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Resumen. La sarna polvosa es una enfermedad que decrece
la produccion de papa. Es causada por el parasito obligado
Spongospora subterranea f. sp. subterranea, el cual produce
grupos de zoosporas enquistadas llamados quistosoros. Cuando
las zoosporas estan activas pueden infectar raices y tubérculos
iniciando un nuevo ciclo reproductivo. Para estudiar la influencia
de las condiciones de incubacion sobre la activacion de las
zZoosporas, suspensiones acuosas de quistosoros fueron incubadas
bajo diferentes condiciones. Los quistosoros y las zoosporas
activas fueron diariamente contados utilizando microscopio dptico.
El mayor numero de zoosporas activas se encontro al cuarto dia
de incubacion, mientras que el menor numero de quistosoros se
registro al quinto dia de incubacion. Esto sugiere que las zoosporas
permanecen activas por un corto periodo. El nimero de zoosporas
activas por quistosoro fue significativamente (P<0,05) mas alto
en agua de red que en agua destilada, y en presencia de luz que
en oscuridad. Un mayor ndmero de zoosporas por quistosoro se
activé a 19 °C que a 5 °C, pero la presencia de raiz de papa no
tubo efecto significativo (P<0,05) en la activacion. Estos resultados
muestran que las condiciones de incubacion pueden aumentar las
zoosporas liberadas; sin embargo, el nimero de zoosporas activas
por quistosoro observado no fue mayor de cinco. Mas zoosporas
por quistosoro eran esperadas, porque un quistosoro es entre 10
y 40 veces mayor que una zoospora. En consecuencia, se necesita
un gran numero de quistosoros para asegurar la presencia de
zoosporas activas en un indculo.
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Abstract. The powdery scab is a disease that decreases potato
production. It is caused by Spongospora subterranea f. sp.
subterranea. This obligate parasite produces cystosori, which
are groups of encysted zoospores. When these zoospores are
active, they can infect roots and tubers initiating a new replication
cycle. To investigate the influence of the incubation conditions
on the zoospore activation, suspensions of cystosori in water
were incubated under different conditions. The cystosori and
the active zoospores were daily counted under microscope. The
higher number of active zoospores was found after four days of
incubation, meanwhile the lower number of cystosori was found
after five days of incubation. This suggests that zoospores are
active for a short period. The number of active zoospores per
cystosorus was significantly (P<0.05) higher in tap water than
in distillated water, and in presence of light than in dark. More
zoospores per cystosorus were activated at 19 °C than at 5 °C,
but potato roots did not have a significant (P<0.05) effect on
zoospores activation. These results indicate that the incubation
conditions may increase the zoospores activation. However, the
number of active zoospores per cystosori was not higher than five.
More active zoospores were expected, because a cystosorus is
between 10 and 40 times bigger than a zoospore. This shows that
a large number of cystosori are needed to ensure the presence of
active zoospores in an inoculum

Key words: Powdery scab, Spongospora subterranea f. sp.
subterranea, cystosori, zoospores, potato.

La sarna polvosa diminuye la produccion de tubérculos
de papa y puede afectar el aspecto cosmético de los
tubérculos producidos (Harrison et al, 1997). Las
pérdidas en la produccion de tubérculos pueden llegar
al 40% de la cosecha (Gilchrist et al, 2009). En la
actualidad, la sarna polvosa afecta las principales
zonas productoras de papa del mundo (Harrison et al.,
1997; Merz, 2008). Esta enfermedad se expandi6 por
el mundo debido al uso de tubérculos infectados como

semilla, y se consolidd por la falta de tratamientos
efectivos (Harrison et al., 1997; Merz, 2008).

La sarna polvosa es causada por el Spongospora
subterranea  (Wallr) Lagerh. forma especial
subterranea Tomlinson (Harrison et al, 1997), que
en adelante se denominara como S. subterranea. El
analisis filogenético brindd evidencia para clasificar
a S. subterranea dentro del filo Cercozoa, conjunto
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de amebas y zooflagelados (Qu and Christ, 2004),
que forman parte del grupo Rhizaria perteneciente
al reino protista (Adl et al, 2005). S. subterranea
se caracteriza por presentar una division nuclear
cruciforme, originando un plasmodio multinucleado
que resulta en conjuntos de zoosporas enquistadas
llamados quistosoros (Harrison et al, 1997). Los
quistosoros pueden permanecer latentes durante
afos hasta que las zoosporas se activan (Merz,
2008). Las zoosporas activas presentan dos flagelos
de diferente tamafio con los que nadan en el agua del
suelo para encontrar raices y tubérculos para infectar,
comenzando un nuevo ciclo reproductivo (Harrison et
al., 1997; Merz, 2008).

S. subterranea es un parasito obligado (Harrison
et al.,, 1997), esto determina que se deba infectar
plantas hospedadoras para poder estudiar la sarna
polvosa. Trabajos previos utilizaron quistosoros
como indculo para infectar plantas de papa o tomate
(Merz, 1989; Van de Graaf et al., 2005; Jaramillo y
Botero, 2007; Gilchrist et al., 2009). Sin embargo, la
incidencia de infeccién utilizando quistosoros mostro
ser varias veces menor a la incidencia de infeccidn
utilizando zoosporas activas (Makaradinen et al., 1994),
sugiriendo que la activacién de las zoosporas es un
limitante en la investigacion del a sarna polvosa.

No se conoce como se activan las zoosporas de S.
Subterranea (Harrison et al, 1997; Merz, 2008).
Sin embargo, se han encontrado condiciones de
incubacion que pueden estimular este proceso como
es la inmersion de los quistosoros en medio liquido
(Merz, 1989; Harrison et al., 1997). Con la intencidn
de obtener un indculo replicable y homogéneo
para estudiar la sarna polvosa, el presente trabajo
tuvo como objetivos confirmar y dimensionar la
influencia de las condiciones de incubacién sobre la
activacion de las zoosporas en suspensiones acuosas
de quistosoros. Para esto se determind el nimero
de zoosporas activas por quistosoros como una
estimacion de la eficiencia del proceso de activacion.
Ademas, se busco investigar la dinamica del proceso
de activacion, determinando el tiempo de incubacién
necesario para observar el pico de zoosporas activas y
la desaparicion de la mayor parte de los quistosoros.

MATERIALES Y METODOS
Identificacion de quistosoros por microscopia

electronica de barrido. Tubérculos con pustulas
fueron colectados en el municipio de la Union,
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Antioquia, Colombia y lavados para quitar el exceso
de suelo. Luego de dejarlos secar a temperatura
ambiente, la superficie de los mismos fue raspada y
macerada suavemente, para pasarla sucesivamente
por tamices de poro de 250, 100 y 53 pm.

Una muestra de quistosoros fue fijada sumergiéndola
por 12 horas en una solucién de glutaraldehido al
3% en tampdn de cacodilatos 0,1 M, pH 7,4. Luego,
la muestra fue deshidratada embebiéndola por 5
minutos en soluciones crecientes de etanol (30,
50, 70, 90, 99 % v/v) y en acetona al 100% v/v
(Iftikhar et al., 2002). Finalmente, se revistié con
oro-paladio (8 nm) y se examind con microscopio
electronico de barrido Jeol JSM-5910LV, realizando
registros fotograficos a diferentes aumentos.

Suspensiones de quistosoros. Las suspensiones
de quistosoros fueron realizadas con 50 mg del
tamizado de pustulas de tubérculo y 25 mL de
agua de red o destilada. Estas suspensiones
fueron agitadas fuertemente antes de tomar 2 mL
y diluirlos en 10 mL de agua de red o destilada,
las suspensiones finales se incubaron en tubos de
polietileno con tapa de 15 mL. La abundancia de
quistosoros fue determinada utilizando una camara
de Neubauer y expresada como quistosoros por
mililitro. Los quistosoros fueron reconocidos por su
forma ovoide o esférica irregular, por su estructura
porosa de apariencia esponjosa y por su color ocre
oscuro. Solo fueron considerados los quistosoros
que tuviesen completo un 75% de su forma ovoide
o esférica irregular.

Zoosporas activas. Las zoosporas activas fueron
identificadas por la presencia de los dos flagelos de
tamafio diferente insertados lateralmente formando
un angulo de 180°. Estas zoosporas presentan
movimientos rapidos en lineas rectas, con cambios
bruscos de direccion o giros sobre su propio
eje, como los observados por Merz (1992). La
abundancia de zoosporas activas fue determinada
utilizando una cadmara de Neubauer, contando sdélo
las zoosporas que presentaban los movimientos
arriba descritos.

Dinamica de activacion de zoosporas. lLa
aparicion de zoosporas activas y la desaparicion
de quistosoros fueron monitoreadas diariamente
en cuatro suspensiones de quistosoros como
las descritas anteriormente, las cuales fueron
incubadas a 19 °C durante 7 dias en agua de red.
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Influencia del tipo de agua y de la presencia
de luz. Para establecer la influencia del tipo de agua,
suspensiones de quistosoros fueron preparadas en
agua destilada y de red, e incubadas en presencia de
luz. Para determinar la influencia de la presencia de
luz, suspensiones de quistosoros preparadas en agua
de red fueron incubadas en presencia de luz natural
0 en oscuridad. En ambos casos, se dispusieron seis
repeticiones por nivel de tratamiento que fueron
incubadas a una temperatura de 19 °C durante
cuatro dias y la aparicion de zoosporas activas fue
monitoreada diariamente.

Influencia de la temperatura y de la presencia
de raiz de papa. Las suspensiones de quistosoros
fueron incubadas en presencia y ausencia de raices
de papa durante 4 dias en presencia de luz natural.
Se utilizaron doce suspensiones de quistosoros por
nivel de tratamiento, seis de ellas se incubaron a
una temperatura de 5 °C y las restantes seis a una
temperatura de 19 °C. La aparicidon de zoosporas
activas fue registrada diariamente. Se escogieron
estas temperaturas porque son facilmente alcanzables
en el laboratorio con un refrigerador y un equipo de
aire acondicionado.

Para obtener raices de papa libres de patdgeno, se
enraizaron esquejes de papa Solanum tuberosum
variedad Diacol Capiro con acido naftalenacético
(ANA) en turba de coco fuertemente lavada. A cada
suspension se le agregaron 200 mg de raices.

UNALMED

15kV

Analisis estadistico. La unidad experimental fue
la suspensién de quistosoros en agua, la variable
dependiente fue el nUmero de zoosporas activas por
quistosoro, que se determiné dividiendo el nimero
de zoosporas activadas por el nimero original de
quistosoros. La homocedasticidad y normalidad
de los valores que tomd esta variable se analizo
utilizando los ensayos de Levene y Kolmogorov-
Smirnov, respectivamente (Zar, 1999). La
transformacion de ranking fue utilizada, cuando
estos requerimientos no fueron alcanzados
(Potvin y Roff, 1993). Como las zoosporas y los
quistosoros fueron observados durante varios
dias en las mismas unidades experimentales,
los tratamientos fueron comparados utilizando
analisis de Medidas Repetidas seguido del ensayo
de Tukey para unidades experimentales no
independientes (P<0,05) utilizando el programa
de distribucion libre R version 2.10 y el paquete
multcomp (CRAN, 2009).

RESULTADOS

Identificacion de quistosoros por microscopia
electronica de barrido. Las Figuras 1y 2 muestran
que los quistosoros presentaron una forma poliédrica
o ligeramente elipsoidal y un tamafio entre 35 a 45
pum de didmetro. El resultado del tamizado fue en
su mayoria quistosoros, aunque no todos lograron
mantener la integridad (Figura 2).

Figura 1. Quistosoro de Spongospora subterranea extraido de puUstulas desarrolladas en tubérculos de papa

y observado al microscopio electronico de barrido.
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Figura 2. Quistosoros de Spongospora subterranea extraidos de pustulas desarrolladas en tubérculos de papa

y observados con microscopio electrénico de barrido.

Dinamica de activacion de zoosporas. El nimero
de zoosporas liberadas se incremento significativamente
(P<0,05) a partir del tercer dia de incubacion,
observandose el pico de abundancia, 85 zoosporas/mL,
al cuarto dia de incubacion (Figura 3A). A partir del dia
quinto, el nimero de zoosporas/ml comienza a disminuir,
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El  nimero de  quistosoros/mL  disminuyo
significativamente (P<0,05) a partir del tercer dia
de incubacién y se detuvo luego del quinto dia de
incubacién, alcanzando un 63% de los quistosoros
originales (Figura 3B).
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Figura 3. Numero de zoosporas (A) y quistosoros (B) por ml de Spongospora subterranea en funcion del tiempo
de incubacion, observados en pustulas desarrolladas en tubérculos de papa. Las barras indican intervalos de

confianza del 95%.

Influencia del tipo de agua y de la presencia
de luz. Las zoosporas comenzaron a activarse luego
del primer dia de incubacién de los quistosoros en
agua de red y luego de dos dias de incubacién en
agua destilada (Figura 4). La interaccion entre el tipo
de agua y el tiempo de incubacion fue significativa
(P<0,05), la diferencia en las pendientes de las curvas
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muestra que la activacion de las zoosporas fue mas
veloz cuando los quistosoros fueron incubados en
agua de red (Figura 4). Al cuarto dia de incubacion,
las zoosporas activas en el tratamiento con agua de
red duplicaron el nimero de zoosporas activas en el
tratamiento con agua destilada, esta diferencia fue
altamente significativa (P<0,001) (Figura 4).
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Figura 4. NUmero de zoosporas por quistosoro de Spongospora subterranea en pustulas desarrolladas en
tubérculos de papa en funcidn del tiempo de incubacidn, en agua de red y en agua destilada. Las barras indican

intervalos de confianza del 95%.

En presencia de luz, las activacién de las zoosporas
fue significativamente mas veloz (P<0,05). El niUmero
de zoosporas activas comenzd a aumentar luego
del primer dia de incubacion en presencia de luz,
mientras que esto sucedidé después del segundo dia

de incubacion en oscuridad. (Figura 5). Al cuarto dia
de incubacién, el nimero de zoosporas activas por
quistosoro en presencia de luz fue 1 y en oscuridad
fue 0,4 (Figura 5), esta diferencia fue altamente
significativa (P<0,001).
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Figura 5. NUmero de zoosporas por quistosoro de Spongospora subterranea en pustulas desarrolladas en
tubérculos de papa en funcion del tiempo (dias) de incubacion en presencia de de luz y en oscuridad. Las barras

indican intervalos de confianza del 95%.

Influencia de la temperatura y de la presencia
de raiz de papa. El nimero de zoosporas activas
por quistosoro fue significativamente mayor
(P<0,05) a 19 °C que a 5 °C al tercer dia de
incubacién (Figura 6). Esta diferencia fue altamente
significativa (P<0,001) al cuarto dia de incubacién
(Figura 6). Cuando se incubaron los quistosoros
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a 5 °C, muy pocas zoosporas se activaron (Figura
6), independientemente de la presencia o0 ausencia
de raiz de papa. La presencia de raiz de papa
incrementd el nUmero de zoosporas por quistosoro.
Sin embargo, este incremento no fue significativo
(P<0,05), como lo muestra la superposicion de los
intervalos de confianza del 95% (Figura 6).

5059



Beltran, E.; Gilchrist, E.; Jaramillo, S.; Reynaldi, S.

1,8 -
o —@— Sin Raiz 19°C
& 15 —O— Sin Raiz 5°C
g —w— Raiz 19°C
= —/— Raiz 5°C
O
&5
m©
S
S 06 A
[0}
8
N

0,0 % A

0 1 2

Tiempo (dias)

Figura 6. Numero de zoosporas por quistosoro de Spongospora subterranea en funcion del tiempo de
incubacién a 5 °C y a 19 °C en presencia y ausencia de raiz de papa. Las barras indican intervalos de

confianza del 95%.

DISCUSION

Identificacion de quistosoros de Spongospora
subterranea. La Figura 2 valida el método utilizado
para obtener los quistosoros, porque muestra que ellos
constituyen la mayor parte del material resultante del
ultimo paso de tamizado. En la fotografia también se
pueden observar quistosoros dafados o incompletos.
Esto, muy probablemente, se deba al raspado de las
pustulas y al macerado que se realizd al inicié del
proceso de obtencion de los quistosoros. El diametro
de los quistosoros de S. subterranea observados
estuvo entre 30 y 45 ym, menores a los quistosoros
encontrados en Pakistan (Iftikhar et al., 2002). Sin
embargo, en el presente trabajo se utilizd un tamiz 53
Mm para facilitar la remocidn de particulas de suelo
durante el aislamiento de los quistosoros. La forma
de los quistosoros fue similar a la descrita por otros
autores, se observaron formas similares a un panal de
abejas o0 a una pelota de golf (Harrison et al,, 1997;
Iftikhar et al., 2002), confirmando que se trataba de
S. subterranea (Figuras 1y 2).

Dinamica de activacion de zoosporas. |o0s
quistosoros son grupos de zoosporas enquistadas
(Harrison et al., 1997). En coincidencia con esto, en el
presente trabajo, el aumento del niUmero de zoosporas
activas se incrementd con la disminucion del nimero
de quistosoros (Figura 3). Sin embargo, el nimero
de zoosporas activas alcanz6 su maximo al cuarto dia
de incubacion (Figura 3A), los quistosoros alcanzaron
su minimo al quinto dia de incubacion. (Figura 3B).
Esto dltimo, justo cuando las zoosporas activas
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comenzaron a disminuir (Figura 3A). Este desacople
de un dia entre la desaparicion de quistosoros vy la
activacion de zoosporas, sugiere que las zoosporas
pierden movilidad, se enquistan nuevamente o
posiblemente mueren dentro de las siguientes 24h
luego de su activacion.

La mayoria de las zoosporas se activaron entre el
tercero y cuarto dia de incubacidon como muestra la
pendiente de la curva que describe el nimero de
zoosporas activas en funcién del tiempo (Figura 3A).
Esto ya habia sido encontrado por Merz (1989), y
nuevamente observado por Alzate et al. (2008). Mas
aun, los pequeiios intervalos de confianza observados
en la Figura 3A indican que hay una similitud entre
las repeticiones dispuestas. Esto muestra que parece
existir una constancia en el tiempo de activacion.

Influencia del tipo de agua y de la presencia
de [uz. las zoosporas activadas se redujeron
sustancialmente en agua destilada (Figura 4),
probablemente sufrieron estrés osmotico. En agua
destilada, el contenido de iones en el interior de las
zoosporas es mucho mayor al del medio circundante
generando un gradiente. Siguiendo este gradiente, el
agua circundante muy posiblemente pudo ingresar
a las zoosporas haciéndolas colapsar. Para evitar
esto, en el resto de los experimentos se realizaron
utilizando agua de red.

En los protocolos para los bioensayos con S.

Subterranea, los quistosoros se incuban en oscuridad
para simular las condiciones naturales del patdgeno
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en el suelo (Merz, 1989). En este trabajo, el
nimero de zoosporas por quistosoro en presencia
de luz fue mas que el doble que el observado
en oscuridad (Figura 5). Esto coincide con los
registros copilados por Harrison et al. (1997), que
describen una mayor severidad de infeccién de S.
subterranea luego de intensas lluvias, seguidas de
dias soleados. Sin embargo, los resultados de esta
investigaciéon podrian no describir lo que ocurre en
la naturaleza, pero advierten sobre la posibilidad
de subestimar el potencial infectivo de una muestra
cuando la incubacion de los quistosoros se realiza
en oscuridad.

Influencia de la temperatura y de la presencia
de raiz de papa. Mas y mas rapidamente se
activaron las zoosporas cuando los quistosoros
fueron incubados a 19 °C que cuando lo fuerona 5 °C
(Figura 6). A esta Ultima temperatura las zoosporas
casi no se activaron (Figura 6). Entre las condiciones
de incubacién que parecen influenciar la activacion de
las zoosporas, la temperatura ha sido una de las mas
estudiadas (Harrison et al,, 1997). En concordancia
con lo obtenido en este trabajo, Harrison et al.
(1997) mencionaron que a temperaturas entre 0 y
5 OoC las zoosporas se activan mas lentamente que
a una temperaturas de 14 °C. Esto indica que las
temperaturas frias parecen no estimular una rapida
activacion de las zoosporas, sugiriendo que la sarna
polvosa en climas frios podria estar presente por
periodos mas largos debido a una liberacion lenta de
las zoosporas.

A una temperatura de incubacion de 19 °C, mas
zoosporas se activaron en presencia de raiz de papa
que en ausencia de esta (Figura 6). Sin embargo, esta
diferencia no fue significativa (P<0,05), posiblemente
esto se deba a que las raices utilizadas estaban
muertas. Un estimulo significativo se observé cuando
los quistosoros fueron incubados con extractos de raiz
de papa (Alzate et al., 2008). Esto sugiere que alguna
sustancia producida y liberada por las raices estimula
la activacion de las zoosporas, y que la concentracion
de esa sustancia va disminuyendo con la muerte de
la raiz. Futuras investigaciones deberan centrarse en
este aspecto, porque podria significar la posibilidad de
construir trampas que protejan los cultivos.

Numero de zoosporas activas por quistosoro.
El niUmero de zoosporas por quistosoro se obtuvo
al dividir el nUmero de zoosporas activas contadas
diariamente por el nimero inicial de quistosoros
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en la suspensién. Este nimero fue menor que
cinco en el primer experimento (Figuras 3), y aun
menor en los restantes (Figuras 4-6). Un niumero
menor del esperado, si se considera que una
zoospora tiene un didmetro de entre 2 y 3 um
(Merz, 1992; Merz, 1997) y un quistosoro entre
35y 80 um (Harrison et al., 1997). De esta forma,
un quistosoros puede ser entre casi 12 y 40
veces mayor a una zoospora. Alzate et al. (2008)
observaron un numero de 14 a 16 zoosporas,
pero luego de incubar 50 mL de suspensiones de
2,4 x 10* quistosoros/mL. Este infimo nimero de
zoosporas por quistosoro, mas alla de evidenciar
una posible sobrestimacion de los quistosoros
iniciales, confirma lo observado en el presente
trabajo. Al respecto, un litro de suspension de
30 quistosoros/mL, 30.000 quistosoros en total,
se necesitaron para poder detectar infeccién en
plantulas de tomate (Merz, 1989). La activacion
de las zoosporas parece no ser un fendémeno
masivo, ocurre en una minoritaria fraccion
de ellas. Eso sugiere que se necesita un gran
nimero de quistosoros para obtener un indculo
infectivo eficiente.

CONCLUSIONES

Una pequefia fraccion de las zoosporas
enquistadas parece poder activarse en una escala
temporal menor a una semana, observandose
la mayor activacion entre el tercer y cuarto
dia de incubacion. Sin embargo, esta pequefa
fraccion puede reducirse mas de la mitad, si se
incuban las suspensiones de quistosoros a una
temperatura de 5 °C y en oscuridad. Ademas,
la activacion ocurre durante un breve periodo
de tiempo, probablemente menor a 24 h. Esto
sugiere que solo un alto nimero de quistosoros
puede asegurar la presencia de zoosporas activas
en un indculo infectivo de S. subterranea.
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