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Resumen

Objetivo. Analizar histolégicamente las es-
tructuras de Spongospora subterranea (Wallr.)
Lagerh f. sp subterranea Tomlinson (Sss) locali-
zados en los tejidos radicales de plantas de papa
infectadas con este patégeno en condiciones con-
troladas de laboratorio en la Universidad Nacio-
nal de Colombia. Materiales y métodos. Se
realizaron inoculaciones con quistosoros de Sss
en solucion Hoagland en plantas hidropénicas
de papa var. Capiro, posterior a la inoculacién se
realiz6 la tincién de raices para observar estructu-
ras de infeccién tipicas del patégeno bajo micros-
copia. Resultados. Mediante la metodologia
propuesta se logré observar diferentes estructuras
de Sss, como plasmodios esporangiales, zoospo-
rangios, plasmodios esporogénicos y quistosoros.
Conclusién. A partir de las observaciones rea-
lizadas se logré identificar diferentes estados de
infeccién de Spongospora subterranea f. sp sub-

Abstract

Objective. Perform the histological analysis the
structures of Spongospora subterranea (Wallr.)
Lagerh f. sp subterraneca Tomlinson (Sss) lo-
cated in the root of potato plants infected with
this pathogen under controlled laboratory con-
ditions at the National University of Colombia.
Materials and Methods. Inoculations with
cystosors of Sss in Hoagland solution were per-
formed on hydroponic potato plants var. Capiro.
After inoculation, the root was stained to observe
typical infected structures of the pathogen under
microscopy. Results. Through the proposed
methodology it was possible to observe different
Sss structures such as sporangial plasmodia, zoo-
sporangia, sporogenic plasmodia, and cystosoros.
Conclusion. Based on the observations, it was
possible to identify different states of infection of
Spongospora subterranea f. sp subterranea and
the development of each one of the phases of the
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terranea y se verificé el desarrollo de cada una | pathogen’s life cycle in the root tissues of potato
de las fases del ciclo de vida del patégeno en los | var. Capiro was verified.

tejidos radicales de papa var. Capiro.
Keywords

Falabras clave Cystosori, hydroponics, plasmodia, scrab, zoos-

Hidroponia, plasmodio, quistosoros, rofia, | porangium.

zoosporangio.

Introduccién

La roha o sarna polvosa en el cultivo de papa (Solanum tuberosum L..), causada por
Spongospora subterranea (Wallr.) Lagerh f. sp subterranea Tomlinson (Sss), es una enfer-
medad ampliamente diseminada y mundialmente distribuida (CABI, 2022), que afecta
la calidad del tubérculo debido a la deformacién ocasionada por la presencia de lesiones
ronosas sobre la superficie de estos, las cuales disminuyen su calidad y comercializacién
como semilla y producto fresco o procesado (Falloon et al., 2016); también ocasiona aga-
llas en las raices, afectando el desarrollo normal y reduciendo los rendimientos cuando la
incidencia de la enfermedad es alta (Saavedra et al., 2004; Van de Graaf et al., 2007;
Merz y Falloon, 2008; Simango y van der Waals, 2017).

Sss es un Plasmodioforidio (clase Phytomyxea, orden Plasmodiophorida, familia
Plasmodiophoraceae, género Spongospora), que se caracteriza por tener divisién nuclear
cruciforme, plasmodio multinucleado, zoosporas biflageladas y formacién de esporas de
resistencia (Qu y Christ, 2004; Braselton, 2022). Sss sélo puede multiplicarse dentro de
tejidos vivos del hospedero debido a su naturaleza de parasito obligado (Merz y Falloon,
2008). Este patégeno sobrevive por muchos afos en el suelo en forma quiescente, como
quistes uninucleados o binucleados de pared gruesa, y resiste a condiciones adversas.
Las esporas de resistencia miden aproximadamente 4 mm de didmetro y se agrupan en
estructuras mas grandes denominadas quistosoros, que individualmente dan origen a las
zoosporas (Falloon et al., 2011).

Los quistosoros pueden sobrevivir por muchos afios en el suelo, después de ser
liberados de las raices, estolones o tubérculos semilla infectados (Shah et al, 2012; Merz
y Fallon, 2017), siendo éste el medio mas probable por el cual el patégeno se disemina
a través de la mayoria de las regiones productoras del mundo (Lucero, 1998; Falloon
etal.,2016).

El ciclo de vida de Sss se divide en dos fases: esporangial y esporogénica. En cada
una de las fases el proceso de infeccién inicia cuando una zoospora uninucleada, atraida
por los exudados de las raices se enquista sobre las células epidermales de las raices del
hospedero. [La zoospora produce una estructura tubular (Rohr) que contiene a la vez
una estructura en forma de lanza (Stachel), el contenido de la zoospora (incluyendo el
Rohr y el Stachel) pasa a una derivacién del cuerpo principal de la zoospora (Ilamado,
Adhesorium); una vez dentro del citoplasma celular, el contenido de la zoospora empieza
a crecer, el cual es caracterizado por divisiones nucleares cruciformes, dando origen a un
plasmodio multinucleado (con frecuencia uno por célula) (Merz, 2008; Falloon et al.,
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2011), el cual después se convierte en estructuras que contienen muchos zoosporangios
(esporangiosorus). Cada zoosporangio contiene tres o cuatro zooporas segundarias,
mismas que son descargadas a través de diferentes aperturas zoosporangiales y por poros
en la pared celular (Braselton, 2016).

Las condiciones que determinan la fase esporogénica o esporangial aiin son
desconocidas. La fase esporangial ocurre en células epidermales de las raices del hospedero
incluyendo los pelos radicales, donde numerosas zoosporas secundarias son formadas
en compartimentos dentro del zoosporangio de pared delgada, el cual se desarrolla de
plasmodios esporangiosoros multinucleados en las células epidermales de la raiz del
hospedero o pelos radicales. Las zoosporas secundarias biflageladas salen del hospedero
e inician nuevos ciclos de infeccion (Merz, 2008).

La fase esporogénica resulta después de las divisiones nucleares y escisién del
plasmodio esporogénico, generando hipertrofia e hiperplasia de los tejidos radicales
y desarrollando las esporas de resistencia agrupadas en quistosoros. Cada espora de
resistencia libera una zoospora primaria biflagelada heteroconte. Estas infecciones pueden
ocurrir en las células corticales de la raiz y en las células epidermales y subepidermales
del tubérculo (Braselton, 2022).

La comprensién del ciclo de vida de un patégeno, asi como realizar un diagnéstico
oportuno que permita la observacién de sus diferentes estructuras, contribuird en la
generacién de estrategias de manejo para mitigar las pérdidas que éste ocasiona en los
cultivos, por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue realizar el analisis histolégico de las
estructuras de Sss localizadas en los tejidos radicales de plantas hidropénicas de papa var
Capiro (Solanum tuberosum subsp. andigena) infectadas con este patégeno en condiciones
controladas de laboratorio.

Materiales y métodos

Este estudio se realiz6 en la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional de Co-
lombia sede Bogot4, a partir de plantas hidropénicas de papa variedad Capiro (Solanum
tuberosum subsp. andigena) e inoculadas con Spongospora subterranea f. sp subterranca.

Establecimiento de plantas de papa

Crecimientos apicales de plantas de papa provenientes de brotes, fueron sembrados en
cajas magenta en medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) (figura 1A), cuando las
plantas tuvieron tres semanas de crecimiento, fueron transferidas a cultivos hidropénicos,
los cuales consistieron en recipientes oscuros con tapa perforada. En cada perforacién
se coloco una planta sostenida en espuma (figura 1B). El recipiente contenia solucién
Hoagland (Hoagland y Arnon, 1938) y se mantuvieron en camara de crecimiento con un
fotoperiodo de 12 hluza 18 °C y 12 h oscuridad a 16 °C, con una intensidad luminica
mayor a 10000 Ix y una humedad relativa de 75% por siete dias.
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Figura 1

Plantas de papa variedad Capiro: A) Plantas in vitro previo a cultivo
hidropoénico. B) Cultivo hidropdnico de plantas

A B

Fotografias de Carol Liliana Puentes Diaz.

Preparacién de la suspensién de quistosoros desinfectados de Sss

Para la desinfeccién de los quistosoros se utiliz6 la metodologia de Asano et al. (1999) con
modificaciones. Se usaron agallas maduras de raices y pistulas en tubérculos, los cuales se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 10% durante 10 min. Las lesiones de los tubércu-
los fueron raspadas con cuchilla de bisturi, el raspado o agallas se maceraron levemente en
mortero con 50 mL de agua destilada estéril por tres minutos. El macerado se filtr6 en una
tela de gasa estéril doblada ocho veces, se centrifugé a 1 200 rpm durante cinco minutos.
Se decant6 y repiti6 la operacién cinco veces. La suspension de quistosoros fue preparada
con agua destilada estéril y ajustada a una concentracién de 1x107 esporas/mL. La sus-
pensién de esporas ajustada se centrifugé a 1 200 rpm por cinco minutos y el sobrenadante
se descarté. Ein una solucién de cloramina-T al 2% (p/v) se incorporé el precipitado por
20 min y luego se lavé tres veces en agua destilada estéril por centrifugacién cada vez. El
precipitado se colocé en una solucién antibiética de 1g/L. de sulfato de colistina, 1g/L. de
clorhidrato de vancomicina y 1g/L. de cefotaxima sédica en agua destilada, se incub6 a 25
°C por una noche. Pasado un dfa, la suspensién se centrifugé a 3000 rpm dos veces en
agua destilada esténl. Finalmente, esta solucién se mantuvo en cAmara de crecimiento bajo
las mismas condiciones que las plantas hidropénicas en solucién Hoagland.

Inoculacién de raices con Sss

Pasados los siete dias de incubacién en la cAmara de crecimiento, las plantas fueron
trasladadas a un nuevo recipiente que contenia la solucién de quistosoros mas la solucién
Hoagland por tres dias. Posteriormente, las raices fueron lavadas con agua destilada es-
téril y se trasladaron nuevamente a un recipiente con tinicamente solucién Hoagland por

36 dias (figura 2A).
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Tincién de raices inoculadas con Sss

La tincién de raices se realizé de acuerdo con la metodologia desarrollada por Phillips
y Hayman (1970). Se separaron las raices del tallo y se lavaron con abundante agua,
se clarificaron con solucién KOH al 10% a 60 °C por 10 min, y en seguida se lavaron
nuevamente con agua destila estéril en un tamiz para evitar pérdidas durante el enjuague.
Las raices se dejaron inmersas en una solucién de KOH al 10% y H,O, al 10% duran-
te 7 minutos, lavandolas nuevamente con agua destilada estéril. Enseguida las raices se
acidificaron en una solucién HCI 1N durante 10 min y se decantaron sin enjuagar las
raices. Por ltimo, se adicioné azul de tripano al 0.05% para realizar la tincién, posterior-
mente se lavaron y se dejaron en reposo por 12 h en agua destilada estéril para eliminar
el exceso de colorante (figura 2B). El almacenamiento se realizé en glicerol al 50% para
evitar la deshidratacién de los tejidos.

Figura 2
Plantas y tejido radical de papa var. Capiro en cultivo hidroponico:

A) Plantas de papa inoculadas en estado asintomatico. B) Raices de papa
posterior al proceso de tincion con sintomas de agallas

A B

Fotografias de Lizzete Dayana Romero Moya.

Observacién de raices infectadas con Sss

Las observaciones microscépicas del tejido radical se realizaron cada tres dias iniciando
al dia 10 después de inoculacién y hasta el dia 36. Para la observacién de las raices in-
fectadas se cortaron en segmentos de un centimetro y se montaron en laminas portaobjetos
cubriéndolas con laminillas. Se observaron en un microscopio 6ptico marca Carl Zeiss,
Ref. Axiostar plus en aumentos de 40 y 100x.

Resultados

LLa mayoria de las raices mostraron los sintomas caracteristicos de infeccién por Spongos-
pora ubterrdnea f. sp ubterrdanea permitiendo la observacién microscépica de las diferentes
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estructuras que representan el ciclo de vida del patégeno. Se pudo observar quistosoros
en el tejido radical agregados en estructuras denominadas agallas (figura 3A y 3B) en
estado de formacién y en estado maduro (figura 4).

Figura 3
Quistosoros desarrollados intracelularmente: A) Hipertrofia e hiperplasia de los
tejidos radicales (40X). B) Quistosoros intracelulares en tejido radicales sin agruparse

en agallas (40X)

Fotografias de Carol Liliana Puentes Diaz.

Figura 4

Fotografia de Lizzete Dayana Romero Moya.
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También se observé en los tejidos radicales, el plasmodio esporangial (figura 5) que
se desarrollé en los tejidos epidermales o en pelos radicales, el plasmodio multinucleado
esporangial condujo a la formacién del zoosporangio de paredes delgadas (figura 6).

Figura 5
Plasmodio esporangial (100X)

Fotograffa de Carol Liliana Puente Diaz.

Figura 6

Zoosporangio en proceso de formacién (100X)

F

Fotografia de Lizzete Dayana Romero Moya.
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Las zoosporas pueden desarrollarse en fase esporogénica o esporangial, de acuerdo con
el tejido que infecte, desarrollando diferentes estructuras, ya sean plasmodios esporangiales
que dan origen a un zoosporangio o plasmodios esporogénicos (figura 7) que dan lugar
a las esporas de resistencia (esporosoros).

Figura 7

Plasmodios esporogénicos (100X)

Fotografias de Carol Liliana Puentes Diaz.

Discusién

El diagnéstico fitopatolégico permite identificar el agente causal de una enfermedad, sien-
do la base para establecer un adecuado esquema de manejo (Restrepo y Vargas, 2007);
en este trabajo se implement6 una técnica de histologfa de raices de papa infectadas con
Spongospora subterranea f. sp subterrdnea que permite observar e identificar las estruc-
turas del patégeno en sus diferentes fases del ciclo de vida, lo cual puede ser implemen-
tado como una herramienta rapida de diagnéstico teniendo en cuenta que el organismo
en estudio es un parasito obligado.

Uno de los principales sintomas de la enfermedad rofia de la papa es la generacién
de agallas en las raices de las plantas (Falloon et al., 2016), esto se observé en el
presente estudio, ya que hubo formacién de estas estructuras en las raices inoculadas
con Spongospora subterranea f. sp subterranea, al observar a nivel microscépico dichas
formaciones, se determiné la generacién de quistosoros agregados que por su desarrollo
esporogénico, causan hiperplasia e hipertrofia de las células de los tejidos radicales,
de acuerdo con lo informado por Merz y Falloon (2008) y Braselton (2022). Segiin
Braselton (2022), las esporas de resistencia agrupadas en quistosoros se forman a partir
del plasmodio esporogénico, la morfologia de éstas es un caracter taxonémico importante
para la distincién de géneros (Falloon et al., 2016). Las esporas de resistencia germinan
produciendo las zoosporas primarias (Braselton, 2022), sin embargo, estas zoosporas
no fueron observadas en este estudio, ya que éstas se desarrollan en el medio debido a
estimulos propios de los tejidos de radicales de su hospedero.
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Aunque se logré observar estructuras de fase esporangial como la formacién del
plasmodio esporangial y el zoosporangio, lo cual concuerda con lo observado por Braselton
(2022), tampoco se logré observar la liberacién de zoosporas secundarias, ya que al igual
que las zoosporas primarias necesitan la presencia de los exudados de las raices de papa
(Amponsah et al., 2023). Las estructuras de cada una de las fases del ciclo de vida de Sss
observadas en este estudio se desarrollaron en los tejidos radicales epidermales de la raiz
(plasmodios esporangiales y zoosporangios) y en los tejidos corticales de esta (plasmodios
esporogénicos y quistosoros), corroborando asi lo informado por Braselton (2022).

La metodologia implementada en este trabajo puede ser 1til en el estudio de otros
patégenos de la familia Plasmodiophoraceae. Esta técnica permite la observacién del
proceso infectivo y de todas las estructuras que hacen parte del ciclo de vida del patégeno
en los tejidos del hospedante, por lo tanto, se convierte en la base para el correcto
diagnéstico fitopatolégico.

Conclusiones

A partir de las observaciones realizadas bajo microscopia de los tejidos de las muestras
de raiz de papa var. Capiro inoculadas con Sss, se logré identificar diferentes estados de
infeccién del patégeno, por lo tanto, la metodologia empleada permitié que este desarro-
llara diferentes estructuras de su ciclo de vida en tejidos radicales, tales como plasmodios
esporangiales, zoosporangios, plasmodios esporogénicos y quistosoros, finalizando en la
formacién de las agallas en raices.
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