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Resumen.

El virus del mosaico verde jaspeado del pepino (Cucumber green mottle mosaic virus, CGMMV)
pertenece al género Tobamovirus y afecta diferentes especies de cucurbitaceas, en especial al
pepino. CGMMV es un virus muy estable, con una alta capacidad infectiva y que puede
mantenerse infectivo en el suelo en los restos de cosecha infectada durante mas de 10 meses.
Los sintomas tipicos de CGMMV en pepino son una menor intensidad del color verde y una
distribucidn variable de los pigmentos en el fruto y hoja, dando lugar a un moteado verde claro
que deprecia la calidad del fruto. Este virus fue detectado en Espafia en 1996 en cultivos de
pepino en invernadero. Desde entonces, ha reaparecido periédicamente en cultivos de pepino,
asi como en sandia y melén.

Debido a una creciente problematica de infeccion con CGMMV en cultivos de pepino en
invernaderos de Granada, el objetivo de este trabajo fue evaluar la persistencia del CGMMV
tras la solarizacién con humectacion o no de dos sustratos: suelo y sacos de perlita;
permitiendo su reutilizaciéon durante varias campafias sin comprometer la sanidad del cultivo y
mejorando, por tanto, la rentabilidad de la explotacion.

Tras la solarizacién, se analizaron mediante RT-PCR con cebadores especificos de CGMMV
raices del cultivo anterior que quedaban en los sacos de perlita para confirmar la presencia del
virus.

Posteriormente, para comprobar la capacidad infectiva de CGMMYV en los restos vegetales
después de la solarizacién se sembraron en cada sustrato semillas de pepino var. Quarto,
previamente termotratadas a 702C durante 3 dias.

Trascurridos 3 meses de la siembra se procedié a analizar las plantas desarrolladas mediante
DAS-ELISA y RT-PCR especificas a CGMMV. Ninguno de los tratamientos ensayados fue efectivo
para inactivar la particula viral presente en los sustratos evaluados. Sin embargo, deben
realizarse mas estudios, ya que los sustratos tratados con solarizacion con humedad que
quedaron en las parcelas afectadas en Granada no han manifestado sintomas durante la

presente campania.
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Resum.

El virus del mosaic verd jaspiat del cogombre (Cucumber green mottle mosaic virus, CGMMV)
pertany al genere Tobamovirus i afecta diferents espécies de cucurbitacies, especialment al
cogombre. EI CGMMV és un virus molt estable, amb una alta capacitat infectiva i que pot
mantenir-se infectiu en el sol en les restes de collita infectada durant més de 10 mesos. Els
simptomes tipics del CGMMYV en el cogombre sén una menor intensitat del color verd i una
distribucié variable dels pigments en el fruit i fulla, donant lloc a un clapejat verd clar que
deprecia la qualitat del fruit. Aquest virus va ser detectat a Espanya en 1996 en cultius de
cogombre en hivernacle. Des de Ilavors, ha reaparegut periodicament en cultius de cogombre

aixi com en meld d’alger i meld.

A causa d'una creixent problematica d'infecci6 amb CGMMV en cultius de cogombre en
hivernacles de Granada, I'objectiu d'aquest treball va ser avaluar la persisténcia del CGMMV
després de la solaritzaci6 amb humectacié o no de dos substrats: sol i sacs de perlita;
permetent la seva reutilitzacid durant diverses campanyes sense comprometre la sanitat del

cultiu i millorant per tant la rendibilitat de I'explotacid.

Després de la solaritzacid, es van analitzar mitjancant RT-PCR amb cebadors especifics de
CGMMV arrels del cultiu anterior que quedaven en els sacs de perlita per confirmar la

preséncia del virus.

Posteriorment per a comprovar la capacitat infectiva del CGMMV en les restes vegetals,
després de la solaritzacié es van sembrar en cada substrat llavors de cogombre var. Quarto,

préviament termotractades a 702C durant 3 dies.

Transcorreguts 3 mesos de la sembra es va procedir a analitzar les plantes desenvolupades
mitjancant DAS-ELISA i RT-PCR especifiques a CGMMV. Cap dels tractaments assajats va ser
efectiu per inactivar la particula viral present en els substrats avaluats. No obstant aixo, han de
realitzar-se més estudis, ja que els substrats tractats amb solaritzacié amb humitat que van
quedar en les parcel-les afectades a Granada no han manifestat simptomes durant la present

campanya.
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Abstract.

Cucumber Green Mottle Mosaic Virus (CGMMV) belongs to the genus Tobamovirus and affects
cucurbits, especially cucumber. CGMMV is a very stable virus, with a high infectious capacity
and that can remain on soil in plant debris during more than 10 months. The typical symptoms
of the CGMMV in the cucumber are a decrease in the brightness of the green colour, and an
irregular distribution of the pigments in the fruit and the leaf, giving a light green speckled that
reduces the fruit quality. This virus was first detected in Spain in 1996 in a greenhouse with
cucumber crops. Since then, it has reappeared periodically in cucumber crops, as well as in

watermelon and melon.

Due to the subsequently CGMMV infection in cucumber crops in the greenhouses of Granada,
the aim of this project was to evaluate the persistence of CGMMYV after the solarization with or
without humidification of two substrates: soil and perlite sacks. These treatments were
performed in order to allow improve the self-life of the substrates, allowing their reuse,
without compromising the health of the crop. After solarization, the root debris of the
previous crop that remain in the perlite substrate were analysed through RT-PCR using specific

primers of CGMMV to confirm the presence of the virus.

Later, to test the infectivity of CGMMV in plant debris after solarization, seeds of cucumber

var. Quarto, previously heat-treated at 702 C for 3 days, were sown in the substrates.

After three months of the sowing, the plants were evaluated using DAS-ELISA and RT-PCR
specifics to CGMMV. None of the analyzed treatments was effective to neutralize the viral
particle present in the tested substrates. However, more studies are needed because the
plants grown in the same treated substrates maintained in Granada greenhouses were

symptomless during the present growing season.

Palabras clave
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1. INTRODUCCION.

1.1 EL CULTIVO DEL PEPINO.

1.1.1 ORIGEN Y ENCUADRE TAXONOMICO.

El pepino se origind en la India hace 3.000 afios aproximadamente, y pronto se cultivé en el sur
y el este del Himalaya. Desde la India, el pepino fue llevado a Grecia e Italia y posteriormente a
China. Los registros confirmaron en cultivo del pepino en Francia en el siglo IX, Inglaterra en el

siglo XIV y en América del Norte a mediados del siglo XVI (Bisognin, 2002).

El pepino, cuyo nombre cientifico es Cucumis sativus L., pertenece a la familia de las
Cucurbitaceae. Es una planta herbacea anual, es decir, que desarrolla su ciclo de cultivo en
menos de un ano; con raices fasciculadas poco profundas. Posee tallos trepadores o rastreros,
muy ramificados en la base, con cuatro angulos marcados y zarcillos helicoidales; sus hojas son
muy pecioladas y de forma pentagonal. Tienen flores unisexuales en plantas monoicas; las
flores femeninas presentan ovario infero cubierto de vellosidad y son solitarias, mientras que
las flores masculinas presentan 3 estambres y se presentan agrupadas (Santamarina y Rosello,

2009).

Actualmente, las plantas que se cultivan de pepino son ginoicas puesto que solamente poseen
flores femeninas, las cuales se diferencian claramente de las masculinas al ser portadoras de
un ovario infero, que se desarrolla en la base del cdliz de la flor. Es planta herbacea tiene una
vida media de 4,5 meses, dando frutos de forma continua hasta que la planta se seca por

completo.

El pepino es una hortaliza alargada y cilindrica; de tamanfo variable, pudiéndose clasificar en
corta (menor a 15 cm de largo) o tipo espafol, media (20-25 cm de largo) o tipo francés, y

largo (mas de 25 cm de largo) o tipo holandés (Eroski consumer, 2011).

1.1.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DEL PEPINO.

El pepino es una de las especies horticolas de mayor importancia, siendo China el mayor

productor a nivel mundial y Espafia a nivel Europeo (Rodriguez y Peird, 2015)




A nivel mundial, el cultivo de cucurbitaceas es muy importante, puesto que se estan cultivando

alrededor de 8.772.230 ha y con una produccién alrededor de 247.935.454 toneladas.

Respecto al pepino, la superficie cultivada aumentd en un 1,13% entre 2004 y 2014. En 2004
rondaban las 1.943.979 ha de pepinoy en 2014 2.178.613 ha. En cambio, tanto la producciony

la exportacion, se han incrementado anualmente (FAO, 2014).

Segun los datos recogidos por la Organizacidn de las Naciones Unidas para la Alimentacién y
Agricultura (FAO, 2014), los paises lideres en la produccion de pepino a nivel mundial y en
orden decreciente son: China, Federaciéon Rusa, Irdn, Turquia, Ucrania, EEUU y Espaia,

destacando China muy por encima del resto (Figura 1).
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Figura 1: Produccion a nivel mundial en porcentaje relativa al aflo 2014 de los principales productores
[Fuente: Elaboracidn propia en base a los datos de FAO (2014)].

China es el principal pais productor a nivel mundial, con 56.904.098 toneladas cultivadas en el
2014. Teniendo en cuenta que el segundo mayor productor es Rusia con 1.820.123 toneladas,
la diferencia entre ambos es muy elevada, produciendo China un 75,85 % del pepino mundial

(Tabla 1).




Tabla 1: Clasificaciéon mundial de los 10 mayores productores de pepino ordenador por la cantidad de
produccion y su porcentaje frente al total a nivel mundial. Fuente: FAO (2014).

Area Aio Produccion (T) Porcentaje
1. China 2014 56.904.098,00 75,85%
2. Federacion Rusa 2014 1.820.123,00 2,43%
3.1Iran 2014 1.804.184,00 2,40%
4. Turquia 2014 1.780.472,00 2,37%
5. Ucrania 2014 940.940,00 1,25%
6. Estados Unidos 2014 799.820,00 1,07%
7. Espaia 2014 775.903,00 1,03%
8. Uzbekistan 2014 718.570,00 0,96%
9. México 2014 707.632,00 0,94%
10. Japdn 2014 548.800,00 0,73%

A nivel nacional, la superficie de cultivo dedicada en Espafia al pepino, se ha mantenido mas o

menos estable en los ultimos diez afios (Figura 2).
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Figura 2: Variacion de la superficie cultivada de pepino en Espafia desde el afio 2004 al afio 2014
[Fuente: Elaboracién propia en base a datos de FAO (2014)].




Con respecto a la produccion nacional de pepino, se produjeron muchas fluctuaciones en su
produccién hasta aproximadamente el afio 2011 donde empieza a presentar una tendencia al
alza (Figura 3). Destaca la provincia de Almeria con un 55% de la superficie total cultivada

(MAGRAMA, 2015).

Produccion de pepino en Espana.
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Figura 3: Evolucion de la Produccidn de pepino en Espafia entre los afios 2004-2014 [Fuente Elaboracion
propia en base a datos de FAO (2014)].

1.2 EL VIRUS DEL MOSAICO VERDE JASPEADO DEL PEPINO (CGMMV).

1.2.1 ORIGEN, ENCUADRE TAXONOMICO Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

El virus del mosaico verde jaspeado del pepino (Cucumber green mottle mosaic virus,
CGMMV), fue descrito por primera vez en el afio 1935 en cultivos de pepino en Inglaterra. En
un primer momento, los virus observados de pepinos afectados se denominaron aislados
Cucumber virus 3 o CV3 y Cucumber virus 4 o CV4 (Ainsworth, 1935). Este virus se engloba

dentro del género Tobamovirus y la familia Virgaviridae.

CGMMV se transmite a través del suelo y el agua de riego contaminada con restos de plantas
infectadas (Mandal et al., 2008). Las epidemias generalizadas de CGMMYV, combinadas con la
dificultad de desinfectar los invernaderos contaminados y la introduccién de nuevos virus cada
afio a través de semillas contaminadas, se ha convertido grave problema para el cultivo de

cucurbitaceas.




En la actualidad el CGMMYV esta presente en muchos paises. Su difusiéon fue lenta entre los
afos 1935 y 1985, rapida entre los afios 1986 y 2006 y extremadamente rapida entre los afos
2007 y 2016, posiblemente al incremento en los ultimos afios del comercio internacional de
semilla contaminada (Dombrovsky et al., 2017). Hasta la fecha ha sido descrito en Arabia Saudi
(Al-Shahwan y Abdalla, 1992), Australia (Tesoriero et al.,, 2016), Canada (Ling, 2013), China
(Chen et al., 2006), Espafia (Celix et al., 1996), Estados Unidos (Tian et al., 2014), Grecia (Vaveri
et al., 2002), India (Vasudeva et al., 1949), Israel (Antignus et al., 1990), Japdn (Inouye et al.,
1967), Korea (Lee et al., 1990), Myanmar (Kim et al., 2010), Paises Bajos (Mandal et al., 2008),
Pakistan (Ali et al., 2004), Polonia (Pospieszny et al., 1997), Reino Unido (Ainsworth, 1935),
Rusia (Slavokhotova et al., 2007), Taiwan (Wang y Chen, 1985) y Ucrania (Budzanivska et al.,
2007) (Figura 4).

Por lo tanto, su distribucién actualmente es mundial y es uno de los pocos virus que se han

descrito en la Antartida (Polischuck et al., 2007).

1935-1986 52 anos
® 1987-2006 20 afos
® 2007-2016 10 afos

Figura 4: Distribucion mundial de CGMMV [Fuente: Dombrovsky et al. (2017)].

1.2.2 IMORFOLOGIA DE LA PARTICULA VIRAL Y ORGANIZACION GENOMICA.

Las particulas virales o viriones de CGMMYV son varillas rigidas, de 300 nm de longitud y 18 nm
de didmetro. Junto a los viriones, es frecuente encontrar otras particulas mas pequefias, de 50
nm de longitud. Las particulas virales de tamafio normal encapsidan el ARN gendmico y dos

moléculas de ARN sub-gendmico, las particulas de menor tamafio encapsidan moléculas de




ARN mensajero que codifican para la proteina de la capside del virus (Fukuda et al., 1981; Kim

etal., 2003).

El genoma completo del virus se encuentra en forma de ARN monocatenario de sentido
positivo. Su longitud es de 6.5 kb, con cuatro pautas de lectura abierta (Open Reading Frames,

ORF) o genes (Figura 5).

La ORF I y la ORF Il codifican dos proteinas que se encargan de la replicacién del virus; S-Rep y
L-Rep respectivamente, por el contrario, la ORF lll codifica para la proteina de movimiento y la

ORF IV para la proteina de cubierta o de la capside (Ugaki et al., 1991).
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Figura 5: Organizacidn gendmica del virus CGMMV [Fuente: Mandal et al., (2008)].

1.2.3 SINTOMATOLOGIA EN PEPINO.

CGMMV es un virus que afecta a todas las cucurbitdceas y entre ellas al pepino. La
sintomatologia que se observa en plantas de pepino infectadas es muy caracteristica,
produciéndose un mosaico en estrella en las hojas jovenes cuando la carga viral es muy
elevada y que evoluciona a mosaico verde-claro (Figura 6a) con una distribucidn variable de la
coloraciéon tanto en hoja como en fruto (Figura 6b). Este virus puede producir en pepino una
deformacién de las hojas y del fruto, asi como un mosaico mas o menos intenso y un
bandeado de las venas. Ademas se manifiesta como una reduccion del crecimiento normal de
las plantas (Luis-Arteaga, 1994). Los sintomas varian en funcidon del aislado y la especie vegetal

que esté infectada (Mandal et al., 2008)




(B)

Figura 6: Sintomas tipicos de CGMMYV en pepino: en hojas (6a) y frutos con mosaico y deformacion (6b).

1.2.4 FORMAS DE TRANSMISION.

CGMMV es un virus muy estable, por lo que el simple contacto con plantas adyacentes
durante el desarrollo normal del cultivo o con el manejo del mismo (poda o recoleccidn), es
capaz de transmitirse de unas plantas a otras (Melgarejo et al., 2010). El virus se transmite por
injerto, técnica muy empleada diferentes especies de cucurbitdceas como en sandia, melén y

pepino (Mandal et al., 2008). Otra de las formas de transmisidn es a través del suelo, con el




empleo de sustratos reutilizados y contaminados. En suelos contaminados con CGMMYV, el
virus puede permanecer infectivo hasta 10 meses o mas (Vaveri et al., 2002; Dombrovsky et

al., 2017).

Por otro lado, este virus que puede transmitirse a través del agua de riego (Li et al., 2015). En
un sistema de cultivo hidropdnico, si las raices de plantas adyacentes estdn en contacto, la
transmisién del virus puede ser de un 80% (Hollings et al., 1975). En los Paises Bajos, en zonas
donde CGMMV esta presente, se demostrd que el virus se diseminaba al agua de drenaje, a
partir de las raices de plantas infectadas, infectando un elevado nimero de plantas tanto en
invernadero como en el campo (Van Dorst, 1988). También se detecté en las aguas del rio
Jamuna en la India, en zonas que se situaban préximas a los campos de cultivo de

cucurbitaceas (Vani y Varma, 1993).

Otro medio de transmisiéon del virus bastante frecuente es por la transmisiéon por semilla.
Teniendo en cuenta diversos estudios, los porcentajes son variables, oscilando desde un 4,2-
44% (Sastry, 2013) y 12,8-100% (Liu et al., 2014). La transmisidn del virus por semilla puede
verse condicionada segun el hospedante, el cultivar, la virulencia de la cepa del virus. CGMMV
puede ser transmitido verticalmente, a la siguiente generacion, y horizontalmente a través del

polen procedente de planta infectada (Liu et al., 2014).

1.2.5 MEDIDAS DE CONTROL.

CGMMV es un virus muy estable y puede permanecer infectivo durante largos periodos en los
restos vegetales, en el suelo contaminado o en la cubierta o superficie de las semillas. El
control de la enfermedad es muy importante para reducir su impacto tanto durante el cultivo

como en los siguientes ciclos de cultivo (Reingold et al., 2015b).

Para el control de virosis la mejor medida es la prevencidn y evitar que introduzca en nuevos
terrenos, para ello se deben utilizar semillas libre de virus; evitar el trasiego de personal entre
invernaderos afectados, empleo de ropa limpia, batas, guantes y botas desechables, y
controlar la flora arvense dentro y fuera de los invernaderos, puesto que pueden suponer un

reservorio del virus.

En el caso de detectarse el virus en una parcela, se deberia evitar la diseminacién a otras

plantas eliminando las plantas infectadas ya que suponen el foco de infeccién para el resto del



cultivo. Las plantas infectadas y también las vecinas, se deben retirar al final de la jornada en
bolsas herméticamente cerradas. No se deberia intercambiar el personal entre distintos
invernaderos, trabajar avanzando por lineas y manteniendo el sentido de avance, desinfectar

los utiles de trabajo.

Después de un cultivo afectado, se deberd desinfectar bien los invernaderos, eliminando al
maximo los restos vegetales, controlar la presencia de hospedantes de la flora arvense dentro
y en el entorno de los invernaderos, realizar una parada en verano, utilizar ese tiempo para

solarizar el suelo y rotar con cultivos no susceptibles al virus (Elorrieta Jove, 2011).

1.3 DESINFECCION DE SUSTRATOS.

1.3.1 DESINFECCION EN SUSTRATOS ARTIFICIALES.

El cultivo sin suelo es una técnica que evita las limitaciones de la agricultura convencional. La
utilizacion de diferentes sustratos permite controlar un gran nidmero de factores que afectan
al cultivo y desarrollo de las plantas como puede ser el pH, la humedad, la conductividad
eléctrica, la oxigenacidn, los nutrientes; pero no estdn exentos de poder contaminarse con

virus, bacterias y demas patdgenos.

El cultivo sin suelo incluye todas aquellas técnicas que permiten crecer las plantas fuera de su
ambiente edafico natural. El medio donde se desarrollan puede ser agua o sustrato artificial,
siendo los sustratos artificiales mas utilizados en las explotaciones espafiolas la lana de roca,

arena, perlita y fibra de coco (Mazuela et al., 2005; Urrestarazu, 2015).

Una de las principales ventajas del uso de sustratos artificiales, es que hay independencia
entre el suelo en el que se ubican y el cultivo, pudiendo asi superar condiciones eddaficas y
sanitarias adversas. La cantidad del indculo del virus inicial en un cultivo sin suelo es
practicamente nula, a diferencia del cultivo en suelo, pero debido al elevado coste de los
mismos asi como diferentes motivos econdmicos, se suelen reutilizar durante 3 afios seguidos,
lo cual produce una alteracién de sus condiciones sanitarias y de sus propiedades fisicas.

(Gémez Vazquez, 2008; Urrestarazu , 2008).

La reutilizacién de sustratos, el uso de agua de riego contaminada y la utilizacién de material
vegetal infectado, puede producir problemas sanitarios semejantes a los encontrados en los

suelos, por lo que las enfermedades en ellos detectadas, no difieren de las encontradas en



cultivos tradicionales. El control de las enfermedades patogénicas en el cultivo sin suelo tiene
como estrategia fundamental evitar la entrada de los patégenos en el sistema de cultivo
(Gémez Vazquez, 2008). Por ello, se han tenido que implementar tratamientos de desinfeccion

de las mismas al igual que ya se desinfectaba el suelo en un campo de cultivo.

La desinfeccion mediante fumigantes y la solarizacién son métodos tradicionales de
desinfeccién de suelo en campos de cultivo, mediante la elevaciéon de la temperatura del
mismo durante los meses de verano. La solarizacion se traduce en un aumento de la
temperatura del suelo, del orden de unos 102C respecto al suelo no solarizado. (Frapolli et al.,

2000)

Los fumigantes, concretamente sus sustancias activas, son cada vez menos utilizados puesto
gue suponen o pueden suponer un grave problema medioambiental, lo que ha conducido a la
prohibiciéon de muchas sustancias como el bromuro de metilo (Laita, 1997), o a la retirada de
los permisos de ventas como es el caso del 1,3-dichloropropeno (MAGRAMA, 2017). Algunos
de los mds utilizados mundialmente, y utilizados desde los afios 70 aproximadamente, han sido
las sustancias activas como: el dazomet, producto anti fungico que también actia contra
nematodos y plantas adventicias; Metam sodio, y metam potasio, ambos eficaces en la

eliminacion de nematodos y hongos (Laita, 1997; MAGRAMA, 2017).

Debido a que las sustancias activas de los productos fitosanitarios pueden suponer graves
dafios medioambientales, es preferible como método de desinfeccidn del suelo, la utilizacién

de la técnica de solarizacion.

La perlita es un mineral natural del grupo de las riolitas. Desde el punto de vista
medioambiental es uno de los sustratos que mayor perfil tiene puesto que es un mineral
natural, con solo una transformacidn en hornos a altas temperaturas (1000-2000 2C). Su vida
util es de unos 3 afios, debido a la degradacion del plastico de las mangas o sacos que lo

contienen, puesto que la vida util de la perlita es mucho mayor (Cervantes, 2015).

La perlita estd compuesta principalmente por éxido de silicio (73-75%) y 6xido de aluminio (11-
13%), son rocas volcanicas vitreas que se han formado por enfriamiento rapido, constituyendo
un material amorfo que contiene un 2-5% de agua combinada. Posee una elevada capacidad
de retencidn de agua, hasta cinco veces su peso, su capacidad de intercambio catidnico (C.1.C.)
es practicamente nula (1,5-2,5 meq/100g). Las ventajas de la utilizacién de perlita es que

posee una buena aireacion, no se descompone ni bioldgica, ni quimicamente y mantiene un
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perfil constante en la zona radicular (Beltrano y Gimenez, 2015). En la Tabla 2 se recogen sus

principales propiedades fisicas, dependiendo del tamafio de las particulas que la componen.

Tabla 2: Propiedades de la perlita [Fuente: (Fernandez et al., 1998)]

Propiedades de la perlita

Tamafio de las particulas (mm de diametro)
Propiedades fisicas -5 (Ti i,
P 0-15 (Tipo B-6) | 0™ (12‘)’0 B~ | 3.5 (Tipo A-13)
Densidad aparente (Kg/m3) 50-60 105-125 100-120
Espacio poroso (%) 97,8 94 94,7
Material sélido (% volumen) 2,2 6 5,3
Aire (% volumen) 24,4 37,2 65,7
Agua facilmente disponible (% volumen) 37,6 24,6 6,9
Agua de reserva (% volumen) 8,5 6,7 2,7
Agua dificilmente disponible (% volumen) 27,3 25,5 19,4

1.3.2 DESINFECCION EN SUELO.

Antes de que hubiera una disponibilidad general de los plaguicidas, a finales de la década de
1940, la desinfeccidn del suelo mediante técnicas de calor, vapor de agua, o agua caliente, era

una practica muy utilizada para controlar las plagas del suelo (Newhall, 1955).

La desinfeccidon de los suelos se puede llevar a cabo mediante diferentes procesos, lo mas
utilizados actualmente son la solarizacién, la biofumigacién y la biosolarizacion. El objetivo de
la desinfeccién del suelo es el de eliminar la poblacién de patdgenos que habitan en el sueloy

pueden causar la merma de la produccidn (Infoagro, 2017).

La solarizacidn es la técnica de desinfeccidn que consiste en el aprovechamiento de la energia
solar mediante la utilizacion de plasticos. Consiste en cubrir el suelo himedo, en capacidad de
campo, con una lamina pldstica especial durante la época del afio en que la intensidad de la
radiacion solar es mds apropiada, con el fin de incrementar la temperatura del suelo que

permitan destruir los patégenos, insectos y malas hierbas (Sotrafa, 2014).

Durante la solarizacién del suelo, la radiacién solar recibida penetra a través de la lamina
plastica y se absorbe en el suelo, convirtiéndose la mayor parte de ella en calor

(Tecnicoagricola, 2013). Todos los objetos emiten radiacién siempre que su temperatura
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supere los 02K. Cuanto mds elevada sea la temperatura de dicho objeto, mayor cantidad de
radiacion (energia) emite y en longitudes de onda mas cortas. El sol, cuya temperatura
superficial es de 5.500-6.0002C, emite radiaciones de longitud de onda corta (Gémez de
Barreda, 2016, comunicacidon personal). Debido a este fenédmeno, la radiacién solar podra
atravesar el plastico pero la radiacion emitida por la tierra no sera capaz de escapar de la
[dmina pldstica, por ello la mayor parte de la radiaciéon sera retenida, alcanzandose
temperaturas en este proceso que son letales para muchos organismos del suelo

(Tecnicoagricola, 2013).
Los pasos a seguir para realizar la solarizacidn son:

- Instalacion de lamina plastica transparente, de 100 galgas de espesor, con acolchado
del terreno.

- Llevar el suelo a capacidad de campo; siendo la capacidad de campo el maximo
contenido de agua que puede retener el suelo en condiciones de libre drenaje, y se
alcanza entre 24 y 72 horas después de haberse concluido el riego (Pascual Espafiia,

2007).

No se recomienda volver a realizar riegos sucesivos una vez llevado el suelo a capacidad de
campo puesto que conseguiriamos enfriar el terreno. El agua contenida en el suelo puede
llegar a alcanzar los 702C en los primeros centimetros. El tiempo minimo para una correcta

solarizacion es de 40-60 dias. (CC. RR. Solponiente, 2015).

La biofumigacién es una técnica alternativa bioldgica a la desinfeccion del suelo mediante
productos quimicos. Mediante ella, podemos utilizar materia orgdnica asi como los productos

de su descomposicién para el control de patégenos (Sotrafa, 2014).

La técnica consiste en la utilizacidn de los gases liberados en la descomposicién de la materia
orgdnica cuando estd aplicada en grandes cantidades en el suelo. Como fuente de materia
organica, suele emplearse estiércol bovino, caprino, ovino o de aves (gallinaza), asi como

restos vegetales de especies cruciferas. (Stapletton, 1990; Innovagri, 2014).

La biosolarizacién es la técnica que combina la solarizacidn y la biofumigacidn. Con ella el suelo
se calienta en mayor medida y el plastico permite la acumulacién de los gases generados. El
gran aporte de materia orgdnica aumenta la actividad biolégica del suelo, mejora su estructura

y con ello aumenta su capacidad de retencién de agua (Innovagri, 2014).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

En 2015, 2016 y 2017 se detectaron parcelas de pepino afectadas con CGMMYV en diferentes
explotaciones de la cooperativa Granada-La Palma SCA de Carchuna (Granada), el cual causaba
graves pérdidas econdmicas. Debido a la reincidencia de este problema en las sucesivas
campanas, y al tratarse de un virus muy estable y con gran facilidad de transmisién, el hecho
de que una planta se infecte por crecer en suelo contaminado, puede ocasionar la rapida

dispersidon del virus al resto de plantas del cultivo.

Por todo ello, los técnicos de la cooperativa Granda-La Palma SCA propusieron estudiar
diferentes alternativas para la inactivacion del CGMMV en los sustratos empleados en sus
instalaciones. Mediante un convenio entre la cooperativa Granada-La Palma SCA y el grupo de
Virologia del Instituto Agroforestal Mediterraneo de la Universidad Politécnica de Valencia
(IAM-UPV) se propuso la evaluacidn de los diferentes tratamientos en el suelo o en el sustrato
artificial empleando las parcelas de pepino afectadas y, establecer las medidas de control
oportunas. La desactivacidn del virus supondria la posible reutilizacion de los sustratos,
alargando asi su vida util, reduciendo con ello el impacto ambiental generado al disminuir el
volumen de residuos, asi como reducir los costes de produccién y por ende aumentando la

rentabilidad del mismo.
Por todo ello, en este Trabajo Final de Grado se plantearon los siguientes objetivos:

1. Evaluar la efectividad de la solarizacién a diferentes temperaturas en mangas de
perlita donde durante la campafia anterior se habian detectado plantas positivas a
CGMMV.

2. Evaluar la efectividad de la solarizacidn en suelos con y sin humedad procedentes de

parcelas infectadas con CGMMYV durante la campaiia anterior.
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3. MATERIALY METODOS.

3.1SUSTRATOS Y MATERIAL VEGETAL.

3.1.1 SUSTRATOS.

3.1.1.1 SUELO SOLARIZADO CON HUMEDAD Y EN SECO.

Para evaluar la solarizacion humeda o en seco en suelos procedentes de parcelas de pepino
tipo “mini” infectadas con CGMMYV, se selecciond una parcela donde durante la campafa
habia alta incidencia de plantas infectadas con CGMMV (Figura 7). El propietario de dicha
parcela y los técnicos de la cooperativa Granada-La Palma SCA realizaron la solarizaciéon con
humedad con riego por goteo bajo el plastico de solarizacidn durante 2 meses, agosto y
septiembre (Figura 8A) y se separd una bolsa con suelo contaminado que se mantuvo con
plastico dentro del invernadero solarizado, pero sin humedad (Figura 8B). Durante los meses

de solarizacidn se alcanzé en el aire dentro del invernadero una temperatura de 672C.

Figura 7: Sintomatologia presentada en los invernaderos afectados durante la campafa anterior a la
solarizacién realizada.
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Figura 8: Suelo solarizado con humedad (A) y suelo solarizado en seco (B)

3.1.1.2 SACOS DE PERLITA.

Para los ensayos de desinfeccién de sacos de perlita, la cooperativa Granada-La Palma SCA
envio al Laboratorio de Virologia de IAM-UPV seis sacos de perlita que habian sido utilizados
durante sélo un afio para el cultivo de pepino “mini” y donde las plantas cultivadas en ellos
durante la anterior campafia habian presentado sintomas de mosaicos muy marcados en hojas
y frutos, confirmandose la presencia de CGMMV en dichas plantas mediante andlisis

moleculares.

De los sacos recibidos, se mantuvieron dos sacos (codificados como S2NS y S4NS) sin ningun
tipo de solarizacién o tratamiento que actuarian como control del ensayo. Otros dos sacos
(codificados como S1SH y S2SH) (Figuras 9A y B) se solarizaron 2 meses (agosto y septiembre)
con humedad, mediante riego por goteo bajo el plastico apto para la solarizacién, y para
finalizar, dos sacos (codificados como S1SS y S3SS) se introdujeron en una estufa a 459C
durante 3 meses como tratamiento por calor pero en seco (Figuras 9C y D). Esta temperatura
(452C) es menor de la que se alcanza con la solarizacion en campo (>509C), pero se realizé este
tratamiento para comprobar el efecto de la temperatura y la falta de humedad en la

infectividad del virus.
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Figuras 9: Tratamientos para la desinfeccion de CGMMV en sacos de perlita: solarizacion humeda en
invernadero (A y B) y tratamiento térmico en laboratorio (Cy D).

3.1.2 MATERIAL VEGETAL.

El material vegetal empleado para el estudio de evaluacién de la persistencia de CGMMYV en
diferentes tipos de sustratos sometidos a diferentes tratamientos de solarizacién, fueron
semillas comerciales de pepino de la variedad “Quarto RZ” (Figura 10) procedentes de la casa
comercial Rijk Zwaan Ibérica S.A. suministrados por la cooperativa Granada-La Palma S.C.A.
Esta variedad es tipo cocktail o snack (pepino “mini”), con ciclos de cultivo en otofio o en
primavera y que da lugar a una planta abierta de hoja pequefia, con 3 a 5 frutos por nudo de

un tamafio medio de 10 cm.
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Figura 10: Semillas comerciales de la variedad "Quarto RZ" empleados en el ensayo.

Para asegurar la sanidad de la semilla empleada en el ensayo (250 semillas), se realizé un
tratamiento de termoterapia a 702C durante 72 horas. Una vez realizado este tratamiento, se
llevd a cabo un ensayo de germinacion con 20 semillas, para saber si la termoterapia disminuia

el porcentaje de germinacién de las mismas.

En el ensayo de germinacion, se dispusieron las 20 semillas termotratadas sobre un papel
absorbente previamente humectado (Figura 11A), con una separacidon entre ellas de
aproximadamente 2 c¢cm. En otro papel absorbente se colocaron otras 20 semillas, no

termotratadas.

Una vez colocadas las semillas sobre los papeles absorbentes humectados, se enrollaron sobre
si mismos y se guardaron en pequefias bolsas plasticas etiquetadas para que conservasen la

humedad. Se mantuvieron en el fitotrén (Figura 11B) durante 72 horas a 259C.
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Figura 11: Preparacion del ensayo de germinacion: disponiendo las semillas en el papel absorbente (A) y
colocando dicha preparacién en el fitotrén (B).

3.2SIEMBRA Y MONITOREO.

3.2.1 SIEMBRA.

Para evaluar la persistencia de CGMMV en los suelos solarizados con y sin humedad, se
dispusieron 10 macetas por cada tipo de suelo y se sembraron 3 semillas de pepino

termotratadas en cada una de ellas, empleando un total de 60 semillas (Figura 12).
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Figura 12: Siembra en maceteros de las semillas comerciales en el ensayo de evaluacién de la
persistencia de CGMMYV en sustratos solarizados.

En los sacos de perlita se sembraron 3 semillas en cada punto de crecimiento (6 por saco),

empleando un total de 108 semillas. Todas las mangas de cultivo y macetas se colocaron en el
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invernadero de la Unidad de Patologia Vegetal de la UPV, donde se realizaron riegos peridédicos

segln las necesidades hidricas de las plantas.

3.2.2 MONITOREO.

Para el monitoreo del cultivo de pepino tras su siembra, se realizaban visitas peridédicas (al
menos una vez por semana), en las cuales aparte de regar las plantas en caso de ser necesario,

se iba observando la sintomatologia que presentaban las plantas (Figura 13).

Figura 13: Plantas de pepino variedad "Quatro rz" a los 15 dias de su siembra, con los cotiledones
totalmente emergidos en todos los casos.

Tres meses después de su siembra, las muestras se recogieron en bolsas de pldstico
transparentes y con el etiquetado correspondiente. Se tomaba la tercera hoja totalmente
desarrollada de cada planta y se consideraba como una muestra al conjunto de las 3 hojas de
las 3 plantas que formaban cada alveolo de cada manga o las 3 hojas de las 3 plantas de cada
maceta. Por tanto, se muestrearon un total de 168 plantas, agrupadas de 3 en 3, lo que hace

un total de 56 muestras agrupadas.

Las 56 muestras agrupadas se almacenaron y conservaron a -189C hasta el posterior andlisis

para determinar la presencia del virus en la planta.

La toma de muestras se realizd minuciosamente, cambiando de guantes cada vez que se
cambiaba de saco o de bandeja de macetas, para evitar la posible transmisiéon del virus de

forma mecanica.

3.3DETECCION DE CGMMV.

Para la deteccion de CGMMV en los sustratos solarizados no solarizados y solarizados con

humedad (S2NS, S4NS, S1SH, S2SH, MSSH y MSCH) utilizamos la técnica seroldgica DAS-ELISA
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asi como la técnica molecular RT-PCR con cebadores especificos de CGMMV. Para la deteccién
de CGMMV en los sustratos solarizados en seco (S1SS y S3SS) asi como para las raices de todos
los sustratos artificiales, empleamos Unicamente la técnica molecular RT-PCR con cebadores

especificos de CGMMYV .

3.3.1 DAS-ELISA

La técnica seroldgica DAS-ELISA (“Doble Antibody Sandwich”-“Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay” o ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzima) estd basada en la utilizacion de
anticuerpos marcados con una enzima los cuales se quedan inmovilizados sobre un soporte.
Mediante la adicién de un substrato especifico, se genera un producto detectable como por
ejemplo un cambio de color. Este cambio de color o viraje es cuantificable mediante un

espectrofotdmetro o un colorimetro.

En este ensayo se empled el antisuero especifico de CGMMYV de la casa comercial Loewe
Biochemical GmbH (Sauerlach, Alemania) siguiendo las indicaciones del fabricante (ANEXO 1).
Para el analisis se emplearon placas de poliestireno de 96 pocillos (Nunc GmbH, Thermo Fisher
Scientific, Langenselbold, Alemania), incluyendo 2 repeticiones por muestra a analizar, asi
como controles positivos (muestra infectada con CGMMYV), controles negativos (muestra de

pepino sana) y el blanco para la calibracién del aparato (Figura 14).

Las absorbancias se midieron a una longitud de onda de 405 nm en un espectrofotometro
Titertek Multiskan Inmunoplate reader (Flow Laboratories, Finlandia) con el programa
Multiskan Primary EIA V.2.1, considerando muestras positivas aquellas cuyo valor de

absorbancia era igual o superior al doble de la absorbancia del control negativo de la placa.
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Figura 14: Analisis mediante la técnica seroldgica DAS-ELISA de los plantas crecidas sobre sustratos
solarizados con humedad y en los sustratos no solarizados.

3.3.2 RT-PCR

Para la deteccién de CGMMV en las plantas crecidas en todos los sustratos y las raices del
cultivo anterior de los sacos de perlita, se empled la técnica molecular de la transcripcién
reversa de la reaccion de la cadena de polimerasa (“Reverse transcription- Polymerase chain

reaction”, RT-PCR) con cebadores especificos para CGMMV.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de biologia molecular mediante la
qgue podemos conseguir multiples copias de un fragmento de acido desoxirribonucleico (DNA)
teniendo uno como molde. La reaccidén en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa
(RT-PCR) es un paso previo que debemos realizar, puesto que el genoma de los virus
generalmente esta constituido por acido ribonucleico (RNA) y debemos realizar primero la
transcripcién de la cadena complementaria de DNA que nos servira de molde para la

realizacion de la PCR (Rio, 2014).

Por tanto, el primer paso a realizar fue la extraccion del RNA viral de todas las muestras
vegetales utilizando el método de captura con silica descrito por (MacKenzie et al., 1997;
ANEXO 11). La RT-PCR se realizd en un solo paso empleando el kit comercial SuperScript TM |l
(Invitrogen Life Technologies, Barcelona, Espafia) y los cebadores especificos de CGMMYV

descritos por Boubourakas et al. (2004) cuyas caracteristicas se detallan en la Tabla 3.
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Tabla 3: Cebadores especificos de cgmmv empleados en RT-PCR para el analisis de plantas y raices del
ensayo.

Localizacion en Gen Tamaiio

Cebador Secuencia nucleotidica 5’-3"° g g
elgenoma  amplificado amplificado

CGMMV-D TGTAGTCGAGTCTGTCGTCTCTT 5533-5555 CpP 331
CGMMV-R GGTACCTTGTGAAGCAACTAGAA  5864-5842

® Localizacién en el genoma del aislado de CGMMV publicado en la base de datos del GenBank Nimero
de Accesion AB015146.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1ENSAYO DE GERMINACION.

Con el ensayo de germinacion se observé que el porcentaje de germinacion era del 100 %,
tanto en las semillas termotratadas como en las no termotratadas (Figura 15), por lo que la

termoterapia no habia afectado a la capacidad germinativa de las semillas.

Figura 15: Ensayo de germinacién realizado con (A) semillas no termotratadas y (B) semillas
termotratadas.

4.2 SUELO SOLARIZADO CON Y SIN HUMEDAD.

Durante el monitoreo de las plantas crecidas en suelo solarizado durante 2 meses, con y sin
humedad durante el ensayo, se observaron sintomas de amarilleo internervial en las hojas de
plantas crecidas en macetas con suelos solarizado con humedad (Figura 16), pero no en el
suelo solarizado sin humedad. También se observaron sintomas tipicos de la infecciéon de

CGMMYV durante el monitoreo en las plantas crecidas en las mangas.
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Figura 16: Sintomas de amarilleo internervial en las plantas cultivadas sobre suelo solarizado con
humedad observados el 30/01/2017.

Ademads, se observd que las plantas crecidas en las macetas solarizadas sin humedad no
llegaron a finalizar su ciclo de cultivo, y esto puede deberse a que el suelo solarizado en seco
era demasiado pedregoso como para permitir el normal crecimiento de las raices y por tanto la

captacién de nutrientes del medio.

Los analisis realizados por DAS-ELISA con el antisuero especifico de CGMMV fueron negativos
en todos los casos a excepcion una repeticion de la maceta con suelo solarizado sin humedad

(cédigo MSSH-3), que dio positivo a CGMMYV mediante ésta técnica (Tabla 4).

Las muestras recogidas, previa extraccion de RNA, se analizaron a su vez mediante la RT-PCR,
para confirmar los resultados obtenidos, ya que se trata de una técnica mas sensible que la
técnica DAS-ELISA. Los resultados de los analisis por RT-PCR confirman la presencia de CGMMV
en un 50% de las plantas sembradas sobre suelo solarizado con humedad, asi como en un 30%

de las plantas sembradas sobre suelo solarizado en seco.
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Tabla 4: Resultados obtenidos de los andlisis de las técnicas DAS-ELISA y RT-PCR obtenidos a partir del cultivo de semillas de pepino termotratadas sobre suelo solarizado

con y sin humedad.

CODIGO DESCRIPCION MUESTRA DAS-ELISA ) RT-PCR 1 RESULTADOS RT-PCR
MSCH-1 1 - ] +
MSCH-2 c 2 - + +
MSCH-3 o 3 - g +
MSCH-4 S . 4 - - -
MSCH-> 5 9 > - . 5/10 POSITIVOS (50%)
MSCH-6 3 E 6 - - -
MSCH-7 8 < 7 - + +
MSCH-8 S 8 - - -
MSCH-9 = 9 - - -
MSCH-10 10 - - +
MSSH-1 11 - - -
MSSH-2 c 12 - _ +
MSSH-3 " 13 + + -
MSSH-4 § g 14 - - -
m::z L;‘: 10;3) 12 3/10 POSITIVOS (30%)
MSSH-7 8 < 17 - - -
MSSH-8 g 18 - - -
MSSH-9 = 19 - _ +
MSSH-10 20 - - -
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4.3SACOS DE PERLITA.

Para la deteccidn de CGMMV en las plantas desarrolladas en los sacos de perlita se emplearon
las técnicas de DAS-ELISA para los sacos solarizados con humedad y no solarizados (S1SH,
S2SH, S2NS y S4NS) y la RT-PCR para todos los sacos, tanto solarizados con y sin humedad, no
solarizados, asi como para las muestras recogidas de las raices del cultivo anterior presentes

en los sacos.

En primer lugar, se recogieron raices del cultivo anterior de todos los sacos para confirmar la
presencia de CGMMYV en ellas, resultando positivas las muestras tomadas de todos los sacos.
Cabe detallar que aunque se detecté6 CGMMV en los restos de raices de todos los sacos
empleados en el ensayo, esto no implica que el virus sea infectivo, para ello deben ser

positivas las plantulas emergidas de semillas sembradas posteriormente en dichos sacos.

Los analisis realizados por DAS-ELISA en muestras agrupadas de plantas de los sacos tomadas
transcurridos 3 meses de la siembra, fueron negativos en todos los casos, salvo en dos de las
repeticiones del saco 1 con solarizacién himeda, que dieron positivo a CGMMV por esta

técnica (Tabla 5).

Los resultados obtenidos de la técnica RT-PCR confirman la presencia de CGMMV en un 83%
de las plantas sembradas sobre el saco 1 solarizado con humedad (S1SH), en un 33% en el saco
2 solarizado con humedad (S2SH), en un 66% en el saco 2 no solarizado (S2NS), en un 33% en
el saco 4 no solarizado (S4NS) y en un 100% de plantas infectadas en los sacos 1y 3 solarizados

en seco (S1SS y S3SS respectivamente) (Tabla 5).

Durante el monitoreo de las plantas se observaron sintomas de mosaicos muy fuertes tipicos
de la infeccién con CGMMV (Figura 17) en plantas crecidas en diferentes sacos. En el saco 1y 2
solarizados con humedad (S1SH y S2SH), en los no solarizados (S2NS y S4NS) y en el saco 1
solarizado en seco (S1SS), correspondiendo a muestras que resultaron positivas a CGMMV

mediante RT-PCR con cebadores especificos del virus (Figura 18).
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Figura 18: Sintomas

.;)l :

detectados en plantas desarrolladas en diferentes sacos.
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Tabla 5: Resultados de los analisis mediante las técnicas DAS-ELISA y RT-PCR obtenidos a partir de la
siembra de semillas de pepino termotratadas sobre sustrato artificial de perlita solarizado con
humedad, no solarizado y solarizado en seco.

RT-PCR RESULTADOS
1:1 1:10 RT-PCR

CODIGO | DESCRIPCION | MUESTRA | DAS-ELISA

©
©
©
Q
S
=)
<
<
o
(S
(%]
o
S
@
N
=
o
o
(%]
%]
o
O
©
n

Sacos no solarizados

o
[}
3
c
()
)
Ee]
S
5355-1 £ 51 + +
53552 S 52 ¥ "
53553 2 53 ¥ ¥ 6/6
53554 3 54 " ¥ POSITIVOS
8 (100%)
5355°5 55 ¥ ¥
53556 56 ¥ ¥




Los resultados obtenidos en este ensayo con diferentes tratamientos contrastan con los
obtenidos en las parcelas afectadas. En estas parcelas el propietario se guardd sacos del cultivo
anterior que habian resultado afectados con CGMMV, y realizd un tratamiento de solarizacién
con humedad. En esa parcela durante el cultivo de pepino realizado en la presente campaiia
no se han observado sintomas de enfermedad, por lo que aparentemente el tratamiento
resulté efectivo. Este resultado es contrario al obtenido en nuestro ensayo, donde las plantas
crecidas en sacos solarizados con humedad (S1SH y S2SS) mostraron sintomas de la
enfermedad y se detecté6 CGMMV en 7 de las 12 muestras analizadas, lo que constituye un
58% de infeccion. El ensayo no dio unos resultados concluyentes porque ademas de no haber
funcionado el tratamiento de solarizacién con humedad, en los sacos no tratados, que
actuaban como control positivo del ensayo (donde debia detectarse CGMMV en mayor
proporcién), el virus estaba presente en menos muestras que en el caso de los sacos tratados

con humedad (6 positivos de 12, lo que constituye un porcentaje de infeccion del 50%).

Las condiciones climaticas pueden favorecer o enmascarar el desarrollo de los sintomas
causados por la infeccidn viral (Gergerich y Dolja, 2006) Estas diferencias entre el ensayo con
los sacos solarizados con humedad en las instalaciones de IAM-UPV y el realizado en las
parcelas afectadas de Granada, podria deberse al hecho de que las condiciones ambientales en
Granada no hayan favorecido el desarrollo de sintomas del virus, ya que en el caso de las
plantas crecidas en ese ensayo la valoracion de la efectividad del tratamiento fue Unicamente
mediante el monitoreo de las plantas buscando la aparicion de sintomas. De todas maneras,
este ensayo deberia ser repetido en ambas condiciones, Valencia y Granada, para confirmar la
posible efectividad del tratamiento. Ademas, resultados publicados indican que CGMMV no se
mantiene infectivo tras el compostaje de material vegetal infectado (Avgelis y Manios, 1992),
donde se alcanzan temperaturas de 729C, lo que lleva a pensar que un tratamiento de
solarizacion en campo, donde se pueden llegar a alcanzar temperaturas de hasta 652C

dependiendo de la profundidad (Stapleton et al., 1990) puede no ser efectivo.

Por otro lado, si puede afirmarse que el hecho de solarizar los sacos en seco a bajas
temperaturas no es un tratamiento efectivo para la inactivacion de CGMMV en sacos de

perlita, ya que el 100% de las muestras analizadas en ellos resultaron infectadas con el virus.

Se debe tener en cuenta también, a la hora de realizar tratamientos a sustratos, el tipo de
sustrato que se estd empleando, ya que en un estudio realizado en el IFAPA sobre la
permanencia de CGMMV en cinco tipo de sustratos, la perlita es la que mantuvo mejor la

capacidad infectiva del virus (Ruiz et al., 2004)
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Al ser la perlita uno de los sustratos que mejor mantienen el reservorio de CGMMYV, y CGMMV
ser un virus muy estable, en las condiciones ambientales de Valencia parece no resultar
suficientemente efectiva la solarizaciéon tanto con humectacion como sin ella, no asi en los
ensayos en campo realizados en Granada, donde no se han registrado sintomas de CGMMYV

tras la solarizacién de los sacos de perlita.
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CONCLUSIONES.

Los andlisis realizados a las raices del cultivo de pepino anterior, presentes en los sacos
de perlita antes de realizar el ensayo, determinaron que el CGMMYV estaba presente

en todas ellas.

En los ensayos realizados en maceta con suelo solarizado con y sin humedad, las
plantas emergidas presentaron un porcentaje de infeccion por CGMMYV del 50% y 30%
respectivamente, siendo mas efectiva la solarizacién sin humedad pero sin llegar a

inactivar por completo el virus.

Ninguno de los tratamientos de solarizacién realizados en los sacos de perlita resultd
totalmente efectivo para inactivar el virus en los restos vegetales aunque la
solarizacion de los sacos de perlita en seco a 452C durante 3 meses fue con el que se
obtuvieron peores resultados, puesto que el porcentaje de infeccion de las plantas fue

del 100%.

Por todo ello, ninguno de los tratamientos de solarizacidon evaluados ni en suelo ni en

sustrato artificial, fueron efectivos para inactivar la particula viral presente en ellos.
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