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ABSTRACT

Medina-Canales, Ma. G., A. Carvajal-Sandoval, R. Alejandre-Aguilar, A. Tovar-Soto. 2011. Histological
changes induced by Meloidogyne hapla and M. arenaria in carrot (Daucus carota L.) on the Tepeaca Valley,
in Puebla, México. Nematropica 41:223-228.

The aim was to describe anatomical changes induced by M. arenaria and M. hapla in carrot roots. In
2008, 19 carrot fields from Tepeaca Valley, Puebla, central Mexico were sampled. Galled and not galled
roots were collected, fixed in FAA, and embedded in paraffin for sectioning (9-10 um) in longitudinal and
transverse planes. Sections were stained with fuchsin-fast green and mounted in synthetic resin. M. hapla
was identified in six of the 19 fields (31.6%) inducing small galls (diameter 1-4 mm) and proliferation of
lateral roots; 2-9 giant cells with dense granular cytoplasm were observed and a large compact mass of
nuclear material in the center was observed in most cases. Giant cells were located in vascular cylinder
replacing the xylem and phloem. Meloidogyne arenaria was mixed with M. hapla in four fields (21.1%) and
induced galls larger than those induced by M. hapla (0.5-1.5 cm diameter) and with no lateral roots. Four
to twelve multinucleate giant cells were observed, containing dense granular cytoplasm and thick walls;
nuclei and nucleoli were enlarged. These cells were located in cortical tissue mainly, but sometimes also
invaded the vascular cylinder.

Key word.: histopathology, Daucus carota, multi-nucleate giant cells, root-knot nematodes.

RESUMEN

Medina-Canales, Ma. G., A. Carvajal-Sandoval, R. Alejandre-Aguilar, A. Tovar-Soto. 2011. Alteraciones
histolégicas inducidas por Meloidogyne hapla 'y M. arenaria en zanahoria (Daucus carota L.) en el Valle de
Tepeaca, Puebla, México. Nematropica 41:223-228.

El objetivo fue describir las alteraciones histologicas que M. hapla y M. arenaria inducen en las raices de
zanahoria. En 2008 se muestrearon 19 campos de zanahoria en la zona agricola del Valle de Tepeaca, Puebla, en
el centro de México. Para el estudio, se recolectaron raices con y sin agallas, se fijaron en FAA y se incluyeron
en parafina para realizar cortes de 9-10 um de espesor en el plano longitudinal y transversal. Los cortes se
tifieron con fucsina-verde rapido y se montaron en resina sintética para su observacion y analisis. Se identifico
M. hapla en seis de los 19 campos muestreados (31.6%) e indujo la formacion de agallas pequefias de 1-4 mm
de didmetro con proliferacion de raices laterales; en los cortes al microscopio optico se observaron 2-9 células
gigantes con el citoplasma denso y granuloso, en la mayoria de los casos con una masa grande y compacta de
material nuclear en el centro. Las células gigantes se ubicaron en el cilindro vascular remplazando al xilema
y al floema. Meloidogyne arenaria aparecido mezclada con M. hapla en cuatro de los campos muestreados
(21.1%), e indujo agallas de mayor tamafio que M. hapla en las raices (didmetro de 0.5-1.5 cm) y sin presencia
de raices laterales. En los cortes se observaron 4-12 células gigantes multinucleadas con citoplasma denso,
granuloso y paredes engrosadas; los niicleos y nucléolos se observaron hipertrofiados. Estas células se ubicaron
principalmente en el tejido cortical, aunque algunas veces invadieron también el cilindro vascular.

Palabras clave: células gigantes multinucleadas, Daucus carota, histopatologia, nematodos agalladores.
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En el estado de Puebla el cultivo de zanahoria es de
gran importancia socioeconomica, ya que es el principal
productor de esta hortaliza a nivel nacional y en donde
se dedican anualmente mas de 15,000 ha (SAGARPA,
2009). A nivel estatal destacan en la produccion de
zanahoria los municipios de Acatzingo, Los Reyes de
Juarez, Quecholac, San Salvador el Seco, Palmar del
Bravo, entre otros (SAGARPA, 2009). En la zona de
estudio esta documentada la presencia de M. hapla y M.
chitwoodi en este cultivo (Montes-Belmont, 2000); sin
embargo, Medina-Canales (2009) y Medina-Canales et
al. (2009) solo identificaron a M. hapla y M. arenaria
asociadas a zanahoria. Un estudio realizado por
Medina-Canales et al.(2010), mostrd que la zanahoria
es un cultivo muy susceptible al ataque de esta ultima
especie, lo que representa un riesgo potencial para
el cultivo. En esta nota se describen las alteraciones
anatomicas que M. hapla y M. arenaria inducen en las
raices de zanahoria.

En el 2008 se llevd a cabo una exploracion
nematoldgica en la zona horticola del Valle de Tepeaca,
Puebla, en la zona centro de México. Esta exploracion
incluy6 la toma de muestras de varias localidades de
los municipios de Acatzingo, Los Reyes de Juarez,
Quecholacy Palmar del Bravo, en las que se recolectaron
plantas y suelo de 19 campos sembrados con zanahoria.
En cada campo seleccionado se tomaron de manera
aleatoria ocho a diez submuestras de suelo y raices, lo
que conform¢ la muestra representativa. Las muestras
se procesaron en el Laboratorio de Nematologia
Agricola del Departamento de Parasitologia, ENCB-
IPN (De la Jara-Alcocer et al., 1994). La identificacion
de las especies se llevo a cabo tomando en cuenta
caracteres morfologicos y morfométricos de hembras,
juveniles (J2) y machos (Eisenback et al, 1983;
Cliff y Hirschmann, 1985; Jepson, 1987; Perry et al.,
2009). Raices con y sin agallas se fijaron con FAA
(Formol 40%, Alcohol etilico 96%, Acido acético),
se deshidrataron en etanol (70%, 80%, 96%, 100%),
dejandolas diez minutos en cada concentracion, luego
se incluyeron en parafina iniciando con una mezcla de
parafina xilol v/v por 30 minutos. Posteriormente, se
realiz6 un primer cambio de parafina durante dos horas,
un segundo cambio durante dos horas y uno final por
24 horas. Una vez incluidas las raices, se realizaron
cortes de 9-10 pum de espesor en el plano longitudinal
y transversal utilizando un micrétomo de rotacion. Los
cortes se adhirieron en laminillas de vidrio utilizando
un bafio de flotacion con gelatina Difco; después todas
las series de los cortes se tifieron con fucsina-verde
rapido (Carvajal-Sandoval, 1996). Finalmente, los
cortes se deshidrataron y montaron en resina sintética
para su observacion y analisis a 10x y 40x, con ayuda
de un microscopio optico.

De los 19 campos de zanahoria muestreados, se
identifico a M. hapla en seis de ellos (31.6%), mientras
que en cuatro se encontraron mezcladas M. arenaria 'y
M. hapla (21.1%). Las raices de las plantas infectadas
por M. hapla mostraron agallas pequefas (1-4 mm)

con proliferacion de raices laterales; en tanto que M.
arenaria formo agallas de mayor tamano (0.5-1.5 cm
de diametro) y sin presencia de raices laterales. En el
resto de los campos muestreados (43.3 %), las plantas
no presentaron infeccion por nematodos agalladores.

Anatomia del tejido sano. En el plano transversal,
se observo la epidermis como la capa mas externa,
formada por células isodiamétricas y acuticulares (Fig.
1A). La corteza o tejido cortical estuvo conformada
por aproximadamente 25 capas de células asimétricas
dispuestas en filas radiales, mientras que la endodermis
fue uniseriada y localizada después de la corteza (Fig.
1A). El periciclo se ubico hacia la parte central de la
raiz, rodeando al cilindro vascular, constituido por
una capa de células uninucleadas. El cilindro vascular
formado por floema y xilema, este Gltimo con arreglo
poliarca (Fig. 1A). En el plano longitudinal, las células
de la epidermis se mostraron alargadas e irregulares y
sin presencia de cuticula. Las células del tejido cortical
fueron uninucleadas, alargadas y delgadas. En el tejido
vascular el xilema se observd formado por vasos con
puntuaciones escalariformes, mientras que el floema se
presentd adyacente al xilema formando vasos delgados
y alargados (Fig. 2A).

Cortes de raiz de zanahoria infectada con M.
arenaria. En el plano transversal se apreciaron de 1-3
hembras por agalla con la parte anterior del cuerpo
hacia el cilindro vascular y la posterior orientada hacia
la corteza (Fig. 1B, 1C). Cercana a la parte anterior
de las hembras se formaron 4 a 12 células gigantes
multinucleadas, con citoplasma denso y granuloso,
nucleos y nucléolos hipertrofiados y paredes celulares
engrosadas (Fig. 1F), ubicadas principalmente entre
el cilindro vascular y la corteza (Fig. 1B, 1C, 1D).
En algunos cortes las células gigantes desplazaron al
cilindro vascular, lo que provoco el rompimiento en dos
(Fig. 1B); en otros casos aparecieron algunos huecos
ocupando aproximadamente el 30% del diametro de la
raiz, correspondientes a células gigantes (Fig. 1B, 1D).
También se observaron pequefias zonas lignificadas
cercanas a los nematodos (Fig. 1E). En el plano
longitudinal, el nematodo apareci6 ubicado de manera
similar a la del plano transversal, formando células
gigantes tipicas (Fig. 2C, 2F), en algunos casos las
células gigantes obstruyeron en su totalidad al cilindro
vascular (Fig. 2B, 2C, 2D). Hubo lignificacion en zonas
cercanas a los nematodos (Fig. 2E).

Cortes de raiz de zanahoria infectada con M. hapla.
En el plano transversal aparecieron 1-2 hembras por
agalla, ubicadas en el tejido de manera similar a M.
arenaria (Fig. 1G, 1H). Se observo la formacionde 3 a 7
células gigantes, cuyo material nuclear estuvo formado
principalmente por una masa compacta en donde hubo
varios nucléolos (Fig. 1H, 11, 1J). En la mayoria de los
cortes, las células gigantes se encontraron invadiendo
el cilindro vascular, reemplazando casi por completo al
xilema y floema, y adquiriendo forma de roseta (Fig.
11, 1J, 1K). En algunas células gigantes no se observo
material nuclear en su interior, debido al nivel al que se
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Figura 1. Cortes histologicos en el plano transversal de raiz de Daucus carota. A) Testigo. B-F) Cortes transversales
de raiz infectada con M. arenaria. B-D) Células gigantes invadiendo xilema y parte del periciclo. B) Huecos cor-
respondientes a células gigantes. E) Zonas de lignificacion entre el xilema, periciclo y corteza. F) Células gigantes
multinucleadas con paredes engrosadas y citoplasma denso y granuloso. G-K) Cortes transversales de raiz infectada
con M. hapla. G-J) Células gigantes multinucleadas invadiendo en su totalidad el cilindro vascular. Estas células
presentan paredes engrosadas, citoplasma denso y granuloso, y material nuclear compacto en su interior. C = corteza,
CG = célula gigante, CV = cilindro vascular, E = epidermis, En = endodermis, F = floema, L = lignificacion, MN =
material nuclear, N = nematodo, Nc= nucléolo, Nu = ntcleo, P = periciclo, X= xilema.
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Figura 2. Cortes histologicos en el plano longitudinal de raiz de Daucus carota. A) Testigo. B-F) Cortes longitudinales
de raiz infectada con M. arenaria. B-D, F) Hembras invadiendo el cilindro vascular e induciendo células gigantes con
variacion en el numero, forma y tamafio de nucleos; presentan citoplasma denso, granuloso, con paredes engrosadas.
E) Zonas de lignificacion. G-K) Cortes longitudinales de raiz infectada con M. hapla. Células gigantes en forma de ro-
seta con citoplasma denso y granuloso, paredes engrosadas, algunas con masa de material nuclear en el centro y otras
con nucleos. C = corteza, CG = célula gigante, E = epidermis, F = floema, HH= hueco de la hembra, L = lignificacion,
MN = material nuclear, N = nematodo, Nc= nucléolos, Nu = nicleo, X= xilema.
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hizo el corte (Fig. 1G, 1K). En el plano longitudinal,
las células gigantes también oscilaron de 2 a 7 tomando
forma de roseta ¢ invadiendo gran parte del cilindro
vascular (Fig. 2G, 2H, 21, 2J, 2K); en pocos cortes hubo
presencia de células gigantes multinucleadas (Fig. 2H).

Meloidogyne arenaria indujo la formacion de 4-12
células gigantes, numero diferente a lo reportado por
Pedrosa et al. (1996), quienes observaron 5-8 células
gigantes en frijol (Phaseolus vulgaris L.). Por su parte,
Abrantes et al. (1994) reportaron 3-6 células gigantes
en col (Brassica oleracea L.) infectada con la misma
especie; este niimero coincide con el reportado por
Castillo et al. (2001) en raices de mora blanca (Morus
alba L.), en la que se mencionan 3-8 células gigantes, o
lo registrado por Vovlas et al. (2005) en garbanzo (Cicer
arietinum L.) infectado con M. arenaria, en cuyas raices
se observaron 4-6 células gigantes. Esta documentado
en la literatura que a mayor susceptibilidad del cultivo,
el namero de células gigantes incrementa (Sosa-Moss
et al., 1983; Pedrosa et al., 1996); ésto probablemente
explica la susceptibilidad de la zanahoria a M. arenaria.
Las células gigantes observadas en el estudio mostraron
caracteristicas similares a lo mencionado en la literatura:
multinucleadas, citoplasma denso y granuloso,
ubicacion principalmente entre el cilindro vascular y la
corteza (Sosa-Moss et al., 1983; Taylor y Sasser, 1987;
Abrantes et al., 1994; Pedrosa et al., 1996; Castillo et
al., 2001; Vovlas et al., 2005). La cantidad de nucleos
en las células gigantes observadas vari6 entre 40 y 60,
un nimero mayor al reportado en garbanzo, en donde
se encontraron 20-30 (Vovlas et al., 2005); en el caso
de frijol infectado con M. arenaria raza 2, hubo 16-64,
mientras que con M. arenaria raza 1 sélo hubo 8-34
nucleos por célula gigante (Pedrosa et al., 1996). La
cantidad de nticleos en las células gigantes muestra
la capacidad que éstas tienen para la produccion de
tubulina utilizada en la sintesis de las fibras del huso
acromatico o bien paraunir las fibras del huso acromatico
al cinetocoro (Starr, 1993). En el estudio también
aparecieron pequefas zonas lignificadas alrededor de
las hembras, condicion que se ha puesto de manifiesto
en otros estudios histopatologicos (Castillo et al., 2001;
Vovlas et al., 2005; Tordable et al., 2008). De acuerdo
con Ride y Barber (1987), la lignificacion del tejido se
debe a que la pared celular de los vegetales constituye
una barrera fisica contra el ataque de patogenos, ya que
ante la agresion de éstos se incrementa la formacion
de lignina y suberina para restringir su penetracion.
Por su parte, M. hapla indujo la formacion de células
gigantes en el cilindro vascular y periciclo de las
raices de zanahoria, ocasionando desorganizacion y
desplazamiento de los vasos del xilema y del floema
hasta lograr la desaparicion de éstos en algunos casos.
Este fenomeno esta bien documentado para las cuatro
especies mas importantes de Meloidogyne (Sossa-
Moss et al., 1983). Las células gigantes variaron de
tres a siete, fueron ovaladas, con paredes engrosadas y
con citoplasma denso y granuloso; en la gran mayoria

de los casos con una sola masa nuclear en el centro
de la célula y con 5 al0 nucléolos. Sossa-Moss et al.
(1983) encontraron en tabaco (Nicotiana tabacum
L.) infectado con M. hapla, 1-2 nucleos, algo inusual
para otras especies del género (Huag y Maggenti,
1969). Volvas et al. (2005) atribuyen este fendmeno a
la fusion irregular de los cromosomas en la metafase,
dando como resultado un cambio en la orientacion del
huso acromatico y una distribucion desigual de los
cromosomas en la anafase; este fendmeno también
ha sido documentado en margariton (Chrysanthemum
maximum Rammond) infectado con M. hapla (Medina-
Canales, 2007).

M. arenaria y M. hapla indujeron en las raices de
zanahoria la formacion de células gigantes, en donde
para cada especie vari6 el nimero y la disposicion de
las mismas en la raiz. Este es el primer registro para
M. arenaria atacando zanahoria en la zona de estudio y
en México. Si bien esta especie no presenta una amplia
distribucion en la zona, habra que tomar en cuenta
algunas practicas culturales para evitar su dispersion.
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