Histopatologia y patogénesis de Pseudocercospora opuntiae en nopal
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Histopathology and pathogenesis of Pseudocercospora opuntiae on prickly pear

Abstract. Pathogenesis process of Pseudocercospora opuntiae, the causal agent of black spot in
prickly pear was described. In histological sections of diseased cladodes was observed mycelium
in substomatal cavities and hyphae developing intercellulary in the epidermis, collenchyma and
chlorenchyma. At 111 dai, greater amount of mycelia was observed, the hyphae invasion
continued intercellulary to the storage parenchyma, vascular bundles and medular parenchyma.
After that, at 122 dai plasmolysis in the collenchyma and chlorenchyma and, in the case of
chlorenchyma, the disintegration of the chloroplasts were noted; in the substomatal cavity the
mycelium was grouped to give rise to the stromatic tissue. Finally, at 129 dai, the mycelium
caused plasmolysis of the membrane and cell disintegration in the epidermis, collenchyma and
chlorenchyma, the stomatal apparatus (stomatal pore, guard cells and subsidiaries cells) was
destroyed and begun the formation of stroma in substomatal cavity, phloem suffered
disorganization and disintegration, as well as floematic fibers and the xylem vessels.
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Resumen. Se describe el proceso de patogénesis de Pseudocercospora opuntiae, agente causal
de la mancha negra del nopal. En cortes histol6gicos de cladodios enfermos se observé micelio
en las cavidades subestomaticas e hifas desarrollandose intercelularmente en la epidermis,
colénquimay clorénquima. A los 111 ddi, se presenté mayor cantidad de micelio, la invasion de
las hifas se extendi6 intercelularmente al parénquima de almacenamiento, haces vasculares y
parénquima medular. Posteriormente, a 122 ddi se presentd plasmdlisis en el colénquima y
clorénquima y en el caso de este dltimo se presenté desintegracion de los cloroplastos; en las
cavidades subestomaticas inici6 la agrupacién de micelio (inicio de la formacién de estromas).
Finalmente, a 129 ddi, el micelio ocasion6 plasmélisis de la membrana y desintegracion celular
en la epidermis, colénquima y clorénquima, el aparato estomatico (poro estomético, células
guarda y células subsidiarias) fue destruido y en la cavidad subestomatica se observaron
estromas, el floema sufrié desorganizacion y desintegracion, al igual que las fibras floematicas y
los vasos del xilema.
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Introduccion

La mancha negra del nopal, causada por Pseudocercospora
opuntiae Ayala-Escobar, Braun & Crous, es una de las
enfermedades mas importantes que afectan al cultivo del
nopal en Milpa Alta, Distrito Federal y Tlalnepantla, Morelos
(Ayala et al., 2006; Quezada et al., 2006). Los sintomas
macroscopicos de esta enfermedad se caracterizan
principalmente por la presencia de lesiones de color café a
negro en los cladodios (Ayala ef al., 2006). Estas lesiones
inician con la presencia de puntos pequefios de color olivo los
cuales aumentan de tamafio cambiando a un color café-
oscuro; posteriormente las lesiones presentan un margen de
color amarillo y un diametro de 3 a 4 cm, en estados
avanzados la parte afectada se deseca y puede caer al suelo
dejando ver perforaciones por las dos caras del cladodio; el
tiempo desde la aparicion de los primeros sintomas hasta que
las lesiones se desecan varia de 25 a 40 dias dependiendo del
grosor y la edad del cladodio (Quezada et al., 2006).

Estudios detallados sobre la estructura anatomica de
los cladodios han sido desarrollados, indicando la morfologia
y funcion de los tejidos (Bravo, 1978; Strachtenberg y Mayer,
1982; Gibson y Nobel, 1986; Retamal y Duran, 1987; Osorio,
1989; Goldstein et al., 1991; Silva et al.,2001). Sin embargo,
el proceso de patogénesis de P. opuntiae que se desencadena
una vez que existe el reconocimiento entre patdégeno y
hospedante es desconocido y, solo existe informacion
limitada sobre la biologia del hongo que indica que el periodo
de incubacioén toma alrededor de 104 dias y el desarrollo de
sintomas transcurre en 25 dias (Quezada et al., 2006).

Los estudios histopatologicos de la interaccion
patégeno-hospedante son un recurso efectivo para entender el
proceso de patogénesis, y recientemente permiten el
entendimiento de los mecanismos de resistencia en el

hospedante (Araujo y Matsuoka, 2004). Los eventos

asociados con el proceso de infeccidon, colonizacidon y
esporulacion de P. opuntiae en nopal no han sido estudiados,
por lo que el presente trabajo tiene como objetivo determinar
el proceso de patogénesis del hongo y las alteraciones

asociadas a la enfermedad.

Materiales y métodos

Aislamiento de Pseudocercospora opuntiae

Los aislamientos se realizaron a partir de cladodios que
presentaron diferentes grados de avance de la enfermedad
mancha negra. De la transicion de tejido sano-enfermo, se
cortaron secciones de parénquima medular de 0.5 cm’ y del
conjunto cuticula-epidermis-colénquima también de 0.5 cm”.
Los trozos se desinfestaron con hipoclorito de sodio (NaClO)
al 1.5% durante 1 minuto, se lavaron con tres cambios de
agua destilada estéril y se secaron con papel secante estéril. El
medio de cultivo utilizado para la siembra fue agar agua (AA).
De cada colonia formada se transfiri6 una seccion de medio
con micelio a cajas con medio papa dextrosa agar (PDA). La
incubacién en ambos casos fue bajo luz blanca continua
durante diez dias a temperatura de 24 = 2 °C (condiciones de

laboratorio).

Purificacion e identificacion de Pseudocercospora
opuntiae

Las colonias se purificaron a través de cultivos
monoconidiales (Burgess ef al., 1994), y se identificaron a
nivel de género mediante el uso de claves taxondmicas
(Barnett and Hunter, 1972; Chupp, 1953), y para especie las
referencias de diferentes autores (Ayala et al., 2006; Rao et
al., 1996). Los aislamientos se preservaron en tubos con PDA

con aceite mineral estéril.

Inoculacion de Pseudocercospora opuntiae en nopal

Material vegetal. Se colectaron cladodios de Opuntia ficus-



indica Mill variedad Milpa Alta, estos se colocaron en
invernadero en las instalaciones del Colegio de
Postgraduados, Méx., donde se plantaron en macetas con
suelo estéril, se mantuvieron en observacion durante un afio
para asegurarse de que no estuvieran enfermos. Transcurrido
este tiempo, la mayoria de las plantas present6 tres cladodios.
La inoculacion se realizé en el segundo y tercer cladodio, de

12 y 6 meses de edad respectivamente.

Método de inoculacién y concentraciéon de inoculo

Con la camara de Neubauer y mediante diluciones se prepard
una solucién de 16x10° conidios mL" de P. opuntiae
obtenidos a través de cultivos monoconidiales, la aplicacion
de esta solucion se realizd con un aspersor manual sobre la
superficie de los cladodios. El testigo se asperjo con agua

destilada estéril.

Condiciones de incubacién

Las plantas inoculadas se mantuvieron a la intemperie en las
instalaciones del Colegio de Postgraduados, en condiciones
promedio de temperatura (°C), precipitacion (mm) y
humedad relativa (%) de 15.6,0.17 y 64.77, respectivamente.
Durante los primeros 10 dias los cladodios inoculados se
cubrieron con bolsas de plastico para aumentar la humedad

relativay propiciar una mayor germinacion de los conidios.

Histopatologia y patogénesis

De los cladodios inoculados se eligieron aquellos con
diferentes estados de desarrollo de la enfermedad. Para la
caracterizacion del proceso de patogénesis se realizaron
cortes de tejido sano y enfermo con dimensiones de 1 cm’y
se fijaron en Craf III durante 24 h. Transcurrido el tiempo se
lavaron con agua en tres cambios cada 15 min, posteriormente
se colocaron en el procesador automatico de tejidos TISSUE-
TEK (C.O. Sakura Finetechnical mod. 4640-B), ahi los
tejidos se pasaron por diferentes concentraciones de alcohol

etilico (50, 70, 96 y 100%) y alcohol absoluto-xileno (1:1),

dos cambios en xileno y dos en Paraplast (SIGMA Chemical
Co., U.S.A.); en cada solucion los tejidos se mantuvieron 4 h.
Para la inclusion en parafina los tejidos se retiraron del
procesador automatico, se colocaron en cubos de papel
individuales y se agregd parafina fundida. Una vez so6lidos los
cubos se montaron en soportes de madera para ser sostenidos
en el microtomo rotatorio American Optical Company (A.O.
Company mod. Spencer 820), en donde se obtuvieron cortes
transversales de 10 um de grosor, los cuales se suspendieron
en agua con grenetina a una temperatura de 55 °C, se
montaron en portaobjetos y se secaron a temperatura
ambiente.

Para teflir los cortes, se uséd la tincion diferencial
safranina-verde rapido (Curtis, 1986), elimindndose
primeramente la parafina con tres cambios de xileno (3
minutos cada uno), para luego hidratar con una serie gradual
de alcohol etilico. La tincidn se inicid con safranina al 1% (en
alcohol etilico al 50%) durante 4 horas, luego se lavaron y
deshidrataron en una serie ascendente de alcohol etilico 50, 70
y 96% para poder tefiirlos con el verde rapido durante 1
minuto y se pasaron por alcohol en 96y 100% y 3 cambios de
xileno, luego estos se montaron en resina sintética para
posteriormente ser observados al microscopio de luz. En total
se observaron 500 preparaciones y se tomaron las fotografias

con lacamara digital.

Resultados

Histologia del cladodio sano

En cortes transversales de cladodios sanos se observd una
cuticula gruesa, de color blanco, hundidos en ella se
presentaron los estomas con forma de rifion, muy evidentes
debido a su gran tamafio, el aparato estomdtico estuvo
formado por el poro estomatico, células guarda y células
subsidiarias. Las células guarda fueron alargadas (en forma de

media luna), y con nucleo y nucleolo grandes, las subsidiarias
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presentaron las mismas caracteristicas solo que de mayor
tamafio (Figura 1A y B). La cavidad subestomatica se
extendio desde la epidermis hasta el clorénquima, su forma
fue cilindrica entre la epidermis y el colénquima, y globosa en
el clorénquima (Figura 1C).

Por debajo de la cuticula se encontré la epidermis
constituida por una a dos capas de células de forma
rectangular, con pared gruesa, ntcleo grande y citoplasma
evidente (Figura 1D).

El siguiente tejido fue colénquima, constituido por
cuatro a cinco capas de células que se caracterizaron por
presentar una pared gruesa, forma oval-alargada con

extremos redondeados y nucleo grande (Figura 1D).

Adyacente al colénquima se localizé el clorénquima,
constituido por varias capas de células dispuestas en
empalizada, de forma rectangular, con pared delgada y
protoplasma abundante. Las células mas cercanas al
colénquima fueron de menor tamafio, con contornos
ondulados y forma cuadrada, en comparacion con las mas
lejanas las cuales fueron de forma rectangular. Los
cloroplastos dispuestos hacia la pared de las células y fueron
mas abundantes en las células cercanas al colénquima (Figura
1D).

Después del clorénquima se observaron grandes
células de forma rectangular y pared delgada, las cuales

conforman al parénquima de almacenamiento. Entre estas

20 pm
!

Figura 1. Corte transversal del cladodio sano de Opuntia ficus-indica Mill, variedad Milpa Alta. A-C. Complejo estomatal, poro
estomatico (pe), células guarda (cg), células subsidiarias (cs), cavidad subestomatica (sb). D. Cuticula (c), epidermis (e), drusa
(d), colénquima (cl), clorénquima (clr) y cloroplastos (cp). E. Células del parénquima de almacenamiento. F. Sistema vascular,
floema (f), fibras floematicas (fl) y xilema (x). G. Células del parénquima medular. H. Célula mucilaginosa.



células se identifican bien los depdsitos de mucilago y la
presencia de drusas (Figura 1E).

Después del parénquima de almacenamiento, se
presentd el sistema vascular constituido por fibras
floematicas, floema y xilema, estos haces vasculares
circundan al parénquima medular, formando un cilindro
(Figura 1F). Finalmente se observo el parénquima medular,
el cual estuvo formado por células grandes de color blanco, de
formas poligonales y rectangulares (Figura 1G). Entre las
células de la epidermis, clorénquima y tejido medular de los

cladodios se encontraron células con cristales de oxalato de

calcio (drusas) (Figura 1D) y tanto en el parénquima de
almacenamiento como en el medular se presentaron las
células de mucilago, productoras de la comunmente llamada

baba del nopal (Figura 1H).

Histopatologia del material inoculado por aspersion de
conidios de Pseudocercospora opuntiae

Los sintomas iniciales de la enfermedad se presentaron 104
dias después de la inoculacion, debido a este largo periodo de
incubacion no se pudo determinar la fase de preinfeccion. Del

material enfermo estudiado, se observaron los siguientes

Figura 2. Cladodio de Opuntia ficus-indica Mill, variedad Milpa Alta, inoculado con el método de aspersion de conidios de
Pseudocercospora opuntiae. A. Sintoma 1 (inicial) puntos de color olivo oscuro en las células epidermales. B. Corte transversal
aparentemente sano. C. Corte transversal, micelio (mi) penetrando a través del estoma, poro estomatico (pe), células de la
epidermis (e) y cavidad subestomatica (sb). D. Corte transversal, micelio (mi) entre las células de la epidermis (e), colénquima (cl)
y clorénquima (clr), produccién de polifenoles (pl). E. Corte transversal, haz vascular sin presencia de micelio. F. Corte

transversal, parénquima medular sin presencia de micelio.
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Figura 3. Cladodio de Opuntia ficus-indica Mill, variedad Milpa Alta, inoculado con el método de aspersion de
conidios de Pseudocercospora opuntiae. A. Sintoma 2, manchas de color café claro a rojizas. B. Corte transversal,
cambio de color de los tejidos de verde a rojizo, debido a la induccion de polifenoles. C. Micelio (mi), en cavidad
subestomatica (sb), colénquima (cl) y clorénquima (clr). D. Micelio intercelular en el parénquima. E. Haz vascular
conmicelio a sualrededor. F. Parénquima medular y micelio intercelular.

sintomas:

Sintoma 1 (104 dias después de la inoculacion).
Puntos de color olivo oscuro de 3-5 mm de didmetro (Figura
2A y B). Presencia de micelio penetrando en la mayoria de las
cavidades estomaticas (Figura 2C); sin embargo, las células
guarda y subsidiarias no fueron afectadas. Las hifas se
desarrollaron también intercelularmente en la epidermis,
colénquima y clorénquima (Figura 2D). En el parénquima de
almacenamiento, haces vasculares y parénquima medular, no
se observd micelio (Figura 2E y F).

Sintoma 2 (111 dias después de la inoculacion).

Manchas de color café claro a rojizo (Figura 3 A y B). Mayor

cantidad de micelio intercelular en la epidermis, colénquima
y clorénquima (Figura 3C). La invasién de las hifas se
extendid intercelularmente al parénquima de
almacenamiento, haces vasculares y parénquima medular
(Figura 3D-F). Aunque la invasion avanzo a tejidos mas
internos, se conservo la consistencia y union de los mismos.
El cambio de color de los tejidos mas cercanos a la cuticula
denotd la presencia de polifenoles originados por el aumento
en la cantidad de micelio invasor.

Sintoma 3 (122 dias después de la inoculacion).
Manchas de color café-negruzco (Figura 4A y B). El cladodio

presenté un color interno negro-rojizo, debido a la gran



produccidén de polifenoles, los cuales fueron consecuencia de
la intensa invasion del micelio colonizador. La cuticula
permanecio sin alteraciones, sin embargo, entre las células de
la epidermis, colénquima y clorénquima la elevada cantidad
de hifas presentes ocasionaron plasmolisis de la membrana 'y
en el caso del clorénquima la desintegracion de los
cloroplastos. En la cavidad subestomatica el micelio comenzd
a agruparse para posteriormente dar lugar a los estromas
(Figura4CyD).

El parénquima de almacenamiento fue invadido en

mayor medida al igual que el parénquima medular (Figura 4D

y F), no se observo plasmolisis de la membrana, pero

sipérdida de la forma y tamafio celular, lo que coincidié con el
adelgazamiento del cladodio. Porultimo los haces vasculares

fueron rodeados por hifas, el floema y las fibras floematicas
comenzaron a sufrir desorganizacidn principalmente en sus
células mas cercanas al parénquima (Figura 4E); el xilema a
pesar de la cantidad de hifas que lo roderon permanecio6 sin
alteraciones.

Sintoma 4 (129 dias después de la inoculacion).
Manchas de color negro. La formacién de polifenoles siguio
aumentando, lo que ocasiond un color negro de los tejidos
(Figura 5A y B). El micelio continud ocasionando plasmolisis

de la membrana y desintegracion celular en la epidermis,

.
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Figura4. Cladodio de Opuntia ficus-indica Mill, variedad Milpa Alta, inoculado con el método de aspersion de conidios
de Pseudocercospora sp. A. Sintoma 3, manchas de color café negro. B. Corte transversal, necrosis en la epidermis (e),
colénquima (cl) y clorénquima (clr). C. Micelio (mi) intercelular en la epidermis, colénquima, clorénquima y
agrupacion en la cavidad subestomatica (sb). D. Mayor cantidad de micelio intercelular en el parénquima de
almacenamiento. E. Células del haz vascular siendo invadidas por micelio. F. Parénquima medular mayor cantidad de

micelio intercelular.
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colénquima y clorénquima, mas notable en este ultimo donde
se pudieron observar grandes cavidades. El aparato
estomatico (poro estomatico, células guarda y células
subsidiarias) fue destruido y la cavidad subestomatica
invadida por hifas que se agruparon para dar lugar a la
formacion de estromas (Figura 5C) con espermatogonios

(Figura 5D), conidioforos y conidios (Figura 5E).

El parénquima de almacenamiento sufrid

plasmdlisis de la membrana celular, la pared se rompid y se
desintegré (Figura 5F). El floema sufrio desorganizacion y
desintegracion de sus células, lo mismo sucedio con las fibras
floematicas y los vasos del xilema, estos ultimos se
observaron dispersos entre las células del parénquima (Figura
5@G). Las células del parénquima medular aunque conservaron

una buena integridad, algunas zonas presentaron plasmolisis

y ruptura de la pared celular (Figura SH).

Figura 5. Cladodio de Opuntia ficus-indica Mill, variedad Milpa Alta, inoculado con el método de aspersion de conidios de
Pseudocercospora opuntiae. A. Sintoma 4, manchas de color negro. B. Corte transversal, necrosis total en los tejidos internos. C.
Estroma formado de la cavidad subestomatica hacia el estoma. D. Formacion de espermatogonios (es). E. Conidioforos (cn) y
conidios (co). F. Mayor cantidad de micelio (mi), intercelular en el parénquima de almacenamiento, el cual ocasiona plasmolisis de
membrana y ruptura de la pared celular. G. Desintegracion total del floema y fibras floematicas, persisten algunos vasos de xilema (x).

H. Parénquima medulary micelio (mi) intercelular.



Discusion

La estructura anatomica de cladodios de nopal verdura
(Opuntia ficus-indica Mill), variedad Milpa Alta, no difirié en
grandes rasgos a lo reportado por Bravo (1978),
Stratchtenberg y Mayer (1982), Gibson y Nobel (1986),
Retamal y Duran (1987), Osorio (1989), Goldstein et al.
(1991) y Slva et al. (2001). Cabe mencionar que el material
utilizado tuvo una edad aproximada de un afio lo que explicé
algunas diferencias en cuanto al tamafio y forma de algunas
células.

Respecto al estudio histopatolégico, en este trabajo
no fue posible documentar los eventos ocurridos durante el
proceso de penetracion de P opuntiae; sin embargo, la
frecuente observacion de micelio en el poro estomaticoy en la
cavidad subestomatica sugiere que los estomas son la via de
entrada del patégeno, lo cual coincide con lo reportado para
otras especies del mismo género como P. mori en hojas de
mora (Babu y Kumar, 2002), P. psophocarpi en frijol alado
(Price y Munro, 1978) y P. macadamiae en frutos de
macadamia (Miles ez al., 2009; Miles et al.,2010).

Durante la colonizacion, el micelio de P. opuntiae
invadi6 los tejidos del cladodio mediante hifas que se
desarrollaron de manera intercelular y sin la formacion de
haustorios, este comportamiento es similar a lo reportado por
Miles et al. (2009) para el caso de P. macadamiae en frutos de
macadamia. Asimismo, debido a la gran cantidad de micelio
invasivo y a la continua demanda de nutrientes por P.
opuntiae, en el hospedante se registraron sintomas
generalizados correspondientes a plasmolisis celular, colapso
de membranas, desorganizacion de tejidos y muerte de
células.

En la etapa de esporulacion, los conidios de P.
opuntiae unicamente se desarrollaron en conididforos sobre

el estroma como en ¢l caso de P. cocculiicola, P. kolanensis

(Singh y Bhalla 2000), P. juniperiy P. exosporioides (Sutton
y Hodges, 1990). Asimismo, los estromas solo se formaron en
la cavidad subestématica y errumpieron a través del poro
estomatico sin causar ruptura de la epidermis.

Cabe sefialar que el comportamiento de P. opuntiae
durante el largo periodo de incubacién (104 dias) no fue
determinado en este estudio; sin embargo, es posible que este
hongo permanezca en dormancia después de la penetracion
como en el caso de Colletotrichum gloeosporioides en frutos
de aguacate (Coates ef al., 1993), o coloniza lentamente los
tejidos del hospedante en ausencia de sintomas como ha sido
observado para Mycosphaerella citri sobre hojas de citricos

(Mondal y Timmer, 20006).
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