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ABSTRACT

Martinez-Fuentes, R., A. Tovar-Soto, R. Torres-Coronel, y A. E. Brechu-Franco. 2009. Histopathology
of bean (Phaseolus vulgaris L.) cultivars non-host to Nacobbus aberrans (Thorne, 1935) Thorne y Allen,
1944. Nematropica 39:311-317.

We describe the histopathological changes caused by a Nacobbus aberrans population from Chapingo,
Mexico on bean cultivars Negro Querétaro and Canario, which are non-hosts to this population. The
plants were inoculated with 15,000 eggs and evaluated 15, 45, and 90 days after inoculation (dai). For each
date, the roots were embedded in Tissue Teck® O.C.T. Compound™ and 10 um-thick sections were cut
with a Microm HM505N® cryostat at -30°C and then stained with basic fuschsine-fast green. At 15 dai on
both cultivars, nematodes were trapped in lignified cavities surrounded by hypertrophied cells. The nem-
atodes present were third (J3) and fourth stage juveniles (J4), identified by morphological characters, and
remained in these stages until 90 dai. Genetic variability of the nematode populations and of the host cul-
tivars is discussed as related to the diverse histopathological reaction responses on bean.
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RESUMEN

Martinez-Fuentes, R., A. Tovar-Soto, R. Torres-Coronel, y A. E. Brechi-Franco. 2009. Histopatologia
de cultivares de frijol (Phaseolus vulgaris L.) no hospedantes de Nacobbus aberrans (Thorne, 1935)
Thorne y Allen, 1944. Nematropica 39:311-317.

Se describen las alteraciones histopatologicas causadas por Nacobbus aberrans poblacion Chapingo
en los cultivares (cvs) de frijol Negro Querétaro y Canario no hospedantes a esta poblacion del ne-
matodo. Se inocularon las plantas con 15,000 huevos y se evaluaron a los 15, 45 y 90 dias después de
la inoculacién (ddi). En cada fecha, se incluyeron las raices en Tissue Teck® O.C.T. Compound™
efectuandose cortes de 10 um de espesor en un criostato Microm HM505N®a -30°C y se tifieron con
fucsina basica-verde rapido. El estudio histopatol6gico mostr6 en ambos cultivares que a los 15 ddi los
nematodos se encontraban encerrados en cavidades lignificadas rodeadas de células hipertrofiadas,
en tercero (J3) y cuarto (J4) estadios identificados por sus caracteristicas morfolégicas y en los que se
mantuvieron a 90 ddi. Se discute la presencia de variaciéon genética en las poblaciones del nematodo
y de los cultivares del hospedante que provocan diversas reacciones histopatolégicas en el frijol.

Palabras clave: histopatologia, Nacobbus aberrans, Phaseolus vulgaris, resistencia, supervivencia.

En México, Nacobbus aberrans (Thorne, lus vulgaris L.) en los estados de Puebla,
1935) Thorne and Allen, 1944 se ha encon-  Guanajuato, Hidalgo y Zacatecas, donde
trado en campos agricolas de frijol (Phaseo-  disminuye la produccién en un 30 a 33%
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(Zamudio, 1987; Silva-Jaramillo, 1989;
Toledo, 1990; Hernandez, 1992; Zamudio
et al., 1990; Garcia-Camargo y Trejo, 1995;
Velasquez-Valle, 2001; Hernandez, 2001).

No todas las poblaciones de N. aberrans
presentes en México parasitan al frijol,
algunas que no lo hacen se encuentran en
los estados de Meéxico (Chapingo),
Hidalgo (Actopan), Morelos (Cuautla) y
Puebla (Tecamachalco) (Toledo et al,
1993; Hernandez, 2001). Se ha observado
que la poblacién Chapingo penetra y se
mantiene sin agallar ni reproducirse en las
raices de los cultivares (cvs) Canario y
Negro Querétaro, los cuales han mostrado
ser susceptibles a otras poblaciones del
nematodo (Martinez-Fuentes, 2007). El
objetivo del presente estudio fue describir
las alteraciones histopatolégicas que ocu-
rren en estas interacciones no compatibles.

Se obtuvo el inéculo de N. aberrans
poblacién Chapingo de plantas de “verdo-
laga” (Portulaca oleraceal..) de campos agri-
colas del Colegio de Posgraduados, Monte-
cillo, Estado de México y se increment6 en
el invernadero por cuatro meses en plantas
de jitomate (Solanum lycopersicon L. syn.
Lycopersicon esculentum Mill.) (Knapp et al.,
2009) cv Rio Grande.

Se inocularon nueve plantas de frijol
cvs Canario y Negro Querétaro de 25 dias
de germinadas en macetas de 2 kg de suelo
pasteurizado con 15,000 huevos de N. abe-
rrans (7.5 huevos/g de suelo) para de ase-
gurar la infeccion. Los testigos consistieron
de plantas de los mismos cultivares sin ino-
cular. Todas las plantas se colocaron en
invernadero en un rango de temperatura
de 25-30°C (temperatura media = 27°C).
Tres plantas de cada cultivar con sus testi-
gos se retiraron de sus macetas a los 15, 45
y 90 dias después de la inoculacion (ddi).
Las raices se separaron del tallo, se lavaron
con abundante agua corriente, y se fijaron
en FAA (formol: alcohol etilico al 96%:
acido acético) por 48 hrs (De la Jara et al.,

1994). Posteriormente, las raices se lavaron
con agua corriente por una hora y se tine-
ron con fucsina acida (De la Jara et al,
1994) para detectar porciones parasitadas
que se embebieron en una mezcla de glico-
les y resinas solubles en agua (10.24% w/w
de alcohol polivinilico, 4.26% w/w de
polietilenglico y 85.50% w/w de ingredien-
tes no reactivos) Tissue-Tek® O.C. T (Opti-
mal Cutting Temperature) Compound™
(Sakura® Finetek, 2009), y se congelaron a
-30°C para procesarlas por crioseccién con
cortes en plano longitudinal y transversal
de 10 wum de espesor en un criostato
Microm HM505N®. Los cortes se transfi-
rieron a portaobjetos previamente banados
en una solucién de gelatina Difco® al 2%.
Los cortes se tineron por la técnica de fuc-
sina basica -verde rapido y se montaron en
resina sintética Sigma® para su observa-
ci6én y analisis (Curtis-Patino, 1986; Carva-
jal-Sandoval, 1991; Loépez-Curto et al.,
1998).

El estudio histolégico de las plantas
testigo de ambos cultivares mostré una
zona de maduracién con pocos pelos radi-
culares, con células epidérmicas de pare-
des primarias engrosadas y una corteza
con células grandes y ocasionalmente con
cristales de naturaleza desconocida. El
cilindro vascular present6 una endoder-
mis y un periciclo bien diferenciados, y un
actinostele en el que se visualizaban gran-
des vasos xilematicos con el floema
adjunto (Fig. 1 A).

La respuesta histolégica en las raices de
las plantas infectadas con el nematodo fue
similar en ambos cultivares. A los 15, 45y
90 ddi los nematodos se ubicaron princi-
palmente en la zona de maduracién de la
raiz, en cavidades cerradas ubicadas en la
corteza, con uno o varios nematodos (Fig.
1B-F) que por sus caracteristicas morfologi-
cas correspondieron a juveniles de tercero
(J3) y cuarto estadio (J4). En algunos cor-
tes la cavidad ocup6 mas del 90% del dia-
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Fig. 1. Cortes histologicos de raices de frijol cvs Canario y Negro Querétaro infectados y no infectados (testigos)
con N. aberrans poblacion Chapingo tenidos con la técnica de Fucsina basica - verde rapido. A) Corte transversal
de la zona de diferenciacién de tejidos cercana a la zona de maduracion de la raiz de cv Negro Querétaro sin ino-
cular. (B) Corte transversal de cv Negro Querétaro a 15 dias después de la inoculacién (ddi). (C) Corte transversal
de cv Canario a 15 ddi. (D) Corte transversal de cv Canario a 45 ddi. (E) Corte transversal de cv Negro Querétaro
a 45 ddi. (F) Corte longitudinal de cv Canario a 90 ddi. (G) Corte longitudinal de cv Canario a 90 ddi. (H) Ca-
mulo de células corticales hipertrofiadas en cv Negro Querétaro a 45 ddi. Ach = cimulo de células hipertrofiadas
en extremos de la cavidad; CV = cilindro vascular; Cx = corteza; Cch = célula cortical hipertrofiada que limita la
cavidad; Ccl = célula cortical lignificada; En = endodermis; Ep = epidermis; FI = floema; N = nematodo; NI = nu-
cleolo; Nu = nticleo; Pc = periciclo; Pr = pelo radicular; rPc = rompimiento en pared celular; Vx = vaso xilematico.
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metro de la raiz (Fig. 1E). En ningin caso
se encontraron nematodos con la regién
anterior colocada sobre las células que
rodeaban la cavidad que indicara que el
parasito estuviera alimentandose.

A los 15 ddi los cambios mads notorios
ocurrieron en las células de la corteza de la
raiz, principalmente las que rodeaban la
cavidad que encerraba al nematodo. Los
principales cambios fueron un aumento de
tamano celular (hipertrofia), y nucleos y
nucleolos prominentes (Fig. 1B, C). El cito-
plasma aumenté su densidad, mostrando
una consistencia granulosa y las paredes
celulares engrosadas de manera no homo-
génea en la cara opuesta al nematodo.
Estos cambios ocurrieron en todas las célu-
las que rodeaban la cavidad, las células
proéximas a éstas también mostraron cam-
bios, siendo notable la aparicién de granu-
los de almidén y engrosamiento de la
pared; el cilindro vascular no pareci6 ser
afectado.

Alos 45 ddi la cavidad se observé limi-
tada por la capa de células ya descritas, y
por otras con paredes totalmente engrosa-
das (Fig. 1C, D), con el lumen celular
pequeno y nucleos picnéticos; el niimero
de capas de células que rodearon la cavi-
dad no fue mayor al de la primera fecha.
En algunas raices secundarias y terciarias la
lesion se extendio en toda la corteza, en
ocasiones causando su desaparicion casi
por completo y afectando a la epidermis,
endodermis y periciclo, cuyas células mos-
traron engrosamientos en las paredes
colindantes con el cilindro vascular. No se
observo hipertrofia en estos tejidos (Fig.
1D, E).

A 90 ddi las células que limitaron las
cavidades donde se encontraron los nema-
todos mostraron rompimientos de paredes
y un mayor numero de fragmentos celula-
res en su interior, asi como disminucién
del numero de células hipertrofiadas. El
engrosamiento de la pared de las células de

la endodermis y del periciclo fue mayor en
algunos casos (Fig. 1F, G).

La cavidad ocupada por los nematodos
fue en forma de huso, con cimulos de célu-
las hipertrofiadas en sus extremos, las cua-
les tenian nucleos y nucleolos agrandados y
con caracteristicas citopldsmicas similares a
las que limitaban la cavidad; no se distin-
guié si estos grupos de células tuvieron
alguna polaridad, o caracteristicas que las
senalaran como células iniciales del sitio de
alimentacién del nematodo (Fig. 1H).

Las cavidades encontradas en este estu-
dio para frijol fueron similares a las regis-
tradas en chile (Capsicum annuum L.) y
remolacha (Beta vulgaris L.), en donde se
ha observado que a los 5 y 10 dias después
de la penetracion de los J2 (juveniles de
segundo estadio),ya hay cavidades ocupa-
das por J3 (juveniles de tercer estadio) y J4
(juveniles de cuarto estadio) (Quimi, 1981;
Castillo; 1982; Inserra et al, 1983 y 1985;
Castillo y Marban-Mendoza, 1984). Las
cavidades ocuparon en algunos casos hasta
el 90% de la corteza en la raiz de frijol y no
afectaron al cilindro vascular, contraria-
mente a lo que ocurre en remolacha
donde afectan casi 50% del mismo (Inserra
et al., 1985).

Posiblemente las cavidades se forman
por lisis celular debido a accion mecdnicay/
o procesos bioquimicos por parte del nema-
todo como sugieren Castillo (1982); Castillo
y Marban-Mendoza (1984). La presencia en
las cavidades de nematodos sin aparente
dano morfolégico sugiere que los estadios
J3 y J4 estaban vivos, lo cual apoya que éstos
son estadios de supervivencia, como men-
ciona Cristobal-Alejo et al., (2001).

Las alteraciones histologicas por N. abe-
rrans poblacién Chapingo en los cvs de fri-
jol estudiados contrasta con lo observado
para la poblaciéon Tecamachalco en cv
Canario, en donde se induce la formacion
de agallas y sincitios a 105 ddi con huevos
(Martinez-Fuentes, 2007).
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Durante las tres fechas de analisis hubo
lisis celular, necrosis y lignificacién sin la
muerte del nematodo aunque si detencién
de su desarrollo, lo que indica una reac-
cién de incompatibilidad diferente a la res-
puesta hipersensible (Canto-Saenz, 1985;
Huang, 1985; Kaplan y Davis, 1987; Her-
man et al., 1991; Omwega y Roberts, 1992;
Mojtahedi et al., 1995; Pedrosa et al., 1996;
Sydenham et al., 1996; Choi et al., 1999;
Anwar y McKenry, 2000).

En el estudio realizado se tuvieron las
condiciones necesarias para que el nema-
todo alcanzara el estado adulto ya que se
conoce que el ciclo vegetativo de los cvs de
frijol es de 120 dias y el ciclo de vida de N.
aberrans, dependiendo del hospedante y de
la temperatura es de 28 a 95 dias (Herndn-
dez, 2001; Manzanilla-Lépez et al.,, 2002).
La falta de desarrollo del nematodo pudo
deberse a metabolitos con accién nemosta-
tica sintetizados por la planta en respuesta
al parasito, o bien a la ausencia de metabo-
litos necesarios para que completara su
ciclo de vida. Al respecto se ha observado
que los perfiles cromatograficos de extrac-
tos de raices de los cvs Azufrado y Negro
Querétaro inoculados con N. aberrans
poblacion Chapingo son diferentes a los de
plantas sin inocular, indicando que la pre-
sencia del nematodo altera el metabolismo
secundario del frijol (Martinez-Fuentes,
2007; Martinez-Fuentes et al., 2007).

En México hay poblaciones de N. abe-
rrans que agallan y se reproducen en frijol,
pero hay algunas que no lo tienen como
hospedante (Herndndez, 2001; Manzani-
lla-Lépez et al., 2002). La poblacién Cha-
pingo penetra y se queda sin agallar ni
reproducirse en sus raices (Martinez-Fuen-
tes, 2007) por lo que el cultivo puede con-
siderarse como un no hospedante eficiente
para esta poblacién del nematodo (Céspe-
dez et al., 1998). La variaciéon en patogenici-
dad mostrada por N. aberrans podria resultar
en diferentes reacciones histolégicas en los

cultivares de frijol, lo que apoya la idea que
éste debe tomarse en cuenta en la elabora-
cioén de cualquier esquema de hospedantes
diferenciales para la separaciéon de razas
del nematodo (Toledo et al., 1993; Cid del
Prado-Vera, 1993; Cid del Prado-Vera et al.,
1997; Herndndez, 2001; Manzanilla-Lépez
et al., 2002; Martinez-Fuentes, 2007).
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