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RESUMEN

Para evaluar las caracteristicas morfolégicas de raices y tubérculos de la coleccion trabajo
de Solanum phureja de la Universidad Nacional de Colombia y su relacion con la respuesta
al ataque de la sarna polvosa (Spongospora subterranea f. sp. subterranea), se realizaron
dos experimentos. En el primero, se evaluaron los atributos morfol6gicos de tubérculos y su
relacién con la incidencia de la sarna polvosa en tubérculos bajo condiciones de campo. Se
cosecharon diez tubérculos por accesion, de parcelas experimentales establecidas en el
municipio de La Union (Ant). Se determin0 la densidad, el area y la penetrabilidad de las
lenticelas, ademas el color, la forma y el grosor de la peridermis de tubérculos y se
confrontaron estas variables con el valor estimado de la incidencia de la sarna polvosa en
tubérculos bajo condiciones de campo. Se encontr6 que los genotipos C43 y C100,
resistentes en las pruebas de campo y ambos con cascara rojiza, presentaron areas y
densidades de lenticelas menores que los genotipos susceptibles (C13, C14, C15, C20, C71
y Criolla). EI mismo comportamiento se evidencio al evaluar la penetrabilidad de las
lenticelas, mientras que en el caso del grosor de la peridermis, los genotipos resistentes
presentaron valores inferiores. Cuando se evaluaron los genotipos de acuerdo con el color,
sb6lo se encontraron diferencias significativas para la variable “densidad de lenticelas”.
Asimismo, se pudo establecer que existe una correlacion entre el area de las lenticelas y la
incidencia de la sarna polvosa en campo, principalmente en tubérculos con cascara rojiza y
se ajustdé un modelo de regresion logistica estadisticamente significativo, que demostré una

asociacion entre la penetrabilidad y el valor estimado de la incidencia de la sarna polvosa en



Resumen

tubérculos. En un segundo experimento, se evaluaron los atributos morfolégicos de raices y
su relacion con la respuesta a la severidad de la sarna polvosa en raices. Inicialmente, en el
Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Universidad Nacional de Colombia, se sembraron
tubérculos cosechados en parcelas experimentales, establecidas en el municipio de la Unién
(Ant), determinando previamente, el color de la cascara y su forma. Tres semanas después
de la siembra, se extrajeron las raices y se realizaron cortes histolégicos transversales de
las mismas para evaluar el grosor de epidermis, el grosor del parénquima cortical y el
diametro de las células que conforman dicho parénquima y se confronté ésta informacién con
el valor estimado de la severidad en raices, bajo condiciones de campo. Se encontro que los
genotipos C43 y C100, resistentes en las pruebas de campo, presentaron un grosor de
epidermis mayor que los genotipos susceptibles (C13, C14, C15, C71 y Colombia). El mismo
comportamiento se evidencio al evaluar el grosor del parénquima cortical y el diametro de las
células que conforman dicho parénquima. Cuando se evaluaron los genotipos de acuerdo
con el color, no se encontraron diferencias significativas para ninguna de las variables
evaluadas. Asimismo, se pudo establecer que existen correlaciones entre las variables
epidermis de la raiz y parénquima cortical, epidermis de la raiz y didmetro célula y entre el
parénquima cortical y el diametro célula, pero ninguna de estas variables mostré6 una
correlacion lineal con el valor estimado de la severidad de la enfermedad en raices. Por
tltimo, se ajust6 un modelo de regresion logistica estadisticamente significativo, que
demostré una asociacion entre el parénquima cortical y el valor estimado de la severidad de

la sarna polvosa en raices.

Palabras claves: Tubérculos, raices, incidencia, severidad, cortes histologicos.



ABSTRACT

To evaluate the morphological characteristics of roots and tubers of Solanum phureja
genotypes and its relation to the response to the attack of powdery scab (Spongospora
subterranea f. sp. subterranea), two experiments were conducted. Initially, morphological
attributes of tubers and their relationship with the incidence of the disease in tubers field were
evaluated. Ten tubers per accession were harvested in experimental plots in the town of La
Union (Ant). Lenticel density, lenticels area and lenticel permeation were determined. The
color, the shape and thickness periderm of tubers were determined too. The cuantitative
variables were compared with incidence estimated value in tubers under field conditions. to
evaluate individually, 43 and 100 genotypes, resistant in field trials and both with reddish skin,
showed lenticels area values less than the overall average, while the susceptible genotypes
(13, 14, 15, 71 and Colombia) showed higher values. The same response was demonstrated
to evaluating lenticels the penetration. The periderm thickness was lower in resistant
genotypes. When genotypes were evaluated according to the color, only significant
differences for the variable "lenticels density” were found. Additionally, It was established that
there is a correlation between lenticels area and powdery scab resistance under field
conditions, primarily with redness tubers and a logistic regression model statistically
significant, which showed an association between lenticel permeation and estimated
Incidence of powdery scab on tubers was adjusted. In a second experiment, the
morphological attributes of roots and its relationship with powdery scab severity in root were
evaluated. Initially, tubers harvested from experimental plots established in the Union (Ant),

were planted in the laboratory of Sanidad Vegetal of the Universidad Nacional



Abstract

Colombia- Medellin, previously determining the skin color and form. Subsequently, the roots
were removed and transverse histological sections were performed to determine the
epidermis thickness, cortical parenchyma thickness and the diameter of the parenchyma
cells. This information was confronted with severity estimated value in roots under field
conditions. Genotypes C43 and C100, resistant in field trials, showed an epidermal thickness
higher than susceptible genotypes (C13, C14, C15, C71 and Colombia). The same response
was evident to evaluate the cortical parenchyma thickness and cells diameter. When
genotypes were evaluated according to the color, no significant differences for any of the
variables were found. It was established that there are correlations between the variables root
epidermis and cortical parenchyma, root epidermis and diameter cell and between the cortical
parenchyma and the cell diameter, but none of these variables showed a linear correlation
with the severity estimated value in roots. Finally, logistic regression model statistically
significant, which showed an association between cortical parenchyma and the estimated

value of the severity of powdery scab in roots was adjusted.

Key words: Tubers, roots, incidence, severity, histology cutting.
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1.LA SARNA POLVOSA DE LA PAPA

1.1 Importancia

La sarna polvosa de la papa, causada por el plasmodiophoromiceto Spongospora
subterranea f. sp. subterranea, es una enfermedad que ha tomado gran importancia en los
ultimos afos. Al parecer, esta es originaria de las tierras altas de los Andes (Pert y Ecuador)
y se cree que fue introducida a otras partes del mundo a través del envio tubérculos
infectados destinados a la alimentacion y al uso como semillas (Mohan et al.,, 1991). El
primer reporte de la sarna polvosa fue realizado en el afio de 1841 en un encuentro cientifico
en Braunschweig, Alemania (Harrison et al., 1997). Cinco afios mas tarde, la enfermedad fue
reportada en el Reino Unido. Desde entonces, la sarna polvosa de la papa fue reportada en
Czechoslovakia, Finlandia, Italia, Noruega y Rusia. Para 1855, la enfermedad ya se habia
extendido por toda Europa. En América del Sur, la sarna polvosa fue encontrada en 1891 y
en América del Norte fue reportada en 1911-1913. (Harrison et al., 1997; Johnson 2002). La
carencia de reportes en Africa supone que la enfermedad es menos importante en esa parte
del mundo. Sin embargo, informes no confirmados dan fa de la presencia de la enfermedad
en paises como Egipto, Kenia, Sudafrica y las tierras altas de los paises del centro del

continente (Wale, 2000).
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La sarna polvosa de la papa

Figura 1: Paises con reporte de S. subterranea f. sp. subterranea.

Nota: (e) posible centro de origen de S. subterranea f. sp. subterranea; (*) paises donde S. subterranea f. sp.
subterranea ha sido reportada; (A) paises con amplia trayectoria investigativa sobre S. subterranea f. sp.
subterranea; ([J) paises donde se ha iniciado la investigacion sobre S. subterranea f. sp. subterranea.

Fuente: (Merz, 2008)

En la actualidad, el ataque del patdgeno se ha generalizado y se presenta en la mayoria de
las zonas productoras de papa del mundo (Johnson, 2002), principalmente en las zonas
templadas. Sin embargo, la enfermedad también se presenta en climas calidos y secos
donde se implementan sistemas de irrigacion (Wale, 2000). Se han publicado informes de la
enfermedad que muestran como la sarna polvosa ha sido desconocida (Merz, 1989), y como
se esta extendiendo a los paises y regiones donde nunca habia sido reportada (Fig. 1).
Factores como la intensificacion de la produccion de papa, el creciente uso de cultivares

susceptibles (Wale, 2000), el aumento en la utilizacion de sistemas de riego y la eliminacién
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La sarna polvosa de la papa

de los tratamientos a base de mercurio a tubérculos semillas, estan contribuyendo a un

incremento de la incidencia de la enfermedad (Merz y Falloon, 2009).

1.2 Clasificacion taxondmica

La clasificacién taxondmica segun Agrios (1997), corresponde a:

Dominio: Eucariota (Microorganismos semejantes a hongos o pseudohongos).
Reino: Protozoa

Phylum: Plasmodiophoromycota

Orden: Plasmodiophorales

Género: Spongospora

Especie: subterranea

1.3 Sintomas y dafnos

Los sintomas de la sarna polvosa estan limitados a las partes de la planta que se
encuentran en el suelo; raices, estolones y tubérculos (Hooker, 1980; Mohan et al., 1991;
Johnson, 2002). EI atague del patégeno se produce de manera simultdnea en las
estructuras del hospedero. En raices de plantas enfermas, las agallas tiene un tamafo
promedio entre 0,5 a 1,5cm; con una forma mas o menos irregular (Harrison et al., 1997). Las
agallas producidas en los estolones, generalmente son de menor tamafio (Salas, 2005); en
ambas estructuras las agallas son de color blanquecino y cuando alcanzan la madurez
fisiol6gica se vuelven oscuras, debido al color marrén de las paredes de los quistosoros

(Fig. 2) (Harrison et al., 1997). Las agallas son el resultado del agrandamiento y la
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proliferacion de células en el tejido afectado. Estas agallas son muy parecidas a las formadas
por neméatodos de nudo, pero las agallas de la sarna polvosa pueden ser facilmente
diferenciadas por las masas de esporas producidas al interior de estas (Mohan et al., 1991).
La infeccion de las raices, especialmente cuando se forman agallas, puede causar reduccién
de la funcién de la raiz, por la interrupcion de la toma de agua y nutrientes (Falloon et al.,
2004) y por ende en la produccién, ya que en un estado avanzado de la enfermedad, las
raices se desintegran con una liberacién masiva de quistosoros al suelo (Hoyos et al., 2009).
Aunque es poco frecuente, en raices de variedades susceptibles, las agallas pueden ser tan

numerosas y su dafio tan severo, que podrian matar las plantas jovenes (Hooker, 1980).

Figura 2: Agallas en raices de papa causadas por Spongospora subterranea f. sp. subterranea

El patbgeno también afecta los tubérculos, produciendo lesiones sobre la superficie de estos.

Las lesiones tienen una apariencia de costra o sarna y se llenan de un fino polvo color
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marrén, constituido principalmente por quistosoros. Los quistosoros son pequefios quistes
individuales o agregados del patégeno (Harrison et al., 1997). Las paredes de tres capas de
los quistosoros los hacen altamente resistentes al estrés ambiental y pueden sobrevivir por
mas de 10 afios en el suelo. Esta longevidad interfiere con las estrategias de control y explica
por qué la prevencion de la contaminacién del suelo es tan importante. No hay informacion
acerca de los factores que afectan la longevidad de los quistosoros en el suelo. Ademas, no
se sabe si éstos necesitan ser estimulados para que puedan liberar las zoosporas o si hay
una latencia estricta, después de la cual, los quistosoros germinan espontaneamente y de
manera aleatoria (Merz, 2008).

Los primeros sintomas visibles de la sarna polvosa son pequefas pustulas de color castafio-
purpura de 0,5-2 mm de diametro (Salas, 2005) que aparecen en el extremo distal de los

tubérculos en formacion (Alonso, 1996).

Figura 3: Tubérculo con sintomas de Spongospora subterranea.
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Las pustulas incrementan su tamafio y rompen la peridermis. Bajo la lesion se forma una
cicatrizacion de la epidermis, la cual se va oscureciendo gradualmente, dejando una
depresion superficial llena de la masa polvosa de quistosoros (Fig. 3). La lesion esta
generalmente circundada por los bordes levantados de la peridermis desgarrada. Cuando
hay demasiada humedad en el suelo, no se genera la cicatrizacion de la peridermis,
entonces la lesion se expande tanto en profundidad como en extensién, formando areas con

cavidades o grandes lesiones (Hooker, 1980).

Las lesiones de los tubérculos infectados son el dafio mas importante causado por S.
subterranea f. sp. subterranea. Para los consumidores, este dafio es principalmente
cosmético y las lesiones pueden removerse facilmente. Las peladoras mecanicas, por su
parte, son mucho menos exitosas, y esta es la razén por la cual la industria del
procesamiento de papa tiene problemas con la sarna polvosa. Los productores de semillas
pueden enfrentar grandes pérdidas financieras cuando sus lotes de semillas son rechazados
a causa de una infeccion del tubérculo, por encima de los limites de tolerancia, que
generalmente son muy bajos (Merz, 2008). Ademas del riesgo de llevar el patbgeno a suelos
sanos, la semilla infectada también puede reducir el rendimiento debido al hecho de que se
reducen el nimero y el peso de los tubérculos por planta, al igual que el nimero de nuevos
brotes (Falloon, 2008). Las lesiones constituyen areas débiles de la cascara con mayor
intercambio gaseoso. Ellas permiten una mayor deshidratacion y por ende una mayor pérdida
de peso de los tubérculos almacenados, ademas de servir como puertos de entrada de

patégenos secundarios (Hooker, 1980).
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La sarna polvosa de la papa

Existen pruebas convincentes de que S. subterranea f. sp. subterranea, es un vector del
virus Mop-top de la papa (PMTV) (Arif et al., 1994; Andersen et al., 2002; Burrows et al.,
2005; Tenorio et al., 2006; Osorio et al., 2012), el cual puede inducir un pobre crecimiento y
causar “spraing” o pardeamiento interno en los tubérculos. El PMTV puede sobrevivir en las
estructuras de resistencia (quistosoros) de S. subterranea f. sp. subterranea durante muchos
afios y se trasmite por zoosporas durante el ataque del plamodioforomiceto al sistema radical
del hospedero. También puede transmitirse por semilla asexual (Arif et al., 1994; Osorio et

al., 2012).

Se ha reportado que tubérculos con lesiones de rofia o0 sarna polvosa, pueden ser
particularmente susceptibles a otras enfermedades, posiblemente debido a que los tejidos
afectados por la sarna, facilitan el atague de otros microorganismos (Montero-Astua y
Rivera, 2005). La sarna polvosa ha sido relacionada con el aumento de la susceptibilidad al
tizon tardio, producido por Phytophthora infestans Mont. de Bary, a la pudricidn rosada,
causada por Phytophthora erythroseptica, a la pudricidon seca por Fusarium caeruleum Lib
Sacc, a la pudricion causada por Colletotrichum atramentarium Berkeley (Harrison et al.,
1997) y a la pudricion bacteriana suave (Johnson, 2002). Asimismo, se ha reportado un

aumento de las pudriciones en almacenamiento (Montero-Astua y Rivera, 2005).
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1.4 Filogenia y agente causal

Varias filogenias se han sugerido para el grupo de los plasmodiophoromicetos, algunas
derivadas de la revisién de tratados histéricos (Merz y Falloon, 2009), donde se plantea una
diferenciacion a partir de la especificidad del hospedero; otras de la informacién morfologica
(Huber et al., 2004), donde se resaltan caracteristicas especiales como la division nuclear
cruciforme, la produccién de zoosporas biflageladas y la produccién de estructuras de
resistencias en algunos casos. Mas recientemente, se han sugerido filogenias a partir de
datos moleculares (Bell et al., 1999; Bulman et al., 2001; De Haan y Van Den Bovenkamp,-

2005).

A finales del siglo XIX, se consideraba que el grupo se ubicaba dentro de los protozoos, pero
durante mucho tiempo los micélogos los consideraron como hongos verdaderos. Hoy dia los
plasmodiophoromicetos vuelven a considerarse protozoos, dentro del orden
Plasmodiophorida, familia Plasmodiophoridae, e incluyen diez géneros y 36 especies
(Huber et al., 2004; Montero-Astua y Rivera, 2005). El resto de su clasificacion aun no es
clara. El género Spongospora tiene tres miembros reconocidos (S. subterranea, S. capanulae
y S. cotulae). Dos de ellos, S. subterranea f. sp. subterranea y Spongospora subterranea f.
sp. hasturtii, definidas como formas especiales (Tomlinson, 1958), son importantes

patégenos de vegetales (Harrison et al., 1997).

Recientemente se ha propuesto separar éstas en dos especies distintas sobre la base de la
morfologia de esporangios, la especificidad del huésped y sobre los datos moleculares (Dick

2001; Down et al.,, 2002; Qu y Christ 2004). Originalmente la designacién de Tomlinson
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(1958) en dos formas especiales se baso principalmente en la similitud morfologica de sus
quistosoros, los conglomerados de esporas de resistencia caracteristicos de Spongospora
sp. Merz et al. (2005) encontraron que los quistosoros tanto de S. subterranea f. sp.
subterranea y S. subterranea f. sp. nasturtii, mostraron la misma reaccién a los anticuerpos
monoclonales producidos contra quistosoros de S. subterranea f. sp. subterranea, lo que

sugiere que los dos organismos estan estrechamente relacionados.

1.5 Ciclo de vida

El ciclo de vida de S. subterranea f. sp. subterranea toma alrededor 10-14 dias (Miller, 2001)
y comienza con la germinacion de las esporas al interior de los quistosoros (Brierley et al.,
2008). En presencia del hospedero y bajo condiciones ambientales favorables, las zoosporas
primarias salen del quistosoro, nadan a través del agua libre del suelo hasta alcanzar el
hospedero, presumiblemente atraidas por los exudados de las raices (Harrison et al., 1997),
e infectan las células epidermales, los estolones y los pelos radicales (Nitzan et al., 2009;
Salas, 2005). Acto seguido, se desarrolla un plasmodio al interior de la raiz que origina las
zoosporas secundarias, éstas contindan el ciclo infectando las raices y los tubérculos en
desarrollo (Salas, 2005). Las células del hospedero estimuladas por la invasién de las
zoosporas secundarias, se agrandan y se multiplican, hasta formar las agallas y las lesiones
en los tubérculos, donde finalmente se forman los quistosoros y comienza nuevamente el

ciclo (Fig4).
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Algunas etapas del ciclo de vida de los Plasmodiophoromicetos, y el estado diploide /
haploide, aun no estan claros (Merz, 2008). De acuerdo con Imgram y Tommerup (1972) y
recientemente apoyado por Fahling et al. (2004), el ciclo de vida del miembro mas conocido
de los Plasmodiophoromicetos, es el de Plasmodiophora brassicae Woron., que consiste en
una fase asexual y otra fase sexual. Actualmente, esta hipétesis es muy aceptada, sin
embargo algunos investigadores afirman que si una fase sexual también existe en el ciclo de
vida de S. subterranea f. sp. subterranea, se esperaria un alto grado de diversidad genémica
dentro de las poblaciones. No obstante, luego de comparar las secuencias de ITS de las
colecciones de campo procedentes de diferentes continentes, sélo se han podido identificar

dos grupos genéticamente distintos (Bulman y Marshall, 1998; Qu y de Christ, 2004).
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Figura 4: Ciclo de vida tedrico de Spongospora subterranea f. sp. Subterranea
Fuente: (Hoyos et al., 2009).
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1.6 In6culo

El in6culo de S. subterranea f. sp. subteranea puede estar constituido por semilla infectada o
por suelo contaminado, cualquiera que sea la fuente , posee quistosoros que pueden causar

la infeccion y la enfermedad.

La semilla infectada es la principal responsable de la propagacién de la enfermedad a corta y
larga distancia (Merz, 2000), Incluso los tubérculos-semilla asintomaticos procedentes de
campos infestados han sido reportados como causantes de infeccion de la progenie (Theron,
1999). Varios intentos se han hecho para determinar la relacion entre inoculo del suelo y la
infeccion del tubérculo, con el fin de permitir el desarrollo de la evaluacion del riesgo de
enfermedad. Nakayama et al. (2007) utilizaron PCR competitiva para cuantificar S.
subterranea f. sp. subterranea en suelo y en raices de las plantas de tomate. Encontraron
una pobre relacion entre la infeccion del tubérculo y la contaminacién del suelo, en
muestras tomadas en los mismos lotes. Fue imposible establecer una relacién de la
infeccion en tubérculos con bajos niveles de contaminacion, sélo los campos con altos
niveles de contaminacién de quistosoros (= 100 quistosoros. gt de suelo) dieron altos

grados de infeccién del tubérculo.

Van de Graaf et al. (2005, 2007) estudiaron el efecto del nivel de inéculo del suelo sobre la
aparicion de la enfermedad en tubérculos y raices en experimentos realizados en macetas.
No encontraron diferencias entre las concentraciones de inéculo ensayadas (5, 15 y 50

quistosoros. g™ de suelo), cuando evaluaron la severidad. Qu et al. (2006) cuantificaron los
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quistosoros en diferentes suelos y encontraron una correlacion entre el in6culo inicial y la
posterior incidencia de la sarna polvosa. Estimaron una cifra mayor a 10.000 quistosoros. g
, en el suelo donde se encontrd la mayor incidencia de la enfermedad. En contraste con este
elevado numero, Nakayama et al. (2007) estimaron la variacion de la densidad de
quistosoros en cuatro campos con alta incidencia de la enfermedad, desde 0,1 hasta 105
quistosoros. g de suelo. Merz et al. (2004) compar6 la infeccion de las raices en un
bioensayo sembrando en una serie de suelos inoculados junto con los suelos naturalmente
infestados de campo, y llego a la conclusion de que el suelo del campo altamente infestado
contiene mas de 500 quistosoros.g™. Estos datos muestran que sera dificil determinar un
unico umbral fiable para suelos con alto riesgo, y mucho menos para definir varios valores

para diferentes niveles de riesgo.

1.7 Hospederos

S. subterranea f. sp. subterranea puede afectar un rango de hospederos diferentes a la papa
(Falloon, 2008). Los principales hospederos del patégeno son miembros de las familias
Solanaceae y Chenopodiaceae, que crecen generalmente como malezas en los lotes donde
se cultiva la papa. La formacion de quistosoros solo ha sido reportada en las solanaceas
(Merz y Falloon, 2009). Trabajos realizados en diferentes partes del mundo han demostrados
gue tanto especies cultivadas comercialmente, como malezas, pueden servir como
hospederos alternos de la sarna polvosa, aunque solo en su fase esporangial (Osorio et al.,

2012; Andersen et al., 2002). Nitzan et al. (2009) utilizaron agallas obtenidas de Solanum
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sarrachoide y de papa, posiblemente producidas por S. subterranea f. sp. subterranea para
inocular artificialmente estas mismas especies. Se encontré que el 83% de las plantas de
papa y el 52% de las plantas S. sarrachoide presentaron agallas cuando se utilizé el inéculo
de papay que el 10% de las plantas de papa y el 31% de las plantas de S. sarrachoide,

presentaron agallas cuando se utilizé el indculo de S. sarrachoide .

Recientemente Qu y Christ (2006) evaluaron 26 especies entre monocotiledéneas y
dicotiledoneas, de las cuales 16 fueron susceptibles a S. subterranea f. sp. subterraneay 12
de ellas fueron reportadas por primera vez como hospederos del patdgeno, destacando la
mostaza amarilla y la avena. Observaron ademas, la formacion de agallas en las raices en
seis de las especies y la formacion de quistosoros en otras tres. Por primera vez, se
evidencio que las agallas y quistosoros de S. subterranea pueden formarse en las especies

no solanaceas.

1.8 Factores Ambientales

Varios factores ambientales determinan la infeccion del hospedero por S. subterranea f. sp.
subterranea. Es ampliamente aceptado que la sarna polvosa es favorecida por suelos
hamedos y pesados (Merz y Falloon, 2009), pero otras variables como la temperatura, el pH
del suelo y la época de siembra, también influyen de manera directa en la manifestacion de

la enfermedad.
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1.8.1 Humedad y Tipo de suelo

El agua del suelo es, quiza, el factor mas importante para el desarrollo del a sarna polvosa.
Este componente es esencial para que las zoosporas de S. subterranea f. sp. subterranea
naden y puedan alcanzar el tejido del hospedero (Harrison et al., 1997; Merz y Falloon,
2009). El agua del suelo puede ser descrita en funcién de dos parametros interrelacionados:

el contenido de agua y el potencial hidrico (Harrison et al., 1997).

El alto contenido de agua en el suelo, fue uno de los primeros factores asociados con la
incidencia y la severidad de la sarna polvosa (Harrison et al., 1997). La cantidad de agua en
el suelo tiene gran efecto sobre la etapa de crecimiento, cuando los tubérculos estan en
formacion (Adams et al., 1987). Miller (2001) encontré que periodos alternados de sequia y
humedad, al igual que periodos continuos de alto contenido de agua en el suelo favorecen la
liberacion y el movimiento de las zoosporas y por ende al desarrollo del patdgeno.
Diriwachter y Parbery (1991), afirman que las lluvias pueden inducir la proliferaciéon de
lenticelas en tubérculos inmaduros, lo que conlleva a una prolongacion del periodo de

susceptibilidad de éstos a la sarna polvosa.
En ensayos realizados por Van de Graaf et al. (2005) se encontr6 que los tubérculos

presentaban mayor un grado de infeccién bajo un régimen de humedad constante, que

cuando el régimen de humedad era fluctuante.
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La informacion sobre los efectos del potencial hidrico sobre la sarna polvosa es escasa,
posiblemente porque este es mas dificil de medir que el contenido de agua (Harrison et al.,
1997). Adams et al. (1987) encontraron que la sarna polvosa se desarroll6 mas, en potes
irrigados donde el potencial hidrico del suelo era mayor a -0.2 bar. Miller (2001), afirma que
para que se produzca la infeccién por Spongospora subterranea, es necesario una alto

contenido de humedad (superior a -0.3 bar).

Cuando se incrementa la frecuencia de riego, la temperatura del suelo en la zona de las
raices disminuye a un rango muy favorable para la infeccion, especialmente cuando se utiliza
agua fria (Harrison et al., 1997). Esto probablemente explica la aparicion de la sarna polvosa
en los paises calidos y secos como Israel (Nachmias y Krikun, 1988) y en lugares donde se

aplica riego en exceso (Wale 2000).

Para evaluar el efecto de la fertirrigacion sobre la severidad de la sarna polvosa en cultivos
de papa, Tuncer (2002) probo diferentes volumenes de riego en combinacion con diferentes
niveles de fertilizacion nitrogenada, durante dos afios consecutivos. Encontré que los lotes
con las combinaciones de bajo volumen de riego y bajas dosis de nitrégeno, presentaban

una severidad menor dela enfermedad, sin que estos tratamientos afectaran la productividad.

El tipo de suelo en el cual se establecen los cultivos de papas, también tiene un efecto
directo sobre la severidad de la sarna polvosa, aunque los mecanismos involucrados son
generalmente confusos (Harrison et al., 1997). Las caracteristicas fisicas de un suelo que

afectan su contenido de agua son claramente importantes. De Boer (2000) afirma que la
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incidencia dela sarna polvosa fue menor en suelos arenosos que en suelos arcillosos.
Prentice et al. (2007), afirmaron que los suelos pesados con alta capacidad de retencion de
agua pueden favorecer el desarrollo la enfermedad. Por otra parte, varios informes sefialan
gue los suelos arenosos parecen ser peores (Merz y Falloon, 2009). Papas cultivadas en
diferentes tipos de suelo en Holanda y Dinamarca, presentaron sintomas de sarna polvosa,
pero la enfermedad fue mas grave en los cultivos establecidos en suelos arenosos u
organicos (Van de Haar, 2000; Nielsen y Nicolaisen, 2000). En la regién de Capadocia,
donde se produce el 43% de la papa en Turquia y donde la Sarna polvosa es un problema,
el tipo de suelo que predomina es arenoso o franco arenoso (Tuncer, 2002). En ensayos
realizados en Reino Unido para determinar la incidencia y la severidad de la sarna polvosa
en plantas de tomate sembradas en macetas, se pudo establecer que el porcentaje agallas
en las raices y de lesiones en tubérculos fue menor cuando se utilizé suelo arcilloso como

sustrato. (Van de Graaf et al., 2005; 2007).

1.8.2 Temperatura

La relacion entre la temperatura y la infeccién por Spongospora subterranea se comprende

mucho mejor que la relacion del patdgeno con el agua del suelo (Brierley et al., 2008).

En un experimento, en el que plantas de papa fueron sembradas en arena inoculada con S.
subterranea bajo condiciones controladas, De Boer (2000) evalué el efecto de la temperatura
(10 °C; 12,5°C; 15 °C; 17,5 °C y 20 °C) sobre la incidencia y la severidad de la sarna

polvosa de los tubérculos. Encontré que la infeccion fue alta a 12,5 °C; intermedia a 15 °C;
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y bajaa 17.5y 20 °C, pero la enfermedad no se produjo a 10 °C. Van de Graaf et al. (2005)

obtuvieron resultados similares.

El efecto de la temperatura sobre la infeccion de raices y la formacién de agallas fue
evaluado por Van de Graaf et al. (2007). Encontraron un claro efecto de la temperatura sobre
la infeccion de raices de papa por S. subterranea y la formacion de agallas. La incidencia de
la sarna polvosa en raices aumentaba conforme aumentaba la temperatura y la produccion
de agallas se dio solo a temperaturas superiores a los 12°C. De acuerdo con (Brierley et al.,
2008), la liberacion zoosporas es mas rapida a temperaturas mas altas (15-25 °C) en
comparacion con las temperaturas mas bajas (3-10 °C) y la infeccion de las raices es muy
limitada a bajas temperaturas. Asi, la infeccion a 9°C es mucho menor que a 12°C o 17°C.
En contraste, la temperatura 6ptima para la infeccion de los tubérculos es de alrededor de

12°C.

1.8.3 pH del Suelo

A pesar de existe una cantidad considerable de estudios, es poca la evidencia que relaciona
la infeccion por S. subterranea f. sp. subterranea con el pH. La informacion disponible es
confusa y contradictoria, p.e, algunos autores afirman, que el encalamiento incrementa la
severidad de la enfermedad, mientras que otros afirman que la adicion de cal la reduce.
Otros informes sugieren que la aplicacion de “escoria basica”, la cual incrementa la
alcalinidad del suelo, podria incrementar o disminuir la infeccion de los tubérculos por S.

subterranea f. sp. subterranea, dependiendo de la temporada. (Harrison et al., 1997).
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Hughes (1980) afirma que la reduccion del pH, reduce la incidencia de la enfermedad. En
estudios mas recientes, se ha sugerido que el pH del suelo puede afectar la incidencia y la
severidad de la sarna polvosa porque influye sobre el contenido de aluminio en los suelos
(Shimada y Mizuno, 2000; Nakayama et al., 2007), y niveles bajos de aluminio del suelo
conducen al desarrollo de la enfermedad. En algunos paises se ha reportado una reduccion
de la sarna polvosa en suelos donde se ha bajado el pH por adicién de sulfuros (Brierley et
al., 2008). Merz (1989) encontré que la infeccion de la raiz no fue influenciada por el nivel de
pH de la solucién nutritiva en la que se conservaron los quistosoros.

En lo que muchos autores coinciden es en que el patégeno puede ser infeccioso en un rango

de pH de 4.7 a 7.6 (Hooker, 1980; Mohan et al., 1991; Johnson, 2002; Salas, 2005).

1.8.4 Epoca de siembra

La incidencia de la sarna polvosa puede variar considerablemente de un afio a otro. Tal
variacion se debe probablemente a las diferencias en el clima, particularmente la temperatura
y la lluvia entre las etapas del crecimiento, cuando las plantas son mas susceptibles ataque
del patdgeno (Harrison et al., 1997; Brierley et al., 2008). La incidencia de la sarna polvosa
también depende de que coincida el periodo de mayor susceptibilidad del tubérculo (durante
la formacion) y las condiciones del suelo que favorecen la enfermedad (Harrison et al., 1997),
ademas de la fecha de siembra (Christ, 1989). La siembra tardia de los cultivos, para evitar

suelos frios puede reducir la probabilidad de infeccion (Kirkham 1986), esta practica puede
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asegurar que las temperaturas del suelo estén por encima del rango 6ptimo para la infeccién

por S. subterranea.

1.9 Prevencion y control de la enfermedad

No hay manera efectiva de controlar la sarna polvosa, pero varias estrategias que pueden
adoptarse para minimizar el riesgo de enfermedad, las cuales al combinarse, pueden
provocar una reduccion util en las posibilidades de que la enfermedad se convierta en un
problema grave. Sin embargo, que cualquier medida que se tome no evitara que esta
enfermedad continde siendo un riesgo significativo a de importancia econémica en muchas
partes del mundo (Harrison et al., 1997). una estrategia a corto plazo para el control de la
sarna polvosa, es evitar la contaminacién del suelo por S. subterranea f. sp. subterranea,
plantando semilla limpia en suelo no contaminado. El control directo del patdogeno del suelo

es dificil (Merz y Falloon, 2009).

1.9.1 Aplicacion de productos quimicos

La aplicacion de productos quimicos en el suelo (elementos del suelo y fungicidas) pueden
influir sobre la expresién de la sarna polvosa, afectando la viabilidad de los quistosoros y las
zoosporas y afectando la capacidad de las zoosporas para infectar los estolones y las raices

del hospedero (Falloon, 2008).
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Varios estudios han indicado que el ajuste de la composicién quimica del suelo puede reducir
la expresion de la sarna polvosa en los cultivos. Prentice et al. (2007), afirma que suelos con
altos niveles de zinc reducen la enfermedad pero los resultados son muy variables. Tuncer
(2002) encontré que la aplicacion de bajos niveles de nitrégeno disminuye la severidad de la
sarna polvosa en suelos con altos niveles de infestacion por S. subterranea sin que se afecte
la productividad de los cultivos. Resultados similares obtuvieron De Boer y Crump (2005) en

ensayos de campo en Australia cuando se aplicé una fertilizacién nitrogenada.

Varios fungicidas han sido probados para el tratamiento de tubérculos semilla. Aplicaciones
de productos a base de mercurio mostraron una alta eficacia en el control de la enfermedad
pero su uso fue prohibido en la década de los 80s (Falloon, 2008), fungicidas como el
fluazinam y flusulfamida han mostrado buenos resultados para el control de la sarna polvosa
y la hernia de la col (De Boer, 2000;) y aplicaciones de 6xido de zinc mostraron buenos

resultados en Escocia, cuando la incidencia de la sarna polvosa era baja (Wale, 2000).

En aplicaciones directas al suelo, varios fungicidas han mostrado que son capaces de reducir
la incidencia y la severidad de la enfermedad. Productos que contenian mercurio o cobre
(mancozeb, maneb, y quintoceno) redujeron la enfermedad en papas cultivadas en suelos
infestados (Falloon, 2008), aplicaciones de fluazinam y flusulfamida también mostraron
resultados prometedores para el control de S. subterranea (Falloon et al.,1996). James y
Crowe (1995) realizaron experimentos para evaluar el efecto de la aplicacion de fungicidas
(Ziram 76, Aliette, Ridomil 5G) sobre la sarna polvosa de la papa. Encontraron que ninguno
de los tratamientos fue efectivo para el control de S. subterranea. Bittara et al., (2009)

evaluaron el efecto de fungicidas comerciales (mancozeb, azoxystrobin, propamocarb,
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difenoconazol y PCNB) sobre la incidencia y severidad de la enfermedad. Encontraron que
solo mancozeb y azoxystrobin redujeron levemente de la severidad de la enfermedad en
tubérculo. Recientemente, el fungicida cyazofamid, que se utiliza para controlar el tizon tardio
de la papa, ocasionado por Phytophthora infestans (Mont) de Bary, ha demostrado ser
particularmente eficaz para el control de S. subterranea f. sp. subterranea en raices y

tubérculos (Thomson et al., 2006)

1.9.2 Enmiendas y aplicacion de productos naturales

La aplicacion de brassicas como abonos verdes, ha mostrado que puede reducir los
patogenos del suelo, un efecto atribuido a la produccién de compuestos azufrados volatiles,
toxicos para los microrganismos del suelo (Merz y Falloon, 2009). James y Crowe, (1995),
realizaron experimentos para evaluar la aplicacion de dos especies vegetales (Lippia
origanoides Kunth y Calotropis procera) en dos formas, extractos etandlicos y polvos. Las
aplicaciones se realizaron 4 y 8 semanas luego de la siembra. Los tratamientos extracto
etandlico de L. origanoides, y polvo de C. procera, atenuaron la enfermedad en 3,20 y 4,08%,
respectivamente. Restrepo et al. (2009), encontraron que la aplicacion de viruta de pino en
asocio con algunos microrganismos antagonistas, redujeron la incidencia y severidad de la
sarna polvosa en raices y tubérculos de papa variedad Diacol capiro.

En un ensayo de biofumigacién en campo con mostaza india, colza y canola, se evidencio
una reduccion de la sarna polvosa en cultivos posteriores de papa en un 15-40% (Larkin y

Griffin, 2007), el tratamiento de biofumigacién con mostaza de la India fue el mas eficaz.
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1.9.3 Control biolégico

El uso de microorganismos antagénicas a S. subterranea y ambientalmente benignos para el
control de sarna polvosa es muy atractivo, pero posee muchos problemas. Los niveles de
control de la enfermedad con antagonistas son a menudo muy bajos, especialmente en el
complejo microcosmos que rodea partes de la planta en el suelo. Camporota et al. (1988)
reportaron que Trichoderma harzianum parasité quistosoros de Polymyxa betae, reduciendo
la colonizacion de raices de plantas de remolacha azucarera y sugirieron ademas, la
posibilidad de utilizar Trichoderma spp., como antagonistas de S. subterranea para reducir la
severidad de la sarna polvosa. En investigaciones mas recientes, Neilsen y Larsen (2004)
indicaron que los agentes de control biologico, en particular Trichoderma spp., tienen
potencial para reducir la actividad de S. subterranea, presumiblemente a través de efectos
sobre la viabilidad de los quistosoros o sobre actividad y la infectividad de las zoosporas. La
eficacia del control biolégico contra la sarna polvosa en el campo todavia no se ha
demostrado. Restrepo et al. (2009), encontraron que la aplicacion de T. harzianum, P.
fluorescent y un consorcio de micorrizas, redujeron la incidencia y severidad de la sarna
polvosa en raices y tubérculos de papa variedad Diacol capiro. Gilchrist et al. (2009), no
encontraron diferencias significativas cuando evaluaron la aplicacion de T. asperellum sobre
la incidencia de la sarna polvosa en raices, en tres tipos de suelos (andisol, entisol e

inceptisol), inoculados artificialmente.
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1.9.4 Practicas culturales y manejo agronomico

Se sabe que las condiciones frias y humedas del suelo incrementan la incidencia y
severidad de la sarna polvosa en los cultivos de papa ya que favorecen la viabilidad de los
quistosoros y las zoosporas, asi como la capacidad de infeccién de las zoosporas a la raiz,
los estolones y los tubérculos del hospedero. Teniendo en cuenta lo anterior, la manipulacion
del ambiente del suelo en los cultivos de papa, puede reducir la probabilidad de que se
desarrolle la enfermedad (Harrison et al., 1997). Practicas como el uso de semilla sana, el
establecimiento de nuevos cultivos en zonas libres de patdégeno, rotaciones largas entre
cultivos de papa, el establecimiento de los cultivos en suelos con buen drenaje, el uso
apropiado del riego, la siembra tardia de los cultivos y la limpieza en las operaciones
relacionadas con la recoleccion, clasificacion, almacenamiento y manipulacion de las
semillas de papa, puede ayudar a controlar la enfermedad, pero sobre todo a evitar su

diseminacion (Taylor et al., 1986; Kirkham, 1986; Miller, 2001; Fallon, 2008)

1.9.5 Resistencia

El control de la sarna polvosa de la papa es dificil de alcanzar debido a la carencia de
variedades comerciales resistentes y de tratamientos quimicos efectivos (Qu y Christ, 2006).
El manejo de la enfermedad debe estar enmarcado bajo un esquema integrado del cultivo en
el que se incluyan todas las opciones control antes citadas, ademas de la produccion de

cultivares resistentes que posean caracteristicas comerciales deseables. La evaluacion de la
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resistencia a la enfermedad se ha realizado generalmente en ensayos de campo con suelos
naturalmente infestados, lo ha llevado a demostrar que existen diferencias en la
susceptibilidad a la infeccién del tubérculo entre los cultivares y lineas probadas (Torres et
al., 1995; Schwarzel, 2002; Falloon et al., 2003; Genet et al., 2007) y por ende a concluir que

la resistencia en papa a la sarna polvosa es de tipo cuantitativa.

Torres et al. (1995) Evaluaron 467 accesiones de papa durante 6 afos en diferentes lugares
del Peru, encontrando la existencia de 17 genotipos resistentes y 33 moderadamente
resistentes a la enfermedad. Fallon et al. (2003) realizaron un estudio en Australia con 99
cultivares de papa y 13 lineas de mejoramiento durante 11 afios. Sus resultados indicaron
gue 21% de los materiales evaluados eran resistentes, mientras que el 28% presentd una

resistencia moderada.

Debido a que los ensayos de campo son muy costosos, que demandan mucho tiempo, y
gue existen variables que no se pueden controlar, Merz et al. (2004) propusieron un micro-
bioensayo realizado bajo condiciones de laboratorio para evaluar y seleccionar el material
resistente en una etapa temprana en programas de mejoramiento. Los experimentos han
demostrado que los cultivares resistentes tienen menos zoosporangios en sus raices que los
cultivares susceptibles, lo que confirma en mas detalle, los resultados de los experimentos en

potes, reportados por Falloon et al. (2003).

En la actualidad existe un cultivar resistente a la sarna polvosa, Gladiator, liberado en Nueva

Zelanda en 1995 (Genet et al, 2005). Este cultivar cual es producto de un cruce entre dos
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lineas mejoradas, una resistente a PVX, P. infestans, Globodera rostochiensis vy
Streptomyces scabies y la otra con resistencia al nematodo quiste derivada de la de la
especie silvestre Solanum vernei. Desde entonces, el cultivar Gladiator ha obtenido buenos
resultados en las pruebas de campo en diferentes ubicaciones internacionales (lftikhar, 2001;

Schwarzel, 2002).

1.9.6 Legislacion

Los intentos de controlar la sarna polvosa a través de medidas legislativas, incluyen la
determinacién de limites de tolerancia muy bajos en el inGculo presente en tubérculos semilla
(Merz, 2000) y la prevencion de la propagacion de la enfermedad por restricciones
cuarentenarias (Harrison et al., 1997). En Suiza, el limite de tolerancia para la sarna polvosa
en tubérculos-semilla es del 1% de los tubérculos con mas de cinco lesiones. Niveles de
tolerancia similares son utilizados en otros paises donde se implementan los sistemas de
certificacion de semilla de papa. Sin embargo en paises como cuba, Turkia y Hungria, el

nivel de tolerancia es de cero (Wale, 2000).

No hay ninguna informacion acerca del nivel de infeccion de tubérculo - semilla necesario
para inducir epidemias de sarna polvosa (Merz y Falloon, 2009). En la practica, es probable
gue ninguna de estas medidas sea realmente eficaz debido a la distribucion aparentemente
generalizada de S. subterranea en los suelos, a su capacidad para multiplicarse rapidamente
en condiciones favorables y a la capacidad del patégeno para sobrevivir durante muchos

afos en ausencia de un hospedero.
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2. ATRIBUTOS MORFOLOGICOS DE LOS TUBERCULOS DE
GENOTIPOS DE Solanum phureja Y SU RELACION CON LA
RESPUESTA AL ATAQUE DE LA SARNA POLVOSA
(Spongospora subterranea f. sp. subterranea)

2.1 Resumen

El mecanismo de infeccion en otros miembros de los plasmodiophorales ha sido bien
estudiado, pero poco se conoce de Spongospora subterranea f. sp. subterraea. Sin embargo,
hay evidencia de que la infeccion del patdogeno se produce a través de lenticelas no
suberizadas de tubérculos recién formados. El objetivo del trabajo es determinar si existe
relacion entre las caracteristicas morfologicas de genotipos de Solanum phureja de la
coleccion trabajo de la Universidad Nacional de Colombia y la respuesta al ataque de la
sarna polvosa. Se cosecharon diez tubérculos de cada uno de los 93 genotipos sembrados
en parcelas experimentales en el municipio de La Union (Ant), se determind visualmente la
densidad de lenticelas, el area y la penetrabilidad de las lenticelas se determiné con la ayuda
de un estereoscopio. Asimismo, se determiné el color, la forma y el grosor de la peridermis
de los tubérculos. Los datos obtenidos para estas variables se confrontaron con la
informacion de la incidencia de la sarna polvosa, bajo condiciones de campo. Se encontrd
gue los genotipos C43 y C100, resistentes en las pruebas de campo y ambos con cascara
rojiza, presentaron areas y densidades de lenticelas menores que los genotipos susceptibles

(C13, C14, C15, C20, C71 y Colombia). EI mismo comportamiento se evidencio al evaluar la
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penetrabilidad de las lenticelas y en el caso del grosor de la peridermis, los genotipos
resistentes presentaron valores inferiores. Cuando se evaluaron los genotipos de acuerdo al
color, solo se encontraron diferencias significativas para la variable “densidad de lenticelas”.
Ademas, se pudo establecer que existe una correlacion entre el area de las lenticelas y la
incidencia de la sarna polvosa en campo, principalmente en tubérculos con cascara rojiza,
pero no se pudo determinar la correlacion entre otros atributos como la densidad de
lenticelas y la penetrabilidad de lenticelas y el grosor de la peridermis con la incidencia de la
enfermedad en tubérculos. Sin embargo, después de dicotomizar los datos de incidencia y de
definir el 3% como punto de corte para categorizar genotipos con alta o baja incidencia, se
pudo ajustar un modelo de regresion logistica estadisticamente significativo, que demostro
una asociacion entre la penetrabilidad y el valor estimado de la Incidencia de la sarna

polvosa en tubérculos

Palabras Claves: Tubérculos, accesiones, incidencia, atributos morfolégicos.

2.2 Introduccidén

El parasito obligado Spongospora subterranea f. sp. subterranea pertenece al orden
Plasmodiophorales (Hoyos et al., 2009) y es agente causal de la sarna polvosa de la papa
(Qu y Christ, 2007, Merz y Falloon, 2009), enfermedad que se encuentra distribuida en casi
todas las regiones productoras de papa en el mundo originando pérdidas en tubérculos para
consumo, en tubérculos semilla (Wale, 2000), y afectando el funcionamiento de la raiz y por

ende la produccién, ya que en un estado avanzado de la enfermedad, se desintegran las
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raices con una liberacion masiva de quistosoros (Hoyos et al., 2009). Ademas de ser un
importante patégeno primario de la papa, S. subterranea f. sp.subterranea es el vector del
virus Mop top de la papa (PMTV) que causa una reduccién del crecimiento en las plantas y
genera la enfermedad conocida como “spraing” o pardeamiento interno de los tubérculos, la
cual produce necrosis en forma de anillos o0 manchas de color marrén en los tubérculos
(Burrows y Zitter, 2005; Prentice et al., 2007)

La enfermedad afecta raices, estolones y tubérculos (Johnson, 2002). Los sintomas en
tubérculos inician como pequefias inflamaciones que, tras la elongacion y divisién de las
células del huésped, conducen a la ruptura de la peridermis. Las lesiones en tubérculos
maduros tiene una apariencia similar a una sarna, y cada lesion se llena de bolas de esporas
0 quistosoros del patégeno. Por debajo de la lesion, la peridermis se oscurece y se deprime
con el tiempo, dejando un hueco lleno de masas de quistosoros. Los quistosoros transmiten
la enfermedad a los tubérculos semilla y permiten que el patégeno persista en el suelo

(Falloon et al., 2005).

El mecanismo de infeccion ha sido estudiado en detalle en otros miembros de los
plasmodiophorales como Plasmodiophora brassicae Woronin (Aist y Williams, 1971),
Polymyxa betae keskin (Harrison et al., 1997) y en Spongospora subterranea f. sp. nasturtii
(Claxton et al., 1996), todos estos autores describen mecanismos similares de penetracion
de las zoosporas en la célula del hospedero y el desarrollo de estructuras especializada
denominadas “stachel”, las cuales se unen a la pared celular en inyectan rapidamente el

contenido de las zoosporas al interior de las células; sin embargo, son pocos los estudios
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gue se han hecho de S. subterranea f. sp. subterranea (Lahert y Kavanagh, 1985 Merz,

1997; Ward y Adams, 2010).

Las primeras etapas del cultivo parecen ser el momento critico para la infeccién por parte de
S. subterranea (Diriwachter y Parbery, 1991, Montero-Astua y Rivera, 2006), lo cual ha sido
demostrado, también, al no observarse aumento de la incidencia de la enfermedad cuando
los tubérculos alcanzan la madurez (Van der Graaf et al., 2005). De acuerdo con Johnson
(2002), El patogeno invade el tubérculo a través de las lenticelas, heridas y a veces, a través
los ojos. Los sintomas del tubérculo son parecidos a los de la sarna comun, sin embargo, las
lesiones producidas por la sarna polvosa, son generalmente mas pequefias, circulares, de
tamafo uniforme y rodeadas por una franja de cascara de la papa, cuando maduran
(Salas, 2005). Las zoospororas de Spongospora subterranea f. sp. subterranea pueden
afectar los tubérculos y probablemente las células epidermales de las raices, La exudacion
de solutos a partir de lenticelas inmaduras puede actuar como atrayente para las zoosporas;
sin embargo, la quimiotaxis en S. subterranea nunca ha sido demostrada (Harrison et al.

1997).

Se han identificado una serie de medidas para el control para la sarna polvosa, pero ningun
método ha proporcionado un control efectivo. En consecuencia, Falloon et al. (2008) propone
una estrategia integrada de manejo como el método mas adecuado para el control de la
enfermedad, incorporando el mayor nimero posible de practicas, para ofrecer asi, una mayor
posibilidad de éxito. Dentro de las practicas propuestas se destacan: la rotacion de cultivos,

el manejo de la humedad en campo vy la fertilizacion, tratamientos quimicos al suelo y a los
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tubérculos semilla, la asepsia en las labores propias del cultivo y la eleccién de cultivares

resistentes.

Un componente clave en la estrategia de manejo integrado de las enfermedades es la
resistencia del huésped (De Boer, 2000). Cultivares de papa resistentes a la sarna polvosa
con caracteristicas comercialmente aceptadas, son esenciales para el control eficaz y a largo
plazo de la enfermedad. En la actualidad, los cultivares mas explotados comercialmente, son
susceptibles a la enfermedad. Bhattacharya et al. (1985) encontraron que de 513 genotipos
de papa evaluados, sélo 13 fueron altamente resistentes y 397 fueron altamente
susceptibles. Hasta ahora, no hay cultivares de papa que hayan sido clasificados como

inmunes a la sarna.

Existen algunas pruebas de que la resistencia a la enfermedad puede ser expresada en las
raices y tubérculos (Schwarzel, 2002). Sin embargo, poco se sabe acerca de los

mecanismos Yy la genética de la resistencia a la sarna polvosa.

Teniendo en cuenta lo anterior y considerando que es necesario avanzar en el conocimiento
del patégeno y en el entendimiento de los mecanismos que le permiten al hospedante
reaccionar y defenderse por si solo, utilizando una serie de mecanismos naturales para esto;
por medio de esta investigacion se pretende determinar las caracteristicas morfolégicas de
tubérculos en genotipos de Solanum phureja de la colecciéon de trabajo de la Universidad
Nacional de Colombia y su relacién con la respuesta al ataque de la sarna polvosa

(Spongospora subterranea f. sp. subterranea).
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2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Siembra y muestreo de tubérculos

Se sembraron 93 genotipos de la coleccién de trabajo de Solanum phujera de la Universidad
Nacional de Colombia, en parcelas experimentales, en el municipio de La Unién (Ant). Dos
semanas después de iniciarse la tuberizacion (tres semanas después de la floracién), se
tomd una muestra de entre siete y diez tubérculos de cada accesion. Posteriormente, los
tubérculos fueron trasladados al Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Universidad Nacional
de Colombia, donde en principio se determin6 el color y la forma para cada una de las
accesiones (fig 5). Se determinaron cuatro colores predominantes (tubérculos con cascara
amarilla, roja, negra y mixtas, estas Ultimas hacen referencia a la combinacién de dos

colores); y tres formas (tubérculos alagados, ovalados y redondos).

S

Figura 5. Tubérculos de la coleccion de trabajo de Solanum phujera de la Universidad Nacional de
Colombia.
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2.3.2 Determinacién de la densidad y area de lenticelas

La determinacion de la densidad de lenticelas se hizo aleatoriamente, tomando tres o cuatro
tubérculos (dependiendo del tamafio) de los cosechados para cada accesion y se procedio a
contar de manera visual el nimero de lenticelas por cm? en diferentes regiones de la
superficie de los tubérculos, hasta alcanzar 10 mediciones, con la ayuda de un marco con

plastico de 1 cm?.

El area de lenticelas se determind, midiendo 10 lenticelas escogidas al azar para cada una

de las muestras con la ayuda de un estereoscopio marca NIKON SMZ100, provisto de una

camara microfotografica. Todas las observaciones se hicieron con un aumento de 2X, (fig 6).

Figura 6. Area de lenticelas de tubérculos de la coleccion colombiana de Solanum phujera.
Genotipos 100, Galeras y 31.
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2.3.3 Penetracién de lenticelas por la safranina

La penetrabilidad de las lenticelas se evalué utilizando el método de inmersién en una
solucién acuosa de Safranina al 1% P/V, propuesto por Tyner et al. (1997). Se tomaron tres
tubérculos de cada muestra y se sumergieron durante 60 min en dicha solucion, luego se
lavd el exceso del colorante y se pelaron las zonas alrededor de diez lenticelas a una

profundidad aproximada de un 1 mm.

La penetracion de las lenticelas se evidencié como una mancha roja en el tejido por debajo
de la cascara de los tubérculos y el porcentaje de lenticelas penetrado por la mancha se

estimo visualmente.

2.3.4 Grosor de la peridermis

Para determinar el grosor de la peridermis se escogieron cinco tubérculos al azar de cada
accesion y se realizaron cortes transversales de 50 pum de espesor con la ayuda de un
micrétomo manual. Posteriormente, los cortes se observaron con la ayuda de un
estereoscopio marca NIKON SMZ100, con un aumento de 2X y se procedio a realizar las

mediciones.
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Figura 7. Grosor de la peridermis de genotipos 100 y Galeras de la coleccién de trabajo de Solanum
phujera

2.3.5 Analisis estadistico y confrontacion con datos de campo

Se realizaron analisis de varianza (ANOVA) para cada una de las variables evaluadas
(densidad de lenticelas, area de lenticelas, penetrabilidad de la safranina a través de las
lenticelas y grosor de la peridermis del tubérculo). Para determinar si existian diferencias
entre los genotipos, se realizaron pruebas de comparacién de medias con un nivel de
significancia de 5%, por el método Student-Newman-Keuls (SNK). Ademas, se realizaron
analisis de varianza para determinar si existian diferencias entre los genotipos agrupados por

el color de la cascara y se realizaron comparaciones de medias por el método antes
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mencionado, al mismo nivel de significancia. Posteriormente, se realiz6 un analisis de
correlacion lineal (Pearson) para estimar la relacion entre las variables cuantitativas y el
valor estimado de la incidencia en tubérculos de la sarna polvosa en campo. Por otro lado se
ajusté un modelo de regresion logistica para la variable independiente “Penetrabilidad de
lenticelas”, se dicotomizaron los datos de la incidencia y se definié el 3% como punto de
corte para definir genotipos con alta o baja incidencia. Los datos sobre la incidencia
provienen de 15 experimentos en campo, generados en un estudio paralelo del grupo de
Mejoramiento y Produccion de Especies Andinas y Tropicales, denominado “Evaluacion
fenotipica y genotipica de la Coleccion Colombiana de Solanum phureja por resistencia a
Spongospora subterranea”. El analisis estadistico se hizo con la ayuda del programa

STATGRAPHICS Centurion XV.1

2.4 Resultados y discusién

Al realizar el andlisis de varianzas de las variables para los genotipos individuales, se
encontraron diferencias significativas entre las accesiones (p<0.00001) en todos los casos

(Tabla 1).

Tabla 1. Resumen andlisis de varianzas simple para los atributos de tubérculos evaluados en 93
genotipos de Solanum phureja.

Densidad de Lenticelas 6,9800 15,78 < 0.0001
Penetrabilidad de Lenticelas 11,1040 380,30 < 0.0001
Area de Lenticelas 75550,8199 24,22 < 0.0001
Peridermis del tubérculo 13,4865 11,38 < 0.0001

CME: Cuadrado medio del error
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Grosor de la peridermis del tuberculo por genotipos Penetrabilidad de las lenticelas por genotipos (%)
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Figura 8. Atributos morfolégicos de los genotipos y su categorizacion de resistencia de acuerdo con
las pruebas en campo. Las Barras de color verde corresponden a los genotipos resistentes en
pruebas de campo (C43, C100), las barras azules, a los genotipos moderadamente resistentes y las
barras rojas, a los genotipos susceptibles (C13, C14, C15, C20, C71 y Colombia)
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Los genotipos C43 y C100, resistentes en las pruebas de campo, presentan los valores de
densidad de lenticelas méas bajos, con promedios de 9,9 lenticelas.cm™?y 10,6 lenticelas.cm™
respectivamente, seguidos por los genotipos moderadamente resistentes y por ultimo los
genotipos susceptibles como C13 y C71, que presentan los valores mas elevados
(19,7 lenticelas.cm? y 16,8 lenticelas.cm®). Estos datos fortalecen la hipétesis que
tubérculos con cascara rojiza y con menor niumero de lenticelas por area, son menos
susceptibles a la enfermedad. El area y la penetrabilidad de las lenticelas también
presentaron valores mas bajos en los genotipos resistentes, las accesiones C43 y C100
mostraron valores de area de 653,91um?y 364,93 pm?, respectivamente, frente a los valores
encontrados en los genotipos susceptibles C15 y C14 (1192,11 pm?® y 1120,61 pm?
respectivamente), mientras que la penetrabilidad fue en promedio 10% menor. El grosor de
la peridermis, por su parte, fue mayor en los genotipos resistentes, mostrando valores de
37,17umy 36,34um para los genotipos C100 y C43, frente a los valores de 24,55 umy 25,78

pum, encontrados en los genotipos C14 y C71, respetivamente (Fig 8).

Tabla 2. Resumen andlisis de varianzas simple para los atributos de tubérculos evaluados en 93
genotipos de Solanum phureja, de acuerdo con el color de la cascara.

Densidad de Lenticelas 9,722 5,11 0,002
Penetrabilidad de Lenticelas 104,450 0,47 0,699
Area de Lenticelas 187035,247 0,34 0,796
Peridermis del tubérculo 31,962 0,26 0,850

CME: Cuadrado medio del error.

Al realizar el andlisis de varianza con respecto al color de la cascara de los tubérculos, se

encontré que sélo la variable densidad de lenticelas mostré diferencias significativas, con un
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valor p = 0.0002. Las otras variables presentaron valores p superiores a 0.05 (Tabla 2). Se

encontré que los tubérculos con cascara

negra presentaron en promedio una mayor

densidad, con un valor de 26,73 lenticelas.cm™ , que los tubérculos con cascara amarilla, roja

y mixta, los cuales presentaron valores de 13,97 lenticelas.cm’®; 17,45 lenticelas.cm™?y 15,91

lenticelas.cm™, respectivamente. Entre los Gltimos grupos, no se encontraron diferencias al

comparar sus medias (Fig 9).
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Figura 9. Densidad de lenticelas de acuerdo con el color de la cascara de los tubérculos y su forma.
Medias con la misma letra no son significativas, segun la prueba de comparacion mdaltiple S-N-K

(a = 0.05).
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La variable area de lenticelas, relacionada con la incidencia de la sarna polvosa en campo,
no muestra diferencias significativas entre los grupos (color de la cascara), sin embargo los
tubérculos con la cascara de color rojo presentaron valores mas bajos que los tubérculos con
otro color de céscara (Fig 10), mientras que el valor promedio del area de lenticelas para los
tubérculos con la cascara de color rojo fue de 612 pm? , el valor promedio en tubérculos de
cascara mixta fue de 837,2 pm?y 1026,6 pm? y 1512,1 um? para tubérculos con céscara
negra y amarilla respectivamente. Estos datos confirman las tesis de Nitzan et al. (2008),
Christ (1988) y Mohan et al. (1991), quienes demostraron que tubérculos cascara rojiza son
menos susceptibles a la enfermedad, pero son propensos a la infeccion de las raices. James
y Crowe (1995), en trabajos realizados en EEUU, encontraron que variedades de papa con
cascara amarilla son mas susceptible a la sarna polvosa. Miller (2001), reporta que el
cultivar Russet norkotah, cuya cascara es de color roja, es resistente a la sarna polvosa,
mientras que los cultivares Kennebec, Shenopy y Yukon gold, todas con cascara amarilla,
son susceptibles. En cuanto a la forma del tubérculo, no se pudo establecer ninguna relacion
con la incidencia de la enfermedad y no se encontraron reportes que asocien estas
variables. Iftikhar et al. (2007) realizaron ensayos en la india, donde evaluaron la
susceptibilidad de seis cultivares en suelos naturalmente infectados con Spongospora
subterranea, encontrando que solo el cultivar Desiree, cuya es de color rojiza, tuvo una

inciedencia muy baja, en comparacion con los otros materiales.
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Figura 10. Area de lenticelas de acuerdo con el color de la cascara de los tubérculos y su forma.
Medias con la misma letra no son significativas, segun la prueba de comparacién mdultiple S-N-K
(a =0.05).

La penetrabilidad de lenticelas y el grosor de la peridermis tampoco mostraron diferencias de
acuerdo con el color de la cascara de los tubérculos (Fig 11 y 12), estos resultados difieren
de los reportes de Brierley et al., (2008) y Miller (2001), quienes afirman que la
susceptibilidad a la sarna polvosa disminuye, a medida que aumenta la suberizacion de los

tejidos del tubérculo.
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Figura 11. Penetrabilidad de lenticelas de acuerdo con el color de la cdscara de los tubérculos y su
forma. Medias con la misma letra no son significativas, segun la prueba de comparacion maltiple S-N-

K (a = 0.05).
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Figura 12. Grosor de la peridermis del tubérculo de acuerdo con el color de la cascara de los
tubérculos y su forma. Medias con la misma letra no son significativas, segin la prueba de
comparacion multiple S-N-K (a = 0.05).

Al evaluar la correlacion entre las variables cuantitativas y el valor estimado de la incidencia
en tubérculos de la sarna polvosa en campo, se encontré que el area de las lenticelas
presenta una correlacion del 0, 2370 con la incidencia de la enfermedad, la cual es
estadisticamente significativa, con un nivel de significancia de 5%, mostrando un valor p =
0,0218 (Tabla 3). Es deseable que las lenticelas tengan la menor area posible, si partimos
del hecho de que estas estructuras son una de las principales entradas del patégeno, como

lo afirman Diriwachter y Parbery (1991), Mohan et al. (1991) y Johnson (2002) en trabajos
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anteriores. Las otras variables no mostraron estar correlacionadas con la incidencia de la
enfermedad en tubérculos, presentando valores p de 0,4667; 0,1316 y 0,7856; para la
densidad de lenticelas, la penetrabilidad de la safranina a través de las lenticelas y el grosor
de la peridermis del tubérculo, respectivamente. Sin embargo, después de dicotomizar los
datos de la incidencia, determinando como punto de corte el valor 0.03, para definir valores
superiores a éste como alta incidencia e inferiores como baja incidencia, se pudo ajustar un
modelo de regresion logistica estadisticamente significativo con un nivel de confianza del
95%, que demostrd una asociacion entre la penetrabilidad de lenticelas y el valor estimado

de la incidencia de la sarna polvosa en tubérculos, con un valor p = 0,0372.

Modelo:

Incidencia = exp (-1,32659 + 0,0541473*Penetrabilidad)/ (1+exp (-1,32659 + 0,0541473*Penetrabilidad))

De acuerdo con Diriwachter y Parbery (1991), la densidad de lenticelas parece estar muy
relacionadas con el contenido de agua en el suelo, cuando las lluvias son frecuentes se
produce una proliferacién de lenticelas en los tubérculos inmaduros, lo que conlleva a una
prolongacion del periodo de susceptibilidad. En cuanto a la penetrabilidad de lenticelas,
Harrison et al., (1997), reporta que la susceptibilidad del cultivar Kennebec se debe a la
incapacidad de éste para formar una capa corchosa protectora, debajo de las lenticelas de

los tubérculos.
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Tabla 3. Correlacion de Pearson entre las variables cuantitativas y el valor estimado de la incidencia
en tubérculos de la sarna polvosa en campo, en 93 genotipos de Solanum phureja.

0,4667 0,0218

El primer Valor debajo de cada variable hace referencia al porcentaje de correlacion, el segundo valor hace
referencia al nimero de genotipos evaluados y el tercer valor, hace referencia al valor p.
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3. ATRIBUTOS MORFOLOGICOS DE LAS RAICES DE
GENOTIPOS DE Solanum phureja Y SU RELACION CON LA
RESPUESTA AL ATAQUE DE LA SARNA POLVOSA

(Spongospora subterranea f. sp. subterranea)

3.1 Resumen

Para entender los mecanismos que determinan la resistencia a Spongospora subterranea f.
sp. subterranea, se evaluaron los atributos morfolégicos de raices en genotipos de Solanum
phureja de la coleccion de trabajo y su relacion con la respuesta al ataque de la sarna
polvosa, enfermedad producida por este patdogeno. En el laboratorio de Sanidad Vegetal de
la Universidad Nacional de Colombia, se sembraron tubérculos de 51 genotipos,
determinando previamente el color de la cascara y su forma. Posteriormente se extrajeron las
raices y con la ayuda de un micrétomo manual se realizaron cortes histolégicos transversales
de las mismas para evaluar el grosor de epidermis, el grosor del parénquima cortical y el
diametro de las células que conforman dicho parénquima y determinar si existia una
correlacién entre estos atributos y la severidad de la sarna polvosa en raices, bajo
condiciones de campo. Se encontré6 que los genotipos C43 y C100, resistentes en las
pruebas de campo, presentaron un grosor de epidermis mayor a los genotipos susceptibles
(C13, C14, C15, C71 y Colombia). EI mismo comportamiento se evidencié al evaluar el
grosor del parénquima cortical y el diametro de las células que conforman dicho parénquima.
Cuando se evaluaron los genotipos de acuerdo con el color, no se encontraron diferencias

significativas para alguna de las variables evaluadas. Asimismo, se pudo establecer que
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existen correlaciones entre las variables epidermis de la raiz y parénquima cortical, epidermis
de laraiz y diametro de las células y entre el parénquima cortical y el diametro de las células,
pero estas variables no presentaron una correlacién lineal con el valor estimado de la
severidad de la enfermedad en raices. Sin embargo, después de dicotomizar los datos de
severidad y de definir el 3% como punto de corte para categorizar genotipos con alta o baja
severidad, se pudo ajustar un modelo de regresion logistica estadisticamente significativo,
gue demostrd una asociacién entre el parénquima cortical y el valor estimado de la severidad

de la sarna polvosa en raices.

Palabras claves: Tubérculos, raices, severidad, cortes histolégicos

3.2 Introduccioén

La sarna polvosa de la papa es una enfermedad causada por el patégeno
plasmodioforomiceto S. subterranea f. sp. subterranea, y es uno de los problemas mas
importantes de la produccion de papa en algunas regiones (Merz y Falloon, 2009). El
patdgeno produce numerosas esporas de reposo conocidas como quistosoros, que pueden
permanecer latentes en el suelo durante largos periodos (Falloon, 2008) y son muy

resistentes al estrés ambiental.

La enfermedad afecta raices, estolones y tubérculos (Johnson, 2002; Hooker, 1980). El

ataque del patégeno se produce de manera simultanea en las estructuras subterraneas del
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hospedero. En raices de plantas enfermas, las agallas tiene un tamafio promedio entre 0,5 a
1,5cm; con una forma mas o menos irregular. Las agallas producidas en los estolones,
generalmente son de menor tamafio; en ambas estructuras las agallas son de color
blanquecino y cuando alcanzan la madurez fisioldgica se vuelven oscuras, debido al color
marrén de las paredes de los quistosoros (Harrison et al., 1997). El alto nivel de infeccién de
las raices tiene efecto detrimental en la absorcién de agua y nutrientes y sobre la produccion,
ya que en un estado avanzado de la enfermedad, se desintegran las raices con una

liberacion masiva de quistosoros al suelo (Hoyos et al., 2009).

El patdgeno sobrevive en el suelo en forma de zoosporangios agregados en quistosoros, los
cuales son estimulados por exudados radiculares, cuando la temperatura y la humedad
relativa son favorables (Falloon et al., 2003). Germinan produciendo una zoospora primaria
gue infecta a las células epidérmicas de las raices, estolones o pelos radicales, donde se
producen masas multinucleadas (plasmodio esporangial) que originan las zoosporas
secundarias. Estas ultimas diseminan la infeccidn hacia las raices y tubérculos ocasionando
la enfermedad caracteristica. Las células del hospedante estimuladas por la invasion de las
zoosporas secundarias se agrandan y se multiplican, formandose de esta manera las
agallas. Dentro de las agallas se forman finalmente las masas de esporas de descanso o

quistosoros (Hooker, 1980; Agrios, 1997).

Poco se sabe sobre la genética de la resistencia a la sarna polvosa. Falloon et al. (2003)
sugieren gue la resistencia en papa a la sarna polvosa es de tipo cuantitativa, debido a que el
espectro de resistencia a través de un gran niumero de cultivares es un continuo desde muy

resistente hasta muy susceptibles. Wastie (1991) cruzé papas que poseian diferentes niveles
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de resistencia a la sarna polvosa y examinaron la resistencia a las enfermedades de las
progenies. Se encontré una correlacion significativa entre la resistencia de la progenie y la
resistencia fenotipica de sus padres, lo que demuestra claramente que la resistencia se
hereda. Sus resultados indicaron que la resistencia a la sarna polvosa es de herencia
poligénica, apoyando la sugerencia de Bhattacharya et al. (1985). Harrison et al. (1997)
afirman que el cultivar Pentland Dell, cuyos tubérculos son normalmente considerados
resistentes a la sarna polvosa, fue altamente susceptible a la infeccion de los pelos radicales,
lo que sugiere que la resistencia de las raices y tubérculos puede estar bajo control genético
independiente (Merz et al., 2004). Thomson et al. (1987) pensaban que la resistencia a la
infeccion primaria y por ende, el desarrollo de zoosporangios en los pelos radicales, era

diferente entre las variedades de papa.

Debido a que el cultivo de la papa es de gran importancia para Colombia, se hacen
meritorios todos los esfuerzos encaminados a entender la biologia de S. subterranea f. sp
subterranea, asi como la interaccion planta — patdgeno y los mecanismos que determinan la
resistencia a su ataque. Es necesario evaluar los atributos morfolégicos de raices de la
coleccién de trabajo de Solanum phureja de la Universidad Nacional de Colombia y su
relacion con la respuesta al ataque de la sarna polvosa (Spongospora subterranea f. sp.

subterranea).
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3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Siembra de tubérculos y obtencion de raices

Se cosecharon tubérculos de 57 genotipos de la coleccion de trabajo de Solanum phujera de
la Universidad Nacional de Colombia, sembrados en parcelas experimentales de 20x30m, en
el municipio de La Union (Ant). Se lavaron y se inspeccionaron visualmente para descartar
tubérculos afectados con algun tipo de patégeno y se trasladaron al Laboratorio de Sanidad
Vegetal de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin, donde se determino el color
y la forma de cada una de las accesiones. Posteriormente se sembraron en bolsas para
vivero de 20x30cm, en un sustrato compuesto por turba Canadiense y tierra negra, en una
relacion 1:1 (fig 13a). Se sembraron dos tubérculos por bolsa y se cosecharon las raices
después de tres semanas, procurando causar el menor dafio para conservar los pelos
radicales. Transcurridas las tres semanas, se cosecharon las raices, se lavaron

profusamente con agua corriente y se dispusieron para el proceso de corte y montaje.
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Figura 13. Accesiones. A) Siembra de tubérculos para la obtencién de raices. B) Fijacion de las
muestras. C) Rotulacién de muestras para fijacion.

3.3.2 Cortes histoldgicos

Inicialmente se realiz6 la fijacion de las muestras, por inmersién, introduciendo los tejidos en
una solucién “AFA” compuesta por: Etanol al 50%, 90 ml, Acido acético glacial, 5 ml,

Formaldehido al 40%, 5 ml

Se aplicaron 8 ml de la solucién fijadora a tubos de ensayo, debidamente rotulados para

cada una de las accesiones y se introdujeron las raices cosechadas (Fig 13b, 13c). Antes de
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sacar las raices para el siguiente paso, éstas se dejaron por lo menos 48 horas para
garantizar que la solucion fijadora ingresara a todas las células de los tejidos y luego se

lavaron con agua corriente durante 1h, para iniciar el proceso de deshidratacion.

Posteriormente, se aplicé una serie gradual de soluciones acuosas de menor a mayor grado
de agente deshidratante (Alcohol Etilico), iniciando con alcohol al 40%, luego con una
solucion de 50%, 60%... 80%, 90%, 95% y alcanzando de manera paulatina el alcohol al
100% para eliminar el agua al interior de las células. Las muestras se pusieron en
histocassettes y se sumergieron en las soluciones. Esto se realizd porque si se colocara el
tejido radical en una solucion al 100% de alcohol inmediatamente, el agua saldria muy

rapida del tejido y este se deformaria. El paso de los tejidos por cada solucion fue de 1 h.

Luego de deshidratar los tejidos, e realizo el aclaramiento para lo cual los tejidos se pasaron
dos veces por Xilol (cada pasa durd 1 h), sustancia que es miscible tanto con el alcohol como
con el medio de inclusion utilizado. De la misma manera que en la deshidratacion, se
colocaron las muestras de los histocassettes en un recipiente de Xilol, que solo es soluble en

alcohol al 100%.

Posterior al aclaramiento se realizé la inclusion de la parafina liquida al tejido. Para esto se
colocaron las muestras de tejido en un recipiente de boca ancha con el medio aclarante y se
le agrego la parafina fundida a 60° C, colocando la muestra en una estufa de 1 a 6 h
manteniendo la temperatura constante. Debido al calor, el xilol se evapord y los espacios
anteriormente ocupados por la sustancia aclarante, pasaron a ser ocupados por la parafina.

luego, se colocaron los tejidos en un molde de inclusién y se llenaron con parafina fundida,
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se dejo solidificar a temperatura ambiente, para formar los tacos o bloques sélido de parafina

con el trozo de tejido incluido.

El corte de los tacos se hizo con un microtomo manual marca “Spencer 820", se calibr6 para
que el grosor de cada seccion sucesiva fuera de 10 micrometros y se hicieron cortes

trasversales de los tejidos radicales.

El montaje de los cortes se realizé por el método del bafio a temperatura constante. Con la
ayuda de un pincel humedecido se removieron del micrometro las secciones sucesivas 0
tiras con los cortes pegados por los extremos y se colocaron en una solucion de montaje que
estaba compuesta por gelatina 1% a 38°C, con el fin de adherir la muestra en el portaobjeto.
Esta tira se puso flotando sobre la solucion de montaje. El corte se fue extendiendo
ligeramente, eliminandose las arrugas y pliegues debidos al corte, sin llegar a derretirse,
porque la temperatura de la gelatina no alcanza el punto de fusion de la parafina, que es de
60°C . Luego, con un portaobjetos se organizaron las muestras, de esta manera se obtuvo en

un mismo portaobjeto, varios cortes del mismo blogque o taco de inclusién.
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Figura 14. Preparacion de las muestras parar realizar los cortes histolégicos. A) tacos de parafina
fundida, B) Proceso de rehidratacién de las muestras, C) muestras coloreadas.

Finalmente se realizo la coloracion del corte para lo cual, previamente se elimind la parafina,
pasando las muestras tres veces por xilol, 15 min cada vez. Luego se procedié a rehidratar
las muestras con una serie decreciente de alcoholes. Se utiliz6 primero etanol absoluto,
luego etanol al 90%, etanol 70% y agua destilada, 5 min cada uno. Posteriormente los
portaobjetos con las muestras se colocaron en una solucion acuosa de safranina al 1% P/V
durante 2 h para tefiirlas. El siguiente paso fue lavar las muestras con agua destilada durante

3 min y luego se tifieron con una solucion acuosa de Fast Green al 0,5% P/V durante 1 miny
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se lavaron las muestras nuevamente con agua destilada durante 3 min. Finalmente, para
poner el cubreobjeto, previamente deshidratamos con etanol 96% 2 min y luego etanol
absoluto dos veces, 5 min cada vez. Se aclaré con xilol dos veces, 5 min cada vez y se pegd

el cubreobjeto con Balsamo de Canada.

Una vez se obtuvieron los cortes transversales de las raices (fig 14C), estos se observaron
con la ayuda de un microscopio marca NIKON SMZ100, con un aumento de 10X (Fig 15). Se
midieron tres variables, grosor de la epidermis, grosor del parénquima cortical y diametro de

las células que conforman el parénquima.

Figura 15.Cortes transversales de raices de papa. Aumento: 10X. A)Genotipo 43, B) Genotipo 100,
C)Genotipo 15, D)Genotipo galeras.
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3.3.3 Andlisis estadistico y confrontacién con datos de campo

Se realizaron analisis de varianza (ANOVA) para cada una de las variables evaluadas
(grosor de la epidermis, grosor del parénquima cortical y diametro de las células que
conforman el parénquima). Para determinar si existian diferencias entre los genotipos se
realizaron pruebas de comparacion de medias, con un nivel de significancia de 5% por el
método Student-Newman-Keuls (SNK). Ademas, se realizaron andlisis de varianza para
determinar si existian diferencias entre los genotipos agrupados por el color de la cascara del
tubérculo semilla y se realizaron comparaciones de medias por el método antes mencionado,
al mismo nivel de significancia. Posteriormente, se realizd un analisis de variables multiples
para correlacionar las variables cuantitativas con el valor estimado de la severidad en raices
de la sarna polvosa en campo y se ajustd un modelo de regresion logistica para la variable
independiente grosor del parénquima cortical, definiendo el valor de 0,03 como punto de
corte para hablar de alta o baja severidad, basado en un grafico de dispersion del valor
estimado de la severidad en raices * Parénquima cortical. Los datos de severidad, provienen
de 15 experimentos en campo, generados en un estudio paralelo del grupo de Mejoramiento
y Produccion de Especies Andinas y Tropicales, denominado “Evaluacion fenotipica y
genotipica de la Coleccién Colombiana de Solanum phureja por resistencia a Spongospora
subterranea”, usando la escala diagramatica para la evaluacion de las severidad de la sarna
polvosa en raices, Gonzalez et al. (2009). El andlisis estadistico se hizo con la ayuda del

programa STATGRAPHICS Centurion XV.I.
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3.4 Resultados y discusion

Al realizar el andlisis de varianzas de las variables para los genotipos individuales, se
encontraron diferencias significativas entre las accesiones (p<0,0001) en todos los casos
(Tabla 4).

Tabla 4. Resumen andlisis de varianzas simples para los atributos de raices evaluados en 51
genotipos de Solanum phureja.

Grosor de la epidermis 0,129 114,75 < 0.0001
Grosor del parénquima cortical 1,662 224,98 < 0.0001
Diametro de las células 0,088 170,78 < 0.0001
corticales

CME: Cuadrado medio del error

Cuando se analizaron los valores de la variables grosor de la epidermis se encontro que los
genotipos C43 y C100, resistentes a la sarna polvosa en raices en las pruebas de campo,
presentaron valores de 9,54 um y 10,28 um, superiores y estadisticamente diferentes a los
mostrados por los genotipos susceptibles (C13, C14, C15, C71 y Criolla). La variable grosor
del parénquima cortical, asociada con la severidad en campo, mostré valores superiores en
los genotipos resistentes en las pruebas de campo con valores promedio de 46,77 um para el
genotipo C43 y 57,63 um para el genotipo C100, mientras que los genotipos C13, C14, C15y
C71, presentan valores de 21,86; 26,33; 28,01 y 36,87 um, respectivamente. Esto contradice
la hipotesis que sostiene que los materiales con mayor tejido de almacenamiento, desarrollan
mas facilmente la enfermedad. EI mismo comportamiento se evidencié al evaluar la variable

diametro de células corticales (Fig 16).
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Atributos morfolégicos de raices en genotipos de Solanum phureja y su relacién con la respuesta al
ataque de la sarna polvosa (Spongospora subterranea f. sp. subterranea)
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Figura 16. Resumen de los atributos morfolégicos de las accesiones mas importantes y su
categorizacion de acuerdo con las pruebas en campo. Las Barras de color verde corresponde a los
genotipos resistentes en pruebas de campo (C43, C100), las barras azules, a los genotipos
moderadamente resistentes y las barras rojas corresponden a los genotipos susceptibles (C13,C14,

C71 y Colombia).
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Atributos morfolégicos de raices en genotipos de Solanum phureja y su relacién con la respuesta al
ataque de la sarna polvosa (Spongospora subterranea f. sp. subterranea)

Tabla 5. Resumen andlisis de varianzas simple para los atributos de raices evaluados en 51
genotipos de Solanum phureja, acuerdo con el color del tubérculo semilla.

Grosor de la epidermis 3,899 0,21 0,891
Grosor del parénquima cortical 88,064 1,89 0,144
Diametro de las células corticales 3,735 1,18 0,321

CME: Cuadrado medio del error

Al realizar el andlisis de varianzas con respecto al color de la cascara del tubérculo semilla,
no se encontraron diferencias significativas entre los grupos evaluados, ya que el valor p fue

mayor a 0,05 para todas las variables (Tabla 5).
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Figura 17. Grosor de la epidermis de raices de acuerdo con el color de la cascara y la forma de la
semilla. Medias con la misma letra no son significativas, segun la prueba de comparacion multiple S-
N-K (a = 0.05).
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Atributos morfolégicos de raices en genotipos de Solanum phureja y su relacién con la respuesta al
ataque de la sarna polvosa (Spongospora subterranea f. sp. subterranea)

Se encontr6 que el grosor de la epidermis de la raiz fue levemente mayor en raices
procedentes de tubérculos de color rojizo que en las raices procedentes de tubérculos de los
otros colores; pero estadisticamente no se encontraron diferencias significativas (Fig 17).
Las variables grosor del parénquima cortical y diametro de células corticales, tampoco

mostraron diferencias significativas entre los grupos (Fig 18 y 19).

Teniendo en cuenta que la hipotesis de que los materiales que presentan mayor
susceptibilidad en raices, poseen epidermis de menor grosor y parénquimas corticales
mayores que los materiales resistentes, o que permite la facil penetracion del patdogeno y la
posibilidad de una mayor espacio para su establecimiento y posterior diseminacion; los
datos de este experimento parecen confirmar en cierta medida las tesis de Nitzan et al.
(2008), Christ et al. (1988) y Miller (2001), quienes demostraron que tubérculos de cascara
rojiza son menos susceptibles a la enfermedad, pero son propensos a la infeccién de las

raices. Esta caracteristica podria explicarse por los atributos aqui evaluados.
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Atributos morfolégicos de raices en genotipos de

Solanum phureja y su relacién con la respuesta al

ataque de la sarna polvosa (Spongospora subterranea f. sp. subterranea)
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Figura 18. Grosor del parénquima cortical de raices de acuerdo con el color de la cascara y la forma
de la semilla. Medias con la misma letra no son significativas, segun la prueba de comparacién

multiple S-N-K (a = 0.05).
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Figura 19. Diametro de las células que conforman
la cascara y la forma de la semilla. Medias con la
de comparacion multiple S-N-K (a = 0.05).

el parénquima cortical, de acuerdo con el color de
misma letra no son significativas, segun la prueba

85



Atributos morfolégicos de raices en genotipos de Solanum phureja y su relacién con la respuesta al
ataque de la sarna polvosa (Spongospora subterranea f. sp. subterranea)

Tabla 6. Correlacion de Pearson entre las variables cuantitativas y el valor estimado de la severidad
en raices de la sarna polvosa en campo en 51 genotipos de Solanum phureja.

0,3227

El primer Valor debajo de cada variable hace referencia al porcentaje de correlacion, el segundo valor hace
referencia al nimero de genotipos evaluados y el tercer valor, hace referencia al valor p.

Al evaluar la correlacion entre las variables cuantitativas y el valor estimando de la severidad
en raices, se encontr0 que el grosor de la epidermis de la raiz esta fuertemente
correlacionado con el grosor del parénquima cortical y con el diametro de las células de dicho
parénquima, presentando valores p de 0,0226 y 0,0209 respectivamente. Se encontrd
ademas, una correlacion entre el diametro de las células y el grosor del parénquima cortical,

con un valor p < 0.0001, pero ninguna de las variables mostré estar correlacionada con la
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ataque de la sarna polvosa (Spongospora subterranea f. sp. subterranea)

severidad en raices (Tabla 6). Sin embargo, después dicotomizar los datos de severidad,
determinando como punto de corte el valor: 0,03; para definir valores superiores a este como
alta severidad e inferiores como baja severidad, se pudo ajustar un modelo de regresion
logistica estadisticamente significativa con un nivel de significancia de 5%, que demostro una
asociacion entre el parénquima cortical y el valor estimado de la severidad de la sarna

polvosa en raices, con un valor p de 0,0009.

Modelo:

exp(0.579393 - 0.0711624* Parénguima cortical )
1+exp(0.579393-0.0711624 * Parénguima cortical )

Severidad =

Thomson et al. (1987) pensaban que habia diferencias entre las variedades de papa, en la
resistencia a la infeccion primaria de los pelos de la raiz y en el desarrollo de zoosporangios
en los pelos radicales, sin embargo no hay informacién acerca de los atributos que confieren

dicha resistencia.

Hay algunas pruebas que indican que la resistencia a la enfermedad puede ser expresada
tanto en las raices y tubérculos (Schwarzel, 2002) pero parece que la resistencia de las
raices y tubérculos pueden estar bajo control genético independiente (Merz et al., 2004,
Merz et al., 2012). Harrison et al. (1997), afirman que algunos cultivares son mas
susceptibles al desarrollo de lesién en tubérculos que al desarrollo de agallas en raices y
viceversa. No estd claro qué regula la susceptibilidad de los pelos radicales o de los
tubérculos, asi como no son claras las causas del desarrollo de la sarna polvosa en

diferentes cultivares y cual es la conexién entre la lesién y el desarrollo de agallas en raices.
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ataque de la sarna polvosa (Spongospora subterranea f. sp. subterranea)

Un cultivar puede ser resistente al desarrollo de lesiones por sarna polvosa en el tubérculo,
pero puede ser susceptible a la formacion de agallas en raices. Los tubérculos pueden
aparecer asintomaticos, mientras que se desarrollan agallas en las raices, lo que resulta en

un aumento en la cantidad de in6culo de la sarna en el suelo.

Contrario a lo anterior, en un estudio de diez afios realizado por Falloon et al. (2003), donde
99 cultivares de papas fueron evaluados por resistencia a sarna polvosa, se encontré que
casi todos los cultivares que fueron "muy resistentes” al desarrollo de lesién en tubérculo y

también eran resistentes a la infeccion de las raices.

Poco se conoce acerca de los factores que determinan el reconocimiento del hospedero por
parte de S. subterranea f. sp. subteranea. De acuerdo con Navia y Garcia (2004), la
estimulacion por exudados radicales, parece ser un factor predisponente para la liberacion
diferencial de zoosporas primarias en respuesta a distintas variedades de tomate o diferentes
especies. Falloon et al. (2003) afirman que los quistosoros son estimulados por las raices y
germinan produciendo una zoospora primaria, que infecta a las células epidérmicas de las
raices, estolones o pelos radicales, donde se producen masas multinucleadas que originan

las zoosporas secundarias

En cuanto al mecanismo de infeccion de S. subterranea en raices, aun se desconoce el
mecanismo exacto del paso del plasmodio al interior de la célula vegetal, pero
Harrison et al. (1997) proponen que el estilete sea hueco y actle como una aguja
hipodérmica; o que el estilete no sea hueco y su Unica funcién sea abrir paso en la célula

vegetal; o que haya un paso directo de la “myxoameba” a través de la pared del hospedante.
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Después de entrar al pelo radical, el patégeno se convierte en un plasmodio multinucleado,

separado del hospedante por una membrana simple.
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Conclusiones

Las accesiones 43 y 100, resistentes en las pruebas de campo, presentaron densidades,
areas de lenticelas y porcentajes de penetracion menores que las accesiones susceptibles
(13, 14, 15, 71 y Colombia).

Las accesiones resistentes presentaron un grosor de la peridermis mayor que en las
accesiones susceptibles. Accesiones comerciales (Latina y Galeras) que presentan

tolerancia parcial.

Las accesiones 43 y 100, resistentes en las pruebas de campo, presentaron un grosor de
epidermis superior al que presentan las accesiones susceptibles, lo cual es deseable, pero
también presentaron un grosor del parénquima cortical y un diametro de las células que

forma dicho parénquima superior.

De los atributos morfolégicos de tubérculos evaluados, el area de lenticelas, la
penetrabilidad de lenticelas y el color de la cascara de los tubérculos, parecen estar

relacionados con la incidencia de la sarna polvosa en campo.

De los atributos morfologicos de raices evaluados, solo el grosor del parénquima cortical,

presenta algun tipo de asociacion con la severidad de la sarna polvosa en campo.

En necesario continuar con las investigaciones acerca de los factores que determinan la
resistencia a la sarna polvosa. Un aspecto a considerar en nuevas investigaciones debe ser

la existencia de una quimiotaxis en S. subterranea como respuesta a la exudacién de
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solutos a partir de lenticelas inmaduras y las raices, y al momento de la formacion de los

tubérculos que pueden actuar como atrayente para las zoosporas.
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