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RESUMEN

Los nematodos noduladores producen agallas radiculares que en su interior
presentan sitios permanentes de alimentacion conocidos como “células
gigantes” que obstruyen el transporte de agua y nutrientes al resto de la
planta. En ocasiones estas células gigantes convergen, las paredes celulares
se destruyen y los haces vasculares quedan ocupados por espacios
vacios. El género principal de nematodos noduladores, Meloidogyne esta
ampliamente distribuido en Argentina pero hasta el presente no se habia
realizado en el pais ningln estudio sobre los cambios histopatologicos que
estos nematodos provocan sobre plantas de poroto (Phaseolus vulgaris
L.). Para describir las alteraciones producidas en las raices de poroto
por Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwwod, se incluyeron 10 secciones
de las mismas en parafina y se hicieron cortes de 10 um de espesor con
microtomo rotatorio. Los cortes se tineron con colorante safranina-verde
rapido para su analisis. Las raices infestadas mostraron sitios grandes de
alimentacion los cuales se ubicaron principalmente en el cilindro vascular,
destruyendo los vasos de conduccion del xilema y del floema. También se
observo hiperplasia y presencia de nicleos hipertrofiados. La informacion
presentada permitira diferenciar las alteraciones radiculares producidas
por M. arenaria de las provocadas por otros nematodos endoparasitos
sedentarios.

Palabras clave: células gigantes, histopatologia, Meloidogyne arenaria,
Poroto.

SUMMARY

Root knots nematodes produce root galls having specialized feeding
sites inside known as “giant cells”, that water and nutrient transport.
Occasionally, giant cells converge, cell walls are destroyed, and vascular
bundles are occupied by empty spaces. The main root-knot nematode
genus, Meloidogyne spps. is widely distributed in Argentina, but so far no
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studies about the histopathological changes that these nematodes cause
on bean plants (Phaseolus vulgaris L.) have been conducted before. In
order to describe histological changes caused by Meloidogyne arenaria
(Neal) Chitwood, on bean roots, 10 portions were placed in paraffin and
cuts of 10 m thick using rotary microtone were made. The sections were
later stained with safraning fast green staining to allow their observation.
Infested roots showed large feeding sites which were located mainly in
the vascular cylinder, destroying xylem and phloem conduction vessels.
Hyperplasia and, the presence of hypertrophied nuclei were also observed.
The information presented in this paper will allow to distinguish root
alterations caused by M. arenaria from those caused by other root-knot

nematodes.

Keywords: bean, giant cells, histopathology, Meloidogyne arenaria.

INTRODUCCION

ElL término histopatologia hace referencia
al estudio microscopico de los tejidos y a
las alteraciones celulares de las plantas, en
relacion con el parasitismo (National Academy
of Sciencies, 1980). Las agallas son estructuras
anormales de tejidos u organos de las plantas
que se desarrollan por la reaccion especifica a la
presencia o actividad de un organismo parasito
inductor (Shorthouse et al., 2005). Las especies
del género Meloidogyne se caracterizan por ser
formadoras de agallas radiculares que inducen a
la formacion de sitios especificos de alimentacion
conocidos como “células gigantes” que alteran el
sistema radicular de las plantas. (Escobar Avila.
et al., 2017). La continuidad del haz vascular se ve
interrumpiday se altera la funcionalidad de la raiz.
(Gallardo et al., 2018). El género Meloidogyne esta
ampliamente distribuido en la Argentina (Doucet,
M.y Lax, P., 2007), pero hasta el presente no existen
antecedentes sobre los cambios histopatologicos
que estos nematodos provocan en las raices de
Phaseolus vulgaris. Trabajos recientes (Gallardo et
al., 2018) han permitido identificar en la provincia
de Jujuy (Argentina) plantas cultivadas de poroto
infestadas con Meloidogyne arenaria (Neal)
Chitwood. Con el fin de contribuir a la comprension
de las relaciones huésped-parasito que se
verifican en este patosistema, se plantea como
objetivo describir las alteraciones histopatologicas
producidas por M. arenaria en las raices de plantas
de poroto de la localidad de Palpala (provincia de
Jujuy, Argentina).
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MATERIALES Y METODOS

Para realizar el presente estudio se procedio
a realizar cortes sobre raices de plantas de poroto
blanco variedad Alubia con 25 dias de crecimiento
en macetas de 3kg de suelo esterilizado, infestadas
con M. arenaria, artificialmente, mantenidas
durante 90 dias en invernadero a 23°C (+/-2°C). La
infestacion de las plantasse logro a partirdeinoculo
producido en cultivo axénico obtenido a través de
una masa de huevos del nematodo M. arenaria
(Jepson, 1987), aislada a partir de una planta de
poroto infestada naturalmente proveniente de una
parcela del cultivo de la localidad de Rio Blanco,
Jujuy (Gallardo et al., 2018). De la raiz de esta planta
se extrajeron 5.000 huevos mas juveniles segundo
estadio de M. arenaria. Al término de 90 dias, las
plantas fueron extraidas de las macetas, luego se
cortaron sus raices y se lavaron con agua corriente
de red. Antes de continuar con el procesamiento
con vistas a observar las transformaciones
histopatologicas presentes, las raices fueron
observadas al desnudo y con microscopio
estereoscopico. En esta etapa se realizo un registro
rapido de la abundancia, apariencia y tamano de
las agallas, asi como de los signos de la presencia
del agente parasito. Posteriormente se fijaron
mediante el método de la glicerina anhidra. Para
ello las raices se sumergieron en una mezcla de
etanol - formol - acido acético 20: 1: 79 v/v (FAA)
en donde se dejaron durante 24 hs. A continuacion
se procedio a efectuar la deshidratacion en
etanol a diferentes concentraciones (70% - 80%
- 90% y 99%) y posteriormente se incluyeron en
bloques de parafina. Para obtener las muestras,
se realizaron cortes seriados de 10 um de espesor
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con microtomo rotativo. Los cortes se montaron
en portaobjetos en un bano de flotacion en una
mezcla de agua y glicerina y posteriormente se
procedio a extraer los remanentes de parafina
sumergiéndolos sucesivamente en xilol y etanol
absoluto - xilol por 5 minutos en cada uno. Una
vez que los cortes fueron enjuagados con agua
destilada por 10 minutos se procedio a la tincion
de los mismos en dos pasos sucesivos, primero
con safranina al 5% y luego con verde rapido al
1%. (Escobar - Avila et al., 2017). Las observaciones
microscopicas y las fotografias se realizaron
a través de un microscopio 40 x con camara
fotografica incorporada.

RESULTADOS Y DISCUSION
Morfologia de las agallas
Las agallas radiculares producidas por M.

arenaria en plantas de Ph. vulgaris se encuentran
en la raiz principal y en las secundarias (Fig. 1).

Figura 1. Raices de Phaseolus vulgaris (primarias y
secundarias) con agallas y masas de huevos de M.
arenaria (Nematoda) (Microscopio 6ptico 40X)

La observacion a ojo desnudo de las
raices con agallas permitio observar una
amplia variabilidad en el tamano de las mismas,
aunque la exploracion histopatologica posterior
mostrara una amplia similitud entre las mismas,
independientemente de su dimension.

La  observacion bajo  microscopio
estereoscopico permitio observar, en la superficie
de las agallas, las masas de huevos expulsadas
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hacia el exterior por las hembras del nematodo
(Fig. 1).

Las agallas mostraron una consistencia
dura muy similar a la de las raices y constituyen
dilataciones del organo radicular por lo que no
pueden desprenderse o separarse de éste.

En algunas ocasiones pudo observarse en
la superficie de las mismas la presencia de hasta
media docena de masas de huevos.

Histopatologia

Una vez que las larvas de segundo estadio
entran en la raiz se trasladan hacia el sitio de
alimentacion, entre o dentro de las células del
cilindro vascular.

En los cortes transversales de las raices
infestadas puede observarse, en principio,
manifestaciones claras de hiperplasia. El analisis
mas detallado permitio observar  cavidades
grandes. Estas cavidades provienen de la
degradacion de sitios de alimentacion conocidos
con el nombre de “células gigantes” los cuales se
ubicaron principalmente en el cilindro vascular,
destruyendo los vasos de conduccion del xilema'y
del floema. (Figs. 2y 3).

Figura 2. Corte al microtomo en plano transversal de
raices de poroto con detalle de cavidades grandes
ubicadas en el cilindro vascular (Microscopio ptico
40X)
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Figura 3. Corte al microtomo en plano transversal de
raices de poroto con detalle de cavidades grandes por
degradacion de sitios de alimentacion (Microscopio
optico 40X)

Lascélulas gigantesse constituyerona partir
de ladisolucion de las paredes intercelulares de las
células y la posterior fusion de los protoplasmas.
(Figs. 4y 5).

Figura 4. Corte al microtomo en plano transversal de
raices de poroto con células gigantes multinucleares
(Microscopio optico 40X)

Revista Cientifica FCA. 2020; 13 (1): 7 -12

10

Figura 5. Corte al microtomo en plano transversal
de raices de poroto con disolucion de las paredes

intercelulares  producidas por el nematodo
(Microscopio optico 40X)
Las células gigantes mostraron ser

multinucleares y de paredes gruesas. También se
pudo constatar la presencia areas lignificadas.
(Figs. 4y 5).

Con los cortes longitudinales se pudo
detectar la presencia de hembras del nematodo
en el cilindro central y también la masa de huevos.
(Fig. 6).
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Figura 6. Corte al microtomo en plano longitudinal de
raices de poroto donde se observa la hembra adulta
y masa de huevos de M. arenaria (Microscopio optico
40X)
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Diversos autores coinciden en que las
agallas tienen su propia morfologia y anatomia
como cualquier otro organo vegetal (Shorthouse et
al., 2005).

Sin embargo con la excepcion de algunos
casos, se sabe poco acerca de los cambios
histopatologicos progresivos que ocurren en
los tejidos de las plantas huéspedes durante
la penetracion en ellas. (National Academy of
Sciencies, 1980).

Muruaga de LArgentier et al, 2005,
encontraron en arboles frutales que algunos
grupos de células gigantes que ya no alimentaban
mas a la hembra podian quedar ocupadas por
células parenquimaticas que eran originadas por
citocinesis del citoplasma multinucleado.

Las alteraciones histologicas provocadas
por M. arenaria en las raices de Ph. vulgaris
mostraron la presencia de espacios grandes
huecos provenientes de la degradacion de
sitios de alimentacion. Estos espacios vacios se
ubicaron principalmente en el cilindro vascular,
interrumpiendo la continuidad de los vasos de
conduccion del xilema y del floema. También
se observo hiperplasia y presencia de nicleos
hipertrofiados.

Al observar la presencia de M. arenaria en
los cortes longitudinales podemos confirmar que
estos nematodos desarrollan en forma completa
su ciclo de vida en la raiz de las plantas de poroto,
dando lugar a la formacion de masas de huevos.

Con respecto a las cavidades que ocasiona
M. arenaria éstas se formarian por lisis celular
debido a la accion mecanica y a los procesos
bioquimicos que desencadena el nematodo
durante su alimentacion como sugiere Anwar et
al., 2000.

CONCLUSIONES

Estas observaciones constituyen el primer
reporte de estudios histopatologicos sobre raices
de plantas de poroto cultivadas en el departamento
Palpala de la provincia de Jujuy.

Podemos inferir que la relacion nematodo-
hospedador es estrecha y que la variedad de
poroto considerada resulto altamente susceptible
a M. arenaria.

n

Por el momento estos estudios
corresponden solo a las alteraciones producidas
por Meloidogyne arenaria sobre el cultivo de
poroto, sin embargo, debido a la importancia que
revisten los nematodos fitofagos es necesario
continuar avanzando sobre otros géneros de
nematodos endoparasitos que estan asociados a
distintos cultivos de importancia agricola en la
provincia de Jujuy.
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