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Resumen

El protista Spongospora subterranea es el patdgeno del suelo
causante de la sarna polvosa de la papa. Es un parasito obligado
que se reproduce en raices y tubérculos, donde produce grupos
de zoosporas enquistadas, quistosoros, los cuales pasan al suelo
para generar un nuevo ciclo infectivo. La prevencién de esta
enfermedad requiere identificar y cuantificar los quistosoros del
suelo. Con el propdsito de automatizar el proceso, fotografiamos
digitalmente quistosoros de diferentes cultivos bajo las mismas
condiciones, y caracterizamos su tamafo y forma como area y
circularidad con analisis de imagenes. El rango de area fue 1086-
2247 um?y el de circularidad fue 0.824-0.886. Con estos rangos
analizamos un numero creciente fotografias digitales (1-90) de
un mismo suelo con quistosoros (infectado) y sin ellos (control),
utilizando una rutina macro. El nimero de identificaciones resultd
lineal, positiva y significativamente (p<0.001) correlacionado con
el numero de fotografias analizadas tanto en el suelo infectado
(r*=0.996, y=1.679x) como en el control (r*=0.968, y=0.367x).
Las identificaciones en el suelo control infectado fueron cinco
veces menores y fueron sustraidas a las identificaciones del
suelo infectado para cada numero de fotografias analizadas.
Esta sustraccion resulté lineal (y=1.048x), positiva (1*=0.979) y
significativamente (p<0.001) correlacionada con el promedio de
quistosoros cuantificados visualmente en las mismas fotografias.
Los resultados muestran que los quistosoros del suelo pueden
ser cuantificados por analisis de imagenes. La automatizacion
independiza la precision de la cuantificacion de la experiencia y
habilidad de la persona que la realiza.

Palabras clave: cuantificacion automatica, estructuras de
resistencia, patégeno del suelo, papa, sarna polvosa.
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Abstract

The protist Spongospora subterranea is the soil-borne pathogen
that causes the powdery scab of potatoes. This obligate parasite
reproduces in roots and tubers, producing clusters of encysted
zoospores or cystosori. These cystosori move to the soil and
generate a new infective cycle. The prevention of this disease
requires identifying and quantifying cystosori in the soil. In this
study, cystosori from different crops were digitally photographed
under the same conditions, to automate the process. The images
were then analyzed to characterize their size and shape in terms
of area and circularity. The ranges of the area and circularity were
1086-2247 pm?* and 0.824-0.886, respectively. With these ranges,
an increasing number of digital photographs (1-90) of the same
soil with cystosori (infected) and without cystosori (control)
were analyzed using a macro routine to automate the process.
The number of identifications per photograph was linearly,
positively, and significantly (p<0.001) correlated with the number
of photographs analyzed in both the infected (*=0.996, y=1.679x)
and control (1*-0.968, y=0.367x) soils. However, the number of
identifications was five times higher in the infected soil. The
identifications of the control soil were subtracted from those
of the infected soil for each number of photographs analyzed.
This subtraction was linear (y=1.048x), positive (1*=0.979), and
significantly correlated (p<0.001) with the average number
of cystosori visually quantified in the same photographs. The
results show that it is possible to quantify soil cystosori using
image analysis. Automatization makes quantification accuracy
independent of the operator s experience and skill.

Keywords: automated quantification, potato; powdery scab;
resistance structure, soil pathogen.
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Introduccién

El protista Spongospora subterranea f. sp. Subterrdnea
(Wallr.) Lagerh. 1892 es el patogeno del suelo causante
de la sarna polvosa de la papa (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
[FAO], Grupo Técnico Intergubernamental del Suelo
[ITPS], Iniciativa Global sobre la Biodiversidad
del Suelo [GSBI], Convenio sobre la Diversidad
Bioldgica [CDB]y Comision Europea [CE], 2021). Esta
enfermedad afecta cosméticamente los tubérculos de
papa (Balendres et al., 2016) y reduce su produccion
(Gilchrist-Ramelli et al., 2009; Gilchrist-Ramelli et al.,
2011y Falloon etal., 2016). S. subterranea es un parasito
obligado que se reproduce en raices y tubérculos.
La reproducciéon resulta en conjuntos de zoosporas
enquistadas llamados quistosoros, los cuales
permanecen latentes en el suelo hasta tomar contacto
con el agua (Beltran-Sanchez et al., 2009; Balendres
et al., 2017). S. subterranea es un patogeno del suelo
porque sus zoosporas activas son reconocidas por
nadar con sus dos flagelos (Beltran-Sanchez et al.,
2009), lo cual sugiere que las esporas activas nadan
hasta encontrar raices y tubérculos donde comenzar
un nuevo ciclo infectivo.

La sarna polvosa es una enfermedad que requiere
de varias estrategias para ser superada, entre las
mas importantes estd la prevencién: cultivar papa
en suelos bien drenados y libres de quistosoros de
S. subterranea (Mesa et al., 2017; Strydom et al., 2024).
Para poder escoger suelos libres de S. subterranea es
necesario identificar y cuantificar los quistosoros de
los suelos destinados para el cultivo de papa.

Los quistosoros de S. subterranea, como toda
estructura bioldgica, presentan variabilidad en su
morfologia, esto condiciona su identificacion a
la experiencia y habilidad del operador (National
Academies of Sciences, Engineering, and Medicine
[NASEM], 2019). Independizar la presion, la
identificacion y cuantificacion de la persona que
las realiza requiere encontrar caracteristicas que
permitan automatizar el proceso por analisis de
imagenes (Schroeder et al., 2021). La cuantificacion
automatica de los quistosoros permitiria comparar
trabajos de diferentes autores y realizar una
evaluacion de los suelos de cultivo a gran escala.

Asi, el objetivo es este trabajo fue identificar
y cuantificar automaticamente quistosoros en
fotografias digitales.

Materiales y métodos

Los quistosoros de S. subterranea tienen una forma
esferoide o ligeramente ovoide al microscopio
electronico (Beltran-Sanchez et al., 2009). Al
microscopio 6ptico, con un aumento de 10x, los
quistosoros tienen la forma de una elipse con un
radio mayor de entre 20 y 31.1 um y un radio menor
de entre 15.5 y 24.9 pm (Jaramillo-Villegas et al.,
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2008y Falloon etal., 2011). Este tamafo y esta forma
han sido utilizados para reconocer y cuantificar los
quistosoros visualmente bajo el microscopio éptico
con un aumento de 10x (Pérez-Pérez et al., 2012) y
podrian resultar viables para identificar quistosoros.

El programa ImageJ fue creado para analizar
imagenes de estructuras biolodgicas, es publico y
de uso gratuito para investigacion (Schneider et al.,
2012); ImageJ transforma las fotografias digitales a
un formato que polariza la escala de grises (Gallagher,
2014). Sobre este formato se pueden caracterizar el
areayla circularidad de las estructuras biologicas, para
luego identificarlas y cuantificarlas automaticamente
utilizando una rutina macro (Ferreira y Rasband,
2012). Esta rutina fue evaluada en suelo con y sin
quistosoros para analizar la sensibilidad y selectividad
de la cuantificacién automatica, la cual fue finalmente
comparada con el conteo visual.

Obtencién de quistosoros

Las suspensiones de quistosoros fueron realizadas
segun Pérez-Pérez et al. (2012), utilizando quistosoros
obtenidos de raices de papa Solanum tuberosum
infectadas con Spongospora subterranea en diferentes
cultivos. Las raices infectadas fueron deshidratadas
durante 15 dias en desecador, para luego ser
mezcladas con 11de agua de red y maceradas en una
licuadora de cocina hasta lograr una suspension de
aspecto homogéneo. Esta suspension fue guardada
para caracterizar los rangos de area, la circularidad
de los quistosoros y para luego mezclarla con suelo.

Preparacién de suspensiones de suelo
con y sin quistosoros

Se recolect6 suelo de un lote donde nunca se cultivod
papa. El suelo recolectado fue secado en un horno
a 60 °C durante 30 horas y triturado con un rodillo
de madera para homogenizarlo. Finalmente, 300 gr.
del suelo seco y homogenizado se mezclaron con un
1 mL de la suspension de quistosoros para formar el
suelo infectado, o con un 1 mL de agua de red para
formar el suelo control. Ambos suelos se tamizaron
mecanicamente (Rotav, WS Tyler, EE. UU.), utilizando
sucesivamente mallas de 500, 250 y 53 pm de poro.
El tamizado comenzo con el suelo control para evitar
contaminacion. Los tamizados de la malla de 53 um
fueron almacenados por separado en desecador. Al
momento del analisis, se prepararon suspensiones
mezclando un gramo del tamizado de cada tipo de
suelo con 10 mL de agua de red en tubos plasticos
de 15 mL con tapa hermética.

Obtencion de imagenes digitales de
los suelos

Alicuotas de 20 pL de cada una de las suspensiones
fueron colocadas en una cdmara de Neubauer. Antes
de tomar las alicuotas, cada tubo se giré 180° en tres
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oportunidades para homogenizar la suspension. Una
vez colocada la alicuota en la cdmara de Neubauer, los
cuadrados grandes de la caAmara fueron fotografiados
con un objetivo (10x) de un microscopio 6ptico
(Eclipse E200, Nikon, Japon) equipado con camara
digital (Digital Sight DS-Fil, Nikon, Japo6n). Se
tomaron en total 90 fotografias de cada suspension.

Andlisis de las imagenes de los suelos

Las fotografias digitales fueron analizadas mediante
el programa ImageJ (Schneider et al., 2012), siguiendo
su manual (Ferreira y Rasband, 2012). Primero, se
fijo la escala de conversion de pixeles a pm con
el comando Set Scale, y se utilizaron los pixeles
correspondientes a los 250 pum que miden los lados
de los cuadrados grandes de la camara de Neubauer.
La escala resultante fue 1.045 pixeles por pm.

Segundo, se caracteriz6 el rea y la circularidad
de 81 quistosoros extraidos de las raices de papa
infectadas. Las fotografias en formato jpg que
muestra la Figura 1A se pasaron a un formato 8-bit
con el comando Type (Figura 1B). El formato 8-bit
contrasta los objetos en la fotografia con una escala
de 255 grises, las estructuras cercanas al negro (255)
contrastan contra el blanco (0) del fondo (Ferreira y
Rasband, 2012). Este contraste de grises se polarizo

en una imagen blanco y negro con el comando Auto
(Figura 1C). La identificacién de cada quistosoro se
realiz6 con el comando Wand Tool. El comando Measure
midi6 automaticamente el area y la circularidad
de cada quistosoro identificado (Figura 1D). Este
comando también reporta los valores de area y
circularidad medidas en una planilla de calculo. Los
rangos de area y circularidad se determinaron con
el mayor y menor valor de estas variables. Estos
rangos se graficaron en diagramas de cajas y bigotes,
e histogramas, utilizando una rutina en lenguaje R
(https://www.r-project.org/).

Finalmente, se gener6 una rutina macro utilizando
el comando Record. La rutina automatizé el uso de
los comandos descritos arriba, a los cuales se les
sumo Analyze particle, que realizdé automaticamente
las identificaciones utilizando los rangos de area y
la circularidad.

El comando Macro aplico la rutina de analisis de
imagenes a las fotografias digitales de las suspensiones
de suelo con y sin quistosoros.

El nimero de identificaciones realizadas
automaticamente con la rutina se correlacionaron
con el niumero de fotografias digitales utilizando una
rutina en lenguaje R.
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Figura 1. Procesamiento de la fotografia digital para el anélisis de imagenes.

Nota. Fotografia original (A) convertida a un formato 8-bit (B), aplicacién del comando Threshold para maximizar los contrastes de grises (C) e identificacion
automdtica utilizando los rangos de area y circularidad con el comando Analyze particle (D). Threshold y Analyze particle son comandos del programa de uso

publico ImageJ (Schneider et al., 2012).
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Conteo visual

Se realizaron conteos visuales, de acuerdo con
Pérez-Pérez et al. (2012), en las mismas fotografias
en las cuales se realiz6 el analisis de imagenes con
la rutina de ImageJ arriba descrita. Se realizaron
tres conteos independientes de cada fotografia. El
promedio de estos conteos se correlacion6 con las
identificaciones realizadas por la rutina de analisis de
imagenes en el suelo infectado, luego de sustraer las
identificaciones realizadas en el suelo control. Esta
correlacion también se realizo6 utilizando una rutina
en lenguaje R.

Resultados

Caracterizacion del area y circularidad

El menor valor de area de los quistosoros fue
1086 pm?y el mayor valor fue 2247 pm? (Tabla 1),
determinado el rango de area que se utiliz6 en la
rutina de analisis de imagenes. La mediana del area
result6 25.5 % mayor que el menor valor y un 11 %
mayor que el primer cuartil (Tabla 1). También, la
mediana resulté un 14 % menor al tercer cuartil y
un 35 % menor al mayor valor (Tabla 1). El diagrama
de caja y bigotes muestra que la mayoria de los
quistosoros fueron menores a 1750 pm? (Figura 2A).
El histograma de 30 intervalos muestra que la mayoria
de los quistosoros se concentra en los 15 menores
intervalos. Los quistosoros con un area mayor a
2000 pm?fueron los mas escasos (Figura 2B).

El menor valor de circularidad de los quistosoros
fue 0.824 y el mayor valor fue 0.886 (Tabla 1),
determinando el rango de circularidad que se utilizo
para identificar los quistosoros. La mediana de
circularidad resultd un 3.4 % mayor que el menor
valor y un 1.3 % mayor que el primer cuartil (Tabla
1). También, la mediana resulté un 1 % menor que
al tercer cuartil y un 3.7 % menor al mayor valor
(Tabla 1). El diagrama de caja y bigotes muestra que
la mayoria de los quistosoros resultaron con una
circularidad dentro del intervalo comprendido por
0.84 y 0.86 (Figura 2C). El histograma muestra que
los intervalos intermedios resultaron con el mayor
numero de quistosoros, la mayoria de los quistosoros
tuvo un valor de circularidad similar (Figura 2D).

Andlisis de imagenes

Los rangos de area y circularidad se utilizaron en
una rutina en ImageJ para realizar identificaciones
automaticas. Las identificaciones resultaron positiva
y significativamente (p<0.001) correlacionadas con
el incremento de las fotografias digitales analizadas
tanto en el suelo infectado como en el suelo control
(Figura 3A). Las ecuaciones de regresion lineal estan
representadas en los graficos con la linea puntuada
(Figura 3), su pendiente fue 4.57 veces mayor para el
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suelo infectado con respecto al suelo control (Figura
3A). En total, se realizaron 149 identificaciones en
el suelo infectado y 31 identificaciones en el suelo
control.

Las identificaciones en el suelo control fueron
sustraidas de las identificaciones en el suelo infectado
para cada numero de fotografias analizadas. El
resultado de estas sustracciones resulté lineal,
positiva y significativamente (p<0.001) correlacionado
con el promedio de las identificaciones de un conteo
visual para cada numero de fotografias analizadas
(Figura 3B).

Discusion
El analisis de imagenes pudo identificar quistosoros
y cuantificarlos en el suelo infectado. El analisis de
imagenes es automatico, el cual supera los problemas
de reproducibilidad o precisién de la cuantificacion
visual (NASEM, 2019). La independencia del operador
permitiria comparar cuantificaciones reportadas por
diferentes autores, aunque la necesidad de un suelo
control puede limitar la aplicacion generalizada del
método de anilisis de imagenes. Esta necesidad
se debe a la exigencia de estructuras en el suelo

con un tamano y forma similares a los quistosoros
caracterizados (Figura 3).

La caracterizacion de los quistosoros se realizo
mediante el tamano y la forma, las cuales, en el
programa ImageJ, se analizan como area y circularidad
(Ferreira y Rasband, 2012). La literatura reporta radios
de quistosoros recolectados en cultivos en Colombia
(Jaramillo-Villegas et al., 2008) y a lo largo del mundo
(Falloon et al., 2011). Estos radios permiten calcular
el area utilizando la formula del area de la elipse, la
cual multiplica el radio mayor por el radio menor y
por m (https://en.wikipedia.org/wiki/Area). El rango
de area resultante (1048-2412 pm?) contiene, para
Falloon et al. (2011), el rango de Jaramillo-Villegas et
al. (2008) y el medido en el presente trabajo (Tabla 1).

La circularidad resulta de multiplicar el area por
4, y dividir el resultado de esta multiplicacion por el
cuadrado del perimetro. El valor uno de circularidad
corresponde a un circulo y el 0.5 a un rectangulo,
la forma eliptica se encuentra en el medio de este
intervalo (Ferreira y Rasband, 2012). En el presente

Tabla 1. Area y circularidad de los quistosoros

Area (um?) Circularidad
Valor minimo 1086 0.824
1 Cuartil 1297 0.842
Mediana 1458 0.853
3¢ Cuartil 1697 0.862
Valor Méaximo 2247 0.886

Nota. La tabla muestra la distribucién de los valores de drea y circularidad
de los quistosoros, sus valores extremos y sus cuartiles.
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Figura 2. Rangos de drea y circularidad de quistosoros de S. subterranea.

Nota. Los diagramas de cajas y bigotes (A y C) y los histogramas (B y D) muestran la distribucion de los valores area (um?) y circularidad de los 81 quistosoros
extraidos de diferentes cultivos. Los histogramas muestran el nimero de quistosoros distribuidos en 30 por intervalos de area y circularidad. En los diagramas
de cajas y bigotes, el extremo menor de la caja corresponde al primer cuartil, la linea en negrita dentro de la caja representa a la mediana y el extremo mayor
de la caja representa al tercer cuartil. Los extremos menores y mayores de los bigotes corresponden al menor y al mayor valor, respectivamente.
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Nota. La figura 3A muestra la correlacién positiva y significativa (p<0.001) entre el nimero de identificaciones (y) y el aumento en las fotografias digitales (x)
en el suelo con quistosoros (circulos blancos) y en el suelo control (circulos negros). EL coeficiente de correlacion (r?) fue 0.996 para el suelo infectadoy 0.971
para el suelo control. La linea punteada representa la regresion lineal, cuya ecuacién fue y=1.679x para el suelo infectado e y=0.367x para el suelo control. La
figura B muestra una correlacion positiva y significativa (p<0.001) entre el nimero de quistosoros cuantificados con analisis de imagenes mediante la rutina
macro (y) y el nimero promedio de quistosoros cuantificados visualmente (x) en las mismas fotografias. La ecuacion de regresion, linea punteada, result6
y=1.048x y el coeficiente de correlacién (r?) fue 0.983.
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trabajo, la circularidad de los quistosoros resulto
entre 0.82 y 0.89 (Figura 2), una forma eliptica mas
cercana al circulo que al rectdngulo. La forma circular
eliptica ha sido previamente reportada por Jaramillo-
Villegas et al. (2008), Beltran-Sanchez et al. (2009) y
Falloon et al. (2011).

La bibliografia también menciona un color ocre
caracteristico de los quistosoros (Falloon et al., 2011).
Sin embargo, en el presente trabajo, estructuras con
el rea y circularidad caracterizada para quistosoros
presentaron una tonalidad oscura, y, por el contrario,
estructuras de color ocre no presentaban el area, ni
la circularidad de los quistosoros (Figura 1). Estas
observaciones se realizaron con quistosoros en
muestras de suelo, donde el color de los quistosoros
es dificil de distinguir.

El andlisis de imagenes realiz6 identificaciones en
el suelo control porque existen estructuras de areay
circularidad contenidas en los rangos caracterizados
para los quistosoros (Tabla 1). Estas identificaciones
no parecen ser el resultado de una contaminacion,
porque su sustraccion se correlaciond con el
conteo visual (Figura 3B). Ademas, a diferencia de
los quistosoros, las estructuras del suelo control
no presentaron las formas esféricas mas extremas,
particularmente las cercanas al circulo (Figura 4Ay C).
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La circularidad de los quistosoros presentd un
rango proporcionalmente mucho mas estrecho que
el presentado por el area (Tabla 1 y Figura 2), esto
sugiere que la mayoria de los quistosoros tienen
una forma eliptica similar, siendo una forma mas
caracteristica que el tamano. Sin embargo, la Figura
4 muestra que los rangos de area y circularidad de las
estructuras del suelo control estan contenidas por los
rangos de los quistosoros, aun en las de circularidad,
esto indica que no se pueden refinar los rangos sin
perder capacidad de deteccion.

Las estructuras del suelo con tamafo y forma
similar a los quistosoros parecen estar presentes
en el suelo en una baja proporcién porque se
incrementaron con el aumento de fotografias
analizadas con una tasa 4.57 veces menor que la
de los quistosoros (Figura 3A), esto indica que su
influencia en las cuantificaciones disminuye con
el aumento de los quistosoros en el suelo. El suelo
control es realmente util para evaluar suelos con bajas
concentraciones de quistosoros.

La necesidad de suelo control a bajas
concentraciones de quistosoros se podria evitar
procesando las muestras antes de realizar las
fotografias digitales, buscando separar las estructuras
en el suelo control y los quistosoros. Las diferencias
de densidad podrian ofrecer una alternativa, aunque
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Figura 4. Area y circularidad en las identificaciones realizadas por anlisis de imagenes.

Nota. Los histogramas muestran el nimero de identificaciones por rango de circularidad (A) y drea (B) en el suelo infectado (barras claras) y en el suelo control
(barras oscuras). El grafico C muestra la dispersion de las identificaciones por sus valores de area y circularidad en el suelo infectado (circulos claros) y en el

suelo control (circulos oscuros).
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no se podria utilizar el tiempo que tarda la suspension
en precipitar, ya que podriamos perder quistosoros
por la activaciéon de las zoosporas que los forman
(Beltran-Sanchez et al., 2009). Alternativamente,
se podria evitar invertir el tubo con la suspension
de suelo; las estructuras con densidad similar a la
del agua tenderian a permanecer en suspension
independientemente de la inversion del tubo.
También se podrian centrifugar las muestras a
diferentes intensidades y analizar los precipitados.

Futuros trabajos deberian investigar si las
estructuras observadas en el control estan asociadas
al tipo de suelo utilizado, para esto se deben
cuantificar los quistosoros en distintos tipos de
suelos por analisis de imagenes.

Conclusiones

La caracterizacion de los quistosoros por area y
circularidad coincidi6 con los datos de la literatura.
La rutina de analisis de imagenes realizada con
los rangos de area y circularidad fue sensible para
identificar quistosoros en suelo. Sin embargo,
existen estructuras en el suelo con area y circularidad
similares a los quistosoros. Esto se pudo solucionar
sustrayendo las identificaciones del suelo control a
las identificaciones del suelo infestado. El resultado
fue 6ptimo, mostrando que el analisis de imagenes
es capaz de cuantificar quistosoros del suelo. Esto es
muy relevante porque independiza la precisiéon de
las cuantificaciones de la experiencia y habilidad del
operador, lo cual permitiria en un futuro comparar
las cuantificaciones de diferentes autores con un
alto grado de confianza; sin embargo, la necesidad
de suelo control puede limitar la aplicacion de este
método. Futuros trabajos deberan enfocarse en
aumentar la especificidad de la metodologia para
posibilitar su aplicacién aun a muestras que carezcan
de suelo control.
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