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RESUMEN GENERAL

Los oomicetes son un grupo de organismos acudticos con caracteristicas muy
similares a los hongos verdaderos. Presentan alto potencial patogénico vy
distribucion cosmopolita. Son causantes de cuantiosas pérdidas econdmicas al
parasitar plantas cultivadas y en ambientes naturales. La diversidad de especies de
oomicetes presentes en agua de uso agricola y su influencia en la incidencia de
enfermedades en plantas cultivadas es limitada en las regiones agricolas de
Sinaloa, asi, esta investigacion se realizé con el propésito de determinar la
presencia de oomicetes fitopatdbgenos en aguas empleadas para la irrigacion
agricola en Culiacan, Sinaloa, ademas de conocer la sensibilidad que presentan al
compuesto metalaxil y plantas silvestres donde se hospedan. Durante el periodo
comprendido de septiembre de 2018 a enero de 2019, en diferentes redes hidricas
agricolas (presas, estanques, rios y canales), se colocaron trampas flotantes
elaboradas con bolsas de polipropileno y dos frutos de pera que sirvieron como
cebo. Se obtuvieron 107 aislamientos de oomicetes, los cuales se identificaron en
base a sus caracteristicas morfologicas y secuencias de ADN (con los cebadores
ITS 4/6, COX y NADH), también se realizaron pruebas de patogenicidad en plantas
y frutos de tomate, chile y pepino, ademas, se realizaron confrontaciones in vitro de
los organismos con el fungicida metalaxil a las concentraciones de 0.1, 0.5, 1y 5
ug-mL* y se realiz6 la basqueda heuristica de plantas silvestre hospedantes. Los
organismos aislamientos e identificados fueron: Phytophthora capsici, Phytophthora
hydropathica, Phytophthora lagoariana, Phytophthora parsiana, Phytophthora
virginiana, Phytopythium helicoides, Pythium aphanidermatum, Pythium torulosum
y Pythium pachycaule. Las pruebas patogénicas fueron positivas para todos los
aislamientos en plantas y frutos de tomate, chile y pepino, en las que originaron
sintomas de marchitez y pudricién. Los resultado in vitro mostraron que metalaxil a
concentracion de 5 ug-mL™* logré la inhibicién de todos los aislamientos, excepto a
Phytopythium helicoides, por lo que se caracterizO como resistente a ese
compuesto. El resultado de la busqueda heuristica mostro tres plantas hospederas
de oomicetes identificadas como Eichhornia crassipies, infectada por Pythium



torulosum; Polanisia dodecandra colonizada por Phytophthora capsici y Saggitaria

lancifolia hospedante de Phytophthora hydropathica.

Palabras clave: Acidos nucleicos, metalaxil, oomicetes y patogenicidad.

ABSTRACT

The oomicetes are a group of aquatic organisms with characteristics very similar to
real fungus. They show high pathogenic potential and cosmopolitan distribution.
They cause a lot of economic losses when they infect crops and natural enviroments.
The diversity of species from oomicetes on irrigation water for agriculture and the
influence in the incidense of deseases on crops is limited in agriculture areas from
Sinaloa, then, this investigation was performed with the propose to determinate the
presence of phytopatogens oomicetes on water from Culiacan, Sinaloa, furthermore,
to know the sensivility of isolates to metalaxil and hosts wild plants. During the period
from september 2018 to january 2019, in differents water networks (dams, ponds,
rivers and canals), they were placed floating traps made of polypropilene and two
pears used as bait. There were collected 107 isolates of oomicetes, they were
identified on base of their morphological characteristics and DNA sequences (with
the initiators ITS 4/6, COX and NADH), pathogenic tests were performed on plants
and fruits of tomato, pepper and cucumber, furthermore in vitro tests were of the
isolates with the fungicide metalaxil at the contentrations of 0.1, 0.5, 1 and 5 uyg-mL"
1 and a heuristic exploration of wild plants. The isolates were identified as:
Phytophthora capsici, Phytophthora hydropathica, Phytophthora lagoariana,
Phytophthora parsiana, Phytophthora virginiana, Phytopythium helicoides, Pythium
aphanidermatum, Pythium torulosum and Pythium pachycaule. The pathogenic tests
were positive to all the isolates on plants and fruits of tomato, pepper and cucumber,
symptoms as wilting and rotten were observed. In vitro tests showed that metalaxil
at concentration of 5 yg-mL* was effective to all isolates, except to Phytopythium
helicoides, that were resistant to this fungicide. The result of heuristic exploration

showed three host plants of oomicetes identified as Eichhornia crassipies infected



by Pythium torulosum; Polanisia dodecandra colonizing by Phytophthora capsici and

Saggitaria lancifolia host of Phytophthora hydropathica.

Keywords: Nucleic acids, metalaxil, oomicetes and pathogenicity
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL Y REVISION DE LITERATURA

1.1 INTRODUCCION GENERAL
Las plantas cultivadas estan expuestas continuamente a factores bidticos y
abidticos que afectan negativamente el rendimiento y la calidad de sus productos.
Las plagas y enfermedades han originado pérdidas econdémicas hasta del 40% de
la produccion agricola mundial (FAO, 2019). El desarrollo de los sistemas de
agricultura protegida (invernaderos, malla sombra, etc.) fue una respuesta directa
para disminuir factores adversos como plagas y enfermedades (Hahn, 2011), sin
embargo, las condiciones ambientales generadas en su interior frecuentemente
favorecen su presencia y desarrollo (Benitez et al., 2019). Sinaloa destaca como
estado agricola ubicado en una region irrigada de México, poseedor de sistemas
hidraulicos que cubren grandes extensiones de tierras fértiles, por lo que se propicia
el desarrollo continuo de esa actividad (ACIS, 2014). El sector agricola del Estado
sustenta el 11% del producto interno bruto y emplea el 23% de la poblacion activa,
gue cultiva una superficie de 1 067 526 ha, de las cuales 856 615 ha se destinan a
la produccién de granos, 57 782 ha para hortalizas y el resto a diversos cultivos
(CODESIN, 2020). Sinaloa es también considerado el estado con mayor superficie
destinada a la produccién de hortalizas, donde hasta 14 611 ha se destinaron a la
produccién de tomate, 15 952 ha para chile y 4 695 ha para producir pepino
(CODESIN, 2018; SIAP, 2021). Ademas, el 97% de la producciéon horticola
sinaloense es exportada a mercados internacionales como Estados Unidos,
Canada, Esparfia, Francia, Italia, Argentina, Japon y el 3% es para el mercado
nacional (SIAP, 2021). Los horticultores de Sinaloa al igual que otros, enfrentan
adversidades para lograr producir, una de ellas es el agua de riego como vehiculo
dispersor de in6culo de agentes fitopatdgenos (Redekar et al., 2018). Al respecto,
diversos estudios han demostrado que el agua proveniente de presas, estanques,
rios, canales y reservorios utilizados para la irrigacion agricola transportan amplia
variedad de organismos capaces de infectar numerosos cultivos (Hong et al., 2010),
asi, se demostro que el agua es eficaz para diseminar agentes fitopatdgenos como
bacterias (Martins et al., 2018; Alvarez et al., 2019), virus (Plotnikov et al., 2020;



Rivas et al., 2020), nematodos (Hong et al., 2005; Hong et al., 2010), hongos (Jones
et al., 2014; Corrales et al., 2018) y oomicetes (Meng et al., 2014; Alvarez et al.,
2018), que implican riesgo para la produccion agricola (Reeser et al., 2011).

Los oomicetes son un grupo de organismos fitopatdgenos con alta capacidad
patogénica y rango de hospedantes (Abad et al., 2012; Ramirez et al., 2020; Grijalba
et al., 2021). Su importancia radica en las pérdidas econémicas y ambientales que
han originado alrededor del mundo sobre ecosistemas naturales y artificiales
(Martinez et al., 2015; Bose et al., 2021). La presencia de oomicetes fitopatégenos
en agroecosistemas es extensa (Feng et al., 2020; Jabiri et al., 2021). Los géneros
fitopatdgenos que destacan son: Phytophthora, por parasitar encinos, ciprés, robles
(Almaraz et al., 2013), pinos, aguacates (Hansen, 2015), plantas ornamentales
(Hong et al., 2010), citricos (Alvarez et al., 2016), tomate (Meng et al., 2014), chile,
pepino (Granke et al.,, 2011) y papa (Rekad et al., 2016); Pythium por infectar
cultivos como alfalfa (Diaz et al., 2011), frijol (Zitnick et al., 2015), maiz (Ochoa et
al.,, 2019), soya (Mathiensen et al., 2016), tomate (Martinez et al., 2015), chile
(Morris et al., 2016), pepino (Al sadi et al., 2012), calabaza (Reyes et al., 2018) y
palma datilera (Velasquez et al., 2018); asi como el nuevo género Phytopythium,
por infectar manglares (Bennet et al.,, 2017), mandarina, begonias (Chen et al.,
2020), crisantemos, rosas (Marin et al., 2019), kalanchos, frijol, soya (Rojas et al.,
2017), citricos (Oviedo et al., 2018), durians (Jabiri et al., 2020), manzanas y peras
(Thao et al., 2020).

En México, la informacion que existe sobre oomicetes provenientes de agua de
riego es escasa. En Sinaloa, actualmente existe sélo el reporte de Alvarez et al.
(2016), quienes determinaron la presencia de Phytophthora hydropathica y P.
drechsleri en guas de canales de riego agricola de Culiacan.



1.1.1 Problema cientifico
La determinacion de la diversidad de oomicetes fitopatdgenos presentes en aguas
de uso agricola en el valle de Culiacan, Sinaloa, proporcionara informacion que
sustente que el agua de riego debe ser un componente para considerar en la
implementacion del manejo integrado de enfermedades por los productores
agricolas. El limitado conocimiento sobre la diversidad de oomicetes fitopatdogenos
presentes en aguas de uso agricola, su sensibilidad a fungicidas y plantas silvestres
gue los hospedan, contribuye al déficit productivo, ambienta y de salud publica de

las practicas agricolas del valle de Culiacan, Sinaloa.

1.1.2 Hipotesis
Diversos oomicetes fitopatdgenos se encuentran presentes en aguas empleadas
para la irrigacion agricola en Culiacan, Sinaloa y algunos de esos organismos
presentan resistencia a fungicidas empleados para su control y se hospedan en

plantas silvestres endémicas.

1.1.3 Objetivo general
Determinar la presencia de oomicetes fitopatbgenos en aguas empleadas para la

irrigacion agricola en Culiacan, Sinaloa.

1.1.4 Objetivos especificos
1. Obtener aislamientos de oomicetes fitopatdgenos en aguas empleadas para

la irrigacion agricola en Culiacan, Sinaloa.

2. Determinar la diversidad de géneros y especies de oomicetes fitopatdgenos
provenientes de aguas empleadas para la irrigacién agricola en Culiacan,
Sinaloa, mediante caracterizacibn morfolégica y secuenciacién de acidos

nucleicos.



3. Conocer la severidad del dafio que originan los géneros y especies de
oomicetes fitopatdgenos provenientes de aguas empleadas para la irrigacion

agricola en Culiacan, Sinaloa, en plantas de tomate, chile y pepino.

4. Conocer la susceptibilidad a metalaxil de oomicetes obtenidos de aguas

empleadas para la irrigacion agricola en Culiacan, Sinaloa.

5. Determinar la presencia de plantas silvestres hospedantes de oomicetes
parasitos de tomate, chile y pepino, en construcciones de distribucion de

agua de uso agricola en Culiacéan, Sinaloa.

1.2 REVISION DE LITERATURA

1.2.1 Los oomicetes

Los oomicetes, (mohos acuaticos, hongos huevo o pseudohongos) son un grupo de
microorganismos eucariotas cuyas caracteristicas morfolégicas son similares a los
hongos verdaderos (Richards et al., 2006). Su linaje sigue bajo investigacion y se
relacionan con algunos protozoarios (Lara et al., 2011; Bennet et al., 2017), con
estrecha relacion con algas cafés y pardas (Matsiakh et al., 2018). Este grupo de
organismos alberga 74 géneros y alrededor 1000 especies parasitas de algas,
moluscos, peces, animales, humanos y plantas (Judelson et al., 2012; Kachour et
al., 2016). De los parasitos de plantas destacan por su importancia los géneros:
Peronospora, Pseudoperonospora, Plasmopara, Bremia, Phytophthora, Pythium y
Phytopythium (De Cock et al., 2015; Goncalves et al., 2016; Benfradj et al., 2017).



1.2.1.1 Descripcion taxonémica

La taxonomia de los oomicetes es variable y su clasificacion ha sido descrita por
diferentes autores. La ubicacion taxonémica mas reciente es la siguiente:

Dominio: Eukarya

Reino: Protista-Stramenopila

Superfilo: Heterokonta

Filo: Pseudofungi

Clase: Oomycota (NCBI, 2022).

1.2.1.2 Caracteristicas morfoldgicas

Los oomicetes desarrollan hifas cenociticas (raramente aparecen septos sobre hifas
senescentes) hialinas de 4 a 7 ym de diametro, cuyas hifas poseen nucleos
diploides o poliploides capaces de desarrollar haustorios y apresorios para
alimentarse por absorcion nutrimental (Afandi et al., 2018); su pared celular esta
compuesta de por B-1,3 y B-1,6 glucanos, prolina y celulosa (compuestos que
producen diferentes rutas de almacenamiento de polisacaridos, y asi sintetizar
metabdlicamente lisina y esteroles) (Wang et al., 2011). La fase reproductiva se
efectia de forma sexual y asexual. La fase sexual es comprendida por la formacién
de gametangios sexuales (oogonio=femenino y anteridio=masculino) que entran en
contacto (contacto gametangial) y originan oosporas esféricas (estructura de
resistencia de origen sexual) de 20 a 40 um de diametro (pueden ser lisas, rugosas,
ornamentadas, plerdticas o apleréticas), capaces de sobrevivir por largos periodos
en la materia organica o el suelo. La fase asexual es conformada por
esporangioforos (base) y esporangios (cuerpos fructiferos) hialinos de 40 a 50 pm
largo x 50 a 60 um ancho (los esporangios pueden ser ovoides, irregulares,
esféricos, con papila o desprovistos de papila), que internamente forman y liberan
directa o indirectamente zoosporas nadadoras (esporas biflageladas). También se
destaca la aparicion de clamidosporas (estructuras de resistencia esféricas hialinas
de origen asexual), hinchamientos irregulares y aglomeraciones de micelio, las

cuales otorgan mayor estabilidad al patdégeno a condiciones ambientales adversas



(Dick, 1972; Baten et al., 2014). Las caracteristicas sexuales y asexuales varian de

género a género, inclusive entre especies (Yuzon et al., 2020) (Figura 1.1).

Figura 1.1. Caracteristicas generales de los oomicetes. A) micelio cenocitico; B-F)

ejemplos de esporangios; G) clamidospora; H) oospora; 1) esporangio liberado
zoosporas y J) oospora desarrollando esporangio.

1.2.1.3 Reproduccion

La reproduccién de los oomicetes tiene origen sexual y asexual. La reproduccion
sexual inicia con la produccién y desarrollo de los gametangios (érganos sexuales
de reproduccion). Al gametangio femenino se le denomina oogonio, es de forma
esférica y se desarrolla sobre los 4pices hifales y ocasionalmente entre las hifas
(intercalares), los cuales se delimitan del micelio mediante un septo grueso (Marano
etal., 2014). El anteridio es el gametangio masculino. Es de forma variable (esférico,
oval, clavo o cilindrico) y se desarrollar lateralmente o en la base del oogonio
(Hunthrike et al., 2019). Si el anteridio fertiliza al oogonio lateralmente es conocido
como anteridio paragino y es anfigeno cuando el anteridio crece a través del
oogonio y se desarrolla sobre la base del mismo (Fry et al., 2009). La fecundacién
del oogonio por el anteridio se da mediante un tubo de fecundacién (Stewart, 2011).
Como resultado de la fecundacion del oogonio se origina la oospora (espora de
resistencia). La oospora es denominada oospora plerética si desarrollada
completamente llena la cavidad oogonial, por lo contrario, si la oospora desarrollada
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s6lo ocupa una porcién de la cavidad del oogonio se denomina oospora aplerética
(Valencia, 2012; Baten et al., 2014; Marano et al., 2014). Durante la reproduccién
sexual, en algunas especies de oomicetes se distinguen por su tipo de
apareamiento. Las especies homotdlicas con gametangios (oogonios y anteridios)
del mismo talo compatibles y las heterotalicas con gametangios auto incompatibles,
es decir requieren de gametangios generados en talo diferente para la fecundacion
(Wen, 1988; Tomura et al., 2016; Rekad et al., 2017).

La reproduccién asexual acontece al establecerse el patégeno en el hospedante,
donde se desarrollan estructuras llamadas esporangioforos y esporangios. Estas
estructuras son comunes en todas las especies de oomicetes. Los esporangiéforos
se forman sobre las hifas y dan origen a esporangios terminales que emergen al
exterior del hospedante por medio de las estomas (Cheng et al., 2019). En el interior
de los esporangios se forman las zoosporas, mismas que son liberadas una vez que
el esporangio madure (Zohara et al., 2019; Wang et al., 2020). En general los
esporangioforos son hialinos y no se diferencian de las hifas (ocasionalmente
pueden ser mas anchos o delgados). Pueden desarrollarse individualmente
(simpodio simple) o en aglomeraciones (simpodio compuesto) (Yuzon et al., 2020).

Los esporangios suelen tener color amarillo tenue o hialinos y son variables en
tamafio y forma. Se desarrollan esféricos, irregulares, ovoides (papilados,
semipapilados o sin papila) y pueden ser caducos o no caducos (Tian et al., 2016).
Sobre la region papilar, se desarrolla un poro circular que promueve la liberacién de
10 a 40 zoosporas (Granke et al., 2010). Existen géneros que no emiten zoosporas,
gue germinan directamente emitiendo un tubo germinativo, comportandose como
conidios (Fry et al., 2019).

Las zoosporas son esporas que carecen de pared celular y poseen dos flagelos
(Savory et al., 2014). Existen dos tipos de zoosporas: las primarias de forma
periforme y dos flagelos apicales, las cuales son consideradas mas primitivas; y las

secundarias, con aspecto reniforme con dos flagelos laterales, las cuales son



consideradas mas evolucionadas (Sharma et al., 2015). El flagelo anterior de las
zoosporas es tipo pincel y el posterior tipo latigo. Ambos flagelos se unen en la
regién ventral o apical, y su funcion es promover motilidad a las zoosporas (Ridge
et al., 2013). Las zoosporas son capaces de nadar o moverse sobre en ambientes
acudticos, superficies de plantas, hojas y suelo por un largo periodo de tiempo.
Posteriormente las zoosporas se fusionan con sus flagelos para formar una masa
gelatinosa, enquistarse y adherirse a las superficies de sus hospedantes e iniciar el
proceso de germinacion y desarrollo de hifas infectivas. (Agrios, 2005; Zhang et al.,
2012). Las zoosporas son las estructuras primarias causantes de nuevas
infecciones en las raices de las plantas y son capaces de desplazarse por largas

distancias en aguas superficiales (Kong et al., 2010; Galiana et al., 2019).

Las clamidosporas son esporas asexuales multicelulares con paredes gruesas,
esféricas y de color oscuro situadas sobre las hifas en posicién terminal, individual
o0 en cadena (Crone et al.,, 2013). Constituyen un 6rgano de conservacion y
supervivencia a condiciones desfavorables. Las clamidosporas germinan emitiendo
tubos germinativos generadores de hifas o tubos germinativos que producen
esporangios con esporangioforos cortos (Rafiee et al., 2013; Lacasa et al., 2015).

Los hinchamientos hifales se desarrollan sobre el micelio, son amorfos y se
presentan cualquier zona micelial. Son de caracter morfologico y su funcion es
otorgar resistencia al micelio a condiciones adversas (Rafiee et al., 2013; Lacasa et
al., 2015).

1.2.1.4 Ciclo de vida

Durante la fase epidemiolégica, los oomicetes se dispersan al liberar oosporas,
clamidosporas, esporangios y zoosporas, los cuales son acarreadas por agua y/o el
viento (Meng et al., 2014). Las estructuras de reproduccién germinan de diferente
forma. Las clamidosporas germinan directamente formando hifas y los esporangios
proliferan de forma directa e indirecta con la liberacion de zoosporas (Lamour et al.,

2012), la germinacién se realiza dependiendo de las condiciones ambientales. Al



suceder la germinacién, las estructuras emiten tubos germinativos, los cuales
desarrollan haustorios y apresorios para iniciar la penetracion al hospedante.
Posteriormente, sucede el crecimiento hifal inter-intracelular en la planta (Wang et
al., 2021). Después de aproximadamente 72 horas de alimentacion del organismo,
las hifas desarrollan nuevos esporangios para iniciar un nuevo proceso de
diseminacién e infeccion (Fawke et al., 2015). Este proceso se repite en numerosas
ocasiones, el organismo al detectar que las reservas de alimento se estan agotando,
empieza la fase de produccion de oosporas y clamidosporas para garantizar su
supervivencia (Blum et al., 2010).

1.2.1.5 Distribucién geografica

El grupo oomicete agrupa organismos cosmopolitas y versatiles (Slater et al, 2014).
Los oomicetes poseen una gran capacidad de adaptacion a diversas condiciones
ambientales y se encuentran dispersos alrededor del mundo colonizando
ecosistemas terrestres y acuaticos (Ghimire et al.,, 2011). La adaptaciéon de los
pseudohongos esta demostrada, pues en diversos estudios se ha comprobado que
esta clase de organismos colonizan ecosistemas extremos como la tundra y taiga;

incluyendo los bosques, desiertos y océanos (Pais et al., 2013; Bocco et al., 2016).

1.2.1.6 Rango de hospedantes

Los oomicetes poseen la capacidad de infectar y causar estragos en la flora de los
ecosistemas naturales y artificiales (Stassen et al., 2011). Existe evidencia que
estos organismos causan enfermedad y muerte en aproximadamente 5000

especies de arboles, flores y plantas (Alvarez et al., 2016).

1.2.1.7 Sintomas

Los oomicetes poseen la capacidad de infectar plantas anuales, semiperennes y
perennes. Algunos organismos solamente colonizan y debilitan a las plantas; otros
infectan y causan la muerte de los cultivos. Estas especies infectan las raices, tallos,

hojas y frutos; los principales sintomas visuales son cancros, reduccién de la lamina



foliar, amarillamiento en hojas, caida de hojas, engrosamiento de tallos y posterior
marchitez. (Thines et al., 2010).

1.2.1.8 Género Phytophthora

El significado de Phytophthora se deriva del vocablo griego “destructor de plantas”,
cuyo grupo incluye a 313 especies patogénicas a diversas familias de plantas
(McGowan et al., 2020). Las caracteristicas que destacan son micelio cenocitico,
esporangioforos con crecimiento indeterminado, esporangios ovoides a
limoniformes provistos o desprovistos de papilas, desarrollados sobre simpodio
simple o compuesto, que internamente producen y liberan zoosporas biflageladas
(Reeser et al., 2011). La proliferacién de los esporangios acontece de forma interna
y externa, de manera ciclica o individual. Sobre el micelio se desenvuelven
hinchamientos y clamidosporas. Los hinchamientos son amorfos con variabilidad en
sus dimensiones y no se diferencian del micelio, localizados de modo inicial,
intercalar o terminal (Barboza et al., 2020). Las clamidosporas son esféricas y son
facil de confundirse con hinchamientos; pero la gran diferencia es que estas
reorganizan su contenido citoplasmatico, desarrollando dos muros celulares que
delimitan sus septos (Abad et al., 2011). La reproduccion sexual acontece al
entrelazarse oogonios y anteridios anfigenos o paraginos, cuyo resultado origina
oosporas individuales. Normalmente se presenta un anteridio por oogonio. Las
oosporas son esféricas, hialinas, pleréticas o aplerdticas colocados de modo
intercalar o terminal. Existen especies de Phytophthora homotalicas, heterotélicas
(A1-A2) y estériles (AO) (Bi et al., 2014; Danies et al., 2014; Kiiker et al., 2018).
Todas las especies de Phytophthora son patogénicas y algunas poseen la
capacidad de infectar hasta 5000 especies de plantas. Phytophthora ha causado
grandes estragos en la agricultura; algunas especies han causado pérdidas
economicas de 2000 MDD en los cultivos de soya y alfalfa (Alvarez et al., 2016;
Rojas et al., 2019), otras han ocasionado la pérdida de 200 000 ha de bosques en
Australia (Nessbit et al., 1979; Almaraz et al., 2013; Alvarez et al., 2016) y algunas
son conocidas por ocasionar pérdidas de hasta 100% en la produccion de

solanéceas y cucurbitaceas (Quesada et al., 2011; Drenth, 2013).
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El tizon tardio es una enfermedad de origen histérico y econdmicamente la
enfermedad mas devastadora en los cultivos de papa y tomate, cuyo agente causal
es Phytophthora infestans (Duarte et al., 2018). La enfermedad se detectd por
primera vez en 1843, en los puertos de Nueva York y Filadelfia. Dos afios después,
se inform6 que la enfermedad se extendioé por Bélgica y después por toda Europa,
incluyendo a Irlanda (Gachomo et al., 2012), donde causoé la pérdida de miles de
hectareas cultivadas con papa (Arora et al., 2014). La pérdida de tubérculos origin6
el desabasto de alimento, como consecuencia los pobladores irlandeses empezaron
a morir de hambre. Durante esta etapa, aproximadamente un millon de pobladores
perdieron la vida. El evento fue catastrofico y es conocido como “la gran hambruna
de Irlanda” (Tsedaley, 2014). El tizon tardio causa pérdidas anuales de 7.2 MMD,
incluyendo los costos de inversion para su control (Martin et al., 2013).

1.2.1.9 Género Pythium

El género Pythium incluye 355 especies parasitas inestables morfolégicamente, lo
cual dificulta su identificaciébn solamente con el estudio de sus cuerpos fructiferos,
incluso para los fitopatélogos expertos (Uzuhashi et al., 2010). Las principales
caracteristicas morfolégicas son micelio cenocitico, esporangios amorfos, globosos,
subglobosos y ovoides (Uzuhashi et al., 2015). En la region micelial se desarrollan
estructuras como esporangios, hinchamientos, clamidosporas y oosporas. Pythium
al desarrollar sus esporangios, internamente crea protoplasma nuclear, un tubo
excretor y una vesicula externa, con el propdésito de transferir el protoplasma hacia
la vesicula. Una vez que el protoplasma se encuentra en el nlcleo vesicular, se
desarrollan y se diferencian zoosporas biflageladas. La vesicula al madurar, se
fragmenta para iniciar el proceso de liberacién de zoosporas. Este proceso es la
principal caracteristica diferencial entre los géneros Phytophthora y Pythium (Al-
Sheikh, 2010; Kageyama, 2014). Los hinchamientos amorfos son capaces de
germinar para originar nuevas hifas. Las clamidosporas esféricas son muy raras de
observar. La reproduccion sexual se compone de oogonios y anteridios. Los
oogonios son variables en su forma y tamafio. Su localizacion es terminal o

intercalar, diferenciados de las hifas por un muro oogonial grueso. Los anteridios
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son sésiles e intercalados, y son monoclinos o paraginos. Las oosporas se
desarrollan en grupos o individuales, y pueden ser pleréticas o apleréticas (Bala et
al., 2010; Jia et al., 2017; Fatemeh et al., 2019).

La mayoria de las especies de Pythium son homotdlicas, excepto P. catenulatum,
P. heterotallicum, P. intermedium, P. macrosporum, P. splendens, P. sylvaticum y
P. flevoense (Ho, 2018). Pythium posee numerosas especies fitopatégenas y han
causado grandes estragos en la agricultura, por ejemplo: P. aphanidermatum causa
pérdidas en la produccion de tomate (Al sadi et al., 2012), chile (Jankowiak et al.,
2015), pepino y calabaza (Dickie et al., 2017).

1.2.1.10 Género Phytopythium

Phytopythium es un género novedoso, cuyas especies estuvieron agrupadas en
Pythium (Bennett et al., 2017). Phytopythium posee similitud morfoldgica con los
géneros Pythium y Phytophthora (Bora et al., 2017). Sus principales caracteristicas
son su micelio cenocitico, clamidosporas, hinchamientos, oosporas, esporangios
ovoides, globosos y papilados (excepto P. vexans cuya papila solo puede ser
observada en esporangios maduros). La proliferaciébn esporangial ocurre tipo
Phytophthora, pero la diferenciacion de zoosporas es tipo Pythium (se desarrolla un
tubo y vesicula externa) (Rodriguez et al., 2018; Abdelzaher et al., 2020). Durante
la fase sexual se desarrollan oogonios largos-globosos de uno a dos anteridios
paraginos colocados lateralmente al oogonio. Las oosporas son de pared gruesa,
hialinas y lisas (Thao et al., 2020; Tkaczyk, 2020). Todas las especies de
Phytopythium son patogénicas y causan pérdidas en tomate (Bennet et al., 2017),
manglares (Marin et al., 2018), citricos (Chen et al., 2016) y bosques (Hansen, 2015;
Lehtijarvi et al., 2017; Jabiri et al., 2021).
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1.2.2 Importancia del estudio e identificacion de oomicetes

Este grupo de organismos es de los mas estudiados debido a su taxonomia,
genética y capacidad adaptativa (Kerio et al., 2019). Su origen acuatico podria
catalogarlos como un grupo primitivo. La evolucion de esta clase de
microorganismos ha dependido de su contenido genémico y la habilidad de este
para generar nuevo contenido (Lin et al., 2020). El conocimiento de la diversidad
genética de las poblaciones de los oomicetes fitopatdgenos es de absoluta
importancia (Pais et al., 2013). Existen organismos clones de las mismas especies
gue comparten mas del 95% de su genoma, pero existen diferencias entre ellas, lo
cual constituye una diversidad inter e intraespecifica (Ah-Fong et al., 2017). Debido
a la diversidad genética surge la necesidad de implementar nuevos meétodos de
control e identificacién de patdgenos; pues el uso incorrecto de materias sintéticas
0 su uso indiscriminado ha ocasionado la aparicién de cepas resistentes; ademas
de causar grandes impactos en la salud humana y en el ambiente (Ramadan et al.,
2018; Gomez et al., 2021). Existe una cantidad de estudios para entender los
cambios que ocurren en las poblaciones de hongos fitopatdogenos (Del Castillo et
al., 2013). El conocimiento sobre los cambios que ocurren dentro y entre las
poblaciones del patdgeno tiene importantes aplicaciones, como predecir con qué
rapidez puede evolucionar el hongo en un tiempo determinado (Chaloner et al.,
2020). La extraccion del ADN, pruebas por PCR, microsatélites y marcadores
moleculares son técnicas novedosas de la biologia molecular (Zammouri et al.,
2018). Estas tecnologias permiten la identificacion de patdégenos, conocer la
estructura genética de las poblaciones, estudiar los cambios y predecir la evolucién
poblacional en un tiempo determinado (Stewart et al., 2011; Li et al., 2012). Afos
atras la identificacion de patdgenos se realizaba solo con estudios morfométricos,
pero debido a la similitud entre las estructuras reproductiva generaban resultados
erréneos (Ristaino et al., 1998). Actualmente los fitopatdlogos utilizan las pruebas
morfométricas y han adoptado el uso de las técnicas biotecnologicas para realizar
una correcta identificacion de patégenos en menor tiempo (Kox et al., 2007). Las
pruebas por PCR utilizan cebadores especificos para cada organismo. El contenido

gendmico de las células eucariotas se sitla en el nucleo. La regién del ADN
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mitocondrial y nuclear tienen mayor interés en estudios filogenéticos para la
taxonomia de hongos (Sanzani et al., 2014). Las secuencias génicas estan
separadas por espaciadores internos transcritos (ITS). Las secuencias ITS son las
mas utilizadas, pues amplifican regiones muy conservadas de los hongos (Ramirez
et al., 2021). En conjunto con las ITS se conocen otros cebadores, como la beta-
tubulina, orotidina-descarboxilasa, quitina-sintetasa, actina, factor de elongacion,
citocromo-oxidasa (COX), y ubiquinona oxidorreductasa (NADH) (Shchena et al.,
2008; Legeay et al.,, 2019). Estos cebadores se utilizan en conjunto para la
amplificacion e identificacion de organismos y conocer la diversidad inter e
intraespecifica. Una vez amplificada estas regiones, se secuencian y se comparan
en bases de datos a nivel mundial (Kroon et al., 2004; Villa et al., 2006;

Kammarnjesadakul et al., 2011).

1.2.3 Importancia de la biotecnologia para el conocimiento de los oomicetes
Histéricamente los oomicetes eran conocidos como hongos, pero debido a sus
caracteristicas morfolégicas, cuerpos fructiferos y composicién quimica, fueron
separados y actualmente son conocidos como pseudohongos (Abad et al., 2011).
La biotecnologia y sus técnicas novedosas de acidos nucleicos, han revolucionado
la manera de identificar patdgenos, pero actualmente en el caso de los oomicetes,
diversas pruebas y resultados contundentes, han determinado a un nivel tan
profundo que diversos géneros y especies previamente establecidas, han sido
separadas en clados, incluso hasta el descubrimiento y consignacion de nuevos
géneros y especies (Trzewik et al., 2016). Phytophthora histéricamente es uno de
los organismos mas estudiados, y morfolégicamente es muy parecido a Pythium,
pero gracias a los estudios filogenéticos se puede concretar que Phytophthora esta
mas relacionado con los mildius (Abad et al., 2008). A continuacion, se muestra un
estudio filogenético sobre las especies de Phytophthora, cuyas especies estan
separadas en 10 clados diferentes de acuerdo con su composicion genética (Figura
1.2).
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Figura 1.2. Clados de las especies de Phytophthora. Se observan 10 clados

diferentes, las cuales contienen algunas especies mas estudiadas de Phytophthora
(Abad et al., 2012).
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Otro patégeno muy estudiado es Pythium, este patégeno posee caracteristicas
morfologicas muy similares a Phytophthora. Diferentes estudios nucleicos al género
Pythium, origind la separacion de algunas especies y la creacidon de un nuevo
género conocido como Phytopythium, el cual es un género que posee
caracteristicas morfométricas entre Phytophthora y Pythium. Las especies
separadas de Pythium ahora estan presentes en el género Phytopythium (Ho,
2018).

1.2.4 Importancia del agua como fuente de in6culo y dispersion

Nuestro planeta esta cubierto con el 70% de agua y los seres vivos que lo habitamos
estamos compuestos del 80% de este vital liquido (Fernandez, 2012). Este liquido
es tan esencial que interviene en los procesos metabdlicos y funcionales de estos
seres (Carbajal et al., 2012). Los humanos utilizan este vital liquido para numerosos
procesos como beberla, la industria, ganaderia, acuacultura y agricultura (Monforte
et al., 2009). Las plantas necesitan agua para la absorcion de nutrientes del suelo y
realizar la fotosintesis (Medrano et al., 2007). Ademas, sirve como habitat para una

gran variedad de organismos.

Cuando el agua no se encuentra disponible en el suelo por medio de fuentes
naturales, se hace necesidad del riego. La irrigacién es el suministro artificial de
agua utilizado en el desarrollo de las plantas en la agricultura (Espinosa et al., 2016).
Diversos investigadores han demostrado que el agua de riego no solo es importante
para produccion agricola, sino también es el principal agente dispersor de
patdgenos de plantas. Los organismos con mayor recurrencia en agua de riego son
los oomicetes, debido a que son habitantes naturales de ambientes acuaticos (Hong
et al.,2005; Hong et al., 2010; Alvarez et al., 2016; Aram et al., 2018; Marciulynas et
al., 2020). Durante las lluvias, sucede el arrastre de tierra y plantas infectadas con
esta clase de organismos; los cuales caen sobre las presas, rios, canales,
estanques; entre otros. Estos organismos son capaces de sobrevivir por largos
periodos suspendidos en el agua o algunos hospedantes. El agricultor, al utilizar

agua contaminada en sus cultivos, directamente afiaden agua con la presencia de
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patdgenos y asi empezar el ciclo de la enfermedad en las plantas (Cline et al., 2008;
Loyd et al., 2014; Zappia et al., 2014; Yang et al., 2016; Redekar et al., 2019).

1.2.5 El distrito de riego 010 Culiacan-Humaya

Los distritos de riego en México y en el mundo tienen como objetivo administrar el
uso y distribucion del agua a través de la infraestructura hidrica en las regiones;
cuya agua de riego es distribuida hacia los productores agricolas a través de la
Asociacion de Usuarios del Agua (A.U.A) y la Asociacién de Usuarios Productores
Agricolas (A.U.P.A). El estado de Sinaloa posee la mayor superficie agricola regable
del pais y las actividades agrarias destacan en la region (Aguilar et al., 2011). En el
afio de 1952, en Sinaloa, se creo el distrito de riego 010 Culiacan-Humaya (DR010
CLN-Humaya) para distribuir el agua y regar aproximadamente 769,000 ha (sistema
Rosales: I-1 La palma, I-2 Bachimeto y I-3 Otameto; sistema Culiacan: Il-1 Panac 7,
-2 Produagra y II-3 El grande; y sistema Humaya: IV-1 Culiacancito, V-2 El
Tamarindo, IV-3 La Guamuchilera, IV-4 Montelargo, V-1 Chinitos y V-2 Norte valle
de Angostura) (Ramirez et al., 2021). EI DR010 CLN-Humaya obtiene
precipitaciones pluviales anuales de 928.2 mm (SIAP, 2020) y abarca los municipios
de Culiacan, Navolato, Mocorito, Angostura y Salvador Alvarado con una superficie
de 2089 km? y beneficia a 18 688 usuarios (Moreno et al., 2018). EI DR010 forma
parte del sistema hidraulico de los rios Humaya, Culiacan y Tamazula; y se abastece
principalmente de las presas Sanalona y Adolfo Lopez Mateos, cuya capacidad de
las presas es de 1 963 562 millones de m3(Norzagaray et al., 2010; Aispuro et al.,
2013; Quevedo et al., 2016, CONAGUA, 2018; Montiel et al., 2021). EIl DR0O10 CLN-
Humaya se encuentra interconectado con los DR0O74 Mocorito y DR109 San
Lorenzo, cuyos distritos de riego se abastecen de las presas José Lopez Portillo y
Eustaquio Buelna (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Fotografia satelital del DR010 CLN-Humaya, DR074 Mocorito y DR109

San Lorenzo (fotografia otorgada por la Comision Nacional del Agua, CONAGUA).

En el DR010 CLN-Humaya cada afio otorga un volumen de 1917.40 millones de m?
para riegos agricolas, el equivalente a una lamina superficial de 98 cm/ha
(CONAGUA, 2018). A continuacion, la siguiente Figura 1.4 muestra el promedio de

15 afios del uso y distribucidén del agua para uso agricola en el DR010 CLN-Humaya.
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Volumen Distribuido y Superficie Fisica Regada (ha) en el Distrito de Riego
010 Culiacan-Humaya, Sinaloa
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Figura 1.4. Uso y distribucién del agua de riego en el DR0O10 CLN-Humaya (gréfico
proporcionado por la CONAGUA, 2019).
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CAPITULO II. ESPECIES DE Phytophthora ASOCIADAS A AGUA DE
IRRIGACION EN EL VALLE DE CULIACAN?

2.1 INTRODUCCION

Los organismos del género Phytophthora, pertenecen al reino Chromista o
Stramenopila, son habitantes de ambientes acuaticos y terrestres, con alta
capacidad de reproduccion, diseminacion y supervivencia, particularidades que
facilita su establecimiento en campos de explotacion agricola o forestal (Erwin y
Ribeiro, 1996; Chen et al., 2017, Hon, 2018; Judelson et al., 2019). En ese género,
se incluyen especies con amplio rango de hospedantes como P. cinnamomi que es
capaz de parasitar alrededor de 5000 especies de plantas (Hardham et al., 2018) y
P. capsici, conocida por originar pérdidas econOmicas en plantaciones de
solanaceas y cucurbitaceas cultivadas alrededor del mundo (Vega et al., 2017).

Alrededor de 30 especies de Phytophthora fueron colectadas en cuerpos de agua
como estanques, rios, canales, reservorios y cultivos hidroponicos (Aram y Rizo,
2018). Ademas, el género Phytophthora, al igual que otros oomicetes fitopatdégenos,
requiere estrictamente de agua para su reproduccion, la cual inicia con la formacién
de esporangioforos y esporangios, dentro de los cuales se forman las zoosporas
para su posterior liberacién y diseminacién; dichas zoosporas, son capaces de
infectar plantas susceptibles e iniciar el ciclo de una enfermedad (Kang et al., 2017).

Las zoosporas son el propagulo infectivo diseminado por agua libre, por ello, es
posible recuperarlas con regularidad de aguas superficiales (Hon, 2018). Algunos
ejemplos de especies aisladas de agua con frecuencia son: P. cactorum, P.
parasitica, P. citricola, P. gonapodyides, P. cambivora, P. hydropathica y P.
drechsleri, entre otras (Loyd, 2014; Redekar y Park, 2018; Ristvey et al., 2019). En

México, existen alrededor de 17 especies pertenecientes al género Phytophthora

! Articulo cientifico publicado en la Revista Mexicana de Ciencias Agricolas (ISSN: 2007-9230).12(3): 473-494. 2021. DOI:

https://doi.org/10.29312/remexca.v12i3.2619.
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reportadas como pardsitos de plantas de importancia agricola, las mas comunes
son: P. capsici, P. infestans y P. cinnamomi; sin embargo, es escasa la informacion
sobre la atribucion del agua superficial como fuente de indculo y dispersion de
organismos del género Phytophthora.

Asi, Alvarez et al. (2016) lograron aislar e identificar las especies P. hydropathica y
P. drechsleri de distintos canales de agua de uso agricola en Culiacan, Sinaloa,
México. Por otro lado, comiunmente la identificacion de géneros y especies de
oomicetes estd basada en sus caracteristicas morfolégicas y culturales; sin
embargo, fueron frecuentes las identificaciones erroneas, debido a que algunas
especies comparten dichas caracteristicas. Actualmente, esas practicas son
complementadas mediante técnicas biotecnoldgicas basadas en la extraccion y
secuenciacion de acidos nucleicos, lo cual permite la identificacion de organismos

de forma eficaz y concreta (Trzewik et al., 2016).

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue determinar la incidencia de
especies del género Phytophthora en aguas superficiales de uso agricola en

Culiacan, Sinaloa y determinar su potencial patogénico en plantas cultivadas.

2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Obtencidn, purificacion y conservacion de aislamientos Phytophthora
spp.
Dispuesto el mapa de ubicacién de presas, diques, estanques, rios y canales de
almacenamiento y distribucion del agua empleada en actividades agropecuarias, de
la zona de influencia del distrito de riego numero 010 del valle de Culiacan, Sinaloa,
otorgado por la Comision Nacional del Agua (CONAGUA) (Figura 2.1), fueron

seleccionados al azar 37 sitios de muestreo en 28 localidades (Cuadro 2.1).
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Figura 2.1. Principales sitios de muestreo en el municipio de Culiacan, Sinaloa.

(Imagen proporcionada por la CONAGUA).
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Cuadro 2.1. Ubicacion geografica de los sitios de muestreo para la obtencion de

aislamientos de Phytophthora spp., Culiacan, Sinaloa, 2018-2019.

Localidad

Coordenadas del sitio de
muestreo

Aislamiento

Presa Adolfo L6pez
Mateos

La Presita
Empaque Castro
El Tamarindo

Empaque Valle del sol

Presa Sanalona

Rio Tamazula
Rio Humaya

Jardin Botéanico
Imala
Tres Rios

Bellavista
Bachigualato
Aguaruto

Campo Batan

Campo Morole6n
Campo Cardenal
Dique Primavera
Estacién Hazera
Estacion Enza Zaden
Estacion Monsanto
Campo Divemex
Estacion Agriseeds
Estacion Syngenta
Estacion Rijk Zwaan
Estacion Bayer
Digue Costa Rica

25°10'08” N 107°26’10" W
25°09'10” N 107°26’11” W
25°09'56” N 107°26’30" W
24°55'49” N 107°25’39” W

24°55'28” N 107°31°59” W
24°55'07" N 107°33'32" W
24°55'11” N 107°32'57” W
24°53'20" N 107°29'17” W
24°48'37” N 107°08'11” W
24°48'46” N 107°08'14” W
24°48'49” N 107°08'30” W
24°49°00" N 107°11'16” W
24°48'53" N 107°21'29” W
24°51°48" N 107°24'25” W
24°49'23” N 107°23'06” W
24°49'24” N 107°23'04” W
24°51°21” N 107°13'11” W
24°48'43” N 107°24'24” W
24°48'24” N 107°24'33" W
24°48'45” N 107°27°56” W
24°46'59” N 107°26'48” W
24°47°49” N 107°30'24” W
24°46'10” N 107°30'19” W

24°41'14” N 107°31°09" W
24°4510" N 107°28'39" W
24°43'48” N 107°24'10" W
24°43'32” N 107°27°24” W
24°40°'58" N 107°28'47" W
24°40'37” N 107°28’50" W
24°39'46” N 107°26'58" W
24°38'11” N 107°26°38" W
24°37°08” N 107°26’41” W
24°36'12” N 107°26’41" W
24°36'14” N 107°27°22" W
24°35'44” N 107°18'33" W

PV1, PV2, PV3, PV4, PV5, PVG6,
PV7, PV8, PV9, PV10, PV1ly
PV12

PR13, PR14, PR15y PR16

EC17, EC18, EC19y EC20
TR21, TR22, TR23y TR24

EVS25, EVS26, EVS27 y EVS28

PS33, PS34, PS35, PS36, PS37,
PS38, PS39, PS40, PS41, PS2,
PS43

RT44. RT45, RT46, RT47, RT48
y RT49

RH50, RH51, RH52, RH53,
RH54 y RH55

JB56, JB57, JB58, JB59, JB60 y
JB61
IMAG2, IMAG3, IMAG4 y IMAGS

3R66, 3R67, 3R68, 3R69, 3R70
y 3R71

BELL74y BELL75
BACH76 y BACH77
AGUA78 y AGUAT9

CB80y CB81

CM82 y CM83
CC84y CC85
DP86 y DP87

HAZ88 y HAZ89
EZ90 y EZ91

MON92 y MON93
DIV94 y DIV95
US96 y US97

SYN98 y SYN99
RZ100 y RZ101
BAY102 y BAY103
CR104 y CR105
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Facultad de Agronomia 24°37°28” N 107°26°34” W PP106 y PC107

El periodo de muestreo comprendido de septiembre de 2018 a enero de 2019, por
sitio de muestreo se colocé una trampa elaborada con bolsa tipo red de
polipropileno, cerrada de la parte anterior con una cuerda del mismo material,
conjuntamente, esa cuerda se utilizé para fijar la trampa en algun punto del talud
(Figura 2.2).

Figura 2.2. Material utilizado para la colecta de aislamientos. (A) Trampa flotante

para muestreo de peras y (B) peras infectadas recuperadas de las trampas.

Esas trampas, en su interior contenian dos frutos de pera libres de lesiones, lavados
con agua simple y desinfestados superficialmente con etanol de 96% (Soto et al.,
2017). Las trampas permanecieron 48 h en suspension, posteriormente se
colectaron y se transportaron al laboratorio de fitopatologia de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Auténoma de Sinaloa. Los frutos con lesiones
evidentes fueron lavados con agua destilada estéril, secados con papel estraza

estéril y desinfestados con etanol de 96%.

Los aislamientos se realizaron a partir de cortes de 1 cm? tomados de las lesiones
cafés en los frutos (Figura 2.2) y cada cinco fragmentos fueron colocados de forma
equidistante en cajas de Petri que contenian medio de cultivo selectivo elaborado
con harina de maiz-agar (HMA, 17 g-L %), penicilina (10 pg-L?), ampicilina (200 pg-L-
1), rifampicina (10 pg-L?t), pentacloronitrobenceno (PCNB, 25 ug-L?) (PARP)
(Jeffers, 2006; Soto et al., 2017).

Las cajas de Petri se dejaron dos dias a temperatura ambiente (26 £2 °C). Con la
finalidad de purificar y conservar cepas individuales a partir de las colonias
desarrolladas del tejido enfermo, se transfiri6 a medio de cultivo HMA mediante la
técnica de punta de hifa, colocadas 48 h a temperatura ambiente. Una vez
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desarrolladas las colonias, con sacabocado se tomo individualmente de cada
aislamiento cinco trozos de 0.5 cm de diametro de medio de cultivo con crecimiento
micelial para posteriormente colocarlos en tubos microviales (5 mL) que contenian
agua destilada estéril y se conservaron a 15 °C para posteriores estudios (Jeffers,
2006; Abad et al., 2012; Soto et al., 2017).

2.2.2 Caracteristicas morfologicas y culturales

Para realizar la caracterizacion morfolégica de los organismos, de las cepas
conservadas en tubos microviales se tomo individualmente fragmentos de micelio
gue fueron sembrados en medio de cultivo que contenia agua destilada (800 mL),
jugo V8 (200 mL), CaCOs (2 g) y agar (15 g) (V8A), con la finalidad de inducir el
crecimiento y reproduccién del patégeno. Las cajas de Petri permanecieron 72 h a
temperatura ambiente, posteriormente, con sacabocado se tom6 de cada
aislamiento cinco fragmentos de 0.5 cm de didmetro que fueron colocados en cajas
de Petri de 90 mm de didmetro que contenian agua destilada y extracto acuoso de

suelo que sirvi6 para la induccion a la formacion de esporangios.

Las cajas se incubaron a temperatura ambiente por 72 h (Martin et al., 2004, Jeffers,
2006; Soto et al., 2017) con el propésito de inducir otras estructuras morfolégicas
como: clamidosporas, hinchamientos hifales, anteridios, oogonios y oosporas. De
las cepas conservadas en tubos microviales se tomaron individualmente fragmentos
de micelio que fueron sembrados en cajas de Petri que contenian medio de cultivo
V8A clarificado (jugo V8 sometido a 4000 rpm durante 20 min, VBAC) y puestas

durante 21 dias bajo condiciones de temperatura ambiente y oscuridad.

Se determiné el tipo de compatibilidad sexual reproductiva, para lo cual cada
aislamiento se confrontd con linajes de referencia de P. capsici y P. drechsleri con
afinidad A1/A2 (organismos proporcionados del cepario de hongos fitopatégenos de
la Universidad Autonoma de Occidente, Campus Los Mochis, Sinaloa). Todas las
cepas conservadas fueron confrontadas en medio de cultivo VBAC, para lo cual se
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sembrd un cilindro de 0.5 cm de didmetro de medio de cultivo con crecimiento
micelial en un extremo de la caja y en el extremo opuesto se coloc6 individualmente
un cilindro de la cepa Al o A2, para después mantenerlas a temperatura ambiente
y oscuridad durante 21 dias (Jeffers, 2006; Abad et al., 2012; Soto et al., 2017). La
caracterizacion morfoldgica de aislamientos se realiz6 mediante la observacion de
las estructuras desarrolladas con microscopio optico (Leica DM100 con medidor
ocular) y comparacién con una clave pictorica de especies del género Phytophthora
(Abad et al., 2012).

2.2.3 Identificacién molecular

2.2.3.1 Extraccion del ADN

Para la extraccion de ADN se utilizd6 el método Bromuro de Cetiltrimetilamonio
(CTAB), que consiste en una serie de pasos presentados a continuacion. Se
colectaron 100 a 200 mg de micelio desarrollado sobre medio papa dextrosa agar
(39 gL', PDA). El micelio se colocé sobre morteros individuales, se afiadi6
nitrégeno liquido a cada muestra y se trituraron con un pistilo hasta obtener un polvo

fino.

El polvo se transfiridé individualmente a tubos Eppendorf de 2 mL sostenidos en
congelacion y se afiadié 1 mL de buffer de extraccién (CTAB 2%, TRISH-HCI 100
mM pH 8, EDTA 20 mM pH 8, NaCl 1.4 mM, B-mercaptoetanol 2%). Los tubos se
colocaron en un agitador tipo vortex durante un minuto. Luego los tubos se
insertaron en una centrifuga a 12 000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante se
recuperd y se transfirio individualmente a nuevos tubos Eppendorf de 2 mL que
contenian 1 mL de solucién cloroformo-alcohol isoamilico (49:1), se mezcl6 el

contenido de los tubos con la fase recuperada.

Se colocaron las muestras en vortex por 10 min. Se realizO una segunda
recuperacion de fase acuosa y una segunda transferencia a nuevos tubos
Eppendorf. Se afadi6 acetato de sodio 3M con 1 mL de alcohol isopropilico con

valor 1/10 del volumen recuperado y se almacenaron los tubos a -20 °C por 20 min
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(los tubos pueden ser almacenados hasta por 24 h para maximizar la obtencion de
ADN). Se centrifugaron los tubos a 12 000 rpm por 15 min, posteriormente se
decantaron sin desperdiciar el contenido de ADN precipitado. Se afiadié 1 mL de
etanol individualmente y se centrifugaron las muestras por 3 min. Se extrajo el
sobrenadante sin tocar la fase sdlida, se colocaron los tubos con la fase solida a

temperatura ambiente para la evaporacion de liquidos.

El ADN fue disuelto en 50 puL de buffer TE. Las caracteristicas del ADN se
cuantificaron con Nanodrop 8000 a 260 nM, la calidad se estim6 con las
proporciones 280/260, la integridad se visualizé en una camara de electroforesis en

gel de agarosa al 0.8% con una solucién amortiguadora de 1X TAE.

2.2.3.2 Amplificacion, purificacion y secuenciacién del ADN

La mezcla de reaccién consistié en 1 uL de ADN (50 ng pL1), 0.5 pL de dntp’s, 0.25
de Tag ADN polimerasa, 2.5 uL de buffer, 0.625 pL de cada cebador, 20.175 uL de
agua en un volumen total de reaccion de 25 L. La amplificacion del ADN se realizé
en un termociclador (Bio Rad T100). La secuencia del termociclador fue la siguiente:
una inicial desnaturalizacion a 94 °C por 2 min; 35 ciclos de desnaturalizacién a 94
°C por 30 s (60 s para COX y NADH), alineamiento por 30 s y extension a 72 °C por
60 s, la extension final a 72 °C por 10 min. La temperatura de alineamiento fue de
52°C para COX, 53 °C paraNADH y 62 °C para ITS (Cuadro 2.2), cuya amplificacién

exitosa fue confirmada por el gel de electroforesis.

Cuadro 2.2. Cebadores utilizados para la amplificacion de ADN de Phytophthora
spp. (Kroon et al., 2004).

Tamafo

Cebador Secuencia del cebador
(pb)

ITS4C0569/ITS6CO TCCTCCGCTTATTGATATGC/GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG 930
COXFAN/COXR4AN GTATTTCTTCTTTATTAGGTG/CGTGAAGTAATGTTACATATAC 972
NADHF1/NADHR1 CTGTGGCTTATTTTACTTTAG/CAGCAGTATACAAAAAGCAAC 897
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Los productos de PCR se purificaron mediante el kit wizard SV Gel and PCR
CleanUp System (Promega, USA). Ambas cadenas del amplicdn se secuenciaron
en las instalaciones de Macrogen, Korea. Los resultados de los aislamientos se
analizaron por Blast comparando secuencias de aislamientos depositadas en la
base de datos especializada de Phytophthora (www.phytophthoradb.org,
www.phytophthora-ID.org) y en NCBI (www.NCBIl.com) para determinar el
porcentaje de similitud.

2.2.4 Pruebas de patogenicidad

2.2.4.1 Obtencién de plantulas

Con la finalidad de comprobar la patogenicidad de cada uno de los aislamientos, se
produjeron plantulas de tomate saladette (cv SV-3543), chile bell (cv Caravaggio) y
pepino tipo slicer (cv Luxell). Las semillas de cada especie se sembraron
individualmente en charolas de poliestireno con 256 cavidades rellenas con sustrato
peat moss humedecido (Berger), una vez sembradas, las charolas permanecieron

en condiciones de invernadero.

Siete dias después de la emergencia de plantulas, fueron trasplantadas en macetas
de plastico que contenian 2 kg de sustrato peat moss y se fertiregaron cada tres
dias a concentracion de 1 mL-L? de Maxigrow (composicién porcentual g-L*:
extractos organicos 112, auxinas 0.09, giberelinas 0.1, citoquininas 1.5, nitrdgeno
6.6, fésforo 13.3, potasio 13.3, calcio 2, magnesio 4, hierro 17.2, zinc 26.5,

manganeso 13.3 y cobre 13.3).

2.2.4.2 Pruebas de patogenicidad en plantas

Para la inoculacion de las plantulas cada aislamiento se transfirid a cajas de Petri
con medio PARP y se incubaron por 10 dias, posteriormente, de cada aislamiento
se tomaron cortes de 1 cm? de medio de cultivo con crecimiento micelial y se coloc6
individualmente sobre los tallos de las plantas al ras del sustrato (25 dias después
del trasplante), inmediatamente se cubrié el in6culo con sustrato; cinco dias

después de la inoculacion, los riegos fueron mas abundantes para favorecer la
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infeccidn. Se determind la patogenicidad de los aislamientos mediante observacion

diaria en un periodo de 20 dias.

2.2.4.3 Pruebas de patogenicidad en frutos

Frutos de tomate, chile y pepino con madurez comercial (libres de lesiones
superficiales), lavados con agua destilada estéril y desinfestados con etanol de 70%,
se inocularon y se colocaron dentro de camaras humedas en recipientes plasticos,
se inocularon con cortes de 1 cm? de medio de cultivo PARP con 10 dias de
crecimiento y se les afiadio agua destilada estéril para a crear un ambiente favorable

al organismao.

Tres dias después de la inoculacién, la severidad de la enfermedad se determiné
en base a la medicién de la superficie dafiada (cm?) por el patégeno. En las pruebas
de patogenicidad de plantas y frutos se utilizaron cuatro repeticiones y su respectivo
control (sin inoculacion del patégeno). Se realizaron reaislamientos a partir de tejido

enfermo tomado de plantas inoculados para comprobar los postulados de Koch.

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION
Se obtuvieron 17 aislamientos pertenecientes al género Phytophthora, los cuales se
clasificaron en dos grupos tomando en cuenta su similitud morfolégica (Cuadro 2.3).
El primer grupo lo conformaron 14 aislamientos que desarrollaron esporangi6foros
simples, esporangios ovoides no papilados con dimensiones promedio largo y
ancho de 47.5 a 60 x 26.25 a 32.5 um (TR21, PS36, 3R68, CR104 y AGUA79), 47.5
a 57.5x26.25a 32.5 um (PV1, PV11, JB61, CC84 y CC85), 45a 60 x 22.5a 32.5
um (RT45 y RT47) y 45 a 57.5 x 25 a 32.5 um (JB61 y 3R70), con proliferacion
anidada y extendida, esporangioforos simples e hinchamientos irregulares
presentes (Cuadro 2.3). No se logré identificar el tipo de compatibilidad de esos

aislamientos con cepas de afinidad A1y A2 de P. drechsleri y P. capsici.
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Cuadro 2.3. Caracteristicas fenotipicas de los aislamientos de Phytophthora spp.

Forma

Proliferacion

Deformaciones

Dimensiones

Grupo  Aislamiento , . Afinidad  Oosporas
esporangial esporangial (um)
TR21, PS36, . : :
1 3R68. CR104 Ovoides sin Anidada y 47.5-60 x } }
y AGUA79 papila extendida 26.25-32.5
1 \]Pg/Gll’ Izvé§4 Ovoides sin Anidada y 47.5-57.5x i i
y 6085 papila extendida 26.25-32.5
1 RT45y RT47  Ovoides sin Anidada y + 4252'05'???2'05)( - -
papila extendida ' '
1 JB61y3R70 Ovoides sin Anidada y + 425:3?2'55)( - -
papila extendida ’
PC107, . Pleréticas
> MJIB72 y Ov0|de$ con simple i 4107.0(363?(.)00)( Al sin
MPV31 papria R ornamenta

El segundo grupo compuesto por tres aislamientos (PC107, MJB72 y MPV31), los
gue desarrollaron esporangios ovoides papilados, dimensiones promedio largo y
ancho de 40 a 68 x 17 a 30 um, esporangioforos simples, esporangios simples (sin
proliferacion) y papilados; sin presencia de hinchamientos en las hifas.
Reproduccion sexual con afinidad Al de P. capsici, con formacion de oosporas

plerdticas, sin ornamentas y didmetro promedio de 22 a 31 um (Figura 2.3).

La comparacién de esas caracteristicas con las descritas en las claves taxonémicas
de Erwin y Ribeiro (1996) y de Abad et al. (2012), coinciden con las especies
Phytophthora parsiana, P. virginiana, P. lagoariana, P. hydropathica y P. capsici.
Las reacciones de PCR con los cebadores ITS (4-6) amplificaron un producto
aproximado a 941 pb, con los cebadores COX 972 pb y con los cebadores NADH
897 pb.
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Figura 2.3. Estructuras sexuales y asexuales de los oomicetes. A-D) esporangios
ovoides de Phytophthora spp.; E) esporangio papilado de P. capsici (PC107); F)
liberacién de zoosporas (TR21); G) proliferacion anidada (PV11); H) proliferacion
extendida (JB61); I) hinchamiento del micelio intercalar (RT45) y J) oospora de P.
capsici (MPV31).

Las secuencias consenso mostraron resultados con porcentajes de similitud a
Phytophthora virginiana: de 99.42 (PV1), 99.47 (PV11), 99.52 (JB61), 99.60 (CC84)
y 99.78 (CC85), para Phytophthora parsiana: de 99 (RT45) y 99.22 (RT47), para
Phytophthora lagoariana: de 98 (JB61) y 98.52 (3R70), para Phytophthora
hydropathica de 97 (TR21), 98 (PS36), 98.5 (3R68), 99 (CR104) y 99.64 (AGUA79)
y para Phytophthora capsici de 99.48 (PC107), 99.7 (MJB72) y 100% (MPV31)
(Cuadro 2.4).

Cuadro 2.4. Especies de Phytophthora identificadas por aislamiento

Aislamientos Género No. de acceso  Similitud (%)

PV1, PV11, JB61, CC84y CC85 Phytophthora virginiana MT232849 99.42-99.78
RT45y RT47 Phytophthora parsiana MT232850 99-99.22
JB61y 3R70 Phytophthora lagoariana MT232839 98-98.52
TR21, PS36, 3R68, CR104 y AGUA79  Phytophthora hydropathica MT339042 97-99.64
PC107, MJB72 y MPV31 Phytophthora capsici MT232875 99.48-100
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Las especies identificadas en esta investigacion son encontradas de manera regular
en agua superficial (Zappia et al., 2014; Yang y Hong, 2015). Los 17 aislamientos
obtenidos fueron patogénicos, debido a que después de la inoculacion todos
originaron sintomas de marchitez en plantulas y necrosis de raiz; en frutos causaron

sintomas de pudricion (Figura 2.4).

i y v ‘ _ 5 : - .
o i =, ;-, y A e 2
= 2 o i > : ol

Figura 2.4. Pruebas de patogenicidad de la especie Phytophthora hydropathica. A-

- -

C) plantas de tomate, chile y pepino, izquierda plantas inoculadas y derecha plantas
testigo. D-F) tallos y raices de plantas de tomate, chile y pepino, izquierda plantas
inoculadas y derecha plantas testigo. G-I) frutos inoculados de tomate, chile y

pepino.

Los aislamientos de P. capsici originaron marchitez de plantas tres dias después de
la inoculacion, mientras esos mismos sintomas aparecieron 10 dias después de la
inoculacién con el resto de las especies. Estos resultados corroboran el reporte de
patogenicidad de Phytophthora parsiana, P. virginiana, P. lagoariana, P.
hydropathica y P. capsici sobre plantas de tomate, chile y pepino descritos por Cline
(2008), Lamour et al. (2012) y Alvarez et al. (2016).

Esta investigacion comprueba la existencia de especies fitopatdgenas no
reportadas y que representan un riesgo para la sanidad de cultivos horticolas en la
region. La extraccion, amplificacion y secuenciacion de regiones del ADN de los

organismos mediante las técnicas moleculares empleadas en esta investigacion
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(ITS, COX Y NADH), permitié su identificacion al determinar niveles de homologia
entre >97=100% en la base de datos NCBI y con eso, mayor eficiencia que con la

tradicional identificacion mediante caracterizacion morfologica.

Este estudio en agua superficial demuestra la presencia en ese habitat de
Phytophthora virginiana, P. parsiana, P. lagoariana, P. hydropathica y P. capsici;
asimismo, la importancia que juega el agua como fuente de indculo y dispersiéon de
esos patégenos. A su vez, se amplia el rango de estudios para futuras
investigaciones sobre la supervivencia de este tipo de patégenos, descubrir nuevos
hospedantes naturales en la zona, determinar otros posibles medios de
diseminacién, la busqueda de nuevos hospedantes de importancia econdmica,
identificar si existe la presencia de otro tipo de patdgenos de importancia agricola
en agua, y de este modo considerar el riesgo potencial que este tipo organismos

representa para la agricultura de la region.
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CAPITULO IIl. ESPECIES DE Pythium AISLADAS DE AGUAS DE USO
AGRICOLA EN CULIACAN, SINALOA?
Articulo cientifico publicado en la Revista Ecosistemas y Recursos Agropecuarios.
9(1): e3117, 2022. DOI: https://doi.org/10.19136/era.a9n1.3117.

3.1 INTRODUCCION
La marchitez prematura o “damping off’ es una enfermedad que se presenta en
plantulas, originada por diversos agentes fitopatdgenos, se manifiesta con sintomas
de estrangulamiento, marchitez, declive del crecimiento y muerte repentina
(Vasquez et al.,, 2009, Robledo, 2016; Stouvenakers et al., 2020). El grupo de
organismos denominados oomicetes, acoge especies sefialadas como causantes
predominantes de la marchitez prematura de plantulas, especialmente las
pertenecientes al género Pythium (Sweet, 2020). Para ese género se han descrito
aproximadamente 160 especies cosmopolitas, versatiles y patogénicas (Grijalba y
Ridao 2017; Marciulynas et al. 2020). La mayoria de las especies de Pythium son
homotalicas y se caracterizan por formar estructuras de origen sexual y asexual;
desarrollan micelio hialino con hifas cenociticas, hinchamientos, oosporas,
esporangios globosos o irregulares que liberan zoosporas como fuente de inéculo
(Del Castillo et al., 2019). Esas zoosporas tienen capacidad de desplazamiento y
dispersion a largas distancias en ambientes acuaticos, lo que facilita su obtencién
con cebos trampa colocados en dichos habitats (Oudemans, 1999; Bush et al.,
2003; Redekar et al., 2020). Algunos ejemplares encontrados en aguas superficiales
son: P. aphanidermatum, P. catenulatum, P. debaryanum, P. deliense, P.
mamillatum y P. ultimum (Pratt y Green, 1971; Hong y Moorman, 2005; Nongnuch
et al., 2014; Slavov et al. 2018). Por otro lado, West et al. (2003) sefalan que las
enfermedades originadas por Pythium spp. son comunes y originan pérdidas
estimadas en miles de millones de délares en todo el mundo. Especies como: P.
lutarium, P. oopapillum, P. sylvaticum y P. torulosum causaron pérdidas del 20 %
en soya y maiz (Zitnick y Nelson, 2015; Matthiesen et al., 2016; Dimbi, 2021).
Pythium aphanidermatum originé pérdidas del 75 % en plantulas de pepino (Al-
Balushi et al., 2018; Morris et al., 2016). En México, P. aphanidermatum, P.

cylindrosporum, P. dissotocum, P. irregulare, P. ultimum, P. splendens, P.
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arrhenomanes y P. amazonianum causaron pérdidas econémicas en plantas de
ornato, alfalfa, frijol, maiz, chile, tomate y aguacate (Vazquez et al., 2009; Diaz et
al., 2011; Martinez et al., 2016; Riveray Fernandez, 2017; Ochoa et al., 2018; Reyes
et al., 2018; Velasquez et al., 2018). Por otro lado, la identificacion de organismos
fitopatdgenos convencionalmente se realizaba mediante observaciéon y medicion de
estructuras vegetativas y de origen sexual o/y asexual, también por observacion y
comparaciébn mediante el uso de microscopio O6ptico y claves pictoricas,
respectivamente; pero actualmente se sabe que algunas especies comparten
caracteristicas morfologicas, razén por la que su identificacién y diagnéstico como
agentes fitopatdgenos puedo resultar errébneo con esas practicas (Diaz et al., 2011).
No obstante, técnicas de laboratorio basadas en extraccion, amplificacion y
secuenciacion de regiones especificas de &cidos nucleicos, contribuyen a la
identificacién concreta y eficaz de organismos (Robledo, 2016; Trzewik et al., 2016).
Por otra parte, con la finalidad de detectar o monitorear oomicetes presentes en
agua o suelo, se emplearon frutos, hojas o semillas de diversas especies vegetales,
con el propdsito de atraer zoosporas que infecten el tejido vegetal y a partir del tejido
infectado aislarlos (Rajput et al., 2020; Bennet y Thines, 2020; Frankel et al., 2020;
Rai y Guest, 2020; Riolo et al., 2020; Thao et al., 2020). Por la informacion anterior,
el objetivo de esta investigacion fue determinar la presencia de especies
fitopatogenos del género Pythium en aguas empleadas para la irrigacion agricola

en Culiacan, Sinaloa, México.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Obtencidn, purificaciéon y conservacion de aislamientos de Pythium spp
Del 1 de septiembre de 2018 al 20 de febrero de 2019, se recorrié y muestred en 28
localidades un total de 39 puntos de muestreo en sitios de almacenamiento y
transporte de agua para uso agricola (presas, rios, canales, diques, etc.)
pertenecientes a la red hidrica del municipio de Culiacan, Sinaloa, México. Los sitios
(Cuadro 3.1), se localizaron con informacién sobre fuentes de almacenamiento y
distribucion de agua de uso agricola disponible en la Comision Nacional del Agua
(CONAGUA).
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Cuadro 3.1. Sitios de muestreo, Culiacan, Sinaloa, México.

Localidad

Coordenadas del sitio de

Aislamiento
muestreo

Presa Adolfo L6pez
Mateos

La Presita
Empaque Castro
El Tamarindo

Empaque Valle del sol

Presa Sanalona

Rio Tamazula
Rio Humaya

Jardin Botanico
Imala
Tres Rios

Bellavista
Bachigualato
Aguaruto

Campo Batan

Campo Moroledn
Campo Cardenal
Dique Primavera
Estacion Hazera
Estacién Enza Zaden
Estacion Monsanto
Campo Divemex
Estacion Agriseeds
Estacion Syngenta
Estacion Rijk Zwaan
Estacion Bayer
Digue Costa Rica
Facultad de Agronomia

25°10'08” N 107°26’10" W
25°09'10” N 107°26'11" W
25°09'56” N 107°26°30” W

24°55'49" N 107°25'39" W

PV1, PV2, PV3, PV4, PV5, PVG6,
PV7, PV8, PV9, PV10, PV1ly
PV12

PR13, PR14, PR15y PR16
24°55'28” N 107°31°'59" W
24°55'07” N 107°33’32" W
24°55'11” N 107°32'57" W
24°53'20” N 107°2917" W
24°48’37” N 107°08'11” W
24°48'46” N 107°08’14” W

EC17, EC18, EC19y EC20
TR21, TR22, TR23y TR24

EVS25, EVS26, EVS27 y EVS28

PS33, PS34, PS35, PS36, PS37,
PS38, PS39, PS40, PS41, PS2,

24°48’'49” N 107°08'30" W PS43
24°49'00" N 107°11°16" W  RT44. RT45, RT46, RT47, RT48
24°48'53" N 107°21'29" W y RT49

oE414Q” 0n 1 RH50, RH51, RH52, RH53,
24°51'48" N 107°24°25" W RH54 y RH55
24°49°23" N 107°23'06" W  JB56, JB57, JB58, JB59, JB60 y
24°49'24” N 107°23'04" W JB61

24°51°21" N 107°13'11" W
24°48'43” N 107°24°24” W

IMAG2, IMAG3, IMAG4 y IMAG5
3R66, 3R67, 3R68, 3R69, 3R70

24°48'24” N 107°24'33" W y 3R71
24°48'45” N 107°27°56” W BELL74 y BELL75
24°46'59” N 107°26’48” W BACH76 y BACH77
24°47°'49” N 107°30'24” W AGUAT78 y AGUAT9
24°46'10” N 107°30°19" W CB8Oy CB81
24°41'14” N 107°31°09” W CM82 y CM83
24°4510” N 107°28'39" W CC84y CC85
24°43'48” N 107°24’10" W DP86 y DP87
24°43'32" N 107°27'24" W HAZ88 y HAZ89
24°40'58” N 107°28°47" W EZ90y EZ91
24°40'37” N 107°28°50" W MON92 y MON93
24°39'46” N 107°26'58" W DIV94 y DIV95
24°38'11” N 107°26’38" W US96 y US97
24°37°08” N 107°26'41” W SYN98 y SYN99
24°36'12” N 107°26’41” W RZ100 y RZ101
24°36'14” N 107°27°'22" W BAY102 y BAY103
24°35'44” N 107°18’33" W CR104 y CR105

24°37'28” N 107°26°34” W PP106 y PC107
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Trampas flotantes (selladas con cuerdas de polipropileno y poliestireno para
permanecer suspendidas) que sujetaban dos frutos de peras inocuos
(desinfectados con alcohol etilico de 96% vy libre de lesiones), se colocaron sobre
las periferias de cada sitio por 48 h (frutos desinfectados y sin desinfectar se
mantuvieron en condiciones de laboratorio como testigos libres de oomicetes
fitopatogenos). La temperatura del agua se registré con la inmersion de un
termémetro de mercurio (Thomas -10 a 150 °C) en cada punto de muestreo al
momento de la instalacion y retiro de la trampa (entre las 8:00 y 10:00 h del dia)
(Frankel et al., 2020). Posteriormente, las trampas colectadas se transportaron al
laboratorio de fitopatologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Auténoma de Sinaloa (UAS). Los frutos se extrajeron y bajo observacion se logré
identificar sintomas de infeccién (lesiones de color café). Los frutos lesionados
fueron lavados con agua destilada estéril y desinfestados con alcohol etilico de 96%.
De cada fruto, se tomaron aleatoriamente cinco cortes de pericarpio infectado de 1
cm? de diametro y 5 mm de profundidad. El tejido vegetal enfermo se depositd sobre
cajas Petri con medio de cultivo PARP, para lo cual se empled como base el medio
harina de maiz agar (HMA, BD Difco) 17 g-L™* de agua destilada estéril, al cual se le
agregaron: 200, 25, 10 y 10 pg-L* de ampicilina, pentacloronitrobenceno, penicilina
y rifampicina, respectivamente (Jeffers y Martin, 1986; Soto et al., 2017) y se
incubaron a temperatura ambiente (27 £ 2 °C) por 48 h. Posteriormente, cultivos
puros se obtuvieron con transferencias hifales individuales (técnica de punta de hifa)
sobre placas con medio de cultivo HMA incubadas por 48 h a temperatura ambiente.
Una vez obtenido el aislamiento y con la finalidad de conservacion, se efectuaron
cinco cortes de 0.5 cm de diametro con sacabocados sobre las colonias puras
activas, y se colocaron en tubos Eppendorf con 5 mL de agua destilada estéril. Los
tubos se almacenaron en una incubadora a 15 °C para posteriores estudios de
laboratorio (Jeffers y Martin, 1986; Martin et al., 2012; Soto et al., 2017).
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3.2.2 Caracteristicas morfoldgicas

Los estudios de morfologia se realizaron a partir de las cepas almacenadas.
Crecimiento micelial de 48 h fue colocado individualmente sobre cajas Petri con los
medios de cultivo HMA o V8-agar (agua destilada 800 mL, jugo V8 200 mL, CaCOs
2 g-L't y agar 15 g-LY). Una vez que el organismo llen6 por completo la superficie
de la caja, se agregd agua destilada estéril; las cajas con crecimiento de los
organismos se conservaron en condiciones ambientales de laboratorio (27 + 2 °C)
durante cinco dias para inducir el crecimiento y la reproduccién de estructuras
sexuales y asexuales de los organismos (Jeffers y Martin, 1986; Martin et al., 2012;
Soto et al.,, 2017). Adicionalmente y con la finalidad de inducir la formacion de
estructuras de reproduccion, cilindros de 0.5 cm de diametro con medio de cultivo y
crecimiento micelial de 48 h se colocaron en cajas de Petri que contenian agua
destilada estéril. Un microscopio optico (Leica DM100) se utilizé para observar y
caracterizar la morfologia de cada aislamiento. La induccion al crecimiento y
reproducciéon de los aislamientos fue realizada en tres diferentes ocasiones con

cinco replicas cada uno.

3.2.3 Identificacion molecular

La extraccion de ADN gendmico se realiz6 con el método bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB), propuesto por Doyle (1990), al cual se realizaron
modificaciones con la finalidad de optimizar la extraccion y pureza del ADN.
Inicialmente se procedié a desarrollar cepas sobre medio de cultivo papa dextrosa
agar (PDA, 39 g-L* de agua destilada estéril), cinco dias después se colectaron 100
a 200 mg de micelio con una punta esterilizada y se depositaron en morteros
individuales que contenia nitrégeno liquido; se macer6 el micelio congelado hasta
obtener polvo fino. El polvo de cada muestra se coloc6 en microtubos frios,
posteriormente se afiadié 1 mL de buffer de extraccion (CTAB 2%, TRISH-HCI 100
mM pH 8, EDTA 20 mM pH 8, NaCl 1.4 mM, B-mercaptoetanol 2%) a cada tubo. Se
utilizd un agitador tipo vortex para homogenizar el contenido de los tubos durante
un minuto. Los tubos se centrifugaron a 12 000 rpm por 15 min. El sobrenadante se

recuperd, se transfirié a nuevos tubos Eppendorf y se homogenizaron con 1 mL de
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cloroformo-alcohol isoamilico (49:1). Las muestras se centrifugaron por 10 min. Se
recuperd la fase acuosa, cuidando de no perturbar la interface, y se transfirido a
nuevos tubos Eppendorf para mezclarse con 100 yL de acetato de sodio 3aMy 1 mL
de alcohol isopropilico, se incubaron a -20 °C por 20 min. Los tubos se centrifugaron
a 12 000 rpm por 15 min, la fase liquida se decantd cuidando de no perturbar la
pastilla de DNA. A los tubos se les afiadid 1 mL de etanol y se centrifugaron por 3
min. La fase acuosa se eliminé sin perturbar la fase sélida, los tubos se colocaron
10 min boca abajo a temperatura ambiente para la eliminar los restos liquidos, la
pastilla de ADN se disolvié en 50 pyL de buffer TE. La concentracién del ADN se
midié por Nanodrop 8000 a 260 nM, su calidad se determin6 con las proporciones
280/260 y la integridad se visualizé por electroforesis en gel de agarosa 0.8 % con

solucién amortiguadora 1X TAE.

3.2.3.1 Amplificacién, purificacién y secuenciacién del ADN

La mezcla de PCR se prepar6 con 2.5 uL de buffer especifico para la Taq (10X),
1.25 uL de MgCl2 (50 mM), 0.5 puL de mezcla de DNTP’s (200 mM), 0.625 uL de
cada cebador individual (0.25 yM) (Cuadro 3.2),1 yL de ADN (50 ng-uL?), 0.25 pL
de Tag ADN polimerasa (5 Ul-mL™), todo se disolvié en agua de grado molecular
suficiente para completar el volumen total de 25 pL. EI ADN se amplificé con un
termociclador (Bio Rad T2100). Condiciones utilizadas en el termociclador:
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 2 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C
por 30 s alTS (60 s COXy NADH), alineamiento por 30 s, extension a 72 °C por 60
s y extension final 72 °C por 10 min. La temperatura de alineamiento fue de 62 °C
para ITS, 52 °C para COX y 53 °C para NADH. La amplificacion se verificé con
electroforesis en gel de agarosa 0.8% con solucién amortiguadora 1X TAE.

39



Cuadro 3.2. Cebadores utilizados para la amplificacion de ADN de Pythium spp.

Cebador Secuencia del cebador

Tamafio (pb)

ITS4C0569/ITS6C0570 TCCTCCGCTTATTGATATGC/GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG
COXF4N/COXR4N GTATTTCTTCTTTATTAGGTG/CGTGAAGTAATGTTACATATAC
NADHF1/NADHR1 CTGTGGCTTATTTTACTTTAG/CAGCAGTATACAAAAAGCAAC

930
972
897

La purificacion de los productos de PCR se realiz6 con el kit Wizard® SV Gel and
PCR CleanUp System (Promega, USA). Las dos cadenas del amplicon fueron
enviadas para ser secuenciadas en Macrogen, Korea. Las secuencias se
compararon en la base de datos del GenBank del National Center for Biotechnology
information (NCBI, 1988).

El arbol filogenético y el historial evolutivo se construyeron partir del método de
maxima verosimilitud y modelo Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993), utilizando 848
pares de bases correspondientes al espacio transcrito del ADNr (los gaps/missing
se consideraron como deleciones completas) y con la maxima verosimilitud posible.
La busqueda heuristica se aplicé automaticamente con los algoritmos de Neighbor-
Join y BioNJ para emparejar las distancias estimadas utilizando el modelo de
Tamura-Nei y después seleccionar el valor de maxima topologia posible. Para
establecer los valores de confianza entre las agrupaciones del arbol resultante, se
utilizaron 1000 bootstraps. Este andlisis filogenético se realiz6 empleando el
software MEGA X (Kumar et al., 2018).

3.2.4 Pruebas de patogenicidad
La actividad patogénica de los aislamientos se comprobd mediante la inoculacion
de plantulas y frutos de tomate saladette cv. SV-3543, chile bell cv. Caravaggio y

pepino slicer cv. Luxell.

3.2.4.1 Obtencién de plantulas
Las semillas de cada especie (tomate, chile y pepino) se sembraron por separado
en charolas de poliestireno con 256 cavidades y sustrato peat moss (Berger), se

regaron y condujeron bajo condiciones de invernadero. La emergencia de plantulas
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ocurrio siete dias después de la siembra, esas plantulas se trasplantaron a macetas
plasticas (15 dias después de la emergencia) con capacidad de 2 kg con sustrato
peat moss. Los riegos se efectuaron diariamente y se fertilizé cada tres dias con
una mezcla de agua vy fertilizante Maxi-grow ® Excel (concentracion 1 mL-L?)
(COSMOCEL, composicién g-L1: extractos organicos 112, auxinas 0.09, giberelinas
0.10, citoquininas 1.5, nitrégeno 6.6, fosforo 13.3, potasio 13.3, calcio 2.0, magnesio

4.0, hierro 17.2, zinc 26.5, manganeso 13.3 y cobre 13.3).

3.2.4.2 Inoculacion de plantas y frutos.

Los aislamientos se transfirieron individualmente a cajas Petri con medio de cultivo
PARP y se incubaron por 10 dias. Transcurridos 25 dias después del trasplante, la
inoculacién se realiz6 mediante un cilindro de 0.5 cm de diametro con medio de
cultivo y crecimiento de micelio, colocado en la base del tallo en cada plantula
inoculada (para el caso de plantulas testigo se colocé sélo cilindro con medio de
cultivo sin crecimiento de patdégeno). El in6culo se cubrié con sustrato para evitar su
degradacion. Cinco dias después de la inoculacion, los riegos se efectuaron con
mayor intensidad con el propoésito de favorecer la infeccion del patégeno. La
actividad patogénica de los aislamientos se determiné 20 dias después de la
inoculacion mediante observacion para lo cual, se empled la escala propuesta por
Molina et al. (2010), donde: 0= sin sintomas, 1= ligera marchitez o ligero dafio en

tallo, 2= severa marchitez o severo dafo en tallo y 3= muerte de planta.

Con la finalidad de demostrar que los organismos inoculados fueron patogénicos,
se realizaron los postulados de Koch, para lo cual, muestras individuales de tejido
enfermo de las plantas inoculadas con los aislamientos fueron transferidos a cajas
de Petri con medio de cultivo (PARP) y permanecieron a temperatura ambiente (25
a 32 °C).
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La actividad patogénica de los aislamientos en frutos se comprobé mediante frutos
inocuos, inmaduros, de tomate, chile y pepino. Previo a la inoculacion de los
aislamientos, los frutos fueron lavados con agua destilada estéril y desinfestados
con etanol de 70%. Cada fruto se inocul6 con cilindros de 0.5 cm de didmetro, con
medio de cultivo y crecimiento micelial (para el caso de frutos testigo se colocé sélo
cilindro con medio de cultivo sin crecimiento de patdgeno); los frutos inoculados, se
colocaron dentro de camaras humedas, elaboradas con recipientes de plastico y
algodon humedecido con agua destilada estéril. La severidad se determiné a las 48
h después de la inoculacion, con base a la cantidad de tejido dafiado por el patdgeno
(diametro promedio de tejido dafiado). Las pruebas de patogenicidad se
establecieron en un disefio completamente al azar, con cuatro repeticiones y su
respectivo tratamiento control. Las pruebas de patogenicidad se establecieron en
camara de incubacién con temperatura que fluctud de 25 a 32 °C y humedad relativa
de 100 %. Concluidas las evaluaciones, del tejido enfermo en las plantas inoculadas
se reaislaron los organismos para comprobar su patogenicidad mediante los

postulados de Koch.

Los datos de ambas pruebas patogénicas fueron procesados con el software
INFOSTAT, y se realiz6 prueba de normalidad y homogeneidad de los datos para
posteriormente analizarlos mediante andlisis de varianza y prueba de separacion de
medias (Tukey, P = 0.05).

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION
En total se obtuvieron 107 aislamientos de oomicetes, sin embargo, solo cinco
aislamientos (Cuadro 3.3) mostraron caracteristicas morfoldgicas pertenecientes al
género Pythium, tales como: micelio hialino, cenocitico, esporangios lobulados

terminales, intercalares y presencia de oosporas apleroticas (Figura 3.1).
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Cuadro 3.3. Localidad y coordenadas de sitios de muestreo donde se obtuvieron

aislamientos del género Pythium.

Nombre del aislamiento Localidad Coordenadas del punto de muestreo
EC17 Empaque Castro 24°55’28” N 107°31’59” W
JB56 Jardin Botanico 24°49'23” N 107°23'06” W
PP106 Facultad de Agronomia 24°37°28” N 107°26°34” W
PV1 Presa Adolfo Lopez Mateos 25°10°08” N 107°26’10” W
PS33 Presa Sanalona 24°48'46” N 107°08’14” W
A)

L ™

Figura 3.1. Caracteristicas morfoldgicas de Pythium spp. a) esporangios lobulados
(EC17); b) oosporas apleréticas y anteridio intercalar (aislamiento JB56) y ¢) grupo

de oosporas en tejido de pepino (aislamiento PP106).

Las secuencias individuales de cada aislamiento se compararon con secuencias
depositadas en el GenBank. El analisis por BLAST del NCBI, mostr6 99.8% de
similitud a Pythium aphanidermatum para las secuencias de los aislamientos EC17,
JB56 y PP106 (numeros de acceso MW488307, MW486431 y MT232874,
respectivamente), de 98.0% a P. pachycaule para el aislamiento PV1 (niumero de
acceso MT261893) y de 98.0% de similitud a P. torulosum para el aislamiento PS1
(nimero de acceso MT232848). El arbol filogenético creado (Figura 3.2) permite
observar la relacion estrecha que existe entre las secuencias obtenidas con otras
de distintas regiones del mundo. Ese arbol separé diferentes clados con las
especies del género Pythium: el Clado I, incluy6 al aislamiento PV1 que corresponde
a P. pachycaule; en el Clado Il al aislamiento PS1 de P. torulosum y el Clado IlI

incluyé los aislamientos EC17, JB56 y PP106 de P. aphanidermatum.
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KU211068 Pythium pachycaule (Soybean-Michigan)
KU208428 Pythium pachycaule (Flowers-Michigan)
Pythium pachycaule (Irrigation water-Michigan
KU211276 Pyt pachy (Irrig a )_ P. pachycaule |— Clado|
KU211391 Pythium pachycaule (Soybean-Michigan)

MH813308 Pythium pachycaule (Irrigation water-Brazil)

MT261893 Pythium pachycaule (Irrigation water-México)

— MT232848 Pythium torulosum (Irrigation water-México)

_E MT758173 Pythium torulosum (Irrigation water-Thailand) [— #- torulosum Clado Il

MKO015674 Pythium toruiosum (lrrigation water-China)

JNB95786 Pythium aphanidermatum (Irrigation water-China)

MN744685 Pythium aphanidermatum (Butternut squash-Sri Lanka)

MT457781 Pythium aphanidermatum (Irrigation water-Brazil)

MK611608 Pythium aphanidermatum (Sugar beet-Egypt)

— P. aphanidermatum — Clado lll
MK611611 Pythium aphanidermatum (Irrigation water-Egypt)
MW488307 Pythium aphanidermatum (lrrigation water-México)
MW486431 Pythium aphanidermatum (Irrigation water-México)
MT232874 Pythium aphanidermatum (lrrigation water-México) nll
KP 189443 Saprolegnia diclina (Netheriands) S. diclina Outgroup

Figura 3.2. Arbol filogenético que integra las especies de Pythium obtenidas en esta
investigacion, elaborado con el método de méxima verosimilitud. Los aislamientos
colectados de agua de uso agricola en Culiacan, Sinaloa, estan marcados con la
leyenda de “Irrigation water-México”. Los aislamientos pertenecen a P.
aphanidermatum (numero de acceso MW488307-EC17, MW486431-JB56 y
MT232874-PP106); P. pachycaule (numero de acceso MT261893-PV1) y P.
torulosum (nimero de acceso MT232848-PS1). Como secuencia outgroup se

coloco a Saprolegnia diclina.

Los cincos aislamientos de Pythium fueron patogénicos en plantulas de tres
semanas de edad (Cuadro 3.4). La Figura 3.3 muestra el dafio originado por el
aislamiento EC17 (P. aphanidermatum) sobre plantulas de tomate, chile y pepino.
La severidad en plantas de tomate y chile originada por P. aphanidermatum
(aislamientos PP106, JB56 y EC17) fue significativamente superior (P = 0.05) a la
ocasionada por P. torulosum (aislamiento PS1), pero semejante a la originada por
P. pachycaule (aislamiento PV1). En contraste, la severidad inducida por los cinco

aislamientos en plantas de pepino fue estadisticamente igual.
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Cuadro 3.4. Severidad del dafio en plantulas de tomate, chile y pepino originada
por cinco aislamientos de Pythium sp. obtenidos de aguas de uso agricola en

Culiacan, Sinaloa.

Aislamiento Especie Tomate Chile Pepino
PS1 P. torulosum 15a* 15a 25a
PV1 P. pachycaule 1.8ab 20ab 18a

PP106 P. aphanidermatum 3.0b 3.0b 23a
JB56 P. aphanidermatum 3.0b 3.0b 3.0a

EC17 P. aphanidermatum 3.0b 3.0b 3.0a
* Medias con diferente literal en la misma columna son estadisticamente diferentes
segun Tukey (P = 0.05).

/

I

Figura 3.. Pruebas de patgenicidad de ythium aphanidermatum aislamiento

N

EC17: A) plantulas de tomate; B) plantulas de chile y C) plantulas de pepino.

En frutos, todos los aislamientos de Pythium fueron patogénicos (Cuadro 3.5). La
severidad en frutos de tomate, chile y pepino originada por los tres aislamientos de
P. aphanidermatum (aislamientos PP106, JB56 y EC17) fue estadisticamente igual
(P = 0.05); en tanto que, con P. pachycaule (aislamiento PV1) dicha severidad fue
significativamente inferior inicamente en frutos de tomate con el aislamiento JB56.
Con P. torulosum (aislamiento PS1), la severidad fue estadisticamente igual a la
originada por P. pachycaule y P. aphanidermatum, excepto en frutos de tomate con

el aislamiento JB56, y en frutos de chile y pepino con el aislamiento EC17.
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Cuadro 3.5. Severidad en frutos de tomate, chile y pepino originada por cinco

aislamientos de Pythium spp. obtenidos de aguas para el uso agricola en Culiacan,

Sinaloa.
Aislamiento Especie Tomate Chile  Pepino
Diametro (cm)
PS1 P. torulosum 4.5 a* 5.3a 50a
PV1 P. pachycaule 4.8 a 75ab 6.3ab

PP106 P. aphanidermatum 75ab 85ab 5.5ab
JB56 P. aphanidermatum 7.5ab 8.50ab 5.5ab
EC17 P. aphanidermatum 7.3 ab 9.8b 8.5b

*Medias con diferente literal en la misma columna son estadisticamente diferentes
segun Tukey (P = 0.05).

La temperatura promedio del agua entre los 5y 10 cm de profundidad, al momento
de la instalacion de las trampas oscilo de 21 a 32 °C, mientras que al momento del
retiro oscil6 de 20 y 33 °C. Las temperaturas mas bajas se registraron durante el
mes de diciembre con 20 +1°C; mientras que las temperaturas mas altas se

registraron en septiembre 33 £1°C (Figura 3.4).

- |nstalacion Retiro

35 . 33 31

? 32 30 26 24
Q 5 20 23
g 25 TN = —
s 20 - 22 23
G‘EC)L 15 | 21
e

10 -

5 -

Septiembre Octubre Noviembre Diciembre Enero Febrero

Figura 3.4. Temperatura promedio (x1°C) del agua en 39 puntos de muestreo en el
periodo comprendido del 1 de septiembre de 2018 al 20 de febrero de 2019.

Culiacan Sinaloa, México.
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Las caracteristicas morfolégicas de micelio, esporangio y oosporas, registradas en
esta investigacion, son congruentes con lo descrito por Diaz et al. (2011), Al-Sheikh
y Abdelzaher (2012) y Saelee et al. (2021) para P. aphanidermatum, P. pachycaule
y P. torulosum. Se ha descrito que las especies P. pachycaule y P. torulosum,
forman oosporas apleréticas en la reproduccion sexual, al igual que P.
aphanidermatum (Abdelzaher y Kageyama, 2020). Sin embargo, es posible que las
condiciones en las cuales se realizé la identificacion morfolégica no permitieron que
esa estructura se formara, no obstante, la secuenciacion de los acidos nucleicos
permitié la identificacion del género y especie de cada aislamiento. Lo cual es
congruente con lo descrito por Diaz et al. (2011), quienes sefalan que la
caracterizacion morfolégica de estos organismos debe complementarse con la
técnica molecular debido a que dentro del mismo género existe la posibilidad de
similitud morfoldgica entre especies (Herrero et al., 2020). Asi, la identificacion
morfologica de los aislamientos se confirmé con los resultados obtenidos de la
secuenciacion de las regiones ITS, analisis por BLAST del NCBI y construccion del

arbol filogenético.

Por otro lado, las especies P. aphanidermatum, P. torulosum y P. pachycaule se
han encontrado en ambientes acuéticos con temperaturas fluctuantes de 30 a 40 °C
(Watanabe et al., 2007; De Cock et al., 2015; Choudhary et al., 2016; Kachour et
al., 2016; Redekar et al., 2019; Salmaninezhad y Ghalamfarsa, 2019), lo cual es

congruente con lo obtenido en esta investigacion.

Se determind que las tres especies encontradas fueron capaces de infectar tanto
plantulas como frutos de tomate, chile y pepino, que la severidad del dafio fue
diferente para cada especie de planta y que existié diferencia en el nivel de
severidad interespecifica, pero no se presenté dicha diferencia entre los

aislamientos de una misma especie.
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Tanto P. aphanidermatum como P. pachycaule y P. torulosum son organismos que,
en investigaciones previas a ésta, ya se habian obtenido de aguas de uso agricola
en otras regiones del mundo (Al-Sheikh y Abdelzaher, 2012; Parke et al., 2019;
Redekar et al., 2019; Abdelzaher y Kageyama, 2020). Sin embargo, a saber, en
México es la primera vez que se determina la patogenicidad en plantas de interés

horticola de los organismos P. pachycaule y P. torulosum.

Los resultados obtenidos en el estudio morfolégico, identificacion molecular y
pruebas de patogenicidad en plantulas y frutos de tomate, chile y pepino, permitio
confirmar la presencia en aguas de uso agricola en el valle de Culiacan, Sinaloa, de
tres especies fitopatdgenas del oomycete Pythium, y con ello se proporciona
informacion que sustenta que el agua de riego debe ser un componente a considerar
en la implementacion del manejo integrado de enfermedades en plantas

susceptibles.
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CAPITULO IV. Phytopythium helicoides ASOCIADO CON AGUAS PARA
IRRIGACION AGRICOLA EN CULIACAN, SINALOA

4.1 INTRODUCCION

El agua empleada para cultivar plantas es frecuentemente almacenada y distribuida
por medio de infraestructuras construidas con la finalidad de facilitar y optimizar su
uso, sin embargo, se ha comprobado que esas practicas favorecen la dispersion de
agentes fitopatdgenos desde y hacia espacios de explotacion agricola (Zappia et
al.,, 2014; Corrales et al., 2018). Los oomicetes son un grupo diverso de
microorganismos con mas de 1500 especies descritas, presentes en habitats
acuaticos, suelos humedos (Judelson y Ah-Fong, 2019; Nam y Choi, 2019) y agua
destinada para cultivar plantas (Alvarez et al., 2017; Margiulynas et al., 2020),
razones por las que son amenaza persistente para plantas cultivadas (Agrios, 2005),
ya que esta documentada la existencia de oomicetes fitoparasitos (Adhikari et al.,
2013; Aram y Rizzo, 2018; Judelson y Ah-Fong, 2019).

El descubrimiento de nuevos linajes de oomicetes, ha favorecido la investigacion
sobre su evolucion, diversidad y relacién filogenética, asi, el género Phytopythium
fue descrito por Bala et al. (2010) y ubicado como oomicete miembro de la familia
Pythiaceae, orden Peronosporales, con 19 especies adjuntas (De Jesus et al., 2016;
Sevda et al., 2021). Las especies del género Phytopythium se desarrollan
favorablemente en ambientes himedos, cuando la temperatura fluctia entre 15 y
40 °C. Forman micelio cenocitico, esporangios ovoides o globosos papilados, con
proliferacion interna, liberacion de zoosporas en vesicula y oosporas sin
ornamentacion (Baten et al., 2014; De Cock et al., 2015; Chen et al., 2016). Entre
los hospedantes susceptibles a este organismo se reportaron plantas de Actinidia
chinensis (Donati et al., 2020), Citrus reticulata (Chen et al., 2016), Durio zibethinus
(Thao et al., 2020), Fragaria ananassa (Marin et al., 2018), Malus domestica (Jabiri
et al., 2021), Persea americana (Rodriguez et al., 2018), Platanus orientalis (Dervis
et al., 2020), Prunus dulcis (Beluzan et al., 2022), Pyrus communis (Jabiri et al.,
2021), Rhizophora spp. (Bennet et al., 2017) y Zea mays (Xie et al, 2021).
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Dado lo novedoso del género Phytopythium, en México existen limitadas referencias
cientificas donde se determine su potencial patogénico, rango de hospedantes y
especies presentes en agroecosistemas, asi, esta investigacion se plante6 con el
objetivo de determinar la presencia de especies fitopatbgenas del género
Phytopythium en aguas empleadas para la irrigacion agricola en el valle de

Culiacan, Sinaloa, México.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Obtencidn, aislamiento y purificacion de los organismos

Durante el periodo comprendido del 1 de septiembre de 2018 al 31de enero de
2019, en 39 puntos ubicados con informacion disponible en la Comision Nacional
del agua (https://www.gob.mx/conagua) sobre infraestructuras empleadas para
almacenamiento y distribucién de agua para la agricultura (presas, estanques, rios
y canales) del distrito de riego numero 010 del valle de Culiacan, Sinaloa, se
colocaron trampas flotantes elaboradas con bolsas de polipropileno y dos frutos de
pera que sirvieron como cebo. Después de 48 h, los frutos fueron extraidos con
visibles sintomas de infeccion (lesiones de color café sobre el epicarpio de los
frutos). Los frutos con lesiones fueron lavados con agua destilada estéril y
desinfestados con alcohol etilico al 96%. De cada fruto, se tomaron aleatoriamente
cinco cortes de pericarpio infectado de 1 cm? de didametro y 5 mm de profundidad.
El tejido vegetal enfermo se deposité sobre cajas Petri con medio de cultivo PARP,
para lo cual se empleé como base el medio harina de maiz agar (HMA, BD Difco),
arazon de 17 g-L* de agua destilada estéril, al cual se agregaron 200, 25, 10y 10
ug-Lt de ampicilina, pentacloronitrobenceno, penicilina 'y rifampicina,
respectivamente, y se incubaron a temperatura ambiente (27 £ 2 °C) por 48 h
(Jeffers, 2006; Soto et al., 2017). Posteriormente, se obtuvieron cultivos puros
mediante transferencias hifales individuales (técnica de punta de hifa) sobre placas
con medio de cultivo HMA incubadas por 48 h a temperatura ambiente (27 + 2 °C).
Una vez obtenido el aislamiento y con la finalidad de su conservacion, se efectuaron
cinco cortes de 0.5 cm de didmetro con sacabocados sobre las colonias puras

activas, y se colocaron en tubos Eppendorf con 5 mL de agua destilada estéril. Los

50



tubos se almacenaron en una incubadora a 15 °C para posteriores estudios de

laboratorio.

4.2.2 Caracterizacién morfologica

Se realiz6 identificacién morfoldgica a partir de colonias desarrolladas sobre medio
de cultivo VBA (800 mL de agua destilada, 200 mL de jugo V8, 2 g de CaCOsy 15
g de agar). Asi, de cada aislamiento se tomaron fragmentos de 0.5 cm de diametro
que fueron colocados, individualmente por 24 h, en extracto acuoso de suelo bajo
condiciones ambientales de laboratorio (27 + 2 °C) durante cinco dias, para inducir
crecimiento y produccion de estructuras sexuales y asexuales de los organismos.
Un microscopio optico (Leica DM100) con medidor ocular integrado se utilizé para

observar, medir y caracterizar la morfologia de los aislamientos (Chen et al., 2021).

4.2.3 ldentificacion molecular

4.2.3.1 Extraccion de ADNr

Colonias individuales de cada aislamiento fueron desarrolladas sobre medio de
cultivo papa dextrosa agar (PDA, BD Difco), a razén de 39 g-L* de agua destilada
estéril, a temperatura ambiente (27 £ 2 °C) por 72 h, para después tomar muestras
de 100 a 200 mg de micelio para la extraccion del ADN. Cada muestra fue
sumergida en nitrégeno liquido sobre un mortero y se triturd con pistilo hasta obtener
un polvo fino el cual se transfiri6 a tubos Eppendorf de 2 mL sostenidos en
congelacion y se les adicion6 1 mL de buffer bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB
2%, TRISH-HCI 100 mM pH 8, EDTA 20 mM pH 8, NaCl 1.4 mM, B-mercaptoetanol
2%). Se colocaron los tubos en vortex durante un minuto y después se centrifugaron
a 12 000 rpm por 15 min. El sobrenadante se recuperd y se transfirio individualmente
a nuevos tubos Eppendorf de 2 mL que contenian 1 mL de solucion cloroformo-
alcohol isoamilico (49:1) y se mezclé el contenido de los tubos con la fase
recuperada. Se colocaron las muestras en vortex por 10 min. Se realiz6 una
segunda recuperacion de fase acuosa y una segunda transferencia a nuevos tubos
Eppendorf. Se afadi6 acetato de sodio 3M con 1 mL de alcohol isopropilico con

valor 1/10 del volumen recuperado y se almacenaron los tubos a -20 °C por 20 min
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(los tubos pueden ser almacenados hasta por 24 h para maximizar la obtencion de
ADN). Se centrifugaron los tubos a 12 000 rpm por 15 min, posteriormente se
decantaron sin desperdiciar el contenido de ADN precipitado. Se afiadié 1 mL de
etanol y se centrifugaron las muestras a 12 000 rpm por 3 min. Se extrajo el
sobrenadante sin tocar la fase sdlida, se colocaron los tubos con la fase solida a
temperatura ambiente para la evaporacion de liquidos. El ADN (fase sdlida) fue
disuelto en 50 puL de buffer TE. Las caracteristicas del ADN se calcularon con
Nanodrop 8000 a 260 nM, la calidad se estimd con la proporcion 280/260, la
integridad se visualizdé en una camara de electroforesis en gel de agarosa al 0.8%

con una solucion amortiguadora de 1X TAE.

4.2.3.2 Amplificacion, purificacion y secuenciacion del ADNr

La mezcla para PCR se preparé con 2.5 uL de buffer especifico para la Taq (10X),
1.25 pL de MgClz (50 mM), 0.5 pL de mezcla de dNTPs (200 mM), 0.625 uL de cada
iniciador individual (0.25 yM), 1 yL de ADN (50 ng pL™?), 0.25 yL de Tag ADN
polimerasa (5 Ul mL), todo se disolvié en agua de grado molecular, suficiente para
completar el volumen total de 25 uL. EI ADN se amplifico con un termociclador (Bio-
Rad T100). Las condiciones utilizadas en el termociclador fueron: desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 2 min, 35 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 30 s a ITS 930
pb (ITS4F: TCCTCCGCTTATTGATATGC; ITS6R:
GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG), 60 s a COX 972 pb (COXF:
GTATTTCTTCTTTATTAGGTG; COXR: CGTGAAGTAATGTTACATATAC)y60s a
NADH 897 pb (NADHF: CTGTGGCTTATTTTACTTTAG; NADHR:
CAGCAGTATACAAAAAGCAAC), alineamiento por 30 s, extension a 72 °C por 60
s y extension final a 72 °C por 10 min. La temperatura de alineamiento fue de 62 °C

para ITS, 52 °C para COX y 53 °C para NADH. La amplificacién se verific6 mediante
electroforesis en gel (Choi et al., 2015; Cooke et al., 2000; Chen et al., 2021). La
purificacion de los productos de PCR se realiz6 con el kit Wizard® SV Gel and PCR
CleanUp System (Promega, USA). Las dos cadenas del amplicon fueron enviadas
para ser secuenciadas en Macrogen, Korea. Las secuencias se compararon en la

base de datos del GenBank del National Center for Biotechnology Information
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(NCBI). El arbol filogenético y el historial evolutivo se construyeron partir del método
de méaxima verosimilitud y modelo Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993), para 848 pares
de bases correspondientes al espacio transcrito del ADNr (los gaps/missing se
consideraron como deleciones completas) y con la maxima verosimilitud posible. La
blusqueda heuristica se aplicé automaticamente con los algoritmos de Neighbor-Join
y BioNJ para emparejar las distancias estimadas utilizando el modelo de Tamura-
Nei y después seleccionar el valor de maxima topologia posible. Para establecer los
valores de confianza entre las agrupaciones del &rbol resultante, se utilizaron 1000
bootstraps. Este analisis filogenético se realizé empleando el software MEGA X
(Kumar et al., 2018).

4.2.4 Pruebas de patogenicidad

La actividad patogénica de los aislamientos se comprobé mediante su inoculacion
a plantulas de tomate saladette ‘SV-3543’, chile bell ‘Caravaggio’ y pepino slicer
‘Luxell’. Previamente, semillas de cada especie vegetal fueron sembradas en
charolas de poliestireno de 256 cavidades rellenas con sustrato peat moss (Berger)
y conservadas en condiciones de invernadero. Cuando las plantulas completaron 7
dias después de la emergencia fueron trasplantadas individualmente a macetas de
plastico de 3 kg de capacidad rellenas con sustrato peat moss previamente
esterilizado. Las plantulas fueron abastecidas diariamente con soluciéon nutritiva
(composicion g-L1: extractos organicos 112, auxinas 0.09, giberelinas 0.10,
citoquininas 1.5, nitrdgeno 6.6, fésforo 13.3, potasio 13.3, calcio 2.0, magnesio 4.0,
hierro 17.2, zinc 26.5, manganeso 13.3 y cobre 13.3). La inoculacion de las plantas
se realiz6 15 dias después del trasplante con un cilindro de 0.5 cm de diametro con
medio de cultivo y crecimiento de micelio, colocado en la base del tallo en cada
plantula inoculada (para el caso de plantulas testigo se colocé un cilindro con medio
de cultivo sin crecimiento de patégeno). El in6culo se cubrié con sustrato peat moss
para evitar su degradacion. Cinco dias después de la inoculacion, los riegos se
efectuaron con mayor intensidad con el propésito de favorecer la infeccion del
patégeno. Con la finalidad de demostrar que los organismos inoculados fueron

patogénicos, se realizaron los postulados de Koch, para lo cual, muestras
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individuales de tejido enfermo de las plantas inoculadas con los aislamientos fueron
transferidos a cajas de Petri con medio de cultivo (PARP) y permanecieron a

temperatura ambiente (24 = 2 °C).

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron 11 aislamientos que pertenecen a organismos del género
Phytopythium (Cuadro 4.1). Los aislamientos desarrollaron micelio blanquecino
irregular en los medios de cultivo HMA y V8A, sin formacion de micelio aéreo sobre
medio HMA, pero si sobre medio V8A (Figura 4.1). Todos los organismos aislados
desarrollaron micelio cenocitico, esporangioforos simples, esporangios globosos
terminales, con dimensiones de 30 a 45 um de largo (promedio de 37.5 um) y de 15
a 20 um de ancho (promedio de 17.5 pum). También formaron oosporas sin
ornamentacion con diametro que fluctué de 30 a 35 um (promedio 32.5 um) (Figura
4.2).

Cuadro 4.1. Aislamientos obtenidos de aguas de uso agricola y localizacion de los
sitios de colecta.

Aislamiento Localidad Coordenadas
PhyH1 Presa Adolfo Lopez Mateos 25°10°'08” N 107°26’10” W
PhyH2 Presa Adolfo Lopez Mateos 25°09’10” N 107°26’11” W
PhyH3 Presa Adolfo L6pez Mateos 25°09’10” N 107°26’11” W
PhyH4 Rio Humaya 24°51°48” N 107°24°25” W
PhyH5 Empaque Castro (estanque) 24°55°28” N 107°31'59” W
PhyH6 Empaque Castro (estanque) 24°55°28” N 107°31’59” W
PhyH7 La Presita 24°55’49” N 107°25'39” W
PhyH8 Presa Sanalona 24°48°46” N 107°08'14” W
PhyH 9 Rio Tamazula 24°49°00” N 107°11°16” W
PhyH10 Rio Tamazula 24°48’53” N 107°21°29” W
PhyH11 Jardin Botanico (estanque) 24°49°24” N 107°23'04” W
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Figura 4.1. Crecimiento de Phytopythium helicoides (PhyH11l) sobre medio de
cultivo A) HMA y B) V8A.

Figura 4.2. Estructuras morfolégicas de Phytopythium helicoides (PhyH11). A-C)

esporangios globosos, simples terminales; D-F) oosporas sin ornamentacion.

El resultado del BLAST del NCBI coincidi6 con secuencias de aislamientos
obtenidos en otros paises, con porcentajes de identidad para Phytopythium
helicoides que varié desde 97 hasta 100% (Cuadro 4.2). El andlisis filogenético
demostré que los aislamientos obtenidos en Culiacan, Sinaloa (registrados como:
irrigation water-México), se emparejaron en el clado especifico para P. helicoides
(Figura 4.3).
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Cuadro 4.2. Similitud a Phytopythium helicoides de los aislamientos obtenidos de

aguas de uso agricola en Culiacan, Sinaloa.

Aislamiento Numero de acceso Similitud Género y especie
PhyH1 MT322872 97.0% Phytopythium helicoides
PhyH2 MT322863 99.0% Phytopythium helicoides
PhyH3 MT322864 100% Phytopythium helicoides
PhyH4 MT322862 100% Phytopythium helicoides
PhyH5 MT322861 98.7% Phytopythium helicoides
PhyH6 MT322869 99.0% Phytopythium helicoides
PhyH7 MT322865 97.9% Phytopythium helicoides
PhyH8 MT322873 99.3% Phytopythium helicoides
PhyH9 MT322866 98.6% Phytopythium helicoides
PhyH10 MT322867 99.0% Phytopythium helicoides
PhyH11 MT322871 100% Phytopythium helicoides
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MT533275 Phytopythium vexsns (Chemy-Tennessee)

|— MWEOOTET Phytopythium vexans (Imigation water-China)
MK01 1121 Phytopythium vexans (Irigation water-Turkey) | P voxans
MHET 1329 Phytopythium vexanz (Ramie-China)
AB108051 Phytopythium wvexans (Imigation weter-Japan)
1N 306118 Phytopythium ftorsle (Irigation waher—OW)—'

[ JQB88465 Phytopythium liforale (Soi bome-llingis)
!— FJ41506T Phytopythium liforale (Soil borme-South Africa) L P litorale
|_

KU9E1901 Phytopythium [fomale (Walnut tree-Chile)
KT148881 Phytopythium fitorale (Soil borne-alia)
|_ MNBT2766 Phytopythium chamaehyphon (il bome-Czech Republic) |
ABBO0625 Fhytopythium chamaehyphon (Irigation water-Japan)
GU266220 Fhytopythium chamaehyphon (Sail bome-New Zesland) =P, chamaehyphon
4'_7‘: METHE010 Phytopythium chamaehyphon (Irigation water-Kaorea)
HC64 3374 Phytopythium chamaehyohon (Imgafion water-CanadE'l}_
—— MT322869 Phytopythium helicoides (Imigation water-Mésico) |
L k1750054 Phytomythium halicoides (Shatangju mandarin-China)
MT322861 Phytapythium halicaides (Imgafion watar-Méxica)
WMT322867 Phytopythium helicoides {Imigation water-Médca)
MWWa12830 Phytopythium heficoides (Imigafion water-Thailand)
MT550668 Phytopythium helizoides (Imigation weter-Tansan)
MZB22048 Phytopythium helicoides {Almond-Spain)
MT 754488 Phytopythium helicoides (Thecbroma cacac-Colombis)
MT322863 Phytopythium helicoides {Irrgation water-Méxica) P helicoides
AY 598665 Phytopythium halicoides (Imigation water-Canada)
[ MT322862 Phylopythium helicoides (Imigation water-Mexico)
_{ L wra22085 Phytonythium helicoides (Irmigstion water-Méxica)

MT322864 Phytopythium helicoides (Imigation water-México)
MT232873 Phytopythium helicoides (Imgation water-Mexica)
|: MT322871 Phytopythium helicoides (Irrigation water-México)
I_ MT322866 Phytopythium helicoides (Imigation water-Méxica)

WMTazza72 Phytopythium helicoides (Imigation water-Meéxica)
KF 189443 Saprolegnia diclina (Metherlands]___+= 9. dieling

Figura 4.3. Arbol filogenético resultante para los aislamientos de Phytopythium
helicoides de aguas de uso agricola de Culiacéan, Sinaloa (Irrigation water-México),
elaborado con el método de maxima verosimilitud y modelo Tamura-Nei. Como

secuencia outgroup se coloco a Saprolegnia diclina.
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Los 11 aislamientos de P. helicoides resultaron patogénicos para las plantas de
tomate, chile y pepino, los cuales produjeron sintomas de necrosis de tallo y raices
después de siete dias posteriores a la inoculacién (Figura 4.4). Los postulados de
Koch comprobaron que el organismo inoculado fue el causante de los dafos

observados en las plantas.

Figura 4.4. Pruebas de patogenicidad: a la izquierda, plantas inoculadas con
Phytopythium helicoides (PhyH11); a la derecha, plantas testigo. A) plantas de

tomate; B) plantas de chile y C) plantas de pepino.

Las caracteristicas morfologicas de los 11 aislamientos estudiados fueron
semejantes entre si y coincidieron con las caracteristicas descritas por Chen et al.
(2021) para P. helicoides, no obstante, esos autores no observaron el desarrollo de
oosporas. La formacion de oosporas en cultivos simples (homotélicos) observadas
en esta investigacion es congruente con lo descrito por Chen et al. (2016) para P.
helicoides. Asi, todos los aislamientos fueron tentativamente identificados como P.
helicoides y esa identificacion fue confirmada con los resultados obtenidos de la
secuenciacion de las regiones ITS, el BLAST del NCBI y por la construcciéon del
arbol filogenético. En el arbol filogenético construido, las secuencias de los
aislamientos obtenidos de aguas de uso agricola en Culiacan, Sinaloa, se agruparon
dentro del clado correspondiente al género y especie P. helicoides, donde ademas
se situaron aislamientos de paises como Canada, Colombia, Tailandia y Taiwan
(Figura 4.3).
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Las secuencias ITS 4-6, COX y NADH mostraron que, entre los aislamientos, los
porcentajes de identidad genética fluctuaron de 97 a 100%. La heterogeneidad
genética de P. helicoides, también fue reportada por Xie et al. (2021). El mismo
analisis mostré que en tres aislamientos la identidad fue de 100% (aislados PhyH3,
PhyH4 y PhyH11), lo cual indica que se trat6 de aislados clon. Es pertinente sefalar
gue dichos aislamientos se obtuvieron de sitios con coordenadas distintas, lo que
sugiere una alta relacion con la fuente de origen del agua que explicaria la

dispersion a distancia de P. helicoides.

La totalidad de los aislamientos mostraron ser patogénicos a las plantulas de
tomate, chile y pepino. El oomicete P. helicoides fue previamente reportado como
parasito de plantulas de Fragaria ananassa (Marin et al., 2018) y Citrus reticulata
(Chen et al., 2016), ademas del arbusto Rhododendon pulchrum (Chen et al., 2021).
En esta investigacion se determind la presencia en el valle de Culiacan, Sinaloa, de
P. helicoides y su patogenicidad a plantas horticolas cultivadas en la region,
ademas, contribuye con nuevos conocimientos sobre el estudio y manejo del agua
empleada para la irrigacion agricola, como espacio que alberga y disemina

organismos fitopatdgenos.
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CAPITULO V. SENSIBILIDAD A METALAXIL DE OOMICETES AISLADOS DE
AGUAS DE USO AGRICOLA EN CULIACAN, SINALOA

5.1 INTRODUCCION

Los oomicetes son un grupo de microorganismos donde se incluyen algunos de
importancia fitopatogena (Abdelzaher y Kageyama, 2020). Por otro lado, la
existencia de organismos con resistencia a fungicidas es un problema favorecido
por su uso inapropiado. La presencia de organismos resistentes a fungicidas
ocasiona que en las regiones agricolas se opte por aumentar la concentracion de
los fungicidas empleados para el control de problemas fitopatologicos, lo que
adicionalmente incrementa los costos de inversion, mayor impacto negativo a la
salud publica y el medioambiente. La presencia de oomicetes con resistencia a
fungicidas en una region agricola, favorece el uso inapropiado de los compuestos
empleados para su control, en consecuencia, contribuye a la aparicion de nuevas
cepas resistentes y sus consecuencias adversas. Asi, la presente investigacion se
planteé con el objetivo de determinar la sensibilidad al fungicida metalaxil de
oomicetes aislados de aguas de uso agricola del valle de Culiacan, Sinaloa.

5.2 MATERIALES Y METODOS
La investigacion se realizé en el laboratorio de hongos y nematodos de la Facultad
de Agronomia, Universidad Autonoma de Sinaloa, en Culiacan, Sinaloa, México. Se
emplearon nueve aislamientos de oomicetes obtenidos de aguas de uso agricola de
la zona de influencia del distrito de riego nimero 010 del valle de Culiacan, Sinaloa.
Dichos aislamientos, previamente estudiados mediante técnicas moleculares y
morfologicas, se identificaron como: Phytophthora hydropathica, Phytophthora
virginiana, Phytophthora parsiana, Phytophthora lagoariana, Phytophthora capsici,
Pythium aphanidermatum, Pythium torulosum, Pythium pachycaule y Phytopythium

helicoides (Cardenas-Rodriguez et al., 2021; Cardenas-Rodriguez et al., 2022).
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Para conocer la sensibilidad de los organismos a metalaxil, se prepararon cajas de
Petri con medio de cultivo V8 [(agua destilada (800 mL), jugo V8 (200 mL), CaCOs
(2 g), agar (15 g)], con cuatro concentraciones del compuesto metalaxil (Ridomil®,
46.5 %): 0.1, 0.5, 1.0 y 5.0 yg-mL (Alvarez, Garcia, Valdez, Leén y Allende, 2018).
A las cajas con medio de cultivo V8 + metalaxil, se le colocé al centro un cilindro de
medio de cultivo con crecimiento del organismo. Asi, individualmente cada
organismo fue confrontado a las cuatro diferentes concentraciones de metalaxil,
ademas, se hizo crecer cada organismo en medio de cultivo sin metalaxil (testigo

absoluto).

La investigacion se establecio en condiciones de laboratorio con disefio
experimental completamente al azar. Por cada tratamiento-organismo se sembraron
ocho cajas de Petri (cada caja se tomd como una repeticion). Como variable de
respuesta se evalud el crecimiento de las colonias de los organismos, ese
crecimiento se midié por nueve dias cada 24 h. Las categorias de sensibilidad,
susceptible y resistente, se determinaron mediante el crecimiento colonial en la
concentracion de 5 pg'mL™. Si el crecimiento del diametro superé el 40 % de la
superficie total de la caja, ese aislamiento se considerd resistente; mientras que, si
el crecimiento de la colonia fue igual o inferior a ese porcentaje, el organismo se
consider6 susceptible (Hu y Li, 2014; Matson, Small, Fry y Judelson, 2015). Con los
datos obtenidos sobre el crecimiento de los organismos y las concentraciones a las
gue fueron confrontados, se realizd analisis de regresion polinomial entre ambas

variables.

5.3 RESULTADOS Y DISCUSION
Transcurridos nueve dias después de la siembra en medio de cultivo V8 con
metalaxil a concentraciones de 0.1 y 0.5 pyg'mL, todos los aislamientos de
oomicetes crecieron y alcanzaron a cubrir el 100 % de la superficie de crecimiento
(datos no presentados). En tanto que, solo Phytophthora hidropatica, Pythium
pachycaule y Pythium torulosum fueron susceptibles a metalaxil a la concentracion

de 1.0 uyg'mL?, puesto que transcurridos nueve dias después de la siembra su
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crecimiento fue Unicamente de 34.4, 26.7 y 21.1 %, respectivamente (Cuadro 5.1).
De acuerdo con el crecimiento alcanzado con metalaxil a 5 pyg-mL, solo
Phytopythium helicoides ocupé el 94.4 % de la superficie dispuesta para su
crecimiento (Cuadro 5.1). Asi, de acuerdo con lo descrito por Hu y Li (2014) y
Matson et al. (2015) Phytopythium helicoides resulté resistente al fungicida.

Cuadro 5.1. Inhibicién del crecimiento radial de oomicetes con metalaxil.

Concentracion Maximo Inhibicion del

Aislamiento de metalaxil crecimiento crecimiento
(Hg'mL™) (mm) (%)
Phytopythium helicoides 5.0 85 5.6
Pythium torulosum 1.0 24 73.3
Pythium pachycaule 1.0 19 78.9
Pythium aphanidermatum 5.0 30 66.7
Phytophthora hydropathica 1.0 31 65.6
Phytophthora capsici 5.0 18 80.0
Phytophthora parsiana 5.0 20 77.8
Phytophthora lagoariana 5.0 22 75.6
Phytophthora virginiana 5.0 24 73.3

Los organismos estudiados mostraron diferente respuesta de crecimiento en medio de
cultivo V8 con metalaxil, ya que el analisis de correlacion polinomial entre el crecimiento
radial y la concentracién de metalaxil indic6 una relacion negativa (Figura 5.1), de tal
manera que la reduccion del crecimiento en: Pythium aphanidermatum, Phytopythium
helicoides, Pythium torulosum, Phytophthora hydropathica, Phytophthora virginiana,
Phytophthora lagoariana, Phytophthora parsiana, Pythium pachycaule y Phytophthora
capsici se explico (P=0.05) en 99.99, 99.99, 99.76, 98.19, 100, 97.95, 99.62, 88.11y 99.93

%, respectivamente.
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La resistencia de Phytopythium helicoides a metalaxil, encontrada en esta investigacion,
coincide con lo reportado por Feng et al. (2020), quienes obtuvieron que dicho organismo

crecié cuando metalaxil se agregé al medio de cultivo a concentracion de 8 ug-mL*

A) B) C)

90 T

= 3,5054x2 - 27,205x + ...
BT g 48,375 y = 14,587x2 - 95,195x + .
60 + R2 = 0,9976 1 111,05
R? = 0,8811

y =-3,3059%? + 3,6415x +
89,445
T R? = 0,9999

B e e e e e |

D) E) F)
EOT T i = 3,74412 - 25,231x +
€ 75 1 y = 3,9636x2 - 30,977x + 1 y = 5,7786x2 - 36,35x + yERI T
= 55,842 52,291 vy
2 60 +t2° R2=0,9819 1 R?=0,9993
c
Q
£
(8}
3]
S
@)
G) H) D)
90
90 T - s 85
75 1 y=6,1269x - 40,055x + 4 y = 3,8069% - 25,27x + 4 9Q=0,2543x + 0,2801x +
59 62,117 49,203 89,957
60 R? = 0,9962 + R2 = 0,9795 T R? = 0,9999

01 2 3 4 5
Concentrancion de

metalaxil (ug-mL-1)

Figura 5.1. Interaccion entre crecimiento radial de: A) Pythium torulosum; B) Pythium
pachycaule; C) Pythium aphanidermatum; D) Phytophthora hydropathica; E)
Phytophthora capsici; F) Phytophthora virginiana; G) Phytophthora parsiana; H)
Phytophthora lagoariana, I) Phytopythium helicoides y concentracion de metalaxil
(0.1,0.5, 1y 5 pgrmL1).
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CAPITULO VI. PLANTAS SILVESTRES HOSPEDANTES DE OOMICETES
Se determind que tres diferentes plantas colectadas de sitios anegados por el agua
de uso agricola presentaban infeccion por oomicetes. Las plantas identificadas
fueron: Saggitaria lancifolia con infeccion de P. hydropathica (TR21), Polanisia
dodecandra que estaba infectada por P. capsici (MPV31) y Eichhornia crassipes
gue presentdé dafio por P. torulosum (PV1) (Figura 6.1). Esas malezas son
endémicas del valle de Culiacan, Sinaloa y se encuentran creciendo en sitios de
almacenamiento y transporte del agua de uso agricola (Vega, 2021). Esas plantas
son fuente de indculo de los oomicetes que crecen y se reproducen en ellas, por
esa razon, es pertinente tomar en consideracion prevenir que dichas plantas
crezcan en los sitios de almacenamiento y transporte del agua de uso agricola e

impedir que aporten indculo de esos organismos fitopatdgenos.

El andlisis filogenético permitié conocer que el aislamiento obtenido de Polanisia
dodecandra presentd 100% de similitud para P. capsici, mientras que los
aislamientos del mismo organismo obtenidos de aguas para el uso agricola la
similitud encontrada fue de 99.48% para el aislamiento PC107, y de 99.7% para el
aislamiento MJB72, lo que indic6 que se trata de organismos no clones. El
aislamiento conseguido de Saggitaria lancifolia mostr6 97% de similitud para P.
hydropathica, en comparacion con los aislamientos provenientes de agua superficial
que fue 98% para PS36, 98.5% para CR1, 99% de CR104 y 99.64% para AGUA79,
lo que defini6 que también se trata de aislamientos no clonales. El aislamiento
colectado de Eichhornia crassipes mostré 98% de igualdad a P. torulosum, cuya

especie no fue colectada de agua superficial.
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Figura 6.1. Plantas silvestres infectadas por oomicetes. A-B) Saggitaria lancifolia;
C-D) Polanisia dodecandra y E-F) Eichhornia crassipes.
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES GENERALES
Se aislaron de aguas de uso agricola en Culiacan, Sinaloa los organismos
Phytophthora virginiana, Phytophthora parsiana, Phytophthora lagoariana,
Phytophthora hydropathica, Phytophthora capsici, Pythium aphanidermatum,
Pythium torulosum, Pythium pachycaule y Phytopythium helicoides, todos con
capacidad de infectar plantas y frutos de tomate, chile y pepino con diferencia

interespecifica en el nivel de severidad de la enfermedad.

Los organismos Pythium aphanidermatum, Phytophthora capsici, Phytophthora
hydropathica, Phytophthora lagoariana, Pythium pachycaule, Phytophthora
parsiana, Pythium torulosum y Phytophthora virginiana, resultaron susceptibles a
metalaxil a concentracion de 5 ug-mL, por lo que dicho fungicida es una opcion
viable para el control de los organismos que se trabajaron en esta investigacion,

excepto para Phytopythium helicoides, el cual resulto resistente.

Se colectaron tres malezas identificadas como Eichhornia crassipies, infectada por
Pythium torulosum; Polanisia dodecandra, colonizada por Phytophthora capsici; y
Saggitaria lancifolia, hospedante de Phytophthora hydropathica, las cuales son

endémicas del valle de Culiacan.

El agua empleada para el riego agricola del distrito numero 010 del valle de

Culiacéan, Sinaloa constituye un medio de dispersion de oomicetes fitopatdogenos.
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