UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS
ESCUELA DE AGRONOMIA

DETERMINACION DE ESPECIES Y
PATOTIPOS DE Meloidogyne, EN KIWI
(Actinidia deliciosa) Y TOMATE
(Lycopersicum esculentum), MEDIANTE EL
TEST DE HOSPEDEROS DIFERENCIALES.

Memoria para optar al titulo Profesional de Ingeniero Agronomo Mencién Fruticultura
Cecilia Alejandra Escobar Moreno
SANTIAGO-CHILE. 2006
PROFESOR Sr. Erwin Aballay E. Ingeniero Agronomo, M. Sc. PROFESORES
CONSEJEROS Sra. Marcela Esterio G. Ingeniero Agronomo, Mg.Cs. Sra. Maria
Angélica Guerrero S. Profesora de Biologia y Ciencias.






RESUMEN .

SUMMARY ..

INTRODUCCION .

REVISION BIBLIOGRAFICA ..

Distribucion mundial de Meloidogyne .

Meloidogyne en Chile ..

Clasificacion taxonémica . .

Caracterizacion del género Meloidogyne . .

Aspectos ecolégicos importantes de Meloidogyne .

Caracteres utilizados en la identificacion de Meloidogyne .

Caracteres morfologicos

Caracteres citologicos y citogénicos .

Caracteres bioquimicos .

Uso de patrones perineales como medio de identificacion de especies de
Meloidogyne .

Caracteristicas mas importantes para el diagnéstico de los patrones perineales
(Eisenback, 1985) .

Identificacion de especies de Meloidogyne mediante el uso de electroforesis .
Test de Hospederos Diferenciales de Carolina del Norte ..
MATERIALES Y METODOS .
Test De Hospederos Diferenciales
Condiciones del Test de Hospederos Diferenciales .
Inéculo e inoculacion .
Evaluacion de plantas. .
Identificacion de Meloidogyne sp. . .
Identificacion de Meloidogyne mediante el estudio de cortes perineales

RESULTADOS Y DISCUSION

10
10
10
11
11
12
12

13

13
15
16
19
19
20
20
21
21
22
25

Identificacion de la poblacion de Meloidogyne spp proveniente de Limache mediante 25



el Test de Hospederos Diferenciales

Identificacion de la poblacion de Meloidogyne spp proveniente de Boco mediante el
Test de Hospederos Diferenciales

Identificacion de Meloidogyne mediante analisis de dibujos perineales .
CONCLUSIONES ..

LITERATURA CITADA .

27
28
31
33



RESUMEN

RESUMEN

Para identificar dos poblaciones de Meloidogyne sp. procedentes de la V Region, las cuales
afectaban respectivamente a kiwi y tomate, ocasionando importantes mermas en la
productividad, fue redlizado e Test de Hospederos Diferenciales durante la temporada
1999-2000.

Se identificaron las especies presentes en kiwi de Limache y tomate de Boco, V Region, por
medio del Test de Hospederos Diferenciales de Carolina del Norte, y a través del estudio de
patrones perineales. El Test fue desarrollado para la identificacion de las especies y razas més
comunes de Meloidogyne como son M. incognita (razas 1, 2, 3y 4), M. arenaria (razas 1 y 2),
M. javanicay M. hapla.

La especie presente en Boco se identifico como Meloidogyne arenaria raza 2. En Limache,
la especie asociada a kiwi no correspondio a ninguna de las sefialadas requiriéndose mayores
estudios para su identificacion.

Palabras clave

Meloidogyne arenaria raza 2
Mel oidogyne ethiopica
Nematodo del nudo de laraiz
Test de hospederos diferenciales
Patrones perineales
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SUMMARY

SUMMARY

The Differential Host Test was made during 1999-2000 season in order to identify two
nematodes population of Meloidogyne sp. beloning to the V region, each one affecting
kiwi and tomato correspondingly, and producing important damages in the production.

The present species were identified in Limache’s kiwi and Boco's tomato both on the
V region through the use of the North Carolina’s Differential Host Test, and through the
use of the perennial patterns study. The test was developed to recognize the most
common Meloidogyne species and races such as M. Incognita (races 1, 2, 3 and 4), M.
Arenaria (races 1 and 2), M. javanica and finally M. hapla.

Although the present species in Boco was identified as Meloidogyne arenaria raza 2,
the results in Limache concluded that the species associated to kiwi did not correspond to
any of the species indicated previously, determining the necessity of deep studies in order
to identify it.

Keywords

Meloidogyne arenaria raza 2
Meloidogyne ethiopica

Root knot nematode
Diferential Host Test

Perinneal Pattern
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

En la actualidad el conocimiento de los agentes que disminuyen la productividad de los
cultivos es vital debido a las graves pérdidas que sufre la agricultura. Entre estos agentes
uno de los mas importantes son los nematodos fitoparasitos (Gonzalez, 1987).

Entre los nematodos fitoparasitos destaca Meloidogyne spp, por su amplia
distribucion geografica y su amplio rango de hospederos, ademas de ser causante de
importantes dafios econdmicos en cultivos y frutales (Sasser y Carter, 1985).

Valenzuela et al (1992), en una prospeccion en la Region Metropolitana sefala que
Meloidogyne esta presente en un 19% de los cuarteles de uva de mesa muestreados,
con alto nivel de poblacién. Existen zonas, como el valle de Casablanca (V Regién), en
donde mas del 50% de la superficie cultivada se encuentra con algun grado de
infestacion (Aballay et al, 1997).

La identificacion certera de especies y patotipos de Meloidogyne es la base para
desarrollar estrategias de control, como el uso de variedades resistentes, rotacion de
cultivos etc.

El objetivo del presente proyecto de memoria de titulo fue identificar las especies y
patotipos de Meloidogyne presentes en plantaciones de kiwi en Limache, y de tomate
bajo plastico en Boco, Quillota, V Region, mediante el Test de Hospederos Diferenciales.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

El conocimiento de los nematodos como agentes causales de importantes enfermedades
agricolas comenzo a mediados del siglo pasado (Mai, 1985). Desde esa época se han
realizado numerosas investigaciones con el fin de identificar y clasificar de la mejor forma
posible a los nematodos.

Segun Mai, 1985 los mayores problemas causados por nematodos fitoparasitos
ocurren generalmente en aquellas zonas templadas del planeta, debido a:

Altas temperaturas y largas temporadas de crecimiento dan como resultado un mayor
numero de generaciones.

Una mayor proporcidn de cultivos susceptibles por temporada acrecientan las
poblaciones de nematodos.

Algunas de las especies mas dafiinas, como Meloidogyne incognita, atacan en zonas
templadas.

Los mayores complejos de enfermedades asociadas a Meloidogyne ocurren en estas
zonas.

A la vez, los ataques mas severos de nematodos se producen cuando existen los
hospederos y sobre todo monocultivos en un mismo suelo por un largo periodo de
tiempo.

Segun Sasser y Carter (1985) las especies de nematodos mas limitantes para la
produccion agricola corresponden a las pertenecientes a la familia Meloidogynidae. Las
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especies de Meloidogyne, pueden provocar reducciones substanciales en el rendimiento
de los cultivos. Se piensa que estas reducciones serian cercanas al 5%, sin embargo,
agricultores de paises en via de desarrollo revelan pérdidas aun mas significativas.

Distribucion mundial de Meloidogyne

El género Meloidogyne esta ampliamente distribuido en el mundo. En climas frios, donde
la temperatura media en invierno es cercana a 0° C y en verano esta por sobre los 15° C,
la especie mas comun corresponderia a Meloidogyne hapla. En las zonas mas calidas,
desde los 30° N hasta los 40° latitud sur, las especies frecuentemente encontradas son
Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica y Meloidogyne arenaria. Sin embargo, se
han citado mas de setenta especies de Meloidogyne a nivel mundial, las que afectan a
diversos cultivos (Sasser y Taylor, 1978).

Dada la adaptabilidad de Meloidogyne a diferentes condiciones y climas es que
Sasser y Carter (1985) lo reconoce como un problema global, practicamente distribuido
por todo el mundo.

Se ha establecido que las especies mas comunes e importantes que causan mayor
dano son M. incognita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla identificando cuatro razas de
M. incognita y dos de M. arenaria (Sasser y Carter, 1985).

En la Figura 1, se muestra la distribucién aproximada del género Meloidogyne
propuesta por el Proyecto Internacional Meloidogyne (IMP).:
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Figura 1. Distribuciéon de Meloidogyne a nivel mundial (Sasser y Carter, 1985).

Meloidogyne en Chile

En Chile, el INIA, en colaboracion con el proyecto Internacional de Meloidogyne ha
llegado a determinar la presencia de las razas 2 y 3 de M. incognita y la raza 2 de M.
arenaria (Gonzalez, 1987).

Jiménez y Gallo (1983) en un estudio realizado en la | Regién, determinaron que M.
Javanica, y M. arenaria son las dos especies que estan predominando en los cultivos de
la region.

Segun Magunacelaya (1996) ademas de las especies antes mencionadas puede
encontrarse en Chile, aunque en una menor proporcion Meloidogyne naasi. Estos
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nematodos se presentan generalmente como una mezcla de poblaciones de 2 6 mas
especies que sobreviven en el mismo hospedero. También sefiala que dada su
preferencia climatica, M. incognita destaca por su ataque en cultivos de hortalizas bajo
plastico y M. hapla en frutales como la vid y el kiwi. Ademas, Meloidogyne es un problema
importante en viveros, lo que constituye en muchos casos la principal via de dispersién
del nematodo.

Recientemente en Brasil, fue descrita la presencia de Meloidogyne ethiopica en
plantas de kiwi provenientes de Chile. En Chile se encuentra dafnando severamente vifias
de la V region situadas en el valle de Casablanca (Mancilla, 2004). M. ethiopica se separa
genéticamente de las especies clasicas de Meloidogyne, no ha perfeccionado muy bien
su capacidad parasitica, atacando las plantas hasta ocasionarles la muerte en corto
tiempo (Carneiro, 2004).

Clasificacion taxonomica

Las especies del género Meloidogyne conforman una pequefia parte del Phylum Nemata,
Clase Secernentea, Orden Tylenchida, Superfamilia Tylenchoidea, y Familia
Meloidogynidae (Taylor y Sasser, 1983).

Son endoparasitos sedentarios, caracterizados por penetrar la raiz, fijarse,
desarrollarse y multiplicarse dentro de ella (Taylor y Sasser, 1983).

Caracterizacion del género Meloidogyne

La morfologia del nematodo cambia durante su ciclo de vida. El primer estado juvenil se
forma en el huevo al final de la embriogénesis. El segundo estado juvenil surge al eclosar
el huevo, inicialmente es vermiforme y con motilidad para posteriormente pasar a un
estado sedentario.

Los machos son vermiformes, moéviles y no se alimentan. En las especies mas
comunes de Meloidogyne los machos no son necesarios para la reproduccidon ya que por
lo general se reproducen por partenogénesis (Eisenback, 1985).

Las hembras son sedentarias después de establecerse en el hospedero. Su sistema
digestivo esta especializado para mantener la relacion parasito-hospedero. La mayor
parte de los nutrientes obtenidos son destinados a la reproduccién (Eisenback, 1985).

Aspectos ecologicos importantes de Meloidogyne

Es un género ampliamente distribuido en el mundo, parasita a mas de 2000 especies
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vegetales, horticolas, fruticolas, forestales, ornamentales, arbustos silvestres, hierbas y
muchas malezas (Magunacelaya y Dagnino, 1999). La poblacion se concentra en la zona
radical entre los 5 y 30 cm. de profundidad decreciendo en su numero hasta 1m., en
algunos casos se han encontrando hasta a 5 m. de profundidad e incluso mas (Taylor y
Sasser, 1983).

La temperatura es determinante en el desarrollo, reproduccion y sobrevivencia de los
nematodos. La temperatura éptima para la embriogénesis fluctua entre 25 y 30° C para
las cuatro especies mas importantes. M.hapla, muestra preferencias por temperaturas
mas bajas que las otras tres especies (Van Gundy, 1985).

Los nematodos permanecen activos en suelos que presentan un 40 a 60 % de
humedad. Cambios de humedad en el suelo provocan disminucion en la actividad de los
nematodos, con un alto porcentaje de humedad la actividad de los nematodos disminuye,
pudiendo ocasionarles la muerte, en situaciones de sequedad ambiental los juveniles de
Meloidogyne pueden entrar en estado de anhidrobiosis y prologar su sobrevivencia (Van
Gundy, 1985).

Las especies de Meloidogyne se caracterizan por producir agallas a nivel de las
raices de su hospedero. Sus huevos estan incorporados dentro de una matriz gelatinosa
depositada generalmente sobre la agalla. Dicha matriz puede contener hasta 1500
huevos. El desarrollo embrionario de éstos va a depender de la temperatura, ocurriendo
entre 9 y 31 dias. Una vez que los juveniles de segundo estado eclosan de las masas de
huevos infestan las raices de las plantas susceptibles, éstos no se mueven por azar, ya
que sus movimientos obedecen a estimulos emanados por las raices, que son captados
por eficientes quimiorreceptores. Luego de la penetracion el juvenil migra por el interior de
la raiz sin romper células. Cuando se establecen, para alimentarse y protegerse causan
hiperplasia e hipertrofia del tejido vegetal (Hussey, 1985).

Caracteres utilizados en la identificacion de
Meloidogyne

Caracteres morfolégicos

En el caso de hembras, los caracteres utilizados son: la forma corporal que en la mayoria
de las especies es piriforme y en otras ovalada; los patrones perineales, segun Eisenback
(1985) constituyen el rasgo morfolégico mas importante en la identificacién de especies;
la posicion del poro excretor (Hirschmann 1985b); diferencias entre largo y ancho del
metacorpus, diferencias morfologicas de la regién cefalica en general de pigmentacion
oscura, aunque para apreciar detalles debe usarse microscopio de barrido; la forma del
estilete, especialmente de los nédulos; y, en algunos grupos de especies, el orificio de la
glandula esofagica dorsal; y la distancia entre la base del estilete y aquella.

En machos los caracteres morfolégicos utilizados son: largo del cuerpo, poro

Escobar Moreno, Cecilia 11
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excretor, campo lateral, cefalidas, metacorpus region cefalica, estilete y orificio de las
glandulas esofagicas dorsales. Sin embargo la identificacion de estos pierde importancia
debido a que su presencia en las poblaciones del suelo es ocasional.

Caracteres citolégicos y citogénicos

La identificacion de especies mediante métodos citologicos y citogénicos es excelente
complemento al uso de métodos morfolégicos y permite ademas determinar relaciones
filéticas.

Meloidogyne incognita, se reproduce exclusivamente por partenogénesis mitotica, y
puede ser facilmente diferenciado por el comportamiento de sus cromosomas en la
profase de la primera division de la maduracion. A diferencia de otras especies, sus
cromosomas se agrupan en un area muy visible, y la profase es mucho mas larga que la
de otras especies (Triantaphyllou ,1985).

Meloidogyne javanica al igual que Meloidogyne incognita, se reproduce
exclusivamente por partenogénesis mitética. Sus cromosomas son diploides y varian
entre un numero de 41-46 que aparecen delgados y largos, sin embargo, la identificacion
no puede ser basada exclusivamente en la forma de éstos.

Meloidogyne arenaria también se reproduce exclusivamente por partenogénesis
mitética. Por ser triploide puede ser diferenciado de otras especies de Meloidogyne, sobre
la base de un alto numero de cromosomas que varian entre 30 -38, 40-48 y 51-56.

Meloidogyne hapla citologicamente es la especie mas diversificada del género
Meloidogyne. Se reproduce por partenogénesis meidtica facultativa, y menos
frecuentemente por fertilizacion cruzada, posee un numero de cromosomas haploide que
varian entre 13 y 17, poliploide de 28 y 34, y un numero diploide que varian entre 30-32 y
43-48. Estos factores llevan a una problematica para su identificaciéon con métodos
citologicos (Triantaphyllou, 1985).

Caracteres bioquimicos

Se ha establecido que ciertos caracteres quimicos de Nemata dependen de la edad,
siendo importante separar estados de desarrollo antes de la aplicacién de estas técnicas.
En el caso de Meloidogyne es facil, porque se diferencian claramente los diferentes
estados de desarrollo debido a sus grandes diferencias morfoldgicas (Magunacelaya y
Dagnino, 1999).

Las técnicas bioquimicas se basan en la comparacibn de aminoacidos por
electroforesis y serologia. La electroforesis en gel de polyacrylamida provee de una
técnica de alta resolucién para separar moléculas proteicas en base a su peso molecular
y carga neta (Magunacelaya y Dagnino, 1999).

12
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Uso de patrones perineales como medio de
identificacion de especies de Meloidogyne

El patréon perineal comprende el area del extremo de la cola, fasmidios, lineas laterales,
ano, y vulva, todo rodeado por pliegues cuniculares o estrias (Hirschmann, 1985b).

La observacion de patrones perineales es la técnica mas utilizada por los
nematologos para identificar una especie de Meloidogyne. Para obtener patrones
perineales “tipicos” es necesario colectar una muestra representativa de la poblacion
(Taylor y Sasser, 1978). En seguida, se deben realizar cortes a un nimero de entre diez y
veinte hembras con el objeto de obtener una cantidad de patrones perineales que
permitan una adecuada identificacibn de manera segura. Segun Hirschman (1985b)
aunque los patrones perineales de individuos y poblaciones dentro de una especie
varien, las caracteristicas basicas de cada especie no lo hacen.

Las caracteristicas mas comunes a visualizar en los patrones perineales
corresponden a la forma global (circular, oval, piriforme, reloj de arena), la presencia o
ausencia de marcas o lineas en el espacio lateral y de puntuaciones en el extremo de la
cola, la forma de la estria (lisa, quebrada, ondulada, zigzag) y esta puede o no formar
alas en uno o ambos lados del patron (Hirschman, 1985b).

Segun Taylor y Sasser (1978) las especies mas comunes de Meloidogyne presentan
caracteristicas especificas en sus patrones perineales, permitiendo asi una identificacion
precisa.

Caracteristicas mas importantes para el diagnéstico
de los patrones perineales (Eisenback, 1985)

Meloidogyne hapla se caracteriza por su forma hexagonal redondeada a ovoide
achatada, presenta estrias muy finas y puntuaciones subcuticulares en el area lisa del
extremo de la cola. El arco dorsal es relativamente bajo y redondeado, pero puede ser
alto y cuadrado. Las lineas laterales estan ausentes pero el espacio lateral esta marcado
por estrias irregulares. Las estrias dorsales y ventrales a menudo se unen en un angulo,
y son lisas a levemente onduladas. Algunos patrones pueden formar alas en uno o
ambos lados.

Escobar Moreno, Cecilia 13
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Figura 2. Dibujo perineal de Meloidogyne hapla.

Meloidogyne incognita presenta un arco dorsal alto y cuadrado. Las lineas laterales
estan ausentes y el espacio lateral esta cubierto por estrias con quiebres y bifurcaciones.
Las estrias son lisas a onduladas, a veces, en zigzag y a menudo algunas se pliegan
hacia los extremos de la vulva.

Figura 3. Dibujo perineal de Meloidogyne incognita.

Meloidogyne javanicasu patrén perineal es el Unico que posee una linea lateral que
separa las estrias dorsales de las ventrales. Generalmente la linea cubre el ancho del
patrén pero va desapareciendo gradualmente hacia el extremo de la cola. El arco dorsal
es bajo y redondo a alto y cuadrado y a menudo posee un circulo en el area del extremo
de la cola. Las estrias son lisas a ligeramente onduladas, y algunas pueden plegarse
hacia los extremos de la vulva.

14 Escobar Moreno, Cecilia
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Figura 4. Dibujo perineal de Meloidogyne javanica.

El patrén perineal de Meloidogyne arenaria presenta un arco dorsal bajo, ligeramente
dentado hacia el espacio lateral formando hombros redondeados. Las estrias dorsales y
ventrales, a menudo, se unen en un angulo. Las lineas laterales estan ausentes, pero
estrias cortas, irregulares, y bifurcadas cubren el espacio lateral. Las estrias son lisas a
levemente onduladas y algunas pueden plegarse hacia la vulva. A veces, los patrones se
extienden lateralmente y forman una o dos alas.

Figura 5. Dibujo perineal de Meloidogyne arenaria.

Identificacion de especies de Meloidogyne mediante el
uso de electroforesis

Hussey (1985) indica que los mayores problemas asociados a la taxonomia de las
especies de Meloidogyne estanrelacionados con la gran variabilidad de las caracteristicas
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morfologicas que poseen. Por tal motivo se han desarrollado técnicas bioquimicas para la
caracterizacion y taxonomia de Meloidogyne.

Los primeros estudios taxondmicos en especies de Meloidogyne utilizando técnicas
bioquimicas fueron llevados a cabo por Dickson et al. (1971) y por Hussey et al. (1972)
mediante la comparaciéon de proteinas y de enzimas de varias especies de nematodos.

Segun Hussey (1985) las técnicas bioquimicas dependen de la identificacion de
diferencias moleculares que comprueben variaciones taxondmicas. Con relacién a los
nematodos, no se aprecian secuencias claras en sus proteinas, las que segun Avise
(1974) son un reflejo de la secuencia de nucleétidos que conforman el ADN del
organismo. Por tal motivo, las técnicas bioquimicas se limitan a una comparacion entre
los aminoacidos que conforman las proteinas mediante analisis por electroforesis y
serologia (Hussey, 1985).

La electroforesis en gel de polyacrylamida es una herramienta util para separar
moléculas proteicas en base a tamafio y a carga. Estudios comparativos de proteinas de
los nematodos pueden proveer informacion clave para la caracterizacion y taxonomia de
distintas especies de Meloidogyne.

Test de Hospederos Diferenciales de Carolina del
Norte

La importancia de Meloidogyne quedo reflejada en el reconocimiento mundial que hubo
del Proyecto Internacional Meloidogyne (IMP) que se desarrollé por nueve afios, entre
1975 y 1984, en el que participaron mas de cien cientificos de distintas universidades del
mundo, colaborando estrechamente con los nematologos del IPM .

Este proyecto permiti6 conocer la distribucion, respuestas de los hospederos,
morfologia, bioquimica, relaciones ecolégicas y principales especies y razas mas
comunes de Meloidogyne a nivel mundial (Sasser y Carter, 1985).

El IMP ha dado especial énfasis en el desarrollo de variedades resistentes, sistemas
de rotacién de cultivos y transferencia tecnolégica, todo ello gracias al apoyo de
numerosos investigadores en el mundo (Sasser y Carter, 1985).

Muchas veces las técnicas de identificacion y caracterizacion de especies de
Meloidogyne no son lo suficientemente precisas dada la gran variabilidad que presentan
estos organismos a través de las distintas poblaciones en el mundo. Se han citado mas
de setenta especies de Meloidogyne que afectan un amplio rango de hospederos,
algunos de ellos de gran importancia econdémica, por lo que se ha hecho necesaria una
precisa y acuciosa identificacion de especies y razas para seleccionar la mas apropiada
estrategia de control (Sasser y Carter, 1985).

Como herramienta util y eficaz en la identificacion de especies y razas de
Meloidogyne se utiliza depreferencia el Test de Hospederos Diferenciales de Carolina del
Norte, y si, posteriormente es necesario, se corrobora con algun caracter diferenciante.
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Este Test consiste en la inoculacion de seis plantas hospederas estandar (Sasser y
Carter, 1985).

Poblaciones puras de Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, Meloidogyne
arenaria y Meloidogyne hapla pueden ser facilmente distinguidas. La susceptibilidad y
resistencia de las plantas estan basadas en los indices de ndédulos y masa de huevos
(Sasser y Carter, 1985).

El test de hospederos diferenciales junto con la morfologia de patrones perineales,
tiene por objetivo:

Dar una referencia preliminar de las cuatro especies mas comunes, basada en la 1.
respuesta del hospedero.

Detecta poblaciones mixtas. 2.
Detecta especies nuevas y no descritas.

B

Detecta razas de hospederos y otras variaciones de patégenos dentro de las
especies comunes como las evidenciadas por una inesperada diferencia de
respuestas del hospedero.

Este test no es seguro para la identificacion de poblaciones de Meloidogyne donde estén
presente una o varias especies no comunes. Ellas no podrian ser discriminadas con el
test.

El resultado de cientos de evaluaciones, ha probado que el Test de Hospederos
Diferenciales es certero en la identificacion de especies y razas de poblaciones, siempre
que pertenezca a una de las cuatro especies mas comunes. Cuando la poblacion
estudiada es identificada, la respuesta se complementa con estudios morfoldgicos, como
los patrones perineales.
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La presente memoria de titulo se realiz6 en la Facultad de Ciencias Agronémicas de la
Universidad de Chile, Campus Antumapu, Region Metropolitana, Santiago de Chile, entre
los afios 1999-2000.

Test De Hospederos Diferenciales

El Test de Hospederos Diferenciales se realizé para dos poblaciones de Meloidogyne,
una proveniente de kiwi de Limache y otra proveniente de tomate de Boco.

Para la realizacién del Test de Hospederos Diferenciales de Carolina del Norte se
necesitaron seis especies de plantas hospederas correspondientes a las siguientes:

1.-Tabaco NC 95. (Nicotina tabacum cv. NC 95).

2.-Algodén Deltapine 16. (Gossypium hirsutum cv. Deltapine 16).
3.-Pimiento California Gonder. ( Capsicum frutescens cv. California Gonder).
4.-Sandia Charleston Gray. ( Citrullus vulgaris cv. Charleston Gray).

5.-Mani Florruner. (Arachis Hipogaea cv. Florruner).

6.-Tomate Rutgers. (Lycopersicon esculentum cv. Rutgers).

Las plantas hospederas fueron sembradas en Septiembre de 1999, en speedlings de
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aislapol, transcurridos 15 a 21 dias germinaron los distintos cultivares y fueron
transplantados a bolsas de polietileno de un litro, con orificios para el drenaje, que
contenian suelo compuesto por la mezcla de 50% de suelo franco y 50% de suelo
arenoso, esterilizado con vapor de agua (Sasser y Carter, 1985).

Se establecieron 5 repeticiones inoculadas para cada planta hospedera. Para
comprobar la esterilidad del suelo se trasplantaron 4 plantulas de tomate Rutgers que se
mantuvieron sin inocular, y se mantuvo un testigo para cada cultivar.

Se usaron como inéculo de aproximadamente 10.000 huevos de Meloidogyne
sp.recolectados de raices provenientes de un huerto de Kiwi de Limache y de
plantaciones de Tomate de Boco infestadas con Meloidogyne.

Condiciones del Test de Hospederos Diferenciales

Las plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero, con temperaturas entre 12 y
35° C, que permitieron a los nematodos y las plantas desarrollarse en forma 6ptima
(Taylor y Sasser, 1983). Segun estos mismos autores la muerte de huevos y larvas de
Meloidogyne se produce entre 0 y 5° C y la inactivacién, que impediria su accion infestiva,
con temperaturas superiores a 40° C.

Cada Test de Hospederos Diferenciales se mantuvo sobre mesas de madera aislado
uno del otro y del suelo, evitando la contaminacion de agentes externos, o entre las
bolsas. Los ensayos que permanecen sobre el suelo o superficies de plastico sobre el
suelo, frecuentemente son contaminados, como indican Taylor y Sasser (1983).

Los riegos se realizaron para mantener la humedad del suelo y cubrir las
necesidades hidricas de las plantas. Se us6 agua potable para minimizar el riesgo de
contaminacion.

Con posterioridad al trasplante, se fertilizd en tres ocasiones con abono foliar
completo, hasta antes el momento de la inoculacion. Fertilizar con posteriodad a la
inoculacion podria interferir en la infestividad de los nematodos.

Las plantas hospederas fueron mantenidas por 55 dias después de inoculadas.
Segun Sasser y Carter (1985) este tiempo es suficiente para la reproduccion del
nematodo. En el caso del test realizado para el indculo proveniente de Limache las
plantas se mantuvieron desde el 14 de Octubre al 8 de Diciembre y en la poblacion
proveniente de Boco desde el 27 de Octubre al 21 de Diciembre.

Indculo e inoculacion

Se colecté indculo de Limache y de Boco. De cada localidad se extrajeron muestras de
cinco puntos distintos del campo, cada una compuesta por 1000 grs. de suelo y 500 grs.
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de raices.

Se lavaron las raices agalladas de plantas de tomate y kiwi infestadas, y se siguio el
método para la extraccion de huevos descrito por Taylor y Sasser, 1983. Se calculd
cuantos gramos de raiz son necesarios para inocular con 10.000 huevos. En el caso de
Limache fue necesario inocular con 20 grs. y en caso de Boco con 40 grs.

La inoculacion tuvo lugar una vez que las plantas hospederas lograron un desarrollo
de 8 hojas.

La inoculacién consistié en colocar las raices picadas, en dos hoyos hechos en el
sustrato cerca del tallo de la planta hospedera, que posteriormente fueron cubiertos con
suelo

Evaluacion de plantas.

Cumplidos 55 dias desde la inoculacién, se extrajeron las plantas hospederas desde sus
contenedores. El sistema radical se retird del sustrato y fue lavado suavemente sin dafar
las raices. Se examind bajo microscopio estereoscépico contando el numero de nédulos
y masas de huevos. Para determinar la presencia de masas de huevos se procedié a la
diseccién del 10% de los nddulos, y de esta manera confirmar si hubo reproduccion del
nematodo en la planta hospedera. Luego se calificé la raiz de todas las plantas
hospederas segun lo descrito por Sasser y Taylor (1983) conforme al Cuadro 1.

Cuadro 1. indices de calificacion de raices.

N° de nédulos o0 masas de huevo s indice
0

1-2

3-10
11-30
30-100
100 y mas

Al WON=~O

El indice de calificacidon de raices se asigné segun el numero de nédulos o masas de
huevos que presentaron éstas, conforme a la escala expuesta en el Cuadro 1.

Identificacion de Meloidogyne sp.

En el Cuadro 2 se asigndé una cruz (+) a aquellas plantas que fueron calificadas con un
indice igual o superior a 4, y signo menos (-) aquellas que obtuvieron una calificacion de
0, 1, 2 6 3. En cada cultivo se conté el numero de ndédulos y de masas de huevos, con el
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fin de determinar el indice en ambos casos. Segun el signo obtenido se distinguen las
especies vegetales resistentes y susceptibles, las susceptibles fueron calificadas con
signo (+) y las resistentes con signo (-).

Cuadro 2 Clave de identificacion de razas y especie de Meloidogyne sp. mediante el Test de Hospederos
Diferenciales (Sasser y Carter, 1985).

Cultivares de plantas Hospederas

Especies y Tabaco |Algoddn |Pimiento |Sandia Mani Tomate
razas de NC 95 Deltapine 1&alifornia |Charleston |Florruner |Rutgers
Meloidogyne Gonder Gray

M. incognita

Raza 1 - - + + - +

Raza 2 + - + + - +

Raza 3 - + + + - +

Raza 4 + + + + - +
M.arenaria

Raza 1 + - + + + +

Raza 2 + - - + - +

M. javanica + + - + - +

M. hapla + - + - + +

Identificacién de Meloidogyne mediante el estudio de
cortes perineales

Se realizaron cortes perineales de hembras de Meloidogyne extraidas de Limache y Boco
para la realizacién del test de hospededos diferenciales, y de aquellas que se
desarrollaron en las plantas hospederas. Se aislaron los nddulos de las raices, y se
extrajeron las hembras a través de cortes transversales hechos a los nodulos. Mediante
la metodologia descrita por Sasser y Carter (1985), se procedid a realizar los cortes
perineales como se muestra en la siguiente figura:
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Figura 6. Esquema para la obtencién de cortes perineales (Hartman y Sasser, 1985).
A. Corte de la cabeza de la hembra
B. Vaciado del contenido de la hembra
C. Corte de la cuticula posterior del cuerpo
D. Ubicacion del dibujo perineal y recorte del exceso de cuticula
E. Limpieza del corte de restos viscerales
F. Traslado de corte con dibujo perineal al portaobjeto
G. Montaje de varios cortes perineales sobre el portaobjeto
H. Colocacion de cubreobjeto y sellado de la preparacion

Las preparaciones montadas en portaobjetos, fueron estudiadas en un microscopio
optico compuesto y fotografiadas con una camara digital
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Identificaciéon de la poblacién de Meloidogyne spp
proveniente de Limache mediante el Test de
Hospederos Diferenciales

En el Cuadro 3, se puede observar que tabaco, sandia y tomate presentaron una alta
tasa de nodulacion. En el caso de tabaco se observé una gran cantidad de nédulos muy
pequenos, y en sandia un menor numero de ellos pero de mayor tamano. Al disectar los
nodulos de tabaco y sandia no se encontraron masas de huevos, solo hembras
inmaduras y algunos machos. Taylor y Sasser (1978) y Triantaphyllou (1985), explican la
aparicion de machos como una estrategia de adaptacién del nematodo a medios
adversos, que intenta por medio de la reproduccion sexuada obtener la diversidad
genética necesaria para poder romper la resistencia que estaria ofreciendo la planta
hospedera. Esta presencia de machos se asocia a factores ambientales como
disponibilidad de alimento, intensidad del ataque, temperatura, nutricién del hospedero vy,
radiacion y aplicacién exdégena de inhibidores de crecimiento de las plantas (Rhode,
1960; Huang, 1985).

Cuadro 3. indice de calificacion de raices de Meloidogyne de Limache
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Plantas Hospederas

Plantas Tabaco Algodéon  |Pimentén |Sandia Mani Tomate
Hospederas

Masas de 0 0 0 0 0 5
huevos

Nédulos 5 0 0 5 0 5

En las raices de tomate nueve de cada diez nédulos presentaron masas de huevos,
indicativo de que la variedad Rutgers es susceptible al ataque de todas las especies de
Meloidogyne (Sasser y Carter, 1985). De este modo se comprobd que el inéculo de
huevos y las condiciones en que se mantuvo el test fueron 6ptimas para la infestacion de
raices y desarrollo de Meloidogyne.

El indice reproductivo de mani, algoddn y pimiento fue 0, al no presentar nédulos ni
masas de huevos, no hubo reproduccion de Meloidogyne en las raices de estas plantas,
y se comprobo tal como lo senalan Taylor y Sasser (1983), que son resistentes al ataque
de Meloidogyne. Estos autores han definido la resistencia y susceptibilidad segun la
capacidad de reproduccion del nematodo en las raices, cuando el nematodo puede
reproducirse en la planta hospedera, es considerada susceptible.

En las plantas testigo no hubo nédulos ni huevos, comprobando que el suelo estaba
libre de nematodos y no existié contaminacion.

Cuadro 4. Comparacion clave de Limache con clave de identificacion de razas y especies de Meloidogyne de
Sasser y Carter, (1985).

Cultivares de plantas Hospederas

Especies y razas de Tabaco |Algodon |Pimiento |Sandia Mani Tomate

Meloidogyne NC 95 Deltapine 1&alifornia |Charleston |Florruner |Rutgers
Gonder Gray

Meloidogyne - - - - - +

sp. pobl. de

Limache

M.incognita

Raza 1 - - + + - +

Raza 2 + - + + - +

Raza 3 - + + + - +

Raza4 + + + + - +

M.arenaria

Raza 1 + - + + + +

Raza 2 + - - + - +

M. javanica + + - + - +

M. hapla + - + - + +

La poblacion de Limache no correspondié a ninguna de las especies y razas de
Meloidogyne posibles de identificar con el test de hospederos diferenciales (Sasser y
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Carter, 1985), tampoco correspondié a M. ethiopica que responde al test al igual que M.
arenaria raza 2 (Carneiro, 2003). Se comprobd la pureza de la poblacion de Limache. En

el caso que coexistieran dos 0 mas especies el test arrojaria muchos signos positivos.

Cuadro 5. indices de calificacién de raices de Meloidogyne de Boco.

Plantas Hospederas

Plantas Tabaco Algodén  |Pimentdn |Sandia Mani Tomate
Hospederas

Masas de 5 0 0 5 0 5
huevos

Nodulos 5 0 0 5 0 5

Segun el Cuadro 5, tabaco, sandia y tomate obtuvieron un indice de calificacion de
raices igual a 5. Las tres especies presentaron alta nodulacién, y se encontré masas de

huevos y huevos en 8 de cada 10 nddulos disectados.

Las raices del algodon presentaron sinuosidades originadas por los juveniles de 2°
estado de Meloidogyne que en su intento de penetrar la raiz causaron deformaciones en
éstas. No hubo desarrollo del nematodo por lo tanto se le asigno el indice 0.

Mani y pimenton presentaron raices normales con ausencia de nodulos y masas de

huevos obteniendo el indice 0.

No hubo contaminacién de ningun tipo y el suelo se mantuvo libre de nematodos ya
que las plantas indicadoras y testigos no presentaron formacién de nédulos ni de masas
de huevos.

Identificacion de la poblacion de Meloidogyne spp

proveniente de Boco mediante el Test de Hospederos
Diferenciales

Cuadro 6. Comparacion clave de Boco con clave de identificacion de razas y especies de Meloidogyne de

Sasser y Carter, (1985).
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Cultivares de plantas Hospederas

Especies y razas de
Meloidogyne

Tabaco
NC 95

Algodon
Deltapine 1

Pimiento
&alifornia
Gonder

Sandia
Charleston
Gray

Mani
Florruner

Tomate
Rutgers

Meloidogyne
sp. pobl. de Boco

+

+

M.incognita

Raza 1

Raza 2

Raza 3

Raza4

+ |+ |+ +

+ [+ |+ |+

+ |+ |+ |+

M.arenaria

Raza 1

Raza 2

M. javanica

+ |+ |+

M. hapla

+ 4|+ |+

+ 4|+ |+

La poblacion de Boco, correspondié a M. arenaria raza 2, como lo indica el Cuadro 6,
donde se observa que los signos que identifican a la poblacién de Boco coinciden con los
de M. arenaria raza 2. Situacion que se confirmé en el estudio de patrones perineales.

Identificacién de Meloidogyne mediante analisis de

dibujos perineales

El dibujo perineal, que muestra la Figura 7, hallado en las hembras de Limache podria
corresponder a M. ethiopica, especie recientemente descrita en Chile (Carneiro, 2003),
para confirmarlo es necesario complementar con otros estudios.
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Meloidogyne ethiopica, Limache
Figura 7 Fotografia de dibujo perineal extraido de hembra de Limache.

M. ethiopica, agricolamente se caracteriza por la gran agresividad con que ataca a su
hospedero, especialmente algunas especies o variedades mas sensibles, pudiendo
ocasionar la muerte en un periodo corto de tiempo (Mancilla, 2004).

El dibujo perineal de M. ethiopica, Figura 8A tiene forma ovalada o redondeada, con
un arco dorsal (a) bajo redondeado a cuadrado, estrias (d) onduladas, cortas bifurcadas
que se presentan como verdaderos picos en un costado o en ambos. En caso de no
presentar los picos se observd estrias cortas irregulares onduladas que semeja un
caparazon pero en desorden, con ausencia de lineas laterales (b). Y la presencia de
notorios fasmidios.

Figura 8. Dibujo perineal de hembras de Meloidogyne. A M. ethiopica B M. javanica.
Taylor y Sasser 1978.
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a: Arco dorsal.
b: Linea lateral
c: Arco ventral.
d: Estrias.

La especie presente en Boco fue Meloidogyne arenaria raza 2, 1o que confirma la
presencia de esta especie en el territorio nacional como lo establecié Gonzalez en 1987 y
posteriormente lo reafirmé Mufioz en 1999.

A B

Maltigogynae ansnatia rara &

Meloidogyne arenaria (Sassery Taylor, 1978).

Figura 9.A Dibujo perineal Meloidogyne arenaria. B Fotografia de dibujo perineal de
Meloidogyne arenaria raza 2.
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La especie de Meloidogyne presente en Boco se identifico como M. arenaria raza 2.

No se identifico adecuadamente la poblacién proveniente de Limache, pudiendo
tratarse de una especie o raza nueva no descrita.

Para la correcta identificacion de nematodos es necesario estudiar mas de un
aspecto morfoldgico y complementarlo con estudios bioquimicos.
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