COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS
CAMPUS MONTECILLO
POSTGRADO DE FITOSANIDAD

FITOPATOLOGIA

HISTOLOGIA COMPARADA DE SITIOS DE ALIMENTACION
INDUCIDOS POR NEMATODOS DE LA FAMILIA
HETERODERIDAE: Meloidodera astonei, Globodera
mexicana, Globodera sp., Punctodera chalcoensis,
Cactodera rosaeY Meloidogyne sp.

Yolanda Gomez Hernandez

T E S I S

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, EDO. MEXICO

2015




La presente tesis titulada “HISTOLOGIA COMPARADA DE SITIOS DE
ALIMENTACION INDUCIDOS POR NEMATODOS DE LA FAMILIA
HETERODERIDAE: Meloidodera astonei, Globodera mexicana, Globodera sp., Punctodera
chalcoensis, Cactodera rosae Y Meloidogyne sp.” realizada por la alumna Yolanda Gomez
Hernandez bajo la direccion del Consejo Particular indicado, ha sido aprobada por el mismo y

aceptada como requisito parcial para obtener el grado de:
MAESTRA EN CIENCIAS

FITOSANIDAD

FITOPATOLOGIA

CONSEJERO
ASESOR
e —
M. C. PETRA YA/I)‘IEZ JIMENEZ
ASESOR

M. C. ANRONIO GARCIA ESTEVA

Montecillo, Texcoco, Estado de México, Julio de 2015



HISTOLOGIA COMPARADA DE SITIOS DE ALIMENTACION INDUCIDOS POR
NEMATODOS DE LA FAMILIA HETERODERIDAE: Meloidodera astonei, Globodera
mexicana, Globodera sp., Punctodera chalcoensis, Cactodera rosae Y Meloidogyne sp.
Yolanda Gémez Hernandez, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2015

RESUMEN
Estudios de histologia fueron conducidos en algunas especies de nematodos de la familia
Heteroderidae con los objetivos de comparar y describir los cambios en sus hospedantes
causados por Meloidodera astonei, Globodera mexicana, Globodera sp., Punctodera
chalcoensis, Cactodera rosae y Meloidogyne sp. Solanum rostratum, la planta hospedante de
Meloidodera astonei, fue colectado en La Purificacion, Texcoco, Estado de México. Las
hembras de M. astonei inducen una sola célula gigante uninucleada en el floema secundario con
citoplasma denso, nucleo hipertrofiado e hiperplasia en los tejidos adyacentes. Solanum
rostratum y Amaranthus hybridus, fueron colectados en el Rancho Los Sauces Tecoac,
Huamantla, Estado de Tlaxcala. En S. rostratum, Globodera mexicana induce un sincitio con
denso citoplasma y nucleos y nucléolos hipertrofiados en las células del periciclo y en el tejido
del cambium interfascicular, con hiperplasia de las células del alrededor. Cactodera rosae forma
un sincitio con citoplasma denso, nucleos y nucléolos hipertrofiados en las céelulas de la corteza,
cambium y en el periciclo de A. hybridus. Solanum stoloniferum y Zea mays fueron colectados
en el Ejido de San Diego Huehuecalco, Amecameca, Estado de Mexico. El sincitio inducido por
Globodera sp. fue en el periciclo aunque afecté al floema y corteza de S. stoloniferum,

presentando un citoplasma denso y granuloso. El sincitio afecta tanto al floema como al xilema.



Punctodera chalcoensis induce un sincitio en el periciclo, las células de la endodermis y corteza
son afectadas de Z. mays, con denso y granuloso citoplasma. Las raices parasitadas con
Meloidogyne sp. fueron colectadas de un arbol tropical en el humedal del Centro de
Investigaciones Costeras La Mancha (CICOLMA) Actopan, Estado de Veracruz, perteneciente al
Instituto de Ecologia. Los cambios causados por Meloidogyne sp. fue la formacion de células
gigantes multinucleadas en las células del parénquima que forman los radios medulares entre los

haces secundarios del xilema y floema, con hiperplasia de las células adyacentes.

Palabras clave: Nemata: Heteroderidae, histopatologia, sincitio, células gigantes.
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ABSTRACT
Histological studies were conducted on some species of nematodes of the family Heteroderidae
with the objectives of comparing and describing the changes in their hosts caused by
Meloidodera astonei, Globodera mexicana, Globodera sp., Punctodera chalcoensis, Cactodera
rosae and Meloidogyne sp. Solanum rostratum, host of Meloidodera astonei, was collected in
La Purificacion, Texcoco, Mexico State. The females of M. astonei induced a single uninucleate
giant cell in the secondary phloem with dense cytoplasm, hypertrophied nuclei and hyperplasia
of the adjacent tissues. Solanum rostratum and Amaranthus hybridus were collected in Rancho
Los Sauces in Tecoac, Huamantla, Tlaxcala State. In S. rostratum, Globodera mexicana induced
syncytia with dense cytoplasm and hypertrophied nuclei and nucleoli in the pericycle cells and
interfascicular cambial tissue, with hyperplasia of the surrounding cells. Cactodera rosae
established a syncytium with dense cytoplasm and hypertrophied nuclei and nucleoli in cells of
the cortex, cambium and pericycle of A. hybridus. Solanum stoloniferum and Zea mays were
collected at Ejido de San Diego Huehuecalco, Amecameca, Mexico State. The syncytium
induced by Globodera sp. in the pericycle even affected the phloem and cortex of S. stoloniferum
had a dense, granular cytoplasm. The syncytia affected both phloem and xylem. Punctodera

chalcoensis induced syncytia in the pericycle, endodermis and cortex cells are affected of Z.



mays with dense, granular cytoplasm. Roots parasitized by Meloidogyne sp. were collected from
a tropical tree in a humid forest at the Research Center La Mancha, Actopan, Veracruz State,
near the Institute of Ecology. The anatomical changes caused by Meloidogyne sp. were the
formation of multinucleate giant cells in the parenchyma cells forming the medullary radius

between secondary bundles of xylem and phloem, with hyperplasia of the adjacent cells.

Key words: Nemata: Heteroderidae, histopathology, syncytium, giant cells.
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1. INTRODUCCION
La palabra nematodo proviene del vocablo griego nema que significa hilo y eides que significa
“con aspecto de”, estos organismos viven en agua dulce, ambientes marinos y ambientes
terrestres, muchos son de vida libre; otros son parasitos de animales o plantas. El parasitismo en
las plantas superiores esta restringido por dos clases del Phylum Nemata, la clase Adenophorea y
la Secernentea. Los paréasitos de plantas de la Clase Enoplea estan confinados en dos 6rdenes, el
orden Dorylaimida con la familia Longidoridae y el orden Ditherophorida con la familia
Trichodoridae. Todos los fitoparasitos de la clase Secernentea se encuentran en el suborden
Tylenchina dentro del orden Tylenchida (Walker, 1969; Maggenti, 1981; Sharma, 2006). Las
4105 especies fitoparasitas descritas (Guzman et al., 2012) estan ampliamente distribuidas en
suelos naturales y cultivados, siendo las especies de algunos géneros de la familia Heteroderidae

las méas importantes en la agricultura a nivel mundial.

La familia Heteroderidae comprende a las subfamilias Heteroderinae Filip’ev & Schuurmans
Stekhoven, 1941 y Meloidogyninae Skarbilovich, 1959. La subfamilia Heteroderinae incluye
nematodos formadores y no formadores de quistes, son el grupo de mayor importancia
econdémica en varios paises, debido a que atacan muchos cultivos, entre los que destacan los
cereales, hortalizas, ornamentales, oleaginosas, entre otros (Baldwin, 1992; Baldwin y Mundo
Ocampo, 1991; Evans y Rowe, 1998; Subbotin et al., 2001, 2003; Sharma, 2006; Guzman et al.,
2012). En México los nematodos formadores de quistes estan representados por varias especies:
del género Globodera se han reportado a G. rostochiensis, G. tabacum, G. solanacearum, G.
virginiae, G. mexicana y G. bravoe en papa, Solanum rostratum, Nicotiana tabacum, S.
carolinense, Jaltomata procumbens, entre otras solanaceas y del género Punctodera, solamente

se encuentra en el pais a P. chalcoensis, especie ampliamente distribuida en el altiplano central y



otras regiones productoras de maiz. EIl género Cactodera esta representado por varias especies,
tales como: Cactodera cacti la cual se encuentra asociada a plantas de la familia Cactaceae,
probablemente nativa de México y quizas Centro y Sur de América; C. amaranthi en espinaca y
otras Chenopodiaceae y Amaranthaceae en la region central; C. salina en Salicornia bigelovii
(Chenopodiaceae) en Sonora; C. evansi parasitando a clavel en Villa Guerrero, Estado de
México; C. galinsogae en cebada, y en arvenses como Galinsoga parviflora y Bidens odorata en
los Valles Altos del Estado de Hidalgo; C. rosae parasitando a cebada en Apan, Hidalgo y C.
torreyanae parasitando a Suaeda nigra en Texcoco, México (Baldwin y Mundo-Ocampo; 1991;

Baldwin et al., 1997; Tovar-Soto, 2006; Cid del Prado y Subbotin, 2013).

Dentro de la subfamilia Meloidogyninae o nematodos agalladores; el género Meloidogyne es el
maés conocido debido a la amplia gama de hospedantes, incluyendo plantas cultivadas y malezas
(Bird, 1974), las especies de este género, estan presentes en todo el mundo pero son mas
frecuentes en zonas con climas tropicales y subtropicales y son relativamente escasas en zonas
con inviernos severos, excepto en invernaderos (Walker, 1969; Sharma, 2006). Las especies mas
comunes del género Meloidogyne a nivel mundial y en México son: M. incognita, M. arenaria,
M. javanica y M. hapla; Cid del Prado et al. (2001) reportaron su distribucion en 18 estados de la
Republica Mexicana, en cultivos como hortalizas, frutales y ornamentales. Dichos investigadores
encontraron que el 60.7% correspondidé a M. incognita (raza 1 y 2), 21.4% para M. arenaria,
12.5% para M. javanica y 5.3% para M. hapla. Por ejemplo, en Sinaloa, este género afecta a
cultivos como tomate (Solanum lycopersicum L.), chile (Capsicum annuum L.), pepino (Cucumis
sativus L.) y berenjena (Solanum melongena L.) (Carrillo-Fasio et al., 2000). Detecciones
recientes de M. enterolobii se realiz6 en plantas de sandia (Citrullus lanatus) procedentes de

Tecolutla, Veracruz (Ramirez-Suérez et al., 2014). Meloidogyne incognita es la especie con la



capacidad de reproducirse en mas de 138 plantas registradas como hospedantes en el mundo

(Rich et al., 2008).

Muchos investigadores han estudiado la morfologia, bioquimica y fisiologia de raices infectadas
por nematodos y el mecanismo que involucra su alimentacién en las células de las plantas
(Subbotin, 1993). De acuerdo con su tipo de parasitismo, los nematodos formadores de quistes
(Heterodera spp., Globodera spp., Cactodera spp.), y el no formador de quiste (Meloidodera
spp.) asi como los nematodos agalladores (Meloidogyne spp.), se agrupan como endoparasitos
sedentarios. Una caracteristica de los nematodos que tienen este tipo de parasitismo, es la
formacion de sitios especializados de alimentacion en las raices de sus hospedantes; siendo la
Unica fuente de nutrientes a lo largo de su vida, estos sitios de alimentacidn son conocidos como

“sincitios” y “células gigantes” (Siddiqi et al., 2012).

En general el ciclo bioldgico de los heteroderidos, se inicia cuando eclosionan los juveniles de
segundo estadio (J2) e invaden las puntas de las raices o donde emergen las raices laterales o
secundarias de su hospedante (Jones y Northcote, 1992; Holtmann et al., 1999). El juvenil (J2)
con su estilete atraviesa las paredes celulares, migran intercelular o intracelularmente y
finalmente se establecen de forma permanente en el lugar de alimentacién e inducen la
formacién de un sincitio o célula gigante (Dropkin, 1969; Wyss y Zunke, 1986; Bird y Koltali,

2000).

La palabra sincitio proviene del vocablo griego syn “junto” y kytos “caja, por ejemplo: célula”.
Es una célula gigante multinucleada que puede resultar de mdltiples fusiones de células
hipertrofiadas por la disolucién parcial de la pared celular de células uninucleadas. El sincitio es

el sitio de alimentacion mas comun inducido por los nematodos fitoparasitos sedentarios. La



célula gigante presenta hipertrofia, puede ser uninucleada o multinucleada debido a la presencia
de mitosis sin division celular, se encuentran conectadas por plasmodesmos y sin disolucion de

la pared celular (Hussey, 1989; Subbotin, 1993; Fenoll y Del Campo, 1998).

Las investigaciones que se han realizado con el microscopio de luz, indican que los sincitios
inducidos por los juveniles del género Heterodera spp. se forman después de que se ha inyectado
la secrecion de las glandulas del es6fago dentro de las células del periciclo, endodermis y en la
corteza de los hospedantes susceptibles (Cole y Howard, 1958; Endo, 1964). La disolucion de la
pared celular, la ruptura de la vacuola, la formacion del citoplasma granular y la fusion de
protoplastos vecinos, produce un sincitio con paredes de espesor irregular (Endo, 1964). Se han
reportado ndcleos y mitocondrias irregulares (Piegat y Wilski, 1963) y los trabajos histoquimicos
han mostrado hiperactividad de las enzimas como fosfatasa alcalina, fosfatasa acida, esterasa,
peroxidasa, adenosina trifosfatasa, citocromo oxidasa excepto fenolasa (Veech y Endo, 1969). La
técnica de radioautografia indica una mayor sintesis de ADN y ARN (Endo, 1971), y muestra el

analisis directo el aumento del contenido de aminoacidos libres (Doney, Fife y Whitney, 1970).

En el caso de Heterodera schachtii Schmidt, el segundo estadio, selecciona una sola célula para
inducir el sitio de alimentacion. Las secreciones liberadas a través de su estilete contienen
sefiales que inducen cambios en la célula seleccionada (Wyss, 1992). La célula inducida se
fusiona con células circundantes por disolucién parcial de la pared celular y la fusion de sus
organelos del citoplasma, en la que se forma el sitio de alimentacion conocido comdnmente
como sincitio. Las células multinucleadas y sincitios se expanden a lo largo del cilindro vascular
y se integran a las células del procambium, cambium y periciclo. Como los juveniles (J3 'y J4) de

nematodos pierden su capacidad de moverse, los sincitios son la Unica fuente de nutrientes para



su desarrollo. Con el fin de alimentarse, los nematodos introducen sus estiletes a través de la
pared celular de la membrana plasmatica. Las secreciones se liberan desde la abertura del
estilete, cruzan la membrana plasmaética y entran al citoplasma, donde se forman los tubos de
alimentacion, a través del cual son retirados los nutrientes del sincitio. Después de tres mudas los
nematodos alcanzan su estado adulto. Los machos mantienen su forma vermiforme y son
moviles para el apareamiento, mientras que las hembras se convierten en forma de limén y se
vuelven sedentarias (Holtmann et al., 1999). Estudios realizados con otros nematodos
formadores de quistes como es el caso de Cactodera galinsogae, los sitios de alimentacion
abarcan el cilindro vascular y el tejido cortical, con disolucion de paredes celulares internas y
engrosamiento de células externas, con desorganizacion, desplazamiento y rompimiento del

xilema y floema (Tovar-Soto et al., 2007).

El nematodo no formador de quiste, Rhizonema sequoiae, induce la formacion de células
gigantes ovoides con un solo nucleo gigante ovoide o esférico que contiene de uno a cuatro
nucléolos grandes. Las células que rodean el cuerpo de la hembra presentan necrosis y la
destruccion del tejido cortical después de la infeccion de juveniles del segundo estadio (Cid del
Prado Vera y Lownsbery, 1984). Vovlas et al. (2013) sefialan que Meloidodera sp. induce la
formacion de una célula gigante con un sélo nucleo. Estudios realizados por Cid del Prado y
Céardenas (1995), con Meloidodera mexicana y Meloidodera zacanensis, en chile y tejocote
respectivamente, reportan que se alimentan en la parte central del tejido vascular, en donde
inducen la formacién de una célula gigante con un s6lo nucleo que se origina de células del
parénquima vascular. Las células gigantes presentan el nucleo amorfo, un citoplasma denso con
varias vacuolas e hipertrofia. Asimismo, las células que se encuentran en la periferia de la célula

gigante presentan hiperplasia.



Las células gigantes inducidas por el género Meloidogyne spp. son multinucleadas con
citoplasma denso, granuloso y paredes engrosadas, los nicleos y nucléolos presentan hipertrofia.
Estas células se observaron principalmente en el tejido cortical, aunque algunas veces invaden el

cilindro vascular (Medina-Canales et al., 2011).

Debido a la creciente importancia de los nematodos de la familia Heteroderidae en México, las
cuales parasitan tanto a plantas cultivadas como a malezas ya sean herbaceas o lefiosas, se
planted realizar un estudio histoldgico de algunas especies de nematodos descritos en México,
para observar los cambios celulares que ocurren en algunos tejidos de sus hospedantes conocidos

comunmente como sitios de alimentacion.

1.1 OBJETIVOS

a) Comparar las diferencias que hay en los sitios de alimentacion de algunos géneros y especies
de nematodos de la familia Heteroderidae: Meloidodera astonei Cid del Prado y Rowe, 2000,
Globodera mexicana (Campos Vela, 1967) Subbotin et al., 2010, Globodera sp. (Skarbilovich,
1959) Behrens, 1975, Punctodera chalcoensis Stone, Sosa Moss y Mulvey, 1976, Cactodera

rosae Cid del Prado y Miranda, 2008, y Meloidogyne sp. Goeldi, 1982.

b) Describir las alteraciones estructurales de células y tejidos producidas por los nematodos
Meloidodera astonei, Globodera mexicana, Globodera sp., Punctodera chalcoensis, Cactodera

rosae y Meloidogyne sp.

1.2 HIPOTESIS
Existe variacion en las alteraciones estructurales celulares en los sitios de alimentacion inducidos

por los nematodos de la familia Heteroderidae.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Establecimiento y tipos de sitios de alimentacion inducidos por la familia
Heteroderidae

Cuando eclosionan los juveniles de segundo estadio (J2) de la familia Heteroderidae, buscan a su
hospedante y son atraidos por los exudados radicales compuestos basicamente de aminoéacidos,
acidos organicos, azucares, compuestos fenolicos, mucilago, proteinas y otros metabolitos
secundarios que libera el hospedante, los J2 invaden las puntas de las raices; la penetracion
involucra accién mecanica (estilete) y enzimatica (celulasas y pectinasas) (Lindford, 1942;
Deubert y Rohde, 1971; Bird et al., 1975; Jones y Northcote, 1992; Holtmann et al., 1999;
Walker et al., 2003; Sharma, 2006; Sumita y Bhagawati, 2014). El juvenil (J2) con su estilete
atraviesa las paredes celulares, migran intracelular e intercelularmente y finalmente se establecen
de forma permanente, alimentandose e inyectando secreciones de las glandulas esofagicas tales
como: fosfatasa acida, proteinas basicas como lisina, histidina y arginina, celulasa, pectinasa,
glucosa, proteasas, superoxido dismutasa, péptido, endoglucanasas y comienzan los cambios
bioquimicos y citolégicos en las células del sistema vascular cerca de la region cefélica e
inducen la formacién de un sincitio o célula gigante (Dropkin, 1969; Wyss y Zunke, 1986;
Hussey, 1989; Sharma, 2006; Curtis, 2007). Las secreciones pueden digerir parcialmente el
citoplasma de la célula antes de la ingestion (Hussey, 1989). Existen dos tipos de células
gigantes, una de ellas es la célula gigante con un solo nacleo que es formado por los siguientes
géneros de la subfamilia Heteroderinae, no formadores de quistes: Meloidodera, Rhizonema,
Bellodera, Sarisodera, Hylonema y Rotylenchulus macrodoratus (Hoplolaimidae). La cual
presenta un sélo nucleo hipertrofiado, la pared de la célula gigante es engrosado s6lo en la region

de la cabeza del nematodo. Por otra parte, encontramos que la célula gigante multinucleada



inducida por Meloidogyne spp. es una estructura vascular que se desarrolla por la expansion de
media docena de células del parénquima del cilindro vascular. Cada una de las células
incorporadas llega a ser multinucleada por repetidas mitosis en ausencia de citocinesis (Subbotin,

1993; Sijmons et al., 1994).

La formacion del sitio de alimentacion es una parte integral de la relacion parasito — hospedante
de los nematodos endoparasitos sésiles miembros de Tylenchulidae (Tylenchulus,
Trophotylenchulus), Hoplolaimidae (Rotylenchulus), Pratylenchidae (Nacobbus) y Heteroderidae
(Globodera, Punctodera, Heterodera, Cactodera, Atalodera, Meloidodera, Rhizonema,
Sarisodera, Meloidogyne, etc.) (Cuadro 1). Los sitios de alimentacién tienen una alta actividad
metabdlica del cual dependen los organismos (Endo, 1871; Subbotin, 1993). Se considera que las
células modificadas no so6lo es la respuesta de la planta a la infeccién, sino también como
resultado de una larga coevolucion que proporciona una relacién equilibrada entre el parasito y

su hospedante (Subbotin, 1993).

Los sitios de alimentacion pueden ser de varias formas, el mejor conocido es el sincitio
multinucleado caracteristico de los géneros formadores de quistes Afenestrata, Heterodera,
Cactodera, Globodera y Punctodera. Sin embargo, el sincitio también lo forman los nematodos
no formadores de quistes como es el caso de Atalodera y Verutus (Mundo-Ocampo y Baldwin,
1983; Cohn et al., 1984). Por otra parte, Meloidodera y Sarisodera, inducen una sola célula
gigante con un nucleo hipertrofiado. En el caso de Meloidogyne es un grupo de células gigantes
hipertrofiadas y multinucleadas debido a la repetida division nuclear sin division celular (Jones,
1981; Subbotin, 1993; Sijmons et al., 1994; Caillaud, 2008). Durante la evolucion de los
nematodos sedentarios se originaron primero las células gigantes uninucleadas y posteriormente

la formacion de los sincitios (Subbotin, 1993). Los sincitios son multicelulares, multinucleados



producidos por la disolucion parcial de pared celular y la fusion de protoplastos de las células
adyacentes. En la formacion de los sincitios, las células se fusionan y se agrandan en tamafio
(Cohn et al., 1984; Vovlas & Inserra, 1986; Baldwin et al., 1989; Subbotin, 1989). La influencia
patolégica mas compleja es causada por el género Meloidogyne spp. ya que induce células
hipertrofiadas multinucleadas, debido a la repetida mitosis nuclear sin division celular. Este
complejo de células gigantes estan unidos por los plasmodesmos y funcionan como una sola

unidad (Subbotin, 1993).

Las células gigantes que inducen los nematodos sedentarios se caracterizan por un nucleo
agrandado con nucléolo hipertrofiado, numerosos organelos en el citoplasma, tales como:
mitocondria, plastidos, membranas de reticulo endoplasmico, dictiosomas. Estos cambios
implican una alta actividad metabdlica del protoplasto, sintesis intensiva y transporte de

nutrientes desde los tejidos adyacentes a la célula modificada (Subbotin, 1993).

Cuadro 1. Sitios de alimentacion causados por nematodos sedentarios del orden Tylenchida,

parasitos en raices de plantas (Subbotin, 1993).

Especie Tipo de sitio de alimentacion Autor (es)
) ) ) Cohn, 1965; Himmelhoch et
Tylenchulus semipenetrans Células nutridoras
al., 1979 y otros.
Trophotylenchulus floridensis Células nutridoras Cohn & Kaplan, 1983.
Ruehle, 1962; Mundo-
Meloidodera charis, M. Ocampo & Baldwin, 1983;
floridensis, M. mexicana y M.| Célula gigante uninucleada Heald, 1984; Cohn et al.,
zacanensis 1984; Subbotin, 1989; Cid del
Prado & Céardenas, 1995.
) ) ) ) ) Cid del Prado Vera &
Rhizonema sequoiae Célula gigante uninucleada
Lownsberry, 1984.




Bellodera utahensis

Célula gigante uninucleada

Mundo-Ocampo & Baldwin,
1984.

Sarisodera hydrophila

Célula gigante uninucleada

Mundo-Ocampo & Baldwin,
1981, 1983.

Hylonema ivorense

Célula gigante uninucleada

Taylor et al., 1978.

Rotylenchulus macrodoratus

Célula gigante uninucleada

Cohn, 1976; Vovlas &
Inserra, 1976; Cohn &
Mordechal, 1977; Inserra &
Vovlas, 1979, 1980; Vovlas,
1983.

Mundo-Ocampo & Baldwin,

Verutus volvigentis Sincitio
1983; Cohn et al., 1984.
Mundo-Ocampo & Baldwin,
Thecavermiculatus andinus Sincitio )
1984; Baldwin et al., 1989.
) o Baldwin et al., 1989; Mundo-
Ekphymatodera thomasoni Sincitio )
Ocampo & Baldwin, 1992.
) _ o Mundo-Ocampo & Baldwin,
Atalodera ucri, A. lonicerae Sincitio
1981, 1983.
Afenestrata africana Sincitio Baldwin & Bell, 1985.
o o Vovlas & Inserra, 1986;
Sphaeronema rumicis Sincitio )
Subbotin, 19809.
Andrews & Krusberg, 1981;
Meloidoderita sp. Sincitio Cohn & Mordechai, 1982;
Subbotin, 1986.
o Schuster et al., 1965; Jones
Nacobbus aberrans Sincitio
&Payne, 1977.
o Birchfield, 1962; Cohn, 1973,
Rotylenchulus reniformis, R. )
_ o 1976; Rebois et al., 1975;
borealis, R. parvus, R. Sincitio

macrosoma

Jones & Dropkin, 1975;
Vovlas et al., 1985.
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Mankau & Linford, 1960;
Jones & Fushtey, 1966;

Heterodera trifolii, H. avenae Sincitio Grymaszewsks &
Golinowsin, 1987; Subbotin
etal., 1989, 1991.
Cactodera eremica Sincitio Baldwin & Bell, 1985.
Punctodera chalcoensis Sincitio Suérez, 1985.
Endo, 1971; Jones &
Globodera pallida Sincitio Northcote; 1972; Melillo et

al., 1990 y otros.

Meloidogyne spp.

Célula gigante multinucleada

Christie, 1936; Dropkin &
Nelson, 1960; Bird, 1974 y

otros.

2.2 Clasificacion taxonomica de Meloidodera astonei Cid del Prado y Rowe, 2000

Clase: Nematoda

Subclase: Secernentea

Orden: Tylenchida

Suborden: Tylenchina

Superfamilia: Tylenchoidea

Familia: Heteroderidae

Subfamilia: Heteroderinae

Género: Meloidodera

Especie: M. astonei
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2.3 Aspectos generales de Meloidodera astonei

Entre los nematodos no formadores de quistes encontramos al género Meloidodera con 13
especies. Las especies de M. floridensis Chitwood, Hannon & Esser, 1956; M. armeniaca
Poghossian, 1960; M. belli Wouts, 1973; M. charis Hooper, 1960; M. eurytyla Bernard, 1981; M.
hissarica Krall & Ivanova, 1992; M. sikhotealiniensis Eroshenko, 1978; M. tadzhikistanica
Kirjanova & lvanova, 1966; M. tianschanica Ivanova & Krall, 1985; M. ulni Turkina & Chizcov,
1986; estas especies son ampliamente distribuidas en Europa, Asia, Alaska y USA. La mayoria
son parasitas de plantas lefiosas incluyendo arboles forestales. Sin embargo, M. eurytyla parasita
pastos en Alaska y M. charis se encuentra frecuentemente en el mezquite, pero parasita también
a plantas herbaceas como el maiz, sorgo, okra (Abelmoschus esculentus) y césped (Heald y
Golden, 1969; Heald et al., 1984). Una de las especies que se puede considerar de importancia
agricola es M. charis ya que afecta al maiz (Zea mays L.) con amplia distribucion en Nebraska

(Heald et al., 1984).

En México se han encontrado tres especies de Meloidodera, M. mexicana Cid del Prado, 1991
que parasita cultivos agricolas como chile (Capsicum annuum L); M. zacanensis Cid del Prado,
1998 que se encontro parasitando raices de arboles de tejocote (Crataegus pubescens Steud), en
el estado de Michoacan y Meloidodera astonei Cid del Prado y Rowe, 2000 parasitando a
Solanum rostratum Dunal en la localidad de La Purificacion, Texcoco, Estado de México. Se
realizaron estudios histopatolégicos en M. mexicana en raices de chile y M. zacanensis en raices
de tejocote, encontrando la formacién de una célula gigante uninucleada, originandose de una
célula del parénquima vascular. Las células gigantes tienen el citoplasma denso, varias vacuolas

y un nucleo hipertrofiado y amorfo (Cid del Prado y Céardenas, 1995).
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2.4  Clasificacion taxondmica de Globodera sp. (Skarbilovich, 1959) Behrens, 1975 vy
Globodera mexicana (Campos-Vela, 1967) Subbotin, Mundo-Ocampo y Baldwin, 2010

Clase: Nematoda

Subclase: Secernentea

Orden: Tylenchida

Suborden: Tylenchina

Superfamilia: Tylenchoidea

Familia: Heteroderidae

Subfamilia: Heteroderinae

Género: Globodera

Especie: Globodera sp.

G. mexicana

2.5 Aspectos generales de Globodera sp. y Globodera mexicana

Actualmente el género Globodera cuenta con 10 especies y la especie tipo es Globodera
rostochiensis (Wollenweber, 1923) Skarbilovich, 1959; el resto de las especies son: G.
artemisiae (Eroshenko & Kazachenko, 1979) Behrens, 1975; G. bravoae Franco, Cid del Prado
& Lamonthe-Argumedo, 2000; G. leptonepia (Cobb & Taylor, 1953) Skarbilovich, 1959; G.
mali (Kirjanova & Borisenko, 1975) Behrens, 1975; G. mexicana (Campos-Vela, 1967)
Subbotin, Mundo-Ocampo y Baldwin, 2010; G. millefolii (Kirjanova & Krall, 1965) Behrens,

1975; G. pallida Stone, 1973; G. tabacum tabacum (Lownsbery & Lownsbery, 1954)
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Skarbilovich, 1959 y G. zelandica Wouts, 1984 (Subbotin et al., 2010). El género Globodera
abarca especies de gran importancia agricola y econdmica, algunas son consideradas con menos
importancia ya que su ubicacion es restringida a ciertas zonas o su hospedante no es de
importancia econdmica. Sin embargo, este género tiene dos especies con un significativo
impacto econdmico debido a su distribucion mundial, las cuales son: los nematodos formadores
de quistes de la papa G. rostochiensis y G. pallida. La identificacion de estas dos especies es
esencial para las estrategias de manejo tales como el uso de cultivares resistentes. La especie G.
tabacum tabacum, es menos importante que los nematodos formadores de quistes de la papa
(Baldwin y Mundo-Ocampo, 1991). Las especies de G. tabacum tabacum, G. leptonepia, G.
mexicana, y G. millefolii, se han observado atacando a diversas plantas solanaceas silvestres y
Unicamente en inoculaciones artificiales en invernadero se ha comprobado que se reproducen y
causan dafio a plantas cultivadas (Quifiones, 1979; Subbotin et al., 2010). EI género Globodera
es ampliamente distribuido en malezas tanto en México como en America Central (Baldwin y

Mundo-Ocampo, 1991).

En el ejido de San Diego Huehuecalco, Municipio de Amecameca, Estado de México, se
encontrd una poblacion de Globodera en Solanum stoloniferum por lo que se procedié a colectar
material para estudiar su histopatologia. Aungue se desconoce la importancia de este nematodo
ya que no se conoce su rango de hospedantes, debido a que solamente se ha encontrado en una

poblacion silvestre de papa no cultivada.

La especie Globodera mexicana Campos Vela, 1967, se colecto en raices de Solanum rostratum
Dunal, en el poblado de Tecoac, Municipio de Huamantla, Tlaxcala. En condiciones de
invernadero se reproduce y causa fuertes dafios a tomate, pero no completa su ciclo de vida en

papa, Solanum tuberosum L. y especies de Nicotiana incluyendo N. tabacum, su ciclo de vida se
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completa de 23-24 dias a 20 °C (Quifiones, 1979; Campos-Vela, 1967 citado por Subbotin et al.,
2010). Afios después, Golden y Ellington (1972), consideraron a G. mexicana como un nomen
nudum, porque la descripcion del nematodo fue presentado en una tesis doctoral, la cual no se
consideré como una publicacion vélida. Por otra parte, Golden y Ellington (1972), examinaron el
nematodo formador de quistes de origen mexicano y concluyeron que esta relacionado
(conespecifico) con G. tabacum virginiae. Sin embargo, se han realizado estudios por analisis de
electroforesis bidimensional de proteinas (Bossis & Mugniéry, 1993), PCR-RFLP-ITS (Thiéry
& Mugniéry, 1996) e ITS-rRNA (Subbotin et al., 2010), en donde muestran que G. mexicana
estd mas cercana a G. pallida que a G. tabacum o G. rostochiensis. Asimismo, Subbotin et al.

(2010) realizaron la validacion de la especie como G. mexicana sp. n.

2.6 Clasificacion taxonomica de Punctodera chalcoensis Stone, Sosa Moss y Mulvey, 1976

Clase: Nematoda

Subclase: Secernentea

Orden: Tylenchida

Suborden: Tylenchina

Superfamilia: Tylenchoidea

Familia: Heteroderidae

Subfamilia: Heteroderinae

Género: Punctodera

Especie: P. chalcoensis
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2.7 Aspectos generales de Punctodera chalcoensis

El género Punctodera tiene tres especies, P. punctata (Thorne, 1928) Mulvey and Stone, 1976;
P. chalcoensis Stone, Sosa Moss and Mulvey, 1976 y P. matadorensis Mulvey and Stone, 1976;
la mas importante en México es el nematodo enquistador del maiz (P. chalcoensis) que fue
observado por primera vez por Vazquez (1976) en maiz (Zea mays L.) en campos de Huamantla,
Tlaxcala, a finales de 1950, denominandolo como Heterodera punctata. A principios de 1960 se
observaron dafios por nematodos formadores de quistes en cultivos de maiz en el valle de
México como en Chalco y posteriormente en los estados de Puebla y Tlaxcala, identificAndose

como H. punctata (Sosa-Moss y Gonzéalez, 1973; Vazquez, 1976).

P. chalcoensis es un nematodo endoparasito sedentario, que ataca al maiz (Zea mays) y teocintle
(Zea mexicana); el cual causa dafios econdmicos a cultivos de maiz en México; que pueden
llegar a reducir el rendimiento cerca del 100% (Balwin y Mundo-Ocampo, 1991). P. chalcoensis
estd ampliamente distribuida en zonas templadas productoras de maiz. Este nematodo formador
de quiste se ha reportado en los siguientes estados: Jalisco, México, Michoacan, Puebla,
Querétaro, Tlaxcala, Veracruz (Vazquez, 1976; Sosa-Moss, 1986; Baldwin y Mundo-Ocampo,

1991).

Los dafios que se observan en campos infestados con P. chalcoensis son machones con plantas
cloréticas, achaparramiento y marchitez. En suelos arenosos, se observan los sintomas de manera
drastica. Dos meses después de la siembra, se encuentra una gran cantidad de hembras blancas
que se observan adheridas a la superficie de la raiz de las plantas infestadas. El dafio es mas
severo durante la temporada de lluvias, ya que estimula la eclosion de los juveniles y favorece la
invasion de las raices. P. chalcoensis sobrevive y se reproduce bien en todo tipo de suelos, pero

el dafio es mas severo en los suelos arenosos volcanicos. Estudios realizados en invernadero,
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reportan que las heridas causadas por P. chalcoensis permiten la entrada de patdgenos como los
hongos, la asociacion de dichos patdgenos pueden llegar a causar pérdidas del rendimiento de

hasta el 90% (Sosa-Moss 1987; Baldwin y Mundo-Ocampo, 1991).

En condiciones experimentales, el ciclo de vida se completa aproximadamente de 30 a 50 dias.
Las hembras forman un quiste globoso o en forma de pera, palido a marron oscuro, puede
contener de 200 a 400 huevos. Los juveniles de segundo estadio emergen de los quistes, penetran
a las raices de su hospedante y establecen un sitio de alimentacion especializado (sincitio) en los
tejidos de la raiz (Mundo-Ocampo y Baldwin; 1984). Suérez et al. (1985), mencionan que P.
chalcoensis inducen la formacién de sincitios en la endodermis y adyacente a las células del
periciclo. Las células del periciclo se hipertrofian, el citoplasma se vuelve denso y el nicleo

hipertrofiado.

2.8 Clasificacion taxonomica de Cactodera rosae Cid del Prado y Miranda, 2008

Clase: Nematoda
Subclase: Secernentea
Orden: Tylenchida
Suborden: Tylenchina
Superfamilia: Tylenchoidea
Familia: Heteroderidae

Subfamilia: Heteroderinae

Género: Cactodera

Especie: C. rosae
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2.9 Aspectos generales de Cactodera rosae

El género Cactodera es nativo del hemisferio occidental. Actualmente, el género Cactodera
cuenta con 14 especies, tales como: C. cacti (Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941) Krall &
Krall, 1978 como especie tipo y probablemente nativa de México y quizas en el centro y sur de
América, se encuentra distribuida ampliamente. Aunque estd mejor adaptado a subtropicos
aridos, se ha dispersado ampliamente por las plantas ornamentales y en climas frios se encuentra
comunmente en invernaderos (Krall and Krall, 1978 citado por Baldwin y Mundo-Ocampo,
1991); C. acnidae (Schuster & Brezina, 1979) Wouts, 1985; C. amaranthi (Stoyanov, 1972)
Krall & Krall, 1978; C. eremica Baldwin & Bell, 1985; C. estonica (Kirjanova & Krall, 1963)
Krall & Krall, 1978; C. evansi Cid del Prado & Rowe, 2000; C. galinsogae Tovar Soto, Cid del
Prado, Nicol, Evans, Sandoval & Martinez, 2003; C. milleri Graney & Bird, 1990; C. radicale
Chizhov, Udalova & Nasonova, 2008; C. rosae Cid del Prado & Miranda, 2008; C. salina
Baldwin, Mundo-Ocampo & McClure, 1997; C. torreyanae Cid del Prado & Subbotin, 2013; C.
thornei (Golden & Raski, 1977) Wouts, 1985 y C. weissi (Steiner, 1949) Krall & Krall, 1978
(Sturhan, 2002; Tovar-Soto et al., 2003; Cid del Prado y Miranda, 2008; Subbotin et al., 2010;

Cid del Prado y Subbotin, 2013).

Las especies de Cactodera se encuentran asociadas a miembros de Cactaceae, Amaranthaceae,
Chenopodiaceae Caryophyllaceae, Portulacaceae y Polygonaceae principalmente (Stoyanov,
1972; Krall & Krall, 1978; Evans y Rowe, 1998; Sthuran, 2002). Las especies que se encuentran
en Meéxico, son: C. amaranthi, encontrandose en espinaca y otras Chenopodiaceae y
Amaranthaceae en la region central; C. cacti se encuentra asociada a Cactaceae (Tovar-Soto et
al., 2006); C. galinsogae en Galinsoga parviflora, cebada (Hordeum vulgare), Bidens odorata y

Avena fatua en los Valles Altos del estado de Hidalgo; C. evansi parasita al clavel en Villa
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Guerrero, Estado de México; C. salina en Salicornia bigelovii (Chenopodiaceae) en Sonora
(Baldwin et al., 1997; Cid del Prado y Rowe, 2000; Tovar-Soto et al., 2006); C. rosae
parasitando a cebada en Apan, Hidalgo y C. torreyanae parasitando al romerito (Suaeda nigra)
en Texcoco, Estado de México (Cid del Prado y Miranda, 2008; Cid del Prado y Subbotin,
2013). C. rosae se encontrd en cebada en Apan, Hidalgo y en esta ocasiéon se encontré en
Amaranthus hybridus en el Rancho Los Sauces en Tecoac, Huamantla (Cid del Prado, com.

pers.).

Los sitios de alimentacion inducidos por Cactodera son sincitios. En el caso de C. galinsogae
indujo un sincitio de forma irregular, ubicados principalmente en el cilindro vascular y cértex de
las raices de Galinsoga parviflora, Bidens odorata y Hordeum vulgare. Las alteraciones
celulares fueron citoplasma denso y granuloso, engrosamiento y ruptura de células corticales por
la penetracion del nematodo, desorganizacion, desplazamiento y rompimiento del xilema y

floema (Hernandez et al., 2006; Tovar-Soto et al., 2007).

2.10 Clasificacion taxonomica de Meloidogyne sp. (Goeldi, 1892)

Clase: Nematoda

Subclase: Secernentea

Orden: Tylenchida

Suborden: Tylenchina

Superfamilia: Tylenchoidea

Familia: Heteroderidae

Subfamilia: Meloidogyninae
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Género: Meloidogyne

Especie: Meloidogyne sp.

2.11 Aspectos generales de Meloidogyne sp.

Las agallas de los nematodos agalladores se registraron por primera vez en 1855 por Berkeley
quien encontrd raices de pepino infectadas por nematodos dentro de un invernadero en Inglaterra
(Buhrer, 1938). Los nematodos agalladores (Meloidogyne spp.) son de importancia econdémica
como parasitos de plantas y se distribuyen a nivel mundial. Son parasitos obligados y parasitan a
mas de 2000 especies de plantas incluyendo monocotileddneas, dicotileddneas, herbaceas y
plantas lefiosas. Las especies de Meloidogyne parasitan los principales cultivos agricolas,
hortalizas, frutales y plantas ornamentales cultivadas en climas tropicales, subtropicales y
templadas (Walker, 1969; Eisenback y Hitschmann, 1991; Sharma; 2006). La mayoria de las
plantas atacadas pertenecen a las familias Solanaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae, Liliaceae,
Chenopodiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Brassicaceae y Malvaceae las cuales sufren dafios
considerables por los nematodos agalladores en zonas subtropicales y en el Mediterraneo. Las
pérdidas de rendimientos estimadas van de 5 al 60% en los diferentes cultivos (Sharma, 2006).
M. incognita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla son las especies de gran importancia por su

amplia distribucidn en areas agricolas a nivel mundial.

El género Meloidogyne afecta el sistema radical, causando anomalias o malformaciones en los
tejidos de la raiz, alterando la absorcion y conduccion de agua y minerales, afectando la floracion
y fructificacion del cultivo y la reduccion del rendimiento. Cuando la infeccion es severa

provoca la muerte en las plantas (Sharma, 2006). Los juveniles pueden encontrarse a una
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profundidad de 68 cm y ocasionalmente a 249 cm en raices de arboles en suelos arenosos

(Walker, 1969).

El parasitismo se desarrolla con la formacion de células gigantes causando hipertrofia e
hiperplasia a las células adyacentes resultando la formacion de agallas en las raices. Las agallas
son inducidas por reguladores de crecimiento como auxinas y citocininas secretadas por los J2 de
Meloidogyne. Las células gigantes son esenciales en la relacion parasito—hospedante. Su
metabolismo activo se mantiene por las secreciones de la glandula esofagica dorsal o por la
extraccion de solutos por la hembra adulta. Las células gigantes son esenciales para la
transferencia de nutrientes hacia los nematodos. Los fotosintatos son movilizados a las células
gigantes de las raices causando sintomas como reduccion en el crecimiento, clorosis,
amarillamiento, pérdida de vigor, defoliacion prematura, marchitez en regiones calidas y secas
(Bird, 1968; Walker, 1969; Jones y Northcote, 1972; Jones, 1981; Bird y Koltai, 2000; Sharma,
2006; Curtis, 2007) ya que la planta no cuenta con los fotosintatos necesarios para realizar su
actividad metabolica. Las células gigantes son multinucleadas por repetida mitosis sin citocinesis

(Subbotin, 1993).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Obtencion de material vegetal

Se colectdé material vegetal en campo para obtener muestras de raices parasitadas con las
diferentes especies de nematodos estudiadas, las raices (secundarias y terciarias) colectadas
fueron: Solanum rostratum la cual es hospedante de Meloidodera astonei; de S. rostratum
parasitada por Globodera mexicana, de Amaranthus hybridus hospedante de Cactodera rosae
colectadas en el Rancho Los Sauces en Tecoac, Huamantla, Estado de Tlaxcala; de S.
stoloniferum parasitada por Globodera sp., de maiz (Zea mays) hospedante de Punctodera
chalcoensis colectadas en el ejido de San Diego Huehuecalco, Amecameca, Estado de México y
de un arbol tropical parasitadas por Meloidogyne sp., colectadas en el humedal del Centro de
Investigaciones Costeras La Mancha (CICOLMA) Actopan, Estado de Veracruz, perteneciente al

Instituto de Ecologia.

3.2 Fijado de material vegetal

Se procedio a lavar las raices de cada especie vegetal colectada en campo, posteriormente se
realizO una busqueda y observacion detallada revisando las raices en un microscopio
estereoscopico para seleccionar las partes con presencia de quistes o hembras blancas, las cuales
fueron cortadas en fragmentos de 1 cm de longitud para facilitar la penetracion del fijador,
posteriormente se colocaron en el fijador FAA (formaldehido 10%, acido acético 5%, alcohol
50% y agua destilada 35%) (Lopez, et al., 2005). Segun Pulido et al. (2002) los tiempos de
fijacidn que requiere cada 6rgano (tallos, raices u hojas) son diferentes en funcion de su grosor y
dureza. Asi, se requieren dos horas para hojas y flores, mientras que los tallos lefiosos y las raices
de 24-48 horas en el fijador; por lo que los materiales trabajados se dejaron en el fijador un

minimo de 48 horas.
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3.3 Deshidratacion e inclusion en parafina del material vegetal

El material vegetal de cada especie vegetal previamente fijado en FAA se procedié a lavarlo con
agua corriente durante tres minutos, se colocaron las muestras en un porta muestras previamente
identificadas para llevarlos a un cambiador automatico de tejidos de la marca Tissue-Tek® para
su deshidratacion, infiltracion e inclusion en parafina por lo que se realizaron los cambios
graduales de la siguiente manera: alcohol 50%, 70%, 95% (un cambio), 100% (tres cambios),
alcohol absoluto-xilol 1:1, xilol al 100% (tres cambios) y parafina (dos cambios); cada una con
una duracién de cuatro horas excepto en el Gltimo cambio de parafina (Merck) que permanecio

como minimo 48 horas.

3.4 Bloques de parafina con material vegetal incluido

Para formar los bloques de parafina con raices incluidas, se utilizaron cajas de aluminio
etiquetadas, éstas se colocaron en una platina caliente (Thermostat-Lab-Line), se vacio parafina
solida, cuando la parafina paso al estado liquido se colocaron las raices en el fondo de la caja,
orientandola con una aguja de diseccion previamente calentada y se dejé solidificar. Los blogques
de parafina con material vegetal incluido se separaron de las cajas de aluminio y se pegaron en
una base de madera. Con la navaja de un filo se formé una piramide truncada que incluye la
muestra. Se coloco la muestra en el micrétomo rotatorio y se realizaron los cortes seriados a 8 y
10 micrémetros de grosor, teniendo cortes longitudinales y transversales. Se montaron en serie
en portaobjetos con adhesivo de Haupt agregandole unas gotas de formaldehido al 3.7%, para
extender los cortes se pusieron en una platina de calentamiento por 10 segundos, se elimind el
exceso de formaldehido y se dejaron secar los portaobjetos con los cortes adheridos; finalmente
los portaobjetos se colocaron en la platina caliente a una temperatura de 33 °C durante

aproximadamente 12 horas.
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3.5 Tincidn de cortes histologicos

Para tefiir los cortes, se procedio a la eliminacion de la parafina de los cortes adheridos en los
portaobjetos, por lo que se tomaron los portaobjetos con los cortes previamente calentados y se
pasaron a xilol al 100% dos cambios, alcohol al 100%, 96%, 70% y 50% durante tres minutos
cada uno. Posteriormente los cortes se tifieron con safranina al 1% en etanol con un minimo de
duracion de 24 horas, transcurrido el tiempo se procedié a lavar y deshidratar con alcohol al
50%, 70%, se contrastd con verde rapido al 0.03% en etanol al 96% durante unos segundos,
lavando el exceso de verde rapido con alcohol al 100%, se continuaron deshidratando en dos
cambios de alcohol al 100%, se aclararon con dos cambios de xilol puro y finalmente se
montaron en resina sintética (Hycel) colocando el cubreobjetos (Yéanez, 1977). El material se
observo y analizd en un microscopio compuesto American Optical; las fotografias fueron
tomadas con un fotomicroscopio Il de Karl Zeiss con camara digital PAXcam3 y Microscopio

Rossbach con camara canon EOS50D.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Descripcion de alteraciones histologicas causadas por Meloidodera astonei en Solanum
rostratum

Los resultados de este trabajo muestran que en los cortes transversales de las raices sanas de
Solanum rostratum, en crecimiento primario presenta una epidermis formada por células
parenquimatosas de forma isodiamétrica sin espacios intercelulares entre ellas; la corteza
formada por células de parénquima de forma isodiamétrica con espacios intercelulares pequefios
constituida por cuatro estratos de células parenquimatosas, siendo las mas internas la endodermis
formada por una capa de células especializadas que delimita la corteza y el cilindro vascular. El
cilindro vascular formado por dos haces vasculares (diarca) en crecimiento primario (Fig. 1. A).
Las raices en crecimiento secundario se observa que los haces del xilema y floema secundario

son originados por el cambium.

En cortes transversales de raices dafiadas por el nematodo Meloidodera astonei, se observaron
hembras adultas adheridas a las raices, con la parte posterior de su cuerpo fuera de las raices y la
parte anterior embebida en éstas. Se observo que M. astonei penetra a través de las células de la
epidermis y la corteza, causando células colapsadas y necrosadas (Fig. 1. B, C) (Conh et al.,
1984; Heald, 1984; Cid del prado y Cardenas, 1995), el nematodo sigue introduciéndose hasta
llegar a las células del floema secundario en donde se forma el sitio de alimentacion ya que las
células o célula parenquimatosa préxima al floema secundario sufre hipertrofia en donde se
observa una célula modificada con un solo nucleo y nucléolo hipertrofiado (Fig. 1. B, D). El
dafio del nematodo es tan severo que se observan los sitios de alimentacion con muy poco
contenido citoplasmatico y en su mayoria se observan huecos vacios (Fig. 1. B, C). Las

dimensiones de las células gigantes van de 20-234 um de largo x 13-220 um de ancho. Esta
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célula gigante uninucleada presenta en su periferia una division celular abundante con células
pequefias y un nucleo prominente (Fig. 1. D). Algunos sitios de alimentacién se forman entre un
haz vascular y otro, en el parénquima secundario del floema presentando hiperplasia (Fig. 1. B,
C). En algunas raices con crecimiento primario se observa que la célula gigante se origina a

partir del periciclo y abarca casi la totalidad del cilindro vascular (Fig. 1. E).

Se observa que algunos de los tubos cribosos confluyen al sitio de alimentacion por lo que se
considera que abastecen a la célula gigante uninucleada, aunque otros pasan lateralmente al sitio
de alimentacion permitiendo a la planta evadir los dafios ocasionados por M. astonei, por lo que
se considera que existe una coevolucion entre S. rostratum y M. astonei ya que aparentemente

las células del floema no estan dafiadas (Fig. 1. F, H).

En cortes longitudinales se observa que los sitios de alimentacion se encuentran a nivel del
floema secundario dentro del cilindro vascular, presentando un nidcleo muy grande con su
respectivo nucléolo, se forman huecos grandes y ademas la corteza se necrosa y se colapsa. Las
células del floema secundario se agrandan y presentan un citoplasma con contenido denso,
posteriormente estas células se observan completamente vacias. El tamafio de estas células
gigantes es de 63-360 um de largo x 28-158 um de ancho. Las células circunvecinas muestran

division celular excesiva con un citoplasma denso y nucleos prominentes (Fig. 1. F, G, H).

Meloidodera astonei indujo células gigantes basicamente en el floema secundario; similar a lo
indicado por Heald (1984), en donde reporta que M. charis induce la célula gigante en el
protofloema y en algunas ocasiones en el metaxilema en Abelmoschus esculentus y Euphorbia
glyptosperma. A diferencia de lo reportado por Mundo Ocampo y Baldwin (1983) en donde

induce su sitio de alimentacion en el periciclo en Paeonia californica. Las especies como M.
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floridensis en Pinus taeda, P. clausa y P. elliottii; M. belli en Artemisia tridentata, M. mexicana
en Capsicum annuum y M. zacanensis en Crataegus pubescens indujeron la célula gigante en el
periciclo, aunque basicamente el sitio de alimentacion lo establecen en el cilindro vascular de sus
respectivos hospedantes. Las células gigantes inducidas por las especies del género Meloidodera
presentan citoplasma denso, uninucleadas con nucléolos hipertrofiados, excepto M. charis en
Abelmoschus esculentus y Euphorbia glyptosperma que fueron multinucleados y en M. astonei
en S. rostratum, presentaron poco contenido citoplasmatico e inclusive en la mayoria se
observaron vacios. Las especies estudiadas de Meloidodera al igual que M. astonei, las células
adyacentes que rodean a la célula gigante presentan hiperplasia, a diferencia de M. charis y M.
belli que presentaron tanto hipertrofia como hiperplasia y en M. astonei las celulas tienen
nacleos prominentes. M. charis, M. belli, M. mexicana y M. astonei extienden el crecimiento de
la célula gigante dentro del cilindro vascular provocando desplazamiento y distorsiéon de los
haces vasculares del xilema y floema a diferencia de M. zacanensis y M. floridensis que no
distorsionan tanto a los haces vasculares (xilema y floema) (Mundo-Ocampo y Baldwin, 1983;

Cohn et al., 1984; Heald, 1984; Cid del Prado y Cérdenas, 1995).
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Figura 1. Histopatologia inducida por Meloidodera astonei A-G. Corte transversal: A: Raiz sana de
Solanum rostratum; B: Células corticales necrosadas y colapsadas, CG con denso contenido
citoplasmatico; C: CG sin contenido citoplasmatico; D: CG con un solo nicleo y nucléolo hipertrofiado;
E: Raiz con crecimiento primario con dafio severo en el cilindro vascular; Corte longitudinal: F, G: CG
con citoplasma denso uninucleado hipertrofiado; H: CG con poco contenido citoplasmético. C= corteza,
Cam= cambium, CG= célula gigante, E= epidermis, F= floema, N= nicleo, Ne= nematodo, Nec=
necrosis, Nu= nucléolo, Rm= radio medular, X= xilema, Xs= xilema secundario.
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4.2 Descripcion de alteraciones histolégicas causadas por Globodera sp. en Solanum
stoloniferum

La raiz sana de Solanum stoloniferum presenta una epidermis con células parenquimatosas
isodiamétricas, la corteza formada por cuatro estratos de células parenquimatosas, con una
endodermis, el cilindro central formado por dos haces vasculares de xilema y dos de floema,

posteriormente ocurre el crecimiento secundario (Fig. 2. A).

En los cortes transversales se observd el dafio provocado por la introduccién de Globodera sp. en
la raiz, provocando necrosamiento y colapso en las células de la corteza. Wyss (1992) reportd
que la migracion del juvenil (J2) de Heterodera schachtii es intracelular por lo que provoca
ruptura en las paredes celulares. En este estudio se observé que a medida que el nematodo crece,
se forman huecos grandes que destruyen la mayor parte de la corteza y el cilindro vascular (Fig.
2. B). El sitio de alimentacion de Globodera sp., es inducido en las células del periciclo. Las
células del floema y de la corteza son afectadas por el aumento de tamafio de las células del
periciclo y cambium (Fig. 2. D). En el cilindro vascular, entre un haz vascular y otro es en donde
se desarrollan los sincitios presentandose células hipertrofiadas con abundante citoplasma
granuloso ocupando la parte mas interna del cilindro vascular de las raices (Fig. 2. B, C). Las
raices afectadas son de crecimiento primario y secundario, el xilema es afectado, pero como hay
crecimiento secundario del xilema, la planta puede seguir desarrollandose. Los dafios pueden
abarcar desde el cilindro central hasta la parte mas interna que es la médula, el floema también es
dafado (Fig. 2. B, C, E). Las células adyacentes son hipertrofiadas y pierden la pared celular por
lo que forman un sincitio (Fig. 2. D). Los sincitios presentaron dimensiones de 35-290 pum de
largo x 25-230 um de ancho y los ndcleos de 15-43 um de largo x 8-23 um de ancho. En los

cortes longitudinales, las células que forman parte del sitio de alimentacion, mostraron un
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crecimiento robusto en relacién al didmetro de las raices, el tamafio de los sincitios fueron de 73-
900 um de largo x 20-310 um de ancho. El floema fue muy afectado y el xilema presenté menor

dano. El citoplasma muy denso (Fig. 2. F, G, H).

Estudios realizados por Doucet et al. (2004) reportaron que G. tabacum forma su sitio de
alimentacion en células corticales, periciclo, xilema y floema en Nicotiana tabacum. Por lo que
es similar a lo observado en Globodera sp. ya que induce su sitio de alimentacion en las células
del periciclo, las células del floema y corteza son afectadas presentando hipertrofia en las raices
S. stoloniferum. En otras especies estudiadas como G. rostochiensis que afect6 a las células de la
endodermis, periciclo, parénquima vascular y corteza (Rice et al., 1987) y los sincitios inducidos
en S. lycopersicon por G. pallida se observaron en el cilindro central, células corticales, las
células adyacentes con presencia de hiperplasia (Vovlas et al., 1986). Melillo et al. (1990)
también estudio a G. pallida parasitando a papa en donde reporta que los cultivares Diamante e
Irene afectd el cilindro central a diferencia del cultivar Anosta que desarrollé el sincitio en las
células corticales y partes externas del cilindro vascular. EI género Globodera afecta
principalmente al cilindro vascular aunque también las células corticales pueden formar parte del
sincitio y pueden presentar hiperplasia en las células adyacentes al sincitio. El sincitio presenta
citoplasma denso, granuloso con degradacion de paredes celulares y nudcleos hipertrofiados.
Globodera sp., afecta al floema por el crecimiento del sincitio por lo que se considera que el

dafio es mas severo que G. rostochiensis, G. pallida y G. tabacum.
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Figura 2. Histopatologia inducida por Globodera sp. A-H. Corte transversal: A: Raiz sana de Solanum
stoloniferum; B: Sitio de alimentacion con citoplasma denso y destruccion de la corteza y cilindro
vascular por el crecimiento del cuerpo de Globodera sp.; C: Sincitio con nucleos hipertrofiados formando
agregados y nucléolos hipertrofiados; D: Sincitio con degradacion de paredes celulares; E: Sincitio con
citoplasma denso y granuloso, nucleos y nucléolos hipertrofiados; Corte longitudinal: F, G, H: Sincitio
con citoplasma denso, granuloso, nucleos y nucléolos hipertrofiados. C= corteza, Cam= cambium, E=
epidermis, En= endodermis, F= floema, Fp= floema primario, Mna= material nuclear agregado, N=
nacleo, Ne= nematodo, Nu= nucléolo, Pe= periciclo, RI= raiz lateral, Rm= radio medular, S= sincitio, X=
xilema, Xp= xilema primario, Xs= xilema secundario.
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4.3 Descripcion de alteraciones histologicas causadas por Globodera mexicana en Solanum
rostratum

En los cortes transversales se muestra que Globodera mexicana entra a través de la corteza
provocando necrosamiento y colapsamiento de ésta (Fig. 3. A), hasta alcanzar las células del
periciclo en las raices con crecimiento primario y del cambium interfascicular en raices con
crecimiento secundario, en donde induce cambios morfolégicos y fisiologicos para formar el
sincitio, afectando la corteza y gran parte del parénquima del cilindro central (Fig. 3. A, B). Las
células que rodean al sitio de alimentacion presentan hiperplasia, tienen una pared celular
delgada, nucleos prominentes y citoplasma denso (Fig. 3. C). El sincitio dafia tanto al xilema
secundario como al floema secundario. Las dimensiones del sincitio fueron de 28-198 um de
largo x 18-150 pum de ancho. En corte longitudinal se observa que el sincitio se forma a partir de
células del periciclo y del cambium, las cuales presentan hipertrofia celular con abundante
citoplasma, ndcleos y nucléolos hipertrofiados, el floema secundario abastece al sincitio, éste
funge como almacén de fotosintatos. Las dimensiones de los sincitios en este plano fueron de 50-
560 um de largo x 38-200 um de ancho (Fig. 3. D, E, F). En algunas de las células de la corteza

presentaron taninos.

G. mexicana indujo su sitio de alimentacion en las células del periciclo y cambium
interfascicular afectando a la corteza, las células adyacentes al sincitio presentaron hiperplasia,
por lo que es similar a lo observado por Vovlas et al. (1986) y Melillo et al. (1990) en G. pallida
ya que el sincitio afecto al cilindro central, células corticales y las células adyacentes al sincitio
presentaron hiperplasia. Por otra parte, G. rostochiensis también afecté las células de la
endodermis, periciclo, parénquima vascular y corteza (Rice et al., 1987). G. tabacum indujo el

sincitio en células corticales, periciclo, xilema y floema en N. tabacum (Doucet et al., 2004),
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estas observaciones nos indican que las especies del género Globodera afectan principalmente al
cilindro vascular. Los sincitios de G. mexicana presentaron degradacién de paredes celulares,
citoplasma denso y nucleos hipertrofiados como en G. rostochiensis, G. pallida y G. tabacum.
Melillo et al. (1990) sefialan que las células en donde son inducidos los sincitios pueden estar
relacionadas con los diferentes grados de susceptibilidad del hospedante. Otros géneros que
provocan hiperplasia en las células adyacentes al sincitio como G. mexicana son Heterodera
glycines causando hipertrofia e hiperplasia en los sincitios inducidos en raices de soya resistente
y susceptible (Endo, 1991). Cactodera galinsogae también provocd hiperplasia en las células
adyacentes a los sincitios en raices de Galinsoga parviflora y Bidens odorata. (Hernandez et al.,

2006).
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Figura 3. Histopatologia inducida por Globodera mexicana A-D. Corte transversal: A: Raiz de S.
rostratum con necrosis y colapso de células de la corteza, sincitio con citoplasma denso; B: Corteza
afectada por el Sincitio; C: Hiperplasia de las células adyacentes al sincitio; Corte longitudinal: D:
Sincitio con material nuclear agregado e hipertrofiado; E: Sincitio provocando dafio en el xilema y
floema; F: Sincitio con nucleos hipertrofiados. C= corteza, Cam= cambium, E= epidermis, F= floema,
Mna= material nuclear agregado, N= nlcleo, Ne= nematodo, Pe= periciclo, S= sincitio, X= xilema
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4.4 Descripcion de alteraciones histologicas causadas por Punctodera chalcoensis en Zea
mays

Las raices sanas de Zea mays presentan una epidermis, una corteza formada por varios estratos
de 12 a 15 células parenquimaticas isodiamétricas con espacios intercelulares pequefios, la capa
interna es la endodermis uniestratificada formada por células isodiamétricas sin espacios
intercelulares entre ellas, las cuales presentan la banda de Caspary; el cilindro vascular esta
formado por el periciclo que es un tejido meristematico a partir del cual se originan las raices
laterales, proximo a este periciclo se encuentran varios vasos del protoxilema, en la region
interna se encuentran los vasos del metaxilema de gran diametro en donde el floema alterna entre
estos vasos y la parte mas interna se encuentra la médula formada por células parenquimatosas

isodiamétricas (Fig. 4. A).

Las observaciones realizadas en los cortes transversales nos muestra que Punctodera chalcoensis
penetra a través de la corteza hasta llegar a las células del periciclo. Las células de la corteza se
observan necrosadas algunas colapsadas, similar a lo observado por Suérez et al., (1985) en
donde reportan que las células corticales son dafiados por la penetracion del nematodo. El cuello
de P. chalcoensis crece tanto hasta alcanzar las células del periciclo, las cuales se modifican
aumentando de tamafio, de tal manera que la endodermis forma como una protuberancia por el
crecimiento de dichas células del periciclo afectadas por el nematodo que a su vez, dafian a las
células de la corteza (Fig. 4. B). Las células que aumentan de tamafio se encuentran proximas a
las células del floema posiblemente se abastecen de éste. Las células del periciclo afectadas por
el nematodo aumentan de tamafio, ademas muestran nucleos hipertrofiados (Fig. 4. C). Las
células que forman el sincitio, estd formado por varias células del periciclo, endodermis y

corteza, las cuales presentan citoplasma granuloso con gran actividad que deben estar
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translocando fotosintatos (Fig. 4. D). En los cortes longitudinales se observan las células de la

corteza, endodermis y periciclo hipertrofiados presentando citoplasma denso (Fig. 4. E, F).

Punctodera chalcoensis forma su sitio de alimentacion basicamente en las células del periciclo,
la endodermis y la corteza se ven afectadas, las células que aumentan de tamafio estan proximas
al floema; Suarez et al. (1985) reportan observaciones similares a diferencia de que sefialan que
el sincitio inicia generalmente en las células de la endodermis y en algunos casos se establece en
las células del periciclo y corteza. Otras especies de nematodos formadores de quistes tales
como: Heterodera glycines, H. schachtii, Globodera rostochiensis, G. pallida, G. tabacum y
Cactodera galinsogae, también forman sus sitios de alimentacion en el cilindro vascular y en
algunas ocasiones en la corteza, en donde el grupo de células rompen sus paredes celulares y los
citoplasmas se van fusionando llegando a ser un sincitio multinucleado, con citoplasma denso,
nucleos y nucléolos hipertrofiados (Rice et al., 1987; Melillo et al., 1990; Endo, 1991; Doucet et

al., 2004; Hernandez et al., 2006; Wieczorek y Gundler, 2006; Tovar-Soto et al., 2007).
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Figura 4. Histopatologia inducida por Punctodera chalcoensis A-D. Corte transversal: A: Raiz sana de
Zea mays; B: Raiz con inicio de la hipertrofia en células corticales, endodermis y periciclo; C: Sincitio
hipertrofiado con citoplasma denso y nlcleos hipertrofiados; D: Sincitio en las células del periciclo,
endodermis, corteza con presencia de necrosis; Corte longitudinal: E, F: Células necrosadas y colapsadas
de la corteza, sincitio en células corticales, endodermis, periciclo con citoplasma denso. C= corteza, E=
epidermis, En= endodermis, F= floema, M= médula, Mna= material nuclear agregado, Ne= nematodo,
Nec= necrosis, Pe= periciclo, S= sincitio, X= xilema.
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4.5 Descripcion de alteraciones histologicas causadas por Cactodera rosae en Amaranthus
hybridus

En las raices sanas de A. hybridus se observa una peridermis, ya que estas raices presentan
crecimiento secundario, una corteza delgada de cuatro estratos de células, una endodermis y el
cilindro central formado por cuatro haces de xilema (tetrarca) y cuatro haces vasculares de

floema (Fig. 5. A).

En los cortes transversales de las raices de A. hybridus afectadas por Cactodera rosae, se
observé gue el segundo estadio juvenil (J2), al introducirse en las raices va causando necrosis de
las células de la corteza que a su vez, induce hipertrofia celular. Cuando el nematodo selecciona
la célula para establecer su sitio de alimentacién, la célula comienza a presentar cambios
morfoldgicos y fisioldgicos debido a que el nematodo secreta sustancias las cuales provocan esos
cambios, la célula afectada presenta hipertrofia celular, y al paso del tiempo se afectan las células
adyacentes, formando un grupo de varias células hipertrofiadas, las cuales van degradando sus
paredes, estas células presentan un citoplasma muy denso, ndcleos que miden 13-25 um de largo
x 8-20 um de ancho y nucléolos hipertrofiados, formando una estructura conocida como sincitio
multinucleado. Estas células que presentan hipertrofia estan proximas al tejido vascular del
floema originadas por el cambium y periciclo, dependiendo de la ontogenia de los tejidos y
abarcando casi la mitad del diametro de la raiz (Fig. 5. B, C, D). Los sincitios miden 40-185 pum
de largo x 35-95 um de ancho. Los sincitios son abastecidos por el floema lateral ya que éste no
es dafiado, finalmente estos sitios de alimentacion se necrosan. El floema no es afectado en su
totalidad por lo que le permite a la planta desarrollarse. Los cortes longitudinales nos muestran
que C. rosae forma sincitios en la peridermis ya que estas células parenquimatosas son

meristematicas, las cuales estan derivando del meristemo secundario llamado fel6geno, capaces
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de ser modificadas por las secreciones de dicho nematodo, que a su vez, se observa la
introduccidn de su cabeza en esta misma region, en donde ha inducido la formacion de células
hipertrofiadas las cuales pueden abarcar células del floema y al cabo de cierto tiempo el
contenido citoplasmatico denso se ve disminuido (Fig. 5. E). El sincitio crece longitudinalmente,
las células son muy alargadas y sus medidas fueron de 105-700 pum de largo x 30-183 um de
ancho, multinucleadas con sus respectivos nucléolos, las cuales también sufren hipertrofia. Por el
crecimiento tan fuerte, el floema es afectado principalmente, el xilema en menor grado (Fig. 5. E,

F, G, H).

Observaciones reportadas por Tovar-Soto et al. (2007) en Hordeum vulgare reportan que el
nematodo C. galinsogae afectd las células del cilindro vascular y cortical, con desorganizacion,
desplazamiento y rompimiento del xilema y floema. Similar al dafio provocado por C. rosae en
A. hybridus, en donde formo su sitio de alimentacion en las células que estan proximos al tejido
vascular del floema originadas por el cambium vy periciclo, a su vez, las células corticales son
afectadas. El xilema fue afectado pero principalmente el floema. Asimismo, otras especies como
C. eremica inducen sincitios grandes con desorganizacion de gran parte del cilindro vascular en
las raices de Atriplex confertifolia (Baldwin y Bell, 1985) y C. galinsogae en Galinsoga
parviflora y Bidens odorata, los sincitios fueron ubicados principalmente en el cilindro vascular
y cortex, hubo presencia de hiperplasia en las células adyacentes del sincitio (Hernandez et al.,
2006) lo que no fue observado en C. rosae y C. eremica. Los sincitios presentan hipertrofia
celular, sus paredes fueron degradandose permitiendo la fusion de los citoplasmas densos, con
nucleos y nucléolos hipertrofiados (Hernandez et al., 2006, Tovar-Soto et al., 2007). Por otra
parte, Otras especies como H. glycines, G. rostochiensis, G. pallida, G. tabacum son especies

que inducen su sitio de alimentacion en el cilindro vascular pero a la vez afectan a las células
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corticales; lo que fue observado el C. rosae y a su vez, el dafio principal en el floema también se

presentd en G. tabacum (Rice et al., 1987; Melillo et al., 1990; Endo, 1991; Doucet et al., 2004).
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Figura 5. Histopatologia inducida por Cactodera rosae A-H. Corte transversal: A: Raiz sana de
Amaranthus hybridus; B: Sincitio en corteza y tejido vascular del floema; C: Degradacion de pared
celular del sitio de alimentacion y citoplasma denso; D: Sincitio con nucleo y nucléolo hipertrofiados;
Corte longitudinal: E: Sincitio con células hipertrofiadas y alargadas; F: Sincitio con paredes celulares
degradados; G, H: Sincitio con poco contenido citoplasmatico, nlcleos y nucléolos hipertrofiados. C=
corteza, Cam= cambium, E= epidermis, F= floema, Mna= material nuclear agregado, Ne= nematodo,
Nec= necrosis, N= nulcleo, Nu= nucléolo, RI= raiz lateral, S= sincitio, X= xilema.
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4.6 Descripcion de alteraciones histologicas causadas por Meloidogyne sp. en arbol tropical

En las raices sanas de un arbol tropical se observo la peridermis formada por felégeno las cuales
son células meristematicas, en donde las células externas dan origen al stber o corcho y éstos
contienen taninos. Por otra parte, las células internas forman la felodermis, las cuales son células
vivas con un nicleo prominente. La corteza esta formada por varios estratos de células y dentro
de éstas hay grupos de células que contienen posiblemente almidén y en la parte mas interna de
la corteza esta el cambium, el cual da origen al floema secundario hacia la parte externa y hacia
la parte interna al xilema secundario. La parte interna esta ocupada completamente por el xilema

por lo que no presenta médula (Fig. 6. A).

Las hembras de Meloidogyne sp. se encontraron embebidas completamente en las raices del
arbol lefioso, con la parte anterior hacia el cilindro vascular y la parte posterior en la corteza,
presentando una fuerte hiperplasia de la cual se forman las agallas, aunque las agallas son
pequerias, las cuales miden de 0.30 — 2.3 mm, las células corticales que estan cercanas al cuerpo
del nematodo presentan lignificacion (Fig. 6. B). Meloidogyne sp. establece su sitio de
alimentacion en las células del parénquima que forman los radios medulares entre los haces
secundarios del xilema y floema, formando grupos de 4-19 células gigantes multinucleadas, estas
células presentan un citoplasma denso, con nucleos y nucléolos hipertrofiados. En la zona
meristematica de la corteza que es parte del felégeno presenta hipertrofia celular (Fig. 6. C, D).
Debido a la presencia de mitosis nuclear, la gran mayoria de nucleos presentan dos nucléolos. En
los cortes longitudinales se observan células gigantes multinucleadas sin presentar necrosis. En
el sitio de alimentacion presenta hipertrofia e hiperplasia de las células adyacentes, estas células
son abastecidas por el floema secundario, fotosintatos de los cuales se alimenta el nematodo (Fig.

6. E, F).
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Durante la formacion del sitio de alimentacidn, algunas células presentan hipertrofia e
hiperplasia que son caracteristicos en las células gigantes y formacién de agallas (Williamson y
Hussey, 1996); las células gigantes pueden establecerse en las células corticales, endodermis,
periciclo y parénquima vascular de los tejidos radicales de sus hospedantes Hussey y Williamson
(1997 citado por Vovlas et al., 2005). En este trabajo se observamos que Meloidogyne sp.
establece su sitio de alimentacion en las células del parénquima que forman los radios medulares
formando grupos de 4 a 19 células gigantes multinucleadas. La cantidad de ndcleos presentes en
cada célula gigante fue de 3 a 23 en el plano transversal y de 3 a 47 en el plano longitudinal.
Medina-Canales et al. (2011), mencionan que M. arenaria formaron grupos de 4 a 12 células
gigantes multinucleadas y para M. hapla de 3 a 7 células gigantes en zanahoria (Daucus carota).
Asimismo, reportan que la cantidad de ndcleos observados vari6 entre 40 y 60. Pedrosa et al.
(1996) observaron de 5-8 células gigantes inducidas por M. arenaria en frijol (Phaseolus
vulgaris) y el numero de nucleos en M. arenaria raza 2 fue de 16-64 mientras que en M.
arenaria raza 1 hubo de 8-34 nucleos por cada célula gigante. Vovlas et al. (2005) reportan que
M. arenaria forman grupos de 4-6 células gigantes en garbanzo (Cicer arietinum) y el nimero de
nucleos fue de 20-30. Bird (1973) reporta que observd 40 nucleos por célula gigante en haba
(Vicia faba) causado por M. javanica. De los estudios realizados presentaron menor cantidad de
grupos de células gigantes que Meloidogyne sp. Sin embargo, se asemeja al grupo de células
minimas formadas por M. arenaria en zanahoria en donde la cantidad minima fue similar pero el
méaximo que fue de 12, es superado por Meloidogyne sp. siendo 19 células gigantes. Por otra
parte, la cantidad de ndcleos que se contabilizaron en cada célula gigante es variable a los
reportados por Medina-Canales et al. (2011), Pedrosa et al. (1996), Vovlas et al. (2005) y Bird

(1973). Adicionalmente, se observé que la gran mayoria de nucleos presentan dos nucléolos. Las
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células gigantes presentan un citoplasma denso, con nucleos y nucléolos hipertrofiados. Las
células adyacentes a las células gigantes presentaron hiperplasia, las cuales fueron similares a lo
observado por Singh et al. (2013), en donde reportaron que la repuesta inmediata en Lens
culinaris causada por M. arenaria fue hipertrofia e hiperplasia en los tejidos de la raiz cercana a
la parte anterior del nematodo. Estas células hipertrofiadas presentaron citoplasma denso y
granular.  Medina-Canales et al. (2011), observaron que las células gigantes presentan
citoplasma denso y granuloso afectando principalmente a las células del cilindro vascular y
corteza con nucleos y nucléolos hipertrofiados en zanahoria. Las células gigantes son
multinucleadas con nacleos y nucléolos hipertrofiados y se incrementa en la densidad
citoplasmatica (Huang, 1985 citado por Vovlas et al., 2005). Medina-Canales et al. (2011),
reportaron que observaron desplazamiento en el cilindro vascular en zanahoria lo que fue
causado por Meloidogyne sp. sin embargo, se observd que el xilema es el que abastece a las

celulas gigantes.
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Figura 6. Histopatologia inducida por Meloidogyne sp. A-F. Corte transversal: A: Raiz sana de arbol
tropical; B: Hembras embebidas en las raices, con presencia de hiperplasia celular; C, D: Células gigantes
multinucleadas y nucléolos hipertrofiados, citoplasma denso; Corte longitudinal: E, F: Células gigantes
multinucleadas con hiperplasia en células adyacentes. C= corteza, Cam= cambium, CG= célula gigante,
F= floema, Fe= feldgeno, Fel= felodermis, Fs= floema secundario, N= nucleo, Ne= nematodo, Rm= radio
medular, X= xilema, Xs= xilema secundario.
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5. CONCLUSIONES
En este estudio se observaron tres tipos de sitios de alimentacion: 1) una sola célula gigante con
un solo nacleo hipertrofiado inducido por Meloidodera astonei, 2) sincitio gigante multinucleado
inducido por los nematodos como Globodera sp., Globodera mexicana, Punctodera chalcoensis

y Cactodera rosae y 3) células gigantes multinucleadas inducidas por Meloidogyne sp.

La condicion de multinucleados de los sitios de alimentacion inducidos por los nematodos
formadores de quistes (Globodera sp., G. mexicana, P. chalcoensis y C. rosae) es por la
degradacion de paredes celulares y fusion de citoplasmas y el nimero de ndcleos es mucho
menor. Por otra parte, el nematodo agallador (Meloidogyne sp.) inducen células gigantes en

donde los nucleos presentaron mitosis, razén por la cual hay mayor cantidad de nucleos.

En todas las especies estudiadas, los sitios de alimentacion se forman a partir de células no
diferenciadas o meristematicas como del felégeno, periciclo y cambium. Las células dafiadas

presentaron hipertrofia, citoplasma denso, nucleos y nucléolos hipertrofiados:

M. astonei indujo una célula gigante en el floema secundario observandose poco contenido
citoplasmatico e inclusive la mayoria vacios, las células que rodean a la célula gigante
presentaron hiperplasia con nucleos prominentes. Algunas de las raices con crecimiento

primario, el cilindro vascular fue dafiado casi en su totalidad.

Globodera sp. establecio su sincitio en las células del periciclo afectando al floema y corteza. El
floema present6 mayor dafio que el xilema. En el caso de G. mexicana, las alteraciones inducidas
fueron basicamente en las células del periciclo y cambium interfascicular presentando hipertrofia
y las células circunvecinas del sincitio presentaron un exceso de division celular. El dafio fue

tanto al xilema como al floema secundario.
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P. chalcoensis dafia principalmente a las células del periciclo en donde indujo su sincitio, aunque

también es afectada la endodermis y las células corticales.

En C. rosae se observo que las células del periciclo y cambium proximas al floema fueron
dafadas, aunque el sincitio también afect6 a las células corticales provocando hipertrofia celular.

El floema abastece al sincitio por lo que se ve afectado.

Meloidogyne sp. estableci6 las células gigantes multinucleadas en las células del parénquima que
forman los radios medulares entre los haces secundarios del xilema y floema, formando grupos
de 4-19 celulas hipertrofiadas en donde la mayoria de los nucleos presentaron dos nucléolos. La

corteza presentd hipertrofia. El floema secundario abastece a las células gigantes.
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ANEXOS

Preparacion del fijador FAA

Formaldehido 100 ml
Alcohol etilico 96% 500 ml
Acido acético glacial 50 ml

Agua destilada 350 ml

Verde rapido en alcohol al 70%

Verde rapido (Sigma) 3%

Alcohol etilico 70% 250 ml

Agitar 20 a 30 min para permitir disolver el colorante

Safranina en agua

SafraninaO (Sigma) 0.05¢
Cloruro de sodio 2%
Agua destilada 1L

Agitar 20 a 30 min para disolver los componentes

Adhesivo de Haupt

Gelatina 1.00g
Fenol 2.00¢g
Glicerol 15 ml

Agua destilada 100 ml

Formaldehido al 3.7%
Formaldehido 37% 10 ml
Agua destilada 90 ml
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