de sandia fueron anali-
zadas previamente por serologia para detec-
tar su posible contaminacién por MNSV.
Los cultivares utilizados de melén fueron
Gallicum, Regal y Primal, mientras que para
pepino, sandia y calabacin se utilizaron

Nevada, Sugar Baby y Elite, respectivamen-
te. Las plantas se mantuvieron durante un
mes en la cdmara de cultivo y durante dos
meses en el invernadero, transcurridos los
cuales se trasladaron al laboratorio dénde se
lavaron las raices con agua del grifo, se
observaron al microscopio para verificar la
presencia de O. bornovanus y se analizaron
por serologia para MNSV. Posteriormente,
las raices de las plantas infectadas con espo-
rangios de resistencia de O. bornovanus se
secaron durante al menos tres semanas a
temperatura ambiente de laboratorio y se
conservaron a 4-8°C.

Para establecer la coleccion de aislados
monoesporangiales de O. bornovanus se uti-
liz6 una adaptada de la propuesta por Lin et
al. (1970) para la obtenciéon de aislados
monoesporangiales de O. brassicae. Para
conseguir una liberacién masiva de zoospo-
ras de las raices de las plantas inoculadas con
los diferentes aislados masales de O. borno-
vanus, se selecciond un volumen radicular
con abundantes esporangios maduros del
hongo (Figura 2), y se colocé en una placa
de Petri, que fue sellada posteriormente.
Después de su incubacién en un fitotrén a
30°C durante 24 horas con un fotoperiodo de
14 horas de luz, las raices se sumergieron en
150 ml de agua estéril. La concentracién de
zoosporas liberadas fue estimada tras cuatro
replicas con la ayuda de una cdmara de
recuento tipo Thoma. Al volumen estimado
para contener 105 zoosporas se le afiadié
agua destilada estéril hasta completar los 50
ml, volumen con el que se inoculé una nueva
planta crecida en un Erlenmeyer de 100 ml
de capacidad con solucién nutritiva. A los
cuatro dfas de la inoculacién y tras compro-
bar la infeccién de las raices por los espo-
rangios de O. bornovanus, 5 trozos de raices
de lcm de longitud se trituraron con un poli-
trén en 1 cm? de agua destilada estéril fria
(4-8°C). El triturado se filtrd a través de un
tamiz de 0,075 micras de luz previamente
enfriado a 4-8°C, y el filtrado se dilaceré en
una placa de Petri con medio de cultivo agar-
agua a la misma temperatura. La placa se
observo con la ayuda de un microscopio
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Figura 2. Esporangios de O. bornovanus.

optico y, una vez localizado un esporangio
maduro y aislado, se cort6 el trozo de agar
que lo contenia y se colocé en un portaobje-
tos para confirmar la presencia de un solo
esporangio. Otra planta, también crecida en
Erlenmeyer, se inoculd con el trozo de agar y
se incubd en un fitotrén con un fotoperiodo
de 14 horas de luz y a una temperatura cons-
tante de 30°C. Diez dias después, las raices
de la planta inoculada se observé para com-
probar si se habfa producido una nueva
infeccion. En los casos de éxito, la planta se
dejé crecer hasta que se detecto la presencia
de esporangios de resistencia, tras lo cual, el
sistema radicular de la planta se desinfectd
con una solucién de hipoclorito sédico al
0,15% durante 10 minutos. Después de dos
enjuagues con agua destilada estéril durante
tres minutos, el sistema radicular de la plan-
ta se dejo secar en papel de filtro a tempera-
tura ambiente durante siete dias y después se
conservo en tubos de cristal en frigorifico a
4-8°C.

Influencia de la dosis de in6culo de O.
bornovanus en la colonizacion radicular.
Para estudiar la influencia de varias dosis de
inéculo de O. bornovanus en la infeccién
sobre plantas de mel6n se inocularon plan-
tas del cv. Regal crecidas en contenedores
de 300 ml de capacidad. Las diferentes dosis
de zoosporas se consiguieron con la meto-
dologia descrita en el apartado anterior. El
experimento se realizé con el aislado mono-
esporangial Or-237-ss obtenido de melén,
con un disefio en cuatro bloques completos
al azar con medidas repetidas, inoculando
cada contenedor con 0, 104, 105 y 106 zoos-
poras en 50 ml de agua estéril. Las plantas
se mantuvieron durante 15 dias en cdmara
de cultivo a 22-28°C y un fotoperiodo de 14
horas, tras los cuales se procedi6 a la cuan-
tificacién de los esporangios, esporangios
de resistencia y de las zoosporas liberadas
de todo el sistema radicular de las plantas.
Los dos primeros contando, bajo microsco-
pio 6ptico, el nimero de ellos presentes en
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diez trozos de raiz de aproximadamente
Imm de didmetro y de lcm de longitud de
cada una de las plantas. Las zoosporas se
cuantificaron con la ayuda de una cdmara
Thoma. El andlisis de los datos se realizo
mediante el andlisis de la varianza y la
correlacion entre la dosis de inoculo y la
suma de los esporangios y esporangios de
resistencia, mediante el coeficiente de corre-
lacién de Pearson.

Conservacion de O. bornovanus y
MNSYV en muestras de suelo. Para estudiar
la capacidad de conservacion de O. borno-
vanus 'y de MNSV se realizaron dos experi-
mentos en invernadero. En el primero se uti-
liz6 una muestra de suelo tomada 41 meses
antes del inicio del experimento y en el
segundo otra muestra tomada 65 meses
antes. Ambas procedentes de invernaderos
con plantas infectadas con O. bornovanus'y
seropositivas para MNSV. Las muestras de
suelo, después de ser secadas a la tempera-
tura ambiente del laboratorio durante 4
semanas, se conservaron en bolsas de plasti-
co cerradas herméticamente en el laborato-
rio. Plantas de melén, procedentes de semi-
llas obtenidas de frutos de plantas del cv.
Galia, sin sintomas, en las que no se habia
detectado O. bornovanus y seronegativas
para MNSV (semillas libres de virus), se
cultivaron en contenedores de 1 L rellena-
dos con vermiculita previamente inoculada
con 20 g de suelo. Se utilizaron diez conte-
nedores para cada muestra de suelo. Como
testigos se utilizaron en cada uno de los
experimentos otros diez contenedores sin
inocular. Los contenedores se dispusieron
con un disefio experimental completamente
aleatorio. A los setenta dias de la siembra las
plantas se recolectaron y se analizaron para
O. bornovanus y MNSV. Al dia siguiente y
sobre los mismos contenedores se realizd
una nueva siembra con semillas de la misma
procedencia. En esta ocasion las plantas se
mantuvieron en el invernadero durante 55
dias, al final de los cuales se realizé de
nuevo un andlisis para O. bornovanus y
MNSV.

Obtencion de aislados de O. bornova-
nus libres de MNSV. Evaluacién de su
poder patégeno. Para la obtencién de aisla-
dos de melén de O. bornovanus libres de
virus, se realizaron cinco inoculaciones
sucesivas con zoosporas de tres aislados
monoesporangiales del hongo (Or-201-ss,
Or-202-ss2 y Or-205-ss) sobre plantas de
meldn del cv. Primal (gen nsv/nsv) resisten-
te a MNSV. Entre la inoculacién de las plan-
tas y la liberacién de zoosporas para realizar
una nueva inoculacién transcurrié un perio-
do de 30 dias. Después de la tltima inocula-
cion, tras detectar los esporangios de resis-
tencia del hongo, las raices de las plantas se
secaron y conservaron a 4-8°C. Para com-
probar la ausencia de MNSV y caracterizar
la patogenia de varios aislados monoespo-
rangiales de O. bornovanus sobre melon,
pepino y sandia se realizaron dos experimen-
tos, consistentes en inocular sucesivamente
plantas, con una suspensién conteniendo 109
zoosporas. A los 15 dias de la primera ino-
culacion, tras la liberacion masiva de las
zoosporas de su sistema radicular en 100 ml
de agua estéril, recuento de su concentracion
con la ayuda de una cdmara Thoma y poste-
rior calculo del volumen que pudiera conte-
ner 106 zoosporas, otras plantas de la misma
especie en cada caso, fueron nuevamente
inoculadas. Se realizaron dos y cuatro inocu-
laciones sucesivas y se utilizaron seis y siete
aislados en el primer y segundo experimen-
to, respectivamente. Los experimentos se
realizaron en cdmara de cultivo, con tempe-
raturas de 18-24°C y un fotoperiodo de 14
horas de iluminacion (2.000-3.000 lux), con
un disefio experimental de tres bloques al
azar y utilizando como parcela elemental un
contenedor con vermiculita y dos plantas.
Las plantas inoculadas de meldn, pepino y
sandia, procedentes de semillas seronegati-
vas para MNSV, pertenecieron a los cvs.
Regal, Corona y Sugar Baby, respectivamen-
te. Al final de cada periodo las plantas se
analizaron también para MNSV. Como testi-
gos se utilizaron plantas de las tres especies
sin inocular. Para comprobar la transmisién
del virus por el hongo en las condiciones de
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cultivo ensayadas, un mismo ndmero de
plantas de cada una de las tres especies se
inocularon mediante riego del sustrato con
10 ml de una solucién preparada a partir de
10 ml de un extracto del virus en tampdén
NaHPO, 0,03M, pH=8,5 y dilucién 15:1
(p/v), mezclada con 90 ml de una suspensién
con 2-10# zoosporas ml-! del aislado Or-205-
ss del hongo.

Especificidad parasitaria de O. borno-
vanus. Para conocer la gama de plantas hos-
pedadoras de siete aislados monoesporangia-
les de O. bornovanus, dos obtenidos de
meldn, dos de pepino, dos de sandia y uno de
calabacin, se realiz6 un experimento que
consistié en inocular, con zoosporas de los

diferentes aislados del hongo, las siguientes
especies de plantas: Beta vulgaris, Brassica
oleracea, Capsicum annum, Cucumis sati-
vus, Cucumis melo, Cucurbita ficifolia,
Cucurbita maxima, Cucurbita pepo, Citru-
llus lanatus, Festuca pratensis, Lactuca sati-
va, Lagenaria siceraria, Lepidium sativum,
Lycopersicon esculentum, Nicotiana cleve-
landii, Phaseolus vulgaris, Petroselinum
crispum, Petroselinum hortense, Phleum
pratense, Secale cereale, Solanum melonge-
na, Solanum villosum, Spinacea oleracea,
Trifolium incarnatum, Trifolium pratense,
Triticum aestivum, Vicia faba, Vigna sinensis
y Zinnia elegans. El experimento se realizé
en invernadero y las semillas se sembraron
en contenedores de un litro de capacidad

Cuadro 1. Aislados monoesporangiales obtenidos, procedencia, codigo y porcentaje de éxito con la técnica

utilizada.

N° de plantas N° de %
N° aislado Inoculadas con plantas de Procedencia Codificacion

1 esporangio infectadas aislamiento
Or-201 5 1 20 Melén (Is)** Or-201ss
Or-202 5 2 40 Melon (Is) Or-202ss1 y Or-202ss2
Or-203 [§ 0 0 Melon(Al) *
Or-204 8 0 0 Melén (Al)
Or-205 5 1 20 Meldn (Al) Or-205ss
Or-207 7 1 143 Pepino (Al) Or-207ss
Or-208 10 0 0 Pepino (Al)
Or-211 5 2 40 Pepino (Al) Or-211ss1 y Or-211ss2
Or-213 7 0 0 Sandia (Al)
Or-214 0 0 Sandia (Al)
Or-219 0 0 Sandia (Al)
Or-225 16 2 12,5 Sandia (Al) Or-225ss1 y Or-225ss2
Or-227 8 2 40 Pepino (Al) Or-227ss1 y Or-227ss2
Or-230 28 0 0 Melén (Al)
Or-231 13 0 0 Pepino (Al)
Or-233 13 0 0 Melén (Al)
Or-234 9 2 50 Sandia (Al) Or-234ss1 y Or-234ss2
Or-236 10 0 0 Sandia (Al)
Or-237 12 5 41,67 Melén (Al) Or-237ss1 a Or-237ss5
Or-239 8 1 12,5 Calabacin (Al) Or-239ss
Or-241 9 0 0 Calabacin (Al)
TOTAL 193 19 9,84

(Is)** = Israel; (Al)* = Almeria



636 M. L. GUIRADO, E. SAEZ, Y. SERRANO, J. GOMEZ

rellenados con vermiculita esterilizada, colo-
céndose una semilla por contenedor en el
caso de plantas de las especies B. vulgaris,
B. oleracea, C. sativus, C. melo, C. ficifolia,
C.maxima, C. pepo, C. lanatus, L. siceraria,
L. esculentum, P. vulgaris, S. melongena, S.
Villosum y V. Faba, cuatro semillas en el
caso de C. annum y L. sativa y de 10 a 20
semillas en el resto. Cada contenedor se ino-
culd con 103-3,2-108 zoosporas de los aisla-
dos monoesporangiales. Como testigos se
utilizaron plantas de cada una de las especies
utilizadas sin inocular. Las plantas se mantu-
vieron durante 31-33 dias tras los que se eva-
1ué la presencia de O. bornovanus en las rai-
ces y, solo en las especies pertenecientes a
las cucurbitéceas, se realizé el andlisis por
serologia para MNSV.

RESULTADOS

Obtencion de aislados masales y mono-
esporangiales de O. bornovanus. Se reco-
lectaron un total de 35 aislados de O. borno-
vanus, 18 de ellos fueron obtenidos de
melén, ocho de sandia, cinco de pepino y
cuatro de calabacin. La mayoria (29) proce-
dian de invernaderos de Almeria y los restan-
tes, de las provincias de Murcia y Valencia
(costa mediterrdnea de Espafia), de Marrue-
cos, mientras que otros dos los cedié el Dr.
Pivonia como procedentes de Israel. El virus
de las manchas necréticas del meldn
(MNSV) se detecté en plantas procedentes
del 73,1% de los invernaderos prospectados.
Todos los aislados de O. bornovanus se mul-
tiplicaron sobre la misma especie de la que se
habian obtenido. Aunque las muestras de

suelo procedentes de los invernaderos comer-
ciales se habfan dejado secar durante tres
semanas sobre papel de filtro en el laborato-
rio, en un alto porcentaje de las plantas de
melén y sandia se detect6 MNSV. La técnica
modificada de Lin et al. (1970) fue efectiva
s6lo en el 9,8% de los casos para establecer
aislados monoesporangiales de O. bornova-
nus. De los 193 intentos realizados, sélo se
consiguieron 19 aislados monoesporangiales.
Aunque con algunos de los aislados el por-
centaje de éxito obtenido superé el 40%, con
mads de la mitad de los aislados utilizados no
se consigui6 infeccién. De los 10 consegui-
dos de explotaciones diferentes, cuatro fue-
ron obtenidos de meldn, tres de pepino, dos
de sandia y uno de calabacin (Cuadro 1).

Influencia de la dosis de in6culo de O.
bornovanus en la colonizacién radicular.
Los resultados obtenidos al inocular con 0O,
104, 105 y 106 zoosporas del aislado Or-237
sobre plantas de melén se encuentran refle-
jados en el Cuadro 2. La inoculacién con una
dosis de indculo de 104 zoosporas no fue
siempre eficaz para producir la infeccién de
O. bornovanus en las plantas, mientras que
en uno de los bloques se contabilizaron 1300
entre esporangios y esporangios de resisten-
cia del hongo, en otro no se observaron espo-
rangios ni se observo liberacién de zoospo-
ras. Aunque las cantidades de esporangios
medida, 356,75, 475,75 y 623,50 para las
dosis de 104, 105 y 109, respectivamente, fue-
ron algo mayores en las dosis de indculo mds
elevadas, el aumento no fue proporcional a
las dosis, ni las diferencias observadas fue-
ron estadisticamente significativas. La canti-

Cuadro 2. Media del n° de esporangios de resistencia, esporangios y de zoosporas liberadas al inocular con
varias dosis de inéculo.

Dosis de Esporangios Esporangios Esporangios + Esporangios Zoosporas
inoéculo de resistencia de resistencia
0 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
104 4775 a 356,75 a 361,50 a 2,.81-107 a
105 50,25 a 47575 a 526,00 a 198107 a
106 16,50 a 623,50 a 640,00 a 2,70-107 a

Valores seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes (P=0,05).
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dad de esporangios de resistencia observada
fue escasa y no dependi6 totalmente, al igual
que la de zoosporas liberadas del sistema
radicular de las plantas y de la dosis de in6-
culo empleada. O. bornovanus no se detectd
en las plantas del testigo no inoculado. El
coeficiente de Pearson obtenido entre las
dosis de in6culo y la cantidad de esporangios
producidos fue de 0,2058 y el obtenido entre
el nimero estimado de propagulos del hongo
y la cantidad de zoosporas liberadas fue de
0,7688, que aunque no fue tan bajo como el
anterior, tampoco permiti¢ establecer una
correlacién entre ambas variables.

Conservacion de O. bornovanus 'y
MNSYV en muestras de suelo. La capacidad
de conservacién de O. bornovanus y MNSV
en suelo se puso de manifiesto en los dos
experimentos realizados. En el primero de
ellos, en el que se utiliz6 una muestra de
suelo tomada 41 meses antes del inicio del
experimento, a partir de los 50 dias de la
siembra algunas de las plantas comenzaron a
mostrar estrias necréticas en el tallo y necro-
sis del hipocotilo. A los setenta dias de la
siembra, O. bornovanus se detectd asociado
a una importante necrosis del sistema radi-
cular, en todas las plantas cultivadas en ver-
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miculita previamente inoculada con la mues-
tra de suelo. MNSYV se detectd también en el
50% de las plantas. A los pocos dias de la
segunda siembra y en un porcentaje elevado
de las plantulas se observaron estrias necro-
ticas sobre el tallo, necrosis del hipocotilo,
marchitez y muerte. MNSV se detect6 ahora
en el 100% de las plantas crecidas en la
muestra de suelo. Ni MNSV, ni O. bornova-
nus se detectaron en las plantas del testigo
no inoculado. En el segundo experimento
ninguna de las plantas de la primera siembra,
crecidas en las muestras de suelo tomadas 65
meses antes, mostrd sintomas ni fue seropo-
sitiva para MNSV. O. bornovanus se detectd
en todas las plantas cultivadas en vermiculi-
ta con suelo, mientras que no se detecté en
las plantas del testigo. Después de la segun-
da siembra algunas de las plantas comenza-
ron a mostrar sintomas de MNSYV, detectan-
dose el virus en todas las plantas. Ni O. bor-
novanus ni MNSV se detect6 en las plantas
del testigo no inoculado.

Obtencion de aislados de O. bornova-
nus libres de MNSV. Evaluacién de su
poder patégeno. Al inocular consecutiva-
mente cinco veces con zoosporas de O. bor-
novanus plantas de melén del cv. Primal

Cuadro 3. Patogenia de aislados monoesporangiales de O. bornovanus sobre melén, pepino y sandia y deteccién
de MNSV (Experimento 1).

Melén Pepino Sandia
Aislados Inocul. 0. born. MNSV 0. born. MNSV 0. born. MNSV
Or-201-ssP 1" +++ 1/3 ++ 0/3 ++ 0/3
(Mel6n) 2* ++ 3/3 0 1/3 ++ 0/3
Or-202-ss2P 1" +++ 0/3 ++ 0/3 ++ 0/3
(Mel6n) 2* +++ 1/3 + 0/3 ++ 0/3
Or-205-ssP 1# +++ 0/3 n.i. 0/3 ++ 0/3
(Mel6n) 2* ++ 0/3 0/3 ++ 0/3
Or-207-ss 1" ++ 0/3 +++ 0/3 ++ 0/3
(Pepino) 2* n.i. 0/3 ++ 0/3 + 0/3
Or-211-ss 1" ++ 0/3 +++ 0/3 ++ 0/3
(Pepino) 2* 0 0/3 ++ 0/3 + 0/3
Or-227-ss 1" ++ 0/3 +++ 0/3 ++ 0/3
(Pepino) 2* n.i. 0/3 ++ 0/3 + 0/3

n.i.= No infeccién; 0= Pocos esporangios sin liberacién de zoosporas. +++>105 zoosporas ml-l. ++ =entre 104 y 105

zoosporas ml-l. +<10* zoosporas ml-!
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(resistente a MNSV), se obtuvieron tres ais-
lados monoesporangiales de melén que se
codificaron como Or-201-ssP, Or-202-ss2P
y Or-205-ssP. La patogenia de algunos de
los aislados monoesporangiales de O. bor-
novanus sobre meldn, pepino y sandia se
puso de manifiesto en los dos experimentos
realizados. En el primero (Cuadro 3), en el
que se inocularon seis aislados monoespo-
rangiales, tres obtenidos de melén y otros
tres de pepino y se realizaron dos sucesivas
inoculaciones con zoosporas, los aislados
de meldn se multiplicaron bien (=104 zoos-
poras) en meldn y sandia. Sobre pepino, los
aislados Or-201-ssP y Or-202-ss2P, se mul-
tiplicaron en la primera de las inoculacio-
nes, y tuvieron mas dificultad en la segun-
da, donde en uno de ellos no se observo la
liberacion de zoosporas en los escasos
esporangios observados. El aislado Or-205-
ssP no causé infeccion. Los aislados de
pepino se multiplicaron bien (=104 zoospo-
ras) en pepino y moderadamente bien en
sandia. En meldn los tres aislados se multi-
plicaron bien en la primera inoculacion,
pero dos de ellos no lo hicieron en la segun-
da y el tercero formé escasos esporangios
en los que no se observd liberacion de zoos-
poras. MNSV se detect6 en todas las repeti-
ciones de melén y en una de pepino de las
inoculadas con el aislado Or-201-ssP y en
una de las repeticiones de melén inoculadas
con el aislado Or-202-ss2P. En el segundo
experimento (Cuadro 4), en el que se usaron
los seis aislados inoculados anteriormente
junto con otro obtenido de sandia y en el
que se realizaron cuatro sucesivas inocula-
ciones, los aislados de mel6n se multiplica-
ron bien en meldn y sandia, mientras que
sobre pepino se multiplicaron con dificultad
en la primera de las inoculaciones y no se
observé infeccion alguna en la segunda. Por
su parte, los aislados de pepino lo hicieron
bien sobre pepino y mal en sandia, en la que
incluso el aislado Or-207-ss en una de las
repeticiones no causé infeccién. Sobre
melén los tres aislados se multiplicaron
aunque mal en la primera inoculacién y no
lo hicieron en la segunda. El aislado de san-

dia se multiplico mejor en melén que en
pepino y sandia. MNSV sélo se detect6 en
plantas de sandia inoculadas con el aislado
Or-234-ss1 obtenido en sandia., y en las
que por poseer un reducido sistema radicu-
lar O. bornovanus se detecté con bastante
dificultad.

Las plantas de melén y sandia inoculadas
con un extracto del virus y zoosporas del ais-
lado Or-205-ss de O. bornovanus, también
presentaron un escaso y deteriorado sistema
radicular. Y aunque el hongo no se observd
en las plantas inoculadas, en todas ellas se
detectd6 MNSV. Las raices de las plantas de
pepino inoculadas no mostraron sintomas,
O. bornovanus no se observo en el sistema
radicular pero en todas se detecté6 MNSV. En
ambos experimentos, en las plantas de los
testigos no inoculados (datos no mostrados
en los cuadros) no se detecté O. bornovanus
ni MNSV.

Especificidad parasitaria de O. borno-
vanus. Parte de los resultados obtenidos al
caracterizar varios aislados monoesporan-
giales de O. bornovanus sobre una amplia
gama de plantas se encuentran reflejados en
la Cuadro 5. De todas las especies inocula-
das sélo las pertenecientes a las cucurbitace-
as (C.melo, C. sativus, C. lanatus, L. sicera-
ria, C. ficifolia, C. maxima, C. pepo), resul-
taron colonizadas, en mayor o menor medi-
da, por algunos de los aislados ensayados de
O. bornovanus. Sin embargo, no todos los
aislados del hongo, ni siquiera los proceden-
tes de una especie concreta, se multiplicaron
sobre la misma gama de plantas hospedado-
ras. El aislado Or-237-ss obtenido de melén
se multiplic6 bien en todas las cucurbiticeas
excepto en pepino, mientras que el Or-205-
ss s6lo lo hizo sobre melon, L. sicerariay C.
ficifolia. Los dos aislados obtenidos de pepi-
no (Or-207-ss y Or-211-ss) lo hicieron sobre
meldn, pepino y C. ficifolia, mientras que el
Or-207-ss se multiplic6é ademads en sandia, L.
siceraria y C. pepo. El obtenido en sandia
infecté meldn, sandia, L. siceraria y C. fici-
folia, mientras que el de calabacin infect6 a
sandia, C. maxima 'y C. pepo. O. bornovanus
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Cuadro 4. Patogenia de aislados monoesporangiales de O. bornovanus sobre melon, pepino y sandia y deteccion

de MNSV (Experimento 2).
Melon Pepino Sandia
Aislados Inocul. 0. born. MNSV 0. born. MNSV 0. born. MNSV
Or-201-ssP 1* +++ 0/3 + 0/3 ++ 0/3
(Melé6n) 28 +H++ 0/3 +ni 0/3 ++ 0/3
3% +++ 0/3 + 0/3 +++ 0/3
4° ++++ 0/3 + 0/3 +++ 0/3
Or-202-ss2P 1* ++ 0/3 ++ 0/3 ++ 0/3
(Melén) 24 ++ 0/3 n.i. 0/3 ++ 0/3
3 ++ 0/3 - 0/3 + 0/3
4° +++ 0/3 - 0/3 ++ 0/3
Or-205-ssP 1" +++ 0/3 +++ 0/3 ++ 0/3
(Mel6n) 2¢ ++ 0/3 0/3 ++ 0/3
3 ++ 0/3 0/3 ++ 0/3
4° +++ 0/3 0/3 ++ 0/3
Or-207-ss 1° + 0/3 +++ 0/3 ++ 0/3
(Pepino) 28 n.i. 0/3 +++ 0/3 +ni 0/3
3 - 0/3 ++ 0/3 +ni 0/3
42 - 0/3 +++ 0/3 +ni 0/3
Or-211-ss 1* + 0/3 +++ 0/3 + 0/3
(Pepino) 2¢ n.i. 0/3 ++ 0/3 0/3
3 - 0/3 +++ 0/3 + 0/3
47 - 0/3 ++++ 0/3 ++ 0/3
Or-227-ss 1" + 0/3 +++ 0/3 ++ 0/3
(Pepino) 2¢ n.i. 0/3 +++ 0/3 0/3
3 - 0/3 ++++ 0/3 0/3
47 - 0/3 ++ 0/3 ++ 0/3
Or-234-ss1 1? ++ 0/3 ++ 0/3 ++ 0/3
(Sandia) 2° +++ 0/3 + 0/3 +2 2/3
3 ++ 0/3 0/3 +2 2/3
42 +++ 0/3 ++ 0/3 +2 0/3
Or-205-ss 1° +2 3/3 n.i. 3/3 +2 3/3
+ MNSV 2° +2 3/3 n.i. 3/3 +2 3/3
3 +2 3/3 n.i. 3/3 +2 3/3

Se expresan los datos medios sobre la concentracién de zoosporas de O. bornovanus liberadas del sistema radicular de
las plantas y la deteccién de MNSV. ++++2100 zoosporas ml-!; +++2105 zoosporas ml-!; ++ =entre 10# y 105 zoospo-
= No infeccién en alguna de las repeticiones .+2 = Plantas con

ras ml-!; +<10% zoosporas ml-!. n.i.= No infeccién .+ni
escaso y deteriorado sistema radicular.

no se detectd en ninguna de las plantas no
inoculadas. MNSV se detectd en algunas de
las plantas de melén y de pepino y en todas
las plantas de sandia, incluso en las inocula-
das con los aislados Or-205-ss y Or-211-ss
en las que no se detectd O. bornovanus 'y en
la del testigo no inoculado. La deteccion del

virus en las plantas de sandia sugiere la
transmision de éste por las semillas. Por el
contrario el virus no se detecté en C. ficifo-
lia, C. maxima, C. pepo ni L. siceraria.
MNSYV también se detectd en las plantas de
mel6n y pepino inoculadas con el aislado Or-
239-ss de calabacin, a pesar de que el hongo



640 M. L. GUIRADO, E. SAEZ, Y. SERRANO, J. GOMEZ

no se detectd en el sistema radicular de nin-
guna de las plantas.

DISCUSION

O. bornovanus se detecté con facilidad en
la mayoria de las plantas de todas las explo-
taciones prospectadas, confirmando la ubi-
cuidad del hongo en los suelos de los inver-
naderos de la provincia de Almeria (GOMEZ
y VELAScO, 1991). El hongo se multiplicé
adecuadamente sobre plantas cultivadas en
vermiculita de la misma especie en la que
fueron obtenidos tanto en cdmara de cultivo
como en invernadero de ambiente controla-
do. La técnica utilizada resulté eficaz para
aislamiento de O bornovanus y MNSV de
los suelos contaminados.

El virus de las manchas necréticas del
melén (MNSV) causa una enfermedad que
produce importantes pérdidas econdmicas en
Almerfa y en otras zonas de cultivo de melén
de las comunidades de Andalucia y Valen-
ciana (CUADRADO et al., 1993; JUAREZ et al.,
1993). El estudio para obtener los aislados
masales y a partir de ellos los monoesporan-
giales confirmé la amplia distribucién del
MNSYV en los cultivos de sandia y melén. En
19 invernaderos de los 26 muestreados se
detect6 el virus.

El porcentaje de infeccién conseguido al
inocular plantas con un solo esporangio fue
bajo al compararlos con los obtenidos (entre
el 40 y 90%), por LIN et al. (1970) con espo-
rangios de Olpidium brassicae. A pesar de
que la inoculacién se realizé sobre plantas
con las raices sumergidas en una solucién
nutritiva, medio propuesto como favorable
para la movilidad y encuentro de las zoospo-
ras con las raices de la planta a infectar. La
infeccién de las plantas de meldn por O. bor-
novanus 'y la cantidad de zoosporas liberadas
del sistema radicular no dependieron estre-
chamente de la dosis utilizada para inocular.
El hecho de que en ocasiones al inocular con
104 zoosporas no se observara infeccién de
las plantas, parece explicar en cierta medida
las dificultades encontradas para conseguir
los aislados monoesporangiales. La hetero-

geneidad encontrada en la infeccion entre las
diferentes submuestras del sistema radicular
por el hongo, similar a la encontrada al
observar al microcopio las raices de plantas
infectadas en condiciones naturales, en la
que existen zonas con una alta concentracién
de esporangios y de esporangios de resisten-
cia del hongo, mientras que en otras, muy
préximas entre si, la cantidad de estas estruc-
turas es escasa o nula, parece indicar que
otros factores, como la edad de la planta o de
la raiz, o lugares concretos de infeccién son
mds determinantes en la infeccién que la
dosis de indculo.

La capacidad de conservacién de O. bor-
novanus en el suelo y en las raices de las
plantas a las que infecta, durante un largo
periodo de tiempo, ha sido puesta de mani-
fiesto por varios investigadores (Dias, 1969;
TOMLINSON y THOMAS, 1986; GOMEZ et al.,
1993; CAMPBELL et al., 1996). Su viabilidad,
después de cuatro y cinco afios en un suelo
seco, se puso de manifiesto en dos de los
experimentos realizados. La viabilidad de
MNSYV en las esporas de resistencia de O.
bornovanus, sospechada por las observacio-
nes epidemioldgicas realizadas durante
varios afios en los invernaderos de la zona y
por los resultados obtenidos en otros estu-
dios realizados con anterioridad (GOMEZ et
al., 1993), se puso de manifiesto en algunos
de los experimentos planteados. En el prime-
ro de los realizados para evaluar el poder
patégeno de O. bornovanus, algunas de las
plantas de melén y pepino resultaron, al ino-
cularse con los aislados Or-201-ss, Or-202-
ss2, seropositivas para MNSV (Cuadro 4).
En el efectuado para conocer la gama de
plantas hospedadoras de O. bornovanus, el
virus se detecté nuevamente en plantas de
meldn y pepino con varios de los aislados del
hongo (Cuadro 5). Y en los dos realizados
con semillas procedentes de plantas libres de
MNSYV, para estudiar la conservacién de O.
bornovanus y MNSV, ambos se detectaron
en muestras de suelo secas durante afios. Los
resultados obtenidos coinciden con los pre-
sentados por algunos investigadores (AVGE-
LiS,1985; TOMLINSON y THOMAS, 1986) y no
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Cuadro 5. Patogenia de aislados monoesporangiales de O. bornovanus sobre melon, pepino y sandia y deteccién

de MNSV (Experimento 2).

Aislados Deteccion C. C. C. L. C. C. C.

melo sativus lanatus siceraria ficifolia maxima pepo
Or-205-ss O. born. ++ n.i. n.i. + +++ n.. n.i.
(Melén) MNSV P N P N N N N
Or-237-ss O. born. +++ n.i. ++ +++ +++ ++ ++
(Melén) MNSV P N N N N N
Or-207-ss O. born. + +++ + + ++ n.i. +
(Pepino) MNSV P N P N N N N
Or-211-ss O. born. + +++ n.i. n.i. +++ n.. n.i.
(Pepino) MNSV N N P N N N N
Or-225-ss O. born. + n.i. ++ +++ + n.i. n.i.
(Sandia) MNSV N N P N N N N
Or-239-ss O. born. n.i n.i. ++ n.i. n.i. +++ ++++
(Calabacin) MNSV P P P N N N N
No inoculados O. born. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.

MNSV N N P N N N N

Se expresa la infeccion radicular por O. bornovanus (+++= Alta; ++ = Media; + = Baja; n.i.= No infeccién) y la detec-

ciéon de MNSV (P= Positiva; N=Negativa).

con los obtenidos por otros que sugieren la
eliminacién del virus en las raices de las
plantas con O. bornovanus después de secas
durante mas de un mes (Furuki, 1981;
CAMPBELL et al.,1991; CAMPBELL y SIM,
1994). La estrecha asociacion entre O. bor-
novanus 'y MNSV se puso de nuevo de mani-
fiesto al comprobarse que los nuevos aisla-
dos del hongo obtenidos (Or-201-ssP, Or-
202-ss2P y Or-205-ssP) después de 5 inocu-
laciones sucesivas sobre el cv. de meldn Pri-
mal (nsv/nsv), fueron todavia portadores de
MNSV.

La deteccion de MNSYV, en algunas de las
plantas de sandia inoculadas con el aislado
Or-234-ss (Cuadro 4), y en todas las del
experimento realizado para conocer la gama
de plantas hospedadoras de O. bornovanus
(Cuadro 5), sugieren la transmisién del virus
por las semillas comerciales de sandia utili-
zadas. Hipétesis que deberd ser confirmada
en el futuro con otros experimentos disefia-
dos para tal fin. Teniendo en cuenta la con-
servaciéon de MNSV en O. bornovanus
durante anos, la falta de eficacia de la sero-
logia para detectar el MNSV en las semillas

utilizadas de sandia por nosotros y para
melén por otros autores (AVGELIS, 1985;
CAMPBELL et al., 1996), y el largo espacio de
tiempo que transcurre desde que una semilla
infectada con MNSV muestra sintomas y
resulta seropositiva 6 desde que un aislado
de O. bornovanus portador de MNSV es
estado de esporangios de resistencia es capaz
de infectar y de transmitir el virus a una
planta. Pareceria conveniente la revision de
nuevo del tipo de trasmisién por semilla
mediada por del vector o por semilla asistida
por vector propuesto por otros investigado-
res (FURUKI, 1981; CAMPBELL et al.,1996).
La especificidad parasitaria dentro de O.
bornovanus, hallada con anterioridad por
otros investigadores (FURUKI, 1981; CAMP-
BELL y SIM, 1994), se puso también de mani-
fiesto en nuestros experimentos. Las dificul-
tades encontradas por los aislados de melén
para infectar a las plantas de pepino y por
los aislados de pepino para infectar a las
plantas de melén se pudieron medir en las
inoculaciones (Cuadro 5) e inoculaciones
sucesivas realizadas (Cuadros 4 y 5). Mos-
trando igualmente que las dos variantes
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(meldén y pepino) se multiplicaron modera-
damente bien sobre sandia. Los resultados
obtenidos no sélo demuestran que la multi-
plicacién de los aislados obtenidos de melén
es mayor sobre plantas de melén que de
pepino y que la multiplicacién de los obte-
nidos de pepino es mayor sobre plantas de
pepino que de melén, como ya pusieron de
manifiesto los trabajos realizados por CAMP-
BELL y SIM (1994), sino que indican ademads,
su incapacidad para infectar a las plantas de
la especie proxima después de pocas inocu-
laciones sucesivas.

Los siete aislados monoesporangiales de
O. bornovanus obtenidos de Almeria infec-
taron s6lo a plantas de especies pertene-
cientes a la familia de las cucurbiticeas, y
ninguno de ellos se multiplicé sobre lechu-
ga, coliflor, trébol rojo o cualquier otra
especie de las 19 restantes inoculadas.
Comportdndose por lo tanto, de forma simi-
lar a los caracterizados por BARR (1968) y
ToMLINSON y THOMAS (1986), identificados
por el primero como Olpidium cucurbitace-
arum, mas tarde reidentificados como O.
radicale (LANGE y INSUNzA, 1977) y poste-
riormente renombrados como O. bornova-
nus (CAMPBELL y SiM, 1994). Ni los dos ais-
lados obtenidos de melén y ni los dos de
pepino tuvieron la misma gama de plantas
hospedadoras. El aislado de calabacin se
multiplicé extraordinariamente bien en ésta
misma especie y, en menor medida, en san-
dia y calabaza (C. maxima) y no se multi-
plicé en mel6n y pepino como ya le ocurrié
a otros investigadores (CAMPBELL y SIM,
1994). El intento de busqueda de especies
de cucurbitdceas que pudieran agrupar las
diferentes cepas especificas de O. bornova-
nus no tuvo €xito. Pese a esto, se pone de
manifiesto la existencia en Almeria de
cepas meldn, pepino y calabacin de O. bor-
novanus propuestas por los investigadores
antes mencionados.

Ocasionalmente, se puso también de
manifiesto la capacidad de O. bornovanus
para transmitir MNSV incluso a especies en
las que no fue capaz de producir una detec-
table infeccion. El aislado Or-239-ss de cala-

bacin no se detecté en melén, pepino o san-
dia pero las plantas de las tres especies resul-
taron seropositivas para MNSV. Estos resul-
tados sugieren que O. bornovanus no queda
siempre libre de virus, después de dejar secar
las raices infectadas durante un mes, ni tam-
poco después de multiplicarse en una espe-
cie no sensible a MNSV como calabacin
(Tabla 6), o en una variedad de meldn resis-
tente a MNSV (Cuadro 4).

En el experimento que se realiz6 para
estudiar la gama de plantas hospedadoras
para varios aislados monoesporangiales de
O. bornovanus, en el que se utiliz6 un lote de
semillas de sandia comercial seronegativa
para MNSYV, se puso de manifiesto la trans-
misién del virus por las semillas de sandia.
La detecciéon de MNSV en todas las plantas
de sandia inoculadas con los seis aislados de
O. bornovanus y en las plantas del testigo
parece indicar ademds una elevada tasa de
trasmision. La transmisién del virus por las
semillas de meldn, con o sin la presencia de
O. bornovanus y la falta de sensibilidad de la
técnica ELISA para detectar en semilla
MNSV ha sido citada por varios investigado-
res (GONZALEZ-GARZA et al, 1979; AVGELIS,
1985; CAMPBELL et al., 1996). Futuros traba-
jos para detectar la contaminacién de las
semillas deberian ser abordados con idea de
evitar el uso de semilla comercial contami-
nada de MNSV que extendiera la virosis a
otras zonas de cultivo. MNSV no se detectd
en C. ficifolia, C. maxima, C. pepo ni L. sice-
raria coincidiendo con lo observado otros
investigadores (GONZALEZ-GARZA et al,
1979; AVGELIS, 1985; TOMLINSON y THOMAS,
1986).

La asociacién de O. bornovanus con
necrosis en el sistema radicular de las plan-
tas de meldn, pepino y sandia de los experi-
mentos realizados fue estrecha. Existiendo
una relacién directa entre nimero de espo-
rangios y de esporangios de resistencia del
hongo y la necrosis radicular observada. Y
que coincide con los resultados obtenidos
por CAMPBELL y SIM (1994) que observaron
una necrosis radicular mayor en las plantas
de pepino inoculadas con los aislados de
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pepino y en las de melén inoculadas con los
aislados de mel6n.

La dificultad encontrada en ocasiones
para detectar O. bornovanus en las plantas
inoculadas con el hongo y extractos de
MNSYV, o en ocasiones, en las infectadas con
el virus parece indicar una competencia
entre el virus y su vector, ya seflalada entre
O. bornovanus y MNSV y entre O. brassicae
y los virus de la necrosis del pepino (CNV)
y de la necrosis del tabaco (TNV) (Camp-
BELL et al., 1996).
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Melon necrotic spot virus (MNSV) has led for years one of the most important dis-

eases in this crop. The virus, which has also been detected in other species of cucurbits
such as watermelon and cucumber, is transmitted by the seeds of melon and by Olpidi-
um bornovanus, which also seems to be, by itself, pathogen on melon. O. bornovanus is
a strict parasite and, it is almost always associated with Olpidium brassicae on plants of
melon, watermelon, cucumber and zucchini, and with MNSV seropositive on melon and
watermelon plant. To characterize and evaluate the pathogenicity of different isolates of
the fungus was previously necessary to have a collection of isolates originated from a sin-
gle sporangium and virus free. Once established, we study the influence of various doses
of inoculum of the fungus infection on melon plants, the MNSV in the resting spores of
O. bornovanus conservation and characterized several of them on a wide range of plants
belonging to several different botanical families and on plants belonging to the Cucur-
bitaceae. The inoculation with various doses of zoospores was very homogeneous and
did not produce a proportional infection of O. bornovanus in melon plants. Both O. bor-
novanus as MNSV remained viable in soil samples taken 41 and 65 months earlier. Of
all the species inoculated only those belonging to the Cucurbitaceae were colonized to a

greater or lesser extent by some of the isolates tested in O. bornovanus.

Key words clave: Collapse, specificity pathogenic, soil conservation.
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