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PATOLOGIA

Identificacion y diferenciacion morfologica y molecular de Olpidium spp.

J. A. HERRERA VASQUEZ, M. C. CEBRIAN, A. A. FERNANDEZ, M. C. CorDOBA SELLES, C. JORDA

En este articulo se describe el desarrollo de un método multiplex PCR para detectar,
diferenciar y confirmar la identificacion morfologica de tres especies de Olpidium que
infectan las raices de las plantas, O. bornovanus, O. brassicae, y O. virulentus, ante la
dificultad que presenta su diferenciacion por caracteristicas meramente morfologicas.
Para tal fin, se examinaron 132 muestras de raices, de las cuales 101 (76.5%) presenta-
ron infeccion por Olpidium spp.. En base a la morfologia de las esporas de resistencia,
solamente se logré determinar la presencia de O. bornovanus en 27 muestras (20.5%),
mientras que en el resto no fue posible determinar la especie de Olpidium. Por el con-
trario, mediante el método multiplex PCR, fue posible determinar la identidad de Olpi-
dium spp. en todas las muestras infectadas, incluso cuando las esporas de resistencia no
fueron observadas. Este método también fue efectivo en la deteccion de Olpidium spp.
en muestras de agua. Adicionalmente, se evaluo la especificidad y sensibilidad de este
método multiplex PCR, y el mismo fue validado con muestras de 9 cultivos diferentes
procedentes de 11 paises de América, Europa y Africa.
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INTRODUCCION

Las especies de quitridos Olpidium borno-
vanus (Sahtiyanci) Karling y Olpidium bras-
sicae (Woronin) P.A. Dang. sensu lato (sl) son
parasitos obligados que infectan las raices de
las plantas, pero rara vez inducen sintomas
obvios en las plantas huéspedes infectadas, y
no se disponen de datos que evaliien las po-
sibles pérdidas que dichos agentes fungicos
ocasionan en dichos huéspedes, imputables a

su propio parasitismo. Estas especies son con-
sideradas econdmicamente importantes por-
que actuan como vectores de virus que cau-
san enfermedades importantes en las plantas
(RocHON et al., 2004; Sasaya y KOGANEZAWA,
2006). El término O. brassicae sl se utiliza
para designar tanto a O. brassicae, una espe-
cie heterotalica que infecta a las cruciferas,
como a Olpidium virulentus (Sahtiyanci) Kar-
ling, una especie homotalica que no infecta a
las cruciferas (KoGanezawa et al., 2005). Por
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otro lado, la reproduccion de Olpidium spp.
envuelve la produccion de zoosporangios,
los cuales descargan las zoosporas como un
medio de dispersion en el agua, junto con la
produccidn in situ de las esporas de resisten-
cia, que permiten la persistencia del hongo en
el suelo, en condiciones adversas al mismo,
durante un largo periodo de tiempo, asi como
también juegan un papel importante en la su-
pervivencia de los virus asociados (Hiruki,
1987; RocHON et al., 2004).

Como indicamos anteriormente, Olpidium
spp. es un parasito obligado de las plantas y,
por lo tanto, no puede ser cultivado en medio
de cultivo artificial. Por consiguiente, la iden-
tificacion de este tipo de hongos no es posible
sin la realizacion de bioensayos largos y te-
diosos (JiaNG y Hruki, 1996). En este senti-
do, las diferencias en el rango y especificidad
de huéspedes, asi como la transmisibilidad
de virus, son reconocidas como las caracte-
risticas mas importantes para discriminar O.
bornovanus de O. brassicae sl (CAMPBELL y
SiM, 1994; Sasava y KoGanEzawa, 2006). No
obstante, la observacion microscopica de las
raices, es generalmente el método utilizado
para identificar estas especies, basado en
la morfologia de las esporas de resistencia
(TomLINSON y THOMAS, 1986), pero éstas no
siempre son encontradas con facilidad. Por
lo tanto, resulta fundamental disponer de un
método de deteccion adecuado para el diag-
ndstico rutinario y fiable de Olpidium spp. en
las raices de las plantas, asi como también en
el agua de riego y en la solucion re-circulante
de los cultivos hidroponicos.

La region de los espaciadores internos
transcritos del ADN ribosémico (rDNA-ITS)
ha sido usada en la identificacion y diferencia-
cion de hongos mediante técnicas moleculares
(WHITE et al., 1990; LEE y TAYLOR, 1992; SREE-
NIVASAPRASAD et al., 1996; Crous et al., 2001;
DuNNE et al., 2002). Esta region contiene se-
cuencias menos conservadas que las altamente
conservadas, correspondientes a los genes
188, 5.8S y 28S del ADN ribosémico (KuLa-
RATNE et al., 2004). En este sentido, el método
PCR-RFLP se describe en la bibliografia como

adecuado para la deteccion y diferenciacion de
Olpidium spp. (JianG y HirRuk1, 1996) y otros
hongos, incluso hasta el nivel de subespecie
(CuBETA et al., 1991; WARD y AKROFI, 1994).
Sin embargo, una de las dificultades que puede
presentarse, en el caso de Olpidium spp., es
que ademas de amplificar el ADN ribosdémico
especifico del hongo a partir de una suspension
de zoosporas de O. bornovanus, se amplifique
también el ADN ribosémico especifico del
huésped. Adicionalmente, mediante este méto-
do no se logro amplificar el ADN ribosomico
de este hongo a partir de las raices del huésped
infectado. El principal factor implicado en este
fenomeno podria ser la incompleta especifici-
dad de los cebadores utilizados, ya que estos
correspondian a la region rDNA-ITS, la cual
tiene la limitante que solo puede ser usada con
cultivos puros de hongos, debido a que el ADN
de la planta también produce bandas (JIANG y
Hiruki, 1996). Por lo tanto, para evitar estos
inconvenientes se requiere utilizar cebadores
especificos que no presenten homologia con el
ADN de la planta, con la finalidad de detectar
solamente el hongo deseado (KULARATNE et al.,
2004). El método multiplex PCR desarrollado
en este trabajo permite detectar en un solo paso
las tres especies de Olpidium (O. bornovanus,
O. brassicae, y O. virulentus) utilizando ceba-
dores especificos para cada una de ellas, los
cuales amplifican solamente el ADN ribos6-
mico especifico del hongo, tanto de las suspen-
siones de zoosporas como de las raices de las
plantas. Por todo lo anterior, resulta necesario
distinguir entre las raices infectadas con una u
otra especie de Olpidium, debido a las diferen-
cias en el rango y especificidad de huéspedes,
asi como la transmisibilidad de diferentes virus
que estas especies presentan.

Los objetivos de este estudio fueron,
como ya se indico anteriormente, (i) desarro-
llar un método multiplex PCR para detectar
y distinguir tres especies de Olpidium en
muestras de raices y agua, (ii) determinar la
especificidad y sensibilidad de este método y
su uso en la deteccion de Olpidium spp. en
suspensiones de zoosporas y directamente en
raices, (iii) y la utilizacién de dicho método
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para confirmar la identificaciéon morfologica
de Olpidium spp..

MATERIALES Y METODOS

Colecta y preparacion de muestras de suelo

Se utilizaron 132 muestras de suelo reco-
gidas en un periodo de 10 afios (1999 a 2008)
y mantenidas en condiciones de aislamiento
sanitario, procedentes dichas muestras de di-
ferentes lugares geograficos, tales como, Bra-
sil, Guatemala, Honduras, México, Panama,
Portugal, Espafia, Holanda, Ttunez, Uruguay,
y Estados Unidos. Dichas muestras fueron
colectadas de la zona del sistema radicular de
diferentes especies de cucurbitaceas [pepino,
Cucumis sativus L.; melon, Cucumis melo L.;
sandia, Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. y
Nakai; calabacin, Cucurbita pepo L.], brocoli
(Brassica oleracea L. var. italica Plenck.), col
(Brassica oleracea L. var. gemmifera Zenk.,
Brassica oleracea L. var. acephala D.C., y
Brassica campestris L.), escarola (Cichorium
endivia L.), lechuga (Lactuca sativa L.), y
tomate (Solanum lycopersicum L.) cultivadas
al aire libre, mostrando sintomas asociados a
virus, y las mismas fueron usadas como fuen-
tes de Olpidium spp. Las muestras de suelo
(aproximadamente 100 g) fueron colocadas
en bandejas y cubiertas con papel de celulosa
para evitar contaminacion. Posteriormente,
estas muestras fueron secadas al aire durante
una semana y tamizadas a través de una malla
de 2 mm de luz/J, con la finalidad de separar
los terrones del suelo, previo a su procesa-
miento. La presencia de Olpidium spp. en las
muestras de suelo fue determinada mediante
plantas trampas, tal y como se detalla en el
siguiente apartado.

Aislamiento de Olpidium spp. mediante
plantas trampas y especies de hongos
miceliales

El aislamiento de Olpidium spp. se realizd
mediante plantas trampas, que no es mas que
atrapar el hongo en las raices de las plantulas
(en estado de cotiledon) de la especie hospe-

dante, en la cual la enfermedad se presenta en
el campo (hospedante homologo), tal y como
se describe a continuacion. Las semillas de
los cultivos indicados anteriormente fueron
germinadas en placas Petri estériles, las cua-
les contenian papel de celulosa, y las mismas
fueron regadas con agua Milli-Q (Milli-Q®
UltrapureWater Purification System, Milli-
pore™). Se transplantaron tres plantulas en
estado de cotiledon por cada muestra, a ma-
cetas individuales de 0.5 litros de capacidad,
las cuales contenian una mezcla de suelo de
campo procedente de la zona del sistema radi-
cular de las plantas de los cultivos indicados
anteriormente y arena fina de silice lavada
y previamente autoclavada, en proporcion
1:10, respectivamente (Fig.1). Las plantas
se mantuvieron en una camara de ambiente
controlado y fotoperiodo de 12 horas de luz
y 12 horas de oscuridad con temperaturas de
26°C y 18°C, respectivamente, y un 60% de
humedad relativa. El riego durante el ensayo
fue realizado con agua Milli-Q. Como control
negativo, se utilizaron macetas con una mez-
cla autoclavada de suelo libre de Olpidium
spp. y arena, bajo las mismas condiciones
descritas previamente (Fig. 1). Las mace-
tas utilizadas como control negativo fueron
intercaladas entre el resto de macetas, con
la finalidad de determinar si las mismas se
mantendrian libres de la infeccion por OI-
pidium spp. hasta el final del ensayo. A los
30 dias después del transplante (d.d.t.), se
procedio a retirar cuidadosamente una planta
por cada maceta con ayuda de una espatula,
para no dafar el sistema radicular. Las raices
fueron lavadas con agua destilada y se reco-
gieron por separado aproximadamente 9 cm
y unos 0.1 g de raicillas por cada planta, las
cuales fueron, en el primer caso, examinadas
mediante microscopia y, en el segundo caso,
analizadas mediante multiplex PCR, para de-
terminar la efectividad de ambos métodos en
la identificacion y diferenciacion de Olpidium
spp. Las otras dos plantas por cada maceta se
mantuvieron en la cdmara de ambiente con-
trolado para trabajos posteriores.
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Figura 1. Aislamiento de Olpidium spp. mediante plantas trampas: (A) Macetas conteniendo una mezcla de suelo de

T e

campo y arena, en proporcion 1:10, respectivamente, (B) Macetas conteniendo solamente arena (control negativo). En
ambos casos, se utilizo una planta por cada maceta, y tres repeticiones por muestra y control negativo

Adicionalmente, se incluyeron en el ensa-
yo algunas especies de hongos miceliales que
infectan las raices de las plantas y que estan
presentes en los cultivos hidroponicos, de
igual forma como ocurre con Olpidium spp.
Dichos hongos corresponden a Pythium inter-
medium (aislado Carrotech 54), P. sulcatum
(Carrotech 122B), P. violae (Carrotech 383),
P sylvaticum (Carrotech 86A), Phytophtho-
ra cactorum (10300), P. ramorum (8895),
Fusarium foetens (10183), y F. graminea-
rum (KIS-ISH 67/07), los cuales proceden
de la coleccion del Centro de Investigacion
Bioforsk, Division de Sanidad Vegetal y Pro-
teccion Fitosanitaria, Noruega, y los mismos
fueron proporcionados por la Dra. M. L He-
rrero en forma de extractos de ADN. Tam-
bién se incluyeron Pythium deliense (aislado
MIT2S), Phytophthora cactorum (Phy126),
y Fusarium oxysporum fsp. melonis raza 1
(Fom4), los cuales proceden de la coleccion
del Departamento de Produccion Vegetal,
Universidad de Almeria, Espana, y los mis-
mos fueron proporcionados por el Dr. J. C.
Tello en forma de micelio en placas Petri cul-
tivados en medio PDA (agar papa dextrosa).

Identificacion morfolégica de Olpidium spp.
Con la finalidad de determinar la presen-
cia o ausencia de esporas de resistencia de

Olpidium spp., las muestras de raices fueron
clarificadas mediante el método de JorDA et
al. (2002). Posteriormente, éstas fueron co-
locadas en agua destilada y observadas bajo
un microscopio de luz Nikon-YS 10 (Nikon
Corporation, Tokio, Japén). Es importante
destacar que O. bornovanus presenta esporas
de resistencia de pared exterior lisa e interior
con apariencia de panal de abejas, mientras
que en O. brassicae sl las esporas de resis-
tencia presentan forma estrellada (LANGE e
Insunza, 1977).

Preparacion y extraccion de ADN:
deteccion de Olpidium spp. en raices

Se desarrollaron dos procedimientos de
extraccion de ADN para determinar las con-
diciones optimas de la multiplex PCR en la
deteccion de Olpidium spp.. En el primer pro-
cedimiento, las zoosporas de Olpidium spp.
fueron estimuladas para lograr su liberacion,
mediante la colocacion de aproximadamente
0.05 g de raices en tubos de microcentrifuga
de 1.5 ml, conteniendo una solucion GS (0.05
M de glicina y 1% de sacarosa a 4 °C) durante
45 minutos a temperatura ambiente. Poste-
riormente, las raices fueron retiradas de los
tubos y la suspension de zoosporas fue cen-
trifugada a 10000 rpm durante 15 minutos.
Seguidamente, se descartaron nueve partes
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Figura 2. Cultivo de melon hidropénico: (A) Macetas conteniendo solucion re-circulante y lixiviado de suelo de un
cultivo de melon al aire libre, (B) Maceta conteniendo solamente solucion re-circulante (control negativo)

del sobrenadante (modificado de TomLINSON
y THoMas, 1986), mientras que la suspension
resultante conteniendo las zoosporas fue al-
macenada a - 20 °C para su posterior analisis.
El numero de zoosporas de la suspension fue
estimado mediante el método de CAMPBELL
(1988), y el mismo estuvo en el rango de 1
x 10° a 1 x 10°zoosporas/ml. En el segundo
procedimiento, aproximadamente 0.05 g de
las raices fueron colocadas en bolsas plasticas
pequeiias y maceradas con ayuda de un pisti-
lo. En el caso de los otros hongos, el micelio
fue raspado de la superficie del agar, transferi-
do directamente a tubos de microcentrifuga y
macerado con ayuda de un micropistilo. Pos-
teriormente, el ADN total fue extraido a partir
de estas preparaciones usando el E.ZN.A®
Plant DNA Miniprep Kit (OMEGA Biotech,
Doraville, USA), siguiendo las instrucciones
del fabricante, con algunas modificaciones.
Los extractos fueron almacenados a - 20 °C
para su posterior analisis.

Deteccion de Olpidium spp. en agua

Para determinar la efectividad de la multi-
plex PCR en la deteccion de Olpidium spp. en
muestras de agua, un suelo con una historia
previa de Olpidium spp., procedente de un
cultivo de meldn al aire libre, fue mezclado
con sustrato estéril, en proporcion 1:10, res-
pectivamente, en una maceta de capacidad de

2.5 1, la cual fue regada con 2000 ml de agua
Milli-Q, a razén de 500 ml cada ocho dias.
A los ocho dias después del ultimo riego, se
colectaron 750 ml del lixiviado, se filtraron
con papel Whatman no. 4, y se incorporaron
250 ml a la solucion re-circulante de un cul-
tivo de meldn hidropdnico (Fig. 2). El resto
del lixiviado (500 ml) fue almacenado a 4-8
°C e incorporado gradualmente a la solucién
re-circulante, a razoén de 100 ml cada 4 dias.
Como control negativo, se utilizé un cultivo
de meloén hidroponico al cual no se le anadié
lixiviado. Diez dias después de la tlltima apli-
cacion del lixiviado, se colectaron muestras
de 1.5 ml de la solucion re-circulante, las
cuales fueron centrifugadas a 10000 rpm du-
rante 15 minutos, descartando seguidamente
nueve partes del sobrenadante. Posteriormen-
te, se procedié a extraer el ADN total de la
suspension resultante (conteniendo un rango
de 1x 10°a 1 x 10° zoosporas/ml), asi como
de las raices de las plantas de melén del cul-
tivo hidropoénico, bajo las mismas condicio-
nes descritas previamente. Adicionalmente,
las raices de las plantas fueron observadas al
microscopio para determinar la presencia de
esporas de resistencia de Olpidium spp.

Diseiio de cebadores

Se disefaron cebadores especificos para
las tres especies de Olpidium analizadas en
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este estudio. Para ello, las secuencias co-
rrespondientes a la region rDNA-ITS de
O. bornovanus (Nos. de accesion de Gen-
Bank AB205214-AB205215), O. brassicae
(Nos. de accesion de GenBank AB205209 a
AB205213), y O. virulentus (Nos. de acce-
sion de GenBank AB205203 a AB205208),
publicadas previamente por Sasava y Ko-
GANEZAWA (2006) y en la base de datos del
Centro Nacional para la Informacion Biotec-
nologica (NCBI), fueron alineadas con ayu-
da del programa CLUSTAL X version 1.83
(JEANMOUGIN et al., 1998). Dichas secuencias
fueron analizadas con ayuda del software
OLIGO version 4.0 (National Bioscience
Inc., Plymouth, MA), obteniendo tres parejas
de cebadores: un cebador reverso comun para
las tres especies de Olpidium y tres cebadores
directos especificos para cada una de estas
especies (Cuadro 1).

Amplificacion mediante multiplex PCR
Para confirmar la identificacion morfolo-
gica de Olpidium spp., los extractos de raices
y agua fueron analizados mediante multiplex
PCR. Las concentraciones finales de cada re-
activo en la reaccion fueron las siguientes: 1x
tampon PCR (conteniendo 2 mM MgCl1*?), 0.4
mM dNTP mix, 1x PVP-40, 1x mezcla de ce-

badores (a una concentracion final de 0.2 mM
cada cebador), 5 unidades de NETZYME®
ADN polimerasa (NEED SL, Valencia, Espa-
fia), aproximadamente 0.01-0.05 mg pl' de ex-
tractos de ADN total, y agua PCR esterilizada
hasta alcanzar un volumen de 50 pl. EIl ADN
de Olpidium spp. fue amplificado con ayuda
de un termociclador Mastercycler personal
5332 (Eppendorf, Alemania), el cual fue pro-
gramado para llevar a cabo un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94 °C durante 5 minutos,
seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94
°C durante 45 segundos, hibridacion a 55 °C
durante 1 minuto, y extension a 72 °C duran-
te 1 minuto. Adicionalmente, se llevd a cabo
un ciclo de extension final a 72 °C durante 10
minutos, este ltimo con la finalidad de sinte-
tizar todos los fragmentos que posiblemente
quedaron incompletos, seguido de un paso de
enfriamiento a 10 °C hasta que las muestras
fueron recuperadas. Como controles negati-
vos, se utilizaron extractos de ADN de raices
de distintas especies de plantas hospederas, las
cuales se encontraban libres de Olpidium spp.,
asi como micelio de diferentes hongos de suelo
y agua PCR, los cuales fueron analizados bajo
las mismas condiciones descritas anteriormen-
te. Los productos amplificados mediante mul-
tiplex PCR (5 pl), fueron sometidos a electro-

Cuadro 1. Secuencias de nucleétidos de cebadores especificos de O. bornovanus,

0. virulentus, y O. brassicae, disefiados a partir de secuencias de la region rDNA-ITS

Nombre Localizacién Tamaiio No. de
Especie del cebador Secuencia de nucleétidos (5°-3") en la secuencia | esperado del accesion
(nt) fragmento (pb) | GenBank
OLPborF* | CCGAGGAAATGAGAGAGATGACA
O. bornovanus 160-1137 971 AB205215
OLPR® TCCTCCGCTTATTGATATGCTTA
OLPvirF* AACCCAAGACCTGCCCCCAAAAG
O. virulentus 53-632 579 AB205208
OLPR TCCTCCGCTTATTGATATGCTTA
OLPbraF* | AGCTATAGCTCACCCTCTTT
O. brassicae 396-600 204 AB205213
OLPR TCCTCCGCTTATTGATATGCTTA

*Cebadores directos especificos de cada una de las especies de Olpidium
*Cebador reverso comun
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foresis en un gel de agarosa al 1.2% en tampdn
TAE 1x (40 mM Tris-acetato, | mM de EDTA
pH 8.0) a 100 voltios durante aproximadamen-
te 1 hora, y los mismos fueron tefiidos poste-
riormente con bromuro de etidio (0.2 g ml™").
El tamafio de los fragmentos amplificados fue
determinado mediante comparacion con un
marcador de peso molecular de 100 pb Gene
Ruler® DNA Ladder Plus (MBI Fermentas,
Vilna, Lituania).

Determinacion de l1a concentracion de ADN

La concentracion de ADN espectro-
fotométrica fue estimada a partir de extrac-
tos de raices de plantas infectadas de forma
individual con O. bornovanus, O. brassicae,
y O. virulentus. Dicha estimacion fue reali-
zada de esta forma debido a que la unidad de
muestreo esta conformada por la raiz mas el
hongo, ya que Olpidium spp. no puede ser
cultivado en medios sintéticos (GERIK, 1992).
Adicionalmente, se estimd la concentracion
de ADN a partir de extractos de zoosporas,
con la finalidad de obtener una medicion mas
exacta del ADN fungico.

Secuenciacion y analisis

Para confirmar la identidad de O. borno-
vanus, O. brassicae, y O. virulentus, se purifi-
caron dos productos de PCR para cada una de
estas especies, con ayuda del High Pure PCR
Product Purificacion Kit (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania), y los mismos fueron
secuenciados directamente con los cebadores
directos especificos de cada especie, con ayu-
da del Big Dye Terminator version 3.1 Cycle
Sequencing Kit, en un analizador genético (se-
cuenciador) 3100 (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Las secuencias de nucleotidos obte-
nidas fueron comparadas con el Instrumento de
Busqueda de Alineamientos Locales Basicos
(BLAST) (AvrtscHUL et al., 1997), con secuen-
cias de Olpidium spp. disponibles en la base de
datos del NCBI. La variacion de las secuencias
de ADN entre las tres especies de Olpidium y
dentro de una sola especie fue calculada con
el programa DNAMAN version 4.02 Lynnon
Biosoft© 1994-98 (Institute of Plant Patho-

logy, BBA, Alemania). Las secuencias de O.
bornovanus, O. brassicae,y O. virulentus ob-
tenidas en este trabajo fueron depositadas en la
base de datos de la NCBI bajo los numeros de
accesion EU934039/EU937731, EU981906/
EU981907, EU981901/EU981902, respecti-
vamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion morfolégica
de Olpidium spp.

La identificacion morfoldgica de Olpi-
dium spp. fue realizada mediante microscopia
(Cuadro 2), determinando su presencia en 52
plantas (39.4%). A lo anterior, basado en la
morfologia de las esporas de resistencia, O.
bornovanus (Fig. 3A) y O. brassicae sl (Fig.
3B) fueron observados en 27 (20.5%) y 25
(18.9%) de estas plantas, respectivamente
(Cuadro 2). Cabe destacar en este sentido,
que las esporas de resistencia estrelladas
fueron referidas a O. brassicae sl, debido a
que O. brassicae no puede ser distinguido
de O. virulentus mediante esta caracteristica
morfolégica (KoGaNEzawa et al., 2005). Por
otro lado, se observd una infeccion mixta,
O. bornovanus/O. brassicae sl (Cuadro 2)
en 4 plantas (3.0%), siendo éste el primer
reporte de dicha situacion, segln la literatura
consultada. Adicionalmente, en 49 muestras
(37.1%) solamente se observaron zoosporan-
gios de Olpidium spp. (Fig. 4). Por lo tanto,
debido a que los zoosporangios de O. borno-
vanus son similares a los de O. brassicae sl
(HERRERA-VASQUEZ et al., 2007), en dichas
muestras no fue posible la identificacion has-
ta el nivel de especie (Cuadro 2), debido a la
ausencia de las esporas de resistencia, las cua-
les no siempre son observadas en las raices
examinadas (KoGANEzawaA et al., 2005). Por
consiguiente, la identificacion morfologica
de Olpidium spp. no siempre es posible (He-
RRERA-VASQUEZ ef al., 2007), debido a que la
caracteristica mas importante para diferenciar
estas especies es la morfologia de las esporas
de resistencia (CAMPBELL y SiM, 1994), como
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Cuadro 2. Identificacion morfologica y molecular de Olpidium spp

Identificacion morfologica mediante observacion

Suelo . Deteccion molecular mediante multiplex PCR
Plantas microscpica
Hiesped —p e 0. "o O.borl0.brasl®  Olpidiumspp.®  O.bor' O.vir®  0.bra" 0. bori0. vir'
original bor®  brasl . bor/O. bra s Ipidium spp. . bor" 0. vir . bra . bor/0. vir
Pepino Espatia 3 3 0 0 0 3 0 0 0
Brasil 4 0 0 0 3 3 0 0 0
Guatemala 15 3 0 0 11 13 1 0 1
Honduras 8 4 1 1 2 6 1 0 1
México 5 0 1 0 4 2 0 1
Melon Panamé 11 8 0 0 1 9 0 0 0
Espafia 28 6 3 2 6 12 3 0 2
Tinez 2 0 2 0 2 2 2 0 2
Uruguay 1 0 1 0 1 1 1 0 1
USA 2 0 0 0 2 2 0 0 0
Guatemala 3 0 0 0 2 2 0 0 0
Honduras 3 0 0 0 2 2 0 0 0
Sandia
Meéxico 2 0 0 0 2 2 0 0 0
Espaia 10 2 2 1 6 8 2 0 1
Calabacin Espafia 2 1 0 0 0 1 0 0 0
Brocoli Espaiia 1 0 1 0 0 0 0 1 0
Portugal 2 0 2 0 0 0 0 2 0
Col Espafia 4 0 1 0 2 0 0 3 0
Holanda 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Escarola Espafia 3 0 0 0 0 0 0 0 0
Portugal 1 0 1 0 0 0 1 0 0
Lechuga
Espafia 7 0 4 0 1 0 5 0 0
Portugal 1 0 1 0 0 0 1 0 0
Tomate
Espaia 13 0 5 0 1 0 6 0 0
Total 132 27 25 4 49 70 25 6 9

“Las plantas trampa corresponden a la misma especie que el huésped original (huésped homdlogo). El nimero de plantas
analizadas corresponden al nimero de muestras de suelo recogidas en campo

"Muestras de raices con esporas de resistencia de Olpidium bornovanus

‘Muestras de raices con esporas de resistencia de Olpidium brassicae sl.

dMuestras de raices con esporas de resistencia de O. bornovanus'y O. brassicae sl.

‘Muestras de raices con zoosporangios de Olpidium spp.

"Muestras de raices positivas a O. bornovanus

¢Muestras de raices positivas a Olpidium virulentus

"Muestras de raices positivas a O. brassicae

‘Muestras de raices positivas a O. bornovanus'y O. virulentus
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Figura 3. Esporas de resistencia: (A) Olpidium bornovanus, (B) Olpidium brassicae sl. Observacion 40x

indicamos previamente. No obstante, la iden-
tificacion morfolégica de Olpidium spp. re-
sulta tediosa y debe ser realizada por personal
cualificado (JianG y Hiruki, 1996).

Deteccion molecular de Olpidium spp. en
muestras de raices

Olpidium spp., como hemos indicado en
repetidas ocasiones, juega un papel importan-

te como vector de diferentes virus de plantas
(RocHON et al., 2004; SASAYA y KOGANEZAWA,
20006), por lo tanto, resulta necesario disponer
de un método de deteccion especifico y sensi-
ble que permita la identificacion de este hon-
go. Es importante indicar, en este sentido, que
la distribucion de Olpidium spp. en las raices
de las plantas es al azar, por consiguiente se
deben colectar varias raicillas del sistema ra-

20 um

Figura 4. Zoosporangios de Olpidium spp. Observacion 40x
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Figura 5. ADN de Olpidium spp. amplificados mediante multiplex PCR a partir de raices de plantas trampa.
Lineas 1-2, O. bornovanus; 3-4, O. virulentus; 5-6, O. brassicae; 7-8, Infeccion mixta O. bornovanus/O.
virulentus; C-, Control negativo (agua estéril); M, Marcador de peso molecular de 100 pb Gene Ruler®
DNA Ladder Plus (MBI Fermentas, Vilna, Lituania)

dicular de las plantas para aumentar la proba-
bilidad de recogida de este tipo de hongos en
dichas raices.

En este trabajo se desarrollaron dos pro-
cedimientos de extraccion de ADN a partir de
raices y zoosporas, y ambos fueron usados en
la deteccion de Olpidium spp. mediante mul-
tiplex PCR en todas las muestras analizadas.
En general, se detectaron tres especies de
Olpidium en 101 plantas (76.5%), indepen-
dientemente del procedimiento de extraccion
usado, O. bornovanus, O. virulentus, y O.
brassicae, los cuales fueron detectados indi-
vidualmente en 70 (53.0%), 25 (18.9%) y 6
(4.5%) plantas, respectivamente (Cuadro 2).
Adicionalmente, se detectd un infeccion mix-
ta, O. bornovanus/O. virulentus, en 9 plantas
(6.8%) (Fig. 5, Cuadro 2). Por otro lado, las
muestras identificadas como Olpidium spp.
mediante microscopia, fueron identificadas
hasta el nivel de especie mediante multiplex
PCR (Cuadro 2). Aunque la técnica multiplex
PCR ha sido utilizada previamente para la
deteccion de diferentes especies de hongos,
entre ellos, Monilinia y Monilia en manzana
(CotE et al., 2004), Eutypa lata y Eutypella
vitis en vid (CataL et al., 2007), y Polymyxa
graminis f. sp. temperata y P. graminis f. sp.
tepida en cebada y trigo (VAiANOPOULOS ef al.,
2007), hay que hacer notar, que en el caso de

Olpidium spp., este es el primer reporte de la
deteccion de este hongo mediante dicho mé-
todo de diagnostico.

E1 ADN de Olpidium spp. fue amplificado
con éxito en ambos procedimientos de extrac-
cioén, como indicamos previamente. Sin em-
bargo, las bandas obtenidas a partir de las sus-
pensiones de zoosporas presentaron una débil
intensidad en comparacion con las obtenidas
a partir de raices, ya que en este tejido ademas
de zoosporas podrian estar presentes zoospo-
rangios y esporas de resistencia. Por lo tanto,
utilizando este ultimo procedimiento, la con-
centracion de ADN de Olpidium spp. resulta
ser mayor que el de las zoosporas. Ademas, el
método de extraccion a partir de raices es mas
sencillo y usualmente se obtienen bandas de
mayor intensidad tras la multiplex PCR.

En relacion al huésped, O. bornovanus fue
detectado exclusivamente en cucurbitaceas
procedentes de todas las regiones geograficas
estudiadas. Por el contrario, O. virulentus fue
detectado en algunas cucurbitaceas (melén y
sandia), asi como en lechuga y tomate prove-
nientes de la mayoria de los paises incluidos
en este estudio. Sin embargo, O. brassicae
presentd una distribucion mas restringida en
comparacion a O. bornovanus'y O. virulentus,
y solamente se detectd en brocoli y col proce-
dentes de Portugal y Espafia. En el caso de la
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escarola, la cual procedia de Espaifia, todas las
muestras analizadas resultaron negativas a la
infeccion por Olpidium spp. (Cuadro 2).

Por todo lo anterior, el método multiplex
PCR desarrollado en este trabajo permite la
deteccion simultanea y diferenciacion de O!-
pidium spp., asi como la determinacion de in-
fecciones naturales mixtas de O. bornovanus
y O. virulentus, que son infecciones no des-
critas previamente para este tipo de hongos.
Adicionalmente, mediante dicho método fue
posible la identificacion de Olpidium hasta el
nivel de especie, incluso cuando las esporas
de resistencia no fueron observadas.

Deteccion de Olpidium spp. en muestras
de agua

Para determinar la efectividad de la mu-
tiplex PCR en agua, se analizaron muestras
procedentes de un cultivo de melon hidropo-
nico, al cual se le habia afiadido previamente,
para su infeccién, lixiviado de suelo de un
cultivo de melon al aire libre con una historia
previa de Olpidium spp. En dichas muestras
de agua solamente se detectd O. bornovanus,
asi como también se detectd este hongo en
las raices de las plantas de melon del cultivo

hidroponico, las cuales también fueron ana-
lizadas mediante multiplex PCR (Fig. 6). No
se observaron bandas en el control negativo.
Adicionalmente, dichas raices fueron exami-
nadas mediante microscopia y en las mismas
solamente se observo esporas de resistencia
de O. bornovanus. En este sentido, GOMEZ
y VELasco (1991) identificaron a O. borno-
vanus, mediante la observacion microscopica
de raices procedentes de plantas de melon de
Almeria (Espaiia), las cuales habian sido re-
gadas previamente con agua proveniente de
embalses destinados al riego de cultivos de
cucurbitaceas. Sin embargo, en este trabajo se
reporta por primera vez la deteccion de este
hongo directamente en muestras de agua.

Especificidad de la multiplex PCR

La especificidad de la multiplex PCR fue
determinada mediante la amplificacion de un
solo fragmento, en el caso de las raices infec-
tadas con una Unica especie de Olpidium, en
comparacion con la amplificacion de varios
fragmentos, en el caso de infecciones mixtas
naturales y artificiales, utilizando en la mez-
cla de reaccion de la multiplex PCR todos
los cebadores de Olpidium spp. descritos

A

M C-
pPh
W—
1000 ’
-
700 e
L
500
W
300 T
100

«— 977ph

Figura 6. ADN de O. bornovanus amplificados mediante multiplex PCR a partir de muestras de raices (R) y agua (A) de
un cultivo de melén hidropoénico; C-, Control negativo (agua estéril); M, Marcador de peso molecular de 100 pb Gene
Ruler® DNA Ladder Plus (MBI Fermentas, Vilna, Lituania)
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Figura 7. Especificidad de la multiplex PCR. ADN de Olpidium spp. amplificados a partir de infecciones artificiales
mixtas procedentes de extractos de raices infectados individualmente con cada especie de Olpidium. Linea 1, Infeccion
triple O. bornovanus/O. virulentus/O. brassicae; 2, Infeccion doble O. bornovanus/O. virulentus; 3, Infeccion doble O.

bornovanus/O. brassicae; 4, Infeccion doble O. virulentus/O. brassicae; C-, Control negativo (agua estéril); M, Marcador
de peso molecular de 100 pb Gene Ruler® DNA Ladder Plus (MBI Fermentas, Vilna, Lituania)

anteriormente. En este sentido, se observaron
cuatro patrones de bandas diferentes a partir
de las combinaciones realizadas de los ex-
tractos infectados (Fig. 7). En el primer caso,
se observaron tres bandas de 977, 579 y 204
pb, correspondientes a O. bornovanus, O. vi-
rulentus y O. brassicae, respectivamente, y
dicho patrén de bandas fue obtenido tras mez-
clar el ADN de las tres especies de Olpidium
(Fig. 7). En el segundo, tercero y cuarto caso,
se observaron dos bandas especificas, y dicho
patrén fue obtenido luego de mezclar el ADN
de dos especies de Olpidium, en diferentes
combinaciones (Fig. 7). Estos resultados fue-
ron comprobados mediante secuenciacion de
ADN, tal y como se describe posteriormente.
Adicionalmente, para determinar si dichos
cebadores eran especificos de Olpidium spp.,
se analizaron otros hongos que usualmente
estan presentes en las raices de las plantas de
campo y en el agua de los cultivos hidropo-
nicos. En este sentido, solamente Olpidium
spp. fue identificado con estos cebadores en
las muestras analizadas, independientemente
de la planta hospedera y el origen geografico
estudiado. Por lo tanto, los cebadores disefia-
dos en este trabajo permitieron identificar y

diferenciar la poblacion mundial de O. bor-
novanus, O. virulentus, y O. brassicae. Sin
embargo, es importante indicar que en este
trabajo solamente se consideraron las tres es-
pecies de Olpidium conocidas como vectores
de virus de plantas (RocHoN et al., 2004; Sa-
sayA 'y KoGaNEzawa, 2000).

Sensibilidad de la multiplex PCR

La sensibilidad de la multiplex PCR a
partir de infecciones mixtas artificiales de O.
bornovanus/O. virulentus/O. brassicae, fue
analizada para determinar si la presencia de un
coctel de cebadores en la mezcla de reaccion
de lamultiplex PCR podria afectar el limite de
deteccion de Olpidium spp.. Para ello, se esti-
mo la concentracion de ADN total a partir de
los extractos indicados anteriormente, cuan-
tificando por igual aproximadamente 0.137
pg plt de cada extracto infectado, y determi-
nando la cantidad minima de ADN total (raiz
+ hongo) necesaria para producir una banda
visible tras la multiplex PCR. Posteriormente,
estos extractos fueron mezclados por igual en
un unico tubo de 1.5 ml y, a continuacion, se
realizaron diluciones seriadas de 1/5 en agua
estéril, las cuales fueron analizadas mediante
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multiplex PCR, bajo las mismas condiciones
descritas anteriormente. En total, se evalua-
ron doce diluciones seriadas de esta mezcla,
observandose O. bornovanus 'y O. brassicae
hasta la dilucion 5 (aproximadamente 7.0 x
10® pug pl 'de ADN total). Sin embargo, en
el caso de O. virulentus, éste fue observado
hasta la dilucion 5¢ (aproximadamente 8.8 x
10 ug pl 'de ADN total) (Fig. 8A). Adicio-
nalmente, se estimo la concentracion de ADN
a partir de las suspensiones de zoosporas,
para determinar la cantidad minima de ADN
necesaria para producir una banda visible tras
la multiplex PCR. En este sentido, se cuan-
tificd aproximadamente 0.137 pg pl! de las
suspensiones de zoosporas, bajo las mismas
condiciones descritas anteriormente. En este
sentido, O. bornovanus fue observado hasta la
dilucion 572 (aproximadamente 5.5 x 107 ug
ul *de ADN de zoosporas). No obstante, O.
virulentus y O. brassicae fueron observados
hasta la dilucion 5! (aproximadamente 2.7 X
102 pg pl *de ADN de zoosporas) (Fig. 8B).

La sensibilidad de la multiplex PCR resul-
to dificil de determinar debido a que Olpidium
spp. es un parasito obligado de las raices de
las plantas y, por lo tanto, probablemente no es
posible determinar la concentracion de ADN
exacta para este tipo de hongos (JIANG y HI-
RUKI, 1996). En este sentido, el limite de de-
teccion de Olpidium spp. fue mayor al analizar
las raices infectadas con el hongo, al contrario
que el analisis realizado directamente a las
suspensiones de zoosporas, debido a que en las
raices ademas estan presentes zoosporangios y
esporas de resistencia, como indicamos ante-
riormente. En ambos casos, el limite de detec-
cion fue diferente para las tres especies de Ol-
pidium spp. analizadas, debido probablemente
a que la concentracion de ADN es variable en
este tipo de hongos, por las razones descritas
previamente. Por otro lado, JIANG y HIRUKI
(1996) indican que el ADN obtenido a partir de
las suspensiones de zoosporas podria resultar
contaminado con restos de tejido de las raices
del huésped (fragmentos de células epidérmi-
cas). Por lo tanto, la concentracion de ADN a
partir de las suspensiones de zoosporas proba-

blemente no es muy precisa. En este sentido,
Campbell (1988) indica que la cantidad exacta
de zoosporas de Olpidium resulta muy dificil
de determinar y, por lo tanto, la mayoria de los
autores utilizan un rango para estimar el nu-
mero de zoosporas en una suspension (TOMLIN-
SON y FartHruLL, 1979; ToMLINSON y THOMAS,
1986; KoGaNEzAwA et al., 2005).

Analisis de secuencias de Olpidium spp.

Las secuencias de Olpidium spp. obteni-
das en este estudio fueron comparadas con
secuencias publicadas en la base de datos del
NCBI. En todos los casos, las secuencias de
ADN obtenidas fueron las esperadas. En este
sentido, la homologia a nivel de secuencia de
nucleotidos entre aislados de O. bornovanus,
O. brassicae y O. virulentus fue de 97.3%,
99.4% y 99.8% en la zona del genoma estu-
diada (rDNA-ITS), respectivamente, mien-
tras que la homologia entre O. virulentus 'y O.
brassicae estuvo en el rango de 81.7-82.3%.
No obstante, la homologia de secuencias en-
tre estas dos especies y O. bornovanus estuvo
en el rango de 50.0%-50.6% y 39.1%-42.3%,
respectivamente. Por otro lado, Olpidium spp.
identificado mediante microscopia en mues-
tras de melon y col (Cuadro 2), fue detectado
hasta el nivel de especie mediante multiplex
PCR, como O. bornovanus y O. brassicae,
respectivamente. Ambas muestras presenta-
ron una similitud de secuencia de 100% con
O. bornovanus (No. de accesion de GenBank
EU934039) y O. brassicae (No. de accesion
de GenBank EU981906) (secuencias obteni-
das en este trabajo), respectivamente. Por lo
tanto, dichas secuencias no fueron deposita-
das en la base de datos del NCBI.

Los métodos permiten tres propuestas
relevantes: El método multiplex PCR desa-
rrollado en este trabajo resultd ser especifico
y sensible a las especies de Olpidium anali-
zadas en este estudio, y representa un avance
significativo en el diagnostico rutinario de
Olpidium spp. en muestras de raices y agua,
debido a que antiguamente solamente se reali-
zaba la identificacion de este hongo mediante
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Figura 8. Sensibilidad de la multiplex PCR. ADN de Olpidium spp. amplificados a partir de infecciones artificiales mixtas
procedentes de: (A) extractos de raices y (B) extractos de zoosporas infectados individualmente con cada especie de
Olpidium. Linea 5°, aproximadamente 0.137 pg pl"' de: (A) ADN total (raiz + hongo) y (B) ADN de zoosporas; En ambas
figuras, 5! a 572 se refieren a diluciones seriadas a partir de 5°; C-, Control negativo (agua estéril); Las bandas de 977,
579, y 204 pb corresponden a

O. bornovanus, O. virulentus, y O. brassicae, respectivamente; M, Marcador de peso molecular de 100 pb Gene Ruler®
DNA Ladder Plus (MBI Fermentas, Vilna, Lituania).

morfologia, pero este ultimo método, ademas
de resultar tedioso, ofrecia la posibilidad de
realizar un diagnostico incorrecto.

El método multiplex PCR, combinado con
un rapido y facil procedimiento de extraccion
de ADN, podria permitir el andlisis rutinario
y fiable de un mayor nimero de muestras para
determinar la presencia de Olpidium spp., que
muchas veces no es posible mediante los mé-
todos convencionales.

El método multiplex PCR permite iden-
tificar infecciones simples y multiples de
Olpidium spp. en cultivos al aire libre y en
cultivos hidropdnicos, por lo tanto, este mé-
todo de diagndstico podria ser utilizado para
determinar el rango y especificidad de hués-

pedes, asi como la transmisibilidad de virus
por este tipo de hongos.
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ABSTRACT

HERRERA VASQUEZ, J. A., M. C. CEBRIAN, A. A. FERNANDEZ, M. C. CORDOBA SELLES,
C. JorpA. 2012. Morphological and molecular identification and differentiation of Olpid-
ium spp. Bol. San. Veg. Plagas, 38: 371-386

A multiplex PCR method has been developed to detect, differentiate, and confirm
the morphological identification of three root infecting Olpidium spp.: O. bornovanus,
O. brassicae, and O. virulentus. Of the 132 root samples examined, 101 samples (76.5%)
were infected by Olpidium spp.. Based on the morphology of resting spores, the presence
of O. bornovanus was confirmed in 27 samples (20.5%), whereas species identity could
not be determined for the remaining samples because they failed to reproduce sexually.
With multiplex PCR, it was possible to determine the Olpidium identity of all the infec-
ted samples, even when resting spores were not formed. This method was also effective
for detecting Olpidium spp. in water samples. In addition, the specificity and sensitivity
of multiplex PCR were evaluated. The multiplex PCR method was validated with sam-

ples of 9 different crops from 11 countries of America, Europe, and Africa.

Keywords: diagnosis, specificity, sensitivity.
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