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Resumen. Spongospora subterranea (Wallroth) Lagerheim f.
sp. subterranea Tomlinson es el agente causal de la sarna
polvosa de la papa. Este patogeno es un protozoario, su infeccion
ocurre por medio de zoosporas las cuales se liberan a partir de
quistosoros y son el principal modo de dispersion de la
enfermedad. Estos pueden encontrarse en tubérculos, raices y el
suelo, donde permanecen como estructuras de resistencia por
varios afios, hasta cuando las condiciones ambientales favorecen
la liberacion de zoosporas, para dar inicio a nuevas infecciones.
En este trabajo, se evalud el efecto de los exudados de raiz de
papa, temperatura y fuente de indculo con quistosoros aislados de
suelo, raiz y tubérculo con el objetivo de verificar las condiciones
en las cuales ocurre la liberacion de zoosporas. Para tal fin se
realizaron dos experimentos, en el primero se evaluo el efecto del
agua y extracto de raices y en el segundo €l extracto de raices y
las diiferentes fuentes de inoculo. Las evaluaciones se hicieron por
conteo de zoosporas moviles durante 120 horas cada 24 horas. Se
observo que el exudado de raiz tiene una alta influencia en la
liberacion de zoosporas, la cual ocurre entre los 15 y 23 °C a
partir de las 48 y hasta las 96 horas, no se detectaron diferencias
entre las fuentes de indculo, lo que indica que independiente de
su orfgen, si existen las condiciones ambientales adecuadas los
quistosoros, tienen la capacidad de liberar un numero suficiente
de zoosporas que potencialmente pueden iniciar el proceso de
infeccion en el hospedero.

Palabras claves: Extracto de raices, quistosoro, sarna polvosa,
papa.

Abstract. Spongospora subterranea (Wallroth) Lagerheim f.
sp. subterranea Tomlinson is the causal agent of potato
powdery scab. This pathogen is worldwide distributed on the
potato fields, infections occurs by zoospores which are inside
resting spores called sporeballs or cystosori which are the
principal way of disease spread. Sporeballs can be found on
tubers, roots and soil as resistance structure, that can survive
during many years until the weather conditions favor the
zoospore release in order to start new infections on potato and
wild host species. In this research was evaluated the temperature,
cystosori inoculum source from tuber, potato roots and soil, and
the effect of potato roots exudates in order to verify the
condiitions where the zoospore release occurs. Thus, two assays
were carried out; in the first assay, the effect of water and potato
root exudates were evaluated and in the second assay, was
performed on potato root exudates at different inoculum sources.
Mobile zoospores were counted in a Neubauer chamber during
120 hours at 24 h intervals. Both experiments showed that root
exudates had a high influence in the zoospore release, the best
releases were obtained between 15 and 23 °C from 48 to 96
hours. There was not difference among the inoculum sources, it
means that any sporeball, if the weather conditions have been
adequate, has the capacity to produce sufficient number of
zoospores to start the infection process inside the host.

Key words: Roots extract, cystosori, powdery scab, potato.

La sarna polvosa de la papa, causada por
Spongospora subterranea (Wallroth) Lagerheim f.
sp. subterranea Tomlinson, es una de las
enfermedades que esta aumentando en el cultivo de
la papa (Solanum tuberosum) en todas las zonas
productoras del mundo (Carling, 1996; Harrison et
al, 1997). Este patogeno del suelo viene cobrando
importancia ya que limita la produccidon de papa
llegando a excluir zonas para este cultivo, ademas
de ser vector del virus del Mop Top (PMTV). S.
subterranea f. sp. subterranea es un protozoario

perteneciente al phylum Plasmodiophoromycota del
cual, la familia mas importante es
Plasmodiophoraceae, siendo las especies mas
conocidas Plasmodiophora brassicae, que causa la
hernia de las cruciferas, Spongospora subterranea,
que provoca la sarna polvosa de la papa y Polymyxa
graminis, que causa diversas enfermedades en
raices de cereales y otras gramineas (Gallego y
Sanchez, 2008).
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El sintoma tipico de la enfermedad es la presencia
de raices deformadas, esféricas, ahusadas o mas o
menos amorfas en forma de agallas, aunque no
huecas y tubérculos con pustulas que se juntan y
pueden llegar a formar una sola lesion grande. La
parte aérea no resulta afectada al principio, pero la
absorcion de agua es menor y puede darse una
marchitez de mediodia (Gallego y Sanchez, 2008).

S. subterranea, f. sp. subterranea, es un parasito
intracelular obligado con division celular cruciforme y
que forma estructuras de resistencia llamadas
quistosoros, los cuales segin Merz (1997), son
favorecidos por la presencia de condiciones medio-
ambientales adecuadas como temperatura vy
humedad; estimulos inducidos por la planta y el
periodo de latencia para la liberacion de zoosporas.
Los quistosoros son de forma ovoide, color ocre
oscuro, con un didametro de 20 a 80 pm con la
apariencia de una pelota de golf; las zoosporas
poseen 2 flagelos de diferente tamafio insertados
lateralmente en un angulo de 1809, el flagelo largo
mide entre 0,8-16,4 ym y el pequefio entre 0,4-5
Mm.

Segun Hooker (1981), hay dos fases importantes del
ciclo de vida de este patdgeno, cada una iniciada por
la infeccion 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. Cada espora libera una sola zoospora
primaria biflagelada, la cual entra en el sistema
radical del huésped. En la fase esporangial, el
esporangio de paredes delgadas se desarrolla entre
células huéspedes, en las cuales se forman de una a
ocho Zoosporas desde un plasmodio
esporangiogineo.

Las zoosporas secundarias también son biflageladas
y pueden salir del huésped e iniciar otro ciclo de
infeccion, estas pueden ser enquistadas por agentes
artificiales que en condiciones de laboratorio se
puede inducir por una alta concentracion de
quimicos o agitacién mecanica, pero en condiciones
naturales se debe al reconocimiento de un
componente de la superficie del huésped (Donaldson
y Deacon, 1993). De acuerdo con estos mismos
autores, varios eventos ocurren rapidamente durante
el enquistamiento de las zoosporas, las células son
preprogramadas a responder a una sefal inicial de

4504

Alzate, D.E.; Hoyos, L.M.; Gonzalez, E.P.

formacion de quistes, liberando los flagelos, la
zoospora se vuelve redonda y el nicleo migra a una
posicion central, algunas vesiculas externas se
fusionan con la membrana celular y depositan su
contenido sobre la superficie de la célula. Dicho
contenido incluye una membrana protectora
glicoproteica de las vesiculas dorsales pequefias y
una proteina adhesiva o glicoproteina de las
vesiculas ventrales. La produccion de membrana
normalmente se completa entre 5-6 minutos. El tubo
germinativo emerge entre 20-30 minutos, luego se
produce un apresorio (Donaldson y Deacon, 1993).

La persistencia de los quistosoros en el suelo y
tubérculos hace que la sarna polvosa sea una
enfermedad de dificil manejo (Harrison et al., 1997),
estas estructuras de resistencia permanecen en el
sustrato por mas de seis afios y sobreviven al paso
por el tracto intestinal de los animales alimentados
con tubérculos infectados (Torres, 2002). La
prevalencia de socas ha aumentado Ia
contaminacion de los suelos por la supervivencia de
los quistosoros (De Wale, 2000), los cuales se
distribuyen en parches y el desarrollo como tal de la
enfermedad es altamente dependiente de las
condiciones ambientales (Lees, 2000).

Seglun Garcia y Navia (2002), en pruebas de
bioensayo la liberacién de zoosporas se vio influida
por la presencia de diferentes hospederos, con
plantulas de papa la liberacion fue mayor a 11 °Cy
en un tiempo de 18 horas. La liberacién a partir de
raices de papa con infeccion se vio influida por la
temperatura a 6 °C, la liberacion fue lenta y
sostenida durante un periodo de 11 dias, mientras
que a 16 y 20 °C la liberacion fue rapida, pero la
concentracion disminuyé mas rapidamente. Giron y
Robayo (2006), estudiando el efecto de los exudados
de raices de seis cultivares de plantulas de papa
provenientes de cultivos /7 vitro sobre la liberacion
de las zoosporas, no encontraron diferencias
significativas entre los extractos, pero al comparar el
efecto de diversas soluciones nutritivas, estas
presentaron diferencias en un primer ensayo,
mientras que en un segundo ensayo, el efecto de los
exudados de las raices de los cultivares de papa
presentaron diferencias significativas.

Con el fin de avanzar en el conocimiento de aspectos
biolégicos de S. subterranea f. sp. subterranea, se
hace necesario obtener una cantidad suficiente de
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indculo infectivo; por lo tanto, en este trabajo se
pretende establecer bajo condiciones controladas la
liberacion de zoosporas como base para una efectiva
inoculacion del patdgeno, definiendo el mejor medio,
la fuente de quistosoros, la temperatura y el tiempo
en el cual ocurre la mayor liberacion de zoosporas.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de quistosoros. Para evaluar el mejor
indculo se establecieron tres fuentes de quistosoros
a partir de agallas de raices, pUstulas de tubérculos
y suelo colectados en 2007 para este experimento,
haciendo la extraccion de acuerdo con diferentes
protocolos a saber: Para obtener los quistosoros a
partir de suelo se siguidé la metodologia propuesta
por Jaramillo y Botero (2007), a partir del tubérculo
se utilizd la metodologia propuesta por Van de Graaf
(2005), para extraer quistosoros de raices infectadas
se modificd esta Ultima metodologia, en la cual se
utilizaron agallas de raiz seca.

Estandarizacion de Ila concentracion de
quistosoros a utilizar en el experimento. Se
prepard una suspension de quistosoros purificados
en un solucién de Tween 80 al 0,1% de 10 mg-ml de

quistosoros aislados a partir de las tres fuentes y se
realizaron conteos en camara de Neubauer,
siguiendo la metodologia de Castafio (1994), para
obtener una concentracion estandar de 2,4 x 10*
quistosoros/ml de indculo para todas las fuentes a
utilizar; esta concentracion se establecio con base en
la muestra mas limitante de indculo, que en este
caso fue tubérculo.

Obtencion de extractos de papa. | os extractos
se obtuvieron a partir de raices sanas de papa
(Solanum tuberosum), variedad Diacol Capiro, para
lo cual se tomaron 75 g de peso fresco de raiz y se
licuaron en 750 ml de agua destilada.

Descripcion de los experimentos. Para estudiar
la liberacién de zoosporas a partir de tres fuentes
diferentes de quistosoros, se implementaron dos
experimentos variando el medio liquido y Ila
temperatura.

Experimento 1. Las evaluaciones se realizaron en
el laboratorio de Control Bioldgico de la Universidad
Nacional de Colombia, Sede Medellin, haciendo
conteos con camara de Neubauer en cinco campos
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visuales. Se hicieron seis evaluaciones en el tiempo
asi: 6, 24, 48, 72, 96 y 120 horas. El disefio utilizado
para este experimento, fue un completamente al
azar con arreglo factorial de 2x3x4 con dos medios
(agua y exudado de raices), 3 fuentes de quistosoros
(raiz, tubérculo y suelo) y 4 temperaturas (5, 20, 25
°C y ambiente que para las condiciones locales es de
15/23 °C) para un total de 24 tratamientos, cada
tratamiento consté de 3 repeticiones, siendo cada
repeticion un tubo Falcon de 50 ml. Las diferentes
temperaturas se alcanzaron utilizando nevera
PHILIPS POLARIX, incubadoras DBO ref IDR-9 EIQ-
EQUIPOS y MEMMERT ALEMANIA ref.
854SCHWABACH y estufa MEMMERT modelo INE
400. Para el conteo de zoosporas liberadas se tomo
como parametro el nimero de zoosporas moviles,
tomando como criterio la forma, los flagelos y el
movimiento de las zoosporas, descartando formas
similares sin movimiento, microorganismos con
flagelos diferentes y microorganismos de formas
diferentes con flagelos en movimiento. Asi de cada
repeticion en cada uno de los tratamientos se tomd
una alicuota de 10 pl de la suspension para cada
conteo, realizando las observaciones en un
microscopio OLYMPUS CH30 RF100 a 40X.

Experimento 2. Con base en los resultados
obtenidos en el primer experimento se realizd un
segundo, con cinco evaluaciones en el tiempo, a 24,
48, 72, 96 y 120 horas. Se empled un disefio
completamente el azar con arreglo factorial de 3 x 4,
con 3 fuentes de indculo, las mismas del primer
experimento y 4 temperaturas (15, 20, 25 °C y
ambiente). La evaluacion se realizd con extracto de
raices. Los criterios y metodologias de toma de
muestras fueron similares a los descritos para el
Experimento 1.

El andlisis estadistico de los resultados de ambos
experimentos se llevd a cabo mediante el programa
SAS System v.9.3.1 usando el procedimiento MIXED,
utilizando un analisis de medias repetidas en el
tiempo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1. En la Tabla 1 se puede observar el
efecto de cada una de las interacciones dobles en los
parametros evaluados indicando que hay diferencias
significativas en todas ellas, menos en la que se
involucran las variables fuente-temperatura, de
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cuatro interacciones triples, tres de ellas tienen
diferencia estadistica significativa: sustrato-fuente-
tiempo, sustrato-tiempo-temperatura y fuente-
tiempo-temperatura, lo que indica que existe un
efecto diferencial del sustrato, las fuentes y las
temperaturas evaluadas. En la Figura 1, se muestra
la diferencia existente en cuanto a sustratos cuando
se evalla la interaccién sustrato-fuente-tiempo. Se
evidencia que hay una mayor liberacion de
zoosporas en las soluciones de extracto de raiz,
comparado con los mismos tratamientos en agua,
durante el tiempo evaluado. Resultados similares
han sido encontrados por Merz (1993 y 1997) y
Girdn y Robayo (2006), en los cuales se demuestra
gue las zoosporas son atraidas por exudados
radicales, lo cual puede ser la sefal primaria para la
invasion de hospedantes. Merz (1993), encontrdé que
los exudados de plantulas de tomate vy trigo
favorecian la infeccion de la raiz por S. subterranea
f. sp. subterranea, mientras que con agua se
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presentd la menor infeccidn por las zoosporas. En el
presente experimento, la liberacion de zoosporas en
agua no muestra ninguin cambio significativo durante
el tiempo de evaluacidon (96 horas), mientras que
con extracto de raiz, la evaluacién se prolongd hasta
las 120 horas, momento en el cual se nota un
descenso en el nimero de zoosporas moviles
observadas. Para las condiciones experimentales
llevadas a cabo en este estudio, el maximo de
liberacion de zoosporas ocurrio entre las 48 y las 96
horas, presentando diferencia en las fuentes de
quistosoros, mostrando una mayor liberacion a partir
de aquellos provenientes de raiz a las 96 horas; sin
embargo, al finalizar el experimento a nivel
estadistico, no fue evidente la diferencia entre las
fuentes de indculo utilizado, indicando esto que
cualquiera de las fuentes de indculo puede ser
infectiva, o por lo menos libera zoosporas
indistintamente.

Tabla 1. Analisis de varianza para la evaluacion de los factores que inciden en la liberacidon de zoosporas de

Spongospora subterranea f. sp. subterranea. Experimento 1.

EFECTO Num DF Den DF F Value Pr>F
Sustrato 48 411,99 <,0001
Fuente 48 2,65 0,0809
Tiempo 216 150,41 <,0001
Temperatura 48 240,85 <,0001
Sustrato*Fuente 48 6,64 0,0029
Sustrato*Temperatura 48 80,69 <,0001
Sustrato*Tiempo 216 116,09 <,0001
Fuente*Tiempo 10 216 2,78 0,003
Fuente*Temperatura 48 0,62 0,7107
Tiempo*Temperatura 15 216 38,16 <,0001
Sustrato*Fuente*Tiempo 216 2,4 0,0169
Sustrato*Fuente*Temperatura 48 1,74 0,1322
Sustrato*Tiempo*Temperatura 12 216 18,82 <,0001
Fuente*Tiempo*Temperatura 30 216 2,09 0,0014
Sustrato *Fuente*Tiempo* Temperatura 24 216 0,83 0,6986

El primer evento de liberacion se registré a las 24
horas, el cual continudé hasta las 120 horas. Cabe
anotar que a partir de las 48 horas las zoosporas se
encuentran turgentes y van aumentando levemente
su tamafio, lo que hace la lectura mas facil en
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términos metodoldgicos. El medio de maxima
liberacion coincide con los mencionados por Girdn y
Robayo (2006), quienes observaron diferencias en
los promedios de liberacion de zoosporas con
exudados de raices entre los tratamientos agua,
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solucion nutritiva completa y solucion NPK, siendo
todos significativamente diferentes. De otro lado, los
tiempos de liberacion de zoosporas difieren un poco
de los sefialados por Garcia y Navia (2002), quienes
detectaron el inicio de liberacion a las 18 horas, a
una temperatura de 11 °C en presencia de plantas
de papa en medio liquido. Aunque en el presente

experimento a las 120 horas fue registrado
movimiento de zoosporas, muchas de éstas
presumiblemente ya se encontraban enquistadas por
lo cual no fueron consideradas para la evaluacion,
este enquistamiento puede inducirse, como lo citan
Donaldson y Deacon (1993), al no encontrar senales
del hospedante.
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Figura 1. Relacion entre el tipo de medio (agua-extracto), fuente de indculo (raiz, tubérculo, suelo) y tiempo vs nimero
de zoosporas observadas al evaluar los factores que inciden en la liberacién de zoosporas de Spongospora subterranea f.

sp. subterranea.. Experimento 1.

Experimento 2. En la Tabla 2 se aprecia que al
utilizar un menor nimero de factores se hacen
evidentes el efecto significativo de las variables
tiempo y temperatura pero no en fuentes de indculo,
siendo la temperatura de 15 °C diferente a las otras
evaluadas, las cuales conformaron otro grupo,
mientras que en el tiempo, la diferencia se observo
entre las 72 horas y las otras evaluadas, donde se
observd mayor liberacion. En la Figura 2 se muestra
que a los 15 °C se presentd la mayor liberacion de
zoosporas con una ligera disminucion a 20 °C, no
obstante a 23 °C, es decir a temperatura ambiente,
hay un aumento en el numero de zoosporas

liberadas, lo que sugiere que los cambios de
temperatura dia/noche tienen un efecto positivo
sobre la liberacion de zoosporas, lo cual coincide con
el resultado observado en el primer experimento,
donde la mayor liberacion se obtuvo también a
temperatura ambiente, mientras que a 25 °C se nota
la disminucion en el nimero de zoosporas, lo que
indica que este patoégeno requiere de temperaturas
menores a 23 °C o fluctuaciones de temperatura,
para inducir la liberacion de zoosporas en las
condiciones de produccion de tubérculo en el
tropico.

Tabla 2. Andlisis de varianza para los factores que inciden en la liberacion de zoosporas de Spongospora subterranea f.

sp. subterranea. Experimento 2.

EFECTO Num DF Den DF F Value Pr>F

Fuente 2 24 1,38 0,2712
Tiempo 3 72 12,88 <,0001
Fuente*Tiempo 6 72 1,12 0,3599
Temperatura. 3 24 4,23 0,0156
Fuente*Temperatura 6 24 2,02 0,1024
Tiempo*Temperatura 9 72 1,46 0,1786
Fuente*Tiempo*Temperatura 18 72 1,31 0,2057
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Grafica 2. Relacion entre la temperatura y el nimero de zoosporas observadas al evaluar los factores que inciden en la
liberacion de zoosporas de Spongospora subterranea f. sp. subterranea. Experimento 2.

Harrison et al. (1997) en experimentos realizados en
Escocia, observaron que las zoosporas nadan
vigorosamente a temperaturas cercanas a 0 ©°C,
sugiriendo que es posible que S. subterranea f. sp.
subterranea, cause infeccion, aunque sea muy lenta,
a temperaturas inferiores a 11 °C, sin embargo, y de
acuerdo con Pérez (2006), en trabajos realizados en
Colombia, temperaturas de 4 °C no favorecen la
emergencia de zoosporas primarias, informacion que
corrobora los datos encontrados en este
experimento, donde en la temperatura de 5 °C, no
se observd liberacion. Estas divergencias en los
resultados sobre las temperaturas que favorecen la
liberacion de zoosporas, pueden deberse a que
dichos estudios han sido realizados en diferentes
condiciones de origen, lo que presumiblemente
puede influir en la respuesta de este microorganismo
a los estimulos por cambios drasticos de
temperatura y humedad en su ambiente natural, asi
como a una posible diferencia entre las poblaciones
de S. subterranea f. sp. subterranea estudiadas en
Europa y las encontradas en  América,
especificamente en Colombia (Jaramillo et a/., 2008).

Teniendo en cuenta que en el Experimento 2, no
existié liberacion significativa antes de las 48 horas
para las condiciones experimentales probadas y que
la liberacion tuvo su mayor desarrollo a las 72 horas,
conservando la tendencia de liberacién hasta las 120
horas, se puede inferir que este fendmeno es
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dependiente de las interacciones de diferentes
factores como temperatura, tiempo y medio de
liberacion, que para el caso son exudados de raiz.
Posiblemente estas interacciones evaluadas son
Unicas y altamente influenciadas por los exudados
de plantas, por lo cual se hace complejo determinar
exactamente los elicitores de la liberacion de
zoosporas, y pueden ser la explicacion de la
divergencia o contraste de rangos que se encuentran
en la literatura y aunque es evidente que hay
condiciones en las cuales la liberacion llega a su
punto mas alto, como generalidad, puede decirse
gue hay mayor liberacion entre 15 y 23 °C y entre
las 48 y las 96 h de evaluacion en presencia de
exudados de la planta. Asi, puede concluirse que
este evento bioldgico depende de factores fisicos,
bioquimicos y aunque no se evaluo la infectividad del
indculo liberado, es claro que no es sdlo un factor el
encargado de determinar el inicio de la liberacién de
zoosporas a partir de quistosoros, sino el conjunto
de los mismos, lo que hace que el estudio de este
fendmeno en condiciones controladas, pueda llegar
a ser diferente a como ocurre en condiciones de
campo; sin embargo, su estandarizacion en estas
condiciones, permite realizar  experimentos
posteriores para verificar la infectividad del indculo y
otros factores que influyen en este evento.
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CONCLUSIONES

Se logro establecer en condiciones controladas la
liberacion de zoosporas de S. subterranea f. sp.
subterranea, lo que permiti6 estandarizar la
metodologia para ser utilizada en posteriores
estudios de infeccion del patégeno.

Las mejores condiciones de liberacién corresponden
a una temperatura entre 15 a 23 °C (temperatura
ambiente) y con fluctuaciones entre dia y noche.

No existe diferencia en términos de liberacion de
zoosporas entre los quistosoros obtenidos de suelo,
pustulas de tubérculo y agallas de raiz.

El tiempo requerido para lograr la liberacion vy
posterior observacion de zoosporas fluctia entre las
48 y las 96 h después de poner el indculo en
contacto con el medio liquido.

El sustrato utilizado para una mayor liberacion es el
extracto de raiz de papa variedad Diacol Capiro,
puesto que con agua, no se presenta el estimulo
necesario para una liberacién significativa.

La liberacion puede lograrse con estas condiciones
siempre y cuando se logre dar una interaccion entre
todos los factores sustrato, fuente de inoculo y
temperatura y con el tiempo requerido.
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