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Resumen

El tizon tardio de la patata, causado por el patégeno Phytophthora infestans, es una enfermedad grave
en muchas partes del mundo, entre ellas México. En el presente trabajo se obtuvo progenie monospé-
rica a partir de zoosporas individuales obtenidas de los aislamientos homotalicos y cada uno de los ais-
lamientos monospéricos fue enfrentado con los aislados de referencia J104 (A1) y J204 (A2) para de-
terminar su tipo de apareamiento. Se observé que el 56% de la progenie monospdrica (zoosporas) de
los aislamientos homotalicos de Phytophthora infestans fue homotalica. No se encontré descendencia
del tipo de apareamiento A1A2, cuya caracteristica es producir oosporas al ser enfrentado con los ti-
pos de apareamiento A1y A2 pero no es capaz de producir oosporas por si solo. Los seis aislamientos
homotalicos produjeron una proporcién 1:1 en los tipos de apareamiento A1y A2. La capacidad que
presentan los aislamientos homotalicos de P. infestans para producir progenie homotélica a través de
zoosporas hace que aumente rapidamente el tamafio de la poblacion homotalica en el cultivo, y per-
mite propagarse a parcelas vecinas, y asi aumentar la fuente de inéculo del tizéon tardio. El nimero de
oosporas en los cruzamientos entre los aislamientos homotalicos y los heterotalicos del tipo A1 fue 1,8
veces mayor que el nUmero de oosporas producidas en los cruzamientos estrictamente heterotalicos (A1
x A2). Lo anterior indica que las poblaciones de P. infestans con homotalicos probablemente producen
mayor cantidad de oosporas que una poblacién donde sélo se encuentran cepas heterotalicas y au-
mentan la probabilidad de que ocurra la reproduccién sexual en campo con lo cual se generan geno-
tipos recombinantes que son mas patogénicos.
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Abstract
Capacity production of homothallic progeny and oospores by homothallic isolates of Phytophthora
infestans

Potato or late blight, caused by the patogen Phytophthora infestans is an important disease worldwide,
and in Mexico too. In the present work monosporic progeny was obtained from single zoospores ob-
tained from homothallic isolates and each of the single-spore isolates was met with reference isolates
J104 (A1) and J204 (A2) to determine their mating type. We found that 56% of the progeny monosporic
(zoospores) of homothallic isolates of Phytophthora infestans were homothallic. No progeny of A1A2
mating type was found whose characteristic is to produce oospores when faced with mating types A1
and A2, but is not able to produce oospores alone. Six homothallic isolates produced a 1:1 ratio in the
mating types A1 and A2. The ability of the homothallic isolates of P. infestans to produce homothallic
progeny through zoospores causes a quickly increase in the size of the population homothallic in the
crop, allowing spreading to neighboring plots and thus increase the inoculum source of late blight. The
number of oospores in crosses between homothallic isolates and heterothallic type A1 was 1.8 times
greater than the number of oospores strictly produced in heterothallic crosses (A1 x A2). This indicates
that populations of P. infestans probably produce a greater amount of homothallic oospores than a pop-
ulation where only heterothallic strains are found and increase the probability of sexual reproduction
occurs in field and generate recombinant genotypes that are more pathogenic.

Key words: Homothallic, oospore, progeny.

e wald y Flier, 2005). Existen dos sistemas de

apareamiento en los omicetes, denominados
homotalico y heterotalico. Los aislamientos
homotalicos son capaces de llevar a cabo la re-
produccion sexual en un solo talo, mientras
que los heterotalicos requieren la interacciéon
de ambos tipos de apareamiento, denomina-
dos A1y A2 (Judelson, 2009). Los aislamientos
homotalicos son capaces de producir oosporas
por si solos, y tienen la capacidad de actuar
como A1y A2 en los enfrentamientos hete-
rotalicos (Guo et al., 2010; Han et al., 2013;
Alarcon-Rodriguez et al., 2013.). La reproduc-
cion asexual a partir de zoosporas le permite
a P infestans una rapida propagacion en el te-
jido de la planta, asi como hacia nuevas plan-
tas y parcelas vecinas (Fry 2008; Hu et al., 2012;
Kalischuk et al., 2012).

El mildiu o tizén tardio, enfermedad de la pa-
tata causada por el patégeno Phytophthora
infestans (Fry y Goodwin, 1997), ocasiona pér-
didas econémicas aproximadas a 6700 millo-
nes de dolares anuales en todo el mundo (Ha-
verkort et al., 2008). Phytophthora infestans se
reproduce de manera asexual (mediante la
produccién de esporangios y zoosporas, y
fragmentacién de micelio) y sexual (mediante
la produccion de oosporas). Se ha observado
que las cepas de P. infestans colectadas en el
Valle de Toluca son genéticamente diversas
(Grunwald et al., 2001), donde la reproduccion
sexual juega un papel importante via la pro-
duccion de oosporas, las cuales son capaces de
sobrevivir en el suelo por afos, resistiendo
condiciones ambientales adversas y mejoran la

aptitud del patégeno al generar genotipos
recombinantes que pueden ser mas patogé-
nicos (Gavino et al., 2000). En muchos agroe-
cosistemas, las oosporas germinan al inicio de
una temporada, lo cual representa el inéculo
inicial para las epidemias en los cultivos (Grin-

El objetivo del presente trabajo fue deter-
minar el porcentaje de progenie homotalica
que pueden producir los aislados homotali-
cos a partir de zoosporas individuales, y su ca-
pacidad de producir oosporas por si solos y al
ser enfrentados con aislados heterotalicos.
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Material y métodos
Origen de los aislamientos

Los aislamientos de Phytophthora infestans
utilizados en este estudio (Tabla 1) fueron
obtenidos de follaje infectado de cultivos co-
merciales de patata (Solanum tuberosum)
del Municipio de Zinacantepec (México).

Tabla 1. Cédigo y tipo de apareamiento de los
aislamientos de Phytophthora infestans
utilizados en el estudio
Table 1. Code and mating type of the
Phytophthora infestans isolates used in the study

Aislamiento Tipo de apareamiento
RT1 Homotalico
LPT3 Homotalico
RR1 Homotalico
LPT2 Homotalico
LP5 Homotalico
LP2 Homotalico
LPT6 Al

BV2 A1

LP4 A1l

LP3 A1l

RR2 Al

LPT4 A1l

LP1 A1l

BV1 A1l

BVT2 Al

LPT1 A2

LPT5 A2

BVT3 A2

BVT1 A2

RT2 A2
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Produccion de progenie asexual

Se obtuvo progenie monospérica a partir de
zoosporas individuales obtenidas de los aisla-
mientos homotalicos siguiendo la metodolo-
gia de Han et al., (2013). Los esporangios fue-
ron desprendidos de la superficie del micelio
por adicion de 10 ml de agua estéril a cada
placa Petri con el aislamiento homotalico de
10 dias de edad de P, infestans crecido en me-
dio de cultivo agar-jugo V8 con centeno (agar
marca “BDBioxon”, jugo V8 marca “Herdez").
Las zoosporas fueron obtenidas por exposicion
de la suspensiéon de esporangios a estrés tér-
mico durante dos horas a 4°Cy posterior trans-
ferencia a temperatura ambiente durante 30
minutos. La suspension de esporas se homo-
geneizo por agitacion mecanica durante 30 se-
gundos. Un ml de la concentracién homogé-
nea de zoosporas se deposité en cada placa
Petri con medio de cultivo agar-jugo V8 con
centeno. Las placas Petri fueron incubadas du-
rante 30 horas a 17°C para inducir la germi-
nacion de las zoosporas (incubadora marca
“Novatech”), las cuales fueron transferidas in-
dividualmente a medio de cultivo agar-jugo
V8 con centeno para su germinacion.

Determinacion de tipo de apareamiento
de la progenie

Se determiné el tipo de apareamiento de la
progenie monosporica siguiendo la meto-
dologia descrita por Erwin y Ribeiro (1996).
Cada uno de los aislamientos monospéricos
fue enfrentado con los aislados de referen-
cia J104 (A1) y J204 (A2), que fueron pro-
porcionados por la Universidad Michoacana
de San Nicolas de Hidalgo (México) para de-
terminar su tipo de apareamiento. Los aisla-
mientos que produjeron oosporas con am-
bos tipos de apareamiento (A1y A2) fueron
cultivados por si solos para comprobar su
capacidad de producir oosporas por si mis-
mos. Los enfrentamientos se realizaron bajo
temperatura de 15°C y en oscuridad (incu-
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badora marca “Novatech”), utilizando medio
de cultivo agar-jugo V8 con centeno (agar
marca “BDBioxon”, jugo V8 marca “Herdez").
A partir del tercer dia de contacto entre los
aislamientos de referencia y la progenie, se
realizaron observaciones diarias hasta que se
encontraron érganos sexuales (oogonios y
anteridios anfiginos) y oosporas. Los aisla-
mientos que sélo produjeron estructuras se-
xuales y oosporas al ser enfrentados con el
aislado de referencia J104 (A1) fueron deter-
minados como tipo de apareamiento A2, y los
que solo produjeron estructuras sexuales y 0os-
poras al ser enfrentados con el aislado de re-
ferencia J204 (A2) fueron determinados como
tipo de apareamiento A1. Los aislamientos que
produjeron oosporas con ambos tipos de apa-
reamiento (A1y A2)y por si solos, fueron de-
terminados como homotaélicos (Guo et al.,
2010; Han et al., 2013). Como ensayos control
se realizd la prueba de cultivar solos los ais-
lados heterotdlicos y el enfrentamiento entre
los aislados de referencia A1y A2.

Enfrentamientos para la produccion
de oosporas

Los enfrentamientos se realizaron bajo la
metodologia descrita por Erwin y Ribeiro
(1996). Discos de micelio (5 mm de didmetro)
de los aislamientos de Phytophthora infes-
tans (Tabla 1) fueron enfrentados por sepa-
rado con discos de micelio (5 mm de didame-
tro) de los aislados de referencia J104 (A1) y
J204 (A2) y de los aislamientos BV2 (A1) y
LPT5 (A2) en placas Petri (9 cm de didametro)
con medio de cultivo agar-jugo V8 con cen-
teno. Los seis aislamientos homotalicos fue-
ron enfrentados con los aislados de referen-
cia J104 y J204 del tipo de apareamiento A1
y A2 respectivamente, y con los aislados BV2
(A1) y LPT5 (A2). Los nueve aislamientos he-
terotalicos del tipo de apareamiento A1 fue-
ron enfrentados con el aislado de referencia
J204 del tipo de apareamiento A2 y con el
aislado LPT5 (A2). Los cinco aislados hetero-
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talicos del tipo de apareamiento A2 fueron
enfrentados con el aislado de referencia J104
del tipo de apareamiento A1y con el aislado
BV2 (A1). Los ensayos para evaluar la pro-
duccién de oosporas fueron realizados bajo
las mismas condiciones que la prueba de de-
terminacion de tipo de apareamiento. Como
controles se realiz6 la prueba de cultivar so-
los los aislados heterotélicos y el enfrenta-
miento entre los aislados de referencia J104
(A1) y J204 (A2).

Los aislamientos BV2 (A1) y LPT5 (A2) fueron
seleccionados al azar para evaluar si existia di-
ferencia en la cantidad de oosporas produci-
das en los enfrentamientos entre los aisla-
mientos a estudiar y los aislados de referencia.
Se hizo una sola repeticién de los enfrenta-
mientos ya que se observé que el nUmero de
oosporas producidas en los enfrentamientos
entre los aislamientos estudiados del mismo
tipo de apareamiento y los aislados de refe-
rencia no presentaron diferencias.

Cuantificacion de oosporas

Con ayuda de un microscopio 6ptico se contd
el numero total de oosporas que se encon-
traban entre y sobre la superficie del micelio
en cada placa Petri (9 cm de didmetro) veinte
dias después del enfrentamiento entre los ais-
lamientos homotalicos y los aislados de refe-
rencia heterotalicos (Groves y Ristaino, 2000;
Han et. al., 2013). De igual manera, se cuan-
tificaron las oosporas producidas por los ais-
lamientos homotalicos por si solos.

Analisis estadistico

Se comprobé la normalidad de los datos del
numero de oosporas producidas obtenidos
para cada uno de los ensayos y la homogenei-
dad de las varianzas con el paquete Excel, y
posteriormente los datos se sometieron a ana-
lisis de varianza y prueba de comparacion de
medias de Tukey (P < 0.05), con el paquete es-
tadistico SAS version 9.0 (SAS Institute, 2002).
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Resultados
Progenie de los aislados homotalicos

Los ensayos de valoracion de la progenie mo-
nospoérica de los seis aislados homotalicos
demuestran que la mayor parte del total de
su progenie fue homotalica (Tabla 2). El ais-
lamiento LPT2 presenté el menor porcentaje
de progenie homotdlica, en contraste los
porcentajes de progenie homotalica de los
aislados RT1 y LP5 fueron los mas altos con
valores mayores a 62 % (Tabla 2).
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El porcentaje de descendencia estéril para
los seis aislados fue del 2% al 4,8%. No se en-
contré descendencia del tipo de aparea-
miento A1A2, cuya caracteristica es producir
oosporas al ser enfrentado con los tipos de
apareamiento A1y A2 pero no es capaz de
producir oosporas por si solo.

Los seis aislamientos homotalicos produjeron
en promedio 9,5 aislamientos del tipo de apa-
reamiento A1,y 9,2 del tipo de apareamiento
A2, dando una proporcién 1:1 en los tipos de
apareamiento A1y A2. El aislamiento LPT2

Tabla 2. Numero de aislamientos totales y tipo de apareamiento de la progenie
de los aislamientos homotalicos (%) a partir de zoosporas individuales
Table 2. Number of total isolates and mating type of the progeny
of the homothallic isolates (%) from single zoospores

Tipo de apareamiento de la progenie (%)

Aislamiento homotalico Aislamientos totales (n) A1l A2 Estéril Homotalico
RT1 52 19,0 17,0 2,0 62,0
RR1 46 22,0 26,0 4,0 48,0
LP5 51 19,6 15,7 2,0 62,7
LPT3 40 17,5 22,5 2,5 57,5
LPT2 42 28,6 19,0 4,8 47,6
LP2 44 18,2 20,5 2,3 59,1
Media 45,8 21 20 3 56

fue el que produjo el mayor nimero de pro-
genie del tipo de apareamiento A1 con 12
aislamientos, en contraste el aislamiento LPT3
fue el que produjo menor progenie del tipo
A1. El aislamiento RR1 fue el que mayor pro-
genie del tipo de apareamiento A2 produjo,
mientras que los aislamientos LP5 y LPT2 fue-
ron los que presentaron los menores porcen-
tajes de progenie del tipo A2 (Tabla 2).

Produccion de oosporas

El analisis de varianza indicé que no habia di-
ferencias en el nimero de oosporas produci-
das en los cruzamientos entre los aislamien-
tos homotalicos y el aislado de referencia
J104 (A1) y entre los aislamientos homotalicos
y el aislamiento BV2 (A1). Sin embargo, si se
encontré diferencia significativa al compa-
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rarse con los cruzamientos entre los aisla-
mientos homotalicos y el aislado de referen-
cia J204 (A2) y con el aislamiento BV2 (A2) (Ta-
bla 3).

Los aislamientos homotalicos produjeron oos-
poras por si solos, no encontrandose diferen-
cia significativa con el nimero de oosporas
producidas en los cruzamientos estrictamente
heterotélicos. Al enfrentar los aislamientos
heterotalicos del tipo A1 con el aislado de re-
ferencia J204 (A2) se obtuvo un promedio de
oosporas por cruzamiento similar al nimero
de oosporas obtenidas en los ensayos de cru-
zamiento con el aislamiento LPT5 (A2) (Tabla
3), no encontrandose diferencia significativa
al compararse con los enfrentamientos entre
los aislamientos heterotalicos del tipo A2 con
el aislado de referencia J104 (A1) y con el ais-
lamiento BV2 (A1) (Tabla 3).

Discusion

La mayor parte de la progenie monozoospé-
rica de los aislamientos homotalicos de P. in-
festans fue homotadlica. Cada aislamiento
monozoosporico homotalico mostré la ca-
pacidad de actuar como A1y A2 durante el
apareamiento heterotalico y fue capaz de
producir estructuras sexuales (oogonios y an-
teridios anfiginos) y oosporas por si solo, un
fendmeno no observado en los aislamientos
estrictamente heterotalicos. La capacidad
que presentan los aislamientos homotalicos
de P. infestans para producir progenie ho-
motalica a través de zoosporas le permite al
patégeno aumentar rapidamente el tamafno
de la poblacién homotadlica en el cultivo, y
poder propagarse a parcelas vecinas, y asi
aumentar la fuente de inéculo de la enfer-
medad del tizén tardio.

En el presente estudio se encontré que el
numero de oosporas producidas en los cru-
zamientos entre los aislamientos homotalicos
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y los heterotalicos del tipo A1 fue mayor que
las producidas en los cruzamientos entre los
aislamientos homotalicos y los heterotalicos
del tipo A2, asi como también por el nimero
de oosporas producidas por autofertilizacion
de los aislamientos homotalicos (Tabla 3). La
cantidad de oosporas producidas por los ais-
lamientos homotalicos lo determina el tipo
de apareamiento con el que se cruzan, ya
que el andlisis de varianza indicé que no hay
diferencias significativas en la cantidad de
oosporas producidas en los cruzamientos en-
tre los aislamientos homotalicos y los hete-
rotalicos del mismo tipo de apareamiento
(Tabla 3). El nUmero de oosporas en los cru-
zamientos entre los aislamientos homotalicos
y los heterotalicos del tipo A1 fue 1,8 veces
mayor que el nUmero de oosporas produci-
das en los cruzamientos estrictamente hete-
rotalicos (A1 x A2) (Tabla 3), y lo esperado era
que produjeran igual niUmero de oosporas,
como si lo fue el nUmero de oosporas pro-
ducidas por autofertilizacion de los aisla-
mientos homotalicos. Lo anterior indica que
las poblaciones de P. infestans con aislados
homotalicos probablemente producen mayor
cantidad de oosporas que una poblacién
donde sélo se encuentran aislados heterota-
licos. Debido a las oosporas, la rotacion del
cultivo de patata es ahora parte importante
del control integrado del tizén tardio en Eu-
ropa (Cooke, 2011)

La presencia de cepas homotalicas de P. in-
festans no se limita al Valle de Toluca. Re-
cientemente, Alarcon-Rodriguez et al. (2013)
determinaron el tipo de apareamiento de
una poblaciéon de 88 aislamientos de P. in-
festans obtenidos de cultivo de patata en
Chapingo, Estado de México (México), donde
predominé la poblacién homotalica con una
frecuencia de 0,761, y las frecuencias de los ti-
pos A1y A2 fueron 0,125 y 0,114, respecti-
vamente. Han et al. (2013) estudiaron una
poblaciéon de 85 aislamientos de P. infestans
obtenidos de cultivo de patata en la Provin-
cia de Gansu (China), donde encontraron 15
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Tabla 3. Cantidad de oosporas producidas en los cruzamientos entre los aislamientos

estudiados y aislados heterotalicos, y por autofertilizacion
Table 3. Number of oospores produced in crosses between studied isolates

and heterothallic isolates, and self-fertilization
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Aislados heterotalicos

Tipo de apareamiento A1

Tipo de apareamiento A2

Autofertilizacion

J104" BV2? 1204 LPT52
Aislamiento homotalico
RT1 48 50 35 36 28
LPT3 49 48 36 37 28
RR1 49 47 37 34 28
LPT2 50 49 34 35 29
LP5 51 50 36 36 28
LP2 47 49 37 38 29
Media 49,002 48,832 35,83 36,00 28,33¢
Apareamiento A1
LPT6 - - 27 28 -
BV2 - - 28 28 -
LP4 - - 30 27 -
LP3 - - 28 27 -
RR2 - - 25 26 -
LPT4 - - 26 27 -
LP1 - - 27 26 -
BV1 - - 28 27 -
BVT2 - - 29 29 -
Media 27,55¢ 27,22¢
Apareamiento A2
LPT1 28 28 - - -
LPT5 28 27 - - -
BVT3 27 27 - - -
BVT1 29 28 - - -
RT2 27 28 - - -
Media 27,80¢ 27,60¢

'Aislados de referencia proporcionados por la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

2 Aislados obtenidos de follaje infectado de patata. Su tipo de compatibilidad fue determinado al

enfrentarlos con los aislados de referencia J104 y J204.
Medias con diferente letra, diferencias P < 0,05 segun Tukey.
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aislamientos homotalicos y 70 del tipo A1.
Fernandez-Pavia et al. (2005) estudiaron una
poblaciéon de 27 aislamientos obtenidos de
cultivo de patata en el Estado de Michoacan
(México), donde encontraron 2 aislamientos
homotalicos, y una proporcién 1:1 en los ti-
pos A1y A2. Segura et al. (2007) estudiaron
tres aislamientos de P. infestans obtenidos de
cultivo de tomate en Almeria y Granada (Es-
pana), donde encontraron dos aislamientos
homotadlicos y uno del tipo A1A2.

El ciclo sexual mejora la aptitud del patégeno
mediante la generacién de genotipos recom-
binantes que pueden ser mas patogénicos, vi-
rulentos y resistentes a los productos quimicos
(Gavino et al., 2000), por lo cual la existencia
en campo de aislamientos homotalicos de P
infestans dificulta el control de la enfermedad
del tizén tardio al aumentar la probabilidad
de que ocurra la reproduccién sexual en
campo al ser capaces de actuar como A1y A2
en los apareamientos heterotalicos. Por otra
parte los aislamientos homotalicos son capa-
ces de producir oosporas por si solos, aumen-
tando asi la fuente de inéculo de la enferme-
dad de tizéon tardio dentro de la misma
parcela y en parcelas vecinas puesto que los
aislamientos homotalicos de P. infestans tie-
nen la capacidad de producir progenie ho-
motalica a través de zoosporas. Las poblacio-
nes homotalicas son altamente virulentas y
genéticamente variables, lo cual les permite
adaptarse a diferentes condiciones ambien-
tales (Alarcén-Rodriguez et al., 2013). Por todo
lo anterior, es probable que el tizén tardio de
la patata continue siendo un importante pro-
blema para la produccion de este cultivo.
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