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RESUMEN

Esta investigación tuvo como objetivo determinar la presencia de especies fitopatógenos del 
género Phytopythium en aguas empleadas para la irrigación agrícola. Así, en el periodo de sep-
tiembre de 2018 a enero de 2019, en infraestructuras empleadas para almacenamiento y distribu-
ción de agua para la agricultura (presas, estanques, ríos y canales) del distrito de riego número 
010 del valle de Culiacán, Sinaloa, por 48 horas, se colocaron trampas flotantes con frutos de pera, 
empleados como fruto-cebo. Se obtuvieron 11 aislamientos que se identificaron mediante carac-
terísticas morfológicas y análisis genético de ADNr con los iniciadores ITS 4-6, COX, NADH, y 
se construyó un árbol filogenético. Su patogenicidad a plantas de tomate, chile y pepino también 
fue determinada. Los resultados indicaron que todos los aislamientos correspondieron a Phyto-
pythium helicoides. Tres de los aislamientos obtenidos fueron clones. Los 11 aislamientos fueron 
patogénicos a plantas de tomate, chile y pepino.
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ABSTRACT
The objective of this research was to determine the presence of phytopathogenic species of the 
genus Phytopythium in waters used for agricultural irrigation. In the period from September 
2018 to January 2019, in infrastructures used for storage and distribution of water for agriculture 
(dams, ponds, rivers and canals) of the irrigation district number 010 of the Culiacán Valley, Si-
naloa, floating traps with pear fruits were placed for 48 hours, used as trap fruits. Eleven isolates 
were obtained and identified by morphological characteristics and genetic analysis of rDNA with 
the primers ITS 4-6, COX, NADH and a phylogenetic tree was built. Its pathogenicity to tomato, 
chili and cucumber plants was also determined. The results indicated that all isolates correspon-
ded to Phytopythium helicoides. Three of the isolates obtained were clone isolates. The 11 isolates 
were pathogenic to tomato, chili and cucumber plants.
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Introducción

El agua empleada para cultivar plantas es frecuen-
temente almacenada y distribuida por medio de 
infraestructuras construidas con la finalidad de facilitar 
y optimizar su uso; sin embargo, se ha comprobado 
que esas prácticas favorecen la dispersión de agentes 
fitopatógenos desde y hacia espacios de explotación 
agrícola (Corrales et al. 2018; Zappia et al. 2014). Los 
oomycetes son un grupo diverso de microorganismos 
con más de 1,500 especies descritas, presentes en hábi-
tats acuáticos, suelos húmedos (Judelson y Ah-Fong 
2019; Nam y Choi 2019) y agua destinada para cultivar 
plantas (Álvarez-Rodríguez et al. 2017; Marčiulynas et 
al. 2020), razones por las que se les considera una ame-
naza persistente para plantas cultivadas (Agrios 2005), 
ya que está documentada la existencia de oomicetes 
fitoparásitos (Adhikari et al. 2013; Aram y Rizzo 2018; 
Judelson y Ah-Fong 2019).

El descubrimiento de nuevos linajes de oomicetes 
ha favorecido la investigación sobre su evolución, diver-
sidad y relación filogenética; así, 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 desa-
rrollan favorablemente en ambientes húmedos, cuando 
la temperatura fluctúa entre 15 y 40 °C. Forman micelio 
cenocítico, esporangios ovoides o globosos papilados, 
con proliferación interna, con liberación de zoosporas 
en vesícula y oosporas sin ornamentación (Baten et al. 
2014; De Cock et al. 2015; Chen et al. 2016). Entre los hos-
pedantes susceptibles a este organismo se reportaron 
plantas de Actinidia chinensis Planch. (Donati et al. 2020), 
Citrus reticulata Blanco (Chen et al. 2016), Durio zibe-
thinus L. (Thao et al. 2020), Fragaria ananassa (Duchesne 
ex Weston) DuchesMabb. (Marin et al. 2019), Malus 
domestica Baumg. (Jabiri et al. 2021), Persea americana 
Mill. (Rodríguez-Padrón et al. 2018), Platanus orien-
talis L. (Dervis et al. 2020), Prunus dulcis (Mill.) Rchb. 
(Beluzán et al. 2022), Pyrus communis Decne. (Jabiri et al. 
2021), Rhizophora spp. (Bennett et al. 2017) y Zea mays L. 
(Xie et al. 2021). Por otra parte, Ghimire y Baysal-Gurel 
(2023) refieren que Phytopythium spp. es diseminado por 
agua utilizada para el riego agrícola y se ha encontrado 
como parásito de plantas pertenecientes a 18 familias 
botánicas.

Dado lo novedoso del género Phytopythium, en 
México existen limitadas referencias científicas 
donde se determine su potencial patogénico, rango de 
hospedantes, especies presentes en agroecosistemas 
y la influencia facilitadora de la actividad agrícola en 
su dispersión; por ello, esta investigación se planteó el 
objetivo de determinar la presencia de especies fitopa-
tógenas del género Phytopythium en aguas empleadas 
para la irrigación agrícola en el valle de Culiacán, 
Sinaloa, México.

Materiales y métodos

Obtención, aislamiento y purificación 
de los organismos

Durante el periodo comprendido entre el 1 de sep-
tiembre de 2018 y el 31 de enero de 2019, en 39 puntos 
ubicados con información disponible en la Comisión 
Nacional del Agua (https://www.gob.mx/conagua) 
sobre infraestructuras empleadas para almacena-
miento y distribución de agua para la agricultura 
(presas, estanques, ríos y canales) del distrito de riego 
número 010 del valle de Culiacán, Sinaloa, México, 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 extraídos 
con visibles síntomas de infección (lesiones de color 
café sobre el epicarpio de los frutos). Los frutos con 
lesiones fueron lavados con agua destilada estéril y 
desinfestados con alcohol etílico a 96 por ciento. De 
cada fruto, se tomaron aleatoriamente cinco cortes 
de pericarpio infectado de 1 cm2 de diámetro y 5 mm 
de profundidad. El tejido vegetal enfermo se depositó 
sobre cajas Petri con medio de cultivo PARP, para lo 
cual se empleó como base el medio harina de maíz agar 
(HMA, BD Difco TM Detroit, Estados Unidos), a razón 
de 17 g∙L-1 de agua destilada estéril, al cual se agregaron 
200, 25, 10 y 10 µg∙L-1 de ampicilina, pentacloronitro-
benceno, 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 
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a temperatura ambiente (27 ± 2 °C). Una vez obtenido 
el aislamiento y con la finalidad de su conservación, se 
efectuaron cinco cortes de 0.5 cm de diámetro con saca-
bocados 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. 

Caracterización morfológica

Se realizó identificación morfológica a partir de colo-
nias desarrolladas sobre medio de cultivo V8A [800 mL 
de agua destilada, 200 mL de jugo V8, 2 g de CaCO3 y 
15 g de agar (BD Difco TM Detroit, Estados Unidos)]. 
Así, de cada aislamiento se tomaron fragmentos de 0.5 
cm de diámetro que fueron colocados, individualmente 
por 24 h, en extracto acuoso de suelo bajo condi-
ciones ambientales de laboratorio (27 ± 2 °C), durante 
cinco días, para inducir crecimiento y producción de 
estructuras sexuales y asexuales de los organismos. 
Un microscopio óptico (Leica DM100, Alemania) con 
medidor ocular integrado se utilizó para observar, 
medir y caracterizar la morfología de los aislamientos 
(Chen et al. 2021). 

Identificación molecular

Extracción de ADNr

Se desarrollaron colonias individuales de cada ais-
lamiento sobre medio de cultivo papa dextrosa agar 
(PDA, BD Difco TM Detroit, Estados Unidos), a razón 
de 39 g∙L-1 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 extracción 
del ADN. Cada muestra fue sumergida en nitrógeno 
líquido sobre un mortero y se trituró con pistilo hasta 
obtener un polvo fino, el cual se transfirió a tubos 
Eppendorf de 2 mL sostenidos en congelación, para 
adicionársele 1 mL de buffer bromuro de cetiltrimeti-
lamonio (CTAB 2%, TRISH-HCl 100 mM pH 8, EDTA 
20 mM pH 8, NaCl 1.4 mM, β-mercaptoetanol 2%). Se 
colocaron los tubos en vortex (Vortex-Genie 2; Scientific 
Industries Inc. Estados Unidos) durante un minuto 
y después se centrifugaron a 12,000 rpm por 15 min 
(Spectrafuge 24D, Labnet International Inc., Estados 
Unidos). El sobrenadante se recuperó y se transfirió 

individualmente a nuevos tubos Eppendorf de 2 mL, 
que contenían 1 mL de solución cloroformo-alcohol 
isoamílico (49:1), y se mezcló el contenido de los tubos 
con la fase recuperada. Las muestras se colocaron en 
vortex por 10 min. Se realizó una segunda recupe-
ración de fase acuosa y una segunda transferencia a 
nuevos tubos Eppendorf. Se añadió acetato de sodio 
3M con 1 mL de alcohol isopropílico con valor 1/10 
del volumen recuperado y se almacenaron los tubos a 
-20 °C por 20 min (los tubos pueden ser almacenados 
hasta por 24 h para maximizar la obtención de ADN). 
Se centrifugaron los tubos a 12,000 rpm por 15 min, 
y, posteriormente, se decantaron sin desperdiciar el 
contenido de ADN precipitado. Se añadió 1 mL de 
etanol y se centrifugaron las muestras a 12,000 rpm 
por 3 min. El sobrenadante se extrajo sin tocar la fase 
sólida, luego de lo cual se colocaron los tubos con la 
fase solida a temperatura ambiente para la evapora-
ción de líquidos. El ADN (fase sólida) fue disuelto en 
50 µL de buffer TE. Las características del ADN se cal-
cularon con Nanodrop 8000 a 260 nM (Thermo Fisher 
Scientific, Inc. Estados Unidos). La calidad se estimó 
con la proporción 280/260 y la integridad se visualizó 
en una cámara de electroforesis en gel de agarosa a 
0.8 por ciento con una solución amortiguadora de 1X 
TAE.

Amplificación, purificación y secuenciación del ADNr

La mezcla para PCR se preparó con 2.5 µL de buffer 
específico para la Taq (10X), 1.25 µL de MgCl2 (50 
mM), 0.5 µL de mezcla de dNTPs (200 mM), 0.625 µL 
de cada iniciador individual (0.25 µM), 1 µL de ADN 
(50 ng µL-1), y 0.25 µL de Taq ADN polimerasa (5 UI 
mL-1). Todo se disolvió en agua de grado molecular, 
suficiente para completar el volumen total de 25 µL. 
El ADN se amplificó con un termociclador (Bio-Rad 
T100). Las condiciones utilizadas en el termociclador 
fueron: desnaturalización inicial a 94 °C por 2 min, 
35 ciclos de desnaturalización a 94 °C por 30 s a ITS 
930 pb (ITS4F: TCCTCCGCTTATTGATATGC; ITS6R: 
GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG), 60 s a COX 972 
pb (COXF: GTATTTCTTCTTTATTAGGTG; COXR: 
CGTGAAGTAATGTTACATATAC) y 60 s a NADH 
897 pb (NADHF: CTGTGGCTTATTTTACTTTAG; 
NADHR: CAGCAGTATACAAAAAGCAAC), alinea-
miento por 30 s, extensión a 72 °C por 60 s y extensión 
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final a 72 °C por 10 min. La temperatura de alinea-
miento fue de 62 °C para ITS, 52 °C para COX y 53 °C 
para NADH. La amplificación se verificó mediante 
electroforesis en gel (Choi et al. 2015; Cooke et al. 2000; 
Chen et al. 2021). La purificación de los productos de 
PCR se realizó con el kit Wizard® SV Gel and PCR 
CleanUp System (Promega, USA). Las dos cadenas 
del amplicón 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). El árbol filo-
genético y el historial evolutivo se construyeron a 
partir del método de máxima 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 máxima verosimilitud posible. La 
búsqueda heurística se aplicó automáticamente con 
los algoritmos de Neighbor-Join y BioNJ, para empa-
rejar las distancias estimadas utilizando el modelo 
de Tamura-Nei y después de seleccionar el valor de 
máxima topología posible. Para establecer los valores 
de confianza entre las agrupaciones del árbol resultante, 
se utilizaron 1,000 bootstraps. Este análisis filogenético 
se llevó a cabo empleando el software MEGA X (Kumar 
et al. 2018).

Pruebas de patogenicidad

La actividad patogénica de los aislamientos se com-
probó mediante su inoculación a plántulas de tomate 
saladette ‘SV-3543’, chile bell ‘Caravaggio’ y pepino 
slicer ‘Luxell’. Previamente, se sembraron semillas 
de cada especie vegetal en charolas de poliestireno 
de 256 cavidades rellenas con sustrato Peat Moss 
(Berger) y conservadas en condiciones de invernadero. 
Cuando las plántulas completaron 7 días después de 
la emergencia fueron trasplantadas individualmente 
a macetas de plástico de 3 kg de capacidad rellenas 
con sustrato Peat Moss previamente esterilizado. Las 
plántulas fueron abastecidas diariamente con solución 
nutritiva (composición g∙L-1: extractos orgánicos 112, 
auxinas 0.09, giberelinas 0.10, citoquininas 1.5, nitró-
geno 6.6, fósforo 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 inoculación de las plantas se realizó 15 días después 
del trasplante con un cilindro de 0.5 cm de diámetro, 

con medio de cultivo y crecimiento de micelio, colo-
cado en la base del tallo en cada plántula inoculada 
(para el caso de plántulas testigo se colocó un cilindro 
con medio de cultivo sin crecimiento de patógeno). El 
inóculo se cubrió con sustrato Peat Moss, para evitar 
su degradación. Cinco días después de la inoculación, 
los riegos se efectuaron con mayor intensidad, con el 
propósito de favorecer la infección del patógeno. Con 
la finalidad de demostrar que los organismos inocu-
lados fueron patogénicos, se realizaron los postulados 
de Koch, para lo cual se transfirieron muestras indivi-
duales de tejido enfermo de las plantas inoculadas con 
los aislamientos a cajas de Petri con medio de cultivo 
(PARP) y permanecieron a temperatura ambiente 
(24 ± 2 °C). 

Resultados y discusión

Se obtuvieron 11 aislamientos que pertenecen a 
organismos del género Phytopythium (Cuadro 1). 
Los aislamientos desarrollaron micelio blanquecino 
irregular en los medios de cultivo HMA y V8A, sin 
formación de micelio aéreo sobre medio HMA, pero 
sí sobre medio V8A (Figura 1). Todos los organismos 
aislados desarrollaron micelio cenocítico, esporangió-
foros simples, esporangios globosos terminales, con 
dimensiones de 30 a 45 µm de largo (promedio de 37.5 
µm) y de 15 a 20 µm de ancho (promedio de 17.5 µm). 
También formaron oosporas sin ornamentación con 
diámetro que fluctuó entre 30 y 35 µm (promedio 
32.5 µm) (Figura 2).

El resultado del BLAST del NCBI coincidió con 
secuencias de aislamientos obtenidos en otros países, 
con porcentajes de identidad para Phytopythium heli-
coides que variaron desde 97 hasta 100 por ciento 
(Cuadro 2). El análisis filogenético demostró que los 
aislamientos obtenidos (registrados como: irrigation 
water-México) se emparejaron en el clado específico 
para P. helicoides (Figura 3).

Estos resultados demuestran la presencia de P. heli-
coides en aguas de uso agrícola, lo cual coincide con lo 
publicado por Ghimire y Baysal-Gurel (2023), quienes 
describen que P. helicoides se encontró en tanques de 
agua para el riego de invernaderos con sistemas hidro-
pónicos, ríos y embalses naturales utilizados como 
fuentes para el riego agrícola. 
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Cuadro 1. Aislamientos obtenidos de aguas de uso agrícola y localización de los sitios de colecta, distrito de riego número 010 
del valle de Culiacán, Sinaloa, México.

Aislamiento Localidad Coordenadas
PhyH1 Presa Adolfo López Mateos 25°10’08” N 107°26’10” O

PhyH2 Presa Adolfo López Mateos 25°09’10” N 107°26’11” O
PhyH3 Presa Adolfo López Mateos 25°09’10” N 107°26’11” O
PhyH4 Río Humaya 24°51’48” N 107°24’25” O
PhyH5 Empaque Castro (estanque) 24°55’28” N 107°31’59” O
PhyH6 Empaque Castro (estanque) 24°55’28” N 107°31’59” O
PhyH7 La Presita 24°55’49” N 107°25’39” O
PhyH8 Presa Sanalona 24°48’46” N 107°08’14” O
PhyH 9 Río Tamazula 24°49’00” N 107°11’16” O
PhyH10 Río Tamazula 24°48’53” N 107°21’29” O
PhyH11 Jardín Botánico (estanque) 24°49’24” N 107°23’04” O

Cuadro 2. Similitud a Phytopythium helicoides de los aislamientos obtenidos de aguas de uso agrícola en Culiacán, 
Sinaloa, México.

Aislamiento Número de acceso Similitud 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

Figura 2. Estructuras morfológicas de Phytopythium helicoides (PhyH11). A-C) 
esporangios globosos, simples terminales; D-F) oosporas sin ornamentación.

Figura 1. Crecimiento de Phytopythium helicoides (PhyH11) sobre medio de 
cultivo A) HMA y B) V8A.
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Los 11 aislamientos de P. helicoides resultaron 
patogénicos para las plantas de tomate, chile y pepino, 
los cuales produjeron síntomas de necrosis de tallo y 
raíces después de siete días de la inoculación (Figura 4). 
Los postulados de Koch comprobaron que el organismo 
inoculado fue el causante de los daños observados en 
las plantas.

Las características morfológicas de los 11 ais-
lamientos estudiados fueron semejantes entre sí y 
coincidieron con aquellas descritas por Chen et al. 
(2021) para P. helicoides. La formación de oosporas 
en cultivos simples (homotálicos) observadas en 
esta investigación es congruente con lo descrito por 

Chen et al. (2016) para P. helicoides. Así, todos los ais-
lamientos fueron tentativamente identificados como 
P. helicoides y esa identificación fue confirmada con 
los resultados obtenidos de la secuenciación de las 
regiones ITS, el BLAST del NCBI y por la construcción 
del árbol filogenético. En el árbol filogenético cons-
truido, las secuencias de los aislamientos obtenidos 
se agruparon dentro del clado correspondiente a P. 
helicoides, donde, además, se situaron aislamientos de 
Canadá, Colombia, Tailandia y Taiwán (Figura 3).

Las secuencias ITS 4-6, COX y NADH mostraron 
que, entre los aislamientos, los porcentajes de iden-
tidad genética fluctuaron de 97 a 100 por ciento. La 

Figura 3. Árbol filogenético resultante para los aislamientos de Phytopythium helicoides de aguas de uso agrícola de Culiacán, Sinaloa 
(Irrigation water-México), México, elaborado con el método de máxima verosimilitud y modelo Tamura-Nei. Como secuencia outgroup 
se colocó a Saprolegnia diclina.
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heterogeneidad genética de P. helicoides también fue 
reportada por Xie et al. (2021). El mismo análisis 
mostró que en tres aislamientos la identidad fue de 
100 por ciento (aislados PhyH3, PhyH4 y PhyH11), 
lo cual indica que se trató de aislados clon. Es perti-
nente señalar que dichos aislamientos se obtuvieron 
de sitios con coordenadas distintas, lo que sugiere 
una alta relación con la fuente de origen del agua que 
explicaría la dispersión a distancia de P. helicoides.

La totalidad de los aislamientos mostraron ser 
patogénicos a plántulas de tomate, chile y pepino; 
además, el distrito de riego 010 del valle de Culiacán, 
Sinaloa, gestiona agua para la irrigación de 212,000 ha 
de explotación agrícola (Ramírez-Sánchez et al. 2021), 
de las cuales 8,750 ha son empleadas para el cultivo 
de hortalizas, donde tomate, chile y pepino ocupan 
la mayor superficie (CIEGSIN 2021); también, nues-
tros resultados indican que el agua empleada para la 
irrigación agrícola contribuye a la diseminación de P. 
helicoides; por tanto, la información generada en este 
estudio es adecuada para ser considerada por los pro-
ductores agrícolas en la planeación de estrategias para 
el manejo de problemas fitopatológicos.

Conclusiones

En el agua superficial de uso agrícola, perteneciente al 
distrito de riego 010 de Culiacán, Sinaloa, México, se 
encontró la presencia de Phytopythium helicoides con la 
capacidad de infectar plantas de tomate, chile y pepino.
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