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INFECCION DE Spongospora subterranea

EN ESQUEJES DE PAPA (Solanum tuberosum) var.
Diacol Capiro PROVENIENTE DE TRES

FUENTES DE INOCULO

Spongospora subterranea INFECTION ON POTATO (Solanum tuberosum) cuttings var.
Diacol Capiro FROM THREE INOCULUM SOURCES
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RESUMEN

La sarna polvosa causada por Spongospora subterranea (Wallroth) Lagerheim f. sp. subterranea Tomlin-
son es una enfermedad que disminuye los rendimientos y la calidad de tubérculos de papa. Es un parésito
obligado el cual por sus caracteristicas bioldgicas y reproductivas, posee una gran capacidad de sobre-
vivencia e infeccién no solo en su principal hospedero, sino también en diversas especies silvestres. Este
patdgeno es un protozoario, su infeccién ocurre por medio de zoosporas las cuales se liberan a partir de
quistosoros y son el principal modo de dispersién de la enfermedad. Estos pueden encontrarse en tubércu-
los, raices y en el suelo, donde permanecen como estructuras de resistencia por varios afios, hasta que las
condiciones ambientales favorecen la liberacién de zoosporas, para dar inicio a nuevas infecciones. En el
presente estudio se evalué un método de bioensayo con el fin de establecer bajo condiciones controladas,
la infeccién de quistosoros de Spongospora subterranea provenientes de suelo, raiz y de tubérculo, en la
variedad comercial de papa Diacol Capiro, con el fin de determinar la fuente més infectiva. Las plantas fue-
ron inoculadas con una solucién que contenia una concentracién de 1x10* quistosoros/mL en condiciones
de casa de malla. Las evaluaciones fueron realizadas a los 15 dias después de ser inoculadas, en floracion
y tuberizacion. Los resultados mostraron diferencias significativas en las fuentes de indculo empleadas,
manifestdndose mayor incidencia de Spongospora subterranea en las plantas inoculadas con quistosoros
provenientes de tubérculo.
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ABSTRACT

Potato powdery scab produced by Spongospora subterranea (Wallroth) Lagerheim f. sp. subterranea
Tomlinson is an important plant disease in potato because it has effect in yield and quality of tubers. Spon-
gospora subterranea is an obligate parasite, because the biological and reproductive characteristic, it has a
great survival and infection capacity in natural hosts. This pathogen is a plasmodiophorids; infections occur
through zoospores which are inside resistance spores called sporeballs or cystosori which are the principal
way of the disease dispersion. Sporeballs can remains on soil, roots and tubers as resistance structure, and
can remain for many years until the weather conditions are favorable to zoospores release to start new infec-
tions on potato plants. In this study was evaluated a bioassay method with the aim to establish an infection
method to Diacol Capiro potato variety on greenhouse conditions. It was carried out an experiment where
three different inoculum sources: cystosori from soil, potato roots and tubers were evaluated, in order to
identify the more efficient infectious source. The plants were inoculated by a cystosori infected solutions
with a 1x10* cystosori/mL concentration. The evaluations were made 15 days, on flowering and timbering
after inoculation. The results showed significant differences among the inoculums sources used, demonstra-

ting higher incidence of Spongospora subterranea on plants inoculated from tuber cystosori.

Key words: Powdery scab, Zoospores, Cystosori, galls.
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INTRODUCCION

La sarna polvosa causada por Spongospora
subterranea (Wallroth) Lagerheim f. sp. subterranea
Tomlinson es una enfermedad que disminuye los
rendimientos y la calidad de tubérculos de papa
(Harrison et al., 1997). En la actualidad, la sarna
polvosa afecta las principales zonas productoras
de papa del mundo en Europa, Asia y América (Ha-
rrison, et al. 1997). Esta enfermedad se expandid
debido al uso de tubérculos semilla infectados y
se consolidé por la falta de tratamientos efectivos
(Merz, 2008). En Colombia, se ha observado un
aumento en la distribucion geogréfica de Spon-
gospora subterranea, sobre todo en aquellos de-
partamentos de mayor produccién papera como
el altiplano Cundiboyacense, Narifio y Antioquia;
lo cual puede convertirse en una seria amenaza, si

no se toman las medidas necesarias para controlar

su diseminacién (Garcia y Navia, 2002). En los de-
partamentos de Cundinamarca, Boyaca, Narifio
y Antioquia (Colombia), afecta severamente las
variedades Parda Pastusa, Diacol Capiro y Crio-
lla Colombia. Los sintomas se observan en raices
y tubérculos, pero hay variacién en las zonas pa-
peras en cuanto a la distribucion de los sintomas
entre los diferentes 6rganos de la planta. Asi en
Cundinamarca, Boyacéd y Norte de Antioquia es
mas frecuente observar pustulas sobre los tubér-
culos de las variedades Parda Pastusa y Diacol Ca-
piro, mientras que en el departamento de Narifio
y Oriente de Antioquia es comun observar agallas
en raices.

Hasta ahora no se sabe si estas diferencias se
deben a variaciones en las condiciones ambienta-
les de una region a otra, o quizés se deban a la
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distribucién regional de diferentes razas del pa-
tdbgeno, y/o a su interaccién: huesped-patdgeno-
ambiente (Jaramillo y Botero, 2007). Se han im-
plementado algunas estrategias de manejo de la
enfermedad tales como, la aplicacion de altas can-
tidades de carbonato de calcio, el uso del tiaben-
dazol, la esterilizacién del terreno con yodo (entre
otras técnicas de control quimico) y la rotacion de
cultivos las cuales han presentado resultados poco
esperanzadores. (Urquijo et al., 1961).

S. subterranea es un protozoario, parasito intra-
celular obligado con division celular cruciforme,
que forma estructuras de resistencia llamadas quis-

sistema radical del huésped. En la fase esporangial,
el esporangio de paredes delgadas se desarrolla
entre células hospederas, en las cuales se forman
ocho zoosporas desde un plasmodio esporangiogi-
neo. Las zoosporas secundarias también son biflage-
ladas y pueden salir de la célula infectada e iniciar
otro ciclo de infeccidn. Los quistosoros son de forma
ovoide, color ocre oscuro, con un didmetro de 20 a
80 um con la apariencia de una pelota de golf; las
zoosporas poseen dos flagelos de diferente tama-
fio insertados lateralmente en un angulo de 180°, el
flagelo largo mide entre 0,8-16,4 um y el pequefio
entre 0,4-5 pm. (Alzate et al., 2008).

-

Segun Hooker (1980), hay dos fases importantes del ciclo de vida de
este patdgeno, cada unainiciada por la infeccién de la célula huésped
a través de un plasmodio unicelular. La fase esporogénica se presenta
después de la division nuclear, produciendo esporas de pared gruesa,
las cuales son altamente resistentes.

~

tosoros, los cuales segiin Merz (1997), son favoreci-
dos por la presencia de condiciones medioambien-
tales adecuadas como temperatura y humedad;
estimulos inducidos por la planta y el periodo de
latencia para la liberacién de zoosporas.

Segun Hooker (1980), hay dos fases importantes
del ciclo de vida de este patdgeno, cada una ini-
ciada por la infeccion de la célula huésped a través
de un plasmodio unicelular. La fase esporogénica
se presenta después de la divisién nuclear, produ-
ciendo esporas de pared gruesa, las cuales son al-
tamente resistentes. Cada espora libera una sola
zoospora primaria biflagelada, la cual entra en el
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La sarna polvosa afecta raices, estolones y tu-
bérculos. Las raices de las plantas enfermas mues-
tran agallas o tumores lisos, de 0,5 a 1,5 cm de ta-
mafno y de forma mas o menos irregular; al inicio las
agallas son de color blanquecino y cuando alcanzan
la madurez fisioldgica se vuelven oscuras, debido al
color marrén de las paredes de las estructuras de
resistencia (Harrison et al., 1997). El alto nivel de in-
feccién de las raices tiene efecto detrimental sobre
la toma de agua y nutrientes y sobre la produccion,
ya que en un estado avanzado de la enfermedad
se desintegran las raices con una liberacién ma-
siva de quistosoros al suelo. El periodo critico de

la infeccion en tubérculos estd establecido entre
el desarrollo de los estolones siete dias antes del
inicio de la tuberizacién, hasta el 50% de tuberiza-
cién, (21-28 dias) cuando el 50% de los estolones
se han engrosado en un didmetro de 5 mm. El pe-
riodo de susceptibilidad coincide con la tuberiza-
cién y la formacién de lenticelas en los tubérculos
en desarrollo, pero antes de la suberizacién de las
lenticelas, pues una vez suberizan se vuelven resis-
tentes. La fluctuacion de la humedad en este perio-
do, reduce el efecto de la enfermedad (Boer, 1991).

Las pustulas de S. Subterranea cuando maduran
en los tubérculos de papa, forman masas polvo-
rientas de estructuras de resistencia con paredes
delgadas llamadas esporosoros o quistosoros, los
cuales contienen un gran numero de esporas de
resistencia que son fuente de inéculo importante,
ya que son muy persistentes y pueden sobrevivir
en el suelo por décadas, haciendo de esta una
enfermedad de dificil control (Boer, 2000). Bajo
condiciones de humedad, los quistosoros produ-
cen zoosporas primarias que pueden infectar papa
y un amplio rango de otras plantas hospedantes
como tomate y varias arvenses como yerbamora
(Solanum nigrum) (Heald, 1983), Spinacea oleracea
(Jones y Harrison, 1969) y Amaranthus retroflexus
(Qu y Christ, 2006) entre otras.

La persistencia de los quistosoros de S. subte-
rranea en el suelo y tubérculos hace que la sarna
polvosa sea una enfermedad de dificil manejo (Ha-
rrison et al., 1997), estas estructuras de resistencia
permanecen en el sustrato por méas de seis afios
y sobreviven al paso por el tracto intestinal de los
animales alimentados con tubérculos infectados
(Torres, 2002). La prevalencia de socas de papa ha
aumentado la contaminacién de los suelos, por la
supervivencia de los quistosoros (Wale, 2000), los
cuales se distribuyen en parche, siendo el desarro-
llo de la enfermedad altamente dependiente de
las condiciones ambientales (Lees, 2000).
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En Australia Wale (2000). encontré quistosoros
de S. subterranea en tubérculos almacenados, in-
cluso procedentes de areas donde antes no habia
sido observada la sarna polvosa; de otro lado Van
de Graaf et al., (2005) observaron tubérculos in-
fectados en suelos no inoculados con quistosoros
(testigo) posiblemente por una infeccién latente
en los tubérculos, cuya severidad fue significativa-
mente méas baja que para cualquiera de los trata-
mientos inoculados, pero la incidencia fue del 52%.

El estado de infeccion radical de S. subterra-
nea f.sp. subterranea durante su ciclo de vida so-
bre las plantas de papa y hospederos alternos, es
muy importante para la epidemiologia de la sarna
polvosa, debido a que la infeccién de las raices in-
crementa réapidamente las zoosporas y esporas de
resistencia en estos suelos, especialmente si los
genotipos son muy susceptibles a la infeccion radi-
cal y a la formacién de agallas. Falloon et al. (2003)
muestran que aunque algunas variedades de papa
que presentan resistencia en los tubérculos son re-
sistentes a la infeccién en raices, no siempre es asi,
en un experimento realizado encontré que en 99
variedades de papa y 13 lineas de mejoramiento
avanzadas evaluadas, ninguna presentd inmunidad
a la infeccién radical, y por lo tanto, fue la fuente
de inéculo mas importante.

Muchos factores han contribuido con el incre-
mento de la enfermedad, pero la siembra de tu-
bérculos contaminados con sarna polvosa, se ha
convertido en un problema cada vez mas impor-
tante en los Ultimos afios, el cual se agrava con las
herramientas de trabajo y maquinaria que se llevan
de lotes contaminados a lotes sanos; también, a la
popularidad de variedades de papa que son sus-
ceptibles a la enfermedad y el uso creciente de rie-
go, como condicién més importante del suelo para
favorecer el desarrollo de la enfermedad. Ademas,
la rotacion inadecuada de las cosechas y la ausen-
cia de un esquema eficaz de inspeccion sobre la
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semilla-tubérculo, han favorecido el desarrollo de
la sarna polvosa (Harrison et al., 1997). Van der Gra-
af et al. (2005), manifiestan que en muchos tubér-
culos la infeccion es latente especialmente cuando
las condiciones ambientales no son favorables.

Hasta el momento, las técnicas que se han im-
plementado en suelo para la deteccion de Spon-
gospora subterranea f.sp. subterranea incluyen
bioensayos con plantas trampa (Merz, 1993), técni-
cas seroldgicas (Walsh et al., 1996) y técnicas mo-
leculares (Bell, et al., 1999). La deteccion rapida y
confiable de quistosoros tanto en tubérculos como
en suelo, es una herramienta indispensable para el
desarrollo de estrategias de manejo de la enferme-
dad (Rodriguez et al., 2001).

Para la deteccién del patdégeno se han evaluado
varias alternativas que van desde el uso de plantas
en suelos infectados por 4-5 semanas, hasta el uso
de técnicas moleculares con deteccién por primers
especificos de alta sensibilidad en pruebas de PCR,
como lo son los pares SsF/SsR desarrollados por Qu
y Christ,(2004) y Spo8/Spo9 de Bulman y Marshal,
(1998), con los cuales pueden realizarse pruebas en
tejidos vegetales y en suelo, permitiendo identificar
de manera precoz el agente causal de la sarna pol-
vosa en suelos y plantas. Bioensayos con tomate o
microplantas de papa como cebos, se han utilizado
con éxito para detectar y cuantificar S. subterranea
en el suelo (Flett, 1983; Wale, 2000). Estos son mas
sensibles que los métodos basados en ELISA, pero
son lentos, laboriosos, requieren el reconocimiento
de lainfeccién y puede ser incapaz de diferenciar los
niveles de indculo (Corrales, 2010)

Montero et al. (2004), determinaron y confir-
maron la presencia de S. subterranea f. sp. subte-
rranea en las principales zonas dedicadas al cul-
tivo de papa en Costa Rica, asi como su relacion
con el virus PMTV: utilizando las técnicas de mi-
croscopio de luz, bioensayo, ELISA y PCR detec-
tando y confirmando la identidad del organismo.
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Con el fin de avanzar en el conocimiento de
aspectos bioldgicos de S. subterranea f. sp subte-
rranea, se hace necesario obtener una fuente de
indculo infectivo para ser utilizado en bioensayos;
por lo tanto, en este trabajo se busca establecer
bajo condiciones controladas, la inoculacién con
zoosporas en esquejes de papa var. Diacol Capiro,
utilizando diferentes fuentes, como son quistoso-
ros provenientes de suelo contaminado, de raices
de papa con agallas y de tubérculos con pustulas
formadas por este paréasito; con el fin de identificar
el la fuente de indculo maés efectiva al momento de
producir infeccion en papa, evaluando dicha infec-
cién en tres momentos diferentes del ciclo fenolé-
gico de la planta.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizd en el Centro Agro-
pecuario “Paysandi”, de La Universidad Nacional
de Colombia, localizado en el corregimiento de
Santa Elena, municipio de Medellin (Antioquia, Co-
lombia), a 2550 msnm, con una temperatura media
de 14°C. Los experimentos se realizaron en condi-
ciones de casa de malla y los anélisis de infeccién
en el Laboratorio de Sanidad Vegetal del Politécni-
co Colombiano Jaime Isaza Cadavid, en la sede de
Bello (Antioquia)

Los quistosoros fueron obtenidos a partir de
suelos y tejidos vegetales (agallas de raices y puUs-
tulas de tubérculos) infectados por el patdégeno.
Las muestras fueron tomadas en el municipio de la
Unidn (Antioquia) veredas Vallejuelito, La Cabaria
y Mazorcal. Una vez obtenido el material se reali-
z6 una evaluacidon macroscépica (sintomas tipicos
causados por S. subterranea en raices y tubércu-
los) y una microscépica mediante la observacién
y cuantificacion a través de microscopio de los
quistosoros en las diferentes muestras. La extrac-
cién de quistosoros de las tres diferentes fuentes a

evaluar (suelo, raiz y tubérculo) se realizé de acuer-
do a la siguiente metodologia: Para la obtencién
de quistosoros a partir de suelo infestado se utilizd
la metodologia propuesta por Jaramillo y Botero
(2007) modificada por Alzate et al. (2008), en la cual
1 g de suelo seco, se pasa a través de un juego
de tamices de 250, 90 y 25 micras, recogiendo los
quistosoros presentes en el tamiz de 25um.

Para el inéculo tubérculo se utilizé la meto-
dologia propuesta por Van de Graaf et al. (2005),
en la cual se raspo la superficie de los tubérculos
infectados, se secaron al aire libre durante 48 ho-
ras, para luego macerarse, con el fin de disminuir
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referencia EXPLORER y luego se adicionaron 10 mL
de agua destilada; la solucién fue realizada en tu-
bos tipo Falcon de 15 mL. Consecutivamente se
desarrollaron 10 lecturas con dos repeticiones en
la cdmara, con los datos obtenidos se determiné la
concentracién de quistosoros por gramo de indcu-
lo para establecer una concentracion final de ino-
culacién uniforme de 1x10* quistosoros/mL.

Las inoculaciones en papa, se realizaron utili-
zando esquejes de tallo lateral de plantas de papa
(Solanum tuberosum) variedad Diacol Capiro con
una edad aproximada de 30 dias, siguiendo la me-
todologia propuesta por Cotes y Nustez (2001), la

-

Lasinoculacionesenpapa, serealizaronutilizandoesquejesdetallolateral de
plantas de papa(Solanumtuberosum)variedad Diacol Capiro conunaedad
aproximada de 30 dias, siguiendo la metodologia propuesta por Cotes y
Nustez(2001),lacual consistié eneliminarenlaplantaalmes de germinacién
la dominancia apical, estimulando la produccién de brotes laterales.

~

el tamano de las particulas. Finalmente el material
obtenido de la maceracién se pasd por el mismo
juego de tamices empleado para suelo. Las raices
infectadas, se lavaron con agua corriente con el
fin de retirar los excesos de suelo, se retiraron las
agallas y se secaron durante 48 horas al aire libre,
se maceraron y posteriormente se tamizaron para
obtener los quistosoros.

La cuantificacion de quistosoros se realizd si-
guiendo la metodologia descrita por Alzate et al.,
(2008), en la cual se efectud el conteo de estructu-
ras al microscopio en camara de Neubauer, se pesé
para cadaindculo 0,1 g en balanza analitica OHAUS

—

cual consistié en eliminar en la planta al mes de
germinacién la dominancia apical, estimulando la
produccién de brotes laterales. Una vez cosecha-
dos los esquejes se emplearon dos metodologias
para el proceso de enraizamiento, con el fin de ve-
rificar cuél de las dos era més eficiente en el caso
de los esquejes de las variedades de la especie S.
tuberosum. La primera consistid en llevar los es-
quejes a bandejas plasticas con agua utilizando
icopor como soporte, donde permanecieron por
20 dias. Posterior a este tiempo, se evalud la pro-
duccién de raices y la viabilidad del esqueje. En
la segunda metodologia, los esquejes cosechados
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se impregnaron con &cido naftalenacético (ANA) y
fueron llevados a bandejas para enraizamiento con
turba previamente humedecida, permaneciendo
por 20 dias, a fin de evaluar la produccién de raices
y viabilidad del esqueje.

Una vez determinada la mejor metodologia y
enraizados correctamente los esquejes, éstos fue-
ron llevados a bandejas plasticas de 0,35 L, con
150 mL agua para su inoculacién con el patdégeno
empleando las diferentes fuentes de quistosoros
a una concentracién de 1x10* quistosoros/mL du-
rante 12 dias. Cuando las plantas completaron una
semana de estar en la solucién con quistosoros, se
agregd solucién nutritiva de Hoagland (Millner y
Kilt, 1992) hasta completar el volumen inicial de la
bandeja , con el fin de mantener las plantas salu-
dables durante el proceso de infeccion. Doce dias
después de la inoculacion se hizo el trasplante a
macetas de 2,5 kg con suelo homogenizado libre
del patégeno (verificado previa evaluacién al mi-
croscopio), donde permanecieron las plantas bajo
condiciones de casa de malla, hasta completar el
estado de floracidon y tuberizacién.

El experimento se realizé bajo un disefio com-
pletamente al azar con cuatro tratamientos y tres
evaluaciones en el tiempo distribuidos de la si-
guiente manera: a) Plantulas de papa inoculadas
con solucidén preparada a partir de quistosoros ob-
tenidos de tubérculos infectados por S. subterra-
nea; b) Plantulas de papa inoculadas con solucién
preparada a partir de quistosoros obtenidos de
raices infectadas por S. subterranea; c) Plantulas de
papa inoculadas con solucién preparada a partir
de quistosoros obtenidos de suelo infestado por
S. subterranea; d) plantulas sin inocular como testi-
go. Cada tratamiento se distribuyé en 30 macetas
con suelo libre del patégeno (1 planta por maceta),
para un total de 120 plantas en el experimento. A
lo largo del ensayo se realizaron tres evaluaciones,
a los 15 dias después de inoculacién, en floracion
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y tuberizacion (madurez fisioldgica). Las evaluacio-
nes se realizaron en 10 plantas de cada uno de los
tratamientos y consistieron en a) observacién de
sintomas; b) tincidn de raices siguiendo la metodo-
logia de Villegas et al., (2009).

Para analizar las estructuras asociadas con S.
subterranea f. sp. subterranea, siguiendo el proto-
colo de Villegas et al. (2009), las raices se lavaron
suavemente con agua para retirar el exceso de sue-
lo y luego fueron llevadas a un tubo tipo Falcon
con solucion de KOH al 10 % durante tres dias para
extraer el contenido celular. Posteriormente estas
raices fueron llevadas a un medio 4cido (HCL al 10
%) durante 10 minutos para nivelar el pH. Luego de
este tiempo, fueron lavadas con agua destilada e
inmediatamente tefidas con azul de tripano el cual
se aplicaba dentro del tubo hasta cubrirlas. Cuan-
do las raices lograron la tincién, de cada repeticién
se extrajeron cinco de ellas, las cuales se colocaron
en portaobjetos para ser observadas al microsco-
pio. En cada raiz se hizo un barrido completo con
el fin de determinar la presencia de estructuras
propias de S. subterranea f. sp. subterranea. Para
las evaluaciones se utilizd un microscopio Nikon
Eclipse E-200 en 10X y 40X. Las estructuras del pa-
tégeno observadas se clasificaron como quistoso-
ros, células Unicas y plasmodios, mientras que las
otras estructuras que no pertenecian al patégeno
se clasificaron como enddfitos, micorrizas y otros,
siguiendo la identificacién realizada por Villegas et
al. (2009). Los resultados arrojados fueron analiza-
dos determinando la incidencia de S. subterranea
f. sp. subterranea al interior de las raices. Debido
a que la variable respuesta no se distribuyd nor-
malmente, sino que resultd en una distribucién bi-
nomial (presencia o ausencia de la estructura del
patégeno), para la interpretacién de los datos se
utilizéd un anélisis de modelos lineales generaliza-
dos mixtos, el cual asume una distribucion binomial
de los datos y una funcién de ligamiento probit

(McCullagh y Nelder, 1989). Esto se hizo con el pro-
cedimiento GLIMMIX de SAS System version 9,2.

RESULTADOS Y DISCUSION

La mejor metodologia para enraizamiento fue
donde se empledé Acido Naftalenacético (ANA)
como hormona de enraizamiento y turba humedeci-
da, ya que produjo el mayor porcentaje de enraiza-
miento. El tratamiento de enraizamiento con el uso
de agua solamente, presentd problemas de desnu-
tricién del esqueje y proliferacién de algas, llevando
ala muerte de éstos. El uso de turba en la metodolo-
gia seleccionada, proporciond un mayor soporte, un
medio con més nutrientes y un adecuado suministro
de agua, lo cual permitié tener los esquejes por mas
tiempo en las bandejas y obtenerlos con mas vigor
y mejor enraizamiento para iniciar la inoculacién. Asi
mismo se observé que la implementacién de esque-
jes de tallo lateral fue la adecuada para la multiplica-
cién del material vegetal, coincidiendo asi con los re-
sultados obtenidos por Ramirez et al. (2009), quienes
concluyeron que el mejor método de propagacién
rapida fue el uso de esquejes de tallo lateral, los cua-
les presentaron mayor nimero de explantes y mayor
porcentaje de sobrevivencia.

A lo largo de las tres evaluaciones realizadas,
no se observaron sintomas visibles como agallas
en raices y pUstulas en tubérculos. Van de Graff et
al. (2007), establecieron que las zoosporas de S.
subterranea f. sp. subterranea afectaron raices de
papa donde eventualmente generaron zoosporan-
gios los cuales produjeron zoosporas secundarias
o plasmodios esporangiales. La aparicién de estos
Ultimos, se asocia con hiperplasias e hipertrofias de
las células de la raiz, lo que genera la formacion de
agallas, que al igual que las pustulas de los tubér-
culos, pueden formar quistosoros que permanecen
en el suelo. Asi, la no manifestacién de agallas y
pustulas en el presente experimento posiblemente
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fue consecuencia, de la baja formacién de estruc-
turas secundarias, debido probablemente al poco
tiempo de contacto de la planta con el patdégeno
(12 dias) comparado con el ambiente natural, en
donde una planta que es sembrada en suelo infes-
tado con S. subterranea f.sp. subterranea tiene la
posibilidad de entrar en contacto con el patégeno
en cualquier momento de su ciclo, llevando esto
a multiples infecciones en diferentes momentos y
por lo tanto, a desarrollar sintomas visibles mas fa-
cilmente que cuando la planta solo esté en contac-
to con el patégeno por un periodo corto).

Lo anterior contrasta con lo sefalado por Merz,
(1997) y Navia y Garcia (2004), al realizar bioensayos
en condiciones controladas en cdmara de crecimien-
to, donde las plantas permanecieron en contacto con
el patégeno por mas tiempo, logrando el desarro-
llo de sintomas més facilmente. Adicionalmente las
condiciones fisicas del suelo dentro de las macetas
se fueron deteriorando, reduciendo la aireacion y
aumentando la retencién de humedad, lo que pudo
afectar la liberacién de zoosporas secundarias y su
penetracion en las raices. En este sentido, Harrison et
al. (1997), comprobaron que la temperatura, la hume-
dady el genotipo de papa son factores determinan-
tes en el desarrollo de la enfermedad, por lo que si
uno de estos factores se alteran puede no resultar la
infeccién, aln si el patdgeno se encuentra presente.

En las observaciones de las raices al microsco-
pio se detectaron estructuras relacionadas con el
patdégeno como quistosoros de S. subterranea, en
las tres evaluaciones realizadas, evidencidndose
estructuras poliédricas, globosas u ovoides, hue-
cas formadas por grupos de soros; cada soro o
esporosoro da origen a ocho zoosporas (Hooker,
1980) y son la estructura mas estudiada en térmi-
nos de control y epidemiologia de la enfermedad.
Esto es explicable porque son comparativamente
mas sencillas de ver con respecto a plasmodios,
zoosporas y zoosporangios o células Unicas, tal
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Tabla 1. Valores de p de la ANOVA para Q (quistosoros), P (plasmodios), C.U. (células unicas) y Estructuras totales.

Fuente de Variacion Q

Inéculo <0,0001
Tiempo <0,0001
Tiempo x indculo <0,0001

C.U. Estructuras totales
0,9999 <0,0001
0,9999 <0,0001
0,5676 <0,0001

" No se observaron estas estructuras al microscopio.

como lo senalaron Villegas et al. (2009) y Gémez
et al. (2008). Estructuras del tipo células uUnicas, se
observaron en las evaluaciones correspondientes
a floracion y tuberizacién. Estas estructuras son
procesos de transformacién o cambios del patod-
geno dentro de su hospedante.

La presencia de células Unicas del parasito en el
bioensayo, validan el hecho de la no manifestacién
de sintomas visibles como agallas, de acuerdo a lo
planteado por Villegas et al. (2009). Estos autores
encontraron células Unicas de S. subterranea con
alta frecuencia, en raices asintométicas de papa;
siendo estas observaciones, coincidentes con lo
mencionado por varios autores en diferentes tipos
de hospederos silvestres como Qu y Christ, (2006);
Jones y Harrison, (1969) y Andersen et al. (2002),
quienes detectaron estructuras como zoosporan-
gios y células Unicas, las cuales pasan inadvertidas,
salvo en andlisis y tinciones especificas, ya que las
plantas infectadas tampoco manifiestan sintomas
alternos a la presencia de agallas o pustulas; lo que
puede indicar un relativo estado de equilibrio con
sus hospedantes en la fisiologia de la interaccién
planta-microorganismo o de homeostasis o bio-
rregulacion de poblaciones de microorganismos
como expuesto por Gilbert (2002).

La concentracién empleada (1x10* quistosoros/
mL) en el presente estudio, resultd ser eficiente
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para la ocurrencia de la infeccion por los diferentes
tipos de indculo empleados, ratificando lo mencio-
nado por Harrison et al. (1997) y, Burgess y Wale
(1994), quienes sefalaron que los niveles iniciales
de indculo juegan un papel insignificante en la de-
terminacién de la cantidad de sarna polvosa en un
cultivo, pues unos pocos quistosoros, pueden pro-
ducir rapidamente gran nimero de zoosporas, si
las condiciones ambientales son favorables, pero
si son extremas el nivel de indculo es irrelevante y
el cultivo permanece libre de la sarna polvosa, al
menos en sintomatologia.

Por otra parte, Gémez et al. (2008), realizaron
inoculaciones en papa en condiciones controladas
con concentraciones de 1,6x10° quistosoros/mL,
identificando a lo largo del experimento algunas
estructuras propias de S. subterranea f.sp. subte-
rranea en un numero muy reducido de muestras,
ratificando lo antes mencionado por Van de Graff
et al. (2007) y Burnett, (1991), quienes no encontra-
ron diferencias significativas entre los distintos ni-
veles de inéculo para la infeccion y severidad de S.
subterranea f.sp. subterranea en cultivos de papa,
incluso siendo estos bajos.

En las evaluaciones realizadas se encontré in-
feccion microscépica de S. subterranea f.sp. sub-
terranea manifestandose un reconocimiento del
patégeno hacia las pléntulas de papa, validando

lo encontrado por Harrison et al. (1997) y Corrales
(2010), quienes manifestaron que las zoosporas se
sienten fuertemente atraidas por los exudados de
las raices de papa ejerciéndose una quimiotaxis
positiva. Navia y Garcia (2004), también afirmaron
que la estimulacion por los exudados radicales
parece ser un factor importante en la liberacion
diferencial de zoosporas primarias en respuesta a
distintas variedades de tomate, pues en el ensayo
desarrollado por ellos se observd, que en el caso
de las plantulas hubo diferencias de la concentra-
cion de zoosporas liberadas en tres variedades
utilizadas. Esto sugiere que algo similar pudiera
ocurrir en diferentes cultivares de papa, tomando
en cuenta que Alzate et al. (2008) y Corrales (2010),
encontraron una mayor liberacién de zoosporas en
solucién de extracto de raiz de papa, cuando se
compard con agua y solucién nutritiva.

De igual forma, Makarainen et al. (1994) compro-
baron que la incidencia de S. subterranea f. sp. sub-
terranea fue mas alta en raices de plantas que habian
sido previamente inoculadas con una suspensién del
patdgeno, que aquellas que habian sido cultivadas
en suelos infestados naturalmente. No obstante en
un estudio realizado por Gémez et al. (2008), en-
contraron que la inoculacidn con S. subterranea en
plantulas de papa a partir de semilla sexual recién
germinada no fue exitosa, debido a que el nimero
de raices era muy reducido y presumiblemente estas
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aun no generaban exudados suficientes para gene-
rar un estimulo que favoreciera la infeccién por parte
de las zoosporas liberadas por S. subterranea. No
obstante en esta investigacion la inoculacion artifi-
cial para inducir la infeccién de raices fue eficiente
para producir una infeccién microscépica pero insu-
ficiente para la observacién de sintomas a nivel de
raices y tubérculos.

En la Tabla 1 se observa que existe una interac-
cién tiempo (momentos en los que se realizaron las
evaluaciones) por fuente de indculo para las estruc-
turas quistosoros y estructuras totales (conjunto de
estructuras del patégeno observadas). En las estruc-
turas denominadas células Unicas no se observé nin-
gun efecto de indculo, tiempo, ni de su interaccion,
lo que indica que este tipo de estructura puede estar
presente en cualquier momento de las fases de in-
feccién del patdégeno.

Es importante resaltar que no hay efecto del iné-
culo con respecto a la aparicién de diferentes tipos
de estructuras, ya que se observaron quistosoros y
células Unicas en las tres fuentes de inéculo estudia-
das, lo que indica que cualquiera que sea la fuente
de indculo utilizada es capaz de producir infeccién
en un tiempo de inoculacién relativamente corto, si
se comparan los 12 dias en que en este ensayo estu-
vieron en contacto las plantas con el indculo versus
el tiempo que puede permanecer en contacto en
condiciones de campo.

-

naturalmente.

De igual forma, Makarainen et al. (1994) comprobaron que la incidencia
de S. subterranea f. sp. subterranea fue mas alta en raices de plantas
que habian sido previamente inoculadas con una suspension del
patégeno, que aquellas que habiansido cultivadas ensuelos infestados

—
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Es de resaltar que no hubo diferencias estadis-
ticas en el tiempo en cuanto a la incidencia de S.
subterranea f.sp. subterranea ni en estructuras mi-
croscopicas ni macroscopicas, siendo que este era
un factor a esperar, pués en la medida que la planta
crece, existe una mayor probabilidad que la infec-
cién inicial a nivel radical incremente rapidamente la
produccién de las zoosporas y esporas de resisten-
cia, en los suelos donde crecen las plantas, llegando
a un alto nivel de infeccién en raices y tubérculos.
Esta situacidn, tiene un efecto detrimental sobre la
toma de agua y nutrientes y sobre la produccion, es-
pecialmente si los materiales de papa son muy sus-
ceptibles a la infeccién radical como lo es la variedad
Diacol capiro. Asi, esta respuesta en el ensayo pudo
darse como ya se menciond anteriormente, porque
las plantas estuvieron en contacto con el inéculo un
tiempo corto, el cual probablemente no permitid
una reinfeccién posterior, por lo que no habria po-
sibilidad de encontrar sintomas de la enfermedad
especialmente en tubérculos.

De igual forma se observé que a los 15 dias no
hubo diferencias significativas entre el indculo de
tubérculo y suelo, siendo preferible usar indculo
de raiz, (Prueba Tukey a= 0.05) (Figura 1) En el mo-
mento de floracion, cuando se evalué la aparicion
de agallas en las raices, el inéculo de tubérculo
fue tan efectivo en producir quistosoros como el
de raiz mientras que en la tuberizaciéon se invirtié
la tendencia, es decir el mejor indculo fue tubércu-
lo, presentando diferencias significativas (p< 0,05)
con raiz y suelo. En todos los casos el indculo con
el cual se observaron menor nimero de estructu-
ras fue suelo presentando diferencias significativas
con tubérculo y raiz (p< 0,05).

Es posible que la similitud estadistica entre las
fuentes de inéculo provenientes de tubérculo y suelo
alos 15 dias, se deban a una posible dormancia de los
quistosoros comparado con los provenientes de raiz,
los cuales provienen de un proceso de infeccion mas
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reciente siendo estas estructuras posiblemente mas
activas para la liberaciéon de zoosporas. Posiblemen-
te las zoosporas de la fuente de quistosoros de raiz,
pueden ser liberadas con mayor facilidad, ya que se
encuentran en constante estimulacién con exudados
radicales. Por otra parte, las diferencias observadas
en las fuentes de indculo, se deben probablemente
al hecho que, los quistosoros presentes en las raices
y en tubérculos son més jévenes que los que se en-
cuentran en suelo, teniendo posiblemente una mayor
patogenicidad, ya que estos Ultimos permanecen
como una reserva por largos periodos en el suelo en
contacto con microorganismos, diferentes niveles de
humedad y temperatura, ademés de una menor ac-
tividad bioldgica debido a la ausencia de sefales de
reconocimiento de su principal hospedante, lo que
puede afectar la calidad y cantidad de zoosporas que
se generan a partir de estos quistosoros y por lo tan-
to, disminuir la eficiencia de su inoculacion.

Estos resultados coinciden con los encontrados
por Corrales (2010), quien realizando pruebas de li-
beracién de zoosporas de quistosoros obtenidos de
tubérculo, raiz y suelo, determiné que de este Ultimo
es donde se obtienen aquellos quistosoros que po-
seen menor capacidad de liberacién de zoosporas,
comparando con las otras dos fuentes de indculo.
Los resultados a los 15 dias de inoculacién muestran
que en el caso de las plantas que fueron infectadas
con indculo de raiz, el 52% presentaron quistosoros
de S. subterranea f.sp. subterranea, , lo cual indica
que en este corto tiempo, el patégeno fue capaz de
formar este tipo de estructuras de resistencia en las
raices de la papa, mientras que aquellas infectadas
con indculo proveniente de tubérculo y suelo, solo
presentaron el 32% de plantas infectadas.

Los resultados encontrados en la evaluacion en
la etapa de floracion se observd, que el numero de
plantas donde se encontraron estructuras del pa-
togeno (quistosoros y células Unicas) aumentd, con
respecto a la evaluacién a los 15 dias, siendo de

72% en las muestras inoculadas con quistosoros de
tubérculos; 60% con inéculo de raiz y 32% con ino-
culo de suelo. Sin embargo, no se observé la forma-
cién de agallas en las raices, lo cual puede deberse
a un aumento inesperado de temperatura en los
meses de octubre de 2009 a enero de 2010. Esta
situacién de acuerdo con Fallon (2004) y Lee (2002)
puede afectar la manifestacion visible de sintomas.
En el momento de la tuberizacion se encontraron
estructuras del patdgeno al interior de las raices en
menor grado, 12% de las plantas cuando se utili-
z6 indculo de suelo, 56% con indéculo de raiz y 45%
con indculo de tubérculo, este porcentaje es impor-
tante, teniendo en cuenta que estas estructuras se
formaron por la multiplicacién de las primeras in-
fecciones ya que no se hizo ninguna reinfeccién, lo
que indica que 5 meses después de la inoculacién
el patdogeno siguid activo al interior de las raices de
las plantas infectadas.

En esta evaluacién no se observaron sintomas
en las raices ni en los tubérculos que se formaron.
Esto probablemente se debié en primer lugar a la
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Figura 1. Incidencia de Spongospora subterranea f. sp. subterranea
(Quistosoros, Plasmodios o Células Unicas ) en tres estados fenologi-
cos de papa para tres fuentes de in6culo diferentes.
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disminucién en el nimero de raices en forma notoria,
ya que para ese momento, la planta estaba favore-
ciendo la formacion de tubérculo. En segundo lugar,
porque al contrario de lo que ocurre en campo donde
las plantas estan en contacto con el suelo y por tan-
to con el patdégeno, con probabilidades mas altas de
ocurrencia de infeccién, manifestacion de sintomas
y mayor nimero de estructuras del parasito, pueden
ocurrir infecciones tanto a la raiz como al tubérculo
durante mucho mas tiempo, aumentando también
la probabilidad de encontrar sintomas en la planta
y un mayor nimero de estructuras en el interior de
la planta, lo cual no ocurre en este bioensayos, en el
cual solo se realizdé una Unica inoculaciéon durante 12
dias y es el indculo que consigue penetrar la raiz en
este periodo, el encargado de hacer reinfecciones en
la planta.

De esta forma, tomando en cuenta el compor-
tamiento del parésito a lo largo de este bioensayo
se puede sugerir la evaluacién de resistencia hasta
floracion y no a tuberizacién, ya que a los 5 meses
de evaluacién, tampoco se observaron sintomas en
los tubérculos. Lo anterior se podria explicar dado
que este Ultimo érgano en formacién, no entrd en
contacto directo con el patdégeno, porque solo exis-
tia aquel que se encontraba al interior de las raices,
siendo poco probable que las zoosporas producidas
al interior de la raiz, fueran capaces de desplazarse
hacia afuera y entrar al tubérculo.

Asi, en este bioensayo se determind que el iné-
culo proveniente de agallas de raiz fue el de mayor
capacidad para producir infeccién y generar mayor
numero de estructuras S. subterranea al interior de
las raices en apenas 15 dias después de la inocula-
cion, debido probablemente a la mayor viabilidad
de los quistosoros que alli se encontraron, siendo
este el tipo de indculo ideal para ser utilizado en
pruebas de infeccién con este patdégeno.
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