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Resumen

Spongospora subterranea (Wallroth) Lagerheim f. sp. subterra-
nea Tomlinson es el agente causal de la rofia o sarna polvosa de
la papay, ademas, es vector del virus potato mop top (PMTV). Es
un patdégeno protozoario, que causa su infeccion por medio de
zoosporas que se encuentran en quistosoros los cuales son el
principal modo de dispersion de la enfermedad. Estos pueden
permanecer en el suelo, raices y tubérculos como estructuras
de resistencia por varios afios hasta que las condiciones medio
ambientales favorezcan la liberacion de zoosporas y se dé una
nueva infeccién en las plantas de papa. En el presente trabajo
se evalu6 un método de bioensayo con el fin de establecer, bajo
condiciones controladas, la infecciéon de Spongospora subterra-
nea en la variedad comercial de papa Diacol Capiro. Para tal fin
se realiz6 un experimento, en el cual se evaluaron los efectos
de tres fuentes de indculo: quistosoros provenientes de suelo,
de raiz y de tubérculo, con el fin de determinar la fuente mas
infectiva y la que provocara el desarrollo de la enfermedad. Las
pléantulas fueron inoculadas con una solucion infectiva con una
concentracién de 1.6x105 quistososros/ml en condiciones de
invernadero. Las evaluaciones fueron realizadas a los 19, 34,
64 y 93 dfas luego de ser inoculadas. Siguiendo la metodologia
propuesta y realizado el anélisis microscopico respectivo, soélo
fue posible encontrar algunas estructuras relacionadas en una
observacioén, lo cual no permite confirmar la presencia general

del patégeno luego de la inoculacion.

Palabras clave

Quistosoros, solucion infectiva, inoculacién, sarna polvosa

Abstract

Spongospora subterranea (Wallroth) Lagerheim f. sp. subterra-
nea Tomlinson causes powdery scab in potato and is also vector
to the mop-top virus (PMTV) in potato. 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 still there for many
years until the weather conditions being favorable to zoospores
release starting a new infections on potato plants. In this study
was evaluated a bioassay method with the aim to establish an in-
fection from to Diacol Capiro potato variety on greenhouse con-
ditions. It was carried out an experiment which tried to evaluate
three different inoculums sources: cystosori from soil, potato
roots and tubers, in order to identify the most infectious source
and the one which cause the development of the disease. The
plants were inoculated, in greenhouse conditions, by a cystosori
infected solutions with a 1.6x105 cystosori/ml concentration.
The evaluations were made 19, 34, 64 and 93 days after inocu-
lation. Following this methodology and after all the respective
microscopical observations, it was not possible to found many
clearly structure related to which does not allowed to confirm
the presence of the pathogen after the inoculation.

Key Words

Inoculum Sources, Infected Solutions, Cystosori, Powdery
Scab
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Introduccién

pongospora subterranea . sp. subterranea

Tomlinson es un paréasito intracelular que pro-

duce plasmodios infectantes en el sistema
radicular de la planta de papa (Solanum tuberosum L.) y su
tubérculo, causando la rofia o sarna polvosa de la papa, en-
fermedad que se distribuye ampliamente en el mundo en zo-
nas altas con temperaturas bajas y ricas en materia organica
(Guerrero, 2002); esta enfermedad es la responsable de la
depreciacién en la calidad de los tubérculos, debido a la pre-
sencia de lesiones en forma de pustulas en la epidermis de
los mismos y a la disminucién en la produccién de papa en
variedades susceptibles.

En la actualidad, la sarna polvosa es una enfermedad cuya
incidencia esta en aumento debido a la persistencia de Spon-
gospora, subterranea por varios anos en forma de estructu-
ras de resistencia (quistosoros) en el suelo, a la carencia de
variedades de papa resistentes, a su facil dispersion y poca
susceptibilidad a tratamientos quimicos entre otros factores
(Harrison et a/, 1997).

En Colombia se reporté en 1965 y se encuentra amplia-
mente distribuida en los departamentos de Cundinamarca,
Boyacéa y Narino (Guerrero, 2002) afectando entre el 50% vy
80% de la produccién de los tubérculos segln la edad del
cultivo, lo que implica pérdidas econdmicas en el sector

*Esta investigacion fue financiada por la Direccion de Investigaciones y Posgrados del Politécnico Colombiano
Jaime Isaza Cadavid, bajo la modalidad de proyectos de microcuantia y contd con la coinvestigacion del grupo de
investigacion en Papa de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin
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agroindustrial, problemas fitosanitarios por la
diseminacién del patbgeno a zonas libres de la
enfermedad y para los productores de semilla
de papa v el rechazo en la distribucién de semi-
lla certificada (Guerrero et a/, 1999).

La enfermedad se diagnostica de forma tar-
dia en semillas y cultivos debido a su dificil de-
teccién tanto en suelo como en semillas asinto-
maticas; de ahi que sea necesario implementar
una metodologia rapida, altamente sensible y
especifica, que permita detectar al microorga-
nismo en suelo y semilla de papa, para el con-
trol fitosanitario del patdégeno en programas de
produccién de semilla certificada libre S. subte-
rranea (Lees, 2000).

Al estudiar las condiciones de inoculacién,
liberacion, infeccién y variabilidad del patégeno,
asi como el desarrollo de la enfermedad en con-
diciones controladas y de campo, se adquiere
un conocimiento mayor acerca del patégeno y
su desarrollo, Util para establecer de una mane-
ra mas adecuada estrategias de mejoramiento
genético, control y manejo de la enfermedad
en las condiciones de produccién de papa en
nuestro pais. Por lo anterior, el estudio realizado
en este proyecto es de gran importancia, pues
se espera ofrecer herramientas para evaluar las
condiciones en las cuales se da el proceso de
infeccién por parte de Spongospora subterranea
en las raices de papa, lo que va a contribuir al
conocimiento del desarrollo de la enfermedad
en este cultivo.

M La enfermedad se diagnostica de forma tardia
en semillas y cultivos debido a su dificil deteccion
tanto en suelo como en semillas asintomaticas; de
ahi que sea necesario implementar una metodolo-

gia rapida, altamente sensible y especifica.
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Materiales y metodos

LOCALIZACION

El trabajo se desarrollé en condiciones de in-
vernadero en las instalaciones de la finca Paysan-
du de la Universidad Nacional de Colombia, loca-
lizada en Santa Elena, corregimiento de Medellin
(Antioquia), a una altura de 2500 m sobre el nivel
del mar, con una temperatura promedio de 14 °C
y una precipitaciéon de 2500 mm al afo.

ETAPA DE GERMINACION

El material vegetal seleccionado en el cultivo
de la papa (Solanum tuberosum) para el desa-
rrollo del estudio fue la variedad Diacol Capiro,
por sus caracteristicas de adaptabilidad y por
ser una de las variedades mas cultivadas en la
region Oriente de Antioquia.

Para el ensayo se extrajeron semillas sexuales
de frutos maduros de plantas de papa. Con el fin
de estimular la germinacion de las semillas, és-
tas fueron sumergidas en acido giberélico en una
concentracion de 2ppm durante 24 horas; poste-
riormente, fueron sembradas en sustrato (arena)
previamente desinfectado. En total se utilizaron
600 semillas, las cuales fueron sembradas en 30
cajas de Petri. Las placas permanecieron en con-
diciones de laboratorio durante los primeros 15
dias mientras ocurria la etapa de germinacion.

CONSECUCION Y PREPARACION

DEL INOCULO

Para determinar el efecto del desarrollo de la
infeccidon en las plantas, se escogieron tres fuen-
tes deindculo: quistosoros provenientes de suelo,
agallas de raiz y pustulas de tubérculos, todos pro-
venientes del municipio de La Unién (Antioquia).

Para la extracciéon de los quistosoros, las
muestras fueron sometidas a secado al aire li-
bre, separadamente, durante un periodo de 24
horas. Pasado el periodo de secado, las mues-
tras de tubérculo y raiz fueron raspadas y poste-
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riormente maceradas, siguiendo la metodologia
de Van de Graaf et a/ (VandeGraaf et a/, 2000);
mientras que la muestra de suelo fue homogeni-
zada. Posteriormente, cada muestra fue pasada
a través de un juego de tres tamices (2.36 mm,
0.150 mm, 0.045 mm) —siguiendo la metodolo-
gla de Merz (Merz, 1997), ajustada en la malla de
los tamices. Para la muestra de suelo, se tomo el
material que pasaba por el tamiz de 0.150 mm,
como indican por Jaramillo et a/. (Jaramillo et a/
2004). Para la obtencion de muestras de tubér-
culo y agallas se tomé el material pasado por el
tamiz de 0.045 mm, (VandeGraaf et a/); Luego
del tamizado cada fuente de in6culo fue pesada
individualmente en balanza analitica Ohaus refe-
rencia. Explorer (0.400 g) y diluidas en 40ml de
agua destilada en tubos Falcon para una relacion
de 1:10, con el fin de determinar la concentra-
cion de quistosoros de cada una.

CONTEO Y DETERMINACION DE LA

CONCENTRACION DE QUISTOSOROS

El conteo de quistosoros se realizé en cama-
ra de Neubauer. A cada muestra, separada en
tubos Falcon, se le adicion6é una gota de azul
de metileno, con el fin de tefir las estructuras
y facilitar el conteo de los quistosoros al mo-
mento de las observaciones. Para determinar
la concentracion de quistosoros por gramo de
inéculo, se realizaron cuatro lecturas por cada
fuente de indculo siguiendo la metodologia de
Castafo (Castano, 1994). Después de determi-
nar la concentracion de inéculo de cada fuente,
se establecié una concentracién de trabajo de
1.6x105 quistosoros/ml.

INOCULACION

Terminado el periodo de germinacién, aproxi-
madamente 20 dias después de la siembra, las
plantulas fueron llevadas al centro de experi-
mentacion "Paysandy”, lugar donde se llevo a
cabo la fase de campo del experimento.

Estudios de infeccion de spongospora subterranea en papa (solanum tuberosum) variedad comercial diacol capiro

La inoculacién de los quistosoros, provenien-
tes de las diferentes fuentes por utilizar, se hizo
en las plantulas germinadas, para lo cual cada
caja de Petri con 20 plantas se regd con un vo-
lumen de 10ml de la solucion infecciosa. Para el
tratamiento testigo se procedié a regar de igual
forma solamente con agua.

TRANSPLANTE

Cinco dias después de la inoculacion se hizo
el transplante en macetas de 2.5 kg con suelo
homogenizado libre del patégeno, proveniente
de La finca “Paysandu”. Se dispuso de 100 ma-
cetas, distribuidas en el vivero separadamente
segun cada tratamiento.

DISTRIBUCION DE TRATAMIENTOS

La distribucién del experimento se hizo con
un diseno completamente al azar con cuatro
tratamientos y tres repeticiones distribuidos
de la siguiente manera: a) Plantulas de papa
inoculadas con solucién preparada a partir de
quistosoros de tubérculos infectados por Spon-
gospora. subterranea; b) Plantulas de papa ino-
culadas con solucion preparada a partir de quis-
tosoros de raices infectadas por Spongospora.
Subterrdnea; c) Plantulas de papa inoculadas
con solucién preparada a partir quistosoros de
suelo infectado por S. Subterrdanea, d) Plantas
sin inocular como testigo. Cada tratamiento se
distribuyé en 25 macetas y en cada una de ellas
se sembraron tres plantas, para un total de 75
plantas por tratamiento y 300 plantas para el
total del experimento.

ANALISIS DE RESULTADOS

A'lo largo del ensayo se realizaron cuatro eva-
luaciones, a los 19, 34, 64 y 93 dias después de
la inoculacién con quistosoros de Spongospora
Subterranea. Se seleccionaron cuatro plantas
totalmente al azar por repeticion, para un total
de 12 plantas por tratamiento. Las raices fueron

| julio - diciembre de 2008
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lavadas suavemente con agua para retirar el ex- observaron sintomas relacionados con la for-
ceso de suelo y luego fueron llevadas a un tubo  macién de agallas en las raices. Los resultados
Falcon con una solucion de KOH al 10% durante  arrojados fueron analizados determinando la in-
tres dias. Posteriormente estas raices fueron lle- cidencia de S. subterranea y otros microorganis-
vadas a un medio acido (HCl al 10%) durante 10 mos existentes en raiz de papa para cada una de
min. Luego de este tiempo, las raices fueron la- las evaluaciones realizadas.
vadas con agua destilada e inmediatamente te-

Aidas con azul de tripano durante tres minutos y
lavadas nuevamente con agua destilada. Las rai-  R@sultados 1Y discusion
ces ya preparadas se llevaron a un microscopio
de luz Olympus CH30 RF100 de 40 aumentos. CONCENTRACION FINAL DE
De cada repeticién eran extraidas cinco ralices, INOCULACION
las cuales se distribuian a lo largo del portaob- Una vez determinado el nimero de quis-
jetos para ser observadas. De cada raiz se hacia tosoros por fuente de indculo, se tomd como
un barrido completo con el fin de determinar la  referencia la concentracién minima, que para
aparicién de estructuras propias de Spongospo- este caso fue de 22°500.000 quistisoros/g, co-
ra subterranea y de otros microorganismos en- rrespondiente al inéculo de tubérculo, con el fin
défitos propios y ajenos al cultivo de la papa. de lograr una concentracién balanceada entre
Las estructuras observadas de S. subterranea se las tres fuentes. Como se pretendia inocular las
clasificaron como quistosoros, células Unicas y plantas con una concentracién de 1.6x105 quis-
plasmodios, mientras que las otras estructuras tosoros/ml., se tomd la concentracidon referen-
que no pertenecian al patdégeno se clasificaron cia y se hicieron los célculos respectivos, como
como endoéfitos, micorrizas y otros. También se  se muestra en la tabla 1.
Tabla 1. Establecimiento de la concentracion de guistosoros por utilizar con cada fuente de indculo para
obtener una concentracion final homogénea para la inoculacion.
Indéculo Conteo | Correccion Quistosoros/ml | Q/gr material g:ud;i?:;f;
concentracion de
1.6x105
42.8 50.000 2°143.750 214°375.000 0.052
Suelo 8 50.000 400.000 40°000.000 0.28
Tubérculo 4.5 50.000 225.000 22°500.000 0.498

EVALUACIONES

Primera evaluaciéon: en el primer muestreo,
realizado 19 dias después de la inoculacién,
no se observaron sintomas externos en las rai-
ces de las plantulas seleccionadas. De igual
modo, durante el andlisis al microscépio, no

se reconocieron estructuras propias al patége-
no en cuestién, en contraposicién a lo encon-
trado por Van de Graaf et a/ (VandeGraaf et a/,
2000), quienes concluyeron que la liberacién
de zoosporas y la infeccién de la raiz se da
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una semana después de que se ha agregado
el in6culo al sistema. Por otro lado, en la lite-
ratura (Merz et a/, 2004) se informa que en tra-
bajos de bioensayo de selecciéon de cultivares,
gue tales resultados de liberacidon e infeccién
ocurrian 17 dias después de la inoculacién; no
obstante, dichos experimentos fueron realiza-
dos para cultivares y bajo condiciones propias
del continente europeo; por consiguiente, se
puede esperar que las condiciones para los
cultivares en Colombia, sometidos a condicio-
nes de suelo y climatolégicas muy distintas,
no sean los mismos. Aunque las raices se en-
contraron en un estado saludable, fue posi-
ble identificar otra serie de microorganismos
endoéfitos como micorrizas y micelio de otros
patégenos dentro de las mismas, como se
muestran en la figura 1.

Figura 1. Micelio de enddfitos y micorriza
en raiz de papa

Segunda evaluacién: Se realizd a los 34 dias
después de la inoculacién; no se encontro inci-
dencia alguna del patdgeno, tanto externa como
internamente; sin embargo, se encontraron es-
tructuras muy similares a las reportadas como
quistosoros, en plantas que fueron inoculadas
con quistosoros provenientes de raiz, como se
muestra en las figuras 2a y 2b.

(Observaciones con 40 aumentos)

Tercera evaluacion: realizada 64 dias des-
pués de la inoculacion; se encontré externa-
mente presencia de agalla en una de las raices
muestreadas, correspondientes al tratamiento
inoculado con solucién infecciosa proveniente
de quistosoros de suelo, como se muestra en
la figura 3.

en raiz a los 64 dias después de inoculacion

Hasta el momento no se sabe con claridad
por qué los demas tratamientos no mostraron
el mismo resultado; podria evalualuarse efectos
de temperatura, tipo de suelo y concentracion
de in6culo; no obstante, otros investigadores
Van de Graf, et a/ 2007; Burnett, 1991). con-
cuerdan en que no existe diferencia significativa
entre los distintos niveles de in6culo, para la in-
feccién y severidad de S. subterranea en cultiva-
res de papa incluso siendo éstos bajos. Por otro
lado, se determind que en suelos que presentan

| julio - diciembre de 2008

Figuras 2a y 2b. Quistosoros de Spongospora subterranea
dentro de la raiz de papa con 34 dias de inoculacion.

Figura 3. Agalla de Spongospora subterranea encontrada
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una humedad constante, la incidencia es mayor
gue en aquéllos cuya humedad esta continua-
mente fluctuando (Falloon et a/, 2003). En esta
evaluacién se encontrdé una alta incidencia de
patégenos distintos a Spongospora subterra-
nea en las raices de la plantas del tratamiento
en cuestion.

Cuarta evaluacién: realizada a los 93 dias
posteriores a la inoculacion. Las plantas se ob-
servaron, en general, con el mismo tamano,
pero notablemente mas pequefas y pobres en
follaje. Lo anterior es anomalo, ya que para esta
etapa deberian tener un mejor desarrollo que co-
rresponda a la edad de las plantas. No se realiza-
ron controles quimicos ni organicos para evitar
la presencia de patdégenos en las plantas; como
consecuencia, algunas plantas fueron afectadas
severamente por Phytophthora infestans. Dichas
plantas, fueron igualmente monitoreada; no en-
contré evidencia alguna de la infeccién de Spon-
gospora subterranea. Las plantas muestreadas
presentaban tubérculos en desarrollo (minitu-
bérculos), lo que de hecho favoreceria el ataque

debido a la apertura existente de las lenticelas
(Garcia y Navia, 2002). No obstante, al momento
del anélisis microscépico, continud la ausencia
de sintomas vy signos del patégeno dentro de la
raiz; cabe anotar que los minitubérculos que se
estaban formando no fueron evaluados.

Se observd que el mayor grado de inciden-
cia de patégenos afines al cultivo se encontré
en las raices de las plantas correspondientes al
tratamiento inoculado con quistosoros prove-
nientes de raiz. En la literatura (Makarainen et
al, 1994) se informa que la incidencia de Spon-
gospora subterranea era mas alta en raices de
plantas que habian sido previamente inoculadas
con una suspension del patdégeno que aquéllas
gue habian sido cultivadas en suelos infestados
naturalmente. No obstante, en los resultados
del experimento se encontré6 una respuesta
contraria; aunque las plantas fueron infectadas
con una solucion del patdgeno y cultivadas en
suelos libres del mismo, no hubo mayor inciden-
cia de Spongospora subterranea en las raices del
las plantas evaluadas, aunque si un incremento
significativo de la presencia de microorganis-
mos endofitos, los cuales no fueron identifica-
dos en este trabajo. Es posible que la ausencia
de sintomas en raiz esté altamente relacionada
con el tiempo, el sustrato utilizado para la ino-
culacién y la temperatura con la que se realizd
la misma. En la literatura (Alzate, 2008) se infor-
ma que las condiciones mas favorables para la
liberacion de zoosporas se da a temperaturas
entre 15y 23°C y entre 48 y 96 hr luego de la
inoculacioén. Para el caso del presente estudio,
realizado a temperaturas promedio de 14°C,
puede presumirse, que al estar por debajo del
valor menor y al ser ésta la temperatura en la
cual se encuentran los cultivos de papa, no hubo
influencia directa de ésta sobre la ausencia de
sintomas de Spongospora subterranea en raiz ni
en tubérculos. Los tiempos analizados en estu-
dios de liberacion no son significativos en este
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estudio debido a que el periodo de inoculacién
para las plantulas fue de 120 horas, lo que seria
suficiente para el proceso de infeccién. Dicho
autor encontrd, de igual modo, que el sustrato
utilizado para lograr inducir una mayor liberaciéon
es el sustrato con extracto de raiz, puesto que
con agua no se presentoé el estimulo necesario
para una liberacion significativa; ratificando lo
hallado por otros investigadores (Harrison et a/,
1997; Merz, 1997), quienes afirman que las zo-
osporas son atraidas por exudados radicales, 1o
cual es el paso inicial para el enquistamiento y
penetracién en el hospedero. De lo anterior se
podria concluir que la ausencia de infeccidén y
posteriores sintomas de Spongospora subterra-
nea, pueden deberse a que la inoculacion fue
realizada con agua destilada y no con el sustra-
to de extracto de raiz recomendado en los an-
teriores estudios y aungue obviamente estaban
presentes las raices de las plantas por inocular,
probablemente por tratarse de pléntulas recién
germinadas (plantulas provenientes de semillas
con 15 dias de germinacién) el nimero de rai-
ces era muy reducido y presumiblemente estas
aun no generan los exudados suficientes para
generar un estimulo que favorezca la infeccion
por parte de las zoosporas liberadas por Spon-
gospora subterranea.

Conclusiones y
recomendaciones

Tras haber realizado el experimento se ela-
bord un método de bioensayo en condiciones
controladas, que resultd no ser eficiente para el
desarrollo de la infeccion de Spongospora subte-
rranea en las plantas inoculadas.

A lo largo del experimento, solo fue posible
identificar algunas estructuras propias del paté-
geno en un numero muy reducido de muestras,

B Debido a que se enconfraron resultados cer-
teros sobre la aparicion de la infeccion del pato-
geno; no se pudo determinar, igualmente, cual fue
la fuente de inoculo mas eficiente para lograr, en
condiciones controladas, la infeccion de Spongos-

pora subterranea.

lo que no permitié determinar el nimero de dias
en los cuales era posible identificarse la apari-
cion de la infeccion de S. subterranea.

Durante el tercer muestreo se encontré una
agalla en una de las raices muestreadas corres-
pondiente al tratamiento inoculado con solucién
infecciosa proveniente de quistosoros de suelo.
Antes y después de este muestreo no se logra-
rén identificar externamente sintomas en raices
en ningln muestreo.

Debido a que se encontraron resultados cer-
teros sobre la aparicién de la infeccién del paté-
geno no se pudo determinar, igualmente, cual
fue la fuente de in6culo mas eficiente para lo-
grar, en condiciones controladas, la infeccién de
Spongospora subterranea.

Se recomienda incorporar en el diseno del
experimento un plan basico de fertilizacion vy
controles fitosanitarios para un mejor manteni-
miento de las plantas, con el objetivo de que no
se desarrollen problemas de patégenos diferen-
tes al evaluado en el ensayo que puedan interfe-
rir en el resultado del experimento. De la misma
manera ampliar los estudios de infeccién, con el
fin de que se evallen factores tales como condi-
ciones de inoculacién en medios que favorezcan
la liberaciéon de zoosporas para una efectiva in-
feccién en las raices, concentracién del inéculo,
tiempos de inoculacién y de evaluacién que in-
cluyan observacién de estructuras de Spongos-
pora subterranea en tubérculos, entre otros.
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