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ANATOMIA DE RAICES DE PIMIENTO Y TOMATE ATACADAS POR
NAcoBBUS ABERRANS

E. LORENZO', M. E. DOUCET?, M. DEL C. TORDABLE' y N. POLONL!'

Summary: Anatomy of pepper and tomato roots attacked by Nacobbus aberrans. The anatomy of pepper and
tomato roots of plants from Oliva (Cérdoba, Argentina) attacked by a population of N. aberrans was studied.
The formation of syncytia that alters root anatomy in both species due to the development of nematode, was
observed. The histological alterations show a high susceptibility of the plants studied to N. aberrans. ’
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Resumen: Se estudia la anatomia de raices de pimiento y tomate fuertemente atacadas por una poblacién de
N. aberrans procedente de la localidad de Oliva, provincia de Cérdoba. Se observa la formacion de sincitos
que alteran la anatomia en ambas raices y cuyo desarrollo esta en relacion con el nematodo. Las alteraciones
histolégicas encontradas ponen en evidencia una alta susceptibilidad de los vegetales estudiados respecto de

N. aberrans.
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INTRODUCCION

‘Los nematodos, los organismos multicelulares
mas abundantes sobre la tierra, se encuentran en to-
dos los habitats y ecosistemas de la biosfera. Mu-
chas especies son importantes patdogenos de plantas
y animales, mientras que otras son beneficiosas para
la agricultura y el medio ambiente (Baker, 1998).

Los dafios ocasionados a las plantas por
nematodos del suelo a menudo son subestimados
porque no dan lugar a sintomas especificos en la
parte aérea del vegetal atacado. Crecimiento retar-
dado, enanismo y amarillamiento pueden ser oca-
sionados por estos organismos como asi también ser
el resultado de otros factores. Los nematodos
fitofagos, que a menudo restringen severamente el
crecimiento y la produccion de los vegetales sobre
los que se alimentan, han recibido mucho mas aten-
cion que los pertenecientes a otras categorias troficas

(bacteriofagos, fungivoros, omnivoros entomo-

patdgenos y predatores). Los primeros, ademas de
los dafios que ocasionan por si mismos, facilitan el
ingreso de otros organismos patogenos tale§ como
* bacterias y hongos. El impacto perjudicial de los
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nematodos en la agricultura es dificil de determi-
nar; sin embargo, las pérdidas anuales se han esti-
mado en 78 billones de ddlares a escala mundial
(Baker ef al., 1994).

Varios géneros fitofagos han logrado desarrollar
estrechas relaciones con sus hospedadores a través
del establecimiento, dentro de los tejidos vegetales,
de sitios de alimentacion especializados (Jones,
1981). Estos sitios son inducidos por secreciones
provenientes del esofago del nematodo que modifi-
can y regulan la funcién, el metabolismo y fenotipo
celular. Las células son modificadas para que la plan-
ta le transfiera sustancias alimenticias y son indis-
pensables para asegurar el éxito de la asociacion
hospedador-nematodo. Los sitios de alimentacion
se transforman en fuente permanente de nutrientes
para las especies endoparasitas sedentarias y pue-
den ser de distintos tipos: sincito (las células veci-
nas se fusionan como resultado de la ruptura y de-’
gradacion de las paredes celulares), células gigan-
tes (células multinucleadas hipertroficas donde se
suceden multiples mitosis en ausencia de citocinesis)
y, células “nurse” (células que no manifiestan agran-
damiento comparadas con las células normales).

Entre los nematodos que establecen estrechas
relaciones con sus hospedadores se destaca el
nematodo fitofago endoparasito Nacobbus aberrans
(Thorne, 1935) Thorne & Allen, 1944, que posee
una amplia distribuciéon en Argentina (Costilla,
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1985; Doucet, 1989, 1999; Doucet & Di Rienzo,
1991). Puede asociarse con malezas (Costilla, op.
cit.; Doucet, op. cit.; Doucet, 1992) y con vegetales
de importancia agricola (Costilla, 1989; Doucet et
al., 1992). En este ultimo caso, el nematodo ocasio-
na serios dafios, principalmente a cultivos horticolas
(Costilla, op.cit.; Doucet et al., 1997).

Las hembras representantes del género inducen
la formacion de sincitos dentro de engrosamientos
de la raiz llamados “agallas”. La recoleccion de rai-
ces de plantas de Capsicum annuum L. “pimiento”
y Lycopersicon esculentum Mill. “tomate”, muy ata-
cadas por N. aberrans, permitié realizar un detalla-
do analisis de la anatomia de las mismas y determi-
nar el grado de asociacion con el parasito.

MATERIALES Y METODOS

Las raices provenian de la localidad de Oliva
(Cérdoba); para los estudios histologicos se selec-
cionaron porciones de raices sanas y otras atacadas
que mostraban agallas. Esas porciones fueron lava-
das, cortadas en partes que no excedieran 1 cm de
longitud y fijadas inmediatamente en FAA. En el
fijador se dejaron entre 72 a 96 hs. Posteriormente
se deshidrataron a través de una serie de alcoholes
etilicos de concentraciones progresivas partiendo del
de 70°; luego fueron transferidas a mezclas de alco-
hol-xilol y por tultimo xilol-parafina (mejorada con

_pléstico). La inclusion se efectué con el mismo tipo
de parafina y se realizaron cortes seriados, transver-
sales y longitudinales, de 8 a 10 um de espesor, con
microtomo rotativo. Los cortes obtenidos fueron co-
loreados con la triple coloracion “hematoxilina-
safranina-verde permanente” y se montaron en DPX
(Johansen, 1940; O’ Brien & Mc Cully, 1981).

Los preparados histolégicos se encuentran de-
positados en la histoteca de la Catedra de Morfolo-

. gia Vegetal. Las fotomicrografias fueron tomadas
con un microscopio Axiophot Carl Zeiss.

RESULTADOS

El ingreso de larvas y/o hembras inmaduras del
nematodo y su posterior desarrollo en hembras ma-
duras en el interior de las raices de los vegetales
estudiados, dio como resultado la formacion de aga-
llas facilmente observables.
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Raices de pimiento

El analisis histologico de las porciones de raices
con agallas evidencié que la presencia de las hem-
bras del nematodo indujo el desarrollo de sincitos
en el cilindro central; éstos se extendian acropeta y
basipetamente a lo largo de la raiz y algunos, en su .
expansion radial, alcanzaron la corteza (Fig. 1B).
Tanto en el cilindro central como en la corteza ha-
bia un marcado contraste entre el aspecto de las cé-
lulas del sincito y las adyacentes. Esto era debido a
que las células que los iban constituyendo adquirian
mayor tamafio y densidad citoplasmatica en relacion
con las no afectadas. El grado de expansion de las
células del cilindro central fue mayor que el de las

- corticales, considerando las células originales. Los

sincitos ocupaban principalmente la zona correspon-
diente al xilema secundario y en algunos sectores
provocaron la interrupcion del cambium vascular
incorporando células del meristema, del floema se-
cundario y de la corteza en su formacién. Al alcan-
zar los sincitos muy buen desarrollo, ocasionaron
una notable reduccion del tejido vascular como asi
también desplazamiento y alteraciones en su dispo-
sicion (Fig. 1B, F). Como consecuencia del alto gra- -
do de infestacion que tenian las raices, en el cilin-
dro central de una misma agalla se diferenciaron
varios sincitos; en estas ocasiones el sistema vascular
quedd extremadamente disminuido.

En la corteza, totalmente parenquimatica, se lo-
calizaron larvas rodeadas por células modificadas
que no llegaron a constituir un sincito. Dichas célu-
las se caracterizaban por la presencia de un cito-’
plasma bastante denso, disminucion del vactiolo cen-
tral e hipertrofia de nucleo y nucléolo. Un caracter
diferencial sobresaliente de estas células lo consti-
tuia el engrosamiento y lignificacion de sus paredes
(Fig. 1B). Entre las células modificadas habia co-
nexiones intercelulares (puntuaciones), no asi entre
ellas y las corticales que las circundaban. Dado que
era alto el numero de larvas presentes en la corteza -
también lo eran los grupos de células parenqui-

‘maticas lignificadas, lo que modific6 notablemente

esta zona de la raiz. Tanto en relacién con los
sincitos como con la presencia de las larvas no se
detectaron fendmenos de hiperplasia, de modo que
las agallas de las raices eran resultado del desarro-
llo de los sincitos y de la presencia de hembras,
muchas de las cuales quedaban totalmente dentro
del d6rgano atacado.
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Fig. 1. Fotomicfografias de raices de C. annuum en secciones transversales. A: raiz testigo sano. B-F: raices infestadas. B: raiz con
sincitos funcionales en el cilindro central y larvas en la corteza. C: detalle de un sincito en etapa inicial. D: sincito en etapa diferenciada
con nucleos hipertréficos y abundante almidon. E: detalle de un sincito con nicleos en involucion. F: sincito en etapa de regresion y
alteraciones en la disposicion del tejido vascular. Abreviaturas: al, almidén; ¢, corteza; h, hifa; ip, interrupcion de pared; 1, larva; ne,
nematodo; pl, pared lignificada; si, sincito; tv, tejidos vasculares. Aumentos: la escala vale 100 pm para A-B; 25 um para C-E y 50 um
paraF. 0
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Los sincitos mostraron una serie de modifica-
ciones desde su formacion hasta que dejaron de
ser funcionales. Fue posible definir, de acuerdo a
su citologia, tres etapas en su desarrollo: inicial,
diferenciada y en regresion.

Sincitos
a. Etapa inicial

Representada por sincitos jovenes, sus nume-
rosas células presentaban formas y tamafos varia-
bles, con el citoplasma algo denso y el vacuolo

central reducido o reemplazado por varias vactolos

pequetios. Las paredes celulares eran delgadas con
abundantes rupturas que permitian la confluencia
de los citoplasmas y el traslado de los distintos
organulos celulares. Los nucleos, generalmente uno
por célula, se asemejaban en forma y tamafio a los
de las células del parénquima cortical. Fue muy
frecuente encontrar en estos sincitos hifas tabicadas
(Deuteromycetes) que adquirian un notable desa-
rrollo (Fig. 1C). '

En esta etapa del sincito fue detectada la pre-
sencia de hembras sedentarias que aun no habian
alcanzado su méximo desarrollo.

b. Etapa diferenciada

En este estadio el citoplasma continud
incrementando su densidad siendo de aspecto
granuloso y muy poco vacuolizado. Fue muy ca-
racteristica la presencia de abundantes granos de
almidon de forma redonda y tamafos diversos,
muchos de los cuales estaban parcialmente
hidrolizados. Los nucleos eran hipertréficos, de
aproximadamente 15 pm de didmetro y contorno
redondeado o ameboidal con nucléolo muy eviden-
te (Fig. 1D); en algunos de estos sincitos se noto
una progresiva involucion de los ntcleos (Fig. 1E).
En cuanto a las paredes celulares, unas pocas se
mantenian delgadas ya que la -mayoria las habian
engrosado hasta unos 5-7 pum; a pesar de ello, to-
das continuaban siendo celuldsicas. Con relacion a
las rupturas eran semejantes a las de la etapa ante-
rior (Fig. 1E). En éstos sincitos hay una demarca-
cién mas notable entre la apariencia de las células
que los constituyen y las adyacentes (Fig. 1B, E);
por ofra parte, estaban relacionados con hembras
adultas completamente desarrolladas.

.

c. Etapa en regresion

En ciertas agallas se localizaron sincitos en
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donde muchas de las células tenian citoplasma escaso,
un marcado aumento de la vacuolizacién, muy pocos
nucleos y algunos granos de almidon. Ademas, entre
las células vivas aparecia un importante numero de
células muertas. Tanto en unas como en otras, las pa-
redes se mantuvieron celuldsicas y desigualmente en-
grosadas (Fig. 1F).

En las muestras analizadas, habia formacion de
numerosas raices laterales.

En relacion con esta etapa no se identificaron ejem-
plares vivos del nematodo; en cambio se observaron
masas de huevos contenidas en una matriz
mucilaginosa.

Raices de tomate

Las estructuras sinciciales inducidas por el
nematodo se desarrollaron tanto en el cilindro central
como en la corteza y eran numerosas en una misma
agalla. Esto determiné que la anatomia de la raiz re-
-sultara muy alterada y no se pudieran delimitar corte-

~zay cilindro vascular. Los sincitos se extendian acropeta
y basipetamente a lo largo de la raiz y en su expansion
radial, alcanzaron formas variables y contornos irre-
gulares (Fig. 2B). Los tejidos vasculares quedaron se-

- parados, desplazados y reducidos por el crecimiento
de los sincitos. Ademés gran cantidad de elementos
conductores del xilema tenian disposicion irregular y
caracteristicas anomalas (Fig.2B, C, E). La presencia
de larvas en la zona mas externa de la corteza produjo
la misma reaccion que se describid para las raices de
pimiento. No hubo procesos de hiperplasia relaciona-
dos con la presencia de los nematodos o con los sitios
de alimentacion, y las agallas, mas grandes que en el
pimiento, resultaron también en este caso del desarro-
llo de varios sincitos y de la presencia de hembras de

- N. aberrans.

°  En el material que se analizo6 fue posible distinguir
dos etapas en la diferenciacion de los sincitos: funcio-
nal y no funcional.

Sincitos
a. Etapa funcional

Las células se caracterizaban por ser de tamafos
variables, con predominio de las formas rectangula-
res. El citoplasma era muy denso con vactiolos peque-
fios, un nucleo por célula, de contorno irregular, y
nucléolos pocos evidentes. Las paredes celulares esta-
ban ligeramente engrosadas y tenian frecuentes ruptu- .
ras (Fig. 2C, D). Las células-integrantes del sincito
diferian notablemente de las no sinciciales, ya que és-
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Fig. 2. Fotomicrografias de raices de L. esculentum en secciones transversales. A: raiz testigo sano. B: raiz con varios sincitos funcionales;
hacia abajo y a la derecha se observa una cavidad donde quedaba alojada la hembra. C-E: detalles de sincitos funcionales. F: sincito no
funcional. Abreviaturas: ca, cavidad; ip, interrupcion de pared; ne, nematodo; nu, nicleo; pe, pared engrosada; si, sincito; x, xilema.
Aumentos: la escala vale 100 um para A; 400 pm para B; 50 um para C, D, F y 25 pm para E.
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tas ultimas mantenian su tipica apariencia vacuolada
y las paredes celulares completas.

Estos sincitos estaban relacionados con hembras
en etapa de ovipostura.

b. Etapa no funcional

Caracterizados por un gran nimero de células
muertas, solo algunas de las células de la periferia
del sincito tenian restos de citoplasma y nticleos. Las
paredes celulares, en especial las que limitaban con
los elementos del xilema, estaban notablemente en-
grosadas (Fig. 2F). Se detectaron ademas, elemen-
tos de vasos ocluidos que podrian ser consecuencia
de la presencia de hongos en todos los tejidos de la
raiz. Al igual que en la etapa de sincito en regresion
de las raices de pimiento, no se encontraron ejem-
plares de nematodos vivos asociados al complejo
celular.

DISCUSION

Tanto en las raices de pimiento como de tomate,
N. aberrans induce a la formacion de-alteraciones
histolégicas definidas representadas por sincitos. Las
caracteristicas citologicas de los sincitos concuer-
dan con las que se describen para los representantes
del género (Jones, 1981).

Doucet et al. (1992), al estudiar la histopatologia
inducida por una poblacién de N. aberrans prove-
niente de Tucumén en raices de C. annuum varie-
dad “trompa de elefante”, encuentran sincitos muy
bien desarrollados. Definen cuatro estadios en su
evolucion basados en la instalacion del nematodo y
su posterior desarrollo. El primer estadio, tiene en
general una citologia semejante a la de la etapa ini-
cial descripta para pimiento en este trabajo; sin em-
bargo se diferencian en las rupturas de las paredes
celulares, que estan presentes en el material de Oli-
va. Coinciden los dos materiales el estar asociado
con la misma etapa de desarrollo de N. aberrans.

El segundo y tercer estadios serian coincidentes-con

lo que hemos definido como etapa diferenciada, y,
si bien todos estdn con relacion a hembras total-
mente desarrolladas, entre ellos se establecen dife-
- rencias bien marcadas a nivel citologico. En efecto,
en pimiento de Tucumén resalta la situacién vincu-
lada con la ruptura de las paredes celulares, que
son tan numerosas que traen como consecuencia la
pérdida de la individualidad celular dentro del
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sincito. En contraste, en el pimiento de Oliva, las
rupturas de las paredes celulares son semejantes a
las de la etapa inicial, por lo tanto el aspecto del
sincito no se modifica demasiado; otra diferencia
surge del desarrollo en éste ultimo de gran cantidad
de almidon. Este caracter es tipico de todo sincito
inducido por los representantes del género Nacobbus
(Jones, op. cit.). '

Con relacion al cuarto estadio y a la etapa en
regresion de ambos materiales son bastantes coinci-
dentes. En los dos se localizan tanto células en esta-
do de desorganizacion como células muertas y no
pueden relacionarse con ejemplares vivos del
nematodo pero si con sus oviposturas.

También Doucet et al. (1997) describieron la
asociacion que se establecia entre otra poblacion de
N. aberrans, procedente de la provincia de Santa Fe
y L. esculentum. Esa asociacion originé en las rai-
ces la formacion de sincitos en los cuales fue posible
establecer las mismas etapas descriptas para pimiento
(Doucet et al., 1992). Sin embargo no concterdan
con lo observado en tomate de Oliva, en especial en
la etapa funcional. Las diferencias son las mismas
que se puntualizan entre pimiento de Tucuman y el
de Oliva. :

Estos antecedentes permiten establecer una vez
mas, distintos comportamientos por parte de miem-
bros de esta especie en relacién con diversos
hospedadores, acorde con la ya sefialado por Doucet
& Di Rienzo (1991).

CONCLUSIONES

La gran cantidad de nematodos alojadosen los
sistemas radicales de cada planta y las alteraciones
histologicas inducidas por N. aberrans ponen de
manifiesto que ambas especies son muy susceptibles.

Los sincitos formados por la accién del patégeno
ocasionan cambio$ en la anatomia de las raices, en
particular en la disposicion y estructura de los teji-
dos vasculares los que no llegan a ser interrumpidos.
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