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PATOGENICIDAD, COMPATIBILIDAD Y FUNGICIDAS EN
Phytophthora capsici (Leo.) Y EVALUACION DE VARIEDADES DE
FRIJOL EJOTERO A Phytophthora phaseoli (Thaxter)

PATHOGENICITY, COMPATIBILITY AND FUNGICIDES IN
Phytophthora capsici (Leo.) AND EVALUATION OF SNAP BEANS
VARIETIES TO Phytophthora phaseoli (Thaxter)

Gaytan Mejia Juan Ramon'

RESUMEN

Con el objetivo de determinar la etiologia del
tizon del ftijol ejotero (Phaseolus vuigaris)
ademéas de un manejo quimico y la evaluacion
de variedades contra esta enfermedad, se
realizaron siete aislamientos de plantas
colectadas en la regién del Valle del Mezquital,
Hgo., en 2003 y 2004. Al efectuarse los
Postulados de Kosh se obtuvo que los agentes
causales fueron: Phyfophthora capsici vy
Phytophthora phaseoli. Se realizaron pruebas
“In vitro” de efectividad biolégica de los
fungicidas dimetomorf + clorotalonil, iprovalicarb
+  mancozeb, propamocarb  clorhidrato,
propamocarb clorhidrato + clorotalonil, fosetil-al,
cimoxonil + clorotalonil, mancozeb, clorotalonil,
metalaxil-m+clorotalonil para el manejo de
Phytophthora capsici y todos tuvieron un buen
control sobre el patdgeno. Las variedades
XP8104098, Zodiac, Posquad, Opus, Bronco y
Huracan se establecieron en invernadero bajo
un disefio completamente al azar y se
inocularon con Phytophthora phaseoli para
observar la resistencia y evaluar el porcentaje
de plantas enfermas de cada variedad,
resultando  susceptibles al fitopatdbgeno
mencionado.

Patabras clave: frijol ejotero, tizon, Phyfophthora
capsici, Phytophthora phaseoli, identificacion,
manejo quimico, evaluacién de variedades.

! Tesista
2 Director de tesis

Acosta Ramos Marcelo?

ABSTRACT

With the objective of determining the eticlogy of
blight in snap beans (Phaseolus vulgaris)
determining a chemical control of this disease,
and evaluating of susceptibility of each variety of
shap beans against the disease, seven isolations
were collected in the Mezquital Valley region of
the Hidalgo in 2003 and 2004. Upon applying of
Koch’s Postulates, the causal agents were found
to be: Phytophthora capsici and Phytophthora
phaseoli, In Vitro tests to determine biological
effectiveness in the control of Phytophthora
capsici were carried out using the following
fungicides dimetomorf + clorotalonil, iprovalicarb
+ mancozeb, propamocarb hydrochlorate,
propamocarb clorhidrato + clorotalonil, fosetil-al,
cimoxonil + clorotaloni!, mancozeb, clorotalonil,
metalaxil-m + clorotalonil all these chemical
products effectively control the pathogen.
XP8104098, Zodiac, Posquad, Opus, Bronco and
Hurricane varieties of snap beans were grown
under greenhouse conditions, arranged in a
totally random design, and inoculated with
Phytophthora phaseoli to observe their resistance
and to evaluate the percentage of sick plants
from each variety that was susceptible to this
phytopathogen

Key words: shap bean, blight, Phytophthora
capsici, Phytophthora phaseol,
identification, chemical control, evaluation of
varieties.

"Thesis author
2Thesis director



1. INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris), ha tenido desde épocas prehispanicas un papel
fundamental en nuestro pais, junto con el maiz constituyen la base de la
alimentaciéon para gran parte de la poblacion, al combinarse estos dos granos
se complementan en sus compone.ntes, principalmente en los aminoacidos, con
lo cual se mejora el valor biolégico de la proteina y en algunas zonas del pais
donde los regimenes alimenticios son muy pobres, el frijol sustituye a la carne
(Jacinto, 2003). En los Valles Altos de la Mesa Central, regidn que comprende
parte de los estados de México, Puebla, Hidalgo, Tlaxcala, Querétaro, Morelos
y el Distrito Federal, se cosechan anualmente alrededor de 120 mil hectareas

de frijol con un rendimiento promedio de 650 kg-ha'(SAGARPA, 2002).

En México, en los ultimos afios las hortalizas han cobrado un auge importante
desde el punto de vista de la superficie sembrada, y en el aspecto social,
debido a la gran demanda de mano de obra y a la captacion de divisas

(Valadez, 2001).

El frijol ejotero es una hortaliza que se consume en fresco. En el estado de
Hidalgo, durante 2003 la superficie cosechada fue de 1,838 ha con una
produccion de 13,709 1, equivalente a 7.01 t-ha™, con un valor de produccién de

$ 63,629,513.10 (SAGARPA-SIAP, 2003). Este cultivo ofrece perspectivas



economico-sociales, por la demanda de mano de obra que genera, los precios

altos que alcanza en el mercado y la demanda de consumo (Sanchez, 1996).

La capacidad de rendimiento de este cultivo no se ha alcanzado debido
principalmente a problemas fitosanitarios que merman la cosecha y aumentan
el costo de produccién (Schwartz y Galvez, 1980); dentro de este complejo se
encuentran las enfermedades, siendo la mas importante el tizén de la vaina;
esta enfermedad ocasiona dafios en la parte media de los peciolos y vainas
(Campos, 2001). En el Valle del Mezquital, Hidalgo provoca perdidas
considerables en las zonas productoras de la regién y hasta el momento no
existe ninglin diagndéstico fitosanitario o estudio fitopatoldgico, que indique el
agente causal y menos aun el manejo de esta enfermedad en el proceso
productivo del frijol ejotero. La falta de informacién acerca del cultivo, la alta
incidencia de la enfermedad, y las pérdidas econdmicas de los productores son
las razones para realizar estudios que permitan determinar el agente causal del
tizon de la vaina en frijol ejotero; asi como establecer estrategias de manejo
genético, cultural y quimico que ayuden a reducir el problema. Por lo anterior se
planted la presente investigacion con los objetivos siguientes.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
1) Determinar la etiologia del tizon de la vaina en frijol ejotero.
2.2, Objetivos especificos

a) Determinar el agente causal del tizon de la vaina en frijol ejotero en

regiones productoras de Hidalgo, Mex.



b) Evaluar y detectar resistencia, en un grupo de variedades de frijol ejotero
en invernadero contra el agente causal del tizon de la vaina.
¢) Evaluar la efectividad biolégica in vifro de nueve fungicidas contra el

agente causal del tizén de |a vaina del frijol ejotero.

3. HIPOTESIS

El tizon de la vaina en frijol ejotero. es causada por diversos fitopatdgenos

fungosos.

4. REVISION DE LITERATURA

4.1. Origen del frijol ejotero

El frijol es una planta originaria de América tropical y subtropical, y su
domesticacion se relaciona con la del maiz. Procede de México y Pert, donde
se empezo6 a cultivar 8000 afios a. de C. junto con el maiz. La llegada de los
espafioles a‘ América, permitid que esta leguminosa se introdujera al viejo
mundo a comienzos del siglo XV y se difundiera a todo el mundo, de tal forma
que hoy se ubican a los principales paises productores en diversas zonas del

planeta: tales como la India, China, Brasil y EE.UU. (Jacinto, 2003).

4.2, Clasificacién taxondmica del frijol ejotero (Crop Protection, 2001)
Reino: Plantae
Phylum: Spermatophyta

Subphylum: Angiospermae



Clase: Dicotyledonae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Género: Phaseolus

Especie: P. vulgaris

El género Phaseolus presenta cuatro especies Phaseolus vulgaris o frijol
comun, P. coccineus o frijol ayocote, P funatus o frijol lima y P. acutifolius o frijol
tepari o ecomistes. Al cultivarlas se les trata como anuales, pero de P.
coccineus y P. lunatus algunos cultivares son perennes y P. vulgaris presenta
ambas formas y solo P. acutifolius es estrictamente anual (CIAT, 1984). En
México se cultivan las cuatro especies, en los estados de los Valles de la Mesa
Central, en la mayoria de siembras se utiliza el frijol coman, que es el de mayor
area de adaptaciéon. Siembras con frijol ayocote son notables en Puebla y en
menor grado en el estado de México y Morelos, no obstante, la superficie total
de esta especie es reducida; esta especie se caracteriza por tolerar més el frio
que las otras tres. El frijol lima sélo se siembra en una superficie reducida en el
estado de Morelos y se caracteriza por ser de clima calido. El frijol tepari tolera
hasta cierto grado la sequia, por lo que es mas adaptado a regiones semiaridas

(Jacinto, 2003).



4.3. Descripcion botanica de la planta de frijol

La planta de frijol pertenece a la familia de las Fabaceas y es anual, por su
naturaleza es autbgama, con 4 a 10 % de cruzamiento natural, florece en
respuesta a dias cortos y es favorecida por temperaturas moderadas (Campos

2003).

La raiz es superficial (primeros 50 c¢cm del suelo) y puede tener forma
fasciculada, pivotante y fibrosa; con nodulos en la parte superior y media del

sistema radical (Hynes et al., 1998).

El tallo presenta las caracteristicas siguientes: es herbaceo con seccion
cilindrica o levemente angular, puede ser erecto, semipostrado o postrado y
tiende a ser vertical; por su pilosidad puede ser erecto subglabro y pubescente,
con pelos uncinulados; su color puede ser verde, rosado, rojizo y morado; con

flores de color blanco, rosa y morado (Campos, 2003).

Las hojas son de dos tipos: simples y compuestas y estan insertadas en los

nudos de los tallos y ramas (Campos, 2003).

Las inflorescencias pueden ser axilares y terminales. Desde el punto de vista

botanico se consideran como racimos de racimos, es decir un racimo principal



compuesto de racimos secundarios, los cuales se originan de un complejo de

tres yemas (triada floral) (Campos, 2003).

El fruto es una vaina con dos valvas, los cuales provienen del ovario
comprimido. Dos suturas aparecen en la union de las dos valvas: la sutura
dorsal o placental y la sutura ventral. Los dvulos que son las futuras semillas,
alternan en la sutura placental y por consiguiente en las dos valvas. La
presencia de fibra en las suturas y en la capas pergaminosas adheridas a la
superficie interna de las valvas determina la dehiscencia de la vaina y puede ser
de tres tipos: pergaminosa (se abre facilmente la vaina), coriaceo y carnoso

(casi no hay abertura de la vaina) (Campos, 2003).

En un estudio de etapas fenologicas del frijol, el CIAT (1982) definié nueve
etapas de desarrollo: germinacién, emergencia, hojas simples, primera hoja
trifoliada, tercera hoja trifoliada, prefloracién, floracion, formacion de vainas,
llenado de vainas y maduracion. Dichas etapas facilitan la toma de datos,
principalmente de enfermedades; sirven de gula para programar algunas
actividades (labores de cultivo, aplicacion de productos quimicos y otras); y

permiten estimar el dafio aposteriori causado por fenémenos agroclimaticos.
4.4. Composicion quimica del frijol

El componente nutrimental de importancia mayor en el frijol es la proteina, la

cual es rica en lisina por lo que constituye un suplemento proteinico excelente



para los cereales. Este grano también aporta cantidades valiosas de hierro,
calcio y vitaminas del complejo B como la tiamina, niacina y riboflavina, ademas
de potasio y fosforo, por ser de origen vegetal, el frijol no contiene colesterol.
Por ofra parte es una fuente valiosa de carbohidratos, especialmente almidon.
El consumo de frijol, por su contenido de fibra soluble, ejerce un efecto positivo
en [a salud, relacionado con una disminucion del colesterol (Ali ef al., 1981)

4.5. Importancia econémica del frijol ejotero

Existen parametros que hacen importante al cultivo del frijol ejotero en nuestro
pais, uno de ellos es que es una hortaliza que se produce todo el afio; sin
embargo, en los meses de Mayo-Julio es cuando se alcanza [a mayor
produccién.

A nivel nacional, en 2002 se cosecharon 11,018.70 ha con un volumen de
produccién de 104,897.60 tha' (SAGARPA-SIAP, 2003). En 2002, en Morelos
se sembraron 4,000.20 ha, 2,659 ha en Sinaloa e Hidalgo con 1,974 ha, con un
volumen de produccion de 42,875.70, 29,689.48 y 13,709 t-ha™! respectivamente

(SAGARPA-SIAP, 2003).
4.6. Fitopatogenos que afectan el follaje y vainas

Una de las limitantes principales de la produccion de frijol en los Valles Altos de
la Mesa Central de México, son las enfermedades, dentro de las cuales se
destacan el tizén comun, roya, antracnosis, tizén de halo y pudriciones de la
raiz. En algunos afios se detect6 un incremento de la incidencié de la mancha

angular y en ciertas zonas se observ la presencia de la mancha blanca. Se



considera que el frijol es un cultivo con rentabilidad baja, por lo que la mejor
opcién para el manejo de estos patdgenos es el uso de variedades resistentes,
aunque en el caso de frijol ejotero se pueden utilizar fungicidas para reducir la
incidencia, siempre y cuando se estime que es costeable su uso (Garza et al,,

2003)

Los patdgenos, causantes de las -enfermedades en cultivos, generalmente
penetran a las plantas por las heridas que sufren, ya sea por el ataque de
insectos defoliadores, por dafios de granizo o el paso de las herramientas al
cultivo, y en algunos casos en forma directa a través de las paredes celulares o
la semilla. Las plantas atacadas muestran uﬁa gran variacion de sintomas de
acuerdo con el patégeno involucrado en la infeccidén: achaparramientos,
amarillamiento, manchas necréticas, marchitez, mosaicos, pustulas,
arrugamiento, enrollamiento y deformacion de las hojas. Estos organismos
dafiinos requieren de ciertas condiciones de temperatura, humedad y luz para
su establecimiento y muitiplicacion, las cuales determinan su distribucion y
severidad en las diferentes zonas productoras, por lo gue es muy importante
conocer la época en que son mas severas sus infecciones en el campo (Garza
et al., 2003)

En campo los términos “mildiu o cenicilla®, son conocidos para muchos
agricultores y los utilizan como sinénimos, lo que explica el fracaso al usar
productos quimicos para estas enfermedades, no solo en este cultivo sino en

muchos mas.



El cultivo del frijol ejotero es atacado por diferentes organismos fitopatdgenos

que reducen en forma considerable la produccién y la calidad del fruto.

Diversos autores han reportado en otros paises sintomas con tizén de la vaina
en plantas de frijol lima, Phaseolus lunatus (Goth y Wester, 1963, Hyre, 1957.,
1966, Wester et. al., 1966 y Wester 1976); en México se ha reportado en frijol
comUn Phaseolus vulgaris (Campos, 1976, 1980 ademas de Buenrostro y
Soriano, 1987), pero ninguno en frijol ejotero, desde los trabajos de Thaxter en
1889 (citado por Erwin y Ribeiro, 1996), dicha enfermedad se ha atribuido a
Phytophthora phaseoli como el agente causal, pero en algunos casos no se ha
logrado aislar a este patégeno del tejido infectado. Campos, 1980 mencioné
que en los Altos de Jalisco y el area de influencia de Chapingo, el tizon de la
vaina en frijol comin era causado por P. phaseoli, y en esa época ésta
enfermedad se catalogd como la principal del cultivo debido a que afecto en
forma considerable el material genético del programa de mejoramiento, donde
causd dafios totales, tan sélo en la variedad Bayomex que es la de mayor
adaptacion; los dafios fueron de un 50%. Es hasta 1987 cuando Buenrostro y
Soriano realizan el primer trabajo en México sobre tizén de la vaina en

Phaseolus vulgaris.

Entre ofros reportes que causan tizon en la vaina se puede citar a los
fitopatogenos; Sclerotinia sclerotiorum (Gaxiola, 1976); Erysiphe polygoni

(Schwartz et al., 1978) Phytophthora capsici (Davidson et al., 2002).



A continuacién se describen varios aspectos de algunas enfermedades

relacionadas a los sintomas de tizon de la vaina en frijol ejotero.

4.6.1. Sclerotinia sclerotiorum de Bary

4.6.1.1. Importancia y rango de hospedantes

El moho blanco se observd en México desde 1955 (Yerkes, 1959), dafiando
considerablemente la produccion. Esta enfermedad se encuentra distribuida en
todo el pais, y produce graves dafios si encuentra condiciones favorables, como

humedad ambiental alta (Campos, 2001).

En México se ha observado que ataca a zanahoria, cebolla, apio, papa, tomate,
calabaza, pepino, berenjena, chile, okra, chicharo y sandia entre otros frutos.
Purdy (1979), indicé que el hongo ataca 361 especies de 225 géneros y de 64
familias de cultivos; s6lo en la familia Fabaceae ataca a 21 generos y 52

especies diferentes.

4.6.1.2. Sintomas

lLos sintomas se observan en tallos, vainas y hojas cercanas al suelo. Los
primeros sintomas son manchas acuosas pequefias que se desarrollan
rapidamente y en 3 6 4 dias se tiene micelio abundante de aspecto algodonoso.
Las ramas atacadas adquieren un color café claro pajizo y sobre ellas se

forman los esclerocios o en la parte interna de ésta. Los sinfomas son mas
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notorios en las vainas, sobre todo en las cercanas al suelo, la infeccién se inicia
con puntifos cafés y a medida que ésta avanza la consistencia del area
afectada se vuelve acuosa y de color café claro sobre la que se desarrolla
micelio de aspecto algodonoso {(Campos, 2001).
Posteriormente, este tejido infectado se seca, tomando un color claro y una
apariencia blanquecina. Los esclerocios negros se forman sobre los tejidos
infectados pocos dias después de la infeccidén. Toda la planta puede infectarse
pero, generalmente, la infeccién ocurre en las partes préximas al suelo. El
hongo puede ser portado internamente en la semilla; sin embargo la dispersion
primaria se hace por esclerocios o por esporas liberadas por las estructuras
reproductivas llamadas apotecios, producidas por esclerocios enterrados en el
suelo {Swchariz et af.,1978).
4.6.1.3. Clasificacion taxonomica (Kirk ef af., 2001)
Dominio: Eucariota
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Ascomycetes
Orden: Leotiales
Familia: Sclerotiniaceae
Género: Sclerotinia
Especie: S. sclerotiorum
4.6.1.4. Caracteristicas morfolégicas
El hongo produce en los tallos y las vainas una masa de micelio blanco que

posteriormente se torna de color negro y compacto, para dar origen a las
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estructuras llamadas esclerocios; los cuales tienen la capacidad de permanecer
en reposo de un afio a otro y pueden germinar emitiendo micelio, o bien pueden
pasar un periodo de temperatura baja de 10 a 12 °C periodo en el que se rompe
la latencia y el esclerocio germina emitiendo apotecios (reproduccion sexual).
En cada apotecio se forman miles de ascas cilindricas; cada una de ellas
contiene ocho ascosporas. Las ascas miden de 7 a 10 p de diametro y de 112 a
156 | de largo. Un apotecio libera 2 millones de ascosporas en poco tiempo.
Las ascosporas son ovoides y miden de 4 a 10 y de ancho por 9 a 16 y de
largo. Este hongo rara vez produce microconidios (Schwartz y Galvez 1980). Un
solo apotecio produce 3 X 107 ascosporas, y un sélo esclerocio puede producir
2.3 x 10® ascosporas (Abawi et al., 1975). Los esclerocios pueden llegar a
perdurar en el suelo hasta diez afios, y germinar cuando las condiciones sean

favorables (Le Torneau, 1979).

4.6.1.5. Ciclo de la enfermedad y epidemiologia

El hongo produce una cantidad de esclerocios que pueden ser confundidos
facilimente con particulas del suelo. Los esclerocios que se forman en el tejido
infectado del tallo o en las vainas, o en el interior de estas, se desprenden vy
caen al suelo de donde son diseminados cuando se prepara la tierra para el
ciclo siguiente. El viento también contribuye a la diseminacion sobre todo en
zonas de riego (Abawi y Grogan, 1979). Para que se formen los apotecios se
requiere una temperatura de 15 a 18° C y una humedad en el suelo de 50%. La

formacion de apotecios se presenta en varios cultivos, por ejemplo, en frijol,
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ma'iz, haba, tomate, praderas, naranja, lima y en otros arboles frutales
(Swchartz y Galvez 1980). Cada esclerocio produce cinco apotecios en
promedio y casi siempre cerca del tallo de la planta, lo que le proporciona las
condiciones 6ptimas para que el esclerocio forme apotecios. Las ascosporas
liberadas por el apotecio son depositadas a 2 6 3 cm del punto de descarga, sin
embargo, se han localizado a 25 metros y pueden permanecer viables en el

follaje hasta por 12 dias (Abawi y Grogan 1979).

4.6.1.6. Estrategias de manejo

4.6.1.6.1. Culturales

En terrenos infectados conviene disminuir la cantidad de semilla por hectarea y
en consecuencia la poblacién de plantas. Gaxiola (1977) en un trabajo realizado
con frijol en Sinaloa, encontré que al dejar 95 cm entre cada surco se tuvo una
mejor ventilacion y se redujo la incidencia de la enfermedad. La produccion de
grano fue mayor a la que se obtiene en surcos de 50 a 65 cm, que normalmente

usa el agricultor.

La rotacion de cultivos reduce la incidencia de la enfermedad vy
consecuentemente la cantidad de esclerocios. Se recomienda sembrar maiz,
trigo, avena o cualquier otro cereal, pero nunca se deben incluir hortalizas como
lechuga, jitomate, zanahoria, col, y apio, que son muy susceptibles al ataque de

ésta. También es conveniente juntar y quemar la paja de la cosecha anterior, ya
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que ayuda a reducir el inoculo. En zonas de riego, es necesario regular la
humedad, a fin de no favorecer el desarrollo del hongo e inundacion del terreno

para que se pudra (Romero, 1994},

4.6.1.6.2. Genéticas

Se ha comprobado que los materiales de habito de crecimiento determinado
(mata) son menos atacados por la enfermedad, debido a su porte, ya que la
cantidad de follaje que producen es reducida permitiendo una circulacién mayor
del aire y una iluminacién mejor, condiciones no favorables para el desarrolio
del hongo. Por otro lado, se ha observado que las variedades de semiguia y
guia son susceptibles al patégeno, ya que producen mucho follaje que crea un
microclima favorable para el desarrollo de la enfermedad (Schwartz, 1980).

Se recomienda el uso de variedades de porte erguido, para propiciar la
ventilacion y evitar el exceso de humedad, condiciones que favorecen la

infeccion y desarrolio del hongo (Romero, 1994).

4.6.1.6.3. Quimicas

Sclerotinia sclerotiorum es uno de los hongos mas dificiles de manejar por la

resistencia de los esclerocios y la facilidad con que son diseminados en el

campo durante las labores de cosecha y de cultivos. Sin embargo, se puede

reducir la cantidad de indculo con tratamientos del suelo con Vapam o Mylone,
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por otra parte, se pueden proteger los cultivos con fungicidas, como Ziram®,
Benlate® y Tecto 60° (Romero, 1994).

Aplicaciones de Benlate® 50% en dosis de 1 kg ha™ durante la floracién y
formacién de las primeras vainas, disminuyen la infeccién en forma notable.
Semilla tratada con PCNB, Botran® inhiben eficientemente el crecimiento del

hongo (Campos, 2001).

4.6.2. Phytophthora phaseoli Thaxter

4.6.2.1. Importancia y rango de hospedantes

En México se ha observado que ataca principalmente al frijol coman, Phaseolus
vulgaris, y en forma incipiente al frijol ayocote, Phaseolus coccineus (Campos
1976). De acuerdo con la bibliografia, la mayoria de investigaciones acerca de
este patégenc se han realizado con frijol lima, Phaseolus lunatus, considerado
el hospedante principal (Goth y Wester, 1963; Hyre, 1957; Hyre, 1978). Se
afirma que en otros paises el tizén de la vaina Unicamente ataca al frijol lima,
Phaseolus lunatus, (Goth y Wester, 1963; Hyre, 1957; Hyre, 1978; Wester et.al,
1966; Thomas y Blount 1976); ya que Phytophthora phaseoli es un parasito
cuyos requerimientos nutricionales son complejos y pertenecen a los parasitos
que tienen una habilidad competitiva baja para crecer fuera del hospedante,
pasando la mayoria de su vida como patégeno (Buenrostro y Soriano, 1987,
Lewis, 1973; Parlevliet, 2002); sin embargo, en México desde que se identifico,
se ha observado en frijol comun, Phaseolus vulgaris. La distribucion de esta

enfermedad se reporta en el Estado de México, Jalisco y Michoacan (Campos,
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2001). Hasta el momento no existe ningun reporte de que Phyfophthora

phaseoli se |le asocie con frijol ejotero.
4.6.2.2. Sintomas

En la parte media de los peciolos tiernos es donde inicialmente se nota la
presencia de la enfermedad; aparece en forma de manchas blanquecinas
causadas por el crecimiento y esporulacién de este pseudohongo. Cuando la
infeccidn circunda el peciolo, ocasiona un decaimiento de las yemas florales y
vegetativas. Posteriormente, se dobla en el punto de infeccion, ademas las
inflorescencias se secan por completo y finalmente se desprenden. Si el ataque
es severo, muchos peciolos se doblan y por consiguiente, mueren los racimos
de flores y hojas, asi como las yemas y estipulas (Campos, 2001).

En las vainas, por ser muy susceptibles, es mas notoria la enfermedad. La
infeccion aparece en forma de parches blancos rodeados por un borde de colorr
café a rojizo. El pseudohongo Phytophthora phaseoli produce esporangios de
color blanco que al invadir toda la vaina le da un aspecto vistoso. Debido a la
infeccién, la vaina se arruga y se seca; esto reduce significativamente la
produccion. En Estados Unidos se han identificado diferentes razas de este
patdgeno en el frijol lima, mismas que se han denominado razas A, B, C, D, Ey

F (Campos, 2001).
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4.6.2.3. Clasificacion taxonomica (Kirk et al., 2001)
Dominio: Eucariota
Reino; Chromista
Phylum: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden; Pythiales
Familia: Pythiaceae
Género: Phytophthora

Especie: P. phaseoli
4.6.2.4. Caracteristicas morfolégicas

P. phaseoli pertenece a la clase Oomycete, y se caracteriza por que su micelio
es cenocitico; presenta micelio bien desarrollado, esta clasificada dentro del
grupo IV (Stamps et al., 1990), los esporangios son semipapilados o con papila
inconspicda (<4 ), alimonados, ovales a elipticos con la base truncada y el
tamafio varia dependiendo del medio en el cual son producidos (Hyre y Cox,
1953). Thaxter (1889; citado por Erwin y Ribeiro, 1996) reportaron dimensiones
de 35 a 50 x 20 a 24 u (promedio 28 x 19), una longitud en su anchura de radio
en promedio 1.4:1. Esporangios no proliferados, caducos y el pedicelo corto de
5 a 20 W Esporangioforos simples o en racimos que emergen de los estomas,
simples o ramificados en la base; y la presencia de hinchamientos tipicos en el

esporangioforo.
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P. phaseoli es homotalica y produce oosporas abundantes sobre frijol lima o en
el tejido del hospedante. El anteridio es anfigino. Oogonios de pared delgada
subésferica; con dimensiones de 16.2 a 35.6 y de diametro en promedio de 23
a 28 y. Oosporas esféricas o subesféricas con paredes gruesas lisas hialinas o
ligeramente amarillas; miden de 14.4 a 26.6 u de didmetro y 18 a 26 y en

promedio (Hyre y Cox, 1953).

4.6.2.5. Ciclo de la enfermedad y epidemiologia

Se han definido condiciones precisas para el desarrollo de la enfermedad y se
han llevado a cabo programas que prevén al tizéon de la vaina en muchas areas
de los Estados Unidos. La infeccion 6ptima ocurre después de cinco dias en
que la temperatura media ha variado por debajo de los 26°C, y con una minima
de 7.2°C. Asf como, después de diez dias de lluvia acumulada de 3.05 cm o
méas. La presencia inicial de sintomas se puede esperar en ocho dias
aproximadamervlte después de dichos eventos (Hyre, 1957). El tizén de la vaina
también se puede predecir para aparecer cuando hay intensidad de rocio por
las mafianas y-temperaturas de 20.5 °C durante el dia; ademas de que el
pronostico meteorolégico indica que este clima durara por lo menos otras 48 h.
En regiones aridas que se pensaban libres de la enfermedad la humedad
relativa alta es suficiente para que ocurra la infeccion (Scarpa y Raniere, 1964).
L.os esporangios son transportados por el viento y también se pueden diseminar
por los insectos. Sturgis (1889) citado por Erwin y Ribeiro (1996) ilustraron en
detalle los mecanismos involucrados en la diseminacién de los esporangios de

P. phaseoli por abejas que visitan las flores. Los patégenos también se pueden
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transferir por animales que se alimentan de cotiledones y hojas jovenes de frijol
lima (Wester et al., 1964). El patégeno sobrevive en el suelo como oosporas o
como micelio en las vainas de frijol de lima infectadas. Las cosporas que se
forman en las vainas y semillas en las que sobrevive es el inoculo primario,
capaz de causar la enfermedad. Sin embargo, los esporangios y micelio no
sobreviven en tejido infectado (Wester et al., 1966).

La germinacion de los esporangios ocurre cuando estos se mantienen durante
48 horas a 12 °C (Hyre y Ettinger, 1969). La temperatura optima para el
crecimiento y esporulacién es a 20 °C, y la liberacién de zoosporas fue alta a P.
phaseoli 10 °C, La esporulacién maxima se obtuvo a 20° C (Hyre y Cox, 1953).
Cox (1954), reportd que el rango de temperatura para el desarrollo de una

epidemia es de 15 a 25 °C.

En las regiones de México en donde se report6 la enfermedad se ha observado
una esporulacion abundante, cuando las condiciones ambientales son de
humedad alta y la temperatura flucta de 13 a 22 °C. Los esporangios se
desprenden facilmente con la accién del viento, pueden ser transportados por
insectos, la lluvia e incluso el mismo hombre y a través de cualquiera de estas
vias de dispersion este patégeno puede llegar a las plantas sanas (Campos,
2001).

El tizobn de la vaina aparece durante el mes de julio, afecté plantulas y
permanece durante la época de lluvias, de agosto a septiembre. La enfermedad

desaparece por completo cuando las lluvias se terminan (Campos, 2001).
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4.6.2.6. Estrategias de manejo

4.6.2.6.1. Culturales

Se sugiere la rotacién de cultivos, por lo menos durante tres afios, de especies
no hospedantes. Asi mismo, se recomienda quemar los residuos de la cosecha
anterior, utilizar surcos mas amplios (90 a 100 cm) y altos para evitar la
formacién de microclimas favorables para el establecimiento y desarrollo de la
enfermedad, otra medida posible podria ser; disminuir la densidad de siembra,
la nutricion debe ser balanceada; evitando exceso de nitrogeno c¢on
aplicaciones de magnesio, calcio y silice ya que estos elementos menores han
mostrado incrementar los mecanismos de defensa de las plantas, es
recomendable el uso de semilla certificada o libre del patégeno, para evitar la
presencia de la enfermedad. Probablemente estas medidas sean suficientes
para disminuir el impacto de la enfermedad en el cultivo y en la region, para asi
evitar el uso de productos quimicos, los cuales incrementan los costos de
produccion (Campos, 2001 ; Schwartz, 1978).

Otra estrategia es el movimiento de las fechas de siembra, a temporadas secas
en donde las condiciones climaticas no permiten el facil desarrollo del

fitopatogeno.

4.6.2.6.2. Genéticas

El uso de variedades resistentes es el método mas economico para reducir las

enfermedades. En México se han evaluando materiales genéticos contra las
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enfermedades del frijol y se han descubierto variedades que toleran al tizon de
la vaina, entre ellas se reportan: Perry Marrow, Negro Mecentral, Bayo 400,
Negro 150, B 524, Bayo 107. También presentan cierta resistencia las colectas
Chiapas 34B, Chiapas13, Michoacan 5, Morelos 3-A, Guetrero 6, 5B-20, LEF-
20RB. Aunque estas tienen caracteristicas agronémicas no deseables, pueden
servir como fuentes de resistencia en los programas de mejoramiento (Campos,
2003).

En Estados Unidos la evaluacion de cultivares comerciales a las seis razas
presentes de P. phaseoli A, B, C, D, E y F ha tenido éxito, debido a que han
incorporado resistencia a las razas A, B y C en cultivares comerciales. En 1958
liberaron la variedad Thaxter con resistencia a la raza A; por su parte Wester
(1968) reportd resistencia a la raza B y Wester ef al. (1972), reportaron
resistencia miltiple a las razas de Phyfophthora phaseoli. Davidson et al.,

(2001), reportaron resistencia a la raza E en cinco variedades de frijol de lima.
4.6.2.6.3. Quimicas

Se ha observado que las aplicaciones de Daconil®, Manzate® y Zineb® ayudan
a tener un cierto control de P. phaseoli. No obstante, es necesario seguir
investigando sobre este aspecto, ya que se carece de informacion para un
mejor manejo de dicha enfermedad (Campos, 2001). En otros paises se han
obtenido resultados favorables de forma preventiva con los fungicidas
siguientes: Maneb®, Nabam®, sulfato de cobre y Captan® (Crossan y Lloyd,
1957). Tambien se ha encontrado que la estreptomicina control6 dicha
enfermedad en pruebas de invernadero (Zaumeyer y Wester, 1956). Los
fungicidas Metalaxil y fosetil-al deben de ser eficaces ya que estan registrados
para su uso en tizén de la vaina (Erwin y Ribeiro, 1996).
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Dominiak ef al. (2001) reportaron que aplicaciones preventivas y semanales de
los fungicidas Quadris 2.03 SC® Kocide 2000 DF®, Bravo Ultrex 82.5 DG®,
Phostrol® y Ridomil Gold/Copper WP® tienen un excelente control sobre la raza
“E" de Phytophthora phaseoli. Davey et al. (2003 y 2004) encontraron gue
aplicaciones de los fungicidas Ridomil Gold/Copper WP® y Champ DP®
realizadas posteriormente a la presencia de los primeros sintomas no son
recomendables ya que la incidencia y severidad de la enfermedad fue alta y ho

mostro diferencias significativas con el testigo.

4.6.3. Phytophthora capsici l.eo. (pseudohongo}

4.6.3.1. Importancia y rango de hospedantes

Esta especie de Phytophthora fue encontrada por primera vez en Nuevo
México, USA., por Leonian (1922), atacando el cultivo de pimiento.
Seguramente, por esta razon se le denomind P. capsici. Después de 1922,
Romero (1994) seriald que, este pseudohongo fue descubierto en otros
hospedantes, tales como Capsicum annuum L. (1942), Cuctrbita spp. (1945),
Cucumis sativus (1947), Lycopersicon esculentum L. (1948) y Solanum
melongena (1948). En México fue descubierta por Galindo en 1956, atacando
plantaciones de chile en los campos de la Escuela Nacional de Agricultura en

Chapingo, México y pueblos aledafios.

Recientemente Davidson, et al. (2002), realizaron el primer reporte de
Phytophthora capsici sobre ftijol lima (Phaseolus lunatus) en Delaware,

Maryland y New Jersey USA., atacando cinco cultivares comerciales y que a
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diferencia de los otros hospedantes este cultivo pertenece a la familia de las
Fabaceas y no a Solanaceas o Cucurbitaceas que ambas son hospedantes de
P. capsici. Asi mismo, Gevens y Hausbeck, (2003), sefialaron a frijol ejotero
(Phaseolus vulgaris) como un hospedante nuevo en campos de Michigan USA,,

mostrando sintomas tipicos de la enfermedad en otros cultivos.

4.6.3.2. Sintomas

Los sintomas mas sobresalientes que ocasioné Phytophthora capsici sobre frijol
ejotero vy frijol lima, son parecidos; en la vaina se observa generalmente la
presencia de micelio blanco, en tallo y hojas las lesiones pueden ser desde una
color café grisaceo a café rojizo, de consistencia acuosa, si la enfermedad es
severa hay un necrosamiento total de la planta. Los sintomas de la enfermedad
son severos en plantas del frijol localizadas a lo largo de la superficie de agua
encharcada (Davidson ef al., 2002., Gevens y Hausbeck, 2003a y 2003b).

En otros hospedantes, los sintomas varian; en chile el sintoma mas
sobresaliente de P. capsici es la marchitez general o parcial de la planta debido
a su caracteristica principal que es la pudricion del cuello de la raiz o base del
tallo, la cual induce taponamiento en los conductos vasculares que evitan el
paso de nutrientes y agua, lo que 'provoca una marchitez slbita de la planta
entera sin que el follaje se vuelva amarillo ademas de que estos sintomas
generalmente se asocian en la etapa de floracion (Galindo, 1962; Mendoza,
1999; Tlapal, 2000). En cucurbiticeas se observa una pudricion suave en los
frutos y guias distinguiendo en ellas manchas pardas en las cuales se observa

un moho blanco correspondiendo a la esporulacibn de este patogeno
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(Mendoza, 1999). Romero (1994), reporté que es frecuente observar primero
pudricion de los frutos y posteriormente, muerte de las plantas por avances del
hongo a través de pedlnculos del fruto, ramas y tallos. En tomate, los dafios
aéreos mas frecuentes en tallos y ramas son lesiones alargadas a manera de
tizon, de color café oscuro a negro, que en mucho de los casos inicia en el
cuello de la planta o en las ramas que estan en contacto con el suelo; la lesion
se desarrolla rdpidamente en condiciones de humedad alta y logra matar a la
planta al afectar el tallo principal. También ataca la raiz manifestando una

coloracion café (Mendoza, 1996).

4.6.3.3. Clasificacion taxondémica (Kirk et al., 2001)
Dominio: Eucariota
Reino: Chromista
Phylum: Oomycota
Clase: Oomicetes
Orden: Pythiales
Familia: Pythiaceae
Género. Phylophthora

Especie: P. capsici

! 4.6.3.4. Caracteristicas morfologicas

El micelio de Phyfophthora capsici es cenocitico, hialino, liso o con

hinchamientos, ramificado y con un diametro que varia entre 6 y 14 p (Romero,
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1994; Erwin y Ribeiro, 1996). Los esporangios (estructuras asexuales) pueden
ser ovoides, elipticos, subesféricos, fusiformes, piriformes o de formas
irregulares. La mayorfa de los esporangios son papilados, pero en algunos
casos son semipapilados (grosor apical de 1.4 a 9.2 p) y en ocasiones puede
presentar de dos a tres papilas (Erwin y Ribeiro, 1996). Las dimensiones de los
esporangios que reportan diversos autores son:53 x 30.5 p (Ramirez del Angel,
1994), 55.6 a 62.8 x 34.1 a 38.8 p (Satour and Bluter, 1968, citados por Tlapal,
2000), 28 a 123 x 21 a 50 p (Romero, 1994) y de 32.8 a 656.8 x 17.4 a 38.7 |
(Erwin y Ribeiro, 1996).

Los esporangi6foros son largos, simples o ramificados, gruesos, robustos, con
un hinchamiento cercano a la base del esporangio y largos (35 a 138 p de
longitud) (Erwin y Ribeiro, 1996; Romero, 1994). Ristaino y Johnston (1999)
indicaron que en aislamientos de chile y cucurbitaceas no se forman
clamidosporas. P. capsici es heterotélico, produce dos tipos de micelio
conocidos como A1 y A2, estos son compatibles y no corresponden a formas
dimarficas. Cuando en un suelo o en una planta se encuentran los dos tipos
existe una formacion abundante de oosporas (estructuras sexuales), las cuales
se forman a partir de la combinacién del material genético del anteridio y el
oogonio (Ristaino y Johnston, 1999). En México se presentan los dos grupos de
compatibilidad (A1 y A2), pero es mas frecuente el A2 (Tlapal, et al., 1995). La
posicion del anteridio en el oogonio es anfigino. El diametro medio de las
oosporas de los aislamientos de chile va de 23.7 a 34.9 y, en promedio miden

31.5 p (Ristaino y Johnston, 1999; Romero, 1994).
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4.6.3.5. Ciclo de la enfermedad y epidemiologia

El indeulo primario de P. capsici 1o constituyen las oosporas conocidas como
“asporas de invierno” porque pueden sobrevivir hasta dos afios en ausencia del
hospedante. Estas pueden germinar de manera directa formando un tubo
germinativo o de manera indirecta formando un esporangio (Ristaino y
Johnston, 1999). Los esporangios son transportados por viento, lluvia o agua de
riego. Los esporangios liberan zoosporas biflageladas que son méviles en
suelos saturados de humedad o bajo condiciones de agua libre sobre las
plantas, y detienen su movimiento cuando se adhieren a la epidermis de las
plantas, germinan e infectan, al penetrar por heridas, lentécelas o estomas. Una
vez liberadas las zoosporas, si las condiciones no son adecuadas para su
supervivencia, éstas tienen la capacidad de enquistarse; el proceso de
enquistamiento ocurre cuando la humedad o el agua libre no es favorable para
su dispersién (suelos secos), no encuentren una raiz hospedante donde se
establezcan, ausencia de nutrientes, la composiciéon quimica del suelo no es la
adecuada (por ejemplo condiciones de salinidad); si se someten a temperaturas
mayores de 30°C o menores de 10°C, se enfrentan a una superficie solida o se
someten a agitacién también son causa de enquistamiento (Tsao, 1969; Erwin y
Ribeiro, 1996). Los quistes pueden germinar y dar origen a hifas o formar un
microesporangio (conteniendo una sola zoospora) en la punta del tubo
germinativo, este proceso se puede repetir varias veces (Tsao, 1969). Las
zoosporas presentan una quimiotaxia positiva hacia las heridas, probablemente

como una respuesta a sustancias quimicas exudadas (Rodriguez, 1969; Nuez
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et al., 1996; Ramirez, 1998; Ristaino y Johnston 1999). Cuando en un suelo 0
en una planta se encuentran los dos tipos de compatibilidad de P. capsici (A1y
A2) existe una abundante formacién de oosporas como resultado de la
fertilizacién por la combinacion del material genético del anteridio y oogonio
producidas por P. capsici (Ristaino y Johnston, 1999). El micelio es una fuente
importante de indculo secundario durante el ciclo del cultivo, permanece en
frutos infectados o en suelo hiumedo durante nueve semanas y en la semilla no

sobrevive mas de un mes (Ramirez, 1998).

P. capsici se puede diseminar por medio de varios mecanismos, el crecimiento
de las raices hace que éstas se pongan en contacto con el inéculo o que el
indculo se mueva hacia las raices, por el contacto de una raiz enferma con una
sana, por medio del agua de riego o por medio de salpicaduras desde el suelo
hasta las partes aéreas (Ristaino y Johnston, 1999; Erwin y Ribeiro, 1996;
Pernezny et al., 2003). Las infecciones de P. capsici en campo se presentan
con frecuencia en estado de floracién y/o fructificacion, esto probablemente a
que las oosporas han terminado su periodo de reposo, que coinciden con los
riegos o las lluvias mas frecuentes, humedad relativa alta y temperatura
favorable para su germinacién (Ramirez, 1998). Las condiciones principales
que le favorecen a P. capsici son la temperatura (25-28°C) y humedad alta, bajo
estas condiciones este patégeno puede destruir campos enteros de berenjena,
calabaza, chile, pepino, tomate, etc., en un tiempo muy (;orto debido a la gran

velocidad de crecimiento y abundante esporulacion (Romero, 1994). La
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distribucion de la enfermedad en campo generalmente sigue la direccion del

riego aplicado al cultivo (Ristaino y Johnston, 1999).

4.6.3;6. Estrategias de manejo

4.6.3.6.1. Culturales

Se debe realizar un manejo integrado del cultivo en el cual se debe involucrar
las estrategias siguientes: obtencion de planta sana, terrenos bien nivelados y
con buen drenaje, para evitar encharcamientos, asi como formar surcos
profundos y sembrar en la parte alta del lomo. La practica de solarizacion es
usada un mes previo al transplante con plastico transparente. Se sabe que la
aplicacién de gallinaza reduce la enfermedad (Tlapal, 2000), sin embargo la
combinacion de solarizacion y aplicacién de gallinaza tiene mejores resultados
(Chavez, 1994) La rotacién de cultivos es una practica que presenta resultados
excelentes, en este caso se sugiere rotar con gramineas, especialmente
cereales, cuyo rastrojo se debe incorporar al suelo (Ristaino y Johnston, 1999).
Eliminacién de residuos de la cosecha, de preferencia quemarlos fuera del
campo (Tlapal, 2000).

Evitér las rotaciones con cucurbitdceas (pepino, calabacita, melén) y
solanaceas (tomate, chile y berenjena), En presiembra usar un tratamiento a la
semilla que sea eficaz contra Phyfophthora y utilizar semilla certificada. Durante
la produccién no irrigar un campo con agua que contenga el escurrimiento de
campos donde se ha presentado la enfermedad, los riegos deben de ser ligeros
y, si es posible, no irrigar antes de la cosecha, ya que traeria problemas 2a la

produccion, por ultimo barbechar profundamente al termino de la cosecha para
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evitar posibles diseminaciones del patdogeno de areas aledafas, debido a que
Phytophthora capsici una vez que se introduce, puede permanecer

indefinidamente (Gevens y Hausbeck, 2003).

4.6.3.6.2. Genéticas

La resistencia genética o tolerancia es a menudo el centro de atencion y seria
especialmente util en un programa de manejo integrado. En algunos otros
paises fales como Estados Unidos para cucurbitaceas ha liberado hasta 300
variedades comerciales de pepino tanto para encurtidos y consumo en fresco
con resistencia geneética a este patogeno, esta resistencia no es una resistencia
completa al no presentar sintomas severos, puesto que solo limita el desarrollo
de la lesion por lo que sdlo hablariamos de hipersensibilidad (Gevens vy
Hausbeck, 2003). Babadoost and Islam (2002), Driver and Louws (2003), y
Johnston et al. (2002), evaluaron variedades comerciales y lineas
experimentales de mejoramiento de chile (Capsicum annuum), y coinciden que
la variedad comercial 'Paladin' es una de mejores resultados. En México se
reportd la variedad de chile “Criollo de Morelos” con resistencia alta y
compatibilidad buena con las variedades comerciales (poblano, mulato ancho,
etc.), a diferencia del chile pasilla, aunque es resistente, no es compatible con

las variedades comerciales (Romero, 1994; Mendoza, 1996).

Para frijol ejotero hasta el momento no se ha liberado ninguna variedad

comercial con resistencia a P. capsici.
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4.6.3.6.3. Quimicas

Mendoza (1996)., en marchitez del chile sugirio, elltratamiento de |la semilla con
metalaxil (Apron®), aplicaciones al suelo con Ridomil® 5% granulado o con
Ridomil 4E® y las aspersiones dirigidas al cuello de la planta con Ridomil®,
Aliette®, Ricoil® o Curzate®, pueden ayudar a reducir la enfermedad siempre y
cuando se sigan las primeras recomendaciones; incluso antes del transplante,
donde se puede sumergir la raiz de la plantula en solucidn fungicida (Ridomil®,
1000 ppm) antes de llevarlo al campo definitivo, después de esto aplicar
fungicidas clpricos o Daconil® cada semana, principalmente antes de la
floracion esto para evitar dafios aéreos.

Durante el 2003 de cada aislamiento de P. capsici aislado de frijol ejotero se
probd su sensibilidad al fungicida mefenoxam disponible en Ridomil Gold®,
Apron® y Ultra Fluorish®;, la mayoria de cepas (74%) respondié a estos
fungicidas. Sin embargo para el 2004 de los aislamientos de campo, sélo un
40% fue sensible al mefenoxam. En esta situacion, los fungicidas Ridomil
Gold®, Apron® y Ultra Fluorish®; no fueron muy atiles para el control de esta

enfermedad (Gevens and Hausbeck, 2004).
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RESUMEN

Se determino el agente causal del tizén del frijol ejotero (Phaseolus vulgaris)
obteniéndose seis aislamientos de plantas colectadas en la regién del Valle del
Mezquital en Hidalgo, México durante 2003 y 2004. Al efectuarse los
Postulados de Koch se determino que el agente causal de dicha enfermedad
fue Phytophthora capsici. Se realizaron pruebas “In Vitro” de efectividad
biolégica de los fungicidas: dimetomorf+clorotalonil, iprovalicarb+mancozeb,
propamocarb clorhidrato, propamocarb clorhidrato+clorotalonil, fosetil-al,
cymoxonil+clorotalonil, mancozeb, clorotalonil, metalaxil-m+clorotalonil para el
manejo de Phytophthora capsici en donde todos tuvieron un control bueno

sobre el patégeno.



1. INTRODUCCION

Desde los afios noventas, el frijol ejotero Phaseolus vulgaris L., ha cobrado un
auge importante en la produccion comercial de hortalizas en el estado de
Hidalgo y los Valles Alfos de la Mesa Central de México. En Hidalgo; el Valle del
Mezquital y la Vega de Meztitlan, utilizan 2000 ha de superficie a la produccién
de frijol ejotero, lo cual representa el 20% de la superficie total y por tanto, lo
ubica en tercer lugar nacional (SIAP-SAGARPA, 2003). La capacidad de
rendimiento de este cultivo no se ha alcanzado debido principalmente a
problemas fitosanitarios que merman la cosecha y aumentan el costo de
produccion, dentro de este complejo se encuentra la enfermedad conocida
como el tizén de la vaina; esta enfermedad ocasiona dafios en la parte media
de los peciolos y vainas (Campos, 2001). En el Valle del Mezquital, Hidalgo
provoca perdidas considerables en las zonas productoras de la regién y hasta el
momento no existe ningun diagnostico fitosanitario o estudio fitopatolégico que
indiquen el agente causal de dicha enfermedad. Debido a la incidencia alta de
la enfermedad, las pérdidas econémicas que sufren los productores y la
escasez de estudios en este cultivo, es de gran interés realizar estudios que
permitan determinar el agente causal del tizén de la vaina en frijol ejotero; asi
como establecer estrategias de manejo que permitan reducir el problema. Por lo
anterior se planteo la presente investigacién con los objetivos siguientes 1)
determinar el agente causal del tizdn de la vaina en frijol ejotero en regiones
productoras de Hidalgo, Méx., 2) evaluar la efectividad bioldgica de nueve

fungicidas “In Vitro”.



2. MATERIALES Y METODOS

FASE 1 MUESTREO, SINTOMAS, INCIDENCIA EN CAMPO, COLECTA,
AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL FITOPATOGENO

2.1. Localizacion de las areas de estudio

Durante el verang-otofio de los ciclos agricolas 2003-2004, se realizaron
recorridos de campo en las regiones productoras de frijol ejotero en el Valle del
Mezquital; en las localidades con antecedentes de sintomas de tizon de la
vaina. Estas fueron: Doxey, Tlaxcoapan y Teocalco, Estado de Hidalgo, México.
2.2. Muestreos

En cada localidad se realizaron dos colectas de material vegetal en agosto 2003
y septiembre 2004, se tomaron diferentes partes vegetativas como son
inflorescencias, tallos, pedicelos y frutos con sintomas de crecimiento micelial
blanquecino sobre vainas, tallos y hojas con lesiones de color café grisaceo a
café rojizo, de consistencia acuosa asi como necrosamiento en el resto de la
planta. Se tomaron datos de la incidencia de la enfermedad en campo para lo
cual, de un surco central de cada parcela se observaron 100 plantas y se cont6
el porcentaje de plantas enfermas. En cada muestreo se colectaron 10 plantas
por localidad. La colecta se realizo en “W” sobre un terreno de 500 m? por
localidad. El material fue depositado en bolsas de polietileno y etiquetado. Las
muestras fueron ftrasladadas al laboratorio de Hongos Fitopatogenos del
Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Autonoma Chapingo,

en donde se colocaron a 4° C, para ser analizadas posteriormente.



2.3. Aislamiento y purificacion

Directo. Una parte del material colectado se colocd en cdmara humedad para
estimular la esporulacion, posteriormente se observo al microscopio para
buscar estructuras reproductivas y vegetativas.

Indirecto. Las muestras colectadas con sintomas de necrosis, presencia de
micelio blanquecino, flacidez en yemas florales y vainas, lesiones en tallo y
vaina de coloracidn café a café rojizo fueron seleccionadas y lavadas a chorro
de agua durante 5 minutos, para retirar residuos de tierra, después se cortaron
trozos de 5 mm, este material se desinfestd con hipoclorito de sodio al 1%
(Apéndice 1) durante tres minutos y se lavo tres veces consecutivas con agua
destilada esterilizada durante 2 minutos en cada lavado, el material se retiro del
agua y se seco sobre sanitas esterilizadas.

Siembra. Los medios de cultivo utilizados para la siembra del material vegetal
fueron PDA (papa-agar-dextrosa) (Apendice 2) y 3P (harina-maiz-benomyl-
antibioticos-agar) (Apéndice 3). De cada planta colectada se sembraron en PDA
cinco trozos de tallo, hojas y vainas por caja, este material se incubo a
temperatura ambiente (25°C+) con 12 horas luz / 12 horas oscuridad. En 3P se
sembré la misma cantidad de material y se incubo a 25°C en oscuridad
constante. En total por localidad y por fecha de muestreo se sembraron 250
trozos de tallos, hojas y vainas respectivamente.

Purificacion. Los seis aislamientos al no producir conidios se transfirieron a
agua-agar (Apéndice 4) para purificarlos mediante la técnica de punta de hifa.
Una vez purificados se identificaron a nivel de género. Finalmente, los

aislamientos se preservaron en tubos con PDA.



FASE 2. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD “In Vivo” EN VAINAS DE FRIJOL
EJOTERO, REAISLAMIENTO, EVALUACION DE LA INCIDENCIA,
IDENTIFICACION Y TIPO DE COMPATIBILIDAD DEL PATOGENO.

2.4. Pruebas de patogenicidad

Se realizd “In Vivo” al inocular vainas en madurez comercial. Esta prueba se
llevo a cabo de Abril a Junio del 2004. En esta fase se evaluaron los seis
aislamientos obtenidos a partir de las plantas enfermas de campo; cada
aislamiento correspondié a una unidad experimental con diez repeticiones (dos
charolas con cinco vainas cada una). La prueba de patogenicidad para cada
tratamiento se realiz6 bajo el procedimiento siguiente.

En charolas de plastico se coloco agua destilada esterilizada, una capa de
algodon cubierta con sanitas y malla de polietileno, sobre la superficie se
colocaron cinco vainas de frijol ejotero, en cada vaina se hicieron cinco heridas
de 1 mm de didmetro, donde se coloco trozos de 3 mm de diametro de PDA con
micelio de ocho dias de edad, de los seis aislamientos crecidos en PDA. Las
charolas se colocaron a una temperatura de 25 °Cx en oscuridad continua. Se
inocularon los seis aislamientos por duplicado, y un testigo, en total fueron 14

charolas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Representacién grafica de pruebas de patogenicidad “In Vivo® en
vainas de frijol ejotero variedad “Strike”.

Aislamiento  Aislamiento Aislamiento Aislamiento Aislamiento Aislamiento Testigo
1 con cinco 2 concinco 3 concinco 4 concinco 5 concinco 6 con cinco con 5
vainas vainas vainas vainas vainas vainas vainas
Aislamiento  Aislamiento Aislamiento Aislamienio Aislamiento Aislamiento Testigo
1 con cinco 2 con cince 3 con cinco 4 con cinco 5 con ginco 6 con cinco  con 5
vainas vainas vainas vainas vainas vainas " vainas
duplicado duplicado duplicado duplicado duplicado duplicado duplicado




Reaislamiento del hongo. De cada tratamiento se seleccionaron las vainas
con tejido infectado, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% durante
cinco minutos, se lavaron tres veces consecutivas con agua destilada
esterilizada para finalmente secarlas con sanitas esterilizadas y sembrarlas
nuevamente en cajas de petri con PDA e incubarlas a temperatura ambiente
(25°C+) en oscuridad constante. Los aislados desarrollados se reaislaron en
medio de cultivo PDA y se compararon morfolégicamente con los aislamientos
inoculados.

Evaluacion de la incidencia. Cada tratamiento fue evaluado a través de la
incidencia de la enfermedad, la cual se considero como el niimero de vainas
que presentaron dafio en relacidon a la poblacion total de cada tratamiento. Las
evaluaciones se realizaron a las 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 y 96 h después de
l[a inoculacion, es decir, las evaluaciones se hicieron en un intervalo de 4 dias

con una frecuencia de 12 h.

La incidencia se estimo mediante la siguiente ecuacion:

L = — Ecuacion 1

Donde:

I = incidencia de la enfermedad en el momento i;
= numero de vainas enfermas en el memento i;
N, = poblacion total de vainas en el momento i.



2.5, Identificacién
A género: Por tratarse de un pseudohongo se utilizaron claves taxondémicas, de
Ainsworth et al. (1973) y Watanabe (2002).

A especie: Se tomaron en cuenta caracteristicas del micelio; dimensiones y
caracteristicas de 100 esporangios y 100 oosporas, segin las claves de
Waterhouse (1963), Stamps et al, 1990 y Erwin and Riveiro (1996). Los
esporangios se produjeron cultivando este pseudohongo en medio V-8 (jugo de
verduras V8 Cambells-CaCos-Agar) (Apéndice 5} a 28°C manteniéndolo en
oscuridad constante por siete dias, después se tomaron 10 discos de 0.5 cm de
diametro de la colonia y se colocaron en una caja de Petri con agua destilada
esterilizada mas dos hojas de chile previamente hervidas por cinco minutos; se
incubo a temperatura ambiente (25°C) con luz blanca constante por 96 horas
(Jonson et al, 1972). Las oosporas se produjeron al aparear en medio V8
aislamientos de Phytophthora capsici tipo A1 y A2 con los aislamientos en
estudio, el apareamiento se realizé colocando un disco de 0.5 cm de diametro
de PDA con cada aislamiento a 2 cm de distancia entre ellos, el material se
incubo a 28°C y oscuridad constante durante siete dias. El disefio de
cruzamiento enfre aislamientos de Phytophthora fue una matriz de dos filas por

~seis columnas (Cuadro 2):

Cuadro 2. Disefio de cruzamientos entre aislamientos de Phytophthora obtenidos

Aislamientos de Phyfophthora en estudio

1 2 3 4 5 6

* * *® * * *

P. capsici A1l
A2 % * * * * *

Donde: A1=P. capsici tipo A1; A2=P. capsici tipo A2; 1-6=Aislamientos de Phyfophthora en
estudio. *Cruzamientos realizados (A1x1 hasta A2 x8).



FASE 3. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD EN INVERNADERO BAJO
CONDICIONES CONTROLADAS, EVALUANDO FORMAS DE INOCULACION
AL SUELO Y AL FOLLAJE POR MEDIO DE LA INCIDENCIA DE
ENFERMEDAD Y AREA BAJO LA CURVA PROGRESO DE LA
ENFERMEDAD EN PLANTAS DE FRIJOL EJOTERO VARIEDAD STRIKE.

2.6. Pruebas de patogenicidad en invernadero.

En esta fase se inoculo solo el aislamiento que mostré una agresividad mayor
en las pruebas de patogenicidad realizadas “In Vivo”" en vainas de frijol ejotero
en el laboratorio, dicho aislamiento era proveniente de la localidad de Doxey en
la regién del Valle del Mezquital en el Estado de Hidalgo, México y
perteneciente al tipo de compatibilidad A1. El disefio se realizé bajo un disefio
completamente al azar y cada tratamiento consistio de 15 macetas con cinco
plantas de frijol ejotero cada una, por lo que la unidad experimental fue cada
maceta con plantas que se enconfraban en produccion de vainas (Cuadro 3).
Las plantas se sembraron en macetas con 2 kg de suelo pasteurizado y se
utilizaron dos formas de inoculacion: a) directamente al suelo, b) al follaje.
Cuadro 3. Disefio grafico del experimento de las pruebas de patogenicidad en

invernadero con inoculacion al follaje y suelo en plantas de frijol ejotero en
etapa de fructificacién de la variedad “Stryke”.

Tratamientos Inoculacién al follaje Inoculacion al suelo

T1 T2

R1 R1

R2 R2

R3 R3

R4 R4

R5 R5

R6 R6
Repeticiones R7 R7

R8 R8

R9 RS

R10 R10

R11 R11

R12 R12

R13 R13

R14 R14

R15 R15

Unidad experimental = una maceta con 5
plantas




Preparacion del inoculo

Los esporangios se produjeron cultivando este pseudohongo en medio V-8
(jugo de verduras V8 Cambells-CaCos-Agar) (Apéndice 5) a 28°C+ en oscuridad
constante por siete dias, después se tomaron 10 discos de 0.5 cm de diametro
de PDA con la colonia y se colocaron en una caja Petri con agua destilada
esterilizada mas dos hojas de chile previamente hervidas por cinco minutos e
incubaron a temperatura ambiente (25°C) con luz blanca constante por 96 horas
(Jonson et al., 1972). Los esporangios producidos se colocaron en refrigeracion
a 4°C por diez minutos para promover la liberacion de zoosporas,
posteriormente con la ayuda de un hematocitometro sé ajusto la solucion a

2,000 zoosporas - mL-' pr. Se inocularon 10 mL de esta solucién a cada planta

Métodos de inoculacion. Se evaluaron dos formas de inoculacion; al suelo y

directamente al follaje; para conocer el mecanismo de infeccion.

Al suelo. El inoculo se dirigid a la parte basal y subterranea de la planta, se
aplico con una jeringa y se distribuyeron 10 mL"" del inoculo a una profundidad
de 1 cm de tal manera que fuera homogénea la inoculacién, La humedad del

suelo en las macetas siempre permanecié a capacidad de campo.

El inoculo dirigido a la parte aérea de la planta (10 mL™" a cada planta) se aplico
con un aspersor manual (atomizador). La humedad relativa se mantuvo a 20%.
La temperatura en ambos tratamientos se mantuvo a 25 °C durante el dia con

variaciones durante la noche a 8.5 °C.



Variables evaluadas en inoculacion al follaje y al suelo en plantas de frijol
ejotero

Incidencia de la enfermedad. Se evalud la incidencia de la enfermedad, la
cual, se considero como la proporcion de plantas enfermas en relacién a la
poblacidon total de plantas inoculadas por tratamiento. Las evaluaciones se
realizaron a las 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132, 144, 156 y 168 h
después de la inoculacion, es decir, las evaluaciones se hicieron en un intervalo

de 7 dias cada 12 h.

Analisis de datos: Con los datos de la incidencia de la enfermedad se estimé
el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) para cada uno de
los tratamientos. EI ABCPE se estimé con el software sistema de analisis
estadistico (SAS) version 8. Las unidades se expresarbn como proporcion de
enfermedad-dia. lL.as estimaciones se realizaron de acuerdo a la ecuacion

siguiente:

Yie; + i
ABCPE =X [( 5 - ) (ti1—t )].....EcuaciénZ

Donde:

l; = Incidencia de mediciones;

LI

ty4 = tlempo “X” donde se realizé una medicion
tf = tiempo inmediatamente anterior al tiempo “X”;
¥ = incidencia en el tiempo “x";

iy,

y; = incidencia inmediatamente anterior al tiempo “x”,

Los datos del ABCPE de cada tratamiento se estandarizaron mediante la

estimacion del area bajo la curva del progreso de la enfermedad absoluta,
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dividiendo el ABCPE entre la duracidon real de la enfermedad (Campbell y
Madden, 1990).

FASE 4. PRUEBAS DE EFECTIVIDAD BIOLOGICA “In Vitro” COMO
ALTERNATIVA AL TIZON DEL FRIJOL EJOTERO

2.7. Evaluacion de fungicidas “In Vitro” para el manejo de tizén de la vaina
en frijol ejotero

Se llevaron a cabo estudios “/n Vitro" con el fin de investigar un posible uso de
fungicidas para el manejo de Phytophthora capsici, agente causal del tizén del
frijol ejotero en la region del Valle del Mezquital Hidalgo, México. Para ello, se
evalud el efecto de nueve fungicidas de amplio uso en el manejo de dicho
patdgeno (Cuadro 4). Las dosis utilizadas fueron O (testigo sin fungicida), baja y
media, del rango recomendado por las empresas que los producen para evitar
que la dosis alta formara resistencia al patégeno.

El experimento se realizd en un disefio completamente al azar con diez
repeticiones para cada tratamiento (dosis baja y media), donde la unidad
experimental fue una caja de Petri que contenian PDA ajustados a las distintas
concentraciones de los productos quimicos, para que después se colocara un
disco de agar de 5 mm de diametro con micelio del patdgeno de 15 dias de
edad.

La variable a evaluar fue efectividad de los fungicidas expresado a traves del
crecimiento radial de la colonia en mm. Los datos obtenidos de esta prueba
fueron analizados en SAS con el fin de conocer cual de los fungicidas tuvo un

control mejor sobre el patdgeno y poder utilizarlo en campo contra el agente
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causal del tizén del frijol ejotero en la regién del Valle del Mezquital en Hidalgo,

México.

CUADRO 4 Fungicidas y dosis evaluadas “In Vifro” como alternativa a utilizar

para el manejo del agente causal del tizon del frijol ejotero en la regién del Valle

del Mezquital en Hidalgo, México.

No. DE TRATAMIENTOS  FUNGICIDAS __DosIs
T1 repeticion del 1-10 Sin funogicida 0.0L+ha’
T2, repeticion del 11-20 Ag.mb:“ CcT oy BAJA2.0L « ha”
T3, repeticién del 21-30 &(‘)Toeta‘?{)‘:ﬁl ) MEDIA 2.5 L « ha"
T4, repeticién del 31-40 “:'e'““l’. me;'f BAJA 2.5 kg * ha”
T5, repeticion del 41-50 gwgrr?é’gz'gﬁg MEDIA 3.0 Kg » ha™
o ®
T6, repeticion del 51-60 Ppre""’”r b BAJA 1.0L « ha
w© 17, repeticion del 61-70  \Propamocar MEDIA 1.5 L » ha'
5 clorhidrato)
§ Tatoo C®
g T8, repeticion del 71-80 (Propamocarb BAJA 2.5L + ha
=4 T9, repeticién del 81-90  clorhidrato + MEDIA 3.0 L » ha
T Clorotalonil)
) T10, repeticién del 91-100  Alliette® BAJA2.0L «ha”
@ T11, repeticion del 101-110 (Fosem-an@ MEDIA 2.5 L » ha™
3 T12, repeticion del 111-120 (sém‘gxggﬂ +PH BAJA 2.0 Kg * ha
E  T13 repeticion del 121-130 Corotalonil MEDIA 2.5 Kg « ha
) @
< i ) Manzate « hal
T14, repeticion del 131-140 (Mancozeb) BAJA1.5Kg+ha

T15, repeticién del 141-150

T16, repeticion del 151-160
T17, repeticion del 161-170

T18, repeticion del 171-180
T19, repeticion del 181-190

Daconil® 2787 W-75
(Clorotalonil)
Ridomil Gold

Bravo®
{Metalaxil-M +
Clorotalonil)

MEDIA 2.0 Kg « ha™

BAJA 1.5 Kg « ha™
MEDIA 2.0 Kg « ha™

BAJA 2.0 Kg * ha”
MEDIA 2.5 Kg » ha™
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
FASE 1 MUESTREO, SINTOMAS, INCIDENCIA EN CAMPO, COLECTA,
AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL FITOPATOGENO
3.1. Incidencia y sintomas de la enfermedad encontrados en campo.

De los recorridos realizados en la region del Valle del Mezquital en el estado de
Hidalgo, se encontré una incidencia alta de la enfermedad, debido a que de
cada 100 plantas monitoreadas, 80 presentaron sintomas con crecimiento
micelial blanquecino sobre vainas, tallo y hojas con lesiones de coloracion café
grisdceo a café rojizo; de consistencia acuosa, asi como necrosamiento en el
resto de la planta, como se indicd en la Figura 1, sintomas que coinciden con lo
reportado por Davidson et al. 2002.

3.2, Diversidad de sintomas

De las 60 plantas colectadas en las localidades de Doxey, Tlaxcoapan vy

Teocalco en Hidalgo durante los dos muestreos, se encontré que los sintomas
son variables, asi como la intensidad de la enfermedad. En la localidad de
Doxey fue donde se notd presencia mayor de sintomas de tizon de la vaina,
diversidad de sintomas que afectan en su totalidad a las distintas partes
vegetativas del cultivo., Todo esto en comparacién con los otros sitios de
estudio, esto puede ser debido a que en estos sitios, la presencia de lluvias fue
menor, ademas de que los riegos aplicados al cultivo son maés ligeros y por
ultimo la densidad de siembra fue menor que en la primera, por lo que las
condiciones fueron adversas para el desarrollo de |la enfermedad y por tanto, la
presencia de diversidad de sintomas fue menor en comparacion de la localidad
de Doxey, Hidalgo., donde los sintomas son mas severos en plantas localizadas
a lo largo de la superficie de agua encharcada tal como lo cita Gevens and

Hausbeck, 2003a y 2003b.
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Figura 1. Sintomatologia presente en campo afectando a tallo (A)

, hoja (D), pedicelo (C)
(B) ejotero variedad “Strike” en la region de Valle del Mezquital en Hidalgo, México.

1

inflorescencias y vainas de frijol
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Cuadro 7. Comportamiento temporal de la incidencia del tizén de la vaina, y area bajo la curva progreso de la
enfermedad en plantas en fructificacion de frijol ejotero variedad “Strike” inoculadas al follaje bajo condiciones
controladas.

Tratamientol INOCULACION AL FOLLAJE EN INVERNADERO
_INCIDENCIA EN FOLLAJE/TIEMPO (Horas)

|
|
|
|
i
|
|
i
|
|
!
|
i
|
i
|

2 5 6 ; 1

2 2 4 4 & 6

2 6 8 .8 .8 8

4 6 B 8 8 1

= 4 6 6 8 8 1

2 4 A4 8 .8 .8 1

2 2 B 6 6 8 8 1

2 6 6 .8 8 Bi 8 1

2 2 2 ol 6 6 6 .8 8
2 4 4 4 6 6 6 8 8
2 A4 4 .6 6 6 8 .8 8
2 2 i 4 4 4 B .8 1
4 4 4 B 6 6 .8 8 1
2 2 2 4 4 6 6 .6 8

ABCPE
Total

(N
[N}
[N}
=N
i
N
(o))
o
@
—_—

86.580

0.396 1272 2232 3432 4632 5916 7.200 7.998 9.114 10.314 10.956 11.358 11.760
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Cuadro 8. Comportamiento temporal de la incidencia del tizon de la vaina, y area bajo la curva progreso de la
enfermedad de plantas en fructificacion de frijol ejotero variedad “Strike” inoculadas al suelo bajo condiciones controladas.

Tratamiento 2. INOCULACION AL SUELO, EN INVERNADERO

.84
4
5
2
2
2
4
6
2
4
2
4
2
2
g
4

oo |w|o|o|s oo oo oo |

ABCPE
Total

65.784
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L

o 0.11
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Figura 5. Incidencia del tizon en plantas de frijol ejotero inoculadas con Phytophthora capsici al follaje y al suelo bajo

condiciones controladas en invernadero.
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