PRODUCCIÓN, VIABILIDAD Y CAPACIDAD DE INFECCIÓN DE LAS OOSPORAS DE Phytophthora infestans EN ECUADOR

Ricardo Oliva., Wilbert Flier,Cessare  Gessler  y Gregory Forbes.

Centro Internacional de la Papa (CIP, Quito), Plant Research International (PRI, Wageningen), Swiss Federal Institute of Technology (ETH, Zurich)

Ricardo Oliva
Estudiante de PhD.

Centro Internacional de la Papa (CIP)
Teléfono:593-2-2-690362/690363
Fax:593-2-2-692604
Email: r.oliva@cgiar.org
Palabras clave:  oosporas, viabilidad, reproducción sexual, Phytophthora infestans
Área temática: fitopatología

Resumen 

El Tizón Tardío de la papa es causado por el patógeno Phytophthora infestans, una especie heterotálica que necesita la presencia de dos tipos de apareamiento (A1 y A2) para el desarrollo estructuras sexuales y la formación de Oosporas. Estas esporas de origen sexual, proveen al patógeno de enormes ventajas en comparación al estado asexual de propagación: i) tienen resistencia mecánica, lo que les permite subsistir a condiciones ambientales extremas ii) son fuente de inóculo a largo plazo, ya que permanecen viables durante varios meses, iii) presentan alta variabilidad genética, por lo que puede generar nuevas cepas del patógeno con genotipos más agresivos.
Tomando en cuenta el potencial que tiene este tipo de estructuras reproductivas en la dinámica de la enfermedad, el objetivo de este trabajo es estudiar el comportamiento de las oosporas de P. infestans basándose en su producción, viabilidad y capacidad de infección. Bajo condiciones de laboratorio, se produjeron gran cantidad de oosporas en varias especies hospederas del patógeno luego de ser inoculadas con aislados A1 y A2. Para determinar la resistencia de las oosporas en condiciones ambientales se utilizó un método químico para estimar su viabilidad luego de 0, 6 y 13 meses bajo el suelo. La capacidad de infección en suelo fue estimada en base a la capacidad de las oosporas de producir lesiones en tubérculos emergentes. Las lesiones obtenidas fueron aisladas para determinar, en base a marcadores genéticos, si se trataba de genotipos híbridos.  A pesar que las tasas de viabilidad in vitro son muy bajas, son suficientes para producir poblaciones de origen sexual en la naturaleza. Estos datos preliminares sugieren que el patógeno no tiene ninguna barrera genética que le impida completar su ciclo sexual. El impacto de una eventual población sexual en los cultivos andinos así como la existencia de otras barreras reproductivas son puntos de discusión en este trabajo.

Introducción

Los cultivos solanáceos son un importante recurso para los agricultores en los Andes de Sudamérica. A demás de la papa (Solanum tuberosum) y el tomate (S. lycopersicum), que son los cultivos más representativos, otros cultivos del género Solanum se encuentran bien representados y usualmente coexisten en el agro ecosistema de papa y tomate (Forbes et al., 1997). En el Ecuador, estos cultivos se encuentran amenazados por el patógeno Phytophthora infestans que es el responsable de la enfermedad conocida como Tizón Tardío. Este patógeno no solo ataca a los cultivos de papa, tomate, pepino (S. muricatum), tomate de árbol (S. betaceum) y naranjilla (S. quitoense), sino que también se encuentra en las especies silvestres del género. Estudios recientes hechos en los Andes del Ecuador demuestran que el patógeno ataca a más de 18 especies (Adler et al., 2004).  Según estos autores, las poblaciones del patógeno se encuentran divididas en varios grupos genéticos, y que existe cierto grado de especificidad por hospedero

P. infestans es una especie heterotálica, bisexual y auto incompatible, que necesita la co-estimulación de dos tipos de apareamiento (A1 y A2) para el desarrollo estructuras sexuales y la formación de Oosporas. Estas esporas de origen sexual, proveen al patógeno de enormes ventajas en comparación al estado asexual de propagación: tienen resistencia mecánica, son fuente de inóculo a largo plazo y presentan alta variabilidad genética. 

Se ha demostrado que las oosporas de P. infestans pueden resistir condiciones ambientales desfavorables gracias a sus características morfológicas. La presencia de una pared celular gruesa permite soportar hasta menos 80°C sin perder completamente su viabilidad (Medina y Platt, 1999).  También se ha demostrado que las oosporas pueden permanecer infectivas después de períodos muy largos de tiempo. Pittis et al., 1994 estimaron que las oosporas producidas naturalmente podía cuasar infecciones luego de 24 meses de haber sido enterradas en el suelo. Estas características hacen que las oosporas sean una importante fuente de inóculo a largo plazo en regiones donde las condiciones ambientales son muy desfavorables entre cosechas.   

El incremento en la variabilidad genética producto de recombinación es otra ventaja relevante en el ciclo de vida del patógeno. La presencia de ambos tipos de apareamientos (A1 y A2) ha sido reportada en varios países de Europa y en Estados Unidos en los últimos años. En estos países donde hasta hace tiempo no existía el tipo de apareamiento A2, la reproducción del patógeno era evidentemente clonal. Hay mucha evidencia para pensar que la introducción del tipo A2 en Europa y Estados Unidos, permitió al patógeno reproducirse sexualmente y de esta manera incrementar su variabilidad genética (Goodwin et al., 1995). En estos países, el intercambio y recombinación de los factores de virulencia provocaron el aparecimiento de nuevas cepas del patógeno con genotipos más agresivos.

En nuestro país se ha reportado recientemente la presencia del tipo A2 en especies silvestres del grupo Anarichomenum (Ordóñez et al., 2000). Este hecho hace pensar que las poblaciones A2 pueden interactuar físicamente con en resto las poblaciones A1, lo que tendría un efecto muy importante en la dinámica de la enfermedad. Por tal motivo es importante estudiar el comportamiento sexual de las poblaciones para determinar si existe o no barreras reproductivas entre ambas poblaciones. Tomando en cuenta estos aspectos, el objetivo de este trabajo es estudiar el comportamiento de las oosporas de P. infestans basándose en su producción, viabilidad y capacidad de infección.
Materiales y métodos

Producción de oosporas en diferentes especies. Para determinar si las poblaciones A1 y A2 son capaces de interactuar en la naturaleza se seleccionó 8 especies hospederas para ser utilizadas: Solanum brevifolium, S. sodiroi, S. solisi, S. colombianum, S. caripense, S. regularifolium, S. lycopersicum y S. tuberosum var. Chata blanca y var. Superchola Los foliolos de cada una de estas especies fueron inoculados con los aislados A1(3163) y A2 (3361). Diez mililitros de una solución de esporangios (20 mil/ml) de ambos tipos de apareamiento fueron inoculados al mismo tiempo a una distancia de 3 cm. Los foliolos fueron almacenados en cámaras a 16°C durante dos semanas. Luego de ese tiempo las hojas fueron tratadas siguiendo el protocolo de Flier (2001) y revisadas bajo el microscopio.       

Resistencia a condiciones ambientales. Cuarenta y cinco cruces fueron producidos en medio nutritivo V8. Las oosporas fueron extraídas utilizando el método de Pittis & Shattock (1994). La viabilidad de estas oosporas fue determinada utilizando el método de Flier (2001). Aproximadamente 5000 oosporas de quince cruces fueron mezcladas con 10 gramos de sustrato previamente esterilizado. Las cajas petri fueron enterradas a 20 cm. del suelo. La viabilidad de las oosporas fue determinada a 0, 6 y 13 meses de haber sido enterradas.

Capacidad de infección. La capacidad de infección en suelo fue estimada en base a la capacidad de las oosporas de producir lesiones en tubérculos emergentes. El sustrato previamente esterilizado fue inoculado a tres diferentes concentraciones de oosporas (10, 500 y 1000 oosporas/ml). Tubérculos de S. tuberosum var Chata Blanca y  Superchola fueron sembrados en el sustrato infectado. A los 21 días de emergencia las plantas fueron incubadas en cámaras húmedas. Las lesiones provenientes de tallo fueron aisladas y caracterizadas con marcadores moleculares.
Resultados 

Producción de oosporas en diferentes especies. Gran cantidad de oosporas fueron producidas en el tejido vegetal. Los aislados A1 y A2 lograron producir oosporas en cinco de las ocho especies hospederas ensayadas. Dos variedades de papa (Chata Blanca y Superchola), una de tomate, y tres especies silvestres: S. sodiroi, S. brevifolium y S. solisi.  
Resistencia a condiciones ambientales. La viabilidad de oosporas de P. infestans variaron dependiendo del cruce y del tiempo. Los porcentajes de viabilidad de todos los cuarenta y cinco cruces fluctuaron entre 0.5 y 30%. En general el porcentaje de viabilidad de oosporas de P. infestans  disminuyó con el tiempo. Luego de 13 meses de permanecer bajo el suelo, la mayoría de oosporas perdieron su capacidad de germinación.

Capacidad de infección. 
Las oosporas producidas por aislados ecuatorianos de P. infestans tienen la capacidad de infectar tubérculos emergentes en el suelo. Un total de quince lesiones fueron obtenidas de tallos de la variedad Superchola y Chata Blanca. Ninguna lesión se obtuvo de plantas control ni de plantas que crecieron en sustrato con pocas oosporas. Las lesiones serán analizadas por medio de marcadores moleculares para determinar si se trata de verdaderos individuos híbridos, clones o para descartar contaminación del ambiente.

Discusión

En este trabajo se estudio la producción, viabilidad y capacidad de infección de las oosporas de P. infestans en Ecuador. Los datos preliminares sugieren que las poblaciones ecuatorianas del patógeno no poseen ninguna barrera genética que limite su reproducción.  Sin embargo, en la naturaleza puede existir otro tipo de barreras reproductivas que pueden estar influenciado la dinámica del patógeno e impidiendo que la reproducción sexual sea favorecida. 

P. infestans puede producir oosporas cuando dos individuos con distinto tipo de apareamiento interactúan físicamente o por la inducción de agentes químicos (Groves y Ristaino, 2000). Bajo condiciones controladas, se ha demostrado que aislados A1 y A2 son capaces de producir gran cantidad de oosporas en varios hospederos naturales del patógeno. Esto sugiere que puede existir en la naturaleza más de una especie hospedera que pueda albergar ambas poblaciones y permitir una interacción.  La tasa de viabilidad depende de la interacción específica de cada genotipo. 

Las oosporas son una fuente de inóculo a largo plazo ya que logran permanecer viables durante mucho tiempo. En este trabajo se encontró que las oosporas de P. infestans permanecen viables al menos 13 meses. Este valor aunque está por debajo de los valores reportados en la literatura (Medina y Platt, 1998) es mucho mayor al ciclo agrícola de vario cultivos solanáceos. A pesar que las tasas de viabilidad in vitro son relativamente bajas, son suficientes para producir poblaciones de origen sexual en la naturaleza.  La capacidad de infección de las oosporas de P. infestans será confirmada en los próximos meses.

Las ventajas que poseen las oosporas sexuales en comparación a las zoosporas asexuales son muy evidentes. El cambio de reproducción en la población sería suficiente para reformular las estrategias de control de la enfermedad. El impacto de una eventual población sexual implicaría un cambio sustancial en la dinámica de las poblaciones y por consiguiente una amenaza para los cultivos solanáceos andinos. 
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