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RESUMEN

Philippi, I., y G. Pichard. 1988. Multiplicaci6n in vitro de Ditylenchus dipsacsi en tejidos de
Medicago sativa. Nematrépica 18: 25—-32.

Se establecieron cultivos de Ditylenchus dipsaci en tejidos de alfalfa. E1 método consiste
en alimentar a nematodos en sustratos de alfalfa establecidos en un medio nutritivo con
distintas combinaciones de hormonas. Diversos ensayos se realizaron bajo condiciones
asépticas en camara de crecmiento, con el objeto de determinar el nivel hormonal
adecuado y las condiciones de luminosidad necesarias para lograr una maxima multiplica-
cién de D. dipsaci. Los medios Blaydes y White modificado, con distintas concentraciones
hormonales, resultaron ser los mds aptos para la multiplicacién in vitro de D. dipsaci,
utilizando como sustrato a callos de alfalfa y tejido diferenciado, respectivamente. En
ausencia de hormonas, con el medio White, también se obtuvo una gran proliferacién,
situacién que puede aprovecharse para realizar una seleccién masiva de genotipos resis-
tentes de alfalfa.
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ABSTRACT

Philippi, L., and G. Pichard. 1988. In vitro multiplication of Ditylenchus dipsaci in tissues of
Medicago sativa. Nematroépica 18: 25-32.

Cultures of Ditylenchus dipsaci where reared on alfalfa tissues. The method consists of
feeding nematodes on an alfalfa substrate established on nutrient media with combinations
of different hormones. Several tests were carried out under aseptic conditions and in
growth chambers to determine the adequate hormone levels and illumination necessary
for maximun reproduction of D. dipsaci. The Blaydes’ and modified White’s media, using
various hormone concentrations, resulted in greater in vitro multiplication of D. dipsaci
on alfalfa callus and differentiated tissues, respectively. High proliferation was also ob-
tained in the absence of hormones with White’s modified media, a situation that can be
used for screening resistant alfalfa genotypes.

Key words: alfalfa, Ditylenchus dipsaci, Medicago sativa, in vitro reproduction, resistance.

INTRODUCCION

El nematodo del tallo Ditylenchus dipsaci (Kuhn) Filipjev es una es-
pecie bisexual con juveniles y adultos vermiformes que endoparasitan
tallos y bulbos de una amplia gama de hospederos. Esta especie es con-
siderada como uno de los fitoparasitos mas devastadores de regiones
templadas, siendo la alfalfa (Medicago sativa L.), uno de los hospederos
en los que se observa gran agresividad.



26 NEMATROPICA Vol. 18, No. 1, 1988

En el proceso de mejoramiento genético para obtener resistencia a
D. dipsaci, es necesario poder contar con la disponibilidad permanente
de una gran cantidad de nematodos. Afortunadamente, miembros de
esta especie proliferan en tejidos de alfalfa en activo crecimiento, por lo
cual su multiplicacién in vitro sobre ese tipo de tejidos, surge como una
alternativa para satisfacer dicha necesidad (2,6,7).

Diversos autores (2,4,6,7) han publicado métodos para cultivar
nematodos bajo condiciones asépticas. En general utilizan leche o agua
de coco, la cual aporta gran nimero de componentes activos, entre los
que se encuentran diferentes citocinas y fenilalaninas. En la prictica, la
leche de coco tiene algunas limitaciones debido principalmente a los
cambios cuantitativos y cualitativos observados en el extracto como con-
secuencia del grado de madurez del fruto de origen. Por ello surge la
necesidad de desarrollar técnicas alternativas simples y confiables.

El objetivo del presente trabajo consisti6 en estudiar diversos medios
de cultivo para el desarrollo de sustratos de alfalfa bajo distintos niveles
hormonales e intensidad luminica, con el propésito de establecer una
técnica simple y confiable que permita lograr la multiplicacién méxima

de D. dipsac.
MATERIALES Y METODOS

Medios de cultivo: Se estudiaron los medios White (W) (2,5,8) mod-
ificado, eliminando KNOj, CuSO,, y MoOs, Blaydes (B) (1), Schenk y
Hildebrandt (SH) (4) y Murashige y Skook (MS). A todos ellos se les
afiadié hidrolizado de caseina (200 mg/L), sacrosa (2%), y bacto-agar
(0.7%, Difco®). Las hormonas 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido
naftalenacético (NAA), y 6-furfurilaminopurina (K), se agregaron en
concentraciones variables. Solamente fueron consideradas las com-
binaciones hormonales mas promisorias tanto para la obtencién de callo
como para la multiplicacién de nematodos, en base a ensayos previos y
antecedentes bibliograficos para las dos especies involucradas.

Produccién de sustratos: Como fuente de germoplasma para la obten-
cién de sustratos se utilizaron los cultivares Mesa Sirsa, Cuf 101, y
California 40, sin pretender realizar comparaciones entre ellos. Se
utilizaron cotiledones de 7 dias y semilla pregerminada de 3 dias, los
que fueron establecidos como explantes para la obtencién de callo y
tejido diferenciado, respectivamente. Ambos explantes se obtuvieron de
semilla seleccionada, escarificada en forma quimica y mecénica, y es-
terilizada con HgC1, (1:1 000). Para el trabajo con callos se utiliz6 tubos
de 10 ml de capacidad, los que recibieron 5 ml de medio de cultivo. Los
cultivos con tejido diferenciado se establecieron en frascos de 150 ml de
capacidad que contenian 20 ml de medio de cultivo. Cada uno de los
tubos y frascos constituyé una repeticién para cada tratamiento. Todos
los medios fueron esterilizados en autoclave a 120 C por 15 min, previo
al establecimiento de los explantes.
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Obtencién del indculo: El inéculo se obtuvo de tejido de alfalfa infes-
tado por el nematodo, y la extraccién de éstos se realiz6 con un
nebulizador intermitente por 24 hr. Los nematodos colectados fueron
filtrados a través de una malla nylon de 36 pm en un embudo Buchner
conectado a una bomba de vacio. Luego se centrifugaron con agua de-
stilada a 4 500 rpm durante 10 min. Una segunda centrifugacion (4 500
rpm/10 min) se efectué con sacarosa (45%), obteniendo asi una suspen-
si6n azucarada de nematodos puros. Esta debié enjuagarse sucesivas
veces con agua estéril, después de lo cual, los nematodos obtenidos
fueron desinfectados de acuerdo a la metodologia sugerida por Faulk-
ner et al. (2) y Guntzel (3).

La poblacién de nematodos se determiné tomando una alicuota de
1 ml que contenia 23 nematodos por ml con cuatro repeticiones por
muestra, considerando estados juveniles y adultos.

Multiplicacién de nematodos y pruebas de infectividad: Los cultivos fueron
inoculados al estado de callo viable (mayor o igual a 0.5 cm de didmetro)
y cotiledones abiertos, con 1 y 3 ml de suspensiéon de D. dipsaci es-
terilizados, respectivamente. La poblacién inicial promedio fue de 32
nematados por repeticién para callos y 82 nematodos por repeticién
para tejidos diferenciados. La incubacién de los cultivos se realizé en
camaras de crecimiento con rangos de temperaturas de 20-25 C durante
3545 dias, en base a lo sugerido por Faulkner et al. (2) y Viglierchio
(7). Los callos fueron establecidos bajo luz indirecta, con una intensidad
luminica aproximada de 500 lux y el tejido diferenciado bajo 0, 1 700,
y 5 300 lux de acuerdo a los tratamientos. La evaluacién de la poblacién
final se efectu6 en base a la combinacién medio de cultivo y sustrato de
alfalfa, para lo cual se consideraron las formas adultas y juveniles.

Finalmente, con el objeto de comprobar la capacidad infectiva de los
nematodos multiplicados, se estableci6 un ensayo de invernadero bajo
condiciones hidropénicas utilizando arena-cuarzo como sustrato. En el
se sembraron cultivares de alfalfa susceptibles al nematodo del tallo,
recibiendo al estado de dos cotiledones un promedio de 150 juveniles y
adultos, provenientes de las poblaciones de nematodos multiplicados en
la cdmara de crecimiento. Después de un periodo de 120 dias se realizé
la evaluacién en base a la capacidad de los nematodos para desarrollar
la sintomatologia tipica a nivel del nudo cotiledonario.

RESULTADOS Y DISCUSION

En todos los tratamientos se obtuvo una alta proporciéon de callos
inducidos; sin embargo, en un porcentaje apreciable esto pudo deberse
mas bien a una respuesta del tejido frente al corte efectuado, ya que no
constituyeron posteriormente callos viables (Cuadro 1). Esta respuesta
pudo haber sido también influenciada por el genotipo de la planta y el
grado de contaminacién, factores que posiblemente contribuyeron en
parte a la reduccién observada en la proporcién de callos viables.
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Cuadro 1. Formacién de callos en el alfalfa, cultivar California 40, establecido bajo distin-
tos medios de cultivo con niveles variables de auxinas y citocina.”

Niveles hormonales

(mg/L) Induccién
Total de callo Callo via- Evaluacién

Medio de cultivo 2,4-D NAA K (n) en % bleen % global
White 0.0 0.0 0.0 44 73 36 deficiente

0.06 1.0 0.0 90 95 58 regular

2.0 0.0 0.0 58 90 74 regular

0.0 4.0 0.0 44 86 48 dificiente

0.0 4.0 2.0 43 42 23 dificiente
Blaydes 2.0 2.0 2.0 154 70 51 regular
Schenk y 0.06 1.0 0.0 45 73 53 regular
Hildebrandt 0.0 4.0 0.0 44 93 80 bueno

0.0 4.0 2.0 140 80 48 regular
Murashige y 0.06 1.0 0.0 37 81 68 bueno
Skook 2.0 4.0 0.0 48 100 94 bueno

0.0 4.0 0.0 37 84 73 bueno

0.0 4.0 2.0 37 73 60 deficiente

“Explante: cotiled6n. Intensidad luminica=500 lux

Los medios de cultivo y niveles hormonales mostraron distintas
capacidades para producir tejido calloso, obteniéndose en promedio cal-
los viables después de 1 a 3 semanas de establecido el explante. La
evaluacién global, realizada en base a velocidad de formacién, tamafio
alcanzado y tipo de callo, permiti6é considerar los medios SH y MS como
los mas promisorios (Cuadro 1). Ambos produjeron una mayor propor-
cién de callos grandes y féciles de manipular. Sin embargo, al analizar
el incremento poblacional de los nematodos en los distintos medios (Fig.
1), los medios W y B mostraron la mayor capacidad de multiplicacién,
particularmente en los tratamientos con 2,4-D. Esta auxina es inductora
de la formacién de tejido calloso, pero tiene propiedades mutagénicas
y cancerigenas, las cuales, al utilizarse en dosis altas, podria alterar en
algin modo la patologia de los nematodos propagados.

Con el objeto de comparar los resultados obtenidos para los distintos
tratamientos, se calculf la tasa diaria de incremento poblacional:

Pf - Pi
Tn =
Pi*T
donde, Tn = Tasa diaria de incremento poblacional por cada

nematodo en Pi.

Pi = Poblacién inicial de nematodos por repeticion.

Pf = Poblacién final de nematodos por repeticién.

T = Tiempo de incubacién para cada repeticién, en dias.
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Fig. 1. Efecto del medio de cultivo y nivel hormonal (mg/L) sobre la multiplicacién de
Ditylenchus dipsaci en callos de alfalfa, cultivar California 40, con un periodo de incubacién
promedio de 35 dias e intensidad luminica de 500 lux. W = White; B = Blaydes; SH =
Schenk y Hildebrandt; y MS = Murashige y Skook medio de cultivo.

En base a esta tasa (Cuadro 2), se recomienda utilizar el medio
Blaydes con un alto nivel de 2,4-D (2.0 mg/L) para el trabajo con callos.
Sin embargo, al utilizar tejido diferenciado debe reducirse la concentra-
cién de 2,4-D, para lo cual se recomienda el medio White con 0.06 mg/L
de 2,4-D y 1.0 mg/L. de NAA. Dicho medio mostré la mayor capacidad
de multiplicacién para estos niveles hormonales (Cuadro 2). El uso de
tejido diferenciado como sustrato, presenta las ventajas de no necesitar
continuos transplantes con el objeto de mantener los niveles hormonales
necesarios para el desarrollo de los callos, y de no requerir de personal
particularmente adiestrado para su implementacién. Una ventaja adi-
cional es que la estructura de la poblacién de nematodos no se ve mod-
ificada, lo que permite obtener resultados mas homogéneos entre las
distintas repeticiones. En general, se observé para los callos una gran
variacién entre las repeticiones, lo cual concuerda con lo encontrado
por Riedel y Foster (6) y Viglierchio (7). Este ultimo indica que es factible
incrementar con los subcultivos la tasa de reproduccién y homogeneidad
de la poblacién de los nematodos multiplicados, estabilizindose ambas
en el quinto subcultivo (Viglierchio, comunicacién personal). Para nues-
tros resultados esto significaria un incremento en las tasas de multiplica-
cién y en los niveles de homogeneidad obtenidos.
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Cuadro 2. Multiplicacién de Ditylenchus dipsaci en callos de alfalfa, cultivar California 40,
establecidos bajo distintos medios de cultivo y niveles hormonales *.

Niveles hormonales (mg/L)

Tasa diaria promedio de

Medio de cultivo 2,4-D NAA K incremento poblacional (Tn)’
White 0.06 1.0 0.0 0.28 b*
2.0 0.0 0.0 0.32b
0.0 4.0 0.0 0.01d
0.0 4.0 2.0 0.00e
Blaydes 2.0 2.0 2.0 0.53a
Schenk y Hildebrandt 0.06 1.0 0.0 0.10c
0.0 4.0 0.0 0.01d
0.0 4.0 2.0 0.17¢
Murashige y Skook 0.06 1.0 0.0 0.11c
0.0 4.0 0.0 0.00e
0.0 4.0 2.0 0.16 ¢
“Explante: cotiled6n. Periodo de incubacién promedio = 35 dias. Intensidad

luminica =500 lux

’Promedio de 30 repeticones.

*Promedios en una misma columna seguidos por una misma letra son estadisticamente
iguales segun la Prueba de Rango Multiple de Duncan (P = 0.05).

Al establecer tejido diferenciado en el medio White (Fig. 2), se ob-
tuvo una gran multiplicacién atn en el tratamiento libre de hormonas.
Sin embargo, en este tratamiento, se encontr6é un amplio rango de vari-
aci6én para la poblacién de nematodos presentes en el interior de cada
plantula.’ Dentro del mismo frasco, se observaron pléntulas sanas que
tenian un rango promedio de 0-100 nematodos/planta y plantulas que
presentaban sintomas de infecci6n, las cuales contenian en el interior
de sus tejidos, niveles de 50-250 nematodos por plantula. Esta
heterogeneidad entre tejidos dentro de un mismo frasco complicaria el
manejo de subcultivos, para los cuales se utiliza tejido infestado del cul-
tivo anterior como fuente de in6culo. Este in6culo presentaria niveles
poblacionales muy distintos, dependiendo si proviene de una plantula
sana o una plintula que muestra sintomas de infeccién. Por estas
razones, el tratamiento sin hormonas no constituye una buena alter-
nativa para establecer una técnica simple que logre la maxima multip-
licacién de D. dipsaci en forma permanente. Sin embargo, esta situaciéon
podria constituir una alternativa muy eficiente para establecer selec-
ciones masivas de resistencia bajo condiciones in vitro, seleccionando las
pléntulas sanas y vigorosas, las cuales podrian ser micropropagadas con-
Juntamente con determinar los niveles poblacionales de nematodos pre-
sentes en el interior de sus tejidos.

Al adicionar hormonas al medio White, trabajando con tejido di-
ferenciado, se observé una situacién mas homogénea dentro de cada
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Fig. 2. Efecto de la intensidad luminica y de diferentes hormonas sobre la propagacién
de Ditylenchus dipsaci en plantulas de alfalfa establecidas en medio de White con un periodo
de incubacién promedio de 42 dias. 2,4-D = 2,4-diclorofenoxiacético; NAA = dcido
naftalenacético; y K = 6-furfurilaminopurina.

repeticion (Fig. 2). Todas las plantulas fueron infestadas, lograndose un
rango promedio de 100-200 nematodos por plantula para los distintos
tratamientos. Al analizar los promedios de cada tratamiento, se obtuvo
valores de 174 y 131 nematodos por plaiitula, para los tratamientos sin
y con citocina, respectivamente. Por otra parte, la tasa multiplicacién
promedio (Pf/Pi), mostr6 una reduccién en los valores obtenidos para
el tratamiento con citocina, indicando que dicha hormona no produjo
el incremento esperado en la multiplicacién de los nematodos. La inten-
sidad luminica a su vez, present6 efectos contrarios a los tratamientos
hormonales, obteniéndose una mayor tasa de multiplicacién para el
tratamiento con citocina cuando fue establecido bajo 1 700 lux. Por el
contrario, en ausencia de dicha hormona, se logré una mayor tasa de
multiplicacién bajo un régimen de oscuridad.

En base a los resultados obtenidos, se propone la utilizacién del
medio Blaydes (2.0 mg/L de 2,4-D) para el trabajo con callos, y el medio
White con la adici6on de auxina (0.06 mg/L 2,4-D, 1.0 mg/L NAA) y
establecido en ausencia de luz, para el de tejido diferenciado. Este se
comport6 como la mejor alternativa, presentando un incremento pobla-
cional promedio de 37.6 nematodos (P{/Pi) en un periédo de incuba-
cién de 42 dias, para los cultivares Mesa Sirsa y California 40. Las di-
ferencias observadas entre los cultivares utilizados, no permitieron
realizar comparaciones estadisticas, dado la variacién observada entre
las distintas repeticiones. Cabe agregar que el medio White sin adicién
de hormonas es apto para establecer una multiplicacién, pero por las
razones ya analizadas, se recomienda mas bien su utilizacién dentro de
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un programa de seleccién de genotipos resistentes. Finalmente, la infec-
tividad de los nematodos multipicados in vitro no fue alterada, ya que
desarrollaron la sintomatologia visual tipica, cuando se inocularon con
ellos plantulas susceptibles establecidas en invernadero y cimara de cre-
cimiento.
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