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Patogenia de Pythium aphanidermatum 'y Pythium spp.
sobre plantulas de pepino: I Influencia del cultivar y
del sustrato en la gravedad de la enfermedad

J. GOMEZ, J. M* MELERO

Prospecciones realizadas en un total de 64 invernaderos situados en las provincias

de Almeria y Granada durante cuatro afios consecutivos, indicaron que los dafios debi-
dos a enfermedades causadas por hongos de suelo en pepino largo, a pesar de estar
éstas bastante extendidas, no fueron excesivamente cuantiosos. Las enfermedades bio-
ticas estuvieron siempre asociadas a Pythium spp. Dos de las especies aisladas: Pyz-
hium aphanidermatum, el més frecuentemente aislado, y P. irregulare, demostraron su
poder patégeno sobre plantulas de pepino.

El poder patégeno de P. aphanidermatum sobre plantulas se puso siempre de mani-
fiesto causando necrosis del hipocotilo, marchitez y muerte de las mismas, con indepen-
dencia del cultivar utilizado. Todos los aislados ensayados resultaron patégenos, aunque
en algunos experimentos se pudieron apreciar diferencias de agresividad entre ellos.

Con respecto a los sustratos usados, el compuesto por una mezcla de turbas fue el
menos conductivo de la enfermedad, mientras que el sustrato que intentaba simular a
un suelo de invernadero, realizado mezclando arena, tierra y turba no fue menos con-
ductivo que los tres sustratos inertes utilizados: perlita, vermiculita y lana de roca.
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INTRODUCCION

La agricultura intensiva dedicada a la pro-
duccién horticola se ha desarrollado extraor-
dinariamente durante los ultimos 40 afios en
el litoral mediterraneo espaiiol. En la actua-
lidad, y sélo en la provincia de Almeria,
existe una superficie invernada que se esti-
ma en 25 902 ha, con un coeficiente de in-
tensidad de cultivo cercano al 1,5
(SANJUAN, 2007). Durante los tltimos
20 afios, se observa ademas un interés cre-
ciente por el cultivo de hortalizas en sustra-
tos, estimdndose que la superficie dedicada
a estos cultivos en dicha provincia puede al-
canzar actualmente las 5.300 ha, siendo los

dos sustratos mas frecuentemente utilizados,
perlita y lana de roca (CESPEDES et al.,
2009). El pepino largo (Cucumis sativus L.)
es ampliamente cultivado en las provincias
de Granada y Almeria, la superficie dedica-
da en 2007 se estimé en 5 536 ha (Anéni-
mo, 2008).

Las plantulas de pepino son susceptibles a
Pythium aphanidermatum, P. ultimum,
P. myriotylum, P. debaryanum, P. irregula-
re, P. coloratum y a Pythium pertenecientes
a los grupos “G” y “F”. Los sintomas que
pueden causar son: disminucién o retraso
del crecimiento, marchitamiento, necrosis
con o sin podredumbre de la base del tallo y
del sistema radicular y muerte de las plantu-
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las. Los dafios ocasionados en inoculaciones
artificiales varfan desde muy graves (pérdi-
das del 100% de las plantas), hasta peque-
flas necrosis en el sistema radicular. Los sin-
tomas dependen de las especies implicadas,
de la agresividad de los aislados, de las va-
riedades utilizadas, de los sistemas de culti-
vo y de las condiciones ambientales (MES-
SIAEN y LAFON, 1970; JENKINS y AVERRE,
1983; FAVRIN et al., 1988; BLANCARD et
al., 1992; MESSIAEN et al., 1995). La espe-
cie fitopatégena mds importante en las dife-
rentes dreas de cultivos parece ser P. apha-
nidermatum, que causa dafos importantes
con temperaturas superiores a los 25° C.
Otras por el contrario, como P. ultimum, los
causan en invernaderos sin calefaccién
cuando las temperaturas descienden por de-
bajo de los 15° C. (MESSIAEN y LAFON,
1970; GOLD y STANGHELLINI, 1985; BLAN-
CARD et al., 1991; MESSIAEN et al., 1995).

La muerte de plantulas de pepino largo es
un sintoma muy comtun en los invernaderos
de la costa mediterranea andaluza, cuando
las semillas se siembran o las plantulas se
trasplantan en el suelo o sobre sustratos reu-
tilizados (GOMEZ, 2001). En trabajos ante-
riores dos especies fueron capaces de repro-
ducir sobre plantas el sindrome observado:
Rhizoctonia solani y P. aphanidermatum
(TELLO et al., 1991).

Los objetivos del estudio realizado fueron
evaluar la importancia y distribucién de las
enfermedades de las raices y de la base del
tallo del pepino en el sureste andaluz, estu-
diar el poder patégeno de varios aislados de
Pythium spp., obtenidos en las prospeccio-
nes realizadas o de la micoteca del IFAPA-
La Mojonera, sobre pldntulas y valorar la
influencia del cultivar y del sustrato de cul-
tivo en la patogenia de P. aphanidermatum.

MATERIAL Y METODOS

a) De las prospecciones y de los analisis
de las plantas enfermas. Para evaluar la
importancia y distribucién de las enferme-
dades causadas por hongos de suelo en los

cultivos de pepino fuera de suelo del sureste
andaluz se realizé una prospeccién en ex-
plotaciones comerciales situadas en las pro-
vincias de Almeria y Granada. En cuatro
afios consecutivos se visitaron 64 invernade-
ros, anotdndose la superficie cultivada, el
sistema de cultivo y cultivar utilizado, la
edad del sustrato, calidad y sistema de alma-
cenamiento del agua utilizada para el riego
y, en el caso de detectar plantas enfermas,
descripcion de los sintomas observados, dis-
tribucién de las plantas enfermas y estima-
cién de la mortandad.

Las partes dafiadas de las plantas enfer-
mas se lavaron con agua del grifo hasta eli-
minar todo vestigio visible de sustrato y
otras impurezas, y se dejaron secar sobre
papel de filtro a temperatura ambiente del
laboratorio. Se analizaron, generalmente,
tres tipos de muestras: 1) de tallos, que esta-
ban constituidas por 15-20 cm de éstos, cor-
tados a partir de 40 cm sobre la base de las
plantas 2) de la zona del hipocotilo y 3) de
parte del sistema radicular. Las detecciones
de los hongos en las muestras se realizaron
mediante la siembra de las diferentes zonas
afectadas sobre medios de cultivo, la utiliza-
cién de trampas vegetales y la observacion
de las muestras del material vegetal enfermo
bajo la lupa y microscopio 6ptico. El andli-
sis microbioldgico para hongos se realizo,
seglin las necesidades, en los siguientes me-
dios de cultivo: agar de patata glucosado
(PDA) (RAPILLY, 1968), que fue modifica-
do en ocasiones para evitar enmascaramien-
tos bacterianos, afiadiéndole 50 ppm de sul-
fato de estreptomicina; medio agar, patata y
zanahoria (PZA) segin la receta de VAN
DER PLAATS-NITERINK (1981) y un medio
selectivo (P) para Phytophthora y Pythium
descrito por PONCHET et al. (1972). Para la
deteccién de hongos vasculares se analiz6
un material compuesto por tallos, lavados y
flameados suavemente con alcohol, cortan-
do secciones transversales de 0,5 cm aproxi-
madamente y colocdndolos sobre medio de
cultivo PDA. Para la deteccién de los hon-
gos asociados a las raices o al hipocotilo, se
cortaron porciones de ambas zonas de las



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 37,2011 209

plantas enfermas, y después de lavadas y se-
cadas en papel de filtro, se sembraron sobre
medio de cultivo PDA, PZA y P. Para de-
tectar la presencia de Pythium spp. o Phy-
tophthora spp. se emplearon técnicas basa-
das en la utilizacién de “trampas vegetales”
con pétalos inmaduros de clavel. Las incu-
baciones se hicieron en estufa a 25° C. Las
lecturas se realizaron a partir de las 48 horas
y hasta los siete dias, mediante la observa-
cién por microscopia optica. Los aislados
obtenidos de las plantas enfermas, una vez
purificados mediante el aislamiento de
punta de hifa y clasificados de forma preli-
minar, fueron mantenidos por transferencias
sucesivas efectuadas sobre medios de culti-
vo con una periodicidad trimestral, y ade-
mas, conservados en tubos con medios de
cultivos cubiertos con aceite de vaselina es-
téril y a la temperatura de 4-8° C. La taxo-
nomia del género Pythium se realizé de
acuerdo con VAN DER PLAATS-NITERINK
(1981).

b) De los experimentos de patogenia
sobre plantulas. Todos los experimentos se
realizaron en un invernadero multitinel de
ambiente semicontrolado con cubierta de
placas de metacrilato y dotado de ventilacion
lateral, de calefaccion por aire caliente, de
refrigeracion por pantalla de evaporacion de
agua y de automatismos para su gestion. Con
estos sistemas las temperaturas se mantuvie-
ron en rango comprendido entre los 32° C
grados de maxima y los 10° C de minima.

1) Poder patégeno de Pythium spp. Para
evaluar el poder patégeno de algunos de los
aislados de Pythium spp. obtenidos en la
prospeccion o de la micoteca del IFAPA de
Almeria sobre pldntulas se realizaron dos
experimentos, uno en invierno y otro en pri-
mavera, con idea de abarcar diferentes con-
diciones ambientales. Se inocularon pldntu-
las en estado de cotiledones con los veinte
aislados siguientes: Py-14, Py-20, Py-5, Py-
29, Py-58, Py-116, Py-74, Py-77, Py-32, Py-
41, Py-110, Py-112, Py-118, Py-124, Py-22,
Py-23, Py-52, Py-53, Py-35 y Py-67. De
éstos, cuatro fueron clasificados como P.
irregulare, dos como P. aphanidermatum,

dos como Pythium “Grupo F”, dos como
“Grupo T”, dos como “Grupo P”, cuatro
como “Grupo G”, mientras que los otros
cuatro no pudieron ser clasificados. El c6di-
go asignado, especie vegetal de la que se
aisl6, encuadre taxonémico y sitio de proce-
dencia se encuentran reflejados en el Cua-
dro 1. La siembra de pepino cv. Nevada se
realizé a primeros de diciembre en invierno
y a mediados de mayo en primavera, direc-
tamente con semillas pregerminadas sobre
los contenedores de 1 L de capacidad relle-
nados con vermiculita. Se inocularon nueve
pléntulas con cada uno de los aislados, re-
partidas en tres contenedores. Como testigos
sirvieron nueve plantulas del cultivar Neva-
da sin inocular. Las inoculaciones con los
aislados seleccionados se realizaron 13 y
6 dias después de las siembras (dds), para
los experimentos de invierno y primavera,
respectivamente, cuando las plantas se en-
contraban en el estado de cotiledones. El
inéculo estuvo compuesto por un triturado
en 300 mL de agua destilada del cultivo
puro del aislado a ensayar crecido hasta
quedar la placa de Petri de 90 mm de didme-
tro, con 20 mL de medio de cultivo PZA,
completamente cubierta por la colonia fin-
gica. Cada contenedor se inoculé con 100
mL del triturado. Las concentraciones de
inéculo para P. aphanidermatum estuvieron
comprendidas entre 102 y 5.0 x 102 UFC
mL-!. Durante los experimentos se realiza-
ron dos observaciones semanales de los sin-
tomas aparecidos, fundamentalmente, mar-
chitez y muerte de las plantas. Los experi-
mentos se finalizaron el 20 de enero y el 12
de junio, para los experimentos de invierno
y de primavera, respectivamente.

2) Influencia del cultivar en el poder
patogeno de P. aphanidermatum. Para eva-
luar la patogenia de P. aphanidermatum
sobre plantulas de diferentes cultivares de
pepino se inocularon pldntulas pertenecien-
tes a los cvs. Alaska, Brunex, Corona, Ma-
rumba, Nevada y Virginia. Se utiliz6 un di-
seflo experimental completamente aleatorio
con 10 repeticiones, con parcelas elementa-
les de una pldntula de cada cultivar. La
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Cuadro 1. Aislados de Pythium spp. inoculados sobre pliantulas de pepino en los experimentos
de invierno y primavera

Aislado Procedencia Especie Sustrato
Py-5 Tomate Grupo F Lana
Py-14 Pepino P.irregulare Lana
Py-20 Pepino P.irregulare Lana
Py-22 Melén Sin clasificar Turba
Py-23 Sandia Sin clasificar Turba
Py-29 Melén Grupo F Lana
Py-32 Melén Grupo P Lana
Py-35 Sandia P. aphanidermatum Perlita
Py-41 Sandia Grupo P Lana
Py-52 Tomate P.irregulare Perlita
Py-53 Tomate P.irregulare Perlita
Py-58 Melén Grupo T Lana
Py-67 Pepino P. aphanidermatum Perlita
Py-74 Pepino Sin clasificar Perlita
Py-77 Pepino Sin clasificar Perlita
Py-110 Agua Grupo G Embalse
Py-112 Agua Grupo G Embalse
Py-116 Agua Grupo T Embalse
Py-118 Agua Grupo G Embalse
Py-124 Agua Grupo G Embalse

siembra de los diferentes cultivares de pepi-
no se realiz6 a mediados de mayo, directa-
mente con semillas pregerminadas sobre los
contenedores rellenados con vermiculita. La
inoculacién se realizé seis dds, cuando las
plantas se encontraban en estado de cotile-
dones, con una mezcla de los ocho aislados
(PyMezcla) de P. aphanidermatum siguien-
tes: Py-10, Py-11, Py-12, Py-13, Py-15,
Py-16, Py-17 y Py-18, Todos los aislados se
habian obtenido de la base del tallo de las
plantas sobre sistemas de cultivo sin suelo.
El método de inoculacién fue similar al es-
pecificado en el apartado anterior, triturando
cada placa de Petri en 500 mL y utilizando
50 mL del triturado para cada plantula.
Como testigos sirvieron diez plantulas del
cv. Nevada sin inocular. Durante el experi-
mento se realizaron dos observaciones se-
manales de los sintomas aparecidos, funda-
mentalmente, marchitez y muerte de las

plantas. El experimento se finalizé 21 dias
después de la inoculacién (ddi).

3) Influencia del sustrato de cultivo en el
poder patégeno de P. aphanidermatum.
Para evaluar la patogenia de varios aislados
de P. aphanidermatum y conocer la influen-
cia del sustrato de cultivo en la severidad de
la enfermedad se realizaron dos experimen-
tos, uno en otofio y otro en primavera, con
idea de abarcar diferentes condiciones am-
bientales e intentando simular las condiciones
de cultivos de pepino realizados en campaiia
de otofio y de primavera, respectivamente.
Para ello se inocularon plantulas en estado de
cotiledones con los aislados Py-10, Py-11,
Py-16, Py-21, Py-26, Py-35, Py-45, Py-54,
Py-67 y Py-72,de P. aphanidermatum. El ais-
lado Py-26 se habia obtenido de plantas de
meldn, el Py-35 de sandia y el resto, de plan-
tas adultas de pepino con podredumbre de hi-
pocotilo sobre sistemas de cultivo sin suelo.
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Las plantulas fueron cultivadas en cinco sus-
tratos: tres de ellos inertes: lana de roca, perli-
ta y vermiculita; uno orgénico, compuesto de
una mezcla de turba rubia y negra; y otro in-
tentando simular un suelo de cultivo, mez-
clando suelo, turba y arena a partes iguales en
volumen. Los dos ultimos fueron esterilizados
en autoclave durante 30 minutos a 120° C
cada uno de tres dias consecutivos.

El disefio experimental utilizado fue un
factorial completamente aleatorizado de dos
factores, con diez niveles para el factor aisla-
do y con cinco para el factor sustrato. Las
siembras de pepino se realizaron a finales de
octubre en el experimento de otofio y a me-
diados de abril en el de primavera, en ambos
casos directamente con semillas pregermina-
das del cv. Nevada y sobre contenedores de
1 L de capacidad rellenados con los diferen-
tes sustratos. Para cada aislado y sustrato se
utilizaron diez plantas. Las inoculaciones se
realizaron cuando las plantas se encontraban
en el estado de cotiledones, ocho y diez dds,
para los experimentos de otofio y primavera,
respectivamente. El método de inoculacién
fue el especificado anteriormente. Como tes-
tigos sirvieron diez pldntulas sin inocular en
cada uno de los cinco sustratos utilizados.
Durante los dos experimentos, ademads de las
observaciones semanales de los sintomas
aparecidos en las plantas, se realizd, al tér-
mino del cultivo, una valoracién de la seve-
ridad de la enfermedad anotando como O a
las plantas sin sintomas y como 4 a las plan-
tas muertas. Los valores intermedios se ano-
taron segtn los sintomas observados en el
sistema radicular, en la base del tallo o gene-
ralizados por toda la planta. Los experimen-
tos se finalizaron a mediados de diciembre y
finales de mayo para los experimentos de
otofio y primavera, respectivamente.

RESULTADOS
a) De la prospeccion

La superficie total prospectada fue de
74 35 ha, oscilando el tamafio de las explo-

taciones, desglosadas por situacion, sustra-
tos y cultivares entre las 0,25 y 5 ha. Los
dos sustratos muestreados fueron perlita,
con un 83,86% de la superficie total, y lana
de roca, con el 16,14% restante. Los cultiva-
res utilizados en las explotaciones fueron:
Aidas, Alaska, Atlanta, Brunex, Corona, Es-
tela, Gredos, Marumba, Morena, Nevada y
Virginia. Se detectaron plantas enfermas en
20 de las 64 explotaciones prospectadas. El
porcentaje de explotaciones afectadas a lo
largo del periodo de muestreo se puede con-
siderar homogéneo, observdndose plantas
sintomadticas en el 35,0, 20,0, 33,3 y 44,4%
de los invernaderos prospectados durante las
cuatro campafas. Sin embargo, el porcenta-
je de plantas enfermas fue muy reducido.
Las valoraciones realizadas sobre los dafios
en los invernaderos prospectados oscilaron
entre porcentajes de plantas enfermas infe-
riores al 0,5% que no causaron dafios eco-
némicos apreciables, y el 7% de plantas en-
fermas. No se encontré asociacién entre la
deteccion de plantas enfermas y la conducti-
vidad eléctrica o con el sistema de almace-
namiento del agua utilizada para el riego.
Frecuentemente, las plantas enfermas se de-
tectaron en sustratos recién implantados en
el invernadero. Aunque el sustrato se utilizé
en pocas ocasiones durante tres afios conse-
cutivos, se observaron plantas enfermas en
cuatro de las cinco veces en la que se visita-
ron invernaderos con sustratos de dichas ca-
racteristicas.

En todos los casos, los sintomas que mos-
traron las plantas enfermas en los inverna-
deros prospectados consistieron en necrosis
del hipocotilo, con o sin podredumbre, y ne-
crosis del sistema radicular que, en ocasio-
nes, parecian ocasionar la marchitez y muer-
te de las plantas. Pythium spp., se aislé de
todas las plantas enfermas analizadas. Gene-
ralmente, de cada explotacion se intentd se-
leccionar dos aislados, que fueron posterior-
mente purificados, conservados, preliminar-
mente clasificados, y la mayoria de ellos,
inoculados. Se conservaron un total de
33 aislados de Pythium spp., de los cuales
25 fueron encuadrados como pertenecientes
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a P. aphanidermatum, dos a P. irregulare y
cuatro de ellos respondieron a las caracteris-
ticas de la especie P. dissotocum y otros dos
no pudieron ser clasificados.

b) De los experimentos de patogenia
sobre plantulas

1) Poder patogeno de Pythium spp. Los
resultados sobre la patogenia de Pythium
spp. sobre plantulas de pepino en época in-
vernal se encuentran reflejados en el
Cuadro 2. Nueve de los veinte aislados ino-
culados provocaron sintomas: Los cuatro de
P. irregulare (Py-14, Py-20, Py-52 y Py-
53), los dos de P. aphanidermatum (Py-35'y
Py-67) y tres no clasificados, Py-22, Py-23
y Py-74, aislados de mel6n, sandia y pepino,

respectivamente. Los primeros sintomas se
observaron en las plantulas inoculadas con
los dos aislados de P. irregulare obtenidos
de pepino. En la observacién realizada a los
14 ddi, ya mostraban sintomas el 88,9 y el
77.8% de las plantas inoculadas con los ais-
lados Py-14 y Py-20, respectivamente. Y
cuando se finaliz6 el experimento, todas las
plantas inoculadas con ambos aislados mos-
traban sintomas, muriendo ademas, el
55,6% de las plantas inoculadas con el aisla-
do Py-14 y el 88,9%, con el Py-20. Los dos
aislados obtenidos de tomate Py-52 y Py-53,
causaron sintomas a todas las plantas inocu-
ladas y Py-52 produjo una importante mor-
tandad de plantulas que afect6 al 66% de
éstas. Aunque todas las plantulas inoculadas
con los aislados Py-35 y Py-67 de P. apha-
nidermatum mostraron sintomas, solamente

Cuadro 2. Patogenia de Pythium spp. sobre plantulas de pepino cv. Nevada en invierno y primavera

Invierno Primavera

Aislado Especie PSt PMY PSt PMY
Py-5 Grupo F 0,0 0,0 0,0 0,0
Py-14 P.irregulare 100,0 55,6 0,0 0,0
Py-20 P.irregulare 100,0 88,9 0,0 0,0
Py-22 Sin clasificar 100,0 100,0 0,0 0,0
Py-23 Sin clasificar 100,0 11,1 0,0 0,0
Py-29 Grupo F 0,0 0,0 0,0 0,0
Py-32 Grupo P 0,0 0,0 0,0 0,0

Py-35 P. aphanidermatum 100,0 0,0 100,0 100,0
Py-41 Grupo P 0,0 0,0 0,0 0,0
Py-52 P.irregulare 100,0 66,7 333 333
Py-53 P.irregulare 100,0 00 0,0 0,0
Py-58 Grupo T 0,0 0,0 0,0 0,0

Py-67 P. aphanidermatum 100,0 333 100,0 100,0
Py-74 Sin clasificar 333 0,0 0,0 0,0
Py-77 Sin clasificar 0,0 0,0 0,0 0,0
Py-110 Grupo G 0,0 0,0 0,0 0,0
Py-112 Grupo G 0,0 0,0 0,0 0,0
Py-116 Grupo T 0,0 0,0 0,0 0,0
Py-118 Grupo G 0,0 0,0 0,0 0,0
Py-124 Grupo G 0,0 0,0 0,0 0,0

U PS: Porcentaje de plantas sintomdticas. ¥ PM: Porcentaje de plantas muertas.
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murié un 33% de las plantas inoculadas con
el aislado Py-67. También los aislados obte-
nidos de plantas de melén y de sandia, Py-
22 y Py-23 causaron sintomas a todas las
plantas inoculadas, ocasionando la muerte
del 100% y del 11,1% de las plantas, res-
pectivamente. Los sintomas que se observa-
ron en las plantulas enfermas fueron de po-
dredumbre de la base del tallo, marchita-
miento de los cotiledones y muerte. Las
plantas testigo no mostraron sintomas.

Los resultados sobre la patogenia de Pyt-
hium spp. sobre plantulas de pepino en pri-
mavera se encuentran también reflejados
en el Cuadro 2. Solamente tres de los vein-
te aislados de Pythium spp. inoculados pro-
vocaron sintomas. La aparicioén de los pri-
meros sintomas fue muy rdpida en las plan-
tulas inoculadas con el aislado de tomate
Py-52. En la observacion realizada a los
tres dias de la inoculacién, ya mostraban
sintomas el 22% vy tres dias mds tarde ya
habian muerto el 33% de ellas. Posterior-
mente ya no se observaron mds plantas con
sintomas. Los primeros sintomas en las
plantulas inoculadas con los aislados Py-35
y Py-67 de P. aphanidermatum se observa-
ron a los 6 ddi y ocho dias més tarde ya ha-
bian muerto todas. Los sintomas que se ob-
servaron en las plantulas enfermas fueron
de podredumbre de la base del tallo, mar-
chitamiento de los cotiledones y muerte de
las plantas. Las plantas testigo no mostra-
ron sintomas.
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2) Patogenia de P. aphanidermatum e
influencia del cultivar en la severidad de
la enfermedad. Los resultados sobre la pa-
togenia de P. aphanidermatum y la influen-
cia del cultivar en la severidad de la enfer-
medad sobre pldntulas de pepino se encuen-
tran reflejados en el Cuadro 3 y en la
Figura 1. La inoculacién con la mezcla de
los ocho aislados de P. aphanidermatum
ocasiono los sintomas tipicos de la enferme-
dad. En las plantas del testigo no inoculado
del cv. Nevada no se detectaron sintomas.
El progreso del porcentaje de plantas con
sintomas y muertas fue algo mas lento en el
cv. Nevada que en el resto de los cultivares.
Todas las plantas que mostraron sintomas
de marchitez acabaron muriendo. Los por-
centajes de plantas muertas contabilizados
al finalizar el experimento fueron del 90%
en el cv. Nevada y del 100% en el resto de
los cultivares, no existiendo diferencias sig-
nificativas.

3) Influencia del sustrato de cultivo en
el poder patogeno de P. aphanidermatum.

En otofio. Los resultados sobre la patoge-
nia de P. aphanidermatum y la influencia
del sustrato en la severidad de la enferme-
dad sobre plantulas en otoflo se encuentran
reflejados en el Cuadro 4 y en las Figuras 2
y 3. Los diez aislados de P. aphaniderma-
tum provocaron sintomas sobre las plantas
inoculadas, aunque sélo nueve de ellos cau-
saron sintomas que se diferenciaron estadis-
ticamente de los de las plantas del testigo no

Cuadro 3. Patogenia de Pythium aphanidermatum e influencia del cultivar en la severidad de la
enfermedad sobre plantulas de pepino en primavera

Variedades pPSt PMY
Alaska 1000 a 100,0 a
Corona 1000 a 100,0 a
Brunex 1000 a 1000 a

Marumba 1000 a 100,0 a
Nevada 900 a 90,0 a
Virginia 1000 a 100,0 a

Valores en cada columna seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes. ¥ PS: Porcentaje de plantas sintométicas.

V PM: Porcentaje de plantas muertas.
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Figura 1. Patogenia de Pythium aphanidermatum e influencia del cultivar en la severidad de la enfermedad sobre plan-
tulas de pepino cv. Nevada en primavera. Progreso temporal de plantas muertas

Cuadro 4. Patogenia de Pythium aphanidermatum e influencia del sustrato en la severidad de la
enfermedad sobre plantulas de pepino cv. Nevada en otoiio

Factores Niveles Serenidad" PSY(%) PMY (%)
Py-10 0,72 cde 24
Py-11 040 ef 16
Py-16 0,92 be 28 16
Py-21 028 f 14
Py-26 0,64 cde 22 14
Aislados Py-35 0,28 fg 10 4
Py-45 0,76 cd 26 12
Py-54 0,44 def 16 6
Py-67 148 a 42 30
Py-72 1,08b 38 16
Testigo 00 g 0
Lana 042¢ 16
Mezcla 124 a 47 21
Sustratos Perlita 0,69 b 26 12
Turba 002 d 1 0
Vermiculita 0.82b 28 16

U Para cada factor, valores promedio de la severidad de los sintomas en escala 0-4, seguidos de la misma letra no son significativamente
diferentes (P=0,05) conforme a la prueba de la menor diferencia significativa. v PS: Porcentaje de plantas sintomdticas. w PM: Porcenta-
je de plantas muertas.
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216

J. GOMEZ, J. M* MELERO

100

Influencia del sustrato en la severidad de la enfermedad en otoio

90

80
70

60

50

40

% de plantas con sintomas

30

20

»
4 8 12 16 20 24 28 32
Dias después de la inoculacion
—&— Lana de roca —— Perlita —— Vermiculita —ll— Turba —¥— Mezcla

Figura 3. Patogenia de Pythium aphanidermatum e influencia del sustrato en la severidad de la enfermedad sobre
plantulas de pepino cv. Nevada en otofio. Progreso temporal de plantas con sintomas y muertas

inoculadas. Los primeros sintomas de la en-
fermedad, consistentes en la necrosis de la
base del tallo y el marchitamiento de las
plantulas se observaron seis ddi. Al término
del experimento, la severidad de la enferme-
dad en las plantas inoculadas fue de 0,28 a
1,48, segtin los aislados, mientras que en las
plantas del testigo no se observaron sinto-
mas. Los aislados mds agresivos fueron Py-
67 y Py-72 que ocasionaron sintomas al
42,0% y al 38,0% de las plantas, respectiva-
mente. La mortandad observada fue muy re-
ducida con todos los aislados inoculados;
solamente los aislados Py-16, Py-72 y Py-67
causaron la mortandad a mas del 15% de las
plantas. Todos los aislados de P. aphanider-
matum inoculados ocasionaron sintomas
aunque no todos lo hicieron sobre los cinco
sustratos utilizados, manifestando asi una
interaccidn entre ambos factores analizados.

También se observaron diferencias entre
los sustratos. La severidad de la enfermedad
fue practicamente nula en turba, mientras
que la mayor conductividad se produjo en la
mezcla de invernadero. El progreso temporal
de los porcentajes de plantas con sintomas a

lo largo de las ocho observaciones realizadas
durante el experimento se encuentra refleja-
do en la Figura 3. El sustrato mds favorable
para el desarrollo de la enfermedad, con in-
dice de severidad de 1,24, fue la mezcla de
arena, suelo y turba, que intentaba simular a
un suelo de invernadero. Los tres sustratos
inertes, lana de roca, perlita y vermiculita, se
comportaron de forma parecida con indices
comprendidos entre 0,42 y 0,82, conductivos
de la enfermedad aunque menos favorables
que la mezcla de invernadero. Y por dltimo,
la turba se comporté en las condiciones del
experimento, con un indice de 0,02, como
supresora de la enfermedad.

En primavera. Los resultados sobre la
patogenia de P. aphanidermatum y la in-
fluencia del sustrato en la severidad de la
enfermedad sobre pldntulas se encuentran
reflejados en el Cuadro 5 y en las Figuras 4
y 5. La severidad de los sintomas ocasiona-
da, por cualquiera de los diez aislados de P.
aphanidermatum inoculados, fue significati-
vamente superior a los de las plantas testigo
no inoculadas. Los sintomas que causaron
fueron similares a los observados en el ex-
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perimento anterior. El progreso de la enfer-
medad fue muy rdpido a lo largo de las seis
observaciones realizadas durante el trans-
curso del experimento. Los primeros sinto-
mas de la enfermedad, consistentes en la ne-
crosis de la base del tallo y el marchitamien-
to de las pldntulas, se observaron cinco ddi.
Al término del experimento, los indices de
severidad de la enfermedad variaron entre
2,00 y 3,00 segin aislados, mientras que en
las plantas del testigo no se observaron sin-
tomas. El andlisis estadistico revel6 también
diferencias significativas entre la agresivi-
dad mostrada por algunos de los aislados
inoculados. Los aislados mds agresivos fue-
ron Py-67 y Py-72, con indices de severidad
de la enfermedad de 3,0 y de 2,84, respecti-
vamente. Un grupo de cinco aislados com-
puesto por el Py-35, Py-45, Py-54, Py-16,
Py-21 y Py-26 ocasionaron indices de seve-
ridad situados alrededor de 2,50. Los aisla-

dos menos agresivos fueron Py-10 y Py-11
con indices de 2,24 y 2,00, respectivamente.
Los porcentajes de plantas con sintomas se
situaron entre el 64 y el 86%, mientras que
los de mortandad, en las parcelas inoculadas
al finalizar el experimento, oscilaron entre
el 36 y el 66%, dependiendo de los aislados
inoculados.

También en este caso se observaron im-
portantes diferencias entre los diferentes
sustratos usados. El sustrato mds conductivo
de la enfermedad fue la vermiculita, con un
indice de severidad de 3,02. Le siguieron la
mezcla de invernadero y la lana de roca, con
indices de 2,71 y 2,64, respectivamente, y
después la perlita (2,15). El sustrato menos
conductivo volvié a ser la turba (1,11).
Todos los aislados de P. aphanidermatum
provocaron sintomas sobre los cinco sustra-
tos utilizados, y ademds en algunos casos la
interaccidn entre los factores aislados y sus-

Cuadro 4. Patogenia de Pythium aphanidermatum e influencia del sustrato en la severidad
de la enfermedad sobre plantulas de pepino cv. Nevada en primavera

Factores Niveles Serenidad" PSY PMY
Py-10 2,24 de 74 46
Py-11 200 e 64 36
Py-16 2,60 be 76 54
Py-21 2,60 bed 74 56
Py-26 240 cd 68 44
Aislados Py-35 2,64 abc 86 46
Py-45 2,64 abc 80 52
Py-34 2,60 abc 84 46
Py-67 300a 84 66
Py-72 2,84 ab 84 58
Testigo 0,00 f 0 0
Lana 2,64b 87 58
Mezcla 2,71b 81 68
Sustratos Perlita 2,15¢ 84 34
Turba 1,11 d 45 16
Vermiculita 302a 90 75

Para cada factor, valores promedio de la severidad de los sintomas en escala 0-4, seguidos de la misma letra no son significativamente
diferentes (P=0,05) conforme a la prueba de la menor diferencia significativa. ¥ PS: Porcentaje de plantas sintométicas. ¥ PM: Porcenta-

je de plantas muertas.



218 J.GOMEZ, J. M* MELERO

Patogenia de P. aphanidermatum sobre diferentes sustratos

B lrhe

[ Tl
[mB-MELE]

[ Vermiculita

[ LEEF Y

o e il T R |
Peld Foell Pein PeE BB BARS Spdd Padd PyaF FTI Temiem

Aislados de P. aphanidermatum

L
planlaa can
Bintcrman

B Turoa

mLarz
dPetdla

] Vermiculita

&l

NprriEs
“s"im

11 Fyele Bp-Fl B0 PpRA Feod - 3pdd  ERRT  Bp 73 TRME

Aislados de P. aphanidermatum

Figura 4. Patogenia de Pythium aphanidermatum e influencia del sustrato en la severidad de la enfermedad sobre
plantulas de pepino cv. Nevada en primavera. Porcentajes de plantas con sintomas y muertas.
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Figura 5. Patogenia de Pythium aphanidermatum e influencia del sustrato en la severidad de la enfermedad sobre
plantulas de pepino cv. Nevada en primavera. Progreso temporal de plantas con sintomas y muertas

tratos fue estadisticamente significativa. Al
término del experimento, los porcentajes de
plantas con sintomas estuvieron comprendi-
dos entre el 81 y el 90% de las inoculadas
en todos los sustratos, excepto en turba en el
que sélo alcanzé al 45% de las plantas. Los
porcentajes de mortandad fueron més varia-
bles oscilando en los sustratos utilizados
entre el 34 al 75%, excepto en la turba en el
que sélo murié el 16% de las plantas.

DISCUSION

Se detectaron plantas enfermas en el
31,3% de las explotaciones comerciales
prospectadas, con sintomas de necrosis en la
base del tallo y/o en el sistema radicular,
que parecia causar a veces la marchitez y
muerte. En la mayorfa de las ocasiones la
gravedad de la enfermedad no implicé
dafios econémicos importantes. La enferme-
dad fue mds grave cuando los sintomas de
marchitez y muerte de las plantas comenza-
ron a manifestarse a los pocos dias del
transplante. En general, y después de que el
responsable de la explotacion realizara va-

rias aplicaciones con fungicidas contra pitié-
ceos, la enfermedad solia remitir, y a partir
de aqui solamente moria un porcentaje pe-
quefio de plantas. En las prospecciones rea-
lizadas no se observaron sintomas de “dam-
ping-off” dado que no es frecuente que se
realice la siembra directa de las semillas.
Aunque la gravedad de las enfermedades en
los cultivos de pepino sin suelo en el sudes-
te andaluz tiene cierta importancia, como
parece ocurrir en el sudoeste de Francia
(BLANCARD et al., 1992) o en La Columbia
Britanica, Canada (FAVRIN et al., 1988), no
parece ser tan grave como la observada por
JENKINS y AVERRE (1983) en el norte de
California.

Se detectd Pythium spp. en todas las
muestras de las plantas enfermas analizadas.
Tres especies fueron aisladas: P. aphanider-
matum, la més frecuente, P. irregulare y P.
dissotocum. Otros dos aislados no pudieron
ser clasificados. La frecuente presencia de
Pythium spp. en los cultivos sin suelo de pe-
pino del sudeste andaluz, asociado a podre-
dumbres radiculares y de la base del tallo,
que en ocasiones parecen causar la muerte
de las plantas, coincide en general con lo ci-
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tado para los cultivos sin suelo de otros pai-
ses, siendo uno de los géneros patdgenos
mds comunes (JENKINS y AVERRE, 1983;
FAVRIN et al., 1988; BLANCARD et al.,
1992; PAULITZ, 1997). En relacién a las es-
pecies aisladas, P. aphanidermatum fue la
mds frecuente, hecho que coincide con lo
que ocurre también en algunos de los luga-
res donde se cultiva el pepino largo sin
suelo (JENKINS y AVERRE, 1983; FAVRIN et
al., 1988; BLANCARD et al., 1992). P. irre-
gulare ha sido también aislado de plantas de
pepino cultivadas sin suelo en Canadd y
Francia (FAVRIN et al., 1988; BLANCARD et
al., 1992). Por el contrario, si bien P. disso-
tocum no parece ser una especie frecuente-
mente asociada a las raices del pepino, si lo
es a los cultivos de lechuga y espinaca sin
suelo en el estado de California, Estados
Unidos y en Canadd (Bates y Stanghellini,
1984; STAGHELLINI y KRONLAND, 1986).
Por otra parte, en la prospeccion realizada,
no se ha detectado una de las enfermedades
mds importantes descritas para el pepino en
los cultivos sin suelo: la podredumbre negra
de las raices causada por Phomopsis sclero-
tioides (LESKI, 1984).

La patogenia de P. irregulare sobre plan-
tulas de pepino, asi como la de otras espe-
cies de Pythium que causan damping-off u
otros sintomas sobre pldntulas, ha sido pro-
bada también por varios investigadores
(FAVRIN, 1988; BLANCARD et al., 1992,
MESSIAEN y LAFON, 1970). En el experi-
mento realizado en el invierno, la agresivi-
dad mostrada por los aislados de P. irregu-
lare fue elevada, produciendo sintomas en
el 100% de las plantas, en contraste con la
ausencia de agresividad en el experimento
realizado en la primavera, en época mds ca-
lurosa.

El poder patégeno de P. aphanidermatum
sobre plantulas de pepino se puso de mani-
fiesto en todos los experimentos realizados.
Los sintomas observados de marchitez, po-
dredumbre del tallo y muerte de las plantu-
las, son coincidentes con los descritos por
otros autores para otras zonas y sistemas de
cultivo (MESSIAEN y LAFON, 1970; RODRI-

GUEZ, 1978; FLETCHER, 1984; BLANCARD et
al., 1991).

El experimento realizado para valorar la
influencia del cultivar en la severidad de la
enfermedad, puso de manifiesto la elevada
susceptibilidad de los seis cultivares ensaya-
dos frente al patégeno P. aphanidermatum,
aunque hubo ciertas diferencias en el pro-
greso de la enfermedad entre algunos de los
cultivares. Esta susceptibilidad frente al
hongo de todos los cultivares ensayados es
coincidente con los resultados obtenidos por
RODRIGUEZ (1978), quien al inocular en la
isla de Gran Canaria con P. aphaniderma-
tum, sobre compost estéril, encontré que los
veinte cultivares de pepino ensayados eran
susceptibles. La ausencia de cultivares de
pepino resistentes a enfermedades causadas
por Pythium spp., ha sido también manifes-
tada por CHERIF et al. (1994).

Y en los dos experimentos realizados para
evaluar la influencia del sustrato en la seve-
ridad de la enfermedad, los diez aislados de
P. aphanidermatum provocaron sintomas
sobre las plantas crecidas en al menos uno
de los sustratos utilizados. Los sintomas ob-
servados fueron similares en los cinco sus-
tratos ensayados. Sin embargo, la gravedad
de éstos vari6 segun las fechas en la que se
efectuaron los experimentos. Cuando estos
se realizaron en el otofio, el indice de severi-
dad de la enfermedad estuvo comprendido
entre los valores 0,28 y 1,48, el porcentaje
de plantas con sintomas entre el 10 y el 42%
y el de muerte de plantas fue inferior al 30%.
Por el contrario, en los experimentos de pri-
mavera, el indice de severidad fue mayor
(2,0-3,0), el porcentaje de plantas con sinto-
mas también (64-86%) y el de plantas muer-
tas vari6 entre el 36 y el 66%. En el experi-
mento realizado en las condiciones menos
favorables para el desarrollo de la enferme-
dad se pudieron apreciar diferencias estadis-
ticamente significativas en la agresividad de
algunos de los aislados utilizados. Los aisla-
dos mds agresivos en el experimento realiza-
do en el otofio fueron el Py-67 y Py-72 y en
el realizado en la primavera, Py-35, Py-45,
Py-54, ademds de los anteriores.
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En el experimento de otoflo, llaman la
atencion dos de los resultados obtenidos:
primero, el hecho de que no muriera ningu-
na de las plantas inoculadas en un sustrato
compuesto por una mezcla esterilizada de
turbas, mostrandose en este experimento
como un sustrato supresor de la enfermedad,
y segundo, que el sustrato mds favorable
para el desarrollo de la enfermedad fuese la
mezcla de arena, tierra y turba, que intenta-
ba simular a un suelo de invernadero. Las
diferencias observadas entre estos dos y el
resto de los sustratos fueron estadisticamen-
te significativas. En un nivel intermedio de
conductividad de la enfermedad estuvieron
los tres sustratos inertes: perlita, vermiculita
y lana de roca, aunque este dltimo fue el
menos conductivo de los tres. En el experi-
mento de primavera y a grandes rasgos,
todos los sustratos excepto la turba se com-
portaron de manera parecida, permitiendo
un alto nivel de enfermedad, aunque las di-
ferencias observadas entre estos cuatro sus-
tratos fuesen, en algunos de los casos, signi-
ficativas. La interaccion observada entre los
factores aislados y sustratos parece sugerir
una cierta especializacién de algunos aisla-
dos del hongo para producir una mayor se-
veridad de la enfermedad sobre ciertos sus-
tratos. Valorando en conjunto los dos expe-
rimentos realizados, sorprende en primer
lugar que el sustrato compuesto por la mez-
cla de turba rubia y negra sea el menos fa-
vorable para el desarrollo de la enfermedad.
Las capacidades supresoras de las turbas,
sustratos o compost frente a determinadas
enfermedades han sido puestas de manifies-
to por varios investigadores, debiéndose ge-
neralmente a componentes microbioldgicos
aunque en ocasiones, pueden producirse
también por efecto de algunos factores abio-
ticos (CAMPBELL, 1994). Se considera que
los factores fisicos y quimicos del compost
como el tamafio de particula, los niveles de
nutrientes orgdnicos e inorgdnicos, los con-
tenidos en nitrégeno, celulosa y lignina, la
conductividad eléctrica, el pH y la produc-
cién de compuestos inhibidores, pueden
afectar a la incidencia de enfermedades cau-

sadas por patégenos de suelo. La capacidad
de aireacioén del compost podria ser respon-
sable de algunos fendmenos de supresividad
frente a hongos que se diseminan por medio
de zoosporas en el agua, como Phytophtho-
ra spp., ya que desaparece dicha supresivi-
dad cuando se reduce la capacidad de aire
del compost (HOITINK y FAHY, 1986;
CAMPBELL, 1994). Asimismo, algunos com-
post, particularmente los realizados con cor-
tezas de arboles liberan ciertos compuestos
inhibidores que pueden afectar a Phytopht-
hora spp. y a ciertos nematodos, sin afectar
a Rhizoctonia solani. Otro factor, como el
efecto de la enmienda con compost sobre la
disponibilidad del nitrégeno, puede afectar a
su capacidad supresora (HOITINK y KUTER,
1986). En nuestros experimentos, al utilizar-
se el sustrato previamente esterilizado en
autoclave, el caricter supresor del mismo
debe estar en principio asociado a determi-
nadas caracteristicas fisicoquimicas y no a
su microbiota.

La mayor severidad de la enfermedad
causada por P. aphanidermatum en todos
los experimentos realizados con temperatu-
ras superiores concuerdan con el hecho de
considerarse dicha especie como tropical,
teniendo como temperaturas mds favorables
para producir enfermedad las comprendidas
entre 26 y los 30° C (BLANCARD et al.,
1992), y con los resultados obtenidos por
otros autores que concluyen que P. aphani-
dermatum es mucho mds agresivo a tempe-
raturas superiores a los 25° C (GOLD y
STANGHELLINI, 1985).

Por el contrario, los resultados obtenidos
en los experimentos con diferentes sustratos
no parecen estar de acuerdo con las observa-
ciones realizadas por algunos de los técnicos
asesores de explotaciones de cultivos hortico-
las sin suelo del sudeste andaluz (comunica-
ciones personales), ni con las de varios inves-
tigadores (ZINNEN, 1988; BLANCARD et al.,
1992; STANGHELLINI y RASMUSSEN, 1994;
PAULITZ, 1997), al sefialar que los cultivos
sobre sustratos inertes son mas susceptibles a
las enfermedades causadas por pitidceos que
los tradicionales realizados en el suelo. Una
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de las posibles explicaciones para entender
esta falta de concordancia podria estribar en
las diferencias existentes entre las temperatu-
ras del suelo donde se desarrollan las raices
en un cultivo tradicional y la de los sustratos
en los cultivos sin suelo comerciales o en los
experimentos realizados sobre contenedores
de poca capacidad, donde la temperatura de
éstos se aproxima bastante a la ambiental,
siendo por lo tanto mds favorable para la pa-
togenia de ciertos pitidceos. Por lo tanto, la
susceptibilidad observada en las explotacio-
nes comerciales dedicadas a los cultivos sin
suelo podria deberse a la interaccion del sus-
trato con su temperatura, mds influenciada
por la temperatura ambiente que la del suelo
en los cultivos tradicionales. Este efecto es,
salvando ciertas distancias, similar al obser-
vado por algunos investigadores que sefialan

ABSTRACT

como particularmente sensible el periodo es-
tival y los transplantes, ya que en ese estadio
los contenedores del cultivo se calientan al
estar particularmente expuestos a los rayos
solares (BLANCARD et al., 1992).
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Surveys in a total of 64 greenhouses located in the provinces of Almeria and Granada

for four consecutive years, indicated that damage from diseases caused by soil fungi, de-
spite being fairly widespread, were not overly large. Biotic diseases were always associat-
ed with Pythium spp. Two of the isolated species: Pythium aphanidermatum, the most fre-
quently isolated, and P. irregulare, demonstrated their pathogenicity on cucumber
seedlings. The pathogenicity of P. aphanidermatum on seedlings was always reveal
hypocotyl causing necrosis, wilting and death of the same, regardless of cultivar. All iso-
lates tested were pathogenic, although some experiments were able to appreciate differ-
ences in aggressively between them.

With respect to the substrates used, the compound of a mixture of peat was the least
conductive of the disease, while the substrate was trying to simulate a greenhouse soil,
made by mixing sand, soil and peat was no less conductive than the three substrates inert

used: Perlite, vermiculite and rock wool.

Key words: Epidemiology, Cucumis sativus, P. irregulare, P. ultimum.
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