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1 INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por neméatodos han incrementado su importancia
econdémica en el pais. Entre los géneros causantes de problemas y que afectan a los
cultivos en Chile, se encuentra Ditylenchus, especificamente D. dipsaci (Kihn)
Filipjev. Es una de las especies mas polifagas del género, y es también conocido
como "nematodo del bulbo y del tallo™.

Este nematodo es un endoparasito migratorio que afecta un amplio rango de
plantas de importancia econdmica. Entre sus hospederos encontramos especies
horticolas tales como zanahorias, ajo, acelga y chalota. Asimismo, afecta a plantas
ornamentales y de cultivo, principalmente cereales y forrajeras como las ballicas,

alfalfa y tréboles.

Cabe destacar ademas, la amplia distribucion geografica mundial de este
parasito, que habita las zonas de clima templado de Africa, Europa, Australia, Asia 'y

la totalidad del continente americano.

La infeccion por D. dipsaci ocurre principalmente en primavera cuando los
nematodos se reactivan en el suelo bajo condiciones de alta humedad o lluvias
recientes. Una vez establecido un cultivo susceptible en un suelo infestado, éste
nematodo penetra a la planta en desarrollo, alcanzando los tallos y hojas basales;
durante su alimentacion, inyecta su saliva que contiene enzimas, provocando

distorsiones en los tejidos.

Los métodos de control recomendados para D. dipsaci son entre otros, utilizar
semillas o estructuras vegetativas certificadas o provenientes de predios libres de la
enfermedad, rotacion de cultivos con especies resistentes, destruccion de plantas

enfermas y aplicacion de productos nematicidas.



Considerando que en la zona sur de Chile se ha incrementado la incidencia
del neméatodo, especialmente en el cultivo de ajo, aln cuando se ha utilizado semilla
desinfectada, se plantea como hipotesis de que alguna de las seis especies vegetales
anteriormente sefialadas no seria hospedera del neméatodo, lo cudl permitiria realizar

rotaciones de cultivo en suelos que se encuentran infestados con el neméatodo.

Por ello, es que el presente trabajo, pretende alcanzar los siguientes objetivos.

Objetivo general.
Conocer la respuesta a D. dipsaci de diferentes especies vegetales cultivadas

en un suelo naturalmente infestado con el nemétodo.

Objetivos especificos.

e Determinar la susceptibilidad a D. dipsaci que presentan ajo blandino (Allium
ampeloprasum L.), ballica (Lolium perenne L.), chalota (Allium cepa var.
ascalonicum L.), perejil (Petroselinum hortense L.), repollo (Brassica oleracea
var. capitata L.), y trigo (Triticum aestivum L.).

e Evaluar la respuesta a D. dipsaci de las diferentes especies vegetales cultivadas

en un suelo infestado en forma natural con este nematodo.

e Establecer la susceptibilidad de las especies vegetales, a la presencia de D.

dipsaci, por medio de inoculacion directa de plantas con el nematodo.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Nematodos fitoparasitos.

Los nematodos corresponden a uno de los grupos de organismos animales
mas numerosos sobre la tierra. La gran mayoria de las especies viven libres en el
suelo o agua, alimentandose de hongos, bacterias, algas o predando otros pequefios
animales, incluyendo otros nematodos (SOUTHEY, 1978).

Aproximadamente un 10% de las especies conocidas se alimentan de plantas
(JANSSEN, 1994); éstos que se conocen como fitoparasitos, corresponden a
organismos de gran importancia por el dafio que causan mundialmente en los
cultivos, particularmente en las regiones tropicales y subtropicales (NETSCHER y
SIKORA, 1990). MAGUNACELAYA y DAGNINO (1999), como PLOWRIGHT et
al. (2002), afirman que los neméatodos fitoparasitos son enemigos de gran

implicancia en la agricultura en Chile y mundial respectivamente.

La mayoria de las especies fitoparasitas, afectan principalmente las raices de
las plantas (GRIFFITH et al., 1999). Estos organismos succionan el contenido
celular por medio de un estilete protractil. Este drgano estd presente en la cavidad
bucal cuya estructura es similar a una aguja hipodérmica, y que esta conectado por
un lumen hueco al es6fago o farinix, utilizando para ello un sistema de bombeo
similar al de una jeringa hipodérmica (JANSSEN, 1994). Ademas, poseen
mecanismos muy efectivos de accidén quimica, los cudles les facilitan su funcion
punzante (PERRY y WRIGHT, 1998).

Morfolégicamente los nematodos fitoparasitos son organismos de cuerpo
alargado, filiforme, cilindricos a fusiformes, cuyo tamafo varia entre 0,02 y 5 mm
dependiendo de la especie (SOUTHEY, 1978).



2.2  Género Ditylenchus.

Este género comprende varias especies entre las cuales las mas importantes,
por el dafio que causan a los cultivos son D. dipsaci, D. destructor y D. angustus
(MAGUNACELAYA y DAGNINO, 1999).

Las especies pertenecientes a este genero en general, son de dificil
identificacion (BARRACLOUGH y BLACKIT, 1962), puesto que ademas de ser
similares en cuanto a su morfologia, presentan normalmente una considerable
variacion intraespecifica (WENDT et al., 1993 y PLOWRIGHT et al., 2002). Lo
mismo agregan BARRACLOUGH y BLACKWITH (1962) y BAICHEVA et al.
(1998), quiénes afirman que aun dentro de una misma especie como es el caso de D.
dipsaci, es posible encontrar varias razas, por lo que estudios méas especificos de

morfometria son necesarios para la diferenciacién entre las especies.

SUBBOTIN et al. (2000) confirman lo anterior, después de haber analizado
las secuencias especificas de ADN ribosomal de 23 poblaciones de D. dipsaci
provenientes de distintos lugares del mundo, postulando ademas, de que D. dipsaci

puede ser considerado como un complejo de especies.

2.3  Ditylenchus dipsaci (Kuhn) Filipjev.

Esta especie es conocida cominmente como “nematodo del bulbo y del tallo”
(BARRACLOUGH y BLACKITH, 1962). EI nombre fue asignado por el hecho de
afectar principalmente tejido aéreo u érganos que tienen su origen en tejido caulinar,
como bulbos por ejemplo (SOUTHEY, 1978). Es un nematodo de amplia
distribucion mundial que provoca importantes pérdidas en muchos lugares
geograficos (JULIER et al., 1996).

Tanto TENENTE (1996) como COOK et al. (1992), afirman que D. dipsaci
es uno de los nematodos parasitos mas destructivos de plantas, especialmente en
regiones templadas. En Chile es importante por su dafio en cultivos como ajo, cebolla
y alfalfa (INSUNZA y VALENZUELA, 1995).



Los mismos autores anteriores, ademas de MAGUNACELAYA vy
DAGNINO (1999), afirman que un alto nivel de infestacion en el suelo, puede
ocasionar pérdidas superiores a un 50% en los cultivos. Estas pérdidas se deben a que
D. dipsaci causa necrosis de bulbos, marchitamiento y distorsion de partes aéreas,
amarillamiento de hojas y muerte de plantas (WHITEHEAD y TITE, 1987 y
GRIFFITH et al., 1999).

2.3.1 Aspectos generales. ESCUER (1998) y ESQUIBET et al. (1998), sefialan
que D. dipsaci es un endoparasito polifago obligatorio, que infecta los tejidos
caulinares de sus hospederos. Concordando con lo anterior, (PENG y MOENS,
2003) agregan que, ademas de este tipo de tejidos puede infectar tejido foliar y floral,

lo cual lo diferencia de otras especies del género como por ejemplo, D. destructor.

Segin ROBERTS y MATHEWS (1995) y SUBBOTIN et al. (2000), el
nematodo del bulbo y del tallo es un paréasito que primeramente infecta y dafia los
tallos y hojas basales de las plantas, y luego se extiende al resto de los tejidos junto
con el crecimiento de estos. FRANCO (1982) y PENG y MOENS (2003) agregan
que D. dipsaci al ser un endoparasito migratorio se alimenta de tejido parenquimatico

de bulbos, tallos y hojas de un enorme numero de hospederos.

2.3.2 Descripcion morfolégica. ESCUER (1998), sefiala que debido al amplio
rango de hospederos como también a factores ambientales, D. dipsaci presenta una
gran variacion morfoldgica y morfométrica, lo que ha dado origen a la descripcion de
muchas razas. Sin embargo, una descripcion general de individuos de la especie, la
da (HOOPER, 1972), sefialando que entre sus principales caracteristicas esta el
poseer un cuerpo largo y delgado, cuya longitud varia generalmente entre 1 y 2,2

mm, presenta un estilete corto, escasamente distinguible a 40 aumentos.

Su cuerpo es casi recto, y presenta bandas laterales con cuatro lineas. El
esofago es cilindrico y el bulbo basal muscular puede solapar ligeramente el
intestino. Tienen un saco uterino postvulvar igual o ligeramente superior a la mitad

de la distancia vulva-ano. Y para distinguirlo mas claramente, la cola en ambos sexos



es conica con la terminacion aguda (ESCUER, 1998). Cuando se le aisla en agua sus
movimientos son generalmente réapidos, lo cual puede confundirlo con
Aphelenchoides spp. (FRANCO, 1982 y FERRIS, 2004).

Importante es mencionar que las razas o biotipos de este neméatodo son

morfologicamente similares (FERRIS, 2004).

BLAKE (1962) y BARRET y BUTTERWORTH (1985), indican que es muy
importante para el desarrollo de las infecciones y mantencion de su virulencia, la
capacidad que presentan en su cuarto estado juvenil (J4), el cudl puede soportar hasta
un 90% de pérdida del agua corporal, lo que le permite sobrevivir en un estado
deshidratado por largos periodos de tiempo. Ello es posible gracias a que su ADN y
las proteinas, se mantienen estables durante este periodo, y ademas, que posee una
estructura cuticular altamente resistente al estrés hidrico (BARRET vy
BUTTERWORTH, 1985; WHARTON y MARSHALL, 2002).

WOMERSLEY et al. (1998), agregan que la habilidad de D. dipsaci de
regular su contenido hidrico, depende ademas del hospedero y especificamente del

tejido en que se encuentre.

Sin embargo, aln a pesar de poseer esta caracteristica que lo diferencia y
favorece sobre otras especies de nematodos del género Ditylenchus, temperaturas en
el suelo superiores a 32° C afectan notoriamente su desarrollo en estado adulto,

independiente del nivel de humedad que tenga el suelo (GRIFFITH et al., 1999).

2.3.3 Descripcién taxondémica. Segun SOUTHEY (1978) y actualizada por
SUBBOTIN et al. (2004), la clasificacion de D. dipsaci es la siguiente:

Phylum : Nematoda
Clase : Nematodea
Subclase : Secernentia



Orden : Tylenchida

Suborden : Tylenchina

Superfamilia : Tylenchoidea

Familia : Anguinidae

Subfamilia Anguininae

Género: Ditylenchus

Especie : D. dipsaci Kuhn (Filipjev)

Sturhan (1971) citado por WHITEHEAD et al. (1987), indica que se conocen
mas de 20 razas de D. dipsaci. Para la determinacion de razas se utiliza un grupo de
hospederos diferenciales, y se hace necesario hacer pruebas con todos los hospederos

para identificar precisamente las poblaciones del neméatodo

Datos mas actuales, indican que el nimero de razas puede llegar a las 30
segun Sturham y Brzeski (1991) citado por ESQUIBET et al. (1998) y
PLOWRIGHT et al. (2002).

Muchas veces, grupos de individuos o poblaciones de distinto origen difieren
en su rango de hospederos, aun dentro de cultivares de una misma especie, lo cudl
hace que aparentemente el nimero de razas sea aun mayor (GOODEY y HOOPER,
1962; WHITEHEAD et al., 1987 y TENENTE, 1996).

WENDT et al. (1993), basandose en investigaciones con marcadores de
ADN, tales como RAPDs, afirman que poblaciones del nematodo del bulbo y del

tallo, desarrolladas sobre la misma pueden corresponder también a distintas razas.

Por otra parte, PLOWRIGHT et al. (2002), concuerdan con los autores
anteriores, en que el empleo de RAPDs, basado en la Reaccidn de la Polimerasa en
Cadena (PCR), es una técnica efectiva para la diferenciacion de razas de D. dipsaci,

pero tiene problemas de reproducibilidad y uso en campo.



Sin embargo SUBBOTIN et al. (2004), afirman basados en las mas modernas
técnicas de diferenciacion de especies, por medio de secuencias de ITS de ADNr,
que existe una estrecha relacion genética entre las especies formadoras de agallas de
la subfamilia Anguininae, sefialando que D. dipsaci, debe ser considerado como un
complejo de especies.

2.3.4 Ciclo bioldgico. D. dipsaci puede invadir a las plantas a través de lenticelas,
como en el caso de los tubérculos (EVANS et al., 1993), o como agrega ESCUER
(1998), por estomas u otras aberturas naturales del tallo y del bulbo. En general, la
infestacion se produce en los primeros estados de desarrollo, cuando la planta estéa
brotando (BRUNA y GUINEZ, 1980).

MAGUNACELAYA y DAGNINO (1999), sefialan que el cuarto estado
juvenil o preadulto de D. dipsaci, es el invasor primario, penetrando la epidermis o
también, a través de las estomas de los tallos y hojas. Al igual que los autores
anteriores, (BLAKE, 1962 y HOOPER, 1972), concluyeron que los individuos
principalmente del cuarto estado juvenil, son los que invaden los tejidos jovenes en
crecimiento especialmente plantulas, mientras se encuentran bajo la superficie del

suelo.

MAGUNACELAYA y DAGNINO (1999), indican que las hembras ponen
sus huevos en el tejido foliar y como muchos otros nematodos parasitos de plantas,
eclosan como segundo estado juvenil (JII). Agregan que su generacidn varia entre

19-23 dias, dependiendo de la temperatura.

Por su parte ESCUER (1998), indica que el ciclo biolégico se completa en
17-23 dias a temperatura entre 13-22° C y que tanto la maxima actividad, como la
multiplicacién, asi como la mayor habilidad invasora se dan con temperatura entre
10-20° C y entre 57-70% de humedad. Lo anterior concuerda con resultados
observados por GRIFFITH et al. (1996) y GRIFFITH et al. (1999), en el sentido que
con temperaturas superiores a 27° C cesa incluso el desarrollo de los huevos del

nemétodo.



Segun HOOPER (1972), una hembra de D. dipsaci, puede colocar desde 200-
500 huevos y puede vivir desde 45 a 73 dias.

MAGUNACELAYA y DAGNINO (1999) y PLOWRIGHT et al. (2002), por
su parte, afirman que D. dipsaci, prefiere temperaturas bajas a moderadas (10-20° C)
y por esto ataca cultivos invernales, inactivandose en las épocas de mayores
temperaturas (sobre 30° C), a las que sobrevive en estado de quiescencia en el suelo y
partes vegetales.

HOOPER (1972) y TAPIA (1984), coinciden en que el cuarto estado juvenil
(JIV) o estado infectivo tiene la capacidad de entrar en anaerobiosis, dando al
nematodo mayor posibilidad de resistir las deshidrataciones y otras condiciones

adversas.

TENENTE (1996) y PLOWRIGHT et al. (2002), concuerdan con lo anterior,
y afirman que es la cuticula la que lo protege de la desecacion o disminucion de la
humedad del suelo, y que su habilidad de entrar en anaerobiosis lo sitia dentro del
grupo exclusivo de los neméatodos resistentes a sequias (WOMERSLEY et al., 1998).
WHARTON et al. (2002), agregan ademés, que D. dipsaci tiene la capacidad de
realizar rapidamente este cambio, producto de un control de la permeabilidad de su

cuticula.

Una vez que los nematodos se agrupan en el tejido, forman masas lanosas
blanquecinas. Posteriormente cuando las hojas y restos vegetales infestados se secan,
el nematodo puede pasar al suelo y mantenerse vivo durante meses o incluso afos en
ausencia del huésped (ESCUER, 1998).

2.3.5 Distribucion y dispersién del nematodo. D. dipsaci es uno de los
nematodos fitoparasitos mas extendidos a nivel mundial, sobretodo en regiones
templadas (WHITEHEAD y TITE, 1987 y EVANS et al., 1993).
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ESCUER (1998) y PLOWRIGHT et al. (2002), agregan que la distribucion
cosmopolita de D. dipsaci se debe en parte a la actividad del hombre y que ademas
su diseminacion se ha visto favorecida por la habilidad del nematodo a sobrevivir a

la desecacion incluso en semillas y bulbos.

Dentro de los estados de desarrollo de D. dipsaci, el cuarto estado juvenil
(JIV), es capaz de resistir la desecacion por muchos afios, usualmente en agregados
de gran namero de individuos, sin embargo, en condiciones de campo la poblacion

declina rapidamente en ausencia de hospederos (EVANS, et al., 1993).

La forma habitual de dispersion de D. dipsaci es a través de las semillas y es
frecuente que éstas se encuentren infestadas con juveniles de cuarto estado (BRUNA
y GUINEZ, 1980 y TENENTE, 1996). Esto concuerda con lo sefialado por
MAGUNACELAYA y DAGNINO (1999), quiénes ademas, agregan las particulas

de suelo como fuente de diseminacién del nematodo.

Segin ROBERTS y MATHEWS (1995) y PLOWRIGHT et al. (2002), el
nematodo aparte de diseminarse a traves de la semilla o partes vegetales, puede
hacerlo también por medio del agua de riego y de drenaje, como también por la
maquinaria que lleve restos de plantas enfermas o suelo infectado. Por su parte,
MAGUNACELAYA y DAGNINO (1999), agregan como medio de diseminacién al

viento.

Al igual que la mayoria de los otros nematodos, D. dipsaci se distribuye por
sus propios medios en el suelo y se dispersa horizontalmente y en forma desuniforme
en éste, unas pocas pulgadas al afio, aun asi puede sobrevivir en las capas
superficiales del suelo (TENENTE y EVANS, 1996).

GUINEZ (1991), indica que en una pradera infectada inicialmente en
determinados sectores, el nematodo puede distribuirse a todo el potrero, incluso a
otros vecinos, cuando el riego se efectla inmediatamente después de un corte o del

pastoreo.
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2.3.6 Hospederos. Diversos autores, entre los cuales esttn ESCUER (1996),
MAGUNACELAYA y DAGNINO (1999) sefialan que el nimero de hospederos de

D. dipsaci supera los 450 entre plantas cultivadas y silvestres.

Sin embargo, WENDT et al. (1993), ESQUIBET et al. (1998) y SUBBOTIN
et al. (2004), afirman que el nimero es mayor, y que este puede llegar a las 500

especies de Angiospermas.

BLAKE (1962), sefiala que el hospedero sobre el que se encuentre el
nematodo influye sobre las condiciones reproductivas de éste y aln sobre aspectos
morfoldgicos, tales como: largo del cuerpo, desarrollo y disposicion de los érganos

genitales.

Aln considerando su amplio rango de hospederos y especialmente la
presencia de muchas razas, ESCUER (1998) sefiala que con rotaciones de cultivos no
susceptibles durante 3-4 afios se consigue reducir las poblaciones, pero debe tenerse
cuidado con las malezas que pueden ser reservorios y por lo tanto fuente de futuras

infestaciones.

2.3.7 Importancia economica. En general, D. dipsaci tiene gran importancia
econémica como parésito de plantas superiores (ESCUER, 1998).

GUINEZ (1991) y MAGUNACELAYA y DAGNINO (1999), indican que de
las dos principales especies del género presentes en Chile, D. dipsaci y D. destructor,
la primera causa mayores pérdidas, principalmente en plantas de bulbo (cebolla y
ajo), pero tambien se desarrolla muy bien sobre alfalfa y trébol rosado, lo que ha

obligado a usar como Unica alternativa las variedades resistentes.

Segin HOOPER (1972), éste nematodo ademas del dafio directo que provoca,
también puede causar dafio por asociacion con otros patdgenos como bacterias u

hongos.



12

Sin embargo, un cultivar resistente a una 0 mas poblaciones de una raza
determinada del nematodo, puede ser susceptible a otras poblaciones de esa raza, y
poblaciones naturales del nematodo pueden consistir en una mezcla de razas
(WHITEHEAD et al., 1987).

2.3.8 Sintomas y dafios en cultivos. Aun con densidades poblacionales bajas, D.
dipsaci puede provocar graves dafios, atacando partes aéreas, tales como tallos,
peciolos, hojas, vainas y semillas. Algunas especies atacan partes subterraneas tales
como, estolones, tubérculos, rizomas y raices (MAGUNACELAYA y DAGNINO,
1999 y PLOWRIGHT et al., 2002).

En plantas susceptibles uno de los sintomas mas evidentes del dafio es la
necrosis, pudricion y muerte del tejido de la planta (FRANCO ,1982).

Por otra parte, tanto INSUNZA y VALENZUELA (1995) como GRIFFITH
et al. (1999), sefialan que el ataque del nematodo provoca otros sintomas, tales como
hipertrofia y detencion del crecimiento de los peciolos y ldminas foliares,
acortamiento e hipertrofia de internudos y desarrollo anormal de la epidermis de los
estolones y epidermis de los peciolos. A ello se agrega lo que sefiala HOOPER
(1972), segun el cuél, el nematodo provoca distorsiones en tejidos y con ello
sintomas de deformacion y menor desarrollo de las plantas.

La desorganizacion de los tejidos se debe a la secrecion predigestiva que hace
el nematodo antes de succionar el contenido celular, ya que en ésta van enzimas del
tipo pectinasas que actGan sobre los compuestos pécticos de la ldamela media del
hospedero (PERRY y WRIGHT, 1998). De esta manera, provoca por la
degeneracion de estos, flacidez, ablandamiento, separacién de las células y
formacion de cavidades (SEINHORST, 1956 y BLAKE, 1962).

En ajo (Allium sativum), puede provocar pérdidas que alcanzan un 30-80%
del rendimiento. EI nematodo puede estar presente en los bulbillos y dar asi origen a

una planta clordtica, también puede causar deformacion de bulbos, rupturas
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longitudinales de tanicas externas, necrosis de la base de los dientes y el desarrollo
de un sistema radical pobre. En ajo, este nematodo se transmite por bulbos
infectados, restos de plantas enfermas, herramientas de trabajo y agua de riego
(INSUNZA 'y VALENZUELA, 1995).

En ballica (Lolium perenne), segin EVANS et al. (1993), D. dipsaci ha sido
recientemente reportado como causante del menor rendimiento de la ballica en
algunos lugares de USA y Nueva Zelanda. Ademas, produce un exceso de tallos
engrosados en su base (HOOPER, 1972).

En trigo (Triticum aestivum), se produce una hiperplasia y una hipertrofia en
el tejido parenquimatoso, por lo tanto produce un aspecto distorsionado de la planta.
Ademas, 6vulos y otras partes florales se distorsionan tomando aspecto de agallas.
La infeccion es mayor cuando las condiciones ambientales incluyen frio y altos
niveles de humedad (HOOPER, 1972 y NOMBELA et al., 1998).

Existen ademas muchas especies de malezas hospederas, tales como
correhuela (Convolvulus arvensis L.), hualcacho (Echinochloa crus-galli L.), pasto
miel (Holcus lanatus L.), bolsita del pastor (Capsella bursa-pastoris L.), pasto
cebolla (Arrhenatherum elatius L. ssp. bulbosus), sanguinaria (Polygonum aviculare
L.), verdolaga (Portulaca oleracea L.) y yuyo (Brassica rapa L.) (INSUNZA y
VALENZUELA, 1995).

2.3.9 Control. El control de tipo preventivo se hace a través del uso de semillas
certificadas, plantaciones de suelos libres de neméatodos previo analisis, y rotaciones
de cultivos (INSUNZA y VALENZUELA, 1995). Entre las medidas de control
curativo estan la aplicacion al suelo de nematicidas u otros productos, la desinfeccion
de semillas con productos nematicidas y el control de malezas hospederas (ESCUER,
1998).

WHITEHEAD y TITE (1987) asi como COOK et al. (1992), afirman que el

control quimico es una muy buena alternativa para el control del neméatodo, por
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ejemplo en producciones de Vicia faba y sobre praderas. Agregan ademas, que su
aplicacion elimina el dafio a los tallos de las plantas y disminuye también, la

infestacion en la semilla cosechada.

Las medidas preventivas son el método méas adecuado para evitar las
infestaciones y diseminacion de este patdégeno. También, es fundamental que las
semillas, bulbos, dientes de ajo u otro material vegetal estén exentas de nematodos
(ESCUER, 1998). Ademés de la utilizacion de semilla certificada, el uso de
cultivares resistentes es considerada la forma mas eficiente de control (LOPEZ,
1989).

Para evitar el dafio, WENDT et al. (1993), afirman que el principal y primer
metodo de control de D. dipsaci, es la rotacion de cultivos, pero que la gran
presencia de razas morfologicamente indistinguibles, con diferentes preferencias de

hospederos hace que esta sea dificil de llevar cabo.

2.4 Meétodos de extraccidn e identificacion de D. dipsaci.

Un amplio rango de técnicas son usadas para extraer nematodos desde el
suelo y tejidos, pero muchos de estos métodos varian solamente en pequefios
detalles. Muchas variaciones de unas pocas técnicas han sido usadas por
nematologos por muchos afios (BOLTON et al., 1990).

Dentro de las primeras, una de las mas usadas por su grado de simplicidad, es
la técnica del embudo de Baermann, la cual permite extraerlos del suelo luego de 48
horas, previo a la inmersion de éste dentro de una malla (STIRLING et al., 2002 y
FERRIS, 2004). Para la extraccion de nematodos desde los tejidos, el método de
inmersion en agua para la extraccion de éstos desde las semillas los obtiene por
decantacion al cabo de unas 24 horas, al comenzar a salir de los tejidos (BOLTON et
al., 1990).
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3 MATERIAL Y METODO

La presente investigacion se realizd en dependencias del Instituto de
Produccion y Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Austral de Chile y se desarroll6 en base a dos ensayos. En su aspecto general,
consistié en determinar la capacidad de D. dipsaci para infectar seis especies
vegetales: ajo (A. ampeloprasum L.), ballica (L. perenne L.), trigo (T. aestivum L.),
repollo (B. oleraceae var. capitata L.), chalota (A. cepa var. agregatum L.) y perejil
(P. hortense L.) cultivadas en macetas conteniendo suelo naturalmente infestado.
Para los tratamientos testigo, se utiliz6 el mismo suelo esterilizado en autoclave,

dando un total de 12 tratamientos.

Ademas, se realizo un segundo ensayo, en el cuél se inocul6 directamente el

nematodo a las especies vegetales, para confirmar su susceptibilidad.

3.1 Materiales.

A continuacion se describen los materiales que se utilizaron en el trabajo,
siendo éste principalmente de origen vegetal (semillas y bulbos), suelo y materiales
de laboratorio.

3.1.1 Material vegetal. Correspondié al material generador de las especies a
estudiar, como son bulbos de ajo blandino, bulbos de chalota y semillas de trigo,

ballica, perejil y repollo; todos ellos comprobadamente libres de D. dipsaci.

3.1.1.1 Ajo. Se utilizaron 51 bulbos de ajo chilote, los que se obtuvieron del
comercio local (feria fluvial de Valdivia), selecciondndolos de un lote mayor por
presentarse aparentemente sanos. Al realizar los analisis nematoldgicos a una
muestra de cuatro bulbos tomados al azar, se comprobd que se encontraban libres de

D. dipsaci. Del total de bulbos, 40 se emplearon durante el primer ensayo. Para el
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segundo ensayo fueron utilizados siete bulbos, tres sanos para la plantacion y cuatro

bulbos infestados como fuente de inéculo.

3.1.1.2 Chalota. Los bulbos de esta especie provenian de pequefios productores de la
zona, adquiriéndose 47 bulbos en el comercio local. Estos se seleccionaron en los
puestos de venta por presentarse aparentemente sanos. Luego, 40 de estos bulbos
fueron utilizados en la primera parte del ensayo, y los cuatro restantes, en los analisis

nematoldgicos. Para el segundo ensayo se emplearon 3 bulbos.

3.1.1.3 Trigo. En el ensayo se utiliz6 semilla de trigo cultivar Otto Baer, la cual
present6 un 85% de germinacion; ésta fue proveida por el Laboratorio de Semillas de
la Facultad de Ciencias Agrarias. Para el andlisis nematolégico de la semilla se
utilizaron 100 g de semilla (dos repeticiones de 50 g cada/una), y para la siembra se
usaron 26 semillas/maceta. Para el caso del segundo ensayo se sembraron un total de

15 semillas (3 semillas/maceta) de la misma variedad y origen.

3.1.1.4 Ballica. Se trabajé con el cultivar Nui, la que fue proveida por el Laboratorio
de Semillas de la Facultad de Ciencias Agrarias, y poseia un 85% de germinacion.
Para el andlisis nematoldgico de la semilla se utilizaron 20 g de semilla (dos
repeticiones de 10 g cada una), y para la siembra 26 semillas/maceta. En el segundo
ensayo se utilizaron 20 semillas (4 semillas/maceta) de la misma variedad.

3.1.1.5 Perejil. Se utilizé semilla de la variedad Comun Liso, adquiriéndose seis
sobres, de 10 g cada uno, distribuidos por la empresa ANASAC. La informacion de
la empresa distribuidora indicaba un 85% minimo de germinacion. Para el analisis
nematoldgico de la semilla se utilizaron 10 g de semilla (dos repeticiones de 5 g cada
una), y para la siembra 91 semillas/maceta, producto del menor tamafio de semilla.
Ademas, para el segundo ensayo, se utilizaron 20 semillas (4 semillas/maceta) de la

misma variedad.

3.1.1.6 Repollo. La semilla correspondi6 al cultivar Copenhagen, adquirida en el

comercio local y distribuida por la empresa la ANASAC, ésta también aseguraba un
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minimo de 85% de germinacion. Para el andlisis nematologico de la semilla se
utilizaron 10 g de semilla (dos repeticiones de 5 g cada una), y para la siembra 26
semillas/maceta. Para el segundo ensayo, al igual que las dos especies anteriores, se

utilizaron 20 semillas (4 semillas/maceta).

3.1.2 Suelo. Para el ensayo se utilizaron aproximadamente 100 kg de suelo,
proveniente del sector de Asque, localidad de Pelchuquin, comuna de Valdivia; éste
corresponde a suelo trumao de la serie Pelchuquin y se obtuvo de un potrero
naturalmente infestado con D. dipsaci. Este potrero habia sido cultivado la
temporada anterior con ajo blandino (A. ampeloprasum), cultivo que presenté una

severa infestacion por el nematodo del bulbo y del tallo.

3.1.3 Equipos. El ensayo se realiz6 en una cdmara biocontrolada, que consiste en
una sala biocliméatica regulada a una temperatura promedio de 15° C, con un
fotoperiodo de primavera de 12 h luz y 12 h de oscuridad y una intensidad luminica
simulando primavera (30.000 lux aproximadamente). Esta cAmara se encuentra en
dependencias del Instituto de Produccion y Sanidad Vegetal y cuenta con un sistema

automatico para la regulacion del fotoperiodo y la temperatura.

Para la revision de las muestras se utilizaron lupas estereoscopicas y
microscopios. Para los analisis nematoldgicos de suelo y plantas, se utiliz6 un set de
tamices de bronce cuya abertura de poros varfa desde 50 hasta 325 mallas/pulgada®.
También, en las distintas etapas del ensayo se requirié el uso de balanzas de lectura

electronica, con 0,01 g de precision y con una capacidad de 2 kg como maximo.

3.1.4 Material de laboratorio. Para el cultivo de las plantas se usaron 96 macetas
plasticas de 1 kg de capacidad, con 15 cm de diametro y 20 cm de altura. Ademas,
material de vidrio como cubreobjetos, matraces, pipetas, placas de Petri,

portaobjetos, probetas, tubos de ensayo, vasos de precipitado y termometros.
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Para los procesos de desinfeccion de macetas, mesones y equipos de
diseccion se utilizé hipoclorito de sodio al 5 % (cloro comercial), asi como también
alcohol al 95%.

También se utilizaron otros materiales, tales como baldes, bolsas de papel,
bolsas pléasticas, jarros, lapices marcadores, palas, papel absorvente (Nova), papel

facial, pinzas, piscetas, platillos plasticos, tijeras, etc.

Para el segundo ensayo, el material de laboratorio empleado fue igual que en
el primer ensayo, matraces, placas de Petri, portaobjetos tamices, bisturi,
micropipetas y soportes. Ademas, para la esterilizacion de estos implementos, se

utilizé una estufa de esterilizacion Memmert.

3.2  Método.

El primer ensayo se estructurd6 en base a 12 tratamientos, los cudles
correspondieron a cada una de las seis especies vegetales cultivadas en sustrato
infestado y en sustrato estéril.

Cada tratamiento contd con siete repeticiones, a excepcion del ajo y la chalota

que tuvieron diez, producto de un menor nimero de plantas por maceta (Cuadro 1).

CUADRO 1 Tratamientos del ensayo.

N° repeticiones /tratamiento

Especie
Suelo infestado Testigo
Ballica 7 7
Perejil 7 7
Repollo 7 7
Trigo 7 7
Ajo 10 10

Chalota 10 10
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3.2.1 Ubicacion del ensayo. Este se realizo en el Laboratorio de Nematologia del
Instituto de Produccion y Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Austral de Chile.

3.2.2 Duracion y condiciones del ensayo. La fase experimental del primer ensayo,
durd aproximadamente 120 dias, a partir del 7 de mayo del 2002, fecha en la cual se
sembraron las macetas. Para el desarrollo de las plantas, se emularon condiciones de
primavera para la ciudad de Valdivia (12 h luz y 12 h noche), en una cdmara con
condiciones controladas. Durante este tiempo se evalud periddicamente tanto el
desarrollo de las especies establecidas en las macetas, como la poblacion de

nematodos en éstas.

El segundo ensayo tuvo una duracion de 60 dias. Se llevé a cabo, para
confirmar la susceptibilidad de las especies al nematodo, evaluando ademas sintomas

de su parte aérea.

3.2.3 Recoleccion y preparacion del suelo. El suelo utilizado provino del sector
Asque, Pelchuquin, y fue extraido de un potrero de aproximadamente 1 ha cultivado
con ajo blandino en la temporada 2002, cultivo que presentd una alta infestacion de

D. dipsaci.

De este potrero se recolectaron, con ayuda de una pala y al azar, un niumero
suficiente de submuestras hasta obtener aproximadamente los 100 kg necesarios para
el ensayo. Estas se sacaron de los primeros 20 cm de profundidad, perfil en el que se

encuentran normalmente la mayoria de las especies de neméatodos.

El suelo se llevd a invernadero, donde se depositd en un contenedor y se
mezclé con pala durante unos tres a cuatro dias para eliminar el exceso de humedad y
lograr su homogeneizacion. Posteriormente y previo al llenado de las macetas, se
procedié a harnerearlo para eliminar restos vegetales mayores y dejarlo lo mas

uniforme posible.
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Con éste suelo se llenaron las 48 macetas, que correspondieron a los
tratamientos con suelo infestado. Para los tratamientos correspondientes a suelo sin
infestacion, se utilizo el mismo sustrato esterilizado en autoclave a 1 atmosfera de

presion por 60 minutos.

Del mismo suelo, se tom6 una muestra de 1 kg la que fue posteriormente

analizada quimicamente (Cuadro 2).

CUADRO 2 Analisis quimico del suelo utilizado en el ensayo®.

Paréametro Valor
pH H,O 6,1
pH KCL 5,4
Ct (%) 6,8
Nt (%) 0,5
CIN 13,6
P-OLSEN (ppm) 18,4
Al (ppm) 1213
Na (ppm) 255
K (ppm) 318
Ca (ppm) 1583
Mg (ppm) 133
Fe (ppm) 81
Mn (ppm) 8
Cu (ppm) 5,6
Zn (ppm) 3,6
B (ppm) 1
S (ppm) 24
Al-KCL (ppm) 2
Suma de Bases (meqg/100g) 10,94
Saturacion de Al (%) 0,21

! FUENTE: LABORATORIO DE NUTRICION Y SUELOS FORESTALES. Comunicacion
personal.
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3.2.4 Analisis nematoldgico inicial del suelo. La densidad poblacional de D.
dipsaci en el suelo utilizado en el ensayo, se determind procesando cuatro muestras
de 50 cc cada una, por el método Baermann modificado por (STIRLING et al.,
2002), y mantenido en reposo durante 48 h. Luego, la suspension se recuperd en un
tubo de ensayo de 200 cc, la que se dejé decantar en refrigerador (5-7° C) por 24 h.
La posterior revision y recuento de la suspension obtenida en cada repeticion se

realizd bajo microscopio en base a cuatro alicuotas de 0,5 cc cada una.

Los resultados del analisis nematoldgico se indican en el Cuadro 3.

CUADRO 3 Anadlisis nematoldgico del suelo utilizado en el ensayo.

Género de nematodos N° individuos/50g suelo
Aphelenchoides sp. 40
Aphelenchus sp. 60
Ditylenchus sp. 180
Helicotylenchus sp. 50
Meloidogyne sp. 20
Paratylenchus sp. 130
Pratylenchus sp. 90
Tylenchorhynchus sp. 10
Tylenchus sp. 30
Total neméatodos 610
Nematodos saprofitos 420

Para reconocer la especie de Ditylenchus sp. presente en el suelo, se procedid
a separar manualmente y bajo una lupa cinco individuos de cada muestra; cada
individuo se identifico, siguiendo las descripciones de (HOOPER, 1972), en base a la
forma de la cabeza, estilete y esdfago, extremo terminal, ubicacién del poro anal y

ndmero de lineas laterales.

Todos los especimenes revisados correspondieron a la especie de D. dipsaci.
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3.2.5 Analisis nematoldgico de las semillas. Como se mencioné anteriormente, de
cada especie vegetal se tom0O al azar una muestra representativa del material a
sembrar. Para el caso de la ballica 20 g, perejil y repollo 10 g cada uno y para trigo
100 g.

Se realizaron dos repeticiones tomando como base el nimero de semillas
mencionado anteriormente para cada especie, y se las procesé siguiendo la
metodologia propuesta por (BOLTON et al., 1990). Esta consiste en sumergir la
semilla en agua, manteniéndola a temperatura ambiente por 48 h; transcurrido este
tiempo se recupera el agua en un set de tamices de 100 y 325 mallas/pulgada?,
colectandose el residuo del tamiz mas fino en un tubo de ensayo el que se mantiene
refrigerado por 20 - 24 h para permitir la decantacion de la suspension; la semilla se
vuelve a sumergir, recuperando el agua por el mismo método cada 24 h, durante
cinco dias. Las suspensiones obtenidas se revisan directamente bajo lupa

estereoscopica o0 microscopio utilizando una placa de recuento.

3.2.6 Pruebas de germinacion. De las especies vegetales de semilla, vale decir,
ballica, perejil, repollo y trigo; se colocaron 50 semillas dentro de placas de vidrio
especiales y sobre un sustrato humedo, con el objetivo de cuantificar el vigor
germinativo de las semillas empleadas en el ensayo, y para establecer un nimero
definido de plantas por maceta, ademas, de verificar que las semillas se encontraran
viables. Estas se realizaron en dependencias del Laboratorio de Semillas del Instituto

de Produccién y Sanidad Vegetal.

3.2.7 Desinfeccion de las macetas. Las macetas fueron desinfectadas previo a la
siembra, con una solucion de hipoclorito de sodio al 5% (producto comercial)
durante 30 minutos; luego cada maceta se enjuag6 con agua destilada para eliminar
el remanente de cloro y se dejo secar a temperatura ambiente. Igual tratamiento

tuvieron las macetas utilizadas en el segundo ensayo.

3.2.8 Desinfeccion de semillas y bulbos. Las semillas de trigo, ballica, perejil y

repollo, fueron desinfectadas previo a su siembra, con hipoclorito de sodio al 0,5%
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producto comercial por un tiempo de 5 minutos, posteriormente se enjuagaron con

agua esteril, para finalmente ser secadas sobre papel absorbente esteril.

Los bulbos de ajo y chalota no se desinfectaron, Similar metodologia se

realiz6 para el segundo ensayo.

3.2.9 Siembra y plantacion. Cada especie se sembré por separado en 14 macetas
de 1 kg cada una, (siete con suelo infestado y siete con suelo esterilizado), excepto el
ajo y la chalota, que se plantaron en diez macetas por tratamiento. La densidad de

siembra correspondié a la recomendada para la especie en particular (Cuadro 4).

CUADRO 4 Densidad de plantacion y siembra de especies vegetales.

Especie Densidad (semilla o bulbo/maceta)
Ajo 2 bulbos

Chalota 2 bulbos

Ballica 26 semillas

Perejil 91 semillas

Repollo 26 semillas

Trigo 26 semillas

3.2.10 Condiciones de cultivo. Una vez sembradas las macetas, éstas se
mantuvieron en una cadmara con ambiente controlado emulando condiciones de
primavera (fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad), y con una temperatura
promedio de 15° C aproximadamente. El riego se aplic6 segun las necesidades de las
plantas. Ademas se registr0 diariamente la temperatura minima, maxima y la

ambiental.

3.2.11 Evaluaciones. La emergencia de plantas se evalud los dias 6, 15 y 30 desde
siembra. La altura de plantas, en cambio, los dias 10, 25y 60 y el peso fresco a los
30, 60 y 90 dias desde la siembra, junto con las evaluaciones nematoldgicas de las
plantas en estos mismos periodos. Ademas, también se describié la presencia de

sintomas caracteristicos del nematodo.
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Las evaluaciones de emergencia y altura se realizaron a cinco plantas de cada
maceta; en cambio para las mediciones de peso, se separaron dos plantas de cada
maceta. Para el caso del ajo y chalota, se realizaron evaluaciones de tamafio y peso
de bulbos.

Para las evaluaciones nematoldgicas se utilizaron las mismas dos plantas por
maceta usadas para evaluar peso, las cuales se dividieron en tres secciones: hojas,
tallo y raiz, y luego procesadas por el método de Baermann, previo a tomado su peso
fresco (STIRLING et al., 2002).

En el caso de las especies bulbosas, las evaluaciones consistieron en procesar

los bulbos mediante el método Baermann y describir los sintomas.

3.2.12 Disefio experimental y analisis estadistico. El ensayo se estructurd en base a
un disefio completamente al azar, con 12 tratamientos y siete repeticiones por especie
a excepcion de ajo y chalota que tuvieron 10. Los resultados obtenidos se analizaron
estadisticamente por andlisis de varianza para posteriormente someterlos a una

prueba de diferencias de medias estadisticas de Tukey.

3.3 Segundo ensayo (inoculacién directa de especies vegetales).
Se realizd con el fin de confirmar la susceptibilidad al neméatodo en aquellas

especies que mostraron susceptibilidad durante el primer ensayo.

3.3.1 Duracion y condiciones del ensayo. El ensayo se realiz6 durante los meses
de Septiembre y Octubre de 2003, y duré 60 dias.

3.3.2 Recoleccion y preparacion del suelo. Para este ensayo, el suelo utilizado
correspondid a una mezcla volumétrica de tierra de hoja y arena (2:1) esterilizado en

autoclave a 1 atmosfera por 60 min.
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3.3.3 Analisis nematoldgico de las semillas. Las semillas utilizadas fueron de la
misma procedencia de las utilizadas en el primer ensayo, por lo tanto, se utilizaron

semillas del mismo lote comprobadas como libres del nematodo.

3.3.4 Siembray plantacion. Esta se llevo a cabo, el dia 23 de Septiembre de 2003,
y las especies vegetales fueron todas establecidas en macetas plasticas de 300 cc
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 5%. Para este ensayo se sembré solo una
maceta sin indculo (testigo) para cada especie y cuatro para las plantas a inocular. En
el caso particular de las bulbosas solamente se plantaron dos macetas.

En éstas se sembrd y/ planto la cantidad indicada en el Cuadro 5.

CUADRO 5 Densidad de plantacion y siembra de especies en segundo ensayo.

Especie Densidad (semilla o bulbo/maceta)
Ajo 1 bulbo

Chalota 1 bulbo

Ballica 4 semillas

Perejil 4 semillas

Repollo 4 semillas

Trigo 3 semillas

3.3.5 Condiciones de cultivo. Una vez sembradas, las macetas se mantuvieron en
dependencias del Laboratorio de Nematologia, dentro de campanas de vidrio; tanto
estas campanas como la superficie sobre la cual se dispusieron, fueron desinfectadas
con alcohol al 96%. El ensayo estuvo expuesto a condiciones de luminosidad
ambiental y a una temperatura de 18° C promedio, y so6lo se abrian
momentaneamente para regar las plantas cada dos o tres dias. El riego se efectu6
utilizando agua destilada estéril.

El método descrito anteriormente es muy importante para asegurar la

persistencia del indculo y la infestacion de las estructuras inoculadas, ya que se logra
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mantener una alta humedad relativa en el entorno de las plantas durante las primeras
24 horas, tal como lo describe (GRIFFITH et al., 1997).

Segun PLOWRIGHT et al. (2002), cuando se inocula una planta
directamente, y ésta se mantiene en un ambiente de alta humedad relativa o
abastecida permanentemente de riego, los estados de huevo, juvenil libre y adulto,
tienen similar potencial de infeccién de la planta. En caso de que el neméatodo se
introdujera al suelo, o se incorpore en el agua de riego, la infectividad relativa de los

diferentes estados, influenciara el nimero final de invasores.

3.3.6 Obtencion del inéculo de D. dipsaci. EI nematodo se obtuvo de bulbos de
ajo blandino adquiridos en el comercio local e infestados con el nematodo. Estos se
trozaron en su seccion basal y este tejido se procesdé mediante el método Baermann,

dejando reposar por 24 h la suspension contenida en el recipiente de base del sistema.

Posteriormente, la soluciéon con nematodos, fue lavada con agua destilada
estéril sobre tamices de 120 y 325 mallas/pulgada®. Los individuos recuperados en el
tamiz maés fino se depositaron en placas de Petri conteniendo hipoclorito de sodio al
1% en el cual se mantuvieron por tres minutos y luego se enjuagé en agua destilada

estéril.

La suspension final de neméatodos obtenida fue de 250 D. dipsaci /0,5mL, con

la cuél se cudl se inocularon las plantas en estudio.

3.3.7 Inoculacion. La inoculacion se realizéd cuando las plantas presentaron la
primera hoja verdadera, depositando con ayuda de una micropipeta graduada 1mL de
la suspension del neméatodo (500 D. dipsaci/mL) en la interseccion formada por el
nacimiento de la primera hoja de la planta (MERCER y GRANT, 1995 y GRIFFITH
et al., 1997). La primera especie inoculada fue el trigo, ya que ésta fue la primera en

desarrollar un par de hojas verdaderas; ésta se llevo a cabo el dia 11 de Septiembre.
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Con una suspension fresca, el dia 29 de Septiembre fueron inoculadas las
plantas de ballica, perejil y de repollo; las cudles recibieron idéntico volumen de
agua, y la misma concentracién del neméatodo que para las plantas de trigo. Este
volumen de indculo se aplico igual que a esta Ultima especie, cuando las plantas ya

habian emitido un par de hojas verdaderas.

Las especies bulbosas fueron las Gltimas en inocularse ya que su desarrollo es
mas lento que el de las otras especies. Esta se llevo a cabo el dia 16 de Octubre y
cabe destacar, que al igual que las especies anteriores, ajo y chalota se inocularon

con el nematodo en el nudo de su primer par de hojas verdaderas.

3.3.8 Observaciones y evaluaciones. Estas fueron de caracter cualitativo y
cuantitativo y fueron hechas 30 dias después de la inoculacion de las plantas de cada

especie.

La evaluacién cualitativa fue describir los sintomas en hojas de aquellas
plantas inoculadas. Se realizaron a la totalidad de las plantas, y para ello se
confecciond una escala de evaluacion del dafio visualizado en las hojas, basada en

tres categorias (Cuadro 6).

CUADRO 6 Escala de sintomas en plantas inoculadas.

Sintoma Descripcion
Decoloracion Color desuniforme
Deformacion Hoja o tallo curvado
Apice necrosado Apice seco 0 con necrosis

Las evaluaciones de cardcter cuantitativo consistieron en registrar el numero
de plantas por maceta, altura de plantas, nimero de hojas desarrolladas, longitud del
tallo y peciolo, peso de plantas y bulbos. En ajo y chalota se midié ademas el

didmetro de los brotes desarrollados.
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Estas mediciones fueron hechas a la parte aerea de cada planta, a excepcion
de ajo y chalota en que considerd la planta entera. Todos los registros de altura y
largo de estructuras se realizaron con regla y el peso registrado con balanza digital.
Para el caso de la medicidn del didmetro de brotes, estos una vez cortada la parte
aérea de las plantas bulbosas, se midieron con regla en la base de cada uno de ellos.

Ademas, para el caso especifico de las especies bulbosas se realizd una

evaluacion del estado sanitario a los bulbos cosechados incluyendo sus raices.

Finalmente, se realizé un andlisis nematologico a todas las plantas, incluidas
las plantas sin inocular; cada una de ellas se peso previo a su revision y ésta consistio
en trozar finamente el tejido aéreo y subterraneo de las plantas, esto ultimo sélo en
ajo y chalota; mantenerlas en una placa de Petri con agua durante 48 horas,
posteriormente recuperar una solucion previo a un filtrado en tamices de 100 y 270
mallas/pulgada®. La suspension recuperada sobre este Gltimo se revisé en su totalidad
dividiéndola en alicuotas de 1 cm sobre una placa de recuento nematoldgicola que se
observé directamente bajo lupa estereoscopica.

3.3.9 Tratamiento de los datos.

Los datos se analizaron por comparaciones matematicas y cualitativas
simples, y no se realiz6 andlisis estadistico, ya que el niUmero de repeticiones fue
desuniforme, y el objetivo de él, fue solamente realizar observaciones que sirvieran
de referencia para comprobar o descartar susceptibilidad de las especies inoculadas

directamente.
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4 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

Tal como se indicé en el capitulo anterior, la investigacion se desarrolld en

base a dos ensayos, cuyos resultados se muestran en los puntos siguientes.

4.1 Respuesta a D. dipsaci de seis especies vegetales cultivadas en suelo
infestado.
A continuacion se entregan y discuten los resultados obtenidos con relacion a
la emergencia, altura, peso fresco de las plantas, asi como de los analisis
nematoldgicos para evaluar la presencia del neméatodo en las plantas de ajo, ballica,

chalota, perejil, repollo y trigo.

4.1.1 Emergencia de plantas. Transcurridos 30 dias desde la siembra, la
emergencia de las plantas establecidas en suelo estéril fue de 40,3%, mientras que
para las establecidas en suelo infestado fue de 39,6% (Cuadro 7).

CUADRO 7 Emergencia promedio (%) de semillas y bulbos establecidos en

suelo estéril e infestado con Ditylenchus dipsaci.

Sustrato Porcentaje de emergencia promedio
Suelo estéril 39,6 a
Suelo infestado 40,3 a
D.H.S 0,67

Letras distintas en la columna denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

El andlisis de varianza de los promedios de todas las especies indica que no
existio diferencia significativa entre las plantas cultivadas en suelo estéril y sobre
suelo infestado. A continuacion se analizaron los resultados de emergencia por

especie.
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El que los tratamientos no hayan sido estadisticamente diferentes, puede
deberse en parte a que se consideraron en el analisis estadistico las dos especies
bulbosas analizadas en este primer ensayo, de las cuales muchos bulbos no
emergieron o demoraron muchos dias en emerger, producto de que requieren de
mayor cantidad de dias para ello, o tal como afirma GUINEZ (1991), la presencia de

D. dipsaci en alta cantidad, retrasa notablemente su proceso de emergencia.

4.1.1.1 Ballica. Esta especie mostr6 a lo largo de su periodo de desarrollo, una
emergencia siempre menor en las plantas testigos, comparadas con las plantas sobre
suelo infestado; situacion que nunca varié en las tres fechas en las cuéles este
parametro fue evaluado (Cuadro 8). Esto contrasta notablemente con el 90% de
emergencia alcanzado previamente por esta especie durante la prueba de

germinacion, en la cuél tuvo las condiciones ambientales ideales para ello.

CUADRO 8 Emergencia (%) de semillas de ballica establecidas en suelo

infestado con Ditylenchus dipsaci.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
6 0,0a 7,7b
15 19,2 a 44,1 b
30 25,1a 63,1 b

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

TAYLOR y SZOT (2000), afirman que D. dipsaci, especificamente la raza
avena, provoca en gramineas una pobre emergencia de plantulas; lo cual no ocurrié
en este ensayo, ya que las plantas testigos tuvieron una emergencia
significativamente menor que las plantas sobre suelo infestado, ademas, no se

determind la raza de D. dipsaci presente.

También estos resultados se contraponen con lo sefialado por (GOODEY y
HOOPER, 1962 y VENTER et al., 1991), quiénes indican que en semillas de
especies gramineas sometidas a una alta concentracion de nematodos del género

Ditylenchus en el suelo, la germinacién se ve seriamente afectada.
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Como se analizara en los puntos siguientes, en las posteriores evaluaciones
nematoldgicas hechas a plantas de ballica, fue detectada la presencia del neméatodo
en éstas aunque no causando sintomas como los descritos por (GOODEY vy
HOOPER 1962), quiénes sefialan que D. dipsaci invade y se reproduce en los
cotiledones y endosperma de la semilla de cereales, posteriormente en las raices
primarias y luego, en la parte basal del tallo. Por su parte, SELMARE et al. (1992),
sefialan que los neméatodos del género Ditylenchus invaden el embrion y la testa de
las semillas, y otras veces los cotiledones, causando fallas en la emergencia, lo que se

refleja en mermas en los cultivos.

Una posible explicacién a las diferencias de emergencia entre plantas
establecidas en suelo estéril y aquellas sobre suelo infestado, la plantean
(MANSILLA et al., 1987), quiénes sefialan que si el material vegetal que se utiliza
en los ensayos no se encuentra totalmente libre del nematodo, basta una minima
presencia de éste, para que junto con un sustrato libre de organismos que compitan
con él, su ataque se exprese con mayor intensidad, lo cual ademas, se ve favorecido
por las condiciones ambientales imperantes al momento del ensayo. Esto sugiere que

los testigos pudieron haber estado contaminados con el nematodo.

Sin embargo, en el caso particular de este ensayo, las semillas utilizadas se
encontraban libres de nematodos, por lo cuél la menor emergencia en sustrato estéril
pudo ser un efecto del sustrato. Sin embargo, esto no concuerda con los resultados
obtenidos por EVANS et al. (1993), quiénes en sus experimentos también utilizaron
suelo estéril para el establecimiento de semillas, sin influir este sobre la emergencia

de las plantas.

4.1.1.2 Perejil. Los valores de la emergencia de esta especie fueron similares en la
primera medicién. Sin embargo, en la tercera medicion, que se realizé 30 dias
después de la siembra, las plantas sobre suelo infestado presentaban un 48,7% de
emergencia acumulada, valor significativamente inferior al 82,4% que habian

alcanzado las plantas sobre suelo estéril (Cuadro 9).
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Es importante destacar, que las plantas sobre suelo infestado comenzaron a
emerger antes que las testigos, sin embargo, en las primeras el desarrollo se hizo mas
lento, ya que en la Gltima medicion, el porcentaje de las testigos fue un 33,7%
superior. Por lo tanto, es posible concluir que D. dipsaci afecté la emergencia de
perejil.

CUADRO 9 Emergencia (%) de semillas de perejil establecidas en suelo

infestado con Ditylenchus dipsaci.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
6 0,0a 11b
15 0,0a 335D
30 82,4b 48,7 a

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

4.1.1.3 Repollo. Sélo presento variaciones significativas en la primera medicion, vale
decir, al sexto dia, mientras que en las dos mediciones posteriores, los porcentajes
fueron muy similares, y con una pequefia diferencia a favor de las plantas sobre suelo
estéril (Cuadro 10).

CUADRO 10 Emergencia (%) de semillas de repollo establecidas en suelo

infestado con Ditylenchus dipsaci.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
6 32,3a 78,0b
15 94,0a 90,5a
30 94,0a 92,3a

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

4.1.1.4 Trigo. En el Cuadro 11 se aprecia que la emergencia de esta especie alcanzé
un 75,7% en promedio para las plantas testigos, comparadas con 76,8% de las
plantas cultivadas sobre suelo infestado a los seis dias. En la segunda y tercera

medicion, se apreciaron diferencias significativas en este pardmetro, siendo mayor la




33

emergencia en el testigo, esto significa que el D. dipsaci afectd la emergencia del

trigo durante este periodo del ensayo.

CUADRO 11 Emergencia (%) de semillas de trigo establecidas en suelo

infestado con Ditylenchus dipsaci.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
6 75,7 a 76,8 a
15 94,2 a 80,4 b
30 94,2 a 82,2b

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

El menor porcentaje de emergencia de las semillas sobre suelo infestado con
el nematodo, concuerda con los resultados obtenidos por SELMARE et al. (1992),
quiénes encontraron que poblaciones altas de nematodos del género Ditylenchus
generalmente ocasionan dafio sobre las estructuras germinativas de diversas especies

vegetales, incluidas gramineas.

4.1.1.5 Ajo. Transcurridos recién 30 dias desde la plantacion, esta especie mostré los
primeros indicios de emergencia, los que se presentaron solamente en aquellas
plantas cultivadas sobre suelo estéril. Las que se establecieron sobre el suelo

infestado con el nematodo no emergieron (Cuadro 12).

CUADRO 12 Emergencia porcentual de bulbos de ajo, establecidos en suelo

infestado con Ditylenchus dipsaci.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
6 0,0a 0,0a
15 0,0a 0,0a
30 375a 0,0b

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

La emergencia promedio final para esta especie, fue de 0,0% para los

infestados y de 37,5% para el testigo. Claramente fue superior en las plantas testigos
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a lo largo de su desarrollo, por lo tanto, seria posible concluir que D. dipsaci, afecto

la emergencia del ajo.

Los resultados obtenidos anteriormente concuerdan con lo afirmado por
GUINEZ (1991), quién sefiala que si al momento de plantacion, el suelo presenta una
poblacion de 20 neméatodos/100 g de suelo, D. dipsaci provoca un considerable dafio
a las plantas en desarrollo y bulbos por emerger. Sin embargo, es importante recalcar
que la emergencia de esta especie es mas lenta que las otras analizadas en este
ensayo. ANDRES y LOPEZ-FANDO (1996), agregan que el dafio a la emergencia
de plantas de ajo por altas poblaciones del nematodo es tan grave, que sélo métodos

quimicos serian utiles para lograr establecer exitosamente el cultivo.

4.1.1.6 Chalota. Una situacién similar al ajo, ocurri6 con esta especie bulbosa, la cuél
tampoco emergidé en ninguno de los dos tratamientos antes de la segunda medicion,
por lo tanto su proceso mas lento de emergencia debe considerarse en el resultado.
No obstante, a los 30 dias desde la siembra las plantas cultivadas sobre suelo estéril
emergieron y alcanzaron un porcentaje de emergencia significativamente superior al
de las cultivadas sobre suelo infestado (Cuadro 13). De hecho en esta Gltima
medicion los bulbos infestados se encontraron muy dafados por el ataque del
nematodo. Esto concuerda con lo sefialado por MANSILLA et al. (1987), quiénes
afirman, basados en sus ensayos, que una alta infestacion o poblacién de D. dipsaci
en el terreno de cultivo, produce la formacion de un sistema radical deficiente, y que
las cabezas de los bulbos se deformen y/o revienten, lo cual impide que broten y

emerjan normalmente.

CUADRO 13 Emergencia porcentual de bulbos de chalota, establecidos en suelo
infestado con Ditylenchus dipsaci.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
6 0,0a 0,0a
15 0,0a 0,0a
30 75,0 a 143 b

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.
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Es importante sefialar al respecto lo que indican (ROBERTS et al., 1995,
TENENTE, 1996 y FERRIS, 2004), quiénes sefialan que los bulbos infestados
presentan generalmente problemas de emergencia o brotacion o muchas veces

manifiestan dificultades en su desarrollo.

Por otra parte SELMARE et al. (1992), observaron que muchas veces D.
dipsaci, no alcanzaba a provocar sus efectos sobre los brotes, porque el desarrollo de
los bulbos infectados generalmente es muy lento o insuficiente, incluso después de

varias semanas.

Tal como se indico en el capitulo de Material y Método, los bulbos de ajo y
chalota utilizados en el ensayo, se sometieron a analisis nematologicos. Los
resultados de dichos analisis demostraron la ausencia de nematodos en los bulbos.
No obstante, autores como (TAPIA, 1984 y MAGUNACELAYA y DAGNINO,
1999) indican que frecuentemente los analisis nematoldgicos realizados a los bulbos
no logran detectar la presencia del nematodo en ellos, debido a que se encuentran en
muy bajo nimero o en estado de huevo y eventualmente los analisis realizados no

son los correctos.

Por su parte WINDRICH (1985) y también WINDRICH (1986), afirma que
cuando el estado de JIV se mantiene en anhidrobiosis el tratamiento de bulbos
infectados aun con nematicidas no siempre es efectivo, logrando luego el nematodo
reactivarse y de esta forma ocasionar severas mermas en la emergencia de éstos. Por
otra parte como la revision bajo microscopio, no siempre es suficiente para
asegurarse la ausencia del nematodo, eventualmente las plantas utilizadas como
testigos en este ensayo pudieron encontrarse infectadas. Asi es muy probable que
algunos bulbos hayan tenido presente al nematodo, los cuales al encontrarse bajo un
suelo estéril, encontraron condiciones favorables y sin competidores para su

desarrollo y posterior infeccién de plantas.
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El resumen del efecto del nematodo sobre la emergencia para cada una de las

especies vegetales, 30 dias desde siembra, es posible apreciarlo en la Figura 1.
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FIGURA 1 Efecto de la presencia de Ditylenchus dipsaci en el sustrato sobre

el porcentaje de plantas emergidas (30 dias desde siembra).

De los resultados presentados anteriormente, es posible concluir, que el

nematodo afectd en menor proporcion a la emergencia de la ballica y repollo.

La especie vegetal que mostro ser méas susceptible a lo largo del periodo del
ensayo en cuanto a la emergencia de sus semillas, fue trigo. Ademas, de ésta especie,
en plantas de ajo se aislo el mayor nimero de nematodos como se vera en el punto
4.1.4.

4.1.2 Altura de plantas. En el Cuadro 14 se muestran los resultados registrados
como promedio de altura para todas las especies analizadas en este ensayo, e indican
un valor promedio de 5,99 cm para aquellas plantas establecidas bajo suelo estéril; y
de 8,92 cm, para aquellas bajo el suelo infestado con el neméatodo.
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CUADRO 14 Efecto de la infestacion de Ditylenchus dipsaci en la altura
promedio de plantas de semilla 'y bulbos.

Sustrato Altura promedio de plantas (cm)
Suelo estéril 599a
Suelo infestado 8,92 b
D.H.S 2,92*

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

El anélisis de varianza de los datos, indica que hubo diferencias estadisticas
significativas en los valores de la altura. De acuerdo a estos resultados, las plantas
desarrolladas sobre suelo estéril obtuvieron menor altura final que aquellas
cultivadas sobre suelo infestado. Este resultado pudo ser consecuencia de la
esterilizacion a la que fue sometido el sustrato sobre el cual se establecieron estas
especies y ademas, cabe sefialar que el retraso en la emergencia de las plantas
bulbosas influyd en el analisis estadistico, haciendo mas abultada la diferencia entre

tratamientos.

Este resultado no es un caso aislado, ya que en otros ensayos, como el
efectuado por MANSILLA et al. (1987) en Espafia en cultivos de ajo, se obtuvieron
plantas con menor desarrollo en los tratamientos testigos, producto que el nematodo
ya se encontraba originalmente en los bulbos y/o la desinfeccion del suelo no fue
suficiente como para evitar el desarrollo posterior del nematodo en los tratamientos

testigos.

Por otra parte, el mayor desarrollo experimentado por las plantas sobre suelo
infestado, pudo ser al contrario, efecto de la hipertrofia de tejidos que causa el
nemétodo, tal como sefialan autores como (BRUNA y GUINEZ, 1980; CELETTI et
al., 2000 y SAAD, 2001).

Goodey (1948), citado por BLAKE (1962), afirma que en tejidos infectados
por D. dipsaci se liberan auxinas, lo cuél causaria un alargamiento y/o crecimiento

celular. Esto posteriormente se traduciria en un mayor desarrollo o altura de la planta
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atacada, lo cual concuerda con los resultados generales obtenidos en esta parte del

ensayo.

Finalmente a lo sefialado anteriormente, se agrega lo indicado por Nolte
(1952) y Krusberg (1960), citados por BLAKE (1962), quiénes agregan que es
posible encontrar en plantas gramineas como la avena principalmente, una mayor
cantidad de aminoacidos como el triftéfano en tejidos infestados que en sanos, lo
cudl se traduciria en un mayor desarrollo de las estructuras que lo poseen. Esto no
concordaria con lo observado en trigo especificamente, ya que esta especie, fue una

de las mas afectadas ante la presencia del nematodo en sus estructuras.

Los resultados sobre la influencia de D. dipsaci en altura de plantas de las

distintas especies se presentan a continuacion.

Las plantas de ballica desarrolladas en suelo infestado presentaron una altura

superior a aquellas plantas cultivadas en suelo esterilizado.

Esta altura final a la tercera medicion, fue para las plantas testigos de 18,7 cm
y para las infectadas de 20,3 cm, no encontrandose diferencias significativas entre los
tratamientos (Cuadro 15). Estos resultados difieren de lo afirmado por TACCONI y
AMBROGIONI (1995), quiénes demostraron que especies gramineas son afectadas

por el nematodo, especialmente en lo que a su tamafio respecta.

CUADRO 15 Altura final (cm) de plantas de ballica.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
10 0,0a 46b
25 6,0 a 9,7b
60 18,7 a 20,3a

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

En cuanto a perejil, las plantas desarrolladas sobre suelo infestado también
alcanzaron una mayor altura, que aquellas establecidas sobre suelo estéril. La altura
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final a la tercera medicidn, no mostré diferencias significativas a los 30 dias entre los

tratamientos (Cuadro 16).

CUADRO 16 Altura final (cm) de plantas de perejil.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
10 0,0a 154b
25 0,0a 2,38b
60 4,57 a 501a

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

A pesar de no existir diferencias en cuanto a la altura (GENTZSCH, 1999),
sefiala que este cultivo puede ser muy dafiado por la presencia del neméatodo en un
suelo cultivado con esta especie, disminuyendo la produccion drasticamente por un

pobre crecimiento de su parte aérea.

En repollo (Cuadro 17), se aprecia que la altura de las plantas fue similar los
primeros 25 dias de desarrollo, sin embargo, a los 30 dias las plantas cultivadas en

suelo infestado con el neméatodo desarrollaron una mayor altura.

Tal como se indico anteriormente, el neméatodo no incidié sobre la altura final
de esta especie, pero si causo ligeras distorsiones foliares. Lo anterior concuerda con
lo descrito por (HOOPER, 1991 y ESCUER, 1998), quiénes basados en sus
observaciones sefialan que uno de los principales sintomas en el area foliar son las

distorsiones o enrollamientos.

CUADRO 17 Altura final (cm) de plantas de repollo.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
10 2,43 a 2,20 a
25 3,44 a 3,99a
60 6,27 a 7,23b

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.
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Para el caso del trigo, la altura de las plantas sobre suelo infestado fue mayor
que la de los testigos durante todas las evaluaciones. Especificamente durante la
primera medicion, las primeras duplicaron a las testigos al cabo de 10 dias de
desarrollo, 13,2 y 6,3 cm respectivamente. Esta situacién se mantuvo inalterada hasta
la tercera medicion (60 dias desde siembra), en la cuél las plantas sanas sobrepasaron

en altura a aquellas establecidas sobre suelo infestado (Cuadro 18).

Es posible que el nematodo haya ejercido un efecto negativo en el sistema
radical de las plantas infestadas, lo cuél incidi6 en la altura de las plantas después de
60 dias desde la siembra. Tal afirmacién se basa en las investigaciones de
(WHITEHEAD et al., 1983; TACCONI y AMBROGIONI, 1995 y HYPP
ZOOLOGY, 2001), quiénes indican que la presencia del nematodo en la zona
radicular incide directamente en un menor tamafio y desarrollo de las plantas

afectadas.

CUADRO 18 Altura final (cm) de plantas de trigo.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
10 6,3a 13,2b
25 14,6 a 29,8b
60 30,2b 28,8a

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

Los resultados anteriores concuerdan con los obtenidos por (WHITEHEAD et
al., 1987), quiénes afirman, basados en sus ensayos, que D. dipsaci, produce en
cereales como avena y trigo, dafios en el tallo y base de las hojas, deformando éstas
ultimas y necrosandolas, lo cual disminuye la altura que debiera alcanzar

normalmente la planta.

En lo que respecta a las especies bulbosas, ajo tuvo un desarrollo en altura
minimo a lo largo del periodo de evaluacién del primer ensayo, mostrando recién
pasados los 30 dias desde plantacion el primer indicio de brotacion en las plantas
testigos; las cudles alcanzaban sélo 1,5 cm en promedio. Las plantas sobre suelo




41

infestado no brotaron durante el periodo de evaluacion. Esto incidié en los resultados

de promedios presentados a continuacion (Cuadro 19).

CUADRO 19 Altura final (cm) de plantas de ajo.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
10 0,0a 0,0a
25 0,0a 0,0a
60 15b 0,0a

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

Los resultados observados se complementan a lo sefialado por BRUNA y
GUINEZ (1980), quiénes afirman que junto a una lenta brotacion, D. dipsaci produce
acortamiento de tallos, decoloracion y enrollamiento de hojas en plantas de ajo, adin
en sus primeros estados de desarrollo. Esto merma directamente la altura de las

plantas de ajo.

En el caso de la chalota, ésta tuvo un mayor desarrollo en altura que ajo y en
general fue mayor en aquellas plantas cultivadas sobre suelo infestado con D.

dipsaci.
Sin embargo, el analisis estadistico indica que la evolucion de la altura de las
plantas en suelo estéril en la ultima medicién, no presentd diferencias significativas

con el tratamiento infestado, tal como lo indica el Cuadro 20.

CUADRO 20 Altura final (cm) de plantas de chalota.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
10 0,0a 0,0a
25 0,0a 8,2b
60 140 a 22,0a

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.
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Segun MANSILLA et al. (1987), una alta poblacion de D. dipsaci en el tejido
de plantas bulbosas, produce en las plantas un sistema radicular poco desarrollado y

hojas deformadas.

4.1.3 Peso fresco de plantas. Los resultados de peso fresco para las especies
establecidas en este ensayo solo consideran aquellas provenientes de semilla (ballica,
perejil, repollo y trigo), ya que como se indicd antes, las provenientes de bulbos,
chalota y ajo principalmente, no alcanzaron un desarrollo suficiente como para
evaluar este parametro. En el Cuadro 21, se muestran los valores promedios de peso

fresco de éstas especies.

CUADRO 21 Peso promedio de plantas provenientes de semilla, en suelo estéril

y en suelo infestado con Ditylenchus dipsaci.

Sustrato Peso fresco (g)
Suelo estéril 0,55a
Suelo infestado 0,55a
D.H.S 0,006

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

En este ensayo no se evalud el peso seco de las plantas, porque éstas se

utilizaron para los analisis nematologicos, los cuales abarcan las plantas enteras.

El analisis de varianza de los datos, indica que no existid diferencia
significativa en el peso fresco, entre las especies de semilla cultivadas en el suelo
estéril y el suelo infestado, resultados que se contraponen con los obtenidos por
VENTER y MELLER (1991), quiénes indican que altas densidades de nematodos
del género Ditylenchus, disminuyen el peso de raices, seccion aérea e incluso
semillas de muchas especies vegetales, lo que finalmente provoca un menor peso en

las plantas desarrolladas.

Los resultados por especie, indican para el caso particular de ballica, que el
peso fresco de esta especie en general fue bastante similar en las plantas sometidas a
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ambos tratamientos, ya que en las tres evaluaciones no hubo mayores diferencias
entre las plantas cultivadas sobre suelo estéril y aquellas cultivadas sobre suelo
infestado (Cuadro 22). Sin embargo, este resultado no concuerda con los obtenidos
por (TACCONI y AMBROGIONI, 1995), quiénes sefialan que especies gramineas,
incluyendo la ballica, sufren bajas en el peso de sus plantas desarrolladas en suelo

infestado con D. dipsaci y bajo condiciones de temperaturas moderadas.

CUADRO 22 Peso fresco (g) de plantas de ballica cultivadas en suelo infestado

con Ditylenchus dipsaci.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
30 0,02a 0,02a
60 0,03a 0,03a
90 0,79 a 0,84a

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

En perejil, durante la primera evaluacion, las plantas testigos tuvieron pesos
frescos significativamente mayores, sin embargo, en la segunda evaluacion a pesar
de la fluctuacion a favor de las plantas sobre suelo infestado, no hubo diferencias.
Finalmente, transcurridos 90 dias desde la siembra tampoco hubo diferencias
significativas a favor de las plantas en suelo infestado (Cuadro 23), lo cudl indica que

D. dipsaci, no influyo6 sobre el peso fresco de esta especie.

Los resultados anteriores sumado a lo observado en altura para esta especie,
indicarian en primera instancia que esta especie no seria afectada por el nematodo,
sin embargo, éstas conclusiones no concordarian con lo observado por (GENTZSCH,
1999 y CELETTI, 2000), quiénes concluyeron de sus observaciones, que esta especie
desarrollada sobre suelo con una gran incidencia del neméatodo sufre severos dafios
que hacen mermar drasticamente su produccion. Uno de los sintomas mas notorios

seria el menor tamafio y peso fresco de las plantas cosechadas.
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CUADRO 23 Peso fresco (g) de plantas de perejil cultivadas en suelo infestado
con Ditylenchus dipsaci.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
30 0,04a 0,03b
60 0,13 a 0,16 a
90 0,29 a 0,31a

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

Para el caso de repollo, el peso fresco para esta especie en particular, no
presentd diferencias significativas a lo largo del periodo de evaluacién de este
parametro, tal como lo indica el Cuadro 24. Esto concuerda con el tamafio y
desarrollo similar, alcanzado por las plantas de ambos tratamientos. Sin embargo, a
pesar de que repollo sufre algin dafio, dependiendo del tipo de suelo y nivel de
infestacion del nematodo en éste, su peso fresco no seria tan gravemente afectado, tal
como lo indica (HYPP ZOOLOGY, 2001).

CUADRO 24 Peso fresco (g) de plantas de repollo cultivadas en suelo infestado
con Ditylenchus dipsaci.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
30 0,19a 0,18a
60 1,03a 0,8la
90 1,39a 1,47 a

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

En el caso del trigo, a lo largo de todo su desarrollo, éste exhibid un peso que
tampoco presentd diferencias significativas en las fechas evaluadas (Cuadro 25). Sin
embargo, segun (GODDEY y HOOPER, 1962, ESCUER, 1998 y HYPP
ZOOLOGY, 2001), cereales como avena, y especificamente trigo, serian fuertemente
dafados por el neméatodo, perdiendo masa radicular y aérea producto de la necrosis,

por ende el peso seria directamente disminuido bajo estas condiciones.
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CUADRO 25 Peso fresco (g) de plantas de trigo en suelo infestado con
Ditylenchus dipsaci.

Dias desde siembra Testigo Suelo infestado
30 0,21a 0,24 a
60 0,53 a 0,50a
90 1,71a 1,70 a

Letras distintas en la fila denotan diferencia estadistica Tukey >0,05.

Finalmente cabe sefalar, que la susceptibilidad de las especies no se reflejo
en una disminucion del peso fresco. Esto, sumado a la evaluacion de altura,
demuestra que aun después de 60 dias desde la siembra, D. dipsaci, no ejercié
disminuciones significativas en los parametros de desarrollo de las plantas evaluadas

en este ensayo.

4.1.4 Presencia de D. dipsaci en plantas. En el Cuadro 26 se aprecia que
transcurridos 30 dias desde siembra se observo al neméatodo en las plantas de repollo
y trigo, mientras que a los 60 dias se detectd también en ballica y recién transcurridos
90 dias se detectd en ajo. En chalota no se detectd su presencia al igual que en

perejil.

Las poblaciones del nematodo en estas especies fueron muy variables, lo cuél
coincide principalmente con el desarrollo en masa vegetal de las especies. En
general, se presentd en mayor cantidad a los 30 dias desde siembra en las especies
que mas rapido emergieron y que mayor desarrollo vegetativo mostraron en ese
momento (trigo y repollo principalmente). Este comportamiento se mantuvo similar
en la segunda evaluacion. Sin embargo, en la Ultima esto varié y se presento en
mayor cantidad en ajo ya que recién en este periodo emergio. Ademas, en ese
instante (90 dias desde siembra), las especies gramineas (ballica y trigo

principalmente), mostraron un claro decaimiento vegetativo.
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Cuadro26 Numero promedio de individuos de Ditylenchus dipsaci
recuperados por planta.

Dias desde siembra

Especie

30 60 90
Ajo (Bulbo) 0 0 298
Chalota 0 0 0
Ballica 6 7 2
Perejil 0 0 0
Repollo 20 23 20
Trigo 370 226 4

El recuento final, realizado a los 30 dias desde siembra y plantacion, mostr6
que D. dipsaci se presentd principalmente en el sector radical de ballica, trigo y
repollo (Figura 2), esto se debe a que el neméatodo se disemina en las plantas
inicialmente por este tipo de estructura, tal como lo sefiala (BRUNA y GUINEZ,
1980).
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FIGURA 2 Distribucion porcentual de individuos de Ditylenchus dipsaci
presentes por seccion de tejido vegetal en plantas, a los 30 dias

desde siembra.

Por otra parte, en plantas gramineas emparentadas como ballica y trigo, el
nematodo afecté en forma diferente el tejido, presentandose en mucha mayor
cantidad en esta Ultima, especialmente en su sector radical. En la parte aérea de trigo
(tallo y hojas), la presencia de D. dipsaci fue porcentualmente mucho menor que en
ballica tal como lo indica la Figura 2. Estas diferencias entre plantas ligadas
botanicamente, coinciden con lo sefialado por TENENTE (1996), quién sefiala que
las diferentes razas del nematodo influyen en la patogenicicidad dentro de una misma

especie, incluso entre cultivares de una misma.

Ademés, GOODEY y HOOPER (1962) obtiene resultados similares,
concluyendo que cereales como avena y trigo son principalmente dafiados en su parte

radical.
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FIGURA 3 Distribucion porcentual de individuos de Ditylenchus dipsaci
presentes por seccién de tejido vegetal en plantas, a los 60 dias

desde siembra.

Como muestra la Figura 3, en la segunda evaluacién nematoldgica, la
presencia del nematodo en la parte radical de las plantas se hizo mas acentuada, ya
que las plantas de repollo y ballica incrementaron su grado de infestacion a

diferencia de lo visualizado a los 30 dias desde la siembra.

Esta tendencia observada es una conducta normal del nematodo, ya que
(ROBERTS y MATHEWS, 1995 y SUBBOTIN et al., 2000), sefialan que D. dipsaci
es un parasito que luego de infectar y dafiar los tallos y hojas basales de las plantas
afectadas, se propaga al resto de los tejidos junto con el crecimiento de estos, cosa

que ocurrid durante este periodo.

Para el caso del trigo, en que D. dipsaci infect6 casi exclusivamente las raices
de las plantas, los principales dafios se reflejaron a través de sintomas en su seccion
aérea tales como deformaciones en hojas, acortamiento de entrenudos, y ademas una

disminucion de la altura de las plantas.
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Esto se contrapone a lo sefialado por HYPP ZOOLOGY (2001), quién indica
que en trigo no son comunes estos sintomas y que el nematodo rara vez ataca

severamente a este cereal.

Sin embargo, los sintomas descritos anteriormente segun (HOOPER, 1972 e
INSUNZA y VALENZUELA, 1995), son producto de que D. dipsaci afecta la
epidermis del tejido aéreo y subterraneo, afectando por lo tanto el normal desarrollo
y funciodn de estructuras como la raiz. Ademas, la desorganizacion de tejidos aéreos y
radicales se deben a la secrecién predigestiva que realiza el nematodo antes de
alimentarse, ya que posee enzimas que afectan los compuestos pécticos de la lamela
media del hospedero (PERRY y WRIGHT, 1998). Por ende, se produce flacidez,
ablandamiento, separacion de las células y formacién de cavidades (SEINHORST,
1956 y BLAKE, 1962).

En la dltima evaluacion (90 dias desde siembra), producto del mayor
desarrollo alcanzado por las plantas, disminuy6 el porcentaje de presencia del
nematodo en las estructuras radicales, y aumentd en las hojas, como fue el caso de la
ballica, la cual present6 decoloraciones y adelgazamiento de sus hojas. Lo resultados
concuerdan con las conclusiones obtenidas de sus experimentos, por parte de
(WHITEHEAD et al., 1987), quiénes concluyen que el dafio causado por el
nematodo en las estructuras de plantas susceptibles es proporcional a la cantidad

presente en ellos y a la etapa de desarrollo.

Por otra parte, su presencia de trasladd mayormente al sector aéreo de las
plantas de ballica, repollo, trigo y ajo (Figura 4), ya que las tres primeras tenian casi

completo su desarrollo vegetativo.
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FIGURA 4 Distribucion porcentual de individuos de Ditylenchus dipsaci
presentes por seccién de tejido vegetal en plantas, a los 90 dias
desde siembra.

Para el caso especifico del ajo, transcurridos 90 dias desde plantacion, recién
sus plantas mostraron desarrollo aéreo, por lo cual, sélo en ésta tercera evaluacion
fue posible evaluar el dafio provocado por del nematodo en las estructuras de esta
especie. Los sintomas presentados fueron acortamiento de sus entrenudos y manchas
café en base de tallo (Figura 5), los cudles concuerdan con los descritos para la
especie por los autores (KODIRA y WESTRDAHL, 2001).
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FIGURAS5 Sintomas de ataque en tallo de ajo por Ditylenchus dipsaci.
(Necrosis de hojas basales).

Finalmente, en cuanto a la presencia del nematodo en las estructuras de las
plantas, aunque esta vario durante el periodo de evaluacion y luego de analizar todos
los datos y observaciones a lo largo de 90 dias, el resultado final indicé que D.

dipsaci, prefirio o se distribuy6 principalmente en los tallos de las plantas evaluadas.

4.2 Evaluacion de la susceptibilidad de las especies vegetales por medio de la
inoculacion directa de D. dipsaci.
Los resultados entregados a continuacion son valores comparativos promedio
de las plantas evaluadas, ya que como se menciono anteriormente, el objetivo de este
ensayo era comprobar la susceptibilidad de las plantas inoculadas directamente

principalmente mediante observaciones.

Con el fin de comprobar susceptibilidad de especies vegetales, es que existen
métodos en los cuales se cultivan plantas en condiciones asépticas. Posteriormente se

les agrega directamente el agente patdgeno, en este caso un nematodo, para verificar
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si efectivamente dafia estructuras aéreas de las plantas (MERCER y GRANT, 1995 y
GRIFFITH et al., 1996).

4.2.1 Respuesta a la inoculacion directa de las plantas. En el caso de ajo, este
presentd sintomas del ataque del neméatodo en las plantas inoculadas, los cudles
fueron mas intensos en la parte subterranea de las plantas que en su parte aérea, sin
embargo, las plantas inoculadas alcanzaron un mayor desarrollo en altura aunque su
desarrollo vegetativo y peso de bulbos fueron muy similares, tal como lo indica el
Cuadro 27

CUADRO 27 Efecto de la inoculacion directa de Ditylenchus dipsaci en plantas

de ajo.

Parametro Sin indculo Con indculo
N° de nematodos/planta 1 4
Altura planta (cm) 16,9 34,5

N° plantas/maceta 1,0 1,0
Longitud tallo (cm) 4,0 4,1

N° hojas/planta 3,0 4,5
Diametro brotes (cm) 0,6 0,8
Peso bulbos (g) 48,1 44,7

En la evaluacién visual de dafios efectuada a hojas de las plantas de ajo, el
principal sintoma encontrado fue la deformacion seguida de una leve decoloracion de

algunas hojas (Figura 6).
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FIGURA 6 Sintoma de deformacion y decoloracion en hojas de ajo.

En la evaluacién sanitaria hecha a los bulbos, se encontrdé que la planta sin
inoculo presentd un aspecto blanco y translicido tanto en el interior como en el
exterior. Sin embargo, en una de las plantas inoculadas se presentdé un bulbo con
coloracion café oscura en su interior y colorada en el exterior, también raices mas
delgadas y con aspecto oscuro. Tales sintomas concuerdan plenamente con lo
sefialado por (ROBERTS y MATTHEWS, 1995), quiénes indican que la coloracién
café oscura en bulbos cosechados junto con la necrosis de las raices, es una clara
sefial del ataque de D. dipsaci.

En el caso de chalota, la otra especie bulbosa evaluada en este segundo
ensayo, esta no presentd sintomas claros del ataque de D. dipsaci en la parte aérea y
subterranea de las plantas inoculadas, a pesar de haber detectado su presencia en las
revisiones nematoldgicas. Sin embargo, aunque la planta sin in6culo desarroll6 una
mayor altura y longitud de tallo, el peso fresco del bulbo al cabo de 30 dias fue muy

superior en las plantas inoculadas (Cuadro 28).
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CUADRO 28 Efecto de la inoculacion directa de Ditylenchus dipsaci en plantas

de chalota.

Parédmetro Sin inéculo Con intculo
N° de neméatodos/planta 0 2
Altura planta (cm) 41,0 35,5

N° plantas/maceta 1,0 1,0
Longitud tallo (cm) 4,7 4,3

N° hojas/planta 16,0 19,0
Diametro brotes (cm) 5,0 55
Peso bulbos (g) 18,9 33,5

En cuanto a la evaluacién de dafio realizada a la parte aérea de las plantas de
chalota inoculadas, los sintomas encontrados en las hojas de esta especie al momento
de la revision en mayor proporcion fueron respectivamente la deformacién y la

presencia de gran cantidad de hojas con puntas secas.

El menor desarrollo vegetativo alcanzado por la planta sin inocular, en este
segundo ensayo, se contrapone a lo sefialado por GOODEY y HOOPER (1962),
quiénes sefialan que altas poblaciones del neméatodo inoculadas directamente,
generalmente causan muerte prematura de plantas o grave dafio en su desarrollo, cosa

gue no ocurrio en este caso.

No obstante, el desarrollo en tamafio fue muy similar entre las plantas

inoculadas y la sin inocular, tal como lo indica la Figura 7.
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FIGURA 7 Desarrollo de plantas de chalota inoculadas con Ditylenchus
dipsaci.

En ballica la inoculacion directa del neméatodo, provocé plantas mas débiles,
tallos delgados y en general plantas menos vigorosas que las sanas, a pesar de que en
altura fueron muy similares, ademas, el nimero de hojas desarrolladas fue levemente
superior en la planta sin in6culo (Cuadro 29). Los principales sintomas en hojas de

aquellas plantas inoculadas fueron las hojas decoloradas y deformadas.

CUADRO 29 Efecto de la inoculacion directa de Ditylenchus dipsaci en plantas

de ballica.
Parametro Sin in6culo Con in6culo
N° de nematodos/planta 0 5
Altura planta (cm) 33,9 34,7
N° de plantas/maceta 4,0 2,3
Longitud tallo (cm) 1,5 15
N° hojas/planta 7,3 5,8

Peso planta (g) 0,41 0,40
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El desarrollo de las plantas inoculadas y la sin inocular (Figura 8), discrepa de
lo observado por (EVANS et al., 1993), quiénes concluyeron de sus observaciones
que D. dipsaci provoca una notable declinacién en el crecimiento y tamafio de esta

especie.

FIGURA 8 Desarrollo de plantas de ballica inoculadas con Ditylenchus dipsaci

Estos resultados discrepan en parte con lo afirmado por (HYPP ZOOLOGY,
2001), que indica que la ballica no seria tan susceptible al ataque del nemétodo, y
que su tamafio no se veria tan afectado, y a la vez se confirman en parte por
GOODEY y HOOPER (1962), quiénes afirman que especies gramineas como la
ballica, sufren severas mermas en su desarrollo producto de la inoculacién directa
con el neméatodo, cosa que ocurrié en el presente estudio. Ademas, se presentarian
sintomas tales como necrosis en tallos, hipertrofia de algunos tejidos, deformaciones
en raices, y hojas, esto ultimo fue el sintoma mas generalizado aungue se expresé no

con la severidad indicada por el autor.
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En cuanto a repollo, esta especie present6 el mas alto nimero de nematodos
encontrado en las revisiones nematoldgicas efectuadas a todas las especies
inoculadas directamente, sin embargo, las plantas inoculadas desarrollaron un tallo
mas largo, lo cuél les permiti6é alcanzar mayor altura que la planta sin inocular, esto
ademas, se reflejé en un mayor peso de estas plantas comparado con la planta sin
indculo (Cuadro 30). Por su parte, el aspecto general de las plantas inoculadas mostré
varias deformaciones en tallos y especialmente en las hojas (Figura 9), donde la
presencia de hojas sanas fue casi nula y el nimero de hojas deformadas muy alto. Tal
grado de dafio presentado por esta especie en su parte aérea coincide con lo indicado
por (HYPP ZOOLOGY, 2001).

CUADRO 30 Efecto de la inoculacion directa de Ditylenchus dipsaci en plantas

de repollo.

Parametro Sin inéculo Con intculo
N° de neméatodos 0 32
Altura planta (cm) 8,9 10,1

N° plantas/maceta 4,0 3,5
Longitud tallo (cm) 1,9 2,6
Longitud peciolo (cm) 1,8 1,8

N° hojas/planta 5,8 6,0

Peso planta (g) 0,48 0,60
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PLANTA

FIGURA 9 Desarrollo de plantas de repollo inoculadas con Ditylenchus

dipsaci.

En perejil las evaluaciones de dafio efectuadas a esta especie, difieren de las
obtenidas durante el primer ensayo, ya que posterior a su inoculacion, fue detectado
D. dipsaci en las estructuras aéreas de las plantas, especialmente hojas (Figura 10).
Sin embargo, en cuanto a los parametros de tamafio y peso, los resultados obtenidos
fueron muy similares entre las plantas inoculadas y la sin inocular, asi como su

aspecto entre las plantas (Cuadro 31).

GENTZSCH (1999), sefiala sin embargo, que esta especie sometida a una
intensa poblacion del nematodo debiera ser seriamente afectada en su desarrollo, no

obstante no indica qué comportamiento presentaria ante la inoculacion directa.
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~ PLANTA
INOCULADA

FIGURA 10 Desarrollo de plantas de perejil inoculadas con Ditylenchus dipsaci

CUADRO 31 Efecto de la inoculacion directa de Ditylenchus. dipsaci en plantas

de perejil.

Paréametro Sin inéculo Con intculo
N° de nematodos 0 9
Altura planta (cm) 15,6 14,6

N° plantas/maceta 4 3,8
Longitud tallo (cm) 0,6 0,94
Longitud peciolos (cm) 8,8 8,5

N° hojas/planta 4,8 4,1
Peso planta (g) 0,41 0,40

Finalmente en trigo, los resultados de las evaluaciones demostraron que esta
especie es muy susceptible a la presencia del nematodo en sus estructuras, ya que la
inoculacién directa de ella provoco plantas mas delgadas que la planta sin inoculo,
con algunas deformaciones en la base del tallo y una gran cantidad de hojas con

puntas secas, decoloradas y deformadas. En cuanto al desarrollo vegetativo de las
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plantas, este fue muy parejo, encontrandose diferencias solo en la longitud de los
peciolos (Cuadro 32), la cual fue mayor en la planta sin indculo, no obstante, la
altura alcanzada por las plantas inoculadas y la sin inocular fue muy similar (Figura
11).

FIGURA 11 Desarrollo de plantas de trigo inoculadas con Ditylenchus dipsaci

CUADRO 32 Efecto de la inoculacion directa de Ditylenchus dipsaci en plantas

de trigo.

Parametro Sin in6culo Con in6culo
N° de nematodos 0 10
Altura planta (cm) 41,8 40,5

N° plantas/maceta 3,0 2,8
Longitud tallo (cm) 0,5 1,1
Longitud peciolos (cm) 6,5 4,6

N° hojas/planta 5,0 4,8
Peso planta (g) 0,82 0,81

La severidad del ataque presentada por esta especie durante este segundo
ensayo, menor que en el primero, puede explicarse por lo sefialado por BLAKE

(1962), quién afirma que los sintomas pueden variar dependiendo del nimero de




61

nematodos presentes y de las condiciones de crecimiento. Tal observacion concuerda
plenamente con el numero de nematodos encontrados en las plantas, menor en este
segundo ensayo y con las condiciones de desarrollo que tuvieron, ya que su

crecimiento transcurrio principalmente dentro de camaras de vidrio.

4.2.2 Presencia del nemétodo en las plantas inoculadas. En este segundo ensayo,
las plantas en las cuéles se aislo y observd el mayor nimero de nematodos, fueron
repollo y trigo respectivamente. Por su parte ajo y ballica, especies en las cuéles se
encontré un menor numero de D. dipsaci, que las especies anteriormente sefialadas,
desarrollaron mayor cantidad de sintomas en su parte aérea causados por el

nematodo, ademas de la pudricion de bulbos en el caso de ajo.

Finalmente, la Figura 12, indica porcentualmente los principales sintomas que

provoco el nematodo en las plantas inoculadas durante este segundo ensayo.
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FIGURA 12 Presencia porcentual de sintomas en hojas de plantas inoculadas

directamente.
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5 CONCLUSIONES

Se rechaza la hipdtesis, ya que ninguna de las seis especies vegetales
cultivadas bajo un suelo naturalmente infestado con D. dipsaci demostréo no ser
susceptible en algin grado, cuestion que posteriormente se comprobd con la

inoculacion directa del neméatodo en sus estructuras aéreas.

D. dipsaci, no afect6 de manera significativa el peso fresco ni la altura de las

especies cultivadas en suelo naturalmente infestado.

D. dipsaci, infestd principalmente el tejido radical de ajo y trigo, lo cuél se

comprobd en las tres evaluaciones nematoldgicas efectuadas a las plantas infectadas.

D. dipsaci, comenzd siempre su infeccion en la zona radical de las plantas y
fue extendiéndose al resto de las estructuras aéreas de las plantas a medida que éstas

se desarrollaron.

D. dipsaci en general, disminuyd su presencia a medida que las plantas
aumentaron su desarrollo, ya que la relacién del neméatodo por gramo de tejido

vegetal, decrecié para todas las especies.

Repollo y trigo respectivamente, presentaron el mayor nimero de D. dipsaci
en sus estructuras aéreas producto de la inoculacion directa, durante el segundo

ensayo.

Ajo y ballica a pesar de presentar una menor presencia de D. dipsaci en sus
estructuras aéreas mostraron durante el segundo ensayo una alta susceptibilidad a la
presencia del nematodo, lo que se reflejo en bulbos deformados con pudricién
incluyendo sus raices. En el caso de ballica, gran cantidad de hojas y tallos con

deformaciones.
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La inoculacion directa de perejil, causé deformaciones en sus hojas,
indicando que poseeria cierto grado de susceptibilidad al ataque de D. dipsaci.
La comparacién entre especies bulbosas concluyd que ajo es mas susceptible

que chalota al ataque de D. dipsaci.
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6 RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivos, evaluar conocer la respuesta a
Ditylenchus dipsaci de seis especies vegetales (Allium ampeloprasum L., Allium
cepa var. ascalonicum L., Lolium perenne L., Petroselinum hortense L., Brassica
oleraceae L., Triticum aestivum L.) cultivadas en un suelo infestado naturalmente
con el nematodo y posteriormente, en un segundo ensayo, se procedié a confirmar la
susceptibilidad a D. dipsaci que presentaban las mismas seis especies y confirmarla
por medio de la inoculacién directa del nematodo.

El primer ensayo se realizd6 en macetas de 1 kg conteniendo suelo
naturalmente infestado con el nemétodo. Estas fueron mantenidas en una camara
bioclimética con 12 h luz y temperaturas entre 14 — 24° C. El suelo utilizado provino
de la localidad de Pelchuquin, y correspondié a un potrero cultivado la temporada
anterior con ajo blandino, cultivo que presentd una alta infestacion (180
individuos/100 g de suelo). Para los tratamientos testigos se utilizé el mismo suelo,
pero esterilizado en autoclave, dando un total de 12 tratamientos.

Durante el ensayo se evalué periédicamente la emergencia y altura de plantas.
Transcurridos 30, 60 y 90 dias desde siembra o plantacién se evalué la presencia del
nematodo en el sector radical y aéreo (tallo y hojas) de las plantas, procesando cada
seccion por el método de Whitehead STIRLING et al. (2002). El reconocimiento y
recuento de los individuos presentes se realizd bajo microscopio. Los resultados
obtenidos se sometieron a analisis de varianza y posterior Test de Tukey (5%).

Posteriormente en un segundo ensayo cada especie se sembrd en suelo estéril
y cuando las plantas tenian el primer par de hojas verdaderas se procedio a
inocularlas en la insercion de éstas con una suspension de 250 D. dipsaci/mL

De acuerdo a los resultados obtenidos D. dipsaci afectd la emergencia de ajo,
chalota, ballica, trigo y perejil. Sin embargo, en las tres evaluaciones nematoldgicas
realizadas posteriormente a las plantas se comprobd que el nematodo no infectd

perejil, por lo que la menor emergencia de las plantulas se debi¢ a factores externos.
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Para el caso de los pardmetros de altura y peso fresco de las plantas, D.
dipsaci no afecto significativamente a las plantas, a pesar de que un gran numero de
individuos fueron posteriormente aislados en plantas de ajo, repollo y trigo.

Finalmente, producto de la inoculacion directa, el mayor ndmero de
nematodos se encontré en plantas de repollo y trigo, lo cuél coincide con los
resultados obtenidos durante su desarrollo sobre suelo naturalmente infestado. Perejil
present6 cierto grado de susceptibilidad al ataque por parte del nematodo. Para el
caso de los sintomas, las hojas de trigo, repollo, ballica y ajo, fueron las especies que
mayor cantidad de ellos mostraron, siendo la deformacion y la decoloracion lo més
comunes.

En base a lo anterior, se concluyé que trigo y ajo fueron las especies que

mayor susceptibilidad presentaron a D. dipsaci, a lo largo del estudio realizado.
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SUMMARY

The goal of this investigation was to evaluate the response of six cultivated
species (Allium ampeloprasum L., Allium cepa var. ascalonicum L., Lolium perenne
L., Petroselinum hortense L., Brassica oleraceae L. and Triticum aestivum L.) to
Ditylenchus dipsaci, cultivated in soil naturally infested with the nematode. In a
second experiment, the same six species were tested to confirm their susceptibility
when they are directly inoculated with the nematode.

The first trial was conducted in pots containing 1 kg of naturally infested soil with D.
dipsaci. The pots were then incubated in a bioclimatic chamber with a photoperiod of
12 and a temperature of 14 — 24° C. The soil was collected in Pelchuquin and was
cultivated the previous season with A. ampeloprasum L. the crop showed a high
infestation rate (180 nematodes/100 g of soil). For the control, the same soil was
used but it was sterilized in an autoclave, giving a total of 12 treatments.

The emergence and the height of plants were evaluated periodically during the
research. At 30, 60 and 90 days after seeding or planting, the presence of D. dipsaci
in the root and foliar zone was recorded. The plant pieces were processed using the
Whitehead method (STIRLING et al., 2002). The examination and counting of the
individuals was done by microscope and the data were submitted to analysis of
variance and Tukey test for o = 0.05.

In a second experiment each plant was sowed in sterile soil and inoculated with 250
D. dipsaci/mL suspension when they had two expanded leafs. 30 days after
inoculation the height, weight, symptoms and the presence of D. dipsaci in plants
were evaluated.

The results indicated that D. dipsaci affected the emergence of garlic, shallot,
ryegrass and parsley. However, in the three nematological evaluations it was
observed that D. dipsaci did not infect parsley, so that the lower emergence must

have been caused by external factors.
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D. dipsaci did not affected the height or fresh weight of the six plant species used in
the study. However, the highest number of individuals was found in garlic, wheat
and cabbage.

Finally, with direct inoculation, the highest number of nematodes was found in
cabbage and wheat plants. These results coincide partially with those obtained during
the first trial, although parsley did show some grade of susceptibility to the nematode
attack. Wheat, ryegrass, cabbage and garlic presented the greatest number of
symptoms, with leaf deformation and discoloration in highest proportion.

In conclusion, it was found that wheat and garlic were the most susceptible crop to

D. dipsaci.
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ANEXO 1 Analisis de varianza altura de plantas bajo suelo estéril y bajo
suelo infestado con D. dipsaci
Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
A:fecha 4798,59 2 2399,29 120,88 0,0000
B:especie 111141 5 2222,82 111,99 0,0000
C:tratamiento 538,858 1 538,858 27,15 0,0000
Error 4823,02 243 19,8478
Total 21274,6 251
Prueba de Tukey >0,05%
ANEXO 2  Analisis de varianza emergencia de plantas bajo suelo estéril y
bajo suelo infestado con D. dipsaci
Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
A:fecha 56421,2 2 28210,6 78,57 0,0000
B:especie 236741,0 5 47348,2 131,87 0,0000
C:tratamiento 28,6706 1 28,6706 0,08 0,7777
Error 87249,4 243 359051
Total 380440,0 251
Prueba de Tukey >0,05%
ANEXO 3  Analisis de varianza peso fresco entero de plantas bajo suelo
estéril y bajo suelo infestado con D. dipsaci
Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
A:fecha 25,6041 2 12,8021 136,40 0,0000
B:especie 14,2186 3 4,73954 50,50 0,0000
C:tratamiento 0,00170372 1 0,00170372 0,02 0,8930
Error 15,1113 161 0,093859
Total 54,9358 167

Prueba de Tukey >0,05%
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ANEXO 4  Analisis de varianza de la emergencia de plantas de trigo 6 dias
desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 4,235 1 4,235 0,03 0,8765
Error 2016,32 12 168,027
Total 2020,55 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO5  Andlisis de varianza de la emergencia de plantas de trigo 15 dias

desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 673,458 1 673,458 13,86 0,0029
Error 582,891 12 48,5743
Total 1256,35 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 6  Analisis de varianza de la emergencia de plantas de trigo 30 dias

desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 511,226 1 511,226 13,84 0,0029
Error 443,234 12 36,9362
Total 954,46 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 7  Analisis de varianza de la altura de plantas de trigo 10 dias desde

siembra.
Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 167,326 1 167,326 541,01 0,0000
Error 3,71143 12 0,309286
Total 171,037 13

Prueba de Tukey >0,05%
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ANEXO 8 Analisis de varianza de la altura de plantas de trigo 25 dias desde

siembra.
Fuente SC GL CM™M F-calculado  P-valor
Tratamiento 802,571 1 802,571 301,85 0,0000
Error 31,9057 12 2,65881
Total 834,477 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 9  Andlisis de varianza de la altura de plantas de trigo 60 dias desde

siembra.
Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento  6,72071 1 6,72071 1,70 0,2165
Error 47,3886 12 3,94905
Total 54,1093 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 10 Analisis de varianza del peso fresco entero de plantas de trigo 30

dias desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 0,00160714 1 0,00160714 0,12 0,7362
Error 0,162143 12 0,0135119
Total 0,16375 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 11 Analisis de varianza del peso fresco entero de plantas de trigo 60

dias desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 0,00285714 1 0,00285714 0,11 0,7469
Error 0,314286 12 0,0261905
Total 0,317143 13

Prueba de Tukey >0,05%
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ANEXO 12 Analisis de varianza del peso fresco entero de plantas de trigo 90
dias desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 0,000714286 1 0,000714286 0,00 0,9479
Error 1,92857 12 0,160714
Total 1,92929 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 13 Andlisis de varianza de la emergencia de plantas de ballica 6 dias

desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 209,831 1 209,831 13,36 0,0033
Error 188,537 12 15,7114
Total 398,369 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 14 Analisis de varianza de la emergencia de plantas de ballica 15 dias

desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 2157,6 1 2157,6 19,83 0,0008
Error 1305,53 12 108,794
Total 3463,13 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 15 Analisis de varianza de la emergencia de plantas de ballica 30 dias

desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 5046,4 1 5046,4 68,17 0,0000
Error 888,297 12 74,0248
Total 5934,7 13

Prueba de Tukey >0,05%
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ANEXO 16 Analisis de varianza de la altura de plantas de ballica 10 dias
desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 74,9829 1 74,9829 129,76 0,0000
Error 6,93429 12 0,577857
Total 81,9171 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 17 Andlisis de varianza de la altura de plantas de ballica 25 dias

desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 48,6579 1 48,6579 9,86 0,0085
Error 59,2171 12 4,93476
Total 107,875 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 18 Analisis de varianza de la altura de plantas de ballica 60 dias

desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento  9,12071 1 9,12071 2,32 0,1538
Error 47,2286 12 3,93571
Total 56,3493 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 19 Analisis de varianza del peso fresco entero de plantas de ballica 30

dias desde siembra.

Fuente SC GL CM F- P-valor
calculado
Tratamiento 0,00000714286 1 0,00000714286 0,03 0,8614
Error 0,00269286 12 0,000224405
Total 0,0027 13

Prueba de Tukey >0,05%
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ANEXO 20 Analisis de varianza del peso fresco entero de plantas de ballica 60
dias desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 0,000714286 1 0,000714286 0,08 0,7835
Error 0,108571 12 0,009047583
Total 0,109286 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 21 Analisis de varianza del peso fresco entero de plantas de ballica 90

dias desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento  0,0114286 1 0,0114286 0,32 0,5808
Error 0,425714 12 0,0354762
Total 0,437143 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 22 Analisis de varianza de la emergencia de plantas de perejil 6 dias
desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 4,235 1 4,235 21,00 0,0006
Error 2,42 12 0,201667
Total 6,655 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 23 Andlisis de varianza de la emergencia de plantas de perejil 15 dias

desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento  3921,18 1 3921,18 304,49 0,0000
Error 154,534 12 12,8779
Total 4075,71 13

Prueba de Tukey >0,05%
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ANEXO 24 Analisis de varianza de la emergencia de plantas de perejil 30 dias
desde siembra.

Fuente SC GL CM™M F-calculado  P-valor
Tratamiento ~ 3978,29 1 3978,29 43,39 0,0000
Error 1100,31 12 91,6926
Total 5078,6 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 25 Andlisis de varianza de la altura de plantas de perejil 10 dias

desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento  8,33143 1 8,33143 2691,69 0,0000
Error 0,0371429 12 0,00309524
Total 8,36857 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 26 Analisis de varianza de la altura de plantas de perejil 25 dias

desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 19,9207 1 19,9207 174,67 0,0000
Error 1,36857 12 0,114048
Total 21,2893 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 27 Analisis de varianza de la altura de plantas de perejil 60 dias
desde siembra.

Fuente SC GL CM™M F-calculado  P-valor
Tratamiento  0,686429 1 0,686429 3,52 0,0853
Error 2,34286 12 0,195238
Total 3,02929 13

Prueba de Tukey >0,05%
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ANEXO 28 Analisis de varianza del peso fresco entero de plantas de perejil 30
dias desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 0,000516071 1 0,000516071 7,11 0,0206
Error 0,000871429 12 0,000072619
Total 0,0013875 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 29 Anadlisis de varianza del peso fresco entero de plantas de perejil 60

dias desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento  0,00315 1 0,00315 1,02 0,3332
Error 0,0371714 12 0,00309762
Total 0,0403214 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 30 Analisis de varianza del peso fresco entero de plantas de perejil 90

dias desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 0,00285714 1 0,00285714 0,25 0,6261
Error 0,137143 12 0,0114286
Total 0,14 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 31 Analisis de varianza de la emergencia de plantas de repollo 6 dias

desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento ~ 7305,15 1 7305,15 41,98 0,0000
Error 2088,26 12 174,022
Total 9393,41 13

Prueba de Tukey >0,05%
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ANEXO 32 Analisis de varianza de la emergencia de plantas de repollo 15 dias
desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 43,5779 1 43,5779 1,01 0,3356
Error 519,614 12 43,3012
Total 563,192 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 33 Andlisis de varianza de la emergencia de plantas de repollo 30 dias

desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 10,4579 1 10,4579 0,31 0,5877
Error 404,414 12 33,7012
Total 414,872 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 34 Analisis de varianza de la altura de plantas de repollo 10 dias

desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento  0,182857 1 0,182857 1,15 0,3054
Error 1,91429 12 0,159524
Total 2,09714 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 35 Analisis de varianza de la altura de plantas de repollo 25 dias
desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento  1,03143 1 1,03143 2,65 0,1293
Error 4,66571 12 0,38881
Total 5,69714 13

Prueba de Tukey >0,05%
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ANEXO 36 Analisis de varianza de la altura de plantas de repollo 60 dias
desde siembra.

Fuente SC GL CM™M F-calculado  P-valor
Tratamiento  3,20643 1 3,20643 6,40 0,0264
Error 6,00857 12 0,500714
Total 9,215 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 37 Andlisis de varianza del peso fresco entero de plantas de repollo

30 dias desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 0,000864286 1 0,000864286 0,23 0,6437
Error 0,0460857 12 0,00384048
Total 0,04695 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 38 Analisis de varianza del peso fresco entero de plantas de repollo

60 dias desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento  0,160714 1 0,160714 1,07 0,3214
Error 1,80286 12 0,150238
Total 1,96357 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 39 Analisis de varianza del peso fresco entero de plantas de repollo

90 dias desde siembra.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 0,00257143 1 0,00257143 0,14 0,7195
Error 2,28286 12 0,190238
Total 2,30857 13

Prueba de Tukey >0,05%
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ANEXO 40 Analisis de varianza de la altura de plantas de ajo 90 dias desde

plantacion.
Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento  7,43143 1 7,43143 10,96 0,0062
Error 8,13714 12 0,678095
Total 15,5686 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 41 Anadlisis de varianza de la emergencia de plantas de ajo 30 dias

desde plantacion.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento  5160,96 1 5160,96 94,33 0,0000
Error 656,52 12 54,71
Total 5817,48 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 42 Analisis de varianza de la altura de plantas de chalota 10 dias

desde plantacion.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento  9,12071 1 9,12071 18,97 0,0009
Error 5,78657 12 0,4822142
Total 14,8893 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 43 Analisis de varianza de la altura de plantas de chalota 25 dias
desde plantacion.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento 233,703 1 233,703 22,82 0,0005
Error 122,894 12 10,2412
Total 356,597 13

Prueba de Tukey >0,05%
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ANEXO 44 Analisis de varianza de la altura de plantas de chalota 60 dias

desde plantacion.

Fuente SC GL CM™M F-calculado  P-valor
Tratamiento 225,603 1 225,603 4,42 0,0573
Error 612,757 12 51,0631
Total 838,36 13
Prueba de Tukey >0,05%

ANEXO 45 Andlisis de varianza de la emergencia de plantas de chalota 30

dias desde plantacion.

Fuente SC GL CM F-calculado  P-valor
Tratamiento  12901,8 1 12901,8 13,98 0,0028
Error 11071,4 12 922,619
Total 23973,2 13
Prueba de Tukey >0,05%

LAS OTRAS TABLAS DE ANEXOS DE AJO Y CHALOTA NO
ESTAN, PORQUE NO HUBO DESARROLLO DE LAS PLANTAS.
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