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RESUMEN 

En Xochimilco D.F. , se colectaron belenes (Impatiens balsamina) con agallas radicales 

provocadas por los nematodes Meloidogyne incognita y M arenaria. Estos nematodes 

fueron identificados por comparaci6n con las claves pict6ricas de (Eisenback, 1983), 

estas especies de nematodes agalladores provocan diferentes alteraciones fisiol6gicas a 

Ia planta como clorosis y crecimiento reducido; asi mismo en el tejido radical se 

observaron de 2 a 5 celulas gigantes que se encontraban alrededor de Ia cabeza de los 

nematodes, cerca del cilindro vascular. Los nucleos observados en el interior de cada 

celula no tenian ningun arreglo dentro del citoplasma y el numero de estos vari6 entre los 

4 hasta 15 dependiendo del tamafio de Ia celula observada. El tejido agallado se fij6 en 

FAA, y posteriormente se deshidrat6 e infiltr6 con parafina (Merck). Los cortes de 12 

j.!m de grosor se tifieron con Ia tecnica cuadruple de Johansen y Safranina-Verde 

Rapido. 

Palabras clave: Impatiens, Meloidogyne incognita, M arenaria e histopatologia. 
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SUMMARY 

In Xochimilco, D.F. was colected Impatiens sp with rotknot caused by nematodes 

Meloidogyne incognita and M. arenaria . These nematodes were identified by 

comparation with pictorial keys from Eisen back, 1983. These species of rotknot 

nematodes ocasioned fisiological distortions that clorosis and stunt plant; In the tisue rot 

was observed two or five giant cells that arounded the cephalic of the nematodes; near of 

the vascular system. The nuclei ovserveds in the citoplasm and its number had variation 

an1ong four untill fiftheen depending of the dimentions of the ovserved cell. The knot 

tisue was fixed with F.A.A and followed was deshidrated and infilterated on wax 

(Merk). The cuts of 12 jlm was stained with the tecniche of Johansen and Safranin fast 

green. 

Key words: Impatiens, Meloidogyne incognita, M. arenaria and Histopathology. 
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1. INTRODUCCION 

Es importante recordar que si bien el genero Meloidogyne tiene diferentes especies, algunas de 

elias se encuentran presentes en nuestro pais, y otras mas que no estan presentes en Mexico, es 

por eso que al conocer el mayor numero de hospederos que tiene este patogeno nos ayude a tomar 

las medidas necesarias para no correr el riesgo de introducir de alguna de las especies exoticas en 

Mexico, y con el tiempo esto llegue a representar un gran problema fitosanitario. 

Considerando que el belen (Impatiens balsamina) es una ornamental altamente comercializada en 

Xochimilco y que se distribuye tanto en mercados locales como en provincia, la presencia del 

nematodo Meloidogyne asociada con esta ornamental representa una forma de diseminar a dicho 

patogeno a lugares que se encuentren libres de dicho problema o bien increntar poblaciones en los 

lugares donde ya se encuentre el nematodo. 

La formacion de celulas multinucleadas es la caracteristica mas notable en plantas infectadas por 

nematodos agalladores, creadas por la presencia de substancias emitidas por la region glandular 

para predigerir el alimento a succionar. 

La histopatologia ha jugado un papel importante en los metodos para estudiar la relacion que 

existe entre parasito-hospedero, enfocado principalmente a la busqueda de reacciones de 

hipersensibilidad u otras reacciones que conlleven ha detectar con facilidad plantas resistentes a 

sus parasitos.(Barker and Hussey, 1976). 

Todos los nematodos parasitos de plantas requieren tejidos vivos para su reproduccion, con una 

gran variacion en los hospedantes como entre los diferentes nematodos. Por ejemplo, el nematodo 

dorado se reproduce solo sobre unas cuantas especies de plantas mientras que hay centenares de 

especies huespedes de nematodos agalladores de raices. (N.A.S., 1978). 

En la actualidad existen procedimientos modernos para describir taxonomicamente a las 

diferentes especies de Meloidogyne, como ejemplo tenemos, el analisis de proteina via 

electroforesis con gel de poliacrilamida, la cual distingue las especies de este genero, pero la 
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morfologia del modelo perineal, la morfologia de la cabeza de hembras y la morfologia del 

estilete de hembras parecen ser los caracteres mas utiles y sencillos. 

Dado que la bibliografia relacionada a Impatiens spp. y asociada a enfermedades ocasionadas por 

nematodos fitoparasitos es muy escasa y con la finalidad de contribuir al conocimiento de las 

mismas, se disefi6 la siguiente investigaci6n con los siguientes objetivos: 

1. Identificar la o las especies de nematodos que ocasionan el agallamiento de las raices en 

Impatiens spp 

2. Mediante la histologia de la raiz del hospedero observar que partes del tejido se ven afectados 

por la presencia de los nematodos en cortes transversales como longitudinales. 

3. Observar cual de las dos variedades de Impatiens spp. es mas susceptibles al ataque del 

nematodo agallador. 

4. Analizar las medidas de las celulas gigantes para ver si hay relaci6n de largo por ancho. 
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2. REVISION DE LITERATURA 

2.1 Cultivo 

La familia Balsaminaceae tiene como genero importante de plantas omamentales de trasplante a 

Impatiens, siendo la balsamina comun Impatiens balsamina la especie mas conocida. Sin 

embargo, la Impatiens hibrida de la actualidad ha venido de I holsti e I sultani y sus hibridos, 

por eso el nombre comun de "sultana" , "paciencia" o "belen". (Larson, 1988). 

En estudios realizados por otros investigadores, de las especies que se tiene mayor informacion 

sobre la incidencia de nematodes fitoparasitos en esta ornamental son: I balsamina y 

I walleriana. 

2.1.1 Taxonomia 

Sanchez (1984) clasifica a los belenes de la siguiente forma: 

Subdivision Angiospermas 

Orden Sapindales 

Familia Balsaminaceae 

Genero Impatiens 

Especie balsam ina 

Nombre cientifico I balsamina 

2.1.1.1 Descripcion botanica de Impatiens spp. 

El genero Impatiens tiene hojas ovales lanceoladas, dentadas, pecioladas, altemas u opuestas. Las 

flores parecen tener solo cuatro sepalos, pero el anterior, bifurcado en el apice, probablemente 

deriva de dos. El posterior, que aparece como anterior cuando la flor cuelga de su pedicelo, es el 
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mas grande y forma un espol6n. La corola consta de 5 petalos de colores vivos, como rosa, rojo, 

purpura, amarillo o blanco, los petalos laterales estan unidos por parejas (Heywood, 1985). 

2.1.1.2 Impatiens balsamina 

Planta anual con tallo verde claro y suculento, hojas lanceoladas y flores abundantes simples o 

dobles de colores vistosos: blanco, rojizas, rosas o purpuras. Las flores nacen en racimos muy 

cerca del tallo principal, a lo largo de su tercio superior. Las semillas se liberan por si solas. Se 

pueden cortar las flores cuando la mitad o un poco mas de las flores de todo el tallo ya han abierto 

por completo. Se recomienda eliminar las flores mas bajas cuando ya estan marchitas. Algunas 

variedades enanas de flores dobles tienen floraci6n central encima de una roseta de hojas. Se 

recomienda cortar este tipo de variedad tan pronto como el bot6n terminal esta totalmente abierto. 

Tallos hendidos (cuarteados). Se debe remover suficiente follaje para mostrar las flores lo mejor 

posible, y perdurar mas tiempo (Nehrling y Nehrling, 1958). 

2.1.1.3 Impatiens sultani 

Esta especie, al igual que las otras, tiene tallos jugosos con hojas brillantes de color verde claro, y 

flores de color blanco, rosa, rojas o salmon (Nehrling y Nehrling, 1958). Requiere de lugares 

sombreados. Aunque las variedades de Nueva Guinea toleran una mayor cantidad de sol. Planta 

excelente para lugares sombreados. Los nuevos hibridos son muy coloridos y de floraci6n 

continua. Esta planta es considerada un problema mientras crece en el invernadero, ya que las 

flores caen facilmente en las plantas inferiores y puede comenzar alguna enfermedad con 'el clima 

nublado y humedo (Larson, 1988). 

2.1.1.4 Impatiens walleriana =I. lwlsti 

Originaria de Africa tropical. Sus tallos son muy ramificados, de 40 a 50 centimetres de altura. 

Sus flores son de color rosa, naranja, rojo o violeta (Bossard, 1983). A esta especie algunos 

autores la enlistan como I sultani. Los hibridos formados de esta especie tienen flores blancas, 

rosas o salmones, con tallos suculentos y de color verde claro y follaje. Excelente para floraci6n 
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de verano en jardines sombreados. Necesitan de mucho sol durante los meses de invierno. Su 

propagaci6n es por media de semillas (Laurie y Ries, 1950). 

2.1.1.5 Enfermedades y plagas de Impatiens spp. 

Enfermedades 

Marchitez bacteriana 

Ocasionado por Pseudomonas solaracearum en Wisconsin el marchitamiento en Impatiens se 

atribuye a este pat6geno, el cual ataca a solamiceas (Pirone, 1978). 

Control: Eliminar y destruir a las plantas infectadas. Antes de replantar, esterilizar con vapor de 

agua el suelo donde aparecieron las plantas enfermas (Pirone, 1978). 

Damping off 

Ocasionado por Pythium ultimum y Pellicularia filamentosa las plantas de Impatiens j6venes son 

bastante susceptibles al damping off (Pirone, 1978). 

Control: Usar suelo limpio o sembrar las semillas en un substrata bien tamizado y humedo 

(Pirone, 1978). 

Mancha foliar 

Ocasionada por Cercospora fukushiana, Septaria noli-tangeris, Phyllosticta sp., y Stemphyllium 

botryosum estos hongos causan manchas pequefias mas o menos circulares de color cafe (Pirone, 

1978). 

Control: Arrancar y destruir las hojas infectadas (Pirone, 1978). 

Otras enfermedades 
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Pudrici6n de tallo ocasionada por Pellicularia rolfsii y marchitez por Verticillium 

alboatrum son dos parasitos fungosos del Impatiens (Pirone, 1978). 

Control: Usar suelo limpio o tratar el suelo infestado con calor o productos quimicos. 

(Pirone, 1978). 

Pia gas 

Afido del Impatiens, Macrosiphurn impatientis, algunas veces esta espec1e puede ser muy 

frecuente en este hospedero (Pirone, 1978). 

Control: Asperjar con Malation (Pirone, 1978). 

Diabrotica de Ia calabaza 

Diabrotica undecimpunctata howardi. El cuerpo de este coleoptera es negro, los elitros son verde 

amarillentos, cada uno marcado con seis manchas grandes. Se alimenta de botones hacienda 

agujeros en ellos y en los peciolos (Pirone, 1978). 

Control: Asperjar Diazinon, o Metoxicloro (Pirone, 1978). 

Chinche Lygus 

Lygus linearis los nuevos retofios del Impatiens se tornan negros cuando son atacados por esta 

chinche (Pirone, 1978). 

Control : Asperjar Diazinon, o Metoxicloro (Pirone, 1978). 

Araiia ciclamina 

Steneotarsonemus pallidus este acaro es uno de los mas pequefios que atacan a las plantas 

ornamentales (Pirone, 1978). 

Control: Aplicar Dicofol (Pirone, 1978). 
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2.2 Nematodos agalladores en Impatiens 

Cuadro 1. Lugares donde se reporta la presencia de especies de Meloidogyne en Impatiens. 

Nematodo agallador 

M grahami 

M arenaria y M javanica 

M incognita 

M arenaria, M javanica 

Y M incognita 

M arenaria 

Especie 

I walleriana 

I balsamina 

I balsamina 

I balsamina 

I balsamina 

Lugar donde se reporta 

Florida, E. U .A. 

(Triology Technical Report, 1990) 

Parana, Brasil. 

(Dos Santos y Pivatto, 1986) 

Moldavia, ex URSS. 

(Batyr y Kozhokaru, 1985) 

Aligarh, India. 

(Haider y Khan, 1986) 

Meerut, India. 

(Singh y Goyal, 1979) 

Tambien se tienen reportes de otros nematodos que se pueden encontrar en Impatiens, como 

Helicotylenchus dihystera y Pratylenchus brachyurus (Triology Technical Report, 1990). 

2.3 lmportancia del genero Meloidogyne 

El nematodo agallador, Meloidogyne spp. es un pat6geno econ6micamente importante de las 

plantas ya que se encuentra distribuido a lo largo de todo el mundo parasitando a mas de 2,000 

especies diferentes de plantas; es un parasite obligado que ocasiona dafios a diferentes especies de 
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plantas en el cual se incluyen monocotiled6neas, dicotiled6neas, herbaceas y plantas lefiosas; 

causando la formaci6n de agallas en las raices de hospederos susceptibles. Sin embargo, estas 

agallas no se pueden confundir con los n6dulos nitrificantes de las leguminosas, porque estos, 

ademas de no afectar fisiol6gicamente a la raiz, se desprenden facilmente al tocarlos. Una vez 

dentro de la raiz, el nematodo forma lo que se llaman "celulas gigantes multinucleadas" o 

"celulas nodrizas", que son producto de una serie de reacciones inducidas por el nematodo . Las 

especies del genero Meloidogyne son pat6genos que ocasionan dafios en la mayoria de los 

cultivos alimenticios, vegetales, fruticolas y omamentales, asi como malezas que crecen en clima 

tropical, subtropical y templado. Estos reducen el rendimiento al igual que Ia calidad del producto 

(Sasser, 1972; Bird, 1974; Hatman y Sasser, 1985). Las especies mas ampliamente distribuidas y 

de importancia econ6mica de todas las especies del nematode agalladot son M incognita, M 

hapla y M arenaria (Sasser, 1977); varias razas del nematodo se han caracterizado 

citol6gicamente y utilizando hospederos diferenciales como testigo, en M incognita se han 

identificado cuatro razas (Eisen back, et al., 1981 ). 

Las alteraciones producidas en la raiz por nematodes agalladores difiere segun Ia especie y la 

planta. Al respecto Schuster y Sullivan (1960) proponen una tecnica para identificar generos y 

especies tomando como base particularidades tales como: estimulaci6n o inhibici6n del desarrollo 

de pelos absorbentes, raices secundarias y celulas de la epidermis. 

2.3.1 Taxonomia 

Golden (1971) y Maggenti et al. (1987), sefialan que Meloidogyne se encuentra ubicado 

taxon6micamente en: 

Phyllum: Nemata 

Clase: Secementia 

Orden: Tylenchida 

Suborden: Tylenchina 

Superfamilia: Tylencoidea 
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Familia: 

Subfamilia: 

Genero: 

Heteroderidae 

Meloidogyninae 

Meloidogyne. 

2.3.2 Morfologia de Meloidogyne spp 

La morfologia basica de las especies de Meloidogyne es bastante similar; sin embargo, existen 

ciertos caracteres distintivos que son de utilidad en la diferenciaci6n de elias. Esos caracteres 

incluyen: la morfologia del modelo perineal y la morfologia del estilete. Deben tomarse en cuenta 

tambien, ciertos datos morfometricos que pueden usarse y, por eliminaci6n, descartar algunas 

especies en el proceso de identificaci6n. (Eisenback et al. , 1983). 

2.3.1.1 Meloidogyne incognita 

En plantas susceptibles las poblaciones de M incognita pueden producir agallas individualizadas, 

pero generalmente estas coalescen para formar agallas grandes y algunas veces masivas, como 

ocurre en cucurbitaceas. Generalmente el tipo de agallamiento no se considera util para la 

identificaci6n de la especie. Tiene un rango de hospedantes muy extenso. Frecuentemente esta 

especie se encuentra coexistiendo con M javanica (Eisenback et al. , 1983). 

2.3.1.1.1 Modelos perineales 

Los modelos perineales de M incognita tienen un arco dorsal alto formado por estrias que pueden 

ser desde lisas hasta onduladas. Algunas estrias se bifurcan cerca de las lineas laterales, las que no 

estan claramente visibles. Frecuentemente se observan estrias que se dirigen hacia la vulva. 

(Eisenback et al., 1983). 

2.3.1.1.2 EstHetes 

En M incognita el cono del estilete esta claramente curvado dorsalmente. La porci6n anterior del 

cono es cilindrica y la mitad posterior, c6nica. La columna es ligeramente mas ancha en la base. 
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Los n6dulos son ancbos y pianos, separados de la columna y con proyecciones bacia la parte 

anterior tan marcadas en algunos especimenes, que cada n6dulo se ve como si fueran dos. La 

longitud del estilete es de 15 a 17)-lm. (Eisenback et al. , 1983). 

2.3.1.2 Meloidogyne arenaria 

Esta especie generalmente produce mucbas agallas pequefias, en forma de "cuentas de rosario", 

que no tienen raices laterales cortas, sin embargo, muy frecuentemente las agallas producidas 

por las poblaciones de M arenaria son similares a las de M incognita y M javanica. 

Se considera que M arenaria es menos importante que M incognita o M javanica (Eisenback 

et al., 1983 ). 

2.3.1.2.1 Modelos perineales 

El arco dorsal en las poblaciones de M arenaria es de aplanado a redondeado. Las estrias en el 

arco se curvan ligeramente bacia las lineas laterales y forman generalmente una ondulaci6n 

pronunciada, llamada "bombrera". Frecuentemente las estrias dorsales y ventrales se unen 

formando un e:'mgulo, en las lineas laterales, algunas se bifurcan y son cortas e irregulares, cerca de 

las lineas laterales. Las estrias son lisas a onduladas y algunas pueden dirigirse bacia la vulva. Los 

modelos perineales pueden tambien presentar estrias que se prolongan lateralmente para formar 

una o dos alas. Sin embargo, algunas poblaciones presentan modelos perineales similares a los de 

M hap/a oM incognita (Eisenback et al., 1983). 

2.3.1.2.2 EstHetes 

Las bembras de M arenaria tienen estiletes tipicos que son muy caracteristicos de la especie. En 

general, el estilete es muy robusto; el cono y la columna son gruesos. La columna incrementa su 

ancbura bacia la base y emerge gradualmente de los n6dulos basales del estilete; estos son ancbos 

y redondeados en su parte posterior. La longitudes de 13 a 17)-lm (Eisenback et al., 1983). 
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2.3.1.3 Cicio Biologico 

El nematodo agallador presenta un marcado dimorfismo sexual; Ia hembra es periforme y el 

macho vermiforme, Ia diferencia de Ia forma del cuerpo entre el macho y Ia hembra se vuelve 

estable durante el desarrollo postembrionario (Triantaphyllou y Hirschmann, 1960). 

La hembra produce un saco gelatinoso en el extrema posterior de su cuerpo, el cual se adhiere en 

la apertura genital y recibe el deposito de aproximadamente 500 huevecillos (Filipjev y 

Stekhoven, 1959; Agrios, 1985). La primera etapa larvaria se desarrolla en el interior del 

huevecillo y despues de sufrir Ia primera muda dentro de el se desarrolla la segunda etapa 

larvaria; este ultimo estado juvenil vermiforme e infectivo emerge del huevecillo y llega al suelo 

donde se desplaza hasta encontrar una raiz susceptible o migra al tejido adyacente donde se 

establece. La localizaci6n de su hospedero es posiblemente por medio de sus anfidias (Christie, 

1936; Thorne, 1961 ; Agrios, 1985). 

Las larvas son atraidas generalmente alrededor de la zona subapical de las raices en crecimiento, 

penetran y se desplazan en los tejidos, tanto intercelular como intracelularmente, destruyen Ia 

pared de las celulas por medio de Ia acci6n repetida del estilete, hasta llegar cerca del cilindro 

central donde se inrnovilizan y fijan la cabeza en el sitio de alimentaci6n (Lownsbery y 

Viglierchio, 1960; Dropkin y Nelson, 1960). 

El nematodo se alimenta de las celulas que se encuentran en torno a su cabeza a las que hace que 

crezcan y tambien licua parte de su contenido, el cual succiona a traves de su estilete. El 

nematodo sufre una segunda muda y da Iugar a Ia tercera etapa larvaria, que es similar a Ia 

segunda etapa larvaria, diferenciandose Ia tercera por carecer de estilete y ser mas gruesa. La 

tercera etapa larvaria sufre una tercera muda y se desarrolla la cuarta etapa larvaria donde es 

posible distinguir el sexo. Este puede ser identificado por el numero de g6nadas: las hembras 

siempre tienen 2 g6nadas y los machos usualmente s6lo una (Agrios, 1985). 

Los machos formados despues de la cuarta muda se encuentran desarrollados en el interior de las 

cuticulas de los estadios precedentes. Reaparece el estilete y se desarrollan las espiculas, los 
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organos digestivos y reproductores se presentan en Ia muda final. Ellos con ayuda del estilete 

rompen las cuticulas larvales para emerger como un adulto macho (Bird, 1959). 

La hembra de la cuarta etapa larvaria continua aumentando de grosor y un poco mas de largo, 

sufre la cuarta y ultima muda y se desarrolla en una hembra adulta (Agrios, 1985). Durante el 

desarrollo postembrionario el sistema reproductivo se desarrolla y las gonadas se vuelven 

funcionales (Trintaphyllou y Hirschmann, 1960). 

Bajo condiciones desfavorables para su desarrollo, la hembra en etapa juvenil experimenta una 

reversion sexual y se desarrolla en macho; dependiendo de la etapa de desarrollo en el cual se 

presenta la reversion sexual, el macho puede tener una o dos gonadas de diferente tamafio. De 

esta manera si la reversion sexual se presenta al inicio del segundo estado juvenil, se transforma 

en un macho con un solo testiculo y si se presenta al final de esta fase de desarrollo, se convierte 

en un macho con dos testiculos (Papadopoulou y Triantaphyllou, 1982). 

Dependiendo del tipo de reproduccion de la especie, sexual o partenogenetica, el macho puede 

buscar una hembra y aparearse o marcharse de la raiz y mantenerse en el suelo hasta morir. El 

ciclo de vida esta fuertemente influenciado por la temperatura, para Meloidogyne incognita en 

tomate es de aproximadamente a 29° C, la primera hembra adulta aparece 13 a 15 dias despues de 

penetrar la raiz; la primera deposicion de huevecillos se presenta a los 19 o 21 dias de la 

penetracion (Triantaphyllou y Hirschmann, 1960). El tiempo en que la hembra produce 

huevecillos puede extenderse de 2 a 3 meses. 

2.4 Interaccion Planta-Nematodo 

Todas las plantas que presentan susceptibilidad dan Iugar a pronunciados cambios morfologicos y 

fisiologicos en respuesta a estimulos del nematodo, es por esta razon por la que hay que conocer 

estos cambios que ocurren en la planta para poder comprender la interaccion existente entre esta 

y el parasito (Agrios, 1985). 
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2.5 Respuestas morfologicas y fisioiOgicas de Ia planta 

Este tipo de parasito generalmente penetra por las partes subterraneas como Ia raiz, rizomas y 

tuberculos donde induce el desarrollo de un crecimiento anormal o elongaci6n. Aunque hay 

algunos casos en que Ia porci6n basal del tallo es invadida por el nematodo (Christie, 1936). 

Steiner (1940) menciona que el nematodo agallador ocasiona severos dafios en cotiledones, tallos 

y hojas de plantulas de frijollima (Phaseolus lunatus) cuando germinan bajo condiciones de alta 

infestaci6n del suelo; asi cuando el tallo de esta misma especie se cubre con el suelo, puede ser 

invadido por el nematodo (Tyler, 193 8; citado por Linford, 1941 ). 

Las plantas infectadas presentan un crecimiento reducido y tienden a marchitarse durante el dia. 

Cuando las poblaciones del nematodo son muy altas, las plantas j6venes pueden morir sin 

indicios aparentes de Ia formaci on de agallas (Thorne, 1961 ). 

La respuesta morfol6gica mas obvia es Ia formaci6n de agallas en las rafces de Ia planta infectada, 

cuyo tamaiio y cantidad va a depender de Ia especie tanto del nematodo como de Ia planta 

involucrada en Ia relaci6n parasito-planta. Las agallas generalmente son pequeiias, sin embargo el 

tamaiio puede estar relacionado con su localizaci6n anat6mica en Ia planta (Bird, 1974). 

Los tuberculos, rizomas y ciertas rafces pueden contener un considerable numero de hembras sin 

Ia producci6n de sintomas caracteristicos. Este unicamente puede ser detectado al cortarlos 

durante Ia inspecci6n. Los tuberculos susceptibles de papa se caracterizan por un crecimiento 

verrucoso y la posicion de Ia hembra se reconoce por las manchas cafes que son formadas por un 

grupo de celulas en contacto con Ia masa de huevecillos (Thorne, 1961 ). 

Dropkin et al. (1969) fueron los pnmeros en demostrar que el suministro de citoquininas 

ex6genas en plantas resistentes de tomate las hace mas susceptibles al ataque de Meloidogyne 

incognita e incrementa Ia formaci6n de agallas. Posteriormente Kochba y Samish (1972) 

establecieron que los bajos niveles de citoquininas y auxinas se encuentran en plantas resistentes 

e inversamente en las susceptibles. Esto indica que el nematodo puede usar las hormonas de 
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crecimiento para su propio desarrollo y que puede requerir ciertos niveles de ellos en las plantas 

hospederas antes de poder crecer y reproducirse. 

Todas las plantas responden a la infeccion con una reduccion en su grado de fotosintesis , 

crecimiento y rendimiento. Esto sugiere que el nematodo influye en la fisiologia de la planta al 

interferir con la sintesis y translocacion de hormonas de crecimiento producidas en la raiz (Bird, 

1974). 

2.6 Respuesta de las celulas en plantas susceptibles 

Para que el nematodo se desarrolle de manera exitosa, es importante Ia produccion de celulas 

gigantes o celulas de transferencia multinucleadas. Esta es una adaptacion celular altamente 

especializada que induce y mantiene el nematodo (Bird, 197 4 ), que actua como un arrastrador de 

nutrientes al incrementar la actividad metabolica de celulas gigantes, provocando la movilizacion 

de fotosintatos de los brotes a la raiz y en particular a las celulas gigantes. La movilizacion y 

acumulacion de sustancias, alcanza su maximo cuando la hembra inicia Ia deposici6n de 

huevecillos y disminuye cuando este finaliza (Me Clure, 1977; Bird y Loveys, 1975). 

Las celulas gigantes se desarrollan por la accion repetida de un proceso que involucra 

pinchazones de la pared celular por medio del estilete del nematodo, inyeccion de secreciones 

dentro de la celula y succion del contenido celular (Christie, 1936). Solamente el segundo estado 

juvenil es capaz de iniciar la formacion de las celulas gigantes, mientras que la hembra adulta 

solo requiere mantener la actividad fisiologica de dichas celulas previamente establecidas (Veech, 

et al., 1987). 

Los mecanismos de formacion de las celulas gigantes han sido estudiados, y se ha sugerido que 

las celulas gigantes se forman por la disolucion de paredes celulares y consecuente fusion de 

celulas adyacentes (Christie, 1936; Dropkin y Nelson, 1960). 

Basandose en el nlimero de cromosomas presentes en las celulas gigantes, Huang y Maggenti 

(1969) sugirieron que se forman a traves de repetidas endomitosis sin citoquinesis, considerando 

la expansion de una sola celula. La no evidencia de disolucion celular fue demostrada por Jones y 
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Payne (1978). A pesar de este descubrimiento, existe la posibilidad de que la disoluci6n de la 

pared celular pueda estar involucrada en la formaci6n de celulas gigantes en alguna relaci6n 

hospedero-panisito, dependiendo de la especie de ambos (Bird, 1974). 

2. 7 Identificacion 

Las agallas producidas por Meloidogyne son similares en su morfologia; sin embargo, algunas 

especies como M exigua, M hap/a y M kikuyensis producen agallas caracteristicas, las cuales 

pueden ser usadas para su identificaci6n (Jepson, 1987). 

El concepto de lo que constituye una especie es necesariamente subjetiva en un genero donde los 

modos de reproducci6n van desde amfimixis, partenogenesis mei6tica facultativa o 

partenogenesis mei6tica obligada (Triantaphyllou, 1982). 

Sasser (1972), demostr6 que existen razas fisiol6gicas o patotipos en algunas especies de 

Meloidogyne a partir de estudios realizados en 9 plantas indicadoras con respecto a 11 

poblaciones de M incognita, 15 de M javanica, 10 de M hapla, 2 de M exigua y 10 de M 

arenaria. 

Varios fenotipos de enzimas, especialmente las esterasas son especificas y pueden ser usados 

confiablemente como caracter taxon6mico para identificar especies de Meloidogyne. 

Recientemente el uso de tales fenotipos de enzimas en la identificaci6n de especies de 

Meloidogyne se ha vuelto facil y practico. Los avances de la tecnologia hicieron posible la 

invenci6n ·de un aparato electroforetico automatico, en el cual los fenotipos de dos o mas 

enzimas pueden ser revelados a partir del extracto de la proteina de una sola hembra de 

Meloidogyne. Tales aparatos son usados ahora cotidianamente en algunos laboratorios como el 

primer paso en la identificaci6n de especies de poblaciones del mencionado genero. En muchas 

ocasiones los fenotipos de esterasas de un pequefio numero de hembras de una poblaci6n 

desconocida son comparados con el fenotipo de una hembra de M javanica, tal comparaci6n 

frecuentemente revela si la poblaci6n es pura o si la poblaci6n es heterogenea (Esbenshade y 

Triantaphyllou, 1989). 
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2.8 Histopatologia 

La histopatologia es una herramienta de gran ayuda ya que nos ayuda para poder entender la 

fisiologia tanto normal como alterada provocada por algun tipo de pat6geno que interfiera en el 

desarrollo o metabolismo, en este caso de algun vegetal de interes. Para poder familiarizarse con 

este tema hay que tener noci6n de la historia de la histologia, los metodos microtecnicos 

utilizados en nematodos y algunos estudios recientes realizados con los pat6genos de interes. 

2.9 Historia de Ia histologia 

Desde Nechemiah Grew y Robert Hooke que fueron de los primeros en realizar este tipo de 

trabajos hasta los realizados por Matthias Schleiden y Herman Schacht, la tecnica histol6gica se 

encontraba en condiciones muy precarias, dado que cada investigador de aquel tiempo tenia que 

construir su propio microscopio asi como algunos otros aditamentos. Los tejidos eran sujetados 

con la mano y cortados con una navaja filosa. La teoria celular de Scheiden, de que las plantas 

estan constituidas por celulas fue observada a partir de este tipo de preparaciones. Para el afio de 

1770, ya se habia usado un carmin como colorante propuesto para su uso en microscopia, sin 

embargo, cuando Sherder anuncia su teoria celular, el colorante no toma parte importante en la 

tecnica histol6gica (Chamberlain, 1932). 

El mismo autor indica que a partir del afio de 1850 los colorantes se usaron cada vez mas y su 

demanda hizo que en Alemania se conformaran compafiias proveedoras de colorantes para su uso 

en el microscopio. Durante la primera guerra mundial los colorantes fueron fabricados en 

America y cuando se conform6 la Comisi6n de Estandarizaci6n de los Colorantes Biol6gicos, 

estos mejoraron notablemente. 

Durante los primeros afios del microscopio fot6nico, la tinci6n de los cortes era realizada con un 

s6lo colorante. Despues se hizo comlin emplear dos colorantes, el primero tefiia algunos 

componentes y despues otro que contrastaba con el anterior (Ham y Cormark, 1984). 
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Antes de fin de siglo fueron numerosos los agentes fijadores , tipos de parafina y microtomos, asi 

como los colorantes que hicieron alcanzar un alto grado de eficiencia (Chamberlain, 1932). 

2.10 Metodos microtecnicos en nematologia 

Los estudios histol6gicos que involucran especies de Meloidogyne , requieren de la capacidad de 

preparar secciones delgadas del tejido infectado con el minimo de distorsi6n. La examinaci6n de 

tales secciones con el microscopio puede ser usada para el estudio y comparaci6n de las 

reacciones de varios tejidos a tratamientos de nematodos. El tejido es embebido en una matriz de 

parafina o phistico, para su posterior seccionado y manipulado. Las secciones de parafina que se 

obtienen con el tejido embebido, no requieren de un equipo muy sofisticado y con este una gran 

cantidad del tejido puede ser examinado con rapidez. Sin embargo secciones mas delgadas se 

pueden obtener de tejido embebido en plastico donde se pueden observar grandes detalles 

histol6gicos (Daykin y Hussey, 1985). 

2.11 Metodo de Ia parafina 

De este metodo, es importante tener conocimiento de los siguientes pasos: la selecci6n, 

preparaci6n, fijado , deshidratado y aclaramiento del tejido, asi como su infiltraci6n e inclusion en 

parafina; el corte, tinci6n y montaje del tejido. 

2.12 Seleccion y preparacion del tejido 

En todo estudio histopatol6gico siempre se debe incluir el tejido sano e infectado, esto para tener 

parametros de comparaci6n, y se aconseja colectarlo en diferentes etapas de desarrollo del 

nematodo. Las raices deben lavarse con agua corriente para eliminar la mayoria de las particulas 

de suelo adheridas al tejido. Esto favorece al seccionado ya que si no se eliminan esas particulas 

puede dejar sin filo la navaja del microtomo. Despues de lavadas las raices se seccionan en piezas 

de casi medio centimetro de longitud, mientras que las raices grandes y tallos de 1 em de 

diametro tambien deben ser cortadas longitudinalmente para permitir el intercambio de las 

sustancias quimicas durante el proceso de fijado . Cuando se prepara el tejido para el fijado hay 
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que tener cuidado de que no se rompa o deshidrate durante la manipulaci6n (Daykin y Hussey, 

1985). 

2.13 Fijado del tejido vegetal 

Casselman (1962) menciona que el fijado del tejido tiene por objeto provocar una muerte nipida 

de las celulas y conservar su estructura y ultraestructura con las menores modificaciones posibles. 

Esto se logra por media del fijador, que actua como un coagulante de los constituyentes celulares 

y tiene una acci6n mordiente que propicia las condiciones para la retenci6n de los colorantes y el 

endurecimiento del tejido que facilita el corte. Debido a que en la pnictica una sola sustancia no 

cumple con las cualidades antes mencionadas, los ingredientes de las formulas que se utilizan con 

este prop6sito se encuentran en proporciones tales que ejercen unbalance entre sus acciones. 

2.14 Deshidratacion y aclaramiento 

El procedimiento consiste en sumergir el bloque de tejido primero en una soluci6n poco 

concentrada de alcohol hasta pasarlo finalmente por dos cambios de alcohol absoluto, despues de 

lo cual se elimina el agua. Este procedimiento evita el colapso de las celulas o la distorsi6n del 

especimen. Del alcohol, el tejido se pasa por cambios sucesivos de xilol (un agente clarificante 

que es soluble en parafina y alcohol) para remover el agente deshidratador del tejido y 

proporcionar las condiciones para su infiltraci6n en parafina (Ham y Cormark, 1984; Gray, 1964). 

2.15 Infiltracion, inclusion y corte 

Despues del aclaramiento, el tejido se coloca en parafina fundida y se deja en ella hasta que todo 

el xilol sea sustituido por la parafina, enseguida, se embebe en parafina pura o nueva. El bloque 

incluido se manta en un microtomo, por media del cual se obtienen secciones de parafina con el 

tejido (Ham y Cormark, 1984; Konarev, 1972). 
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2.16 Tecnicas de tincion 

Se han usado tres procedimientos de tinci6n para las muestras de raiz infectados con nematodes, 

la tinci6n cuadruple de (Johansen, 1940) Safranina-Verde Rapido y la "Triarch Quadruple Stain" 

(Daykin y Hussey, 1985). Despues de la tinci6n, el tejido es montado en balsamo para su 

observaci6n al microscopic (Konarev, 1972; Gray, 1964). 

2.17 Tejido de plantas incluido en plastico para microscopio de luz 

Un procedimiento general involucra la fijaci6n de pequefias piezas de tejido en glutaraldehido 

(4 %) en amortiguador de fosfato 0.1 M a pH 7.2, enjuagar dos veces, deshidratar e incluir en 

resina de Spurr (Spurr, 1969). Las secciones de 3 ~-tm de grosor son cortadas con mucho cuidado, 

devastando el bloque de plastico en un ultramicrotome por medio de una navaja de vidrio y 

haciendola flotar en agua destilada con gelatina a 60° C para colocarla sobre un portaobjetos. La 

tinci6n de las secciones se realiza con azul de toluidina y se monta en forma permanente en resina 

Polimount (Dawes, 1971). Excelentes resultados se han obtenido con el tejido incluido en 

plastico que previamente ha sido infectado con nematodes (Jones y Payne, 1978). 

2.18 Estudios histopatologicos 

Dropkin y Nelson (1960), en el estudio que realizaron en raices de soya observaron que la larva 

de Meloidogyne arenaria provoc6 una intensa multiplicaci6n celular, seguida por una hipertrofia 

de celulas circundantes a region cefalica del nematode, asi como una disoluci6n de la pared 

celular lo que provoca la formaci6n de celulas gigantes multinucleadas. Tambien Minton (1962) 

realiz6 trabajos similares con M arenaria en raices de cacahuate, dichos estudios revelaron que 

por la acci6n de este nematode se presenta hipertrofia e hiperplasia en los tejidos. Mariscal (1984) 

trabajando con cacahuate encontr6 que en las vainas, M arenaria causa necrosis en las celulas de 

la epidermis, hipertrofia e hiperplasia en los haces vasculares y la formaci6n de almid6n en las 

celulas parenquimatosas. 
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Huang y Maggenti (1969) encontraron que en haba la presencia de M javanica origin6 la 

formaci6n de celulas gigantes, las cuales se derivaron de repetidas mitosis a partir de una celula 

original diploide sin la subsecuente citoquinesis. 

Taha y Raski (1969), reportaron que M javanica se reproduce de manera acelerada en el trebol 

blanco y formando agallas en los n6dulos nitrificantes, lo que provoc6 un decremento en el 

numero de n6dulos por el hecho de suprimir el crecimiento de la raiz. Tambien reportaron la 

formaci6n de n6dulos en agallas y la no destrucci6n del tejido nodular por la infecci6n y 

formaci6n de celulas gigantes en el haz vascular. 

Barker y Hussey (1976) realizaron una investigaci6n en n6dulos de leguminosas, donde 

demostraron que M incognita se desarrolla y reproduce en el haz vascular de la soya e induce la 

formaci6n de celulas gigantes multinucleadas con areas de la pared celular agrandadas, mientras 

que en chicharo provoca un crecimiento interno de la pared, lo que permite su funci6n como una 

celula de transferencia al transportar solutos a traves de la pared celular. Tambien reportan queM 

hapla ocasiona un dafio minimo y no hay presencia de alteraciones en los tejidos nodulares del 

cacahuate. 

Jimenez et al. (1986) reportan que M incognita raza 1 induce en la raiz de garbanzo la formaci6n 

de tres a cinco celulas gigantes multinucleadas con el nucleo y los nucleolos agrandados como 

resultado de la alimentaci6n del nematodo en el cilindro vascular de el cuerpo hinchado de la 

hembra, las celulas gigantes y la hiperplasia provocaron la desorganizaci6n del sistema vascular, 

presionando y desplazando a este hacia el tejido cortical. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1 Obtencion del material enfermo 

Las plantas enfermas se obtuvieron al realizar un muestreo dirigido en el mercado de plantas de 

Xochimilco en el verano de 1997, a plantas de Impatiens que manifestaban sintomas, tales como 

crecimiento reducido y clorosis, las plantas colectadas fueron de la especie I balsamina con 

flores de color rosa y purpura. Con la ayuda de una pala se procedio a extraer dichas plantas, las 

plantas que presentaban agallas se colocaron en bolsas de polietileno para evitar perdidas de 

humedad, despues estas fueron llevadas al laboratorio de nematologia, de la Universidad 

Autonoma Chapingo. 

3.2 Conservacion de Ia poblacion obtenida 

Las muestras obtenidas se guardaron en un refrigerador a una temperatura de 4°C en el 

laboratorio de nematologia del Departamento de Parasitologia Agricola, ubicado en el Campus de 

la U.A.Ch., dichas muestras sirvieron para llevar a cabo el estudio histopatologico, los estudios de 

identificacion y conservar material de reserva. 

3.3 Fase de laboratorio 

Una parte de la muestra se utilizo para el estudio de laboratorio el cual comprendio: la 

identificacion de las especies de nematodes que para llegar a su conclusion se realizo, la 

extraccion de hembras, con sus respectivos cortes de cabeza y su parte perineal, que 

posteriormente se montaron en preparaciones tanto permanentes como temporales para llevar a 

cabo la morfometria y por otro lado para cumplir con el objetivo de la histopatologia las 

actividades realizadas fueron las de preservacion, deshidratacion e infiltracion con parafina del 

tejido sano y enfermo, inclusion del tejido en parafina, cortes histologicos, tincion de cortes y por 

ultimo la toma de fotografias para describir los tejidos afectados. 
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3.4 Extraccion de bembras adultas (piriformes) 

Para realizar la extracci6n de las hembras piriformes, se lavaron las raices cuidadosamente 

tratando de quitarles totalmente la tierra y luego se procedi6 a fraccionarlas para facilitar su 

manejo. Las fracciones de raiz con agallas se disectaron y se les extrajo de manera individual bajo 

un microscopic de disecci6n. 

Los principales caracteres morfol6gicos utilizados en la presente investigaci6n para llevar a cabo 

la identificaci6n de dichas especies involucradas en la mencionada ornamental fueron los tipos de 

cortes tanto perineal y de cabeza los cuales sirvieron para tomar algunas medidas como la 

longitud de la vulva, longitud del estilete, diametro intemo y extemo del metacorpus y la 

distancia de la base del estilete a la desembocadura de la glandula esofagica dorsal. 

3.5 Morfometria 

La morfometria es una fase importante dentro de la identificaci6n de los especimenes en la 

nematologia y comprende la calibraci6n del microscopic para poder despues medir a los 

nematodos. 

Antes de tomar las medidas se calibr6 el microscopic de la siguiente manera: Se coloc6 un ocular 

graduado cada 10 micras en uno de los oculares, se puso un portaobjeto graduado en micras en la 

platina y se observ6 para poder hacer coincidir ambas graduaciones. El punto de intersecci6n de 

las graduaciones se utiliz6 para sacar el coeficiente de calibraci6n cuya formula se muestra a 

continuaci6n: 

Cc= (No. de Micrones del micrometro de la platina) I (No. de unidades del micrometro 

del ocular) 

Para medir objetos bajo el microscopic se hace en unidades oculares (U.C.) y esto se multiplica 

por el coeficiente ocular (C.c.) 
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3.6 Medici6n y Observaci6n 

Tanto para efectuar la medicion de los nematodes asi como la observacion del tejido en el cual se 

observaron las celulas gigantes tanto en cortes longitudinales y transversales, se utilizo un 

microscopic marca American Optical, la medicion se realizo en micrometros, utilizando como 

objetivo el aumento de 40x para tener una mayor precision en la medicion. 

3. 7 Ana lis is estadistico. 

Se realizo un analisis estadistico de las dimensiones hechas a las celulas gigantes utilizando el 

procedimiento PLOT (Graficas) del Sistema de Amilisis Estadistico (SAS), mediante el cual se 

graficaron los datos de los valores minimos y maximos, para poder observar como se distribuian 

en un diagrama de dispersion y de esa manera ajustar un modele no lineal a partir de una 

ecuaci6n lineal. 

Despues se procedi6 a efectuar una regresi6n lineal simple por medio del procedimiento Modele 

General Lineal, GLM (General Linear Model) del SAS para poder describir la relacion entre dos 

variables, una Hamada independiente o predictoria (ancho de la celula) y otra Hamada 

dependiente (longitud de la celula). Esto nos permite estudiar la influencia de una o mas variables 

que llamamos independientes sobre otra que llamamos dependinte. 

3.8 Comparaci6n de los modelos perineales del nematodo agallador en Impatiens sp. 

con los modelos descritos por Eisenback 

Los cortes perineales hechos, sirvieron para su posterior comparacion con las descripciones de las 

claves pictoricas de Eisenback de los modelos perineales de Meloidogyne. Dichos cortes Hevaron 

a la identificaci6n de los agentes causales que forman las agallas en las raices de Impatiens sp. 

3.9 Fijado de hembras 

Para poder Hevar un registro controlado, cada hembra extraida se transfirio a una cavidad "X" de 

una placa de ELISA, la cual dada su forma fue muy util para una buena manipulacion de los 
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ejemplares (a esta se le adicion6 previamente 5 gotas del fijador FA 4:1 en cada una de sus 

cavidades), para que las matara y los tejidos de la raiz se fijaran sin distorsionarse. 

3.10 Identificacion de hembras adultas 

Ya fijadas las hembras en FA 4:1 (de 24 a 96 horas), se procedi6 a realizar los cortes perineales y 

los cortes de cabezas para poder identificar las especies involucradas mediante comparaci6n de 

modelos perineales, estiletes, y algunas mediciones. 

3.11 Cortes perineales 

Los cortes perineales se realizaron en glicerina con la ayuda de una navaja de rasurar nueva y dos 

pescadores (microestiletes preparados con cerdas de cerdo). Los montajes se realizaron en 

portaobjetos con glicerina y se sellaron con bamiz de ufias. 

3.12 Cortes de cabezas 

Los cortes de cabeza se realizaron en glicerina con la ayuda de una navaja de rasurar nueva y dos 

pescadores. Los montajes se realizaron en portaobjetos con glicerina y se sellaron con bamiz de 

ufias . Se midi6 la longitud del estilete, diametro intemo y extemo del metacarpus, y la distancia 

de la base del estilete a la desembocadura de la glandula esofagica dorsal (Fig. 1 0). 

3.13 Preservacion, deshidratacion e infiltracion con parafina del tejido sano y enfermo 

El tejido sano y enfermo se lav6 con agua de la llave, se fraccion6 en porciones de 1 em, 

posteriormente se fij6 en soluci6n FAA (Cuadra 2), en el cual permaneci6 por 24 horas. 

Cuadra 2. Reactivos que componen al fijador FAA. 

Alcohol etilico al 70% 90 ml 

Acido acetico glacial 

F ormaldehido 

24 

5ml 

5 ml 



El bajo porcentaje de alcohol etilico debe ser empleado en los tejidos mas delicados y la 

proporci6n de acido acetico y formaldehido puede variar de acuerdo a la naturaleza del material. 

Para material lefioso, es conveniente decrecer la cantidad de acido acetico e incrementar el 

formaldehido. El tiempo minimo de fijado es de 18 horas (Johansen, 1940). 

Antes deponer el tejido a deshidratar e infiltrar en parafina se consider6 pertinente delimitar en el 

tejido enfermo el area infectada por el nematode. Por este motive el tejido se coloc6 en una caja 

Petri con agua para evitar su desecaci6n y se observ6 bajo el microscopic estereosc6pico. 

Localizado el dafio se procedi6 a seccionarlo a una longitud no mayor de 0.5 em. 

Las secciones obtenidas tanto de tejido sano como del enfermo, se transfirieron a un vaso de 

precipitados con agua y se lavaron con agua corriente durante 15 minutes. Transcurrido este 

tiempo, el tejido se coloc6 en una caja de plastico, se etiquet6 y se puso a deshidratar e infiltrar 

con parafina (Merkc) en el cambiador automatico "Histokinete" (Cuadro 3). 

Cuadro 3. Pasos seguidos en Ia tecnica de inclusion en parafina. 

No. de paso Proceso 

Alcohol 50% 

2 Alcohol 70% 

3 Alcohol96% 

4 Alcohol 1 00 % 

5 Alcohol 1 00 % 

6 Alcohol 100% y Xilol (1: 1) 

7 Xilol 

8 Xilol 

9 Xilol 

10 Parafina 

11 Parafina 
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3.14 Inclusion del tejido en parafina (Merkc) 

La inclusion en parafina consisti6 en colocar el tejido vegetal en una posicion longitudinal y 

transversal en un molde de aluminio que estaba sobre una plancha caliente, conteniendo parafina 

fundida. Esta se dej6 enfriar y se moldearon a pequefias fracciones piramidales de 1 em de base, 

mismas que se pegaron en bloques de madera para poder manipularlo y hacer el corte en el 

microtome. Ya montados los bloques que contenian las agallas, se procedi6 a eliminar el exceso 

de parafina tratando que los lados quedaran paralelos, para que la pelicula o tira que se forma 

durante el proceso de seccionado quedara lo mas derecha posible, para facilitar la preparaci6n de 

los montajes. 

3.15 Cortes histologicos 

Para realizar los cortes histol6gicos se utilize un microtome de la marca American Optical, en el 

cual, se hicieron cortes longitudinales y transversales de 12 y 13 micr6metros de grosor; las tiras 

obtenidas se guardaron en cajas de cartulina. Para lograr una buena calidad en los montajes y se 

facilitaran las observaciones, se lavaron previamente los portaobjetos en alcohol al 90% y se 

dejaron escurrir en posicion inclinada y se secaron a temperatura ambiente. Las tiras de 4 cortes 

de parafina con el tejido se colocaron en un portaobjetos limpio conteniendo adhesive de 

Haupt (Cuadro 4),despues se le agreg6 una gota de formol al 10 % y de 1 a 3 gotas de resina 

sintetica y despues se le coloc6 el cubreobjetos. Los portaobjetos con los cortes se colocaron en 

una platina a 50° C, para que se estiraran. Una vez que estas se estiraron, los portaobjetos se 

dejaron inclinados durante 10 minutes con la finalidad de que el exceso de formol escurriera. 

Ocurrido lo anterior se limpi6 alrededor de los cortes con papel seda, se colocaron en una 

canastilla metalica y se puso a desparafinar por 24 horas en una estufa a 50° C. 
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Cuadro 4. Componentes del adhesivo de Haupt para cortes histologicos 

Componente Cantidad 

Gel a tina 

Glicerina 

Fenol 

Agua destilada 

Preparaci6n 

1 g 

13 ml 

2g 

100 ml 

Se mezcl6 la gelatina con glicerina y se le agreg6 agua; posteriormente se calent6 a no mas de 45° 

C hasta que se disolvi6, por ultimo se agreg6 fenol y se filtr6. 

3.16 Tincion de cortes 

Para la tinci6n de los cortes se utiliz6 la tecnica cuadruple de Johansen modificada por Castillo 

( 1982) (Cuadro 5) y la tecnica de tinci6n Safranina-Verde Rapido (Johansen, 1940) (Cuadro 6). 
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Cuadro 5. Tecnica de tinci6n cuadruple de Johansen (1940), con tiempos adaptados para 

raices de belen (Impatiens balsamina) 

No. de paso. Sustancias Tiempo 

1 Xilol 5 min. 

2 Xilol 5 min. 

3 Xilol-etanol (1: 1) 5 min. 

4 Alcohol96% 5 min. 

5 Alcohol 70% 5 min. 

6 Safranina 45 min. 

7 Agua destilada Enjuagar. 

8 Crista! violeta al 0.5% (1) 1 min. 

9 Agua destilada Enjuagar 

10 Butanol (2) 3 min. 

11 Butanol 
,.., . 
.) mm. 

12 Verde nipido 1% (3) 15 min. 

13 Verde Rapido-Naranja G (145 ml-5ml) 15 min. 

14 Verde Rapido-Naranja G (148 ml-2ml) 15 min. 

15 Naranja G 30 seg. 

16 Butanol Enjuagar 

17 Xilol 5 min. 

18 Xilol 5 min. 

Safranina: Safranina all% (1 g de safranina en 100 ml de etanol al 50%). 

Cristal violeta: Crista! violeta acuoso al 1 % (1 g de cristal violeta en 100 ml de agua destilada). 

Naranja G: Naranja Gal 0.4% (0.4 g de naranja G en 100 ml de aceite de clavo). 

Verde rapido: Verde rapido all% (1 g de verde rapido en 100 ml de butanol). 

Algunos de los pasos de Ia tecnica de Johansen se modificaron: el colorante cristal violeta se 

cambio en su concentraci6n original de 1 % a 0.5 %, el etanol se sustituy6 por butanol, se 
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suprimi6 el colorante naranja G en uno de los pasos y por ultimo se modificaron los tiempos de 

exposici6n a los colorantes. 

Cuadro 6. Tecnica de tinci6n Safranina-Verde rapido con tiempos adaptados a Ia raiz de 

Impatiens spp 

Paso Sustancia Tiempo 

Xileno 5 min. 

2 Xileno 5 min. 

3 Xileno 5 min. 

4 OH96% 3 min. 

5 OH70% 3 min. 

6 OH50% 3 min. 

7 Safranina 4 hrs. 

8 Agua destilada Enjuagar 

9 OH50% 3 min. 

10 OH70% 3 min. 

11 OH96% 3 min. 

12 Verde nipido 3 min. 

13 OH 100% 3 min. 

14 OH 100% 3 min. 

15 Xileno 5 min. 

16 Xileno 5 min. 

17 Xileno 5 min. 

3.17 Toma de fotografia 

Para lograr una mejor descripci6n e ilustraci6n de las alteraciones histol6gicas provocadas por el 

nematodo agallador se procedi6 a tomar fotografias de las mejores preparaciones, que mostraban 

los dafios en la raiz. Las fotografias se tomaron con una camara Zeiss integrada a un microscopio 
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marca Zeiss modelo Axiovert 405 M, utilizando una pelicula Kodak de color de una sensibilidad 

de 1 00 ASA se fotografiaron los cortes perineales al igual que la region cefalica de las hem bras 

adultas. 

Las fotografias tomadas en el microscopio fueron a 400 aumentos y la ampliaci6n de la 

correspondiente al tamafio 6x. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1 Identificaci6n de especies 

Las especies de Meloidogyne identificadas con los modelos perineales fueron M arenaria y M 

incognita. 

4.2 Por comparaci6n de los cortes perineales con modelos ya establecidos 

Se compararon los cortes perineales que se realizaron con la descripci6n y la comparaci6n visual 

de los modelos perineales que se encuentran en el libro de Eisenback et al. 1983, lognindose 

identificar a las especies M incognita y M arenaria como los agentes causales del agallamiento 

de las raices que sirvieron como inoculo. Las mediciones de la longitud de las vulvas se 

muestran a continuaci6n. (Cuadros 7 y 8). 

Cuadro 7. Morfometria obtenida de los cortes perineales utilizada para Ia identificaci6n del nematodo agallador en Impatiens 

balsamina 

Ejemplar I Especie I Longitud de Ia vulva 

M incognita 50 !lffi 

2 M incognita 50 !lffi 

3 M incognita 45 !lffi 

4 M incognita 50 !lffi 

5 M incognita 57.5 !lffi 

X M incognita 50.5 !lffi 

Cuadro 8. Morfometrfa obtenida de los cortes perineales utilizada para Ia identificaci6n del nematodo agallador en Impatiens 

balsamina 

Ejemplar I Especie 1 Longitud de la vulva 

1 M arenaria 55 !J.m 

2 M arenaria 37.5 !J.m 

3 M arenaria 47.5 !J.m 

X M arenaria 46.7 !J.m 
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Valera en (1996), reporta un promedio de 28.30 J..tm de longitud de la vulva en M 

incognita. 

4.3 Por comparacion y medicion de estHetes 

Mediante la comparaci6n de estiletes se logr6 identificar a otros ejemplares cuyos cortes 

perineales no se veian muy claros. Asi mismo, se realizaron mediciones de la longitud del estilete, 

diametro intemo del metacarpus, diametro extemo del metacarpus, distancia de la base del 

estilete a la desembocadura de la glandula esofagica dorsal (Fig. 1 0) Estos resultados se muestran 

a continuaci6n (Cuadro 9). 

Cuadro 9. Algunas caracteristicas morfometricas analizadas para su identificaci6n, en el 

laboratorio de nematologia, 1996. 

Ejemplar 

2 

3 

I Especie I 
M incognita 

M incognita 

M incognita 

E I DIM 

16.5J..tm 

16.5J..tm 12.5J..tm 

16.5J..tm 

Long1tud del estilete (E), diametro mtemo del metacorpus (DIM), diametro 

I 

externo del metacorpus (OEM), di stancia de Ia base del estilete a Ia desembocadura de Ia 

glandula esofagica dorsal (DGED). 

DEM I DGED 

25J..tm x 32.5J..tm 7.5J..tm 

27.5J..tm x 37.5J..tm 

4.4 Descripcion histologica del corte transversal de Ia raiz sana de/. balsamina de 

flores de color rosa y color purpura 

En el interior de Ia raiz se localiza el xilema primario que esta conformado por un nucleo solido, 

en forma circular. El floema primario se encuentra entre los extremos del circulo del xilema. 

Fuera del floema existe una capa de celulas, el periciclo que conserva su actividad meristematica. 

Esta capa de celulas es precedida por Ia endodermis, corteza y finalmente por Ia epidermis. El 

crecimiento secundario se inicia con la formaci6n del cambium vascular, que rodea a la 

circunferencia del xilema y delimita Ia formaci6n de un nuevo floema hacia afuera y xilema hacia 

adentro. (Fig. 2) 
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Cuando se inicia el crecimiento secundario masivo en la raiz, las capas extemas corticales se 

desprenden y se produce corcho mediante un cambium de corcho o fel6geno que se origina en el 

floema. Esta ultima capa extema corresponde a la peridermis que esta constituida por 4 a 5 

celulas rectangulares, con la pared delgada y suberizada, dispuestas una sobre de otra y sin la 

presencia de espacios intercelulares (Katherine, 1989). 

4.5 Descripci6n histo16gica del corte transversal de Ia raiz enferma de/. balsamina de 

flores de color rosa y color purpura 

Las celulas gigantes formadas por M incognita y M arenaria fueron encontradas siempre en el 

cilindro vascular, afectando dnisticamente su organizaci6n. En el cilindro vascular afectado, los 

elementos del floema y xilema fueron desplazados por las celulas gigantes, provocando una 

distorsi6n y colapso entre los tejidos, empujandolos hacia los lados. (Fig. 3). Tambien se observ6 

que algunas de las celulas gigantes llegan a ocupar todo el cilindro vascular, compactando hacia 

afuera, todos los elementos conductores, estas observaciones se encontraron en ambos colores de 

flor de belen. (Fig. 5). 

Estas alteraciones ya han sido estudiadas y descritas con anterioridad, en otros cultivos y con 

otras especies de Meloidogyne . (Littrell, 1966) trabaj6 con Hibiscus esculentum y M 

incognita acrita, observando que los elementos del xilema se presentaban anormalmente cortos y 

constituidos por celulas de forma irregular con un grosor secundario caracteristico; Littrell 

menciona, que las anormalidades del parenquima y xilema siempre se encontraron asociadas con 

la infecci6n del nematodo y con la presencia de hiperplasia del parenquima del periciclo y del 

xi lema, respectivamente. Los investigadores Swamy y Krishnamurthy 1971, al observar las raices 

de Basella alba atacadas por M javanica, encontraron que, como resultado de la infecci6n, el 

xilema secundario es empujado y separado de los otros elementos del cilindro vascular quedando 

asi desorganizado y disperso. Tambien Trevedi et al. (1977) en una investigaci6n realizada con 

Capsicum annuum y nematodes agalladores, observaron que los vasos del xilema afectado 
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presentaban un tamafio variable y una forma irregular, asi como las traqueidas: ademas en algunas 

partes de Ia raiz, el xilema se encontraba en posicion transversal y oblicua. 

En esta investigacion se encontro que donde habia Ia formacion de celulas gigantes, asi como los 

elementos alterados del periciclo, floema y xilema, se localizaban alrededor de la cabeza del 

nematode. (Fig. 6). 

En trabajos realizados por Dropkin y Nelson (1960), en relacion con el origen de las celulas 

gigantes indican que se debe a la hiperplasia e hipertrofia de las celulas cercanas a la region 

cefalica de la larva, seguidas de la disolucion de membranas y consecuente fusion de las celulas 

del parenquima adyacentes a las celulas gigantes. Afios despues, Litrell (1966) indico que tanto la 

disolucion de las paredes celulares como la induccion de mitosis, eran las responsables de la 

formacion de las celulas gigantes. Sin embargo, Huang y Maggenti (1966) afirman que las celulas 

multinucleadas, son el resultado de mitosis solamente en las celulas diploides infectadas, 

originandose las celulas gigantes por la ausencia de citokinesis. 

En Ia presente, se encontro una diversidad en Ia forma y tamafio de las celulas gigantes, asi como 

tambien en el numero de estas por cenocito. Se llegaron a observar de 2 a 5 celulas gigantes 

asociadas con un nematode. (Fig. 4). Al respecto, Litrell (1966) registro de 4 a 7 celulas gigantes 

asociadas con un solo nematode en Hibiscus esculentum, y Dropkin y Nelson (1960) 

encontraron en soya grupos de celulas gigantes, que consistian de 5 a 9 de estas, por lo que se 

deduce que el numero de celulas gigantes por cenocito, depende posiblemente de Ia hospedante 

de que se trate. 

En algunas ocasiones las 2 especies de nematodes encontradas en Impatiens sp, las hembras 

adultas se observo que Ia cabeza estaba insertada entre las celulas gigantes, en algunas otras 

preparaciones esta observacion no era muy clara, pero si se puede intuir que el nematode inserto 

su estilete en las celulas y de ahi obtener su alimento para poder desarrollarse (Fig. 6). 

Tambien se observo que alrededor de las celulas gigantes se encontraban un gran numero de 

celulas parenquimatosas, las cuales presentaban cierta elongacion (Fig. 3). 
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La pared de las celulas gigantes da la impresion de componerse de 2 capas, la exterior mas 

delgada que la intema, la extema se tifio de verde claro en comparacion a la extema que tifio de 

un verde mas obscuro (Fig. 4). 

Se pudo apreciar que entre las celulas gigantes hay comunicacion por medio de plasmodesmas de 

diametro variable, el citoplasma de estas celulas estaba denso y granulosa con vacuolacion 

irregular (Fig. 4). 

Todas las celulas gigantes presentaban diferentes formas, grosor de sus paredes, al igual que el 

numero de nucleos por celula. 

Los nucleos observados en el interior de cada celula no tenian ningun tipo de acomodo dentro del 

citoplasma y el numero de estos vario dependiendo del tamafio de la celula observada, el numero 

de estos oscilo entre los 4 hasta los 15 dependiendo de lo antes mencionado (Fig.4 ). 

4.6 Descripcion histo16gica del corte longitudinal de Ia raiz sana de/. balsamina de 

flores de color rosa y color purpura 

Las hileras longitudinales de celulas tan prominentes en la raiz irradian de la celula apical y 

muchas de ellas se dividen en dos. Una celula se divide transversalmente; entonces, una de las 

dos nuevas celulas se divide longitudinalmente y cada celula hija de esta division se convierte en 

el origen de una nueva fila. La primera fila ubicada del centro hacia la periferia es la del cilindro 

vascular, la segunda fila es la que corresponde al periciclo, la tercera fila la forma el cortex, 

despues sigue otra fila la cual coforma la epidermis la cual separa a la ultima fila conocida como 

caliptra mediante divisiones periclinales. 
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4. 7 Descripci6n histol6gica del corte longitudinal de Ia raiz enferma de /. balsa min a de 

flores de color rosa y color purpura 

En este tipo de cortes se observ6 un comportamiento muy similar al presentado en los cortes 

transversales, en cuanto al acomodo de los nematodos en el tejido, donde se observ6 de manera 

particular que ademas de encontrarlos en el cilindro vascular tambien se encontraban en la parte 

conocida como cortex (Fig. 7 y 8). 

En cuanto a la presencia de celulas gigantes la cabeza del nematodo siempre se encontraba muy 

cerca de elias, como ocurri6 tambien en los cortes transversales. 

En cuanto al numero de nucleos y formas de las celulas coincide con lo observado en los cortes 

transversales (Fig. 8). 

Estas observaciones fueron hechas en I. balsamina de ambos colores. 
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5. CONCLUSIONES 

1. Las especies involucradas en esta investigacion fueron Meloidogyne incognita y M arenaria. 

Las medidas que se realizaron a los diferentes individuos coinciden en promedio con lo reportado 

en la literatura, para el caso de M. incognita se encontro en medidas promedio de 50.5 ~m de 

longitud de la vulva, en longitud del estilete 16.5 !J.m, diametro interno del metacarpus 12.5 ~m, 

diametro externo del metacarpus 26 11m x 35.5 ~m y de la distancia de la base del estilete a la 

desembocadura de la glandula esofagica dorsal 6.5 !J.m. 

2. En los cortes transversales las celulas gigantes formadas por M incognita y M arenaria se 

encontraron siempre en el cilindro vascular, afectando drasticamente su organizacion. En el 

cilindro vascular afectado, los elementos del floema y xilema fueron desplazados por las celulas 

gigantes, provocando una distorsion y colapso entre los tejidos, empujandolos hacia los lados. 

En los cortes longitudinales se observo un comportamiento muy similar al presentado en los 

cortes transversales, en cuanto al acomodo de los nematodos en el tejido, donde se observo de 

manera particular que ademas de encontrarlos en el cilindro vascular tambien se encontraban en 

la parte conocida como cortex. 

3. En las raices de I. balsamina tanto las de flo res rosas como las de flo res purpura habia la 

presencia de las dos especies de nematodo M incognita y M arenaria, por lo que se puede 

afirmar que esta ornamental es muy susceptible al ataque de estos nematodos, dadas estas 

circunstancias se podria utilizar a esta ornamental en condiciones controladas como fuente de 

inoculo para incrementar poblaciones de estos nematodos sin importar la variante. 

4. De los datos graficados en el diagrama de dispersion se observo que no era necesario realizar la 

regresion lineal ya que dicha distribucion muestra que no tiene relaci6n entre la variable llamada 

independiente 0 predictoria (ancho de la celula) y la otra llamada dependiente (longitud de la 

celula). Es decir que el comportamiento que tiene el ancho de la celula no esta asociado con la 

longitud de la misma. 
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6. SUGERENCIAS 

Se sugiere que para estudios posteriores el espesor de los cortes sea diferente al de 10-12 micras, 

ya que parece ser inadecuado, dado que muchos de los cortes realizados aparecteron 

destrozados, por lo que impidi6 una buena apreciaci6n completa de las celulas gigantes y de los 

nematodos involucrados, lo ideal seria aumentar el espesor de los cortes. (Fig. 9). 

Dadas las caracteristicas de esta ornamental en condiciones controladas, se podria utilizar a esta 

como fuente de inocula para incrementar poblaciones de estos nematodos. 
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Fig. 1. Corte transversal de raiz 
I. balsamina 

8. Figuras 

Fig. 2. Corte longitudinal de Ia raiz sana de 
de I. balsamina 

Fig. 3. Hembras de M incognita y M arenaria creando celulas gigantes en corte transversal de I. balsamina. 

46 



Capa exterior verde obscuro y delgada 

Citoplasma denso y granuloso 

Capa intema verde clara y delgada 

Fig. 4. Celulas gigantes provocadas por la presencia de nematodos en corte longitudinal de I. balsamina 

Fig. 5. Celula gigante ocasionando 

distorsi6n en el tejido vegetal, corte 

transversal 
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Estilete del nenatodo 

Fig. 6. Hembra adulta con su estilete 

insertado en una celula, corte transversal 



Estilete 

Fig. 7. Corte longitudinal de raiz, don de Ia hem bra 
se alimenta por medio de su estilete de Ia celula. 

Area de tejido dafiado por el corte 

Fig. 8. Tres hembras adultas, en corte longitudinal 

Estilete 

Nodulos basales 

Bulbo medio 

Fig. 9. Corte deficiente por navaja en mal Fig. l 0. Partes principales de 

estado. medici6n para identificar 
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8. Anexo 

Anexo 1. Medidas de las celulas gigantes en !J.m de largo por ancho. 

Nfunero de Celula Medida de largo Medida de ancho 

1. 5.828945 6.186404 

2. 5.075173 5.084061 

3. 5.521460 5.969643 

4. 5.043425 5.593997 

5. 5.579729 6.095216 

6. 5.736572 6.141741 

7. 4.787491 5.344874 

8. 5.272999 5.630605 

9. 5.541263 5.344874 

10. 5.978885 6.539942 

11. 5.438079 5.797545 

12. 4.653960 4.743125 

13. 5.598421 6.208083 

14. 5.459585 6.021579 

15. 5.164785 5.666050 

16. 4.653960 4.892203 

17. 5.459585 . 6.071206 

18. 5.416100 5.666050 
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19. 5.560681 5.857907 

20. 5.703782 5.886907 

21. 5.579729 5.556149 

22. 5.298317 5.593997 

23. 6.016157 5.915173 

24. 5.799092 5.630605 

25. 6.003887 6.141741 

26. 6.626717 6.367844 

27. 6.429719 5.797545 

28. 6.309918 6.349080 

29. 6.413458 6.386298 

30. 6.204557 6.869063 

31. 6.253828 6.270702 

32. 6.586171 6.938142 

33. 6.040254 6.367844 

34. 6.405228 6.186404 

35. 6.405228 6.021579 

36. 6.469250 6.555778 

37. 5.857933 6.290819 

38. 6.543911 6.111741 

39. 5.814130 5.630605 

40. 6.109247 6.164296 

41. 6.388561 6.046668 
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42. 6.272877 6.141741 

43 . 5.913503 5.766095 

44. 5.814130 6.186404 

45. 5.799092 4.959886 

46. 5.966146 5.969643 

47. 6.098074 4.820150 

48. 5.899897 5.969643 

49. 6.142037 6.367844 

50. 6.244166 6.507579 

51. 6.309918 6.474251 

52. 6.388561 6.310579 

53. 5.899897 5.297360 

54. 5.886104 5.828134 

55. 6.214608 6.539942 

56. 6.052089 5.516972 

57. 5.768321 5.915173 

58. 5.886104 5.733732 

59. 5.768321 6.095216 

60. 6.052089 5.733732 

61. 6.120297 6.507579 

62. 6.586171 6.349080 

63 . 6.075346 5.828134 

64. 6.371611 6.378953 
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65. 6.052089 6.523878 

66. 6.063785 5.390449 

67. 5.298317 5.915173 

68. 5.347107 5.556149 

69. 4.653960 4.743125 

70. 5.720311 5.593997 

71. 5.043425 5.141326 

72. 5.669880 5.247732 

73 . 5.192956 5.195796 

74. 5.438079 5.476370 

75. 5.899897 6.071206 

76. 5.940171 4.959886 

77. 6.152732 6.118721 

78. 6.028278 6.208083 

79. 6.052089 5.915173 

80. 6.086774 5.593997 

81. 6.437751 6.457206 

82. 6.204557 6.229348 

83. 5.857933 5.969643 

84. 5.966146 5.476370 

85 . 5.814130 6.141741 

86. 5.752572 5.141326 

87. 6.309918 6.250217 
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88. 5.669880 6.164296 

89. 5.752572 6.071206 

90. 5.857933 6.208083 

91. 6.109247 5.630605 

92. 6.345636 5.593997 

93. 5.616771 5.593997 

94. 5.872117 5.733732 

95 . 6.152732 5.797545 

96. 6.461468 6.404451 

97. 5.926926 5.886907 

98 . 5.164785 5.247732 

99. 5.720311 5.733732 

100. 5.783825 5.476370 
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