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Introduccion

Actualmente, la enfermedad de la macana o rayadilla es la limitante mas comun
y de mayor impacto en el cultivo del fique; es causada por un virus que es
posiblemente transmitido por el hongo Olpidium sp., (Cepero de Garcia et al.,
2006). El hongo Olpidium spp. se encuentra distribuido en todo el mundo, es
parasito obligado intracelular en raices y logra infectar una gran variedad de
plantas hospederas, monocotiledéneas y dicotiledéneas, incluyendo malas
hierbas que actian como reservorios naturales. Este vector es econdmicamente
importante debido a que transmite virus causantes de enfermedades
destructivas en plantas (Rochon et al., 2004; Koganezawa et al., 2005).

Estudios realizados por Galvez y colaboradores (1977), citado por Morales y
colaboradores (2003), demostraron que el patégeno causal de la macana es un
virus isométrico, aunque sin determinar con precision su posicion taxonémica ni
sumodo de transmision. Gracias a estudios realizados por Morales y colaboradores
(1992) se caracterizo el virus y lo denominaron Virus de la raya necrética del fique,
perteneciente al género Dianthovirus, de la familia Tombusviridae, del cual
no se conocia un vector biolégico. Estudios realizados por Cepero de Garcia y
colaboradores (2006) han demostrado la asociacién entre el virus y un hongo
vector subterrdneo que puede transmitir virus vegetales. Dichas investigaciones
confirmaron que el posible vector es el hongo Olpidium spp.
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Generalidades del vector (Olpidium spp.)

Taxonomia, ecologia y patologia

Los Chytridiomycetes patdgenos de plantas, cominmente conocidos como
quitridos, carecen de un micelio verdadero y constan, en su mayor parte, de
un rizomicelio irregular o redondeado que vive completamente en el interior
de las células de su hospedante. Cuando ha llegado a la madurez, el soma
vegetativo se transforma en muchas esporas latentes de pared gruesa o en
esporangios. Los hongos pertenecientes a esta clase son acuaticos. Dado que
producen zoosporas, requieren de agua o de una pelicula acuosa en el suelo
o sobre la superficie de la planta. Para el caso de Olpidium spp., este transmite
virus desde los hospederos en los que se propaga, hasta los que posteriormente
infecta. Debido a ello, Olpidium spp. es un vector de por lo menos seis virus
que producen enfermedades en las plantas, como el virus de la necrosis del
tabaco (TNV-A, TNV-D) y de la vena ancha de la lechuga (MiLV y LBVV) (Sasaya y
Koganezawa, 2006; Colariccio et al., 2005; Rochon et al., 2004).

Ciclo de vida de Olpidium spp.

Olpidium spp. presenta tres estados de desarrollo en su ciclo de vida: plasmodio
y zoosporangio, zoosporas moviles y esporas de resistencia, que pueden
sobrevivir hasta por veinte afios en terrenos cultivables, siendo dificil erradicarlo
una vez establecido (Tomlinson y Garrett, 1964; Colariccio et al., 2005).

Modo de infeccion

Una zoospora, con un Unico flagelo posterior, se enquista en las células
epidérmicas de la raiz del huésped, y el protoplasma del quiste se inyecta
dentro del citoplasma de la célula, el cual aparentemente lleva el virus en su
protoplasto, transmitiéndose a raices sanas. Siete dias después de la infeccidn,
los zoosporangios maduros descargan zoosporas por medio de tubos de
descarga o de salida al exterior de la raiz, repitiendo finalmente su ciclo de
vida. El virus también puede encontrarse dentro de esporas de resistencia del
vector, sobreviviendo por afios en ausencia de plantas hospederas (Temmink y
Campbell, 1968; Temmink, 1971; Rochon et al., 2004; Koganezawa et al., 2005).

Plasmodio y zoosporangio

Cada uno de los plasmodios aparentemente germina de una zoospora,
la cual, después de enquistarse sobre la superficie de la célula huésped,
penetra en cuestion de pocas horas. El plasmodio joven puede llegar a ser
inapreciable en algunas células huésped, después de 12 a 24 horas. Estos
organelos son esféricos, de estructuras granulares que alcanzan rapidamente
un diametro igual al eje corto de la célula vegetal y que contindan su
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crecimiento, alargandose, hasta adquirir una forma ovoide u elipsoide.
Cuando el plasmodio madura a zoosporangio toma una forma granular en su
interior y el protoplasma es separado dando lugar a las zoosporas. Cuando el
zoosporangio germina, las zoosporas salen al agua circundante, pero, justo
antes de su salida, las zoosporas pueden observarse en movimiento dentro
del zoosporangio. Estas zoosporas pueden escapar a través de pequenos
poros de la pared de la célula huésped y no a través de un tubo de salida
definido (Tomlinson y Garrett, 1964) (Figura 1).

B

Figura 1. Zoosporangios cargados con zoosporas, visualizados en un microscopio de contraste de
fases con el objetivo 100x-Ph3. A. Con la presencia del tubo de descarga. By C. Sin la presencia de
tubo de descarga.

Zoosporas

La zoospora es generalmente de forma esférica, de aproximadamente tres
micras de didmetro y con un flagelo posterior pequefio. Poco después de su
desarrollo nadan en direcciones aleatorias. Algunas zoosporas son biflageladas
y presentan un mayor tamano, dos veces mas grandes que el de una zoospora
uniflagelada. La presencia de los dos flagelos esta asociada a la fusion de dos
zoosporas en su fase sexual (Tomlinson y Garrett, 1964) (Figura 2).

A

Figura 2. Zoosporas visualizadas en un microscopio de contraste de fases con el objetivo 100x-Ph3.
A. Zoospora flagelada. B. Zoospora con tamano de 6 (micras). €. Zoospora biflagelada.
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Esporas de resistencia

Las esporas de resistencia se observan en las células de la epidermis de la raiz,
cincodiasdespuésdelainfeccion, encantidades considerablesy particularmente
sobre las raices mas viejas. Al microscopio, ellas presentan una forma estrellada
y un didmetro entre 14 uy 25 u (Tomlinson y Garrett, 1964). La pared de esta
estructura es verdaderamente rigida y le permite al hongo sobrevivir en el suelo
por mas de 20 anos. Bajo condiciones adecuadas de humedad y una vez dentro
de las células huésped, las esporas entran a su fase asexual, pierden su pared
gruesa, toman una forma granular y expulsan las zoosporas para reanudar asi
su ciclo de vida (Figura 3).

Figura 3. Esporas de resistencia. A. Espora de resistencia visualizada en un microscopio de contraste
de fases con el objetivo 100x-Ph3. B. Esporas de resistencia tefiidas con azul de tripan visualizadas en
un microscopio de luz con el objetivo 100x. €. Tejido vegetal infectado con estructuras de resistencia
de Olpidium spp.

Distribucién

Olpidium spp. presenta una amplia distribucidn y se extiende en todas las areas
templadas del mundo (Koganezawa et al., 2005). El rango de hospederos es muy
extenso, porlo que se encuentran reportes de especies susceptibles, distribuidas
en varias familias, entre ellas: Cucurbitaceae, Leguminosae, Chenopodiaceae,
Compositae, Umbelliferae, Solanaceae, Cruciferae, Malvaceae, Liliaceae y
Gramineae (Koganezawa et al., 2005).

Sintomas y signos de la infeccion por Olpidium spp.

El hongo no presenta ninguna sintomatologia externa; se determina su
presencia cuando hay sintomas del virus. Para detectar la presencia del hongo
se debe llevar a cabo el procedimiento de tincién de raices con azul de Tripdn,
segun la metodologia descrita por Phillips y Hayman (1970) y modificada por
Cepero de Garcia y colaboradores (2006), en donde se observan y diferencian
facilmente las estructuras como las esporas de resistencia y los zoosporangios.
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Identificacion molecular de Olpidium spp.

El ADN ribosomal (ADNr) ha demostrado ser una region util para estudiar
relaciones evolutivas entre hongos y ha desempefado un papel importante
en la taxonomia de hongos (White et al, 1990). Sin embargo, actualmente
los genes 5.8S, 18S y 28S de esta regidén han mostrado relativamente pocas
diferencias entre especies (Kularatne et al., 2004). Ante esto, otras regiones han
sido estudiadas y han demostrado ser mucho mas variables, como es el caso
de las regiones correspondientes al espaciador transcrito interno (ITS) entre los
genes 18S y 28S del ADNr. Estas regiones para el caso de Olpidium spp. han
arrojado resultados interesantes.

Estudios realizados por Herrera-Vasquez y colaboradores (2009), permitieron a
partir de una PCR multiple detectar tres especies de Olpidium spp. (O. bornovanus,
O. brassicae, O virulentus) utilizando cebadores que amplifican solo la region
especifica ADNr del hongo, a partir tanto de zoosporas como de raices de la planta
huésped. Estos cebadores fueron utilizados como la herramienta de identificacién
molecular del hongo Olpidium sp. detectado en raices de plantas de fique.

PCR multiple

La PCR multiple se basa en la reaccidon en cadena de la ADN polimerasa
(Polymerase Chain Reaction), con la uUnica diferencia de que se utilizan varios
juegos de cebadores en su proceso. Con esta técnica se pueden producir en
el laboratorio multiples copias de un fragmento de ADN especifico, incluso en
presencia de millones de otras moléculas de ADN. Sus Unicos requerimientos son
la existencia de nucleétidos que son la materia prima para fabricar el ADN, y una
pequena cadena de ADN que pueda unirse a la molécula “molde” de ADN que
queremos copiar para que sirva como cebador (primer) (Cruegery Crueger, 1993).

Metodologia
Produccion masiva del inéculo de Olpidium sp.

Con el objetivo de establecer un protocolo para el aislamiento de las zoosporas
de Olpidium sp. se utilizaron plantulas de lechuga (Lactuca sativa) que
presentaban entre 3 y 5 hojas verdaderas empleadas como cultivo modelo,
dada la susceptibilidad que presenta esta hortaliza frente al vector del patégeno
(Cepero de Garcia et al., 2006). Estas fueron trasplantadas a materas plasticas de
600 g de capacidad, a cada una de las cuales se le agregé una mezcla de suelo
turba como sustrato base y en el centro de la misma se le adicion6 suelo que
contenia una cepa virulenta de Olpidium sp. en proporcion 10:1.

Después de 30 a 40 dias se extrajeron las plantas y se detecté la presencia del
hongo en las raices, gracias al protocolo de tincién de raices que se describe a
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continuacidn. Se lavaron las raices con agua destilada estéril y se sumergieron en
hidroxido de potasio (KOH) al 10%; esta solucién se calenté en bafo de Maria a
90°C, durante 10 minutos, y se lavaron con abundante agua. Luego se acidificé
con HCl por 10 min, se descartd y por Ultimo se agregé azul de Tripan por 24 horas.

Montaje de las raices infectadas y observacion de las estructuras del hongo

Con el fin de verificar la infeccién del hongo en la raices de la planta, se ubicaron
e identificaron bajo el microscopio las estructuras, tales como las esporas de
resistencia y los zoosporangios. Para ello, en primera instancia se sumergié un
grupo de las raices tefiidas en agua destilada (Figura 4A), de tal forma que se
pudieran cortar en segmentos de 2 cm, las cuales fueron colocadasdea 10 en un
montaje ldmina-laminilla. Para confirmar la presencia del hongo se analizaron
10 campos por cada raiz, usando el objetivo 10x (Figura 4). Posteriormente, se
diferencié la morfologia de las estructuras presentes bajo el objetivo 40x y para
el caso de evidencia fotografica se utilizé el objetivo 100x (Figura 4).

40x 100x

Figura 4. A. Raices infectadas con Olpidium sp. B. Observacion de las estructuras
del hongo al microscopio (10x, 40x y 100x).

Avances en el estudio del virus de la macana en el cultivo de fique (Furcraea spp.) 13



Con el propdsito de aislar las zoosporas vivas del hongo, se realiz6 el montaje
en fresco de las raices, como se mencioné anteriormente, pero sin ningun tipo
de tincién. El aislamiento fue efectuado segln la metodologia propuesta por
Herrera-Vasquezy colaboradores (2009) con algunas modificaciones, para extraer
un ADN puro y concentrado para la identificacion molecular de Olpidium spp.

Aislamiento de las zoosporas de Olpidium sp.

Después de 17 dias del trasplante, la mitad de las plantas fueron extraidas de
los recipientes y el suelo adherido a las raices fue retirado cuidadosamente
para conservar en buen estado las estructuras del hongo. Una vez obtenidas las
raices, se lavaron con abundante agua corriente estéril y se mantuvieron a una
temperatura entre 15°Cy 20°C para evitar la expulsién de las zoosporas. Luego
se colocaron sobre cajas de Petri y en ellas se continuaron los lavados con agua
estéril, bajo las condiciones anteriormente mencionadas, minimo cuatro veces
mas o hasta que los residuos del sustrato se eliminaran por completo.

Obtencién y purificacion de las zoosporas en suspension

La siguiente fase experimental se focalizé en la purificacion de la suspensiéon
de zoosporas, ya que los aislamientos provienen de suelo donde la microbiota
es muy extensa y la contaminacion con bacterias es constante, lo cual puede
afectar la identificacién molecular.

La purificacion de las zoosporas se realiz6 mediante una metodologia que
permitiera purificar la solucién sin afectar las estructuras moéviles de Olpidium sp.
Para ello se utilizaron antibiéticos de amplio espectro en concentraciones bajas,
con el fin de evitar el dafo de las estructuras del hongo. Se realizé la inmersién
de las raices en una mezcla de antibiéticos (combinaciéon de estreptomicina,
penicilina y cloranfenicol a una concentracién final de 4,5 mg/mL) durante
10 min aproximadamente, seguida de cuatro enjuagues con agua corriente
estéril y mantenida entre 15°Cy 20°C para eliminar los residuos de antibioticos
(Figura 5). Una vez realizados los lavados se utilizé6 una solucién de sacarosa
al 1% y glicina 0,5 M 1:1 (v/v), sugerida por Herrera-Vasquez y colaboradores
(2009), en la cual se incubaron las raices lavadas a una temperatura de 25-30°C,
durante 24h, con lo cual se redujo la presencia de bacterias contaminantes y se
favorecio la expulsién de las zoosporas (Figura 5). Esto fue demostrado después
de observar las muestras bajo el microscopio de contraste de fases, previa
incubacién y centrifugacién a 10.000 rpm (Figura 6)

Identificacion molecular de Olpidium sp.

Extraccion de ADN: Para la identificacion molecular de Olpidium sp. se
realizaron extracciones de ADN ajustando el protocolo de Denman y
McSweeney (2005). Este protocolo se aplicod a partir de una suspensién de
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Figura 5. Inmersion de las raices de lechuga de 17 dias después del trasplante, infectadas con
Olpidium spp. en una solucién de antibidticos (Estreptomicina, Penicilina y Cloranfenicol a 4,5
mg.mL"), sequida de una solucién de glicina (0,05 M glicina y 1% sacarosa).

(100x-Ph3)

Figura 6. Observacién de las zoosporas bajo microscopio
de contraste de fases, 24 horas postincubacion de las raices
a30°C.

zoosporas y de raices infectadas con el hongo, con el fin de encontrar la
cantidad y la calidad 6ptima de ADN para la amplificacidn. La concentracién
de ADN y la pureza del mismo fue estimada por la medida de la absorbancia
a longitudes de onda de 260 y 280 nm en un espectrofotémetro NanoDrop®
1000 (Thermo Scientific).

Amplificacion por PCR para Olpidium sp.: Con el fin de determinar la especie de
Olpidium sp. presente en las muestras de Cauca (Colombia), se recurrié alatécnicade
PCR-muiltiple, utilizando los cebadores especificos para Olpidium spp. sugeridos por
Herrera-Vazquez y colaboradores (2009), tales como: OLPbor (Olpidium bornovanus
sp.) (Accesion GenBank N°AB205215, tamario 977 bp), OLPbra (Olpidium brassicae
sp.) (N° AB205213, 204 bp) y OLPvir (Olpidium virulentus sp.) (N° AB205208, 579 bp).
La amplificacion especifica de la region ADNr se realizé a partir de la suspension de
las zoosporas como de las raices infectadas. Estos productos de PCR fueron corridos
en geles de agarosa para su andlisis y su posterior secuenciacion.
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Resultados

Produccion masiva del inéculo

Para la reactivacién del ciclo de vida y la produccién masiva de Olpidium sp. se
trasplantaron 70 plantas de lechuga, de acuerdo con la metodologia descrita,
de las cuales 10 fueron sembradas en suelo estéril como control positivo y 60
fueron sembradas en suelo inoculado con Olpidium sp. A 30 plantas inoculadas
se les realizo la tincién de las raices con azul de Tripan, con el fin de verificar la
presencia de Olpidium spp., y las 30 restantes se dejaron en invernadero como
indculo primario para los siguientes bioensayos.

Bajo observacién en microscopio de contraste de fases se verificé la presencia
del hongo en el 100% de las raices analizadas, mediante la identificacién de las
esporas de resistencia. Dos tipos de esporas caracteristicas del género Olpidium
spp. fueron identificadas: esporas de pared lisa caracteristicas de O. bornovanus
y esporas de pared hexagonal propias O. brassicae, segun Herrera-Vasquez y
colaboradores (2009) (Figura 7). Este tipo de esporas se observé en todas las
raices analizadas.

1. PATRON LISO

3. ZOOSPORANGIO

2. PATRON HEXAGONAL

Figura 7. 1. Patrones de esporas de resistencia observadas en microscopio de contraste de fases 40x-
Ph2, tefidas con azul de Tripan.

Identificacion morfoldgica de las zoosporas de Olpidium sp.

Para la identificacion taxonémica de Olpidium sp. es muy importante conocer
la complejidad de la estructura interna y la organizacién de la zoospora. Para
ello se realizé un montaje en fresco a partir de una suspensién de zoosporas,
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en la cual se observaron las estructuras caracteristicas de este hongo bajo
microscopio de contraste de fases, objetivo 100x-Ph3, confirmando que se trata
de Olpidium sp. (Figura 8).

Identificacion molecular de Olpidium sp.

Extraccion de ADN: Los ADN extraidos a partir de la suspensién de zoosporas y
de raices maceradas fueron cuantificados por espectrofotometria con la ayuda
del NanoDrop'. De los resultados obtenidos, las muestras de ADN provenientes
de raices maceradas presentaron mejor concentracion y pureza. Estas fueron
elegidas para las pruebas de amplificacién por PCR.

Figura 8. Estructura interna de la zoospora observada bajo microscopio de contraste
de fases, 100x-Ph 3, a partir de zoosporas de Olpidium sp. A. Flagelo. B. Blefaroplasto
funcional. €. Nucleo. D. Cépsula nuclear. E. Rizoplasto. F. Granulos extranucleares, y G.
Cuerpo lipidico.

Amplificacién por PCR para Olpidium sp.

Para la identificacion molecular a nivel de especie se empled la técnica de PCR-
multiple, utilizando las tres parejas de cebadores correspondientes, cada una
de ellas, a la regiéon ITS del ADNr de tres especies de hongos pertenecientes
a este género: O. bornovanus (OLPbor), O. brassicae (OLPbra) y O. virulentus
(OLPvir). Las amplificaciones fueron realizadas con cada par de cebadores de
manera independiente y asi mismo de manera multiple en una sola reaccién
de amplificacién. Para ambos casos se determind que la especie presente en las
zonas fiqueras del departamento del Cauca podria ser Olpidium virulentus, dado
que la pareja de cebadores (OLPvir) fue la Unica que permitié amplificar esta
regién en la totalidad de las muestras evaluadas (Figura 9).
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Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 1 2 3 (9)

OLPbor+OLPbra+OLPvir
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Figura 9. Amplificacién PCR obtenida con cada una de las parejas de cebadores (carril 1 al 9) y con
la mezcla de las tres parejas (carriles 10, 11 y 12) a partir de ADN de tres muestras de raices infectadas
con el hongo. Carril 13: Control (-), M: Marcador de peso molecular: 100 pb.

Con el dnimo de confirmar este resultado, se procedié a realizar la secuenciacion
de los productos obtenidos con la pareja de cebadores OLPvir. Los resultados
de secuencia fueron analizados contra dos bases de datos publicas: la base de
datos GenBank del Centro Nacional para Informacién en Biotecnologia (NCBI)
y la base de datos del Centro de Biodiversidad Fungica (CBS). Con estas bases
de datos y la herramienta de alineamiento BlastN, las muestras analizadas
mostraron una alta homologia con la especie O. brassicae (cepa HY-1 GenBank:
AB205204.1).La cepaHY-1 corresponde a la especie O. virulentus, de acuerdo con
las investigaciones realizadas por Sasaya y Koganesawa (2006). Un alineamiento
de la secuencia obtenida en este estudio con la cepa HY1 reportada en el
GenBank, confirmé este resultado por medio de la herramienta bioinformatica
CLUSTALW.

Resultados y conclusiones

Con el animo de identificar la especie de Olpidium sp., posible vector del virus de
la macana del fique, se realizaron estudios morfolégicos de los zoosporangios
bajo el microscopio. Dichas observaciones demostraron que estas estructuras
no permiten establecer con certeza ninguna discriminacion a nivel de especie,
razén por la cual procedimos a estudiar las esporas de resistencia, las cuales son
un factor determinante para este tipo de identificacion.

Bajo el microscopio se observaron esporas de resistencia con dos patrones
diferentes a partir de una misma muestra, uno de pared lisa, propio de O.
bornovanus, y otro de pared hexagonal, propio de O. brassicae, e incluso se
observoé la ausencia total de ellas en algunas muestras analizadas. Por lo que
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se demuestra que no fue una aproximacién precisa para diferenciar especies
dentro de este género.

Todo lo anterior llevé a recurrir a técnicas mas finas, de tipo molecular, y menos
complejas que pudieran identificar con mayor precision la especie del hongo
de este estudio. Para ello se utilizd la PCR multiple, mediante la cual fue posible
identificar, a partir de regiones ITS especificas del genoma de tres especies de
Olpidium spp. (O. bornavanus, O. brassicaey O. virulentus), que la especie del hon-
go presente en las regiones productoras de fique en el departamento del Cauca
es O. virulentus. Este resultado fue corroborado por el andlisis de la secuencia.

Cabe destacar que la metodologia molecular arrojo resultados satisfactorios
que requirieron de procesos arduos de normalizacién, tanto para la obtencion
de la muestra (produccién masiva de zoosporas), como para la purificacién de
la misma (baja carga bacteriana), pues para lograr una identificacion precisa,
la fuente y pureza del ADN, asi como la especificidad de los cebadores, fueron
fundamentales para la deteccion y diferenciacién de la especie del hongo.
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