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Resumen. Se estudié la histopatologia de las agallas inducidas por Nacobbus aberrans en las raices de frijol Phaseolus vulgaris cv.
Canario a los 105 dias después de inoculado con 15 000 huevos del nematodo en plantas de 30 dias de germinadas en suelo pas-
teurizado; las alteraciones histolégicas en el sistema radical del hospedante se observaron en raices incluidas en Tissue Teck®
O.C.T. (Optimal Cutting Temperature) Compound™ y cortadas en criostato Microm HM505N® a -30°C a 10 um de grosor y te-
fiidas con las técnicas fucsina basica-verde rapido y cuadruple de Johansen. Las agallas mostraron un sincitio sacular formado por
células hipertrofiadas multinucleadas con paredes celulares fragmentadas. El sincitio invadié y desorganizé el cilindro vascular
que mostrd formacién de vasos nuevos. En la corteza se encontraron células hiperplasicas delimitando el sincitio, y otras con sinte-
sis activa de almidén, asi como cristales de naturaleza desconocida. Se discute el cardcter multinucleado del sincitio por disolucién
de paredes de las células hipertrofiadas con nticleos replicados, la existencia de razas fisioldgicas del nematodo y las diversas res-
puestas histoldgicas en el germoplasma de frijol en México ante la infeccién con N. aberrans.

Palabras clave: Falso nematodo agallador, formacién de sincitio, reaccién de planta huésped.

Summary. Histopathology of the galls induced by Nacobbus aberrans 7z bean (Phaseolus vulgaris L.). The histopathology of galls in-
duced by N. aberrans in the roots of bean cv. Canario was studied 105 days after inoculation with 15,000 nematode eggs per plant in
plants previously germinated for 30 days in pasteurized soil. The histological alterations were observed in roots embedded in Tissue
Teck® O.C.T.™, sectioned in a cryostat Microm HM505N® at -30 °C into 10 um thick sections and stained with basic fuchsine-fast-
green and Johansen quadruple techniques. The sectioned galls showed a sacciform syncytium composed of hypertrophic multinucle-
ate cells with fragmented cell walls. The formation of the syncytium disrupted the vascular cylinder, which showed formation of new
vessels. In the root cortex there were hyperplasic cells delimiting the syncytium and cells active in starch synthesis and crystals of un-
known nature. The origin of multinucleate syncytia through cell wall dissolution of hypertrophic cells with replicated nuclei, the
physiological races of the nematode and the response of bean germplasm to N. aberrans occurring in Mexico are discussed.

Keywords: False root-knot nematode, syncytium formation, host plant reaction.

En México, el nematodo falso agallador de la raiz,
Nacobbus aberrans (Thorne, 1935) Thorne et Allen,
1944 tiene gran importancia en varias zonas agricolas,
con un amplio nimero de huéspedes donde destacan
plantas cultivadas y silvestres (Montes, 1979; Silva-Jara-
millo, 1989; De la Jara ez al., 1990; Hernandez, 1992;
Velasquez-Valle, 2001; Cristébal-Alejo, 2001; Manzani-
lla-Lopez et al., 2002; Flores, 2003).

Las poblaciones mexicanas del nematodo muestran
variacion para huéspedes y se han establecido esquemas
de razas que no han sido plenamente aceptados, basica-
mente por la ausencia de un juego de diferenciales estan-
darizado para su separacién (Cid del Prado-Vera, 1993;
Toledo et al., 1993; Manzanilla-Lopez et al., 2002).

Un sintoma causado por N. aberrans en las raices de
las plantas que parasita es la presencia de agallas que a
nivel histologico han sido estudiadas en papa (Solanum
tuberosum 1..), chile (Capsicum annuum 1.), remolacha
(Beta vulgaris L.), espinaca (Spinacea oleracea 1.), jito-
mate (Solanum lycopersicum 1..) y en numerosas plantas
silvestres en donde se ha evidenciado un sincitio en la

corteza que invade y desorganiza el cilindro vascular
(Lordello et al., 1961; Castillo y Marban-Mendoza,
1984; Inserra et al., 1985; Caballero y Munoz, 1987; To-
var et al., 1990; Doucet et al., 1997; Doucet et al., 2007).

El efecto de N. aberrans en frijol (Phaseolus vulgaris
L.) se ha estudiado desde el punto de vista agronémico
(Silva-Jaramillo, 1989; Zamudio et al., 1990; Garcia-Ca-
margo y Trejo, 1995) y se desconoce la magnitud del da-
flo histolégico causado en la raiz. El objetivo de este tra-
bajo fue describir la histopatologia de las agallas induci-
das en raices de frijol cv. Canario por N. aberrans pobla-
cién Tecamachalco (Puebla, México).

MATERIALES Y METODOS

Para el estudio se eligi6 la interaccion N. aberrans con
frijol cv. Canario por ser positiva para agallamiento de raiz
y reproduccion del nematodo (Silva-Jaramillo, 1989). El
cultivar se caracteriza por ser de crecimiento indetermina-
do, de ciclo largo (120 dias) y de granos de color amarillo.












to al xilema (Fig. 1B).

Los cortes de las raices agalladas mostraron hembras
semiobesas con algunos huevos en su interior, con la re-
gién caudal extruida de la agalla y asociadas con inci-
pientes masas de gelatinas (Fig. 1C). Se evidenci6 la pre-
sencia de un sincitio sacular que ocupé transversal y
longitudinalmente casi el 50% de la agalla (Fig. 1D), si-
milar a los sincitios fusiformes inducidos en papa (Fi-
netti, 1990) lo que contrasta con los sincitios cordados,
reniformes, sigmoides, irregulares o de medio sol descri-
tos en otros huéspedes; la literatura refiere que los sinci-
tios inducidos por N. aberrans tienen formas y tamanos
que dependen de la especie de planta parasitada (Casti-
llo, 1982; Castillo y Marban-Mendoza, 1984; Caballero
y Munoz, 1987; Ponce de Ledén y Doucet, 1989; Jatala y
Hadad, 1992; Aguilar, 1994).

El sincitio se localiz6 en corteza y cilindro vascular
delimitado en algunos casos por la endodermis y el peri-
ciclo y en otros por células diferenciandose en fibras
que marcaron la separacién del sincitio con la corteza
(Figs 1E, 3A), que present6 células hiperplasicas con
numerosos amiloplastos y cristales prismaticos (Fig. 1F),
similares a los encontrados en las raices de los testigos
aunque en mayor ndmero (Fig. 1A). Las células del sin-
citio mostraron citoplasma multinucleado, denso, ho-
mogéneo y continuo, debido a la disolucion de paredes
celulares (Figs 2A, 3B), y con nucleos grandes con varia-
cién morfoldgica (Fig. 3C). Esto concuerda con lo re-
portado para otros cultivos (remolacha, chile, espinaca,
papa, jitomate y algunas arvenses) (Schuster y Thorne,
1956; Schuster et al., 1965; Castillo, 1982; Inserra et al.,
1983; Castillo y Marban-Mendoza, 1984; Caballero y
Mufoz, 1987; Ponce de Ledn y Doucet, 1989; Jatala y
Haddad, 1992; Aguilar, 1994; Doucet et al., 2007).

La forma tetrarca del estele se desorganizé como re-
sultado del desarrollo del sincitio entre los brazos del
actinostele (Figs 2B, 3D), con desplazamiento y rompi-
miento de vasos que mantuvieron la continuidad del ci-
lindro vascular (Fig. 2C), siendo las alteraciones simila-
res a las detectadas en chile, jitomate y remolacha por
otros autores (Jones, 1981; Castillo, 1982; Inserra et al.,
1983; Castillo y Marban-Mendoza, 1984), detectandose
ademas hiperplasia e hipertrofia de células del parén-
quima vascular (Fig. 2B), hipertrofia de vasos (Figs 1E,
2D) y diferenciacién de fibras y vasos a partir de células
parenquimaticas y del periciclo cercanas al sincitio (Figs
1E, 3A,3D).

La presencia de células hipertrofiadas vecinas al sin-
citio y al periciclo (Figs 1E, 3A), la diferenciacién de fi-
bras y vasos en el estele y la ausencia de las cavidades
presentes en el cilindro vascular de la zona de madura-
cién en las raices normales (Fig. 1B) sugieren que el sin-
citio se origina de células parenquimaticas del cilindro
vascular en la zona de diferenciacién de la raiz (Fig.
1A), muy semejante a lo reportado por Doucet ez al.
(1997) para jitomate, berenjena (Solanum melongena 1.)
y quinoa (Chenopodium album 1..), aunque otros autores
consideran que el sincitio se forma en la corteza y no
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afecta al cilindro vascular (Dropkin, 1969; Endo, 1987).

En algunas regiones del sincitio se encontraron nu-
merosos ntcleos, algunos con nucleolos grandes, otros
con ciimulos de cromatina compacta de diferente tama-
flo y disposicion, distribuida de forma cromocéntrica
(Vazquez-Nin et al., 2003) y otros mas en los que se po-
dian observar figuras mitdticas como profases y prome-
tafases (Fig. 2F).

Adn cuando hubo disolucién de paredes (Figs 2A,
3E), muchas de las células sincitiales conservaron parte
de éstas y mostraron una condiciéon multinucleada con
nucleos polarizados (Figs 2A, 2E, 3C, 3F), y en algunos
casos con placas metafasicas donde se visualizaban cro-
mosomas (Fig. 3F). Las células hipertrofiadas adjuntas
al sincitio también mostraron placas metafésicas y nu-
cleos polarizados que indican cariocinesis sin citocine-
sis, condicién que mantuvieron antes y durante la incor-
poracién al sincitio (Fig. 2E), lo que sugiere que la con-
dicién multinucleada de éste ocurre por la incorpora-
cién de células hipertrofiadas con nicleos replicados,
con disolucién de paredes celulares, asi como replica-
cién de nicleos en el mismo sincitio.

Estas observaciones concuerdan con lo reportado
por Jones y Payne (1977) quienes consideran que en ji-
tomate el sincitio crece s6lo por incorporacion de célu-
las hiperplésicas externas, debiéndose la continuidad
del citoplasma a la disolucién de las paredes celulares,
posiblemente por digestién enzimatica en los campos de
las punteaduras. Vovlas ez al. (2007) consideran que la
fusion de las células del sincitio no es total y mantienen
su individualidad. En general se considera que los sinci-
tios inducidos por los nematodos formadores de quis-
tes, reniformes y del género Nacobbus obtienen su con-
dicién multinucleada por disolucién de paredes de las
células afectadas, mientras que en las células gigantes in-
ducidas por Meloidogyne spp. la condiciéon multinuclea-
da es alcanzada por cariocinesis sin citocinesis (Endo,
1987; Doucet et al., 2007). Lo que se observa en este es-
tudio es la formacién del sincitio por ambos procesos.

La aplicacion de las técnicas histoquimicas ha pro-
porcionado informacion sobre los cambios que ocurren
en las células de plantas infectadas por nematodos en-
doparasitos ya que han revelado el elevado nimero de
organelos y metabolismo inducidos en ellas (Endo,
1987); la tincion cuadruple de Johansen puso en eviden-
cia la naturaleza celulésica de las paredes de las células
sincitiales (Figs 3B, 3C) caracterizada por una colora-
cién verde amarillenta, la riqueza proteinica del cito-
plasma y el elevado niimero de nicleos, siendo en este
sentido una técnica mas contrastante que la tincién fuc-
sina bésica-verde rapido.

En chile el sincitio es formado por hembras jévenes
que recién terminaron el cuarto estadio a 30 ddi encon-
trandose bien desarrollado a los 60 ddi (Castillo, 1982).
Por los objetivos y las condiciones en que se realizo el
presente estudio no se determind el tiempo de inicio de
la formaciéon del sincitio, ni el estadio de desarrollo del
nematodo que lo indujo.
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La duracién del ciclo de vida de N. aberrans varia de-
pendiendo de la temperatura, estadio de desarrollo del
nematodo y del huésped usado en infecciones bajo con-
diciones experimentales (e.g. embriogénesis mas tiempo
de generacion y capacidad de diapausa (Anthoine ez a/.,
2006). En remolacha y jitomate por ejemplo dura 30 y
36 dias a 25 °C respectivamente (Prasad y Webster,
1967; Inserra et al., 1983; Inserra et al., 1985); en papa
de 25 a 50 dias (Jatala, 1985), mientras que Manzanilla-
Lépez et al. (2002) mencionan que en general el ciclo de
vida de este nematodo puede durar 28 hasta 95 dias
(e.g. considerando el tiempo para el desarrollo del ciclo
desde huevo hasta hembra en ovoposicion y/o eclosion
de la siguiente generacion de J2).

La observacion de hembras adultas que a los 105 ddi
empezaban a depositar huevos (Fig. 1C) concuerda con
lo anterior y sugiere que el ciclo de vida de este nemato-
do es largo, si se considera que la inoculacién de las
plantas se realizé con huevos en vez de juveniles de se-
gundo estadio (J2) que tardan aproximadamente de 7 a
10 dias en eclosionar en agua destilada (observacion
personal).

Estudios hechos en México han sugerido la existen-
cia de razas fisioldgicas de N. aberrans que debido a la
ausencia de un juego de huéspedes diferenciales estan-
darizado no han sido totalmente aceptadas (Toledo et
al., 1993; Cid del Prado-Vera, 1993). Basandose en la
clasificaciéon original de razas de Inserra e al. (1985),
Manzanilla-Lopez et al. (2002) las colocan en tres gru-
pos: 1) grupo de la remolacha, con poblaciones en Nor-
teamérica, Argentina y probablemente Ecuador, 2) gru-
po de la papa, presente en las regiones andinas de Ar-
gentina, Bolivia y Chile y 3) del frijol y del chile para po-
blaciones reportadas en México.

Toledo et al. (1993) consideran a la poblacién Teca-
machalco de N. aberrans como pariasita del frijol, mien-
tras que Hernandez (2001) afirma que no lo es; ambos
autores trabajaron con poblaciones de campo. La po-
blacion usada en este estudio se ha mantenido en inver-
nadero por mas de 10 afios en jitomate y produjo poco
agallamiento y reproduccién en frijol. Esto indica la im-
portancia de caracterizar apropiadamente las poblacio-
nes de este nematodo presentes en México.

La literatura sefiala que hay poblaciones de N. abe-
rrans que agallan y se reproducen en frijol, y existen cul-
tivares que pueden considerarse resistentes a éstas (To-
ledo et al., 1993; Hernandez, 2001), asi como hay pobla-
ciones que no lo tienen como huésped; sin embargo, la
poblacién de Chapingo, Estado de México pertenecien-
te a este grupo, puede infectarlo y establecerse en cavi-
dades rodeadas de células hipertrofiadas, sin reprodu-
cirse y sin inducir la formacién de agallas o sincitios y
deteniendo su desarrollo en estados J3 y J4 (Martinez-
Fuentes ez al., 2009). Un proceso similar ocurre en algu-
nas plantas silvestres (Taraxacum officinalis L., Brassica
campestris Weber ex Wigg) y cultivadas (Hordeun: vul-
gare L.) consideradas cultivos trampa (Céspedez et
al.,1998; Castiblanco et al., 1999).

Lo anterior sugiere que en el germoplasma de frijol
existente en México puede darse diversas respuestas di-
ferenciales e histoldgicas de los cultivares a poblaciones
especificas de Nacobbus aberrans por lo que cualquier
esquema de huéspedes diferenciales para la separacion
de razas debe tomar en cuenta esta observacion.
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