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Presencia del patotipo 1 de Fusarium oxysporum f. sp. melonis en
suelos cultivados con melon en el Estado de Colima (Méjico)

M. DE CARA, F. DIANEZ, F.J. ESTRADA, S. MONTOYA, E.J. FERNANDEZ, M. SANTOS, J. TELLO

Durante los afios 2002 y 2003 se evalué la gravedad de la fusariosis vascular en més

de 1000 hectéreas de cultivo de mel6én en Colima (Méjico). Pese a las desinfecciones de
suelo con bromuro de metilo, las pérdidas podian alcanzar el 25% de la produccién final.
El estudio de plantas con necrosis vasculares marcadas, amarilleamiento y marchitez de
hojas, permitio asignar el sindrome de la enfermedad a fusariosis vascular. El anilisis de
4 muestras de suelos de los campos con plantas enfermas, en medio selectivo para Fusa-
rium, permitié detectar la presencia de propagulos de F. oxysporum pese a haber sido
desinfectados los suelos con bromuro de metilo. Mediante la técnica del “fitopatémetro”
se obtuvieron 31 aislados de F. oxysporum a partir de las muestras de suelo. Los aisla-
dos se inocularon sobre plantas de meldn para evaluar la patogeneicidad de los mismos.
Los 31 aislados inoculados produjeron los sintomas de decoloracién del xilema, amari-
lleamiento foliar y marchitamiento, sobre los cultivares diferenciadores que nos permi-
tieron encuadrar a todos los aislados dentro del patotipo 1 de F. oxysporum f. sp. melo-
nis. Siendo esta la primera noticia de la presencia de F. oxysporum f. sp. melonis en el
estado de Colima (Méjico).
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INTRODUCCION

En el Estado de Colima en Méjico se cul-
tivan mds de 1000 ha de melén (Cucumis
melo L.), fundamentalmente de los tipo Can-
taloup, y Honey dew en menor proporcion.
Normalmente, el cultivo, a grandes rasgos se
practica de la siguiente manera: siembra
directa, aunque es creciente el uso de plantu-
las con cepelldn; el ciclo es de aproximada-
mente 60 dias, lo que hace posible dos culti-
vos sucesivos sobre el mismo suelo desde
noviembre hasta abril. Desde mayo a
noviembre (temporada de abundantes llu-
vias) se cultiva maiz o sorgo para alimenta-

cién de ganado, o también, el terreno se deja
baldio. Muy recientemente se ha comenzado
a introducir rotaciones en el cultivo de
meldén, con tomate y sandia. El cultivo se
realiza en caballones situados entre si a 1,80
m, con plantas distanciadas entre si unos 30
cm, empleandose acolchado con polietileno,
bajo el cual se disponen las tuberias portago-
teros. Las dosis de riego se sitian préximas
a 2750 m3-ha’!l. Frecuentemente, el aporte de
fertilizantes aplicado es de 75 U.FN-ha'l,
200 U.FP,0O5ha’!, 300 UFK,Oha™l.
Durante los afios 2001, 2002 y 2003 se
pudo comprobar cémo en los campos con
mayor antigiiedad para el melén, los trata-
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Foto 1. Obsérvese la gravedad de la fusariosis vascular
en Colima (Méjico). La precocidad de la muerte de las
plantas puede dar una idea de las elevadas pérdidas.

mientos al suelo para controlar patégenos,
que les eran desconocidos por no haberse
hecho identificaciones previas, empezaban a
ser ineficaces. Ineficacia que alcanzaba valo-
res importantes en el segundo cultivo, posi-
blemente debido a practicar la desinfeccion
antes de comenzar la campaiia con el prime-
ro. Estas observaciones pusieron de mani-
fiesto la completa pérdida de la cosecha uti-
lizando metam-sodio, metam-sodio con
solarizacién, y biosolarizacién con diferen-
tes restos organicos (Foto 1). El bromuro de
metilo y la cloropicrina con dicloropropeno
podian alcanzar a proteger el 75% de la
cosecha, mientras que el injerto de meldn
sobre hibrido interespecifico de Cucurbita
maxima x C. moschata proporcionaba una
proteccién completa (FERNANDEZ RODRI-
GUEZ et al., 2002).

Los sintomas en el campo se correspondi-
an, fundamentalmente, con los descritos para
la fusariosis vascular del meldn, causada por
Fusarium oxysporum f. sp. melonis (Fom)
(MESSIAEN y LAFON, 1970; MESSIAEN et al.,
1991; GOMEZ VAZQUEZ y TELLO MARQUINA,
2000a). La muerte de plantas podia ocurrir
muy precozmente (Fotos 2 y 3). A los 25
dias del trasplante murieron el 50% de las
plantas en un suelo sin tratar en el comienzo
de la campaiia de 2001. En este trabajo no se

Foto 2. Acusado sintoma ocasionado por Fusarium
oxysporum f. sp. melonis. En las dos plantas de la
izquierda el cuerpo vegetativo y reproductor del hongo
ha salido a la epidermis desde el xilema. En la planta
de la derecha el color oscuro en el tallo corresponde
con la trasparencia del sistema xilematico totalmente
oscurecido.

presentan los resultados concernientes a la
presencia del Virus de las manchas necroti-
cas del melon o virus del cribado (MNSV) y
a la de su vector Qlpidium bornovanus, pre-
sente en los suelos y que origina otro sindro-

o

Figura 3. La elevada patogeneicidad de Fusarium
oxysporum f. sp. melonis se puede entender en esta
foto. La variedad Pacstar injertada sobre un patrén de
calabaza (tallo verde de la izquierda) ha sido infectada
por el contacto con el suelo, aun en el caso de no
existir raices de melén.
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me diferente, conocido como muerte stibita o
colapso del melén (GOMEZ VAzZQUEZ, 2003).
El objetivo fundamental de este articulo es
dar a conocer la presencia de Fom en los sue-
los cultivados con melén, y determinar el
patotipo o los patotipos presentes, cuestién
importante para recomendar el uso de varie-
dades resistentes al patdgeno como técnica de
control de la micosis. Paralelamente, se pre-
senta una técnica sencilla de aislamiento del
pardsito del suelo, a la que se denomina “fito-
patémetro”, que puede ser muy litil para eva-
luar la sanidad de los suelos y la eficacia de
los tratamientos de desinfeccién de aquellos.

MATERIAL Y METODOS

Muestras de suelo analizadas

Las muestras codificadas como COL1,
COL2 y COLA4 fueron tomadas en las zonas
mds antiguas para el cultivo del meldn en el
Rancho Las Carmelitas. Parcelas donde el
cultivo se habia hecho impracticable. Las
muestras COL1 y COL?2 se tomaron al final
de la primera campaiia en febrero de 2002.
El suelo se habia desinfectado en noviembre
de 2001 con bromuro de metilo (formulado
con un 80% de bromuro de metilo y 20% de
cloropicrina) a razén de 400 1-ha™t. La mues-
tra COL4 se tom6 un afio después, pero en
esa campafia el cultivo era sandia (Citrullus
lanatus (Thunb.) Mansf.), y el suelo se
desinfect6 como se ha indicado para COL1 y
COL2 en noviembre de 2002.

La muestra codificada como COL3 fue
recogida en el Rancho El Bajio en febrero de
2003 con el cultivo ya finalizado y con una
valoracién de pérdidas de produccién final
en torno al 25%. En este campo, durante
2001 y 2002 se cultivé tomate. Antes de ini-
ciar la campaifia de meldn el suelo se desin-
fecté en noviembre de 2002 de la misma
manera que se ha especificado para COL1,
COL2 y COLA4.

Las muestras se recogieron a una profun-
didad comprendida entre la superficie y 20
cm. A lo largo de un caballén de 100 m se
hicieron 10 catas equidistantes y de cada
cata se tomaron, aproximadamente, 100 g de

suelo. La mezcla de las 10 submuestras con-
formé la muestra final para su anélisis en el
laboratorio.

En todos los campos muestreados la
variedad de melén cultivada era Pacstar,
carente de genes de resistencia a Fom. Es un
cultivar de tipo cantaloup cuya produccién
se orienta a la exportacién hacia el mercado
de los Estados Unidos de Norteamérica.

Andlisis de las muestras de suelo
Se emplearon dos tipos de técnicas.

1. Andlisis en un medio agarizado, selecti-
vo para hongos del género Fusarium.

La técnica ha sido descrita por TELLO et
al., (1991) y utiliza un medio selectivo idea-
do por KoMADA (1975) y modificado por los
mismos autores.

2. Anadlisis utilizando plantulas de melén.

A esta técnica la hemos denominado
“fitopatémetro” y consiste en lo siguiente:
En primer lugar, las muestras fueron secadas
en condiciones ambientales de laboratorio,
con temperaturas que oscilaron entre 18 y 25
°C, durante una o dos semanas segun la tex-
tura y grado de humedad de las muestras. A
continuacién, se tamizaron por una criba
metdlica de 200 wm de luz. La fraccién fina
resultante se guard6 en un bote de cristal sin
exposicién luminica, para el posterior andli-
sis de microbiota fusdrica; mientras que la
fraccién gruesa se empled para aislar los
posibles patégenos del melén. Para ello
empleamos diez macetas con una capacidad
de 200 ml, perforadas en su parte inferior
para evitar exceso de agua en el sustrato, que
se llenaron con una mezcla de vermiculita
esterilizada en autoclave durante 60 minutos
a 121 °C y una fraccién de suelo a analizar.
Se emplearon 5 g de muestra suelo y 30 g de
vermiculita, esto es, una proporcién relativa
suelo/vermiculita igual a 1/6. Por experien-
cias anteriores, y aunque varia para cada tipo
de suelo, esta proporcién suelo/vermiculita
es la minima cantidad que en el tiempo del
experimento permitié aislar Fom sin que
interfiriesen otros patégenos de plantas
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Cuadro 1. Variedades diferenciales de melén utilizadas

Variedad Fom raza 0 Fom raza 1 Fom raza 2 Fom raza 1-2
Amarillo Canario S S N S
Diana R S R N
Tango R R S S
Vulcano R R R S

R: Resistente, S: Sensible

como Pythium o Rhizoctonia solani. La pre-
paracion de la mezcla consistié en reunir las
dos fracciones de la misma en un vaso de
vidrio estéril y agitar hasta que la mezcla se
veia homogénea. Entonces se vertia el sus-
trato en la maceta. Las diez macetas eran
depositadas en una misma bandeja de plasti-
co, y eran llevadas a una cdmara climatizada,
donde la temperatura se mantenia entre 23 y
25 °C, y las plantas disponian de 16 h al dfa
de radiacién fluorescente (18-103 lux). Se
regd con agua corriente hasta la capacidad de
campo de los sustratos. A continuacién se
realizaba en cada maceta, la siembra de
cinco semillas de melén previamente desin-
fectadas (15 minutos en lejia comercial de
40 g1t de CI” activo y posterior aclarado
con agua) y germinadas en cdmara himeda,
de la variedad Piel de Sapo (sensible a todos
los patotipos de Fom). De este modo dispusi-
mos de 50 plantas-trampa por cada suelo.
Afiadimos dos macetas como control. Estos
controles contenfan solamente vermiculita,
que fue igualmente sembrada con melén Piel
de Sapo.

A los tres dias ya habfan emergido la
mayoria de las plantas de mel6n. El riego se
efectuaba cada cuatro o cinco dfas, con una
solucién 4 g1t de abono comercial com-
puesto (15-10-15-2(S0,)) - COMPO® -.

Los primeros sintomas de enfermedad
aparecieron como un marchitamiento en
verde, que dio lugar a la seca de las plantas.
Posteriormente empezé a manifestarse una
clorosis en las hojas de algunas de las plan-
tas que no se marchitaron.

El aislamiento del patégeno se realizé de
plantas que exteriorizaron uno u otro sinto-
ma, 0 ambos sintomas simultineamente. Se

tomaban aquellas plantitas que no presenta-
ban un avanzado grado de enfermedad, ya
que esto podia favorecer el aislamiento de
otros hongos saprofitos junto con el patdge-
no, lo que dificulta la lectura de los andlisis.
Los aislamientos se hicieron tomando discos
del tallo, por encima de los cotiledones, que
fueron flameados, y seguidamente colocados
transversalmente sobre placas de Petri con
15 ml de PDA. Transcurridas 24-48 h se
podia observar un penacho de cuerpo vege-
tativo emergiendo desde los vasos de la sec-
cién de tallo. Entonces, se hacia una nueva
lectura, y si era Fusarium oxysporum, se
repicaba a una placa de Petri con PDA, y
posteriormente a medio Komada, para una
més facil conservaciéon. Cada una de las
cepas aisladas fue obtenida de una planta
enferma diferente.

Identificacion de aislados de Fusarium
oxysporum

Se identificaron morfoldgicamente 31 ais-
lados patégenos sobre la var. Piel de Sapo,
utilizada en el “fitopatémetro”. Los aislados
fueron extraidos de las cuatro muestras de
suelo analizadas. Se utilizaron los criterios
de NELSON et al. (1983) y GERLACH y NIREN-
BERG (1982).

Identificacién de los patotipos o razas
fisioldgicas de Fom

Se inocularon todas las cepas aisladas con
el “fitopatémetro™, sobre cuatro variedades
de mel6n con distintos genes de resistencia
frente a Fom. Las variedades utilizadas fue-
ron las siguientes (Cuadro 1): Amarillo
Canario (sin genes de resistencia a cualquier
patotipo de Fom), Diana (con el gen



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 30, 2004 717

“Fom1”), Tango (con el gen “Fom?2”) y Vul-
cano (con los genes “Fom1” y “Fom2”). Se
utiliz6 en este procedimiento identificativo
la clasificacién en patotipos para Fom publi-
cada por RISSER et al., (1976).

Se dispusieron cuatro macetas (una por
variedad diferenciadora) de un volumen de
un litro, para cada aislado. Cada maceta se
rellené con 150 g de vermiculita desinfecta-
da en autoclave (30 minutos a 121 °C). En
cada maceta se sembraron diez semillas de
una misma variedad, que fueron previamen-
te desinfectadas por el procedimiento antes
indicado y germinadas en una cdmara hime-
da. Las cuatro macetas correspondientes a un
mismo aislado se colocaban sobre una ban-
deja. Las macetas estaban perforadas en su
base para facilitar el drenaje en caso de exce-
sivo riego. Por tanto, al encontrarse en una
bandeja solamente macetas que serian inocu-
ladas con un mismo aislado, en caso de que
los drenajes entrasen en contacto, el in6culo
que arrastrarian serfa el mismo para todas las
macetas.

El mismo dia que se ponian a pregerminar
las semillas, se repicaba un disco de 1 cm de
didmetro de cada cepa de Fom que se iba a
inocular, a cinco placas de Petri con 15 ml de
PDA (una placa por maceta, mds una de
reserva). De este modo, en el momento de la
inoculacidn, la superficie de las placas se
éncontraba totalmente cubierta por el cuerpo
vegetativo y reproductor del aislado. Es
decir, la edad del inéculo oscilaba entre 12 y
14 dfas.

Las inoculaciones se realizaron cuando
las plantitas mostraban la primera hoja ver-

dadera bien desarrollada y la tercera habia
comenzado su creciminento. La unidad de
inéculo consistia en una suspensién del
hongo en agua destilada. Para ello se tritura-
ba el contenido de las cuatro placas de Petri
con una batidora doméstica sumergida en
800 ml de agua. De esta manera obteniamos
una suspensién de propagulos de aproxima-
damente 1105 UFC-ml™!. A continuacién se
regaba cada maceta con 200 ml de dicha sus-
pensién (TELLO et al., 1991). Finalmente,
sobre PDA, se realizaron los reaislamientos
del xilema de las plantas inoculadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 2 resume los resultados analiti-
cos para hongos del género Fusarium en las
cuatro muestras. Como era de esperar las
diferencias en lo concerniente a la densidad
de Fusarium oxysporum son considerables,
pese a que todas ellas habian sido tratadas
con bromuro de metilo tres meses antes. Este
hecho esté claramente ligado a la representa-
tividad del muestreo (RODRIGUEZ-MOLINA et
al., 2000) més que al tratamiento desinfec-
tante. Las diferencias, ademds, no se corres-
ponden con los resultados obtenidos utili-
zando el “fitopatémetro”. Con esta ltima
técnica, la muestra COL2 expresd la fusario-
sis vascular sobre la variedad Piel de Sapo a
los 19 dias de la siembra, siendo la de menor
densidad de F. oxysporum; por el contrario,
las muestras COL1, COL3 y COL4 permi-
tieron la expresién de la micosis a los 27
dias. Este retraso sugiere que no existe una
relacién directa entre la densidad de inéculo

Cuadro 2. Microbiota fusarica asociada a los suelos analizados (se expresa en UFC*g™! acompaiiada cada cifra
de la desviacién estandar de la media)

Cdédigo de muestra F. oxysporum F. solani F. roseum
COLI 22604357 d” 10+12 ab" 86156 a
COL2 179+76 a" 4182 25+31a
COL3 668+111b" 56250 b" 1295£58 ¢
COL4 1391£256 ¢~ 0+0 972397 b

* Letras diferentes indican diferencia significativa entre las muestras segin el método de las diferencias minimas

significativas (LSD) con una probabilidad de acierto del 95%



718

M. DE CARA GARCIA, et al.

Cuadro 3. Comportamiento de las variedades diferenciadoras ineculadas con los aislados de los fitopatémetros.

Variedad Aislados de COL1 Aislados de COL2 Aislados de COL3 Aislados de COL4
Amarillo Canario S S S S
Diana S S S S
Tango R R R R
Vulcano R R R R

R: Resistente, S: Sensible

obtenida usando el medio agarizado selecti-
vo y la precocidad en la expresion del paté-
geno. En este punto podria argumentarse que
en la muestra COL?2 la densidad de in6culo
patégeno es mayor que en las otras, hecho
que concederia un valor afiadido al “fitopa-
témetro”. En cualquier caso el uso del “fito-
patémetro” explica, en parte, cémo la desin-
feccién del suelo con bromuro de metilo no
alcanza a proteger al segundo cultivo ya que
las muestras fueron tomadas al final del pri-
mero.

El “fitopatémetro” permitié aislar 31
cepas de Fom, 7 de la muestra COL1,8 dela
COL2, 5 de la COL3 y 11 de la COLA4, que
fueron identificadas por su morfologia y su
patogeneicidad.

La identidad morfolégica se obtuvo ajus-
tdndose a las especificaciones dadas para F.
oxysporum por NELSON et al., (1983) y GER-
LACH y NIRENBERG (1983). También el creci-
miento de las colonias de los aislados a dife-
rentes temperaturas se ajustd a lo indicado
por estos autores.

La virulencia (sensu RISSER et al., 1976),
obtenida con las variedades diferenciadoras
de meldn, para las 31 cepas se presenta en el
Cuadro 3. Podrd comprobarse cémo todas
ellas pudierén, inequivocamente, encuadrar-
se en la raza o patotipo 1. Este hecho confir-
ma lo indicado por ZITTER (1999) en cuanto
a la presencia del patotipo 1 en Méjico, si
bien en la revision que hace este autor
encuentra referencias sobre la presencia en
ese pais del patotipo 0. Sorprende nuestro
resultado por dos razones. La primera es la
uniformidad: sélo se aisla el patotipo 1. La
segunda es que la variedad cultivada durante
los afios 2001, 2002 y 2003 fue Pacstar,

carente de genes de resistencia, y ello haria
esperable que fuese el patotipo O el mds
comtun. En cualquier caso, el hecho permite
seleccionar variedades para cultivar provis-
tas del gen de resistencia a dicho patotipo.
El estudio sobre la virulencia permite,
ademds, un apunte epidemioldgico de inte-
rés. Se ha escrito que en Europa el patotipo
de Fom més frecuente es el 0 y el mds raro
es el 2, mientras que éste dltimo es el mds
comun en los Estados Unidos de Norteamé-
rica (MESSIAEN et al., 1991; SMITH et al.,
1992). Sin embargo, nuestros resultados
apuntan en otra direccién, que en los ulti-
mos afios parece cobrar mds peso, tras la
descripcién de otros patotipos de Fom en
distintos estados de Norteamérica: raza 1 en
California (GWYNNE et al., 1997), razas 0, 1
y 1-2 en Maryland (ApPEL y GORDON,
1994), raza 1 en Nueva York (ZUNIGA et al.,
1997), raza 1 en Washington (ZUNIGA y ZIT-
TER, 1995), raza 1 en Columbia Britédnica,
Canada (PUNIA ef al., 2001). En Espaiia, la
distribucién racial de Fom sigue la ténica
general del resto de Europa. Desde que se
dio la primera noticia en nuestro pafs sobre
la fusariosis vascular en los melonares
(TELLO et al., 1986), la raza 0 es, con
mucho, la més frecuente mientras que los
patotipos 1 y 2 son menos abundantes
(TeLLO et al., 1992). La raza 1-2 fue intro-
ducida (junto con las razas 0 y 1) por semi-
llas (GOMEZ VAZQUEZ y TELLO MARQUINA,
2000a). Intentar explicar que la uniformidad
encontrada en los suelos de Colima haya
sido debida a la introduccién del patotipo 1
mediante las semillas es cuando menos
imposible, a tenor de la diversidad racial
que han mostrado los resultados de GOMEZ
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VAzZQUEz y TELLO MARQUINA, (2000b), pero
si ayuda a delimitar las generalizaciones
publicadas (SMITH et al., 1992).
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ABSTRACT

DE CArRA M., F. DIANEZ, F. J. ESTRADA, S. MONTOYA, E. J. FERNANDEZ, M. SANTOS, J.
TeLLO. 2004. Presence of Fusarium oxysporum f. sp. melonis race 1 in soils cultivated
with melon in the State of Colima (Mexico). Bol. San. Veg. Plagas, 30: 713-720.

During years 2002 and 2003 the gravity of the Fusarium wilt in 1500 hectares of melon
culture was evaluated in Colima (Mexico). In spite of the soil disinfections with methyl
bromide, the losses could reach 25% of the final production. The study of plants with gene-
ral wilting featuring patchy leaf yellow and necrosis, allowed to assign the syndrome of the
disease to Fusarium wilt. The analysis of 4 soil samples from the fields with ill plants, in a
selective medium for Fusarium, allowed to detect the presence of F. oxysporum in spite of
the disinfection with methyl bromide. By means of the technique of “phytopathometer” 31
isolates of F. oxysporum were obtained from the soil samples. The isolates were inoculated
on melon plants to evaluate their pathogenicity. The 31 isolates inoculated, produced the
symptoms of chlorosis and wilting, in melon cultivars that allowed us to affirm that all iso-
lates were race 1 of F. oxysporum f. sp. melonis. Being this the first news of the presence
of F. oxysporum £. sp. melonis in the state of Colima (Mexico).

Key words: Fusarium oxysporum, melon, methyl bromide, race 1, Mexico, phyto-

pathometer.
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