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. EVALUACION DE AGENTES BIOLOGICOS PARA EL CONTROL Y
MITIGACION DEL DANO OCASIONADO POR Ralstonia solanacearum EN
EUCALIPTO TROPICAL ANIVEL DE VIVERO, EN LA HACIENDA LOS
ANGELES, CANTON BUENA FE, PROVINCIA DE LOS RIOS.

Il.  INTRODUCCION.

La superficie plantada con eucalipto (Eucalyptus spp.) ha ido en aumento a nivel mundial,
superando actualmente los 20 millones de hectéareas. Sin embargo, las plantaciones de
eucalipto a nivel mundial se han perdido por agentes causales de enfermedades
principalmente por hongos y bacterias, causando manchas foliares, chancro de fuste o

ramas, muerte regresiva, marchitamiento vascular y roya (Pérez et al. 2010).

La enfermedad se presenta como marchitez repentina y flacida de las plantas,
observandose necrosamiento en yemas, desintegracion de los haces vasculares y
frecuentemente en el tallo se aprecia hueco. Los frutos no llegan a desarrollarse o cuando
estdn maduros se desprenden del pedunculo con facilidad. La raiz se ve sana. Las
siembras usualmente muestran color castaifio a marron cuando se observan desde una

distancia mayor de 50 m (Delgado, 1999).

La marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum, es una devastadora
enfermedad que afecta a varios cultivos de importancia econdmica a nivel mundial. La
capacidad de supervivencia del patdgeno y la ocurrencia de infecciones latentes hace que
el diagndstico tenga una importante funcion en la prevencién de la enfermedad (Caruso,
2005).

Las afectaciones provocadas por este patdgeno no solo radican en el hecho de que
destruye los cultivos, también posee una excepcional habilidad para sobrevivir en el agua,
el suelo y la rizosfera de plantas no hospedantes. Esto, sumado a la frecuente presencia
de infecciones latentes, establecio la necesidad de conocer y contar con métodos sensibles

y especificos para detectar la bacteria en dicho estado (Caruso, 2005).

La marchitez bacteriana constituye una seria amenaza para la agricultura por su extensa
distribucion en todas las islas del Caribe y el continente americano y la amplitud de

hospedantes que posee. Adicionalmente, desde hace algunos afios tiene lugar la



importacion de semillas agricolas y forestales procedentes de diferentes paises. Esto
conlleva un aumento del riesgo de introduccion y establecimiento de la enfermedad,
debido a que en el pais existen las condiciones climaticas propicias para el desarrollo y
supervivencia de R. solanacearum, resultando significativo que los servicios
fitosanitarios conozcan y dispongan de las herramientas que permitan la deteccién de esta

bacteria, con el fin de impedir la entrada de material infectado al pais.

A. JUSTIFICACION.

El presente trabajo se realiz6 con la finalidad de mitigar el dafio ocasionado por: Ralstonia
solanacearum y evitar la pérdida de plantaciones con alto valor econdmico, cubriendo
asi la demanda que existe en las empresas forestales del Ecuador y de otros paises. Por lo
tanto este ensayo se enfoco en uno de los graves problemas que asecha en grandes niveles
a las plantulas producidas en el vivero de la empresa NOVOPAN DEL ECUADOR S.A.
de la region Costa. Otorgando asi la seguridad de producir plantulas sanas, ya sea
mediante la clonacion o semillas, con un excelente desarrollo y adaptacion a las
condiciones biocliméaticas del lugar para conseguir plantaciones de alta calidad

dasomeétricas y fitosanitaria, y con esto evitar pérdidas econdémicas a la empresa.

B. OBJETIVOS.
1. Obijetivo General

Evaluar los agentes bioldgicos para el control y mitigacion del dafio ocasionado por
Ralstonia solanacearum en eucalipto tropical a nivel de vivero, en la hacienda Los

Angeles, Canton Buena Fe, Provincia de Los Rios.

2. Obijetivos Especificos

a. Valorar la incidencia de plantas tratadas con agentes bioldgicos aislados por el
laboratorio Biogreen.

b. Estimar la severidad de plantas tratadas con agentes bioldgicos aislados por el
laboratorio Biogreen.

c. Determinar la mortalidad de plantas tratadas con agentes bioldgicos aislados por el

laboratorio Biogreen.



C. HIPOTESIS
1. Hipdtesis nula

Ninguno de los agentes biologicos probados ayudard en el control de Ralstonia

solanacearum en plantas de eucalipto tropical a nivel de vivero.
2. Hipdtesis alternante

Al menos uno de los agentes bioldgicos ayudara en el control de Ralstonia solanacearum

en plantas de eucalipto tropical a nivel de vivero.



1. REVISION BILBIOGRAFICA

A. EL EUCALIPTO

El género Eucalytpus Pertenece a la familia Myrtaceae y se compone de alrededor de 600
especies, sobre todo en las regiones tropicales y subtropicales. Esta especie es natural de
Australia, Indonesia y las Islas cercanas, pero se ha introducido en diferentes regiones del
mundo (CATIE, 1991).

Eucalyptus spp. Es el género de especies comerciales mas ampliamente plantado en el
mundo, con especies ampliamente conocidas como: Eucalyptus grandis, y sus hibridos,
ampliamente plantado en América del Sur y Africa; E. globulus, plantado extensamente
en Chile, Argentina y otros paises, E. deglupta plantado en diferentes paises, entre ellos
Uruguay y Costa Rica. Todas las especies son plantadas tanto para la produccion de
madera para aserrio, tableros (compensados y aglomerados), astillas para la produccion
de pulpa para papel (CATIE, 1991).

1. Eucalipto tropical. (Eucalyptus grandis)

El Eucalyptus grandis se encuentra naturalmente entre 32 y 17° de Latitud Sur en la
region costera de Queensland y en el Nuevo Gales del Sur (Australia), en un rango
altitudinal desde 0 hasta 900 m, con precipitacion media anual entre 1.000 y 1.780 mm,
una estacion seca de tres meses en promedio y temperatura maxima de 35°C y minima de
5°C (Arango, 1999).

Se ha introducido en Africa, Asia, América del Sur y América Central. Gracias a su rapido
crecimiento, productividad y adaptabilidad, ha permitido su introduccion en sitios de una
variada oferta ambiental como en el bosque seco tropical, bosque hdmedo tropical,
bosque humedo pre-montano, bosque muy hiumedo pre montano y bosque muy himedo

montano bajo (Arango, 1999).

En Colombia crece bien entre 1000 y 2000 m.s.n.m., y es una de las especies forestales
mas cultivadas en los departamentos del Cauca, Valle del Cauca, Caldas, Risaralda y
Antioquia. Por su alta productividad es la especie preferida para la produccion de pulpa
de fibra corta. En el pais se tienen plantaciones con fines comerciales en un area de 15984
hectareas (Alves, 2002).



a. Morfologia

Es un arbol que alcanza hasta 60 m de altura y 1,50 m de diametro. La corteza es aspera
y persistente desde la base hasta uno o dos metros de altura; es delgada, fibrosa o
escamosa, tiene una tonalidad gris clara a marron y se puede desprender en bandas
alargadas. Inicialmente la corteza interna posee una tonalidad rosacea brillante y después

es blanca o grisacea blanquecina (Alves, 2002).

Los arboles son de copa poco densa y amplia, y tienen porte columnar en plantaciones
densas. El &rbol como particularidad, produce un nimero indefinido de brotes y yemas
desnudas (Alves, 2002).

b. Las hojas

Son alternas y horizontales o colgantes. En estado juvenil son opuestas por algunos pares,
luego alternas, ovadas, de hasta 16 cm de largo y 8,5 cm de ancho, verdes a verdes
oscuras. Las hojas adultas son alternas, lanceoladas a ampliamente lanceoladas, de hasta
15 cm de largo y 3 cm de ancho, verdes por el haz y verdes palidas por el envés,

penninervadas, densamente reticuladas (Alves, 2002).
c. Lasflores

Son blancas y crecen en umbelas. Estas inflorescencias son axilares y simples, con siete
flores; pedunculos aplanados, de hasta 2,0 cm de longitud, yemas sésiles o cortamente
pediceladas; los pedicelos con frecuencia son robustos y atenuados, de 0,8 a 0,5 cm y

presentan una cicatriz (Farfan, 2005).

Las flores tienen cinco estambres flexados irregularmente, y fértiles; anteras versatiles,
oblongas, que se abren por ranuras longitudinales. La mayoria de las umbelas originan de

cinco a siete frutos hasta la madurez (Farfan, 2005).

Dos a tres semanas después de la floracion los estambres y el estilo se marchita, se
desprenden y dejan descubierto el fruto, que es una capsula lefiosa, cerrada, de forma
conica a ligeramente piriforme, con gran cantidad de semillas muy pequefias, pedicelos
cortos, en ocasiones sésiles, frecuentemente glaucos, de hasta 0,8 cm de largo por 0,6 cm
de ancho, con frecuencia contraidos hacia el apice, reborde delgado, disco no visible,

dehiscente, con 4 a 5 valvas, anchas y curvadas hacia adentro. Cada capsula contiene



entre 3y 25 semillas sanas, con un promedio de 8 y una cantidad mucho mayor de 6vulos
no fértiles (Hodgson, 1976).

d. La madera

Es de color rojo claro, suave, liviana y moderadamente durable en contacto con el suelo.
La densidad de la madera proveniente de plantaciones varia en promedio entre 0,4y 0,59
g/cm3, pero este valor esta influenciado por la edad y el sitio de la plantacion. Asi por
ejemplo, a los tres afios la densidad varia entre 0,32 y 0,44 g/cm3, a los cuatro afios entre
0,44 y 0,47 glcm?3, a los seis afios entre 0,46 y 0,54 g/cm?® (Lema, 1995).

Cuando la plantacion supera los ocho afios de edad, la densidad alcanza valores de 0,55
a 0,59 g/cm®. Esta madera es facil de impregnar y trabajar, pero resulta dificil secarla. El
crecimiento rapido y la capacidad de rebrote de esta especie le confieren gran potencial
para la produccion de madera para lefia. El poder calorifico es de 18199 KJ/kg (Lema,
1995).

B. MARCHITEZ BACTERIANA (Ralstonia solanacearum)

1. Ralstonia solanacearum

La Marchitez bacteriana es una enfermedad mortal para muchas especies de plantas,
mas notoriamente de miembros de la familia de las Solanaceas a la cual pertenecen
cultivos importantes en Honduras como el tomate, chiles, berenjena, papa y eucalipto.
En la Gltima década se ha incrementado alarmantemente la ocurrencia de Marchitez
bacteriana en berenjenay tomate, y con menos frecuencia en Chile, provocando pérdidas
cuantiosas en particular en el valle de Comayagua y en la zona occidental. La
enfermedad es causada por la bacteria Ralstonia solanacearum (antes Pseudomonas

solanacearum) (Melgar 2012).

2. Distribucién geografica

Su distribucion geografica es mundial (CABI/EPPO, 1999) habiéndose obtenido
registros de su presencia en: Europa Bélgica, Alemania, Hungria, Paises Bajos, Espafia,
Islas Canarias, Reino Unido, Inglaterra, Libano. Asia: Bangladesh, China, India,
Indonesia, Iran, Japon, Nepal, Pakistan, Filipinas, Sri Lanka. Africa: Burundi, Egipto,

Kenya, Libia, Reunion, Africa del Sur, Zambia, América del Sur: Argentina, Bolivia,



Brasil, Chile, Colombia, Peru, Uruguay. América Central y Caribe: Costa Rica, México.

Oceania: Australia, Nueva Guinea. América del Norte: México, USA (Obregdn, 2009).

3. Historia de Ralstonia solanacearum

R. solanacerum a partir de 1972, se reconocié como un organismo cuarentenario para la
Unidn Europea, donde la incidencia de la pudricion castafia en papa produjo pérdidas
importantes (Elphinstone, 1996; Janse, 1996). A partir de su deteccion, las medidas de
manejo son muy severas prohibiéndose durante 4 afios el cultivo de plantas hospederas,
recomendandose la eliminaciébn de malezas hospedantes y plantas voluntarias
(Anonymous, 1998; 2006). Entre los mas importantes se citan bananero (Musa
paradisiaca); berenjena (Solanum melongena); papa (Solanum tuberosum); pimiento
(Capsicum annuum); tabaco (Nicotiana tabacum) y tomate (Solanum lycopersicum)
(Gotuzzo, 1975), también platano, jengibre, y algunas especies de arboles y arbustos de

importancia econdmica (Hayward, 1991).

4, Como reconocer la enfermedad de Ralstonia solanacearum

La palabra “Marchitez” se utiliza para indicar que en la parte aérea de una planta ocurren
sintomas de falta de agua, sin aclarar cuél es la causa. Ademas de Marchitez causada
por R. solanacearum, en las Solandceas ocurren otras tres enfermedades que provocan
sintomas de Marchitez: la Marchitez por Fusarium causada por el hongo Fusarium
oxysporum, la Marchitez surefia 0 Mal del esclerocio causada por el hongo Sclerotium
rolfsii, y la Marchitez por pudricion de raiz y tallo causadas por especies del
Estramendpilo Phytophthora. También el dafio a las raices por especies del nematodo
agallador (Meloidogyne spp.) induce sintomas de Marchitez, aunque muy raramente

provocando muerte de las plantas (Alfenas, 2006).

El combate de todas las enfermedades arriba mencionadas requiere de medidas
especificas a la naturaleza del organismo que las causa; en consecuencia, s6lo pueden
combatirse efectivamente si se conoce la causa real de la Marchitez. Para una correcta
identificacion de cualquier enfermedad es importante conocer el tipo de sintomas y
signos que presentan las plantas, cuando y como aparecen, y las circunstancias de su
ocurrencia. Si fuese necesario, para la confirmacién definitiva también se puede recurrir
a clinicas especializadas en diagndstico fitosanitario, el Departamento de Proteccion

Vegetal de la FHIA. A continuacion se describen aquellos sintomas, signos y



circunstancias de ocurrencia caracteristicos de Marchitez bacteriana y que facilitan su

reconocimiento en el campo (Alfenas, 20016).

5. Sintomas de Ralstonia solanacearum en eucalipto (Eucalyptus urograndis)

Los sintomas de la enfermedad en el campo, inicialmente, se caracterizan por marchitez
y deshojada basal de la planta. Cuando la fuente de inéculo son las plantas contaminadas,
cortes perpendiculares del tallo evidencian oscurecimiento del lefio desde la region

central.

En cambio, para infecciones que ocurren después de la siembra, el oscurecimiento puede
ser notado en el sentido de la cascara hacia el interior del lefio. En este ultimo caso, las
grietas en la cascara, causadas por la temperatura excesiva del suelo, el déficit hidrico y
por ahogamiento de recoleccidn, constituyen puertas de entrada a la bacteria (Alfenas,
2003).

Generalmente, los arboles mas afectados presentan problemas de malformacion radicular,
lo que dependiendo de la intensidad, causa subdesarrollo o muerte de las plantas. El
diagndstico de la enfermedad es facilmente realizado por la prueba de exudacion de pus
bacteriano (Alfenas, 2003).

Porciones del tallo infectado, cuando se mantienen sumergidas con sus bases en agua y
dentro de una cdmara himeda, evidencian después de algunos minutos, exudacion de pus
bacteriano, en forma de gotitas sobre la superficie. En la parte del tallo sumergido en el
agua, se observa también la exudacién de pus bacteriano, en forma de una niebla clara.
La prueba de exudacion también se puede realizar en gota de agua, con el auxilio de un

microscopio de luz (Alfenas 2003).

6. Marchitamiento vascular causado por bacterias

Etiologia y sintomatologia. EI marchitamiento vascular bacteriano fue reportado por
primera vez en Brasil en 1983, asociado a Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
(Sudo et al.1983). Esta especie es considerada una de las bacterias fitopatogenas mas
importantes del mundo debido a los grandes perjuicios econémicos que causa, la
dificultad de control, su amplia distribucién geogréfica, y al amplio rango de hospederos
que posee (Palladino et al., 2013).



Este patdgeno provoca sintomas muy similares a R. solanacearum, lo que resulta
imposible diferenciar a campo (Arriel et al.2014). EI sintoma tipico de la enfermedad es
un marchitamiento generalizado de la planta, que comienza desde arriba hacia abajo. Las
hojas presentan lesiones medianas a grandes, irregulares, oscuras, pudiéndose tornar a
marron claras en los bordes de las hojas. Esta enfermedad puede provocar coloracién
oscura en la madera. Las plantas mas propensas a la enfermedad son aquellas con sistema
radicular malformado, con heridas en el tronco o base del tallo. La enfermedad ha sido

observada tanto en vivero como en el campo (Palladino et al., 2013).

7. Ciclo de vida del patégeno vy epifitiologia de la enfermedad

Cuando esta bacteria se instala en una region, las posibilidades de diseminacion son
maultiples (a través de suelo infectado, aguas, labores culturales, restos vegetales, plantas
reservorio, etc.). En el suelo, R. solanacearum es capaz de soportar un periodo de cuatro
afios con la capacidad de producir marchitez bacteriana en hospedantes susceptibles y
sobrevivir el mismo tiempo bajo condiciones de oligotrofia (escasez de nutrientes) y en

presencia de bajas temperaturas en microcosmos acuaticos (Fegan, 2009).

Esta descrito que la bacteria es atraida quimio-tacticamente (movimiento estimulado por
sustancias quimicas) hacia sus hospedantes por diversos aminoacidos, acidos organicos y
especialmente por exudados de la raiz y que la concentracion de oxigeno dentro de las
células del hospedante también cumple importante funcion en la localizacion de la planta
por parte del patdgeno. Posteriormente, la penetracion a la planta ocurre, generalmente,
por la raiz, a través de heridas o en puntos de emergencia de pelos radicales o raices
laterales (se ha comprobado que también puede penetrar por las hojas a través de los
estomas) (Fegan, 2009).

Una vez en el interior de su hospedante, la bacteria pasa una primera fase en el cortex y
posteriormente invade los haces conductores del xilema, donde se multiplica hasta causar
el marchitamiento y/o la muerte de la planta. Posteriormente, la bacteria se libera de su
hospedante hacia el suelo, el agua o restos vegetales donde puede sobrevivir hasta

encontrar una nueva planta susceptible o reservorio (Fegan, 2009).

Las infecciones latentes son de gran importancia para la diseminacion del patogeno, por

lo que también fueron muy bien documentadas. La capacidad de la bacteria de
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permanecer en material vegetal sin la manifestacion de sintomas ha sido la principal via
de diseminacion a largas distancias y la causa de brotes acontecidos en la Union Europea
a traves de tubérculos de papa contaminados y en plantas ornamentales en Estados
Unidos. Otros estudios sugirieron que R. solanacearum puede prevalecer en la region del
Caribe en forma latente en plantas del género Musa spp. De aqui la importancia de contar
con métodos lo suficientemente sensibles para detectar la bacteria en dicho estado y

limitar la diseminacion de tan devastadora enfermedad (Fegan, 2009).

8. Susceptibilidad de Eucalyptus

Las especies de eucalipto difieren en su susceptibilidad a la infeccidn por especies de
Ralstonia sp. Por ejemplo, Old et al. (2003) consideraron a Eucalyptus pellita y E.
urophylla como una de las especies mas susceptibles. Sin embargo, esto probablemente
esté relacionado con el hecho de que estas dos especies se siembran mas comdnmente en
los tropicos y subtropicos, donde las especies de Ralstonia sp estan mejor adaptadas para
infectar a estas plantas. La variacion en la susceptibilidad en clones propagados
vegetativamente de hibridos interespecificos es bien conocida. En los dltimos 50 afios, la
mayor parte de la investigacion sobre esta enfermedad en Eucalyptus se ha centrado en la
deteccion de material resistente / tolerante (Gan et al., 2004; Li et al., 2007; Wang et al.,
2011; Marques et al., 2013; Fonseca et al., 2016). Identificar este material y desplegarlo
en plantaciones es una soluciéon obvia para controlar la marchitez bacteriana. Sin
embargo, el proceso de seleccion estd plagado de dificultades (Coutinho & Wingfield,
2002).

9. Factores de estrés asociados con la infeccién

A diferencia de la situacion en la planta herbacea, los factores de estrés parecen ser
importantes en la predisposicion de arboles de eucalipto a la infeccion por R. solanacearum
y R. pseudosolanacearum. Estos factores incluyen sistemas de raiz malformados (j-
rooting) como resultado de malas practicas de siembra, despliegue de plantas de vivero
demasiado grandes, problemas fisioldgicos, por ejemplo, deficiencia de boro (Bernard y
Xu, 2006), lesiones en el cuello de la raiz causada por temperaturas excesivas (Mariano et
al., 2013) y dafios por tifones (Rodas, 2003).

No esta claro si estos factores de estrés simplemente permiten la entrada de bacterias a las

plantas a través de la creacion de heridas, o si debilitan los sistemas de defensa del huésped
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permitiendo que estos patdgenos ya presentes en los tejidos de las plantas colonicen el
tejido interno del huésped (Rodas, 2003).

Las observaciones durante muchos afios han demostrado que uno de los factores mas
comunes asociados con la marchitez bacteriana en Eucalyptus es el anudado de la raiz. Este
es un personaje que puede asociarse con clones particulares que no desarrollan sistemas de
raiz efectivos, que esta determinado genéticamente. Sin embargo, también puede
manifestarse cuando los clones se plantan en suelos muy compactos o densos. El resultado
en ambos casos es que los arboles estan bajo estrés extremo. Tienden a crecer activamente
durante aproximadamente 6 meses después de los cuales mueren. Brotes epicormicos
también se desarrollaran en la base de los arboles infectados. Por lo tanto, es comdn ver un

gran numero de arboles que parecen morir muy rapidamente (Rodas, 2003).

En este caso, han llegado claramente a un punto donde los sistemas de raices anudadas no
pueden sostener las partes superiores de los arboles; una condicién en la que las especies
de Ralstonia sp pueden multiplicar rapidamente los sistemas de xilema. En este sentido, se
sabe que el estrés hidrico, debido a un sistema vascular bloqueado, conduce a la produccion
excesiva de compuestos de defensa (pectinas y tilos) que reduce la resistencia del huésped
a la infeccion (Rodas, 2003).

La presencia de otros patdgenos también puede provocar estrés en la planta. Por ejemplo,
un patdgeno importante de las especies de eucalipto en el sudeste asiatico es Ganoderma
philippii (Coetzee et al., 2011). Las raices con infecciones avanzadas causadas por este
hongo patégeno suelen ser coinfectadas con R. pseudosolanacearum, que ilustra la
naturaleza oportunista de las especies de Ralstonia. El estrés puesto en el &rbol por el
patdgeno primario (G. philippii) podria resultar en la invasion oportunista de esta especie
bacteriana. Curiosamente, cuando los aislamientos se realizan a partir del exudado
producido en arboles infectados con especies de Ralstonia, otras especies bacterianas son

comunmente aisladas (Coutinho, 2011).

Los hongos rara vez se aislan, incluso si se utilizan medios de aislamiento generales. Los
géneros bacterianos comunmente aislados incluyen Ralstonia (bacteria mas abundante),
Clostridium, Bacillus, Enterobacter, Klebsiella y Pseudomonas (Carstensen, inédito) Con
la excepcion de Bacillus (Paz et al., 2012), no se ha informado de ninguno de los otros
géneros ocurrir en especies de eucalipto sanas como endofitos. Sin embargo, los cinco

géneros se han aislado por separado y juntos de numerosas especies arbdreas con sintomas



12

de mojado o de flujo de baba (Sinclair y Lyon, 2005). No ha habido informes de esta
"enfermedad” en Eucalyptus. Sin embargo, en etapas avanzadas de infeccion por especies

de Ralstonia, la madera est4 decolorada y tiene una apariencia "humeda" (Coutinho, 2011).

10. Marchitez y muerte por Ralstonia solanacearum

La Marchitez es el primer sintoma externo visible, expresado en el follaje y tallos jovenes,
que inicialmente da la alarma del problema. Se manifiesta repentinamente, en hortalizas
tan breve como 2-3 dias después de la infeccion si la planta es altamente susceptible y las
condiciones ambientales son favorables; puede observarse en toda la planta o en solamente
pocas ramas de un lado de la planta, mas notoriamente en las horas mas calientes del dia.
Tipicamente las hojas cuelgan flacidas, se enrollan hacia la cara superior en los margenes
y carecen de brillo y turgencia; sin embargo, caracteristicamente conservan su color verde
y permanecen temporalmente adheridas a la planta, aunque eventualmente se desprenderan
(Melgar 2012).

Puede ocurrir recuperacion transitoria aparente de la planta durante la noche y las horas
tempranas del dia siguiente, pero al transcurrir el nuevo dia aparece nuevamente la
Marchitez. Lo que ocurre es que la bacteria se multiplica en el sistema de conductos
internos de la planta por el cual fluye hacia arriba el agua extraida del suelo por la raices,
provocando la obstruccion a dicho flujo y matando la planta por falta de agua (Melgar
2012).

10.1. Decoloracién vascular

Una vez se presentan sintomas externos claros de Marchitez frecuentemente también
ocurre internamente decoloracion color café claro a oscuro del sistema de vasos
conductores de agua ubicados en la periferia del tallo y de las raices de la planta en la
proximidad de la linea del suelo. Este sintoma es mas evidente en la base del tallo, en el
tejido ubicado entre la corteza y la madera; ocasionalmente también puede ocurrir
ablandamiento de dicho tejido. Una decoloracion parecida del sistema vascular también
puede ocurrir en plantas afectadas por Marchitez por Fusarium o Marchitez por
Phytophthora, por lo cual hay que tomar en cuenta otros elementos para un diagndstico
seguro (Melgar 2012).
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10.2. Flujo bacteriano de R. solanacearum

Puesto que la bacteria se multiplica aceleradamente en el sistema de microscopicos vasos
conductores de agua dentro de las raices y tallos, al exprimir entre los dedos el extremo de
una seccion basal del tallo de una planta afectada se puede observar que de un anillo en la
orilla fluyen pequefias gotas lechosas que contienen millones de bacterias. La presencia de
este flujo bacteriano es utilizada como un método simple de diagnéstico confirmativo de
ocurrencia de Marchitez bacteriana mediante la “prueba del vaso”. Para ello se sumerge
ligeramente el extremo inferior de la seccion de tallo en agua limpia dentro de un vaso u
otro recipiente transparente. Si transcurridos unos pocos minutos se observa en el agua que
del corte en el tallo fluyen hilos o bien nubes lechosas, ello es otra prueba de ocurrencia de
Marchitez bacteriana (Melgar, 2012).

10.3. Raices aéreas

En plantas afectadas puede ocurrir la presencia anormal en la base del tallo de raices aéreas

visibles, llamadas raices adventicias (Melgar, 2012).

10.4. Circunstancias y distribucién de plantas enfermas

Plantas de cualquier edad pueden ser infectadas y manifestar la enfermedad, aunque
aquellas de edad mediana a adulta muestran la mayor incidencia y severidad, en particular
cuando ocurren temperaturas moderadas a altas y alta humedad del suelo. Es frecuente
que las plantas enfermas inicialmente ocurran en pequefios focos (pocas plantas) ubicados
en las areas mas bajas del terreno (donde se acumula agua) y los cuales rapidamente
aumentan de tamafio, aunque también pueden ocurrir plantas individuales enfermas
dispersas en el campo. Cuando el riego es por gravedad no es raro encontrar varias plantas
atacadas a lo largo de un mismo surco o en surcos contiguos como resultado de la
dispersion de indculo bacteriano en el agua a partir de un punto o foco de infeccion surco
arriba (Melgar, 2012).

C. AGENTE CAUSANTE DE LA ENFERMEDAD

El patégeno causante de la enfermedad, la bacteria R. solanacearum, es realmente un
conjunto de razas o cepas que comparten suficientes caracteristicas morfoldgicas,
genéticas, bioguimicas y patogénicas para considerarlas una misma especie. No obstante,

dichas cepas poseen algunas caracteristicas distintivas que las diferencian entre si, de las
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cuales en la practica la mas importante es la habilidad para infectar distintas especies de
plantas. Basado en lo anterior histéricamente se ha reconocido la existencia de por lo menos

tres razas, a saber:

Raza 1. Esta raza tiene un amplio rango de plantas hospederas y es usualmente conocida
como la raza de las Solanaceas puesto que este es el grupo mas importante de plantas

cultivadas que ataca (exceptuando a la papa); también ataca jengibre, cacahuate, etc.

Raza 2. Ocurre en plantas de la familia de las Muséaceas, a la cual pertenecen el banano,

platano y moroca, causandoles la enfermedad llamada “Moko”.

Raza 3. Es la raza que preferencialmente ataca a la papa y al geranio.
Recientemente se han identificado dos razas adicionales, denominadas.
Raza 4 que se report6 en Asia y Hawai atacando también a jengibre.

Raza 5 reportada solamente en China atacando una especie de mora. Este sistema de razas
se ha vuelto menos practico a medida que se descubren nuevas especies de plantas que la
bacteria es capaz de infectar y nuevas cepas de la bacteria, lo cual ha dado lugar a una
nueva clasificacion en cinco distintos biovares o cepas basados en la habilidad de los

aislados bacterianos de utilizar ciertos alcoholes y aztcares complejos (Melgar, 2012)

Estos biovares también muestran variacion en la agresividad a una misma especie de
plantas, algunas de ellas siendo altamente agresivas bajo ciertas condiciones aun en plantas
que supuestamente tienen resistencia. Uno de estos biovares en particular, identificado
como Raza 3/Biovar 2, parece ser extremadamente agresivo y ha sido declarado de

importancia cuarentenaria en Norte América y Europa (Melgar, 2012)

Actualmente en paises desarrollados se acostumbra realizar la identificacion de aislados de
la bacteria hasta raza y biovar. Desafortunadamente, en la actualidad en la FHIA no se
cuenta con los recursos logisticos para dicho detalle y la identificacion se hace solamente
hasta género y especie (Melgar, 2012).
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D. DONDE OCURRE, COMO SE DISEMINA Y PENETRA Ralstonia solanacearum

1. Habitat en la que se encuentra la bacteria

R. solanacearum es un habitante natural del suelo, donde en ausencia de cultivos
susceptibles puede sobrevivir por periodos prolongados (meses o inclusive afios) en los
residuos de cultivos previos infectados, o bien sobre o dentro de las raices de malezas u

otras plantas cultivadas en las cuales no provoca dafio aparente (Rivera, 2012).

2. Formas de propagacion

La diseminacion de la bacteria hacia y dentro de los campos de cultivo puede ocurrir por
una variedad de medios. El suelo infestado es usualmente la principal fuente de in6culo
primario de la bacteria, la cual puede ocurrir naturalmente ain en terrenos nunca antes
utilizados para cultivo alguno (de Solanaceas o de otras especies de importancia
econdémica). Ademas, también ocurre liberacién masiva de bacterias al suelo desde las
raices de plantas infectadas en el semillero o bien infectadas en el campo definitivo (Rivera,
2012).

A partir de las fuentes originales de indculo, la bacteria se disemina; a) en el agua de riego
o drenaje, b) en particulas 0 masas integras de suelo contaminadas adheridas a
herramientas, o equipos de cultivo (azadones, podadoras, cuchillas, arados, etc.) y al
calzado, c) en plantulas para trasplante infectadas en el semillero, etc. Se considera que
dentro de un campo donde ocurren los primeros casos el medio mas importante de
diseminacion secundaria es el agua de riego contaminada que fluye de las plantas
infectadas a plantas sanas. La transmision por semilla verdadera no es usualmente
considerada de importancia en hortalizas. La excepcion a lo anterior la constituye el cultivo
de la papa, en el cual los tubérculos-semilla pueden ser el principal medio de diseminacion

de la bacteria si provienen de plantas atacadas o llevan suelo infestado (Rivera, 2012).

E. PRODUCTOS COMERCIALES PARA EL CONTROL DE R. solanacearum
1. BIO-PROT.

Composicidon: Mezcla de soluciones muy concentradas de varias cepas vivas de Bacilos
sp. La solucion contiene estabilizadores y micro particulas de almidones con nutrientes
para que nuevas colonias se formen rapidamente y hagan su efecto cortamente luego de

su aplicacion.
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Beneficios del producto: El producto es de accién rapida por su formulacién, a pesar de
ser organico, imprimiendo beneficios en las plantas muy rapidamente. Por consistir de

cepas vivas permite una proteccion de largo plazo (Biogreen, 2010).

Su aspersion no necesita llegar a todos los lugares de las plantas, lo cual presenta una gran
ventaja, ya que poco a poco puebla un sector. El producto actla por exclusion ya que
forma una capa protectora revistiendo la dermis de tallos, hojas y raices a ser tratadas.
Este revestimiento impide muy eficientemente el ataque de hongos y bacterias patdgenas.
Por ende la proteccion es de largo plazo. El producto a nivel potencializa ampliamente
la absorcion de elementos esenciales. Al ser compuesto por bacterias es resistente a la
gran mayoria de fungicidas utilizados. Esto es muy ventajoso ya que permite la aplicacion

conjunta con estos productos (Biogreen, 2010).

Es un excelente Bioremediador, siendo capaz de metabolizar y cortar moléculas grandes
y complejas. Descompone muy eficientemente material organico crudo, resultando en
materia descompuesta muy rapidamente colonizada por benéficos. Esta mezcla es
absorbida plenamente por las plantas en un periodo mucho menor al que tomaria una
descomposicidn sin este producto. Su composicion liquida ayuda substancialmente en
su manejo potenciando su aplicacion, evitando el taponamiento de boquillas y facilitando

su mezcla homogénea y rapida (Biogreen, 2010).

Indicado para: Descomposicién acelerada de la materia organica cruda. Infestaciones
bacterianas de erwinia spp. Previene y protege de Rhizoctonia, Phytophthora, Pythium
entre otras enfermedades del suelo. Para otras como la sigatoka es excluyentes. (Biogreen,
2010).

Modo de empleo: EIl producto disuelto puede aplicarse directamente al follaje por
aspersion, ademas en viveros y campo puede ser utilizado en drench. Puede ser aplicado
por avioneta, bomba de motor, bomba de mochila, aspersion. Importante es agitar antes

de mezclar para aplicar. (Biogreen, 2010).

Compatibilidad: Con la mayoria de los insecticidas, fungicidas, herbicidas, foliares que
se recomiendan en los cultivos. No compatible con bactericidas, bacteriostaticos o
soluciones muy salinas. EI PH optimo de aplicacion es entre 6 a 7,5. Este producto es
compatible con todos los productos de reaccion ligeramente acida, neutra o ligeramente
basica. Ademas es compatible con aceite agricola (Biogreen, 2010).
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2. BIO-FUNG

El producto es de accion rapida por su formulacién, a pesar de ser organico, imprimiendo
beneficios en las plantas muy rapidamente. Por consistir de cepas vivas y esporas
encapsuladas permite una proteccién de largo plazo, teniendo que aplicar nuevamente
cuando la poblacién de hongos y bacterias patdgenas vuelva a amenazar el cultivo. Su
composicion permite una translocacion a distintos sitios proximos de las plantas,
protegiendo sectores enteros. Su aspersion no necesita llegar a todos los lugares de las
plantas, lo cual presenta una gran ventaja, ya que poco a poco puebla un sector. (Biogreen,
2010).

El producto actua por accion directa y por exclusion. Forma una capa protectora
revistiendo la dermis de tallos, hojas y raices a ser tratadas. Este revestimiento impide
muy eficientemente el ataque de hongos y bacterias patdgenas. Por ende la proteccién es
de largo plazo. EIl producto a nivel radicular produce un efecto muy similar al de las
micorrizas, potencializando ampliamente la absorcion de elementos esenciales, formando

virtualmente una red amplia postiza de raices. (Biogreen, 2010).

Indicado para: Diversos patdgenos como Sigatoka en banano y platano, monilla en
cacao, actla en patdgenos del suelo, en cultivos, semilleros. Fusarium, Rhizoctonia,
Pythium, Phytophthora. Protectante y erradicante de hongos y bacterias de amplio
espectro. Bioremediador de solucion muy concentrada de esporas y células vivas de

varias cepas de Trichoderma. (Biogreen, 2010).

Composicion: Mezcla de soluciones muy concentradas de varias cepas vivas y esporas
de Trichoderma sp. La solucion contiene estabilizadores y micro particulas de almidones
con nutrientes para que nuevas colonias se formen rapidamente y hagan su efecto

cortamente luego de su aplicacion (Biogreen, 2010).

Modo de empleo: El producto disuelto puede aplicarse directamente al follaje por
aspersion, ademas en viveros y campo puede ser utilizado en drench. Puede ser aplicado
por avioneta, bomba de motor, bomba de mochila, aspersion. Importante es agitar antes

de mezclar para aplicar (Biogreen, 2010).

Compatibilidad: Con la mayoria de los insecticidas que se recomiendan en los cultivos.

No compatible con fungicidas o bactericidas o soluciones muy salinas. EI PH 6ptimo de
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aplicacion es entre 6 a 7,5. Este producto es compatible con todos los productos de
reaccion ligeramente acida, neutra o ligeramente basica. Ademas es compatible con

aceite agricola (Biogreen, 2010).



IV. MATERIALES Y METODOS

A. CARACTERISTICAS DEL LUGAR

1. Localizacion de estudio

La investigacion se ejecutd en la parroquia La invasion, en las instalaciones de la hacienda
“Los Angeles” perteneciente a la empresa NOVOPAN DEL ECUADOR S.A, en la

provincia de Los Rios con una extension de 300ha.

MAPA DE UBICACION DEL VIVERO
"LOS ANGELES " "

VIVERO "~ LOS ANGELES ™

> LEYENDA

FARADOQUIA SUENA FE

CANTON BUENA FE
' PROVINGIA LOS RIDS

ENSAYO

Fuente (Novopan S.A. 2017)
Figura 1. Mapa de ubicacion de la hacienda y vivero “Los Angeles” parroquia La

Inmaculada.

2. Ubicacién geografica

Lugar: Parroquia La Invasion.
Zona: 17 sur

Datum: WGS84

Latitud (X): 665637
Longitud (Y): 9928202
Altitud: 146 m.s.n.m.

Fuente: (Estacion meteorolégica NOVOPAN S.A))
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3. Condiciones climaticas.

Temperatura media anual: 23 - 35°C
Precipitacion media anual: 2265 mm
Humedad relativa anual: 76%

Fuente: (Anuarios Meteoroldgicos del INAMHI-PDOT, 2011)

4. Clasificacion ecologica

Bosque Humedo Tropical

Fuente: (Ministerio del Ambiente, 2012)
Clima: Tropical Megatérmico Himedo
Fuente: (Agroprecision-PDOTCLA, 2011)

B. MATERIALES Y EQUIPOS

Materiales de campo

e 1 par de botas de caucho.

e 1 par de guantes de caucho.
e 4 mascarillas.

e 2 botellas plasticas de 6 litros.
e 1 litro de desinfectante.

e 4 atomizadores.

e 1 libreta de campo.

e 1 par de esfero.

e 1lapiz.

e 1 escalimetro.

e 1 calibrador pie de rey.

e 1 tablero plastico.

e 39 etiquetas plasticas.

e 20 bandejas.

e 6 bancales.
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2. Equipos

e Computadora.

e Paquete office (Word, Excel, Power point).
e Cémara fotogréafica.

e Programas (Infostat y Minitab).

e Calculadora.

o GPS.

3. Componentes quimicos vy bioldgicos.

e Bioprot.

e Biofung.

e Solucion de nutrientes (Nitrégeno, Fosforo, Potasio, Boro)
e Evergreen.

e Tachigaren

e Vitavax.

e Alcohol industrial.

4. Material vegetativo.

180 plantulas de Eucalyptus urograndis
C. DISENO EXPERIMENTAL

1. Disefio experimental de la investigacion

Se utilizé el Disefio Completo al Azar (DCA), aplicando 12 tratamientos y 3 repeticiones

dandonos un total de 36 casos.

2. Caracteristicas del disefio experimental

Las caracteristicas del disefio experimental se detallan en la siguiente tabla 1.
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Tabla N° 1. Caracteristicas del disefio experimental

b)

d)

NuUmero de especies 1
NUmero de tratamientos 12
NUmero de repeticiones 3
Numero de unidades experimentales 36
NUmero de plantas/ unidad experimental 5
Numero de plantas por tratamiento: 15
Total de plantas : 180
Area del campo de estudio: 307 ha
Area total en estudio 50 m2

Elaborado por: (Llumiguano, R. 2018)

METODOLOGIA.

Para el cumplimiento del primer objetivo: Valoracion de la incidencia de

plantas tratadas con agentes biolégicos aislados en el laboratorio.

Se georreferencio el area de estudio mediante la ayuda de un GPS (Garmin
GPSMAPG64S), en donde se delimito el area del vivero y las parcelas de recoleccion
de muestras.

Para la adecuacion del area de estudio donde se ubicaron las unidades experimentales,
se desinfecto el lugar para conseguir un sitio totalmente libre de patdgenos. Para este
proceso se utiliz6 vitavax y alcohol industrial a 20 ml por bomba.

Los bancales fueron ubicadas a 1 metro de distancia entre estos, para un mejor manejo
del ensayo, principalmente para las aplicaciones de fertilizacion y los productos de
los respectivos tratamientos.

Las bandejas se ubicaron a 50 cm de separacion entre cada una, y a 20 cm por planta
para evitar la incidencia entre productos y no haya alteracion en la reaccion de las

plantulas en relacion a cada producto.
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Fotografia 1. Establecimiento de las unidades experimentales. (Bancal).

Una vez establecido el ensayo, se procedi6 a comprobar si las unidades
experimentales estaban contaminadas de Ralstonia solanacearum. Para lo cual se
aplico la prueba del vaso, se tomo una planta al azar, este proceso permitio asegurar
si la poblacion estaba libre de esta bacteria y poder realizar la inoculacién con un
grado de confianza al 100%.

Para la prueba del vaso se realiz6 un corte en la zona inferior del tallo de las plantas,
las mismas que tenian una edad de 45 dia de germinacion, fueron colocadas la misma
en un vaso con agua destilada; al sumergir la plantula se observo si existia una
sustancia de color rosado a blanquecino, que permitiria determinar si la bacteria se
hallaba en la planta.

Durante la primera evaluacion cada una de las unidades experimentales tenian una
edad de 65 dias de germinacion en la cual se evalu6 también las variables de DAC y
altura respectivamente.

Una vez comprobado la prevalencia de la enfermedad en las unidades detalladas
anteriormente se procedid a la extraccion de la enfermedad para la inoculacion de la
bacteria en todo el ensayo.

Para la extraccion de la bacteria se realiz6 un recorrido por todas las plantaciones de
la hacienda San Fernando ubicado en la provincia de los Rios, para analizar individuos
que presentaran los efectos y sintomas de la bacteria para proceder a la recoleccion

de las diferentes muestras.
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Fotografia 2. Recoleccion de muestras infectadas con Ralstonia solanacearum

Una vez identificados los sintomas en diversos individuos, se procedid a extraer el
fluido bacteriano de cada una de las muestras de los individuos identificados. Luego
se coloco las muestras en agua destilada para el aislamiento de la bacteria, este método
se lo realizo segun lo aplicado por Rivera en 2012 en la especie de tomate rifion;
continuamente se realizd la alteracion del metabolismo de disacéridos y alcoholes
hexosa de la bacteria mediante la elaboracién del jugo fitopatolégico con el agua
contaminada y muestras foliares infectadas, esta técnica es una excelente estrategia
para asegurar la obtencion de la enfermedad segin (Hayward, 1964) realizado en los
estudios de deteccion de Ralstonia solanacearum en tubérculos en México.

La destilacion del jugo bacteriano fue un proceso fundamental para aislar y extraer la
bacteria en dosis mas concentradas y asegurar la inoculacion en todas las unidades
experimentales.



Fotografia 3. Extraccion del jugo bacteriano de Ralstonia solanacearum
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[) Con un dosimetro de 20 ml se aplicé 15 ml de jugo bacteriano a cada unidad
experimental. La inoculacién fue a nivel de sustrato, puesto que este patdgeno se
desarrolla de mejor manera en condiciones edafologicas y su infestacion inicia
principalmente en el sistema radicular.

m) Mientras se esperaba la manifestacion de la sintomatologia de la enfermedad (15 dias)
se realiz las respectivas fertilizaciones (cada 4 dias), riegos (cada dia) y control
fitopatologico (1 dia/semana), con el objetivo de evitar desfases en el desarrollo de
las plantulas y continuar con la recoleccion de informacién para las variables
planteadas en los otros objetivos. Las fertilizaciones se detallan en las tablas N° 2 y
3.

a. Para crecimiento de las plantas mediante fertilizacion.

Durante el ensayo se empled macro y micro nutrientes para el crecimiento y desarrollo
de las plantas evitando asi el debilitamiento y muerte de las plantas por estrées hidrico o

a causa de Ralstonia solanacearum.

Tabla N° 2. Control quimico de nutrientes durante el tiempo de trabajo.

Aditivo Dosis - Dosis- Capacidad Dosis Control
quimico Quimico agua de bomba soluto-

(soluto)  (Solvente) de riego solvente
Macro y 25cc 2000 MI 2000 mL 5 ¢c/2000 Potencializacion

Micronutrientes mL histoldgica de las

plantas durante el

crecimiento

Elaborado por: (Llumiguano, R. 2018)
b. Para el control fitopatoldgico.

El aparecimiento de patogenos en el sustrato fue controlado mediante la aplicacion de

Tachigaren 36% LS una vez por semana durante un mes.
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Tabla N° 3. Control fitopatoldgico a nivel de sustrato en las plantas.

Aditivo Dosis - Dosis- Capacidad Dosis Control
quimico Quimico agua de bomba soluto-

(soluto)  (Solvente) de riego solvente

Tachigaren 2,5cc 2000 MI 2000 mL 5 ¢c/2000 Proteccion de
36% LS mL hongos que se
presentaron en el

sustrato.

Elaborado por: (Llumiguano, R. 2018)
c. Para el fortalecimiento de las plantas.

Durante el tiempo del presente trabajo, cada una de las unidades experimentales se
empled nitrato de calcio y evergren en una concentracion de 2,5 cc con el objetivo de
brindar fortalecimiento y vigorosidad durante el crecimiento de cada una de las plantulas,

otorgando asi las mismas condiciones manejadas a nivel del vivero.

Tabla N°4. Control quimico durante el crecimiento de las plantas.

Aditivo Dosis - Dosis- Capacidad Dosis Control
guimico Quimico agua de bomba soluto-

(soluto)  (Solvente) de riego solvente

Nitrato de 2,5cc Fortalecimiento

calcio durante el
crecimiento de las
plantas.

Evergreen 2,5cc Vigorosidad y
brillo de las hojas.

Elaborado por: (LIumiguano, R. 2018)

n) Transcurrido los 15 dias de tiempo promedio para la manifestacion de la bacteria en
las plantulas se procedié a un nuevo analisis de fitosanidad mediante la prueba del
vaso, mismo que consistio en realizar el mismo proceso para comprobar la existencia
de la bacteria en el material del ensayo al iniciarse la investigacion. Para este proceso

se tomo un individud al azar de cada repeticién y realizando el correspondiente corte
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en el tallo se introdujo cada muestra en el vaso con agua destilada, donde se obtuvo
como resultado final que la bacteria si se propago en las plantulas inoculadas
(resultado positivo).

Luego de las pruebas realizadas, se evaluaron Bioprot y Biofung, productos
biolégicos producidos por “Biogreen, Laboratorio Meristematico, Ecuador” con los
respectivos tratamientos establecidos en el disefio experimental, para lo cual se hizo

referencia en la siguiente plantilla que se detalla a continuacion.

Tabla N° 5. Distribucién de tratamientos segun el disefio experimental.

N° de Repeticion Producto Dosis Frecuencia de

tratamiento aplicacion

Tl 1,2y3 Bioprot 15cc/L 1/dia

T2 1,2y3 Bioprot 15cc/L 1/semana

T3 1,2y3 Bioprot 15cc/L 1/15 dias

T4 1,2y3 Bioprot 15cc/L 1/mes

T5 1,2y3 Biofung 15cc/L 1/dia

T6 1,2y3 Biofung 15cc/L 1/semana

T7 1,2y3 Biofung 15cc/L 1/15 dias

T8 1,2y3 Biofung 15cc/L 1/mes

T9 1,2y3 Biofung+Bioprot  7,5cc+7,5cc =15cc/L  1/dia

T10 1,2y3 Biofung+Bioprot  7,5cc+7,5cc =15cc/L  1/semana

T11 1,2y3 Biofung+Bioprot  7,5cc+7,5cc =15cc/L 1/15 dias

T12 1,2y3 Biofung+Bioprot  7,5cc+7,5cc =15cc/L  1/mes
Elaborado por: (LIumiguano, R. 2018)

P)

El levantamiento de datos de la incidencia se lo realizo cada 8 dias, luego de la
aplicacion de los respectivos tratamientos. Para la evaluacion de la variable
“incidencia” se tomo en cuenta el nimero de hojas enfermas, ya que este es uno de
los sintomas principales de Ralstonia solanacearum. Tomando en cuenta el avance

de la enfermedad por cada unidad experimental.

g) Al finalizar la evaluacién de cada una de nuestras variables nuestras unidades

experimentales tenian una edad de 95 dias.
Una vez terminadas las evaluaciones se elaboro la plantilla final de datos obtenidos

en la evaluacion, para su respectiva tabulacion y analisis estadistico, para lo cual se
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ejecuto pruebas de normalidad segln shapiro wilks en Infostat y homogeneidad en el
programa minitab. En el caso de la incidencia se aplico estadista no paramétrica segun
KRUSCAL WALIS, tanto de la primera y ultima evaluacion para determinar el grado

de incidencia inicial y final.

2. Para el cumplimiento del sequndo objetivo: Estimacion de la severidad de

plantas tratadas con agentes bioldgicos aislados por el laboratorio Biogreen.

a) La evaluacion de la severidad de esta bacteria se baso principalmente en el area
necrosada o enferma de la planta.

b) EIl levantamiento de datos que se lo hizo bajo estimacién visual del marchitamiento
gradual de las plantas, para esto se tomé en cuenta el nivel de necrosamiento en las
plantas, como el tallo y hojas de cada una de las diferentes unidades experimentales
evaluandolo en porcentaje de 1 a 100% dependiendo el grado de afectacion.

c) la informacion levantada fue ajustada con el factor de Bilzz para poder aplicar una
estadistica paramétrica y poder normalizar el coeficiente de variacion, con esta
transformacion ya no fue necesario realizar pruebas de normalidad y homogeneidad,
puesto que al aplicar estas operaciones los datos quedan totalmente normalizados y
aptos para el respectivo analisis estadistico.

d) Se realizo el respectivo ANOVA para esta variable y dependiendo del resultado que
este arrojaria se procederia a la separacion de medias de Tukey al 5% en caso de ser
necesario al igual que el andlisis grafico utilizando cajas estadisticas con su respectiva

discusion.

3. Para el cumplimiento del tercer objetivo: Determinacién de la mortalidad de

plantas tratadas con agentes biolégicos (Bioprot y Biofungq).

a) Para la evaluacion de la variable de la mortalidad se tuvo que esperar el final de la
aplicacion de los todos tratamientos empleados en la presente investigacion, para lo
cual se evalué cada uno de los individuos y asi observar las respuestas positivas o
negativas de los tratamientos.

b) Para afianzar la mortalidad de los individuos se evalud basicamente el grado de
hidratacion y marchitez de la masa foliar por planta, pues una baja cantidad de hojas

conduce a la mortalidad. EI nimero de yemas y rebrotes secos y marchitos fue otro
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factor que se tomd en cuenta pues el no generar nuevas hojas y ramificaciones afecta
al proceso fotosintético lo cual genera el descenso de la planta. Ademas fue
indispensable analizar el estado fisiologico de los tallos, el avance de la bacteria es
notable en estas estructuras por su amarillamiento y deshidratacion impidiendo el

transporte de la sabia bruta y circulacion de la sabia elaborada.

Una vez finalizada la evaluacion de esta variable se procedio a realizar las respectivas
pruebas de normalidad y homogeneidad, para la normalidad se aplicé Shapiro Wilks
y la homogeneidad utilizando minitab con la finalidad de determinar la estadistica a
utilizarse. En este caso se aplico estadistica no paramétrica, pues el resultado de estas

pruebas para esta variable fueron de no ser normal ni homogeéneo.



V. RESULTADOS Y DISCUSION

A. VALORACION DE LA INCIDENCIA DE LA ENFERMEDAD EN LAS
PLANTAS TRATADAS CON AGENTES BIOLOGICOS (Bioprot y Biofung)

1. Analisis estadistico de la incidencia de la enfermedad en las plantas

por

tratamiento/ repeticion (fase inicial — 65 dias de edad de las plantas) segun

Kruskal Wallis

Tabla N° 6. Anova de incidencia de la enfermedad segin Kruskal Wallis

Tratamiento N D.E Medianas H p
Bioprot/1/dia 12 2,43 5,00 22,38 0,0184
Bioprot/1/semana 12 2,08 4,50

Bioprot/1/15 dias 12 1,83 5,00

Bioprot/1/mes 12 1,56 5,00

Biofung/1/dia 12 1,99 4,50
Biofung/1l/emana 12 1,54 450
Biofung/1/15dias 12 1,40 5,00

Biofung/1/mes 12 1,61 6,00
Biofung+Bioprotl/dia 12 2,04 5,00
Biofung+Bioprotl/semana 12 1,97 7,00
Biofung+Bioprotl/ 15 dias 12 1,59 6,00
Biofung+Bioprotl/mes 12 1,76 2,50

Elaborado por: (Llumiguano, R. 2018)

Segun el andlisis estadistico de la tabla N° 6, para el nimero de hojas enfermas en base a

los 12 tratamientos aplicados a los 65 dias de edad de las plantulas, se obtuvo un p-valor

de 0,0184, determinando una diferencia significativa entre tratamientos, por ende se

realizo el respectivo analisis de las medias aritméticas de cada tratamiento.



32

1.1. Separacion de medias de la incidencia de la enfermedad en la fase inicial.

Tabla N° 7. Ranking de los tratamientos aplicados segun Kruskal Wallis

Tratamientos. Medias
Biofung+Bioprotl/mes 34,42 A
Biofung/l/semana 56,67 A B
Biofung/1/dia 57,63 A B
Bioprot/1/dia 64,21 A B
Biofung+Bioprotl/dia 73,54 B C
Bioprot/1/mes 73,79 B C
Biofung/1/15dias 75,96 B C
Biofung+Bioprotel/15dias 77,50 B C
Bioprot/1/semana 78,59 B C
Bioprot/1/15 dias 82,79 B C
Biofung/1/mes 88,58 B C
Biofung+Bioprotl/semana 90,88 C

Elaborado por: (Llumiguano, R. 2018)

De acuerdo al analisis estadistico segun Kruskal Wallis se determiné que el tratamiento
12 (Biofung+Bioprotel/mes) obtuvo el valor mas bajo de incidencia de la bacteria con un
porcentaje de 34,42%, seguido del tratamiento 6 (Biofung/1/semana) con un porcentaje
de 56,67%; mientras que los valores méas altos se obtuvieron en el tratamiento 8
(Biofung/1/mes) y 10 (Biofung+Bioprot/1/semana) con un porcentaje de 88,58 %y 90,88

% respectivamente.

Ademas se visualizo la formacion de tres grupos estadisticos diferentes (A, B y C) pero
con baja significancia entre los mismos. Los tratamientos 12 y 6 son estadisticamente
diferentes frente al tratamiento 8 y 10. En base a lo analizado se aprecio que los productos
empleados en esta investigacion no surtieron efecto positivo para el control de la bacteria.
Grabowski, C. et, al. 2015, menciona que al aplicar, UFV-56 (Trichoderma
thuringiensis) y UFV-62 (Bacillus cereus) para el control de R. solanacearum en
Eucaliptus robusta, en la primera fase del ensayo, estos fueron mas efectivos para
controlar el marchitamiento bacteriano y redujeron de manera altamente significativa la

incidencia de la enfermedad (P <0.001 en los dos microorganismos), frente a los
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tratamientos utilizados en la presente investigacion con un p-valor de 0,0184 lo que nos

present6 un resultado ligeramente positivo.

No obstante con los resultados obtenidos en esta investigacion y segin lo mencionado
por Segun (Ureta, 2016) que el indice aceptable de afectacion e incidencia de una
enfermedad es el 5 % se comprobd que estos tratamientos aplicados no controlaron la
incidencia de la bacteria puesto que se determind un promedio de incidencia 60 % lo cual
equivalio a 6 hojas enfermas de 10 hojas por planta evaluada. Ademas al realizar el
analisis por tratamiento, se apreci6 un promedio de 2,50 — 5, 00 y 4,50 hojas enfermas en
el tratamiento 12 (Bioprot + Biofung/l/mes), 1 (Bioprot/1/dia) y 5 ( Biofung/1/dia)
respectivamente, siendo estos los que mas controlaron la incidencia de la bacteria; pero
en cuanto a los promedios més bajos se determinaron los valores de 6,00 — 5,00 y 5,00
de los tratamientos 8 ( Biofug/1/mes), 7 ( Biofung/1/15dias ) y 2 ( Bioprot/1/semana)
respectivamente, esto permitié determinar que los tratamientos aplicados no controlaron

la incidencia de la bacteria por el considerable nimero de hojas enfermas por repeticion

(Ver grafico 1)
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Graéfico 1. Hojas enfermas por tratamiento/ repeticion.
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2. Andlisis estadistico de la incidencia de la enfermedad en las plantas por

tratamiento/ repeticion (fase final - 95 dias de edad de planta) sequn Kruskal
Wallis

Tabla N° 8. Anova de incidencia de la enfermedad segun Kruskal Wallis

Tratamiento N D.E. Medianas H p
Bioprot/1/dia 12 2,57 11,50 25,52 0,0066
Bioprot/1/semana 12 2,68 10,00

Bioprot/1/15 dias 12 1,66 10,50

Bioprot/1/mes 12 2,26 10,50

Biofung/1/dia 12 2,53 9,50

Biofung/1l/semana 12 1,78 9,50

Biofung/1/15dias 12 1,91 11,00

Biofung/1/mes 12 2,67 11,00

Biofung+Bioprotl/dia 12 2,71 10,00

Biofung+Bioprotl/semana 12 3,01 12,00
Biofung+Bioprotl/ 15dias 12 2,77 10,00
Biofung+Bioprotl/dia 12 2,27 8,00

Elaborado por: (LIumiguano, R. 2018)

De acuerdo al analisis estadistico de la incidencia bacteriana en referencia al numero de
hojas enfermas en base a los 12 tratamientos aplicados a los 95 dias de edad de las
plantulas, se obtuvo un p-valor de 0,0066, determinando una diferencia significativa entre
tratamientos, por ende se realizo el respectivo andlisis de la separacion de medias de los

tratamientos aplicados (Ver tabla N° 8).
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2.2. Separacion de medias de la incidencia de la enfermedad en la fase final.

Tabla N° 9. Separacion de medias de los tratamientos aplicados segun Kruskal
Wallis.

Tratamientos Medias
Biofung+Bioprotl/mes 37,08 A

Biofung/1/dia 51,46 A B
Biofung/1/semana 55,17 AB C
Bioprot/1/semana 66,42 AB CD
Biofung+Bioprotl/ 15 dias 69,67 AB CD E
Biofung+Bioprotl/dia 75,79 B CD E
Bioprot/1/mes 76,00 B CD E
Bioprot/1/15 dias 76,92 B CD E
Biofung/1/15dias 77,92 B CD E
Biofung/1/mes 85,54 C D E
Biofung+Bioprotl/semana 96,88 D E
Bioprot/1/dia 99,17 E

Elaborado por: (Llumiguano, R. 2018)

En la tabla N°9 se aprecia el analisis estadistico segun Kruskal Wallis donde se determind
que el tratamiento 12 (Biofung+Bioprot 1/mes) obtuvo el valor mas bajo de incidencia de
la bacteria, con un porcentaje de 37,08%, seguido del tratamiento 5 (Biofung/1/dia) con
un porcentaje de 51,46 %, mientras que el valor mas alto se obtuvo en el tratamiento 10
(Biofung+Bioprot/1/semana) y el tratamiento 1 (Bioprot/1/dia) con un porcentaje de
96,88 % y 99,17 % respectivamente. Ademas se pudo apreciar la formacion de 4 grupos
diferentes (A, B, C y E), pero con baja diferencia significativa entre tratamientos. En los
tratamientos 12 y 5 son estadisticamente diferentes al tratamiento 10y 1.

Tal como menciona (Grabowski, C. et, al. 2015), en su segundo experimento, que al
utilizar UFV-56 (Bacillus thuringiensis) y UFV-62 (Bacillus cereus) en Eucaliptus
robusta, la incidencia de R solanacearum se redujo significativamente por UFV-56 (P
<0.001), 62 (P = 0.029). Segun (Ureta, 2016) un indice aceptable de afectacion e incidencia
de una enfermedad es el 5 %. Por lo tanto en base a lo mencionado anteriormente Se

comprobo que la incidencia de esta bacteria al aplicar estos tratamientos no se logrd



36

controlar la bacteria en un rango aceptable , ya que segun el analisis realizado se aprecid
un porcentaje de incidencia bacteriana de 71,42 % lo cual equivale 10 hojas enfermas por
cada 14 hojas sanas promedio por planta, esto se afianzo al determinar un promedio de
8,00 — 12,00 y 10,00 hojas enfermas en el tratamiento 12 ( Bioprot + Biofung/1/mes), 1
(Bioprot/1/dia) y 5 ( Biofung/l/dia) respectivamente, siendo estos los que mas
controlaron la bacteria, no obstante los promedios de 11,00 — 11,00 y 10,00 de los
tratamientos 8 ( Biofung/l/mes), 7 (Biofung/1/15 dias) y 2 ( Bioprot/l/semana)
respectivamente, permitié afirmar que ningun tratamiento garantizo el control de la

enfermedad, por el alto promedio de hojas enfermas (Ver gréfico 2).
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Elaborado por: (Llumiguano, R. 2018)

Gréfico 2. Hojas enfermas por tratamiento/ repeticion.
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B. ESTIMACION DE LA SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD EN LAS
PLANTAS TRATADAS CON AGENTES BIOLOGICOS (Bioprot y Biofung)
1. Andlisis estadistico para la severidad de la enfermedad por

tratamiento/repeticion (fase inicial a los 65 dias de edad de las plantas) con

estadistica paramétrica

Tabla N° 10. Analisis de la Varianza de la severidad por tratamiento/ repeticion.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3387,54 11 307,96 2,44 0,0083
Tratamiento  3387,54 11 307,96 2,44  0,0083
Error 16632,17 132 126,00

Total 20019,72 143

Cv 43,40 %

Elaborado por: (Llumiguano, R. 2018)

De acuerdo al analisis estadistico obtenido en la tabla N° 10, para la severidad causada

por la bacteria a los 65 dias de edad de las plantas, en referencia al porcentaje por cada

repeticion, luego de haber aplicado los 12 tratamientos, se obtuvo un p-valor de 0,0083,

con lo cual se determind una diferencia significativa entre tratamientos, por ende se

procedié a la respectiva separacion de medias, segiin Tukey al 5 %.
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1.1 Separacion de medias sequn Tukey al 5 % para la severidad de la enfermedad

Tabla N° 11. Separacion de medias de Tukey al 5% de la severidad por tratamiento/

repeticion.

Tratamiento Medias n E.E.

Bioprot + Biofung/1/mes 20,92 12 324 A
Bioprot/1/dia 27,22 12 3,24 A B
Biofung/1/dia 29,78 12 3,24 A B
Biofung/1l/semana 30,05 12 324 A B
Bioprot + Biofung/1/dia 31,73 12 324 A B
Bioprot/1/mes 33,63 12 324 A B
Biofung/1/15dias 34,16 12 324 A B
Bioprot/1/semana 34,85 12 324 A B
Bioprot + Biofung/1/15 dias 35,69 12 324 A B
Bioprot/1/15 dias 37,09 12 3,24 B
Bioprot + Biofung/1/semana 38,22 12 3,24 B
Biofung/1/mes 38,24 12 3,24 B

Elaborado por: (Llumiguano, R. 2018)

De acuerdo a la separacion de medias de Tukey al 5% para la severidad por
tratamiento/repeticidn, se determind que en el tratamiento 12 (Bioprot + Biofung/1/mes )
se obtuvo el valor mas bajo con un promedio de 20,92 %, seguido del tratamiento 1
(Bioprot/1/dia) con un promedio de 27,22 %, mientras que el valor mas alto se obtuvo
en el tratamiento 10 (Bioprot + Biofung /1/ semana) y tratamiento 8 (Bioprot/1/mes) con
un promedio de 38,22 % y 38,24 % respectivamente. Los tratamientos 12 y 1 son

estadisticamente diferentes al tratamiento 10 y 8. Ver tabla 11.

1.2 Andlisis grafico de la severidad bacteriana por tratamiento/repeticion.

Segun la afirmacion de (Lopez, et, al. 2016), al aplicar Trichoderma spp, Bacilos spp y
Agri-gent, se determind que la severidad de la bacteria en Eucaliptus robusta se controld
en un indice promedio por tratamiento de 1,6% mientras que en comparacion con Agri —
gent un 0,8%. Entonces seglin estos resultados se comprob6 que al aplicar Bioprot y
Biofung no se pudo controlar al 100% la severidad de esta bacteria, pues segin Bock et

al. (2010) afirma que el rango aceptable de severidad es de (<10 %) y para Sauceda et al.
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(2009), los niveles de severidad aceptable son (< 8 %), entonces segin lo mencionado
anteriormente y lo obtenido en esta investigacion en la fase inicial que fue de 17,68 % —
31,30,0 % y 29,91 % en el tratamiento 12 (Bioprot + Biofung /1/mes), 1 ( Bioprot/1/dia )
y 5 ( Biofung/1/dia) respectivamente, siendo estos los que mas apaciguaron la severidad
de la enfermedad, no obstante los promedios mas altos se obtuvieron en los tratamientos
8 (Biofung/1/mes), 7 (Biofung/1/15dias) y 2 ( Bioprot/1/semana) con 37,50 % — 32,29
% y 33,33 % respectivamente. Esto permitié corroborar que estos productos no
controlaron la severidad bacteriana por el alto promedio porcentual de severidad
(32,63 %) alcanzado en el material vegetativo. (VVéase grafico 3)
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Elaborado por: (Llumiguano, R. 2018)
Gréfico 3. Severidad bacteriana por tratamiento/ repeticion.

2. Andlisis estadistico para la severidad de la enfermedad por

tratamiento/repeticion de la fase final — 95 dias de edad de las plantas.

2.1 Severidad de la enfermedad en la fase final con estadistica paramétrica

Tabla N° 12. Analisis de la VVarianza de la severidad por tratamiento/ repeticion.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3567,19 11 324,29 2,53 0,0063
Tratamiento 3567,19 11 324,29 2,53 0,0063
Error 16932,05 132 128,27

Total 20499,24 143

CcVv 14,30%

Elaborado por: (Llumiguano, R. 2018)
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Segun el andlisis estadistico obtenido en la tabla N° 12, para la severidad en la fase final
alos 95 dias de edad de las plantas, en referencia al porcentaje de afectacion de las plantas
por cada repeticion, luego de haber aplicado los 12 tratamientos, se obtuvo un p-valor de
0,0063; con lo cual se determind una diferencia significativa entre tratamientos, por ende
se procedid a la respectiva separaciéon de medias, segin Tukey al 5 %.

2.2 Separacion de medias para la severidad sequn Tukey al 5 %

Tabla N° 13. Separacion de medias de Tukey al 5% de la severidad por tratamiento/

repeticion.

Tratamiento Medias n E.E.

Bioprot +Biofung/1/mes 66,93 12 3,27 A
Biofung/1/dia 69,99 12 3,27 A B
Biofung/lsemana 79,32 12 3,27 A B
Bioprot/1/dia 79,75 12 3,27 A B
Bioprot+Biofung/1/15 dias 80,52 12 3,27 A B
Bioprot +Biofung/1/dia 80,73 12 3,27 A B
Biofung/1/15 dias 80,94 12 3,27 A B
Bioprot/1/mes 81,51 12 3,27 A B
Biofung/1/mes 81,98 12 3,27 A B
Bioprot/1/15dias 82,30 12 3,27 B
Bioprot+Biofung/1/semana 83,00 12 3,27 B
Bioprot/1/semana 83,38 12 3,27 B

Elaborado por: (LIumiguano, R. 2018)

De acuerdo a la separacion de medias de Tukey al 5% para la severidad de la fase final,
por tratamiento/repeticién a los 95 dias de edad de las plantas, se determind que el
tratamiento 12 (Bioprot +Biofung/1/mes) obtuvo el valor mas bajo, con un promedio de
66,93 %, sequido del tratamiento 5 (Biofung/l/dia) con un promedio de 69,99 %,
mientras que los valores mas altos se obtuvieron en el tratamiento 10 (Bioprot
+Biofung/l/semana) y tratamiento 2 (Bioprot/1/semana) con un promedio de 83,00 %y
83,38 % respectivamente. Los tratamientos 12 y 5 son estadisticamente diferentes a los
tratamientos 10y 2. Ver tabla 13.
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2.3 Andlisis gréafico de la severidad bacteriana por tratamiento / repeticion.

Segun, (Lopez, et, al. 2016), al aplicar Trichoderma spp, Bacilos spp y Agri-gent, se
determind que la severidad de la bacteria en Eucaliptus robusta se controlé en un
promedio por tratamiento de 86 % al aplicar Trichoderma spp y Bacilos spp mientras que
al aplicar Agri —gent fue de 89 %. Segun estos resultados y lo que menciona Bock et al.
(2010) que el rango aceptable de severidad es de (<10 %) y para Sauceda et al. (2009),
los niveles de severidad aceptable son (< 8 %), se pudo comprobar que al aplicar Bioprot
y Biofung para el control de la severidad de esta bacteria no se consigui6 controlar la
enfermedad, pues el promedio de severidad en la fase final fue de 69,70 % — 73,90 % y
81,66 % en el tratamiento 12 (Bioprot + Biofung/l/mes), 5 (Biofung/l/dia) y 1
(Biofung/l/semana) respectivamente, siendo estos los que mas controlaron la severidad
de la enfermedad, no obstante los promedios obtenidos en los tratamientos 8 (
Biofung/1/mes), 7 ( Biofung/1/15 dias) y 2 ( Bioprot/1/semana) con 83,33 % — 79,52 %
y 85,65 % respectivamente, entonces segun estos resultados y los rangos permisibles
para este factor se determind que Bioprot y Biofung no afianza el control de la
enfermedad, por el alto promedio de severidad bacteriana ( 79,20 %) en el material

vegetativo (Véase grafico 4).
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Grafico 4. Severidad bacteriana por tratamiento/ repeticion.
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C. DETERMINACION DE LA MORTALIDAD DE PLANTAS TRATADAS CON
AGENTES BIOLOGICOS (Bioprot y Biofung)
1. Analisis estadistico de la mortalidad a los 95 dias de edad de las plantas por

tratamiento/ repeticion sequn Kruskal Wallis

Tabla N° 14. Anova de la mortalidad segun Kruskal Wallis

Tratamiento N Medias D.E. Medianas H p
Bioprot/1/dia 12 1,00 0,00 1,00 0,72 0,9201
Bioprot +Biofung/l/semana 12 1,00 0,00 1,00

Bioprot +Biofung/1/15dias 12 1,00 0,00 1,00

Bioprot +Biofung/1/mes 12 0,92 0,29 1,00
Bioprot/1/semana 12 0,92 0,29 1,00

Bioprot/1/15 dias 12 0,92 0,29 1,00

Bioprot/1/mes 12 0,92 0,29 1,00

Biofung/1/dia 12 0,92 0,29 1,00
Biofung/1/semana 12 1,00 0,00 1,00

Biofung/1/15 dias 12 0,92 0,29 1,00

Biofung/1/mes 12 0,92 0,29 1,00

Bioprot +Biofung/1/dia 12 1,00 0,00 1,00

Elaborado por: (Llumiguano, R. 2018)

Segun el analisis estadistico detallado en la tabla N° 14, luego de 95 dias de edad de las
plantulas, en base a los 12 tratamientos aplicados, se obtuvo un p-valor de 0, 9201, con
lo cual se determiné que no existe diferencia significativa entre los tratamientos, por ende

no se realizd la respectiva separacion de medias segun cada tratamiento.

Moncada, R. 2014, menciona que al aplicar diferentes tratamientos con Trichoderma spp
y Bacillus spp se determiné que la mortalidad en plantulas de eucalipto mediante un
andlisis edafolégico para la inhibicion de Ralstonia solanacearum y controlar la
mortalidad de las plantulas, se obtuvo una concentracion inicial de 1 x 105 UFC/g y una
concentracion promedio final de 3.2 x 109 UFC/g, observando ningln efecto en la
inhibicion por parte de los tratamientos en base a estos microorganismos. Por lo tanto,
segun estos resultados obtenidos se pudo corroborar que en esta investigacion los
tratamientos aplicados no garantizaron evitar la mortalidad del material vegetativo, ya
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que estadisticamente no existio significancia entre los tratamientos aplicados al material

vegetativo y la alta cifra de mortalidad (100%) observada en el area de estudio.



VI.

1.

CONCLUSIONES

Se comprobd que los 12 tratamientos aplicados con Bioprot y Biofung, no controlaron
la incidencia causada por la bacteria Ralstonia solanacearum. Ya que el promedio de
hojas muertas por cada repeticion en la fase inicial fue 6 de 10 hojas evaluadas, lo
cual equivale al 60 %, mientras que en la fase final se obtuvo un promedio de 10 hojas
enfermas de 14 hojas evaluadas, esto equivale a un 71,42 %. Segun los rangos
permisibles este indice no debe sobrepasar el 5% de afectacion, por lo tanto se
determind que la incidencia de la bacteria alcanzo niveles altos de afectacién y que

estos agentes biologicos no fueron eficientes para inhibir la bacteria.

Se determind que ninguno de los 12 tratamientos aplicados con Bioprot y Biofung
controlaron la severidad de la enfermedad causada por Ralstonia solanacearum, pues
el porcentaje evaluado por cada unidad experimental en la fase inicial fue de 32,63 %
y en la fase final de 79,20 %, segln los rangos permisibles que es del 8-10% se
determin0 que los tratamientos aplicados no alcanzaron resultados positivos para el
control de esta bacteria. Permitiendo comprobar que estos productos no tuvieron

eficacia en el control de la enfermedad para esta especie forestal.

El alto indice de mortalidad por cada unidad experimental, permitié comprobar con
mayor certeza que estos tratamientos no tuvieron efecto positivo, puesto que el alto
porcentaje de individuos muertos que fue del 100% permitié apreciar resultados
desalentadores para el control de la bacteria. Por lo tanto el uso de Bioprot y Biofung

para el control de Ralstonia solanacearum no es recomendable en esta especie.



VIl. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda no utilizar Bioprot y Biofung para el control de Ralstonia
solanacearum e integrar otros microorganismos antagonistas a esta bacteria como el
cultivo de cepas especificas de Pseudomonas fluorescentes (rizobacterias) para el

control del marchitamiento en eucalipto como lo menciona Ran et al. (2005).

2. En el vivero, se recomienda el control integrado, basado en varias medidas
preventivas, como ser el uso de plantulas sanas, desinfeccion de agua de riego,

desinfeccion de herramientas, etc.

3. Impulsar la utilizaciéon de nuevas tecnologias, como camaras térmicas, para la
evaluacion de la eficacia de productos que ayuden a combatir y controlar Ralstonia

solanacearum que afectan a las plantaciones de Eucalyptus urograndis.



Vill. RESUMEN

El presante trabajo mvestizatrve plantec: evaluar apentss ologicos para el comtrol ¥
rmutisacion del danio ocasionado por Relstonie selanacrariom en eucalipio tropical 2 nrvel
de vrvere, en la hacienda [os Angeles, canton Buena Fe, provincia de los Facs, ouvo
snzavo eshrve estructorade de 12 tratanumentos, nusmos que s datallan: (T1: Bioprot +
13ce/L = 1'daa); (T2: Broprot + 15cc/L + 1izamana); (T3: Bioprot + 13ce’L + 1713 dias);
(T4: Broprot+ 13ccL + 1/ 1 mes); (T3: Biofimeg + 13ccL + Lidia); (T6: Biofimz = 13ec/L
+ l/samana); (T 7: Biofung = 13ecL. + 1/ 15 dias); (T3: Briofimz + 13coL + 1imes); {T9:
Biofimp+Bioprot + 1 3c0/L + 1idia); (T 10: Biofuns+Bioprot + 1 3ce/L + Lizemana); (T11:
Biofime+5ioprot — 15cc/L + 1/ 13 dias); (T12: Biofim—Bioprot + 1 3coL + 1/'mes). Cadz
tratanuento fue apheado en tres repeticiones (3 plantas /repeticion). Se uhlizo un dizenio
completo al zzar (DCA), v 22 avalue las vanzbles planteadas an los obyjetivos especificos:
la meidencia (nomere de hojas mmertzs); la sevendad (porcentaje de afectacion) v Iz
mortalidad (mimero de plantas muertaz). Duramte la evaluzcion se rezlize negos v
fertilizaciones para mantener la wigorosidad de las plantzs. Como resultzdeo final ze
obtryo que 12 meoidencia de 1z bactenz an |z faze pucal fue de 60 3% v en 1z fazs Anal de
71,42 %o, v zazim [lretz (2016), el ranso zcepizble debe ser menor 3l 5%, En cuanto 2 1z
severidad se daterming que e la faze micial zleanzo un 32.63% v en 2 fase final 79,20
Yo v zagim Bock et al. (20107 el ranzo aceptable o3 da (<10 %2) v para Szuceda at al.
(20090, (= 8 %), finalmeants con la mortalidad del 100 %% se comprobe que los tratammantos

no controlaron la bactana v que sstos productos no gansraron resultades positivos.

Palabras clave: AGENTES BIOLOGICOS - CONTROL BIOLOGICO - ELJCALIFTO
TEOFICAL — VIVERQ FORESTAL.

Por: Raul Llumiguana



IX. ABSTRACT

The following mveshgzation proposed to evaluate biolegical agents to control and mitigate
the damage canzed by Ralstonia solanacearum to tropical eucalyptus at a nursery level.
This research work tock place in Loz Angelez farm, Buena Fe canton m Loz Rios
province. The tnal of thiz mvestigation was structured in 12 freatments as 1t follows: (T1:
Bioprot+ 13ce/L+ 1/day); (T2: Bioprot+ 15ccT+ 1/ week); (T3: Bioprot+ 13ce/L+ 1/ 13
days); (T4: Broprot+ 13ceL+ 1/ 1 month); (T3: Biofung+ 15ceL+ 1/day); (T6: Biofung
+ 15ec/L+ 1/ week); (T): Biofung + 15cc/L+ 1/ 15 days); (I8: Biofung + 13ce L+ 1/ 1
maonth); (T%: Biofung +Bicprot + 13ce/L+ 1/day); (T10: Biofung <Bioprot + L3ce/L+ 1/
week); (T11: Biofung +Bioprot + 13cc/L+ 1/ 13 days); (T12: Biofung -+Bioprot +
13ce/L+ 1/ 1 month). Each treatment was applied in three repetitions (3 plants/ repetition).
A complete randomized dezign (CED) was used and the variables stated in the specific
ohjectives were evaluated: the effect (number of dead leaves), the seventy (affectation
percent), the mortality (number dead plants). During the assessment process, the plants
were watered and fertilized to mamtain their strength. As a final result, it was determined
that the bacteria impact at the mitial stage was 60 % and at the final stage was 71, 42 %
According to Ureta (2016), the acceptable range has fo be less than 3 %% The seventy
reached a 32,63 % at the mital stage and a 79,20 %% zt the final stzge. According to Bock
et.al (2010) the acceptable range 1z (= 10 %2) and for Sauceda et al (2009), (= § %&). Finally,
after checking that the mortality waz 100%, 1t was concluded that theze freatments don't

contrel the bactena and these products don’t generate positive results.

Keyv words: <BIOLOGICAL AGENTS = <= EBIOLOGICAL CONTREOL =,
<TROPICAL EUCALYPTUS =, <FOREST KURSERY=.
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