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RESUMEN

El cultivo de arroz (Oryza sativa L.) ocupa el segundo lugar a nivel mundial, después del trigo
(Triticum aestivum), en importancia econdémica y nutricional en la alimentacion de los seres
humanos. En Nicaragua, el cultivo de arroz representa una fuente importante de ingresos para los
productores. Sin embargo este rubro se encuentra afectado por plagas y enfermedades que
inciden fuertemente en los rendimientos. Una de las enfermedades mas relevantes en el cultivo de
arroz en Nicaragua es el afiublo bacterial de la panicula causado por Burkholderia glumae. Por lo
tanto, el objetivo principal de esta investigacion fue el de generar informacion sobre el uso de
bactericidas para el manejo de B. glumae. Para la realizacién de este trabajo de investigacion se
utilizé semilla de arroz de la variedad Palo 2, infectada por B. glumae. En las pruebas de eficacia
bioldgica se utilizaron los bactericidas Starner 20 WP (&cido oxolinico) y Agrimycin 16.5 WP
(sulfato de estreptomicina + oxitetraciclina) aplicados en diferentes dosis y a diferentes tiempos
de exposicion. Los resultados de las pruebas in vitro indicaron que el bactericida Starner 20 WP
en una dosis alta (1500 ppm) inhibi6 eficazmente el crecimiento radial de B. glumae, en los tres
tiempos estudiados. En general, los tratamientos basados en dosis baja (500 ppm) y dosis
comercial (1000 ppm) del bactericida Starner 20 WP tuvieron un comportamiento similar a la
dosis comercial del bactericida de referencia (Agrimycin 16.5 WP). La dosis baja de Starner 20
WP presentd una inhibicién radial de 5.61 mm a las 24 horas de exposicion, 6.57 mm a las 48
horas y de 5.35 mm a las 72 horas. La dosis comercial presentd una inhibicion radial de 5.49 mm
a las 24 horas, de 7.37 mm a las 48 horas y de 5.12 mm a las 72 horas. Para la dosis alta se
obtuvo una inhibicion radial de 7.51 mm a las 24 horas, de 8.36 mm a las 48 horas y de 7.07 mm
a las 72 horas. La mayor eficacia del bactericida Starner 20 WP se muestra en los valores

obtenidos a las 48 horas de exposicion en los tres tiempos estudiados.

Palabras claves: Control quimico, antibidticos, Burkholderia glumae, bactericidas

vii



ABSTRACT

The rice crop (Oryza sativa L.) ranks second worldwide after wheat (Triticuma estivum), due to
its economic and nutritional importance in the human diet. In Nicaragua, rice cultivation
represents an important source of income for producers. However this crop is affected by pests
and diseases that strongly affect yields. One of the most important diseases in rice crop in
Nicaragua is the bacterial panicle blight caused by Burkholderia glumae. Therefore, the main
objective of this research was to generate information on the use of bactericides for B. glumae
management. To carry out this research rice seed variety Palo 2 infected by B. glumae was used.
In tests of biological effectiveness bactericides Starner 20 WP (oxolinic acid) Agrimycin and
16.5 WP (streptomycin sulfate oxytetracycline +) applied at different dosages and at different
exposure times were used. The results of the in vitro tests indicated that the bactericidal Starner
20 WP at a high dose (1500 ppm) effectively inhibited the radial growth of B. glumae in the three
times studied. Overall, treatments based on low doses of bactericidal and commercial Starner 20
WP had a similar radial efficacy according to low dose concentrations (500 ppm) and commercial
dose (1000 ppm). The low dose of Starner 20 WP presented a 5.61 mm radial inhibition at 24
hours of exposure, 6.57 mm at 48 hours and 5.35 mm after 72 hours. It presented a commercial
dose of 5.49 mm radial inhibition at 24 hours, 7.37 mm of 48 hours and 5.12 mm after 72 hours.
For high dose inhibition radial 7.51 mm to 24 hours, at 48 8.36 mm 7.07 mm hours and at 72
hours it was obtained. The increased efficiency of bactericidal Starner 20 WP shown in the values

obtained after 48 hours exposure in the three times studied.

Keywords: Chemical control, antibiotics, Burkholderia glumae, bactericides
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I. INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.) es parte de la dieta alimenticia de la poblacién lo cual representa
un rubro de importancia estratégica. La produccion esta en manos de grandes productores
quienes siembran bajo un sistema de riego por inundacion y también pequefios y medianos

productores que lo realizan bajo un sistema de riego por aspersion (Saavedra, 2012).

De acuerdo al censo agropecuario, el cultivo del arroz de riego por inundacion se cultiva en
un éarea total de 59,151 manzanas. Los departamentos donde se concentra la mayor
produccidn bajo este sistema son: Matagalpa, Rivas, Granada y Rio San Juan. El cultivo de
arroz de secano, se cultiva en 23,518 fincas para un total de 40,719 manzanas en los
departamentos de RACCN, Rivas, Chinandega, RACCS; entre otros. En total se puede
considerar que mas de 23,000 familias se dedican al cultivo del arroz en Nicaragua, lo que

refleja un rubro de importancia para la economia familiar (Saavedra, 2012).

El cultivo del arroz en nuestro pais representa una fuente importante de ingresos para los
productores. Sin embargo este rubro se encuentra afectado por plagas y enfermedades que
inciden fuertemente en los rendimientos (Saavedra, 2012). Su cultivo intensivo es afectado
por numerosos factores bioticos, destacandose particularmente los agentes infecciosos,
incluyendo virus, bacterias y hongos, asi como plagas por diversas especies de artrépodos
(Quesada, 2014).

Burkholderia glumae es un importante patégeno en el cultivo del arroz (Oryza sativa L),
siendo el principal agente causal de la enfermedad denominada afiublo bacterial de la
panicula (Shahjahan et al., 2000), enfermedad que produce graves mermas en la produccion
de este cereal. La enfermedad fue reportada por primera vez en el distrito de Kyushu en
Japon (Goto & Ohata, 1956) y desde entonces, se ha reportado en importantes areas
productoras de arroz en Taiwan (Chien et al., 1984), Colombia (Zeigler & Alvarez, 1989),
Vietnam (Trung et al., 1993), Sri Lanka, Malasia, Las Filipinas (Cottyn et al., 1996), Nepal
(Nieves, 1999), Korea (Jeong et al., 2003), Estados Unidos en los estados de Louisiana,
Arkansas y Texas, (Nandakumar et al., 2005), Panama (Nandakumar et al., 2007),
Indonesia, Tailandia, Tanzania (Zhu et al., 2008), Cambodia (Cother et al., 2010),
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Venezuela (Gonzélez et al., 2011). También ha sido registrada en Nicaragua, Costa Rica,
Cuba y Republica Dominicana, provocando grandes pérdidas econémicas anualmente en
los paises productores del grano, por lo que este problema infeccioso amerita un abordaje

integral para evitar un impacto en la productividad nacional (Quesada, 2014).

El género Burkholderia es un importante componente de la comunidad microbiana, se
reportan 30 especies que ocupan diferentes nichos ecoldgicos que se pueden presentar en el
suelo, en el agua, en los animales y en los humanos. Este género es de amplia distribucion y
se registran especies patogeénicas, las plantas, de uso en control bioldgico de hongos, en

bioremediacion y promotoras del desarrollo de plantas (Coenye & Vandamme, 2003).

A nivel agronémico son importantes las especies B. cepacia asociada a cebolla, B.
andropogonis que infecta entre otros el sorgo y el maiz, B. caryophylli que se encuentra en
clavel y B. gladioli que se encuentra asociado a gladiola y arroz, causando pudricion suave
y necrosis severa en tejidos (Viallard et al., 1998). EI género Burkholderia fue establecido
en 1992 (YYabuuchi et al., 1992) y esta conformado por especies previamente incluidas en el

género Pseudomonas. Para el afio 2009 habian sido reportadas 59 especies (Coenye, 2009).

La bacteria Burkholderia glumae (Pseudomonas glumae Kurita & Tabei 1967,
Burkholderia glumae Urakami et al., 1994.) se asocia al suelo, a la rizosfera y a la
superficie de diversas plantas donde se considera epifita, sin provocar dafio al hospedero,
pero constituyendo un importante reservorio que puede dar origen a patologias bajo ciertas
condiciones en numerosos cultivos (Goto y Ohata, 1956; Kurita y Tabei, 1967; Urakami et
al., 1994; Compant et al., 2008). Ademas, esta especie es causante del marchitamiento en
muchos cultivos de campo como tomate, chile, berenjena, papa, girasol (Uematsy et al.,
1976).

La semilla aparentemente sana puede llevar la bacteria sin mostrar sintomas de pudricion
del grano. La razon por la que Burkholderia podria existir en semillas aparentemente sanas,

es atribuida al namero insuficiente de células bacterianas para causar los sintomas o a



condiciones ambientales desfavorables para que se desarrolle la enfermedad (Kurita &
Tabeli, 1967).

Actualmente en campos arroceros de nuestro pais a nivel nacional se han reportado
bacterias fitopatogenas tales como: Xanthomonas axonopodis pv. oryzae, Burkholderia
glumae (Kurita & Tabei, 1967) Urakami et.al, 1994., Erwinia chrysanthemi. (Burkh.)
Young et.al, 1978., Pseudomonas sp. (Migula, 1894), y hongos fitopatdgenos como:
Helminthosporium oryzae, Rhizoctonia oryzae, Alternaria padwickii, Curvularia lunata,

Fusarium oxysporium, Fusarium moniliforme, entre otros (Prado, 2010).

Aunque se sugiri6 que B. glumae era un componente mas del complejo acaro
Steneotarsonemus spinki - hongo Sarocladium oryzae — bacteria (Prado, 2010) en Luisiana
EE.UU en el afio 2005 después de un monitoreo en todas las zonas productoras de arroz no
se encontrd el acaro, pero el cultivo si presentaba la enfermedad afiublo bacterial de la
panicula (Correa-Victoria, 2006).

Esta enfermedad se caracteriza en el arroz por la presencia de paniculas café o decoloradas
debido a un proceso de clorosis. Las ramas y paniculas se mantienen verdes al inicio, sin
lesiones ni presencia de decoloracion, y las flores afectadas detienen el crecimiento o son
abortadas por la planta. Las paniculas afectadas pueden tener pocas o todas las flores
enfermas (Yang, 2004).Los granos pueden mostrar diferentes grados de decoloracién

dependiendo de la intensidad de la infeccion (Zhou et al., 2011).

La sintomatologia se ve solo al inicio de la floracion produciéndose espiguillas vanas. Las
caracteristicas de esta enfermedad son la decoloracion en la parte basal de la vaina, la cual
rapidamente avanza, hasta afectar la totalidad de la misma (Nieves, 1999), presentando
lesiones largas y verticales color grisaceo, rodeadas por un margen de color marron rojizo

oscuro (Nandakumar et al., 2009).

Cuando la enfermedad es severa, las plantas permanecen erguidas y la panicula se mantiene

vertical, debido a la ausencia de ganancia de peso en los granos (Yang, 2004; Sayler y



Yang, 2006). Asi, el estado mas critico de la enfermedad se presenta en el momento que
emerge la panicula y el efecto mas claro es la esterilidad de los granos y su decoloracion
(Correa 'y Victoria, 2006).

Normalmente, los granos infectados se pueden observar de manera dispersa en la panicula,
pero en casos severos, todos los granos pueden ser afectados (Ou, 1985). Hasta el momento
no existe variedades resistentes a la enfermedad, pero existen variedades mas susceptibles
que otras (Correa, et al. 2007)

Burkholderia glumae es una bacteria que se transmite principalmente mediante semilla
infectada, y es por medio de esta que se disemina a diferentes regiones, debido a la
exportacion e importacion de semilla (Sayler et al., 2006). En Colombia la enfermedad fue
observada por primera vez en 1989 en muestras de granos decolorados (Zeigler y Alvarez,
1989).

Los granos infectados muestran una banda café que atraviesa sobre el endospermo (Mogi,
1988). Burkholderia glumae invade las semillas germinadas, inhabilita las raices y las
vainas inferiores y de esta manera empieza a crecer sobre la planta como un organismo
epifito. La sintomatologia se presenta durante la floracion, cuando la bacteria se multiplica
activamente al invadir las espigas de la planta a través de los estomas o de pequefias heridas
en la epidermis de las glumas (Sayler et al., 2006; Zhou et al., 2011).Posteriormente,
coloniza las espigas y se multiplica rapidamente utilizando los azlcares que son necesarios

para el desarrollo del grano (Hikichi et al., 1994).

De hecho, la bacteria es més virulenta en panicula que en plantulas, debido probablemente
a la mayor densidad bacteriana (Nandakumar et al., 2009). La bacteria se localiza en la
parte basal del lodiculo y al interior de la lema del grano de arroz (Tsushima, 2011),
pudiendo sobrevivir dentro de la semilla hasta por tres afios (Tsushima et al., 1989). Se ha
reportado que la fitotoxina toxoflavina, la biogénesis flagelar, un sistema de secrecion tipo
Il y la catalasa, son factores implicados en la virulencia de Burkholderia glumae en la

pudricién de granos y plantulas de arroz (Ham et al., 2011; Jeong et al., 2003; Chen, 2011)



Se reportan varios factores de virulencia en B. glumae, entre ellos, la catalasa, la biogénesis
flagelar, un sistema de secrecion tipo 11l y una fitotoxina llamada toxoflavina (Ham et al.,
2011); sin embargo, el principal mediador de dafio es la toxoflavina, una toxina con
propiedades fisicas y quimicas similares a la riboflavina y que se evidencia en las cepas
productoras de la toxina por la pigmentacién amarilla que produce en los medios de cultivo
(Nandakumar et al., 2009).

Tsushima et al., (1995), encontrd una relacion directa entre el indice de severidad en las
paniculas y la disminucion del rendimiento del cultivo, sugiriendo que la aparicion de
paniculas severamente afectadas una semana después del tiempo de espigamiento es un

factor importante en el desarrollo de la enfermedad.

Otro factor que favorece el desarrollo de la enfermedad es la fertilizacion con nitrogeno en
niveles superiores a los recomendados para el cultivo (Tsushima, 2011; Groth & Hollier,
2011). Este patogeno a nivel mundial ha causado pérdidas desde un 18% hasta un 80%,
siendo reportada en Japon, Estados Unidos, Panamda, Costa Rica y Colombia (Correa,
2005). Algunos autores han estimado que las disminuciones en la produccion de arroz
pueden oscilar entre el 15% y el 80% de la produccién (Ham et al., 2011; Iwai et al., 2002;
Rush et al., 2003; Shahjahan et al., 2000).

A partir de las siembras de arroz de verano del 2003 en Nicaragua se observaron
afectaciones de vaneo las cuales fueron atribuidas a Sarocladium; sin embargo, en las
siembras de invierno del mismo afio se presentaron afectaciones mas severas, las cuales
provocaron una reduccion en los rendimientos hasta de un 62.5% del rendimiento esperado
(FONTAGRO, 2011).

En ese afio se inicié una campafia en la cual se realizaron rastreos y tomas de muestras
efectuadas por el Centro Nacional de Diagnostico Fitosanitario (CNDF) del MAGFOR,
estos determinaron la presencia de un acaro del genero Steneotarsonemus, sin precisar la

especie del mismo. EIl MAGFOR-INTA, en coordinacion con organizaciones arroceras y un



especialista cubano, lograron identificar el estatus fitosanitario del acaro, ratificandose asi
la presencia del acaro Steneotarsonemus spinki Smiley en las cuatro zonas arroceras del
centro de Nicaragua (FONTAGRO, 2011).

El acido oxolinico (Starner) ha demostrado ser hasta el momento el producto mas efectivo
para inhibir el crecimiento y reducir la poblacién de la bacteria Burkholderia glumae en el
cultivo de arroz (Rush et al., 2000). El &cido oxolinico aplicado en la etapa de maximo
embuchamiento disminuye la cantidad de unidades formadoras de colonias (ufc) de la
bacteria Burkholderia glumae por la inhibicion de la enzima ADN-girasa bacteriana
Topoisomerasa 11, la cual evita el enrollamiento excesivo de las dos bandas cuando se
separan antes de sus replicaciones una condicion importante para que el tratamiento sea
efectivo es la homogeneidad de las plantas de arroz presentes en el lote. Actualmente el
mejor control reportado, es el uso de bactericidas con base en quinolonas de primera
generacion aplicados en el tratamiento de semillas y en méaximo embuchamiento (Hikichi,
et al, 1994).

Segun la literatura consultada, referente a este patdgeno y en base a la experiencia que han
tenido los paises que actualmente estan manejando esta enfermedad, B. glumae es un
patégeno completamente atipico y variable en su comportamiento condicionado por los
factores climaticos, lo que dificulta poder diagnosticar y determinar con exactitud el

manejo y control de la enfermedad (Prado, 2010).

El presente estudio se plantea como objetivo fundamental generar informacion sobre la
eficacia de dos bactericidas (Agrimycin 16.5 WP y Starner 20 WP) sobre las poblaciones
bacterianas de B. glumae bajo condiciones de laboratorio. Los resultados de este estudio
podrian dar una pauta sobre el uso correcto y oportuno de estos bactericidas bajo
condiciones de campo para el manejo de esta enfermedad bacteriana importante en el

cultivo de arroz.



Il. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Generar informacion sobre la eficacia biolégica de bactericidas para el manejo de
Burkholderia glumae, agente causal de la enfermedad conocida como afiublo bacteriano de

la panicula del arroz bajo condiciones “in vitro”.

2.2. Objetivos Especificos

i) Determinar el efecto de tres dosis del bactericida Starner 20 WP y una dosis del
bactericida Agrimycin 16.5 WP sobre el crecimiento de Burkholderia glumae

mediante pruebas “in vitro”.

1)) Comparar la eficacia bioldgica de tres dosis de Starner 20 WP con la del bactericida
de referencia Agrimycinl6.5 WP aplicado en dosis comercial.



1. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del ensayo

El ensayo de eficacia biologica del bactericida Starner 20 WP se realizé de Septiembre a
Octubre del afio 2015 en la Seccion de Bacteriologia, del Laboratorio Nacional de
Diagnostico Fitosanitario y Calidad de Semillas (LNDFCS) ubicado en el Km 12.% c. Suir,
2 Km al Noroeste, comarca San Jose de la Cafiada, Managua, perteneciente al Instituto de
Proteccion y Sanidad Agropecuaria (IPSA), cuyas coordenadas son 12°04°49.4” Latitud
Norte y 86°20°04.8” Longitud Oeste.

Esta investigacion es de tipo experimental cuantitativa y descriptiva en la cual se
sometieron a prueba dos bactericidas para examinar su efectividad en la reduccion del

crecimiento de la bacteria fitopatogena B. glumae bajo condiciones controladas.

3.2. Metodologia

El material utilizado para este ensayo correspondi6é a semillas de arroz granza, infectadas
por B. glumae, de la variedad Palo 2, procedente de la finca Altamira, ubicada en la
comunidad de Tecolostote, departamento de Boaco, donde se observaron plantaciones de
arroz con la sintomatologia tipica de la enfermedad como es: decoloracion, vaneo de las

semillas, base de la semilla color chocolate, granos pico de pajaro y raquis verde (Figura 1).

La identificacion de la bacteria a nivel de género y especie fue llevada a cabo a través de la
técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en el Laboratorio de Biologia
Molecular de la Universidad Centroamericana (UCA). Esta semilla fue usada para la
obtencion de cultivos puros y multiplicacion de la bacteria en el Laboratorio Nacional de
Diagnostico Fitosanitario y Calidad de Semilla (LNDFCS) del Instituto de Proteccion y
Sanidad Agropecuaria (IPSA).



Figura 1. Semillas de arroz con sintomas causados por la bacteria Burkholderia glumae y
con las cuales se llevo a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

3.2.1. Aislamiento y multiplicacion de la bacteria

Se seleccionaron veinticinco semillas (granza) que presentaron la sintomatologia tipica de
la enfermedad. Se procedié a realizar la desinfeccién de las semillas seleccionadas
aplicando una solucion de Hipoclorito de Sodio (NaClO) al 1% con un tiempo de
exposicién de 2 minutos, posteriormente se aplicaron tres enjuagues con agua destilada
estéril con un tiempo de exposicién de 3 minutos para cada enjuague. Las semillas una vez
desinfectadas se colocaron sobre un papel toalla, para someterlas a un proceso de secado a
temperatura ambiente por un periodo de 2 horas. Todo este proceso se realizd en

condiciones de un flujo laminar aséptico (Lehmann, 1987).

Concluido el proceso de secado de las semillas, se suspendieron cinco semillas en 5 ml de
agua destilada estéril contenida en tubos de ensayo, para un total de cinco suspensiones
(suspensiones madre), posteriormente se procedid a homogenizar cada suspension con

ayuda de un agitador tipo Vortex (Lehmann, 1987).

Cada tubo de ensayo con su respectiva suspension madre se dejé en reposo por un periodo
de 24 horas en condiciones de flujo laminar (Prado, 2010). Finalizado el tiempo de reposo
de las suspensiones madres, se realizaron las diluciones en serie, de las que se consideraron
cuatro concentraciones (102, 102, 103, 10 para cada suspension.
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Se prepararon cuatro tubos conteniendo 4.5 ml de agua destilada estéril y se rotularon con
la concentracion de la dilucion (10%, 102, 102 10¥, para cada suspension madre
(Lehmann, 1987).

Se tomaron de la suspension madre 0.5 ml con una pipeta estéril y se transfirieron al tubo
(1) rotulado con la concentracion 102, se aplico vortex por 5 segundos, luego con otra
pipeta estéril, se tomaron 0.5 ml de la solucion del tubo 1 y se transfirieron al tubo 2
rotulado con la concentracion 1072, se aplicd este procedimiento para los otros dos tubos
restantes de la serie. Este procedimiento se aplicd a cada suspension madre (Lehmann,
1987) (Figura 2).

0.5ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5ml 0.5ml 0.5ml

/\/\/\f\f\/\

5ml 45 ml 45 ml 45 ml 4.5 ml 45 ml 4.5 ml
SM 1:10 1:100 1:1000 1:10000 1:100000 1:1000000
101 107 108 104 10 106
1ml /\) 1 ml /\) 1ml
\ v ’ \ v ’ \ v /\)’
a b c

Figura 2. Procedimiento utilizado para llevar a cabo las diluciones en serie (Lehmann,
1987; Schroder, 1980).

Obtenidas todas las concentraciones de las diluciones en serie, se realizaron rayados
continuos con ayuda de un asa bacteriol6gica de cada una de las concentraciones, en el
medio de cultivo de crecimiento general, Agar Nutriente (agua destilada: 1000 ml; Extracto
de carne 1 g; extracto de levadura: 2 g; Bacto Peptona: 5 g; NaCl: 5 g; Agar Agar: 159) y
en el medio de cultivo King B (agua destilada: 1000 ml; Proteosa Peptona: 20 g; Glicerina:
10 ml; KoHPO4: 1.5 g y MgS04.7H20: 1.5 g), medio especifico para el crecimiento y
aislamiento de la bacteria Burkholderia glumae (Schaad, 1988).
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Los rayados de las diferentes diluciones (inoculaciones) se incubaron por un periodo de 48
horas a 28°C., condiciones de tiempo y temperatura Optimas para el crecimiento de la
bacteria (Schaad, 1988).

Concluido el periodo de incubacion se procedié a la observacién de los crecimientos
bacterianos con ayuda del estereoscopio, se seleccionaron las colonias que presentaron las
siguientes caracteristicas: colonias de color blanco cremosa, redondas y de crecimientos

irregulares, propios de la bacteria en estudio (Lehmann, 1987).

Posteriormente se realizaron un total de 10 reaislamientos de la bacteria en medio King B,
de las colonias seleccionadas hasta que se obtuvieron colonias puras, una vez purificada se
incub6 por un periodo de 48 horas a 28° C, para su multiplicacion. Una vez cumplido este
periodo, los platos Petri con la bacteria fueron conservados a 4°C (en refrigeracion) hasta

su utilizaciéon (Lehmann, 1987).

3.2.2. Evaluacién de eficacia bioldgica de los bactericidas

En el estudio de eficacia bioldgica se incluyeron los bactericidas Starner 20 WP (acido
oxolinico) y Agrimycin 16.5 WP (sulfato de estreptomicina + oxitetraciclina). Se utilizé un
disefio completo al azar (DCA), con cinco tratamientos y cuatro repeticiones, para un total
de 20 unidades experimentales conformadas por platos Petri con medio de cultivo King B
(Correa,2006). Los tratamientos se describen en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Descripcion de los bactericidas utilizados en el ensayo de eficacia bioldgica.

Tratamientos Productos Concentracion (ppm)
1) Dosis Baja (DB) Starner 20 WP 500
2) Dosis Comercial (DC) Starner 20 WP 1000
3) Dosis Alta (DA) Starner 20 WP 1500
4) Dosis Comercial (DC)  Agrimycin 16.5 WP 1500
5) Agua Testigo absoluto Agua destilada estéril
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a) Preparacion de los tratamientos

Las dosis ensayadas en este estudio se determinaron a partir de los resultados de eficacia
bioldgica obtenidos por Correa (2006). A cada tratamiento se le tomé peso de acuerdo a la
concentracion indicada en el Cuadro 1 y luego fue depositado en un matraz de Erlenmeyer
conteniendo 1000 ml de agua destilada estéril (Figura 3A). Preparados los tratamientos,
estos fueron homogenizados con ayuda de un agitador tipo Vortex. Para verificar la eficacia
de los bactericidas se utilizo la técnica de difusion, la cual consistié en impregnar discos de
papel filtro estéril de un centimetro de didmetro, los cuales se depositaron en cajas Petri
estériles y se rotularon con el nombre y dosis de cada uno de los tratamientos (en total se

prepararon 16 discos por tratamiento) (Figura 3B).

Figura 3. Las diferentes dosis de los bactericidas fueron preparadas en matraces de
Enlenmeyer con agua destilada (A) y luego aplicadas a discos de papel filtro (B).

Se prepard un volumen de 500 mL de cada concentracién del tratamiento, en cada caja Petri
estéril conteniendo los discos de papel filtro estéril se depositaron 10 ml de las dosis de los
bactericidas (Figura 4A). Luego se garantizé la cobertura total del producto en los discos, el
que fue distribuido homogéneamente con ayuda de una pinza esterilizada. Los discos
fueron expuestos a las diferentes dosis de los bactericidas por un periodo de 15
minutos.Una vez concluido el tiempo de exposicion de los discos, se decantd el exceso de
liquido que contenia las dosis de los bactericidas y se dejaron secar a temperatura ambiente
dentro de una camara de flujo laminar durante 5 minutos (Lehmann, 1987) (Figura 4B).
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Figura 4. En cada plato Petri que contenia los discos de papel filtro se depositaron 10 ml de
cada una de las diferentes dosis de los bactericidas para que se impregnaran (A) y después
de 15 minutos de exposicion se pusieron a secar en una camara de flujo laminar (B).

b) Aplicacion de los Tratamientos

Una vez finalizado el tiempo de secado de los discos se procedié a la aplicacion de los
tratamientos, en el crecimiento bacteriano preparado con diferentes tiempos de exposicion.
Inicialmente los tratamientos fueron aplicados en el crecimiento bacteriano con 48 horas de
incubacion a 28°C. La aplicacion consistio en colocar cuatro discos de papel impregnado

con el producto en cada plato Petri con crecimiento bacteriano (Correa, 2006) (Figura 5).

Figura 5. Se colocaron cuatro discos de papel filtro impregnados con las diferentes dosis de
los bactericidas en medio de cultivo que contenia a la bacteria B. glumae con 48 horas de
crecimiento.
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Posteriormente se realizaron dos aplicaciones adicionales de los diferentes tratamientos.
Uno con crecimiento bacteriano de 48 horas y otro con crecimiento bacteriano de 72 horas
a 28°C (Correa, 2006).

Después de haberse llevado a cabo la aplicacion de todos los tratamientos en los diferentes
periodos de crecimiento bacteriano (24 horas, 48 horas y 72 horas), no se observo ningun
efecto de control en los mismos, lo que ameritd la implementacién de cambios en los
procedimientos, para lo cual se utilizd la prueba de difusién en disco sugerida por

Jorgensen y Ferraro (2009).

Se procedio a la aplicacion de los tratamientos al momento de la inoculacion de la bacteria
(con la ayuda de un ansa bacterioldgica, aplicando rayado continuo y por saturacién de la
superficie del medio), en medio de cultivo King B, se aplicaron cuatro discos por plato y se
utilizaron cuatro platos por tratamiento, lo que significa que por tratamiento se aplicaron
dieciséis discos. A cada disco se le asigno un namero de identificacion (del 1 al 4) y a cada
plato se le asignd un namero de identificacion (del 1 al 4). Por tanto para llevar la secuencia
de las mediciones se identificaron los datos de la siguiente manera: Plato 1: D1, D2, D3,
D4; de igual manera para los otros platos.

3.3. Variables evaluadas

a) Area de inhibicion (mm/h), del crecimiento bacteriano a las 24, 48 y 72 horas.

b) Eficacia expresada en porcentajes, de los bactericidas.

Las observaciones se realizaron con la ayuda de un estereoscopio. Para la toma de datos se
disefio en Excel, una tabla que reflej6 el comportamiento de los tratamientos en la
poblacién bacteriana con respecto al tiempo de exposicion, expresadas en milimetros (mm).
Con la ayuda una regla milimetrada se realizd las mediciones del area de inhibicién

alrededor de los discos impregnados con el producto evaluado.
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Para la realizacion de las mediciones se consideraron como criterio de medicion cuatro
puntos en forma de cruz, del disco hacia las lineas de inhibicion (dos puntos partiendo del
disco hacia la colonia mas cercana al mismo y dos puntos partiendo del disco hacia las
colonias maés alejadas del mismo). Este procedimiento se realizé en las tres lecturas con

cada tiempo de exposicion (24 horas, 48 horas y 72 horas), (Figura 6).

Figura 6. Procedimiento de medicién de las &reas de inhibicion, en el cual los circulos
representan los discos impregnados con los bactericidas probados y el area irregular
alrededor del circulo representa el area de inhibicion.
La eficacia de los productos bactericidas se evalu6 con la siguiente formula propuesta por
Lépez-Cardona y Castafio-Zapata (2011):

RDI

Tto
E=——x 1000
RDIyyz, ’

Donde:

E = Porcentaje (%) de eficacia del producto
RDI 1t = Rango de inhibicion obtenido del tratamiento

RDI max = Maximo rango de inhibicién obtenido del mejor tratamiento.
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3.4. Analisis de datos

Los datos fueron analizados a través de un analisis de varianza para las variables en
estudio: concentraciones de los bactericidas y areas de inhibicion del crecimiento
bacteriano. Se realizaron pruebas de separacion de medias de Tukey (a = 0.05). El analisis
estadistico se llevd a cabo con el programa Infostat (2008).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Purificacion de la bacteria

La obtencion de cultivos bacterianos puros se logré mediante la utilizacion de diluciones
seriadas e inoculacion en medios de cultivo, incubados a 28°C. Los resultados obtenidos en
la multiplicacion de B. glumae en el medio de cultivo King B mostré que la mayor

multiplicacion se logro al incubar la bacteria por 48 horas a 28°C.

En campo, la temperatura éptima de crecimiento de Burkholderia glumae es relativamente
alta (30-35°C), lo cual explica los reportes que indican que la temperatura alta,
especialmente la temperatura nocturna, durante el estado critico, favorece el desarrollo de la
epidemia de afiublo bacteriano de la panicula (Tsushima, et al., 1985; Tsushima et al.,
1996; Shahjahan et al., 2000; Nandakumar et al., 2009). No obstante, Tsushima, et al.,
(1996) obtuvieron alto porcentaje de espiguillas enfermas (>50%), en inoculaciones
realizadas bajo condiciones de invernadero a 28°C.

Burkholderia glumae pertenece al phylum [-Proteobacteria, posee un metabolismo
oxidativo, tiene forma de baston, es movil, Gram negativa, aerdbica, no fluorescente, con
un tamafio de 0.5a 0.7 um x 1.5 — 2.5 um. tiene de uno a tres flagelos polares, se desarrolla
a temperatura ambiente (mesdéfilo) (Ou, 1985), comunmente viven en el suelo (Schaad et
al., 2001). Sus colonias son de color blanco en medio Nutritivo de Agar, no fluorescente en
el medio King B. En medios nutritivos como el medio Selectivo PG (S-PG) produce
colonias circulares convexas con margenes uniformes las cuales son de color rojo-café o
son opalescentes con un centro purpura-rojo. Las colonias se pueden obtener en medio
Agar acido de Casamino Peptona Glucosa (CPG) a temperatura de 28°C, al igual que en
Agar de Triphenyl Tetrazolium Chloride (TZC) (Correa, 2009).

4.2. Efecto de los bactericidas sobre el crecimiento de Burkholderia glumae

El efecto de los bactericidas se estimé a través del area de inhibicion del crecimiento
bacteriano que ejercieron las diferentes dosis probadas. Los resultados obtenidos se
describen de acuerdo a los tiempos de exposicion y a las concentraciones ensayadas de cada

uno de los bactericidas.
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El analisis de varianza demostro que habia diferencias significativas entre tratamientos (p <
0.0001; a = 0.05) en dependencia de las dosis aplicadas. El bactericida que alcanzd la
mayor &rea de inhibicion de crecimiento bacteriano fue Starner en dosis alta (DA) y su
valor promedio fue de 7.65 mm y el tratamiento que tuvo el menor valor promedio de
inhibicién (3.67 mm) fue el bactericida Agrimycin aplicado a la dosis comercial (DC). Las
dosis de Starner a dosis comercial (DC) y dosis baja (DB) tuvieron valores promedios de
inhibicion de 5.99 mm y 5.84 mm respectivamente. Entre estos dos ultimos tratamientos no

hubo diferencias significativas (Figura 7).

En Nicaragua, este es el primer reporte del uso de los bactericidas Starner 20 WP (&cido
oxolinico) y Agrimycin 16.5 WP (sulfato de estreptomicina + oxitetraciclina) en pruebas
“in vitro” para probar su utilidad como posibles inhibidores del crecimiento de la bacteria
B. glumae bajo condiciones controladas. El &cido oxolinico es un antimicrobiano
perteneciente al grupo de las Quinolonas, cuyo mecanismo de accion es inhibir la sintesis
de ADN en bacterias Gram Negativas (Stockwell y Duffy, 2012). El acido oxolinico ha
sido probado en la agricultura para el control de bacterias tales como Erwinia amylovora,
Burkholderia glumae y Pectobacterium carotovora subsp. carotovora con muy buenos

resultados a nivel de campo (Maeda et al., 2007).

Con respecto a los tiempos de exposicion el ANDEVA también detectd diferencias
significativas (p = < 0.0001; a = 0.05). El tiempo de exposicion donde se obtuvo el mayor
halo de inhibicién del crecimiento bacteriano fue en el de 48 horas (6.51 mm) y se
diferencié significativamente de los otros dos tiempos de exposicion en los cuales se
obtuvieron halos de inhibicién de 5.31 para el tiempo de exposicion de 72 horas y 5.54 mm
para el tiempo de exposicidn de 24 horas. Entre estos dos ultimos tiempos de exposicion no

hubo diferencias significativas (Anexo 1).
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Figura 7. Area de inhibicion del crecimiento (mm) de Burkholderia glumae observada bajo
tres concentraciones del bactericida Starner 20 WP: dosis baja (DB) — 500 ppm, dosis
comercial (DC) — 1000 ppm y dosis alta (DA) — 1500 ppm; y el bactericida Agrimycin 16.5
WP aplicado a la dosis comercial — 1500 ppm.

El andlisis de varianza y la prueba de separacion de medias de Tukey (o = 0.05) detectd
diferencias significativas en la interaccidn entre los tratamientos y el tiempo de exposicion
(p = 0.0037; Anexo 1). A las 24 horas de exposicion, el area de inhibicion mas bajo se
obtuvo con el bactericida Agrimycin en dosis comercial (DC, 3.56 mm), seguido de Starner
en dosis comercial (DC, 5.49 mm) y Starner en dosis baja (DB, 5.61 mm). La mayor area
de inhibicion se obtuvo con Starner en dosis alta (DA), con la cual se observd que el

crecimiento de la bacteria fue inhibido en un radio de 7.51 mm (Figura 8).

De acuerdos a los resultados obtenidos se analizd el comportamiento de las distintas
concentraciones utilizadas en este ensayo tomando como datos de referencia los valores
obtenidos del Agrimycin 16,5 WP vy contraponiéndolos con los valores de cada
concentracion del Starner 20 WP. El area de inhibicion del crecimiento de B. glumae
obtenida con el bactericida Agrimycin 16.5 WP (DC) fue superada por todas las
concentraciones del bactericida Starner 20 WP en un rango que oscilé entre 1.93 mm

(Starner DC) y 3.95 mm (Starner DA) en el tiempo de exposicién de 24 horas (Figura 8).
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Figura 8. Area de inhibicion del crecimiento de Burkholderia glumae ejercido por el
bactericida Starner 20 WP en concentraciones de 500 ppm (DB), 1000 ppm (DC) y 1500
ppm (DA) y del bactericida Agrimycin en dosis comercial (DC) a las 24 horas de
exposicion.

A las 48 horas de exposicion, el area de inhibicion mas bajo se obtuvo con el bactericida
Agrimycin en dosis comercial (DC, 3.74 mm), seguido de Starner en dosis baja (DB, 6.57
mm) y Starner en dosis comercial (DC, 7.37 mm). La mayor area de inhibicidn se obtuvo
con Starner en dosis alta (DA), con la cual se observé que el crecimiento de la bacteria fue

inhibido en un radio de 8.36 mm (Figura 9).
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Figura 9. Area de inhibicion del crecimiento de Burkholderia glumae ejercido por el
bactericida Starner 20 WP en concentraciones de 500 ppm (DB), 1000 ppm (DC) y 1500
ppm (DA) y del bactericida Agrimycin en dosis comercial (DC) a las 48 horas de
exposicion.

A las 48 horas de exposicion, todas las concentraciones del bactericida Starner 20 WP
superaron el area de inhibicién obtenido con el bactericida de referencia Agrimycin 16.5
WP en rango que oscilé entre 6.57 mm (Starner DB) y 8.36 mm (Starner DA), lo que
confirma que el bactericida Starner 20 WP es més efectivo que el Agrimycin para inhibir el

crecimiento “in vitro” de la bacteria B. glumae (Figura 9).

A las 72 horas de exposicidn, el area de inhibicion mas bajo se obtuvo con el bactericida
Agrimycin en dosis comercial (DC, 3.72 mm), seguido de Starner en dosis comercial (DC,
5.12mm) y Starner en dosis baja (DB, 5.35 mm). La mayor area de inhibicién se obtuvo
con Starner en dosis alta (DA), con la cual se observé que el crecimiento de la bacteria fue
inhibido en un radio de 7.07 mm (Figura 10).
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Figura 10. Area de inhibicion del crecimiento de Burkholderia glumae ejercido por el
bactericida Starner 20 WP en concentraciones de 500 ppm (DB), 1000 ppm (DC) y 1500
ppm (DA) y del bactericida Agrimycin en dosis comercial (DC) a las 72 horas de
exposicion.

De manera general, el bactericida de referencia, Agrimycin 16.5 WP tuvo un
comportamiento casi similar durante los tres tiempos de exposicion en lo que se refiere al
area de inhibicion del crecimiento de la bacteria B. glumae y tuvo un rango que oscil6 entre
3.56 mm y 3.74 mm. Sin embargo, en el caso del bactericida Starner 20 WP, los rangos del
area de inhibicion fueron mayores a las 48 horas de exposicion (6.57 mm — 8.36 mm) y
tuvieron una tendencia a la disminucion a las 72 horas (5.12 mm — 7.07 mm) e incluso
fueron menores que los rangos de inhibicién observados a las 24 horas de exposicion (5.49
mm — 7.51 mm). Esto confirma que Starner 20 WP (acido oxolinico) es un bactericida de
contacto, cuya efectividad tiende a disminuir a medida que transcurre el tiempo de

exposicion.

En el caso del testigo utilizado en este estudio, no se observo ningun diametro radial de
inhibicién durante todos los tiempos evaluados, conservando el mismo comportamiento al

final del mismo, como se observo a las 72 horas (Figura 11).
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Figura 11. Los discos sumergidos en agua destilada estéril, los cuales fueron colocados en
los platos Petri que sirvieron como testigo no tuvieron ningun efecto inhibidor sobre el
crecimiento de la bacteria en ninguno de los tiempos de exposicion.

4.3. Eficacia bioldgica del bactericida Starner 20 WP

La eficacia del bactericida Starner 20 WP se evalu6 de acuerdo a las distintas
concentraciones ensayadas (500 ppm, 1000 ppm y 1500 ppm), se obtuvieron los siguientes
porcentajes: para la concentracion de 500 ppm, la eficacia fue del 70%, para la
concentracion de 1000 ppm, la eficacia fue del 72% y para la concentracién de 1500 ppm,
la eficacia fue del 92%. Para el bactericida de referencia Agrimycin 16.5 WP con una

concentracion de 1500 ppm, la eficacia fue del 44% (Figura 12).
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Figura 12.Porcentaje de eficacia de cada una de las dosis de los dos bactericidas probados
en el bioensayo.

En estudios de eficacia biologica desarrolladas “in vitro” usando diferentes productos
comerciales (Starner, Cumber WP, Kasumin 2%, Validacin, Biolto, Phyton 27, Agrimycin,
Kilol J DF-100 y Busan) para el control de la bacteria Burkholderia glumae realizados en el
Centro Internacional de Agricultura Tropical de Colombia, de los productos evaluados a
nivel de laboratorio el Starner resulto mas efectivo para el control de B. glumae (Correa,
2006).

En Panama, en dos afios de estudio se observd que al tratar la semilla de arroz con los
productos mencionados anteriormente se obtuvieron mayores rendimientos y menos
manchado de grano con los productos Starner, Busan 30 y Phyton 24. En este mismo
estudio, en cuanto a la oportunidad de aplicacion, se observo que la mejor respuesta se
obtuvo cuando los productos se aplicaron en la fase de desarrollo del cultivo conocida
como "méaximo embuchamiento”. Las mezclas de los productos estudiados, podrian
presentar ventajas significativas ante la utilizacidn de los productos por separado (Fontagro,
2011).
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En pruebas in vitro y bajo condiciones controladas de invernadero, el acido oxolinico y la
mezcla de oxicloruro de cobre + mancozeb, fueron los productos que mejor funcionaron
para el control de esta bacteria. La mezcla de estos dos productos debe evaluarse en

condiciones de campo para determinar su efectividad (Prado, 2010).

Por otro lado y para disminuir el riesgo de resistencia de la bacteria a estos productos, se
recomienda hacer tratamientos a la semilla para disminuir la cantidad de in6culo en
semillas infectadas naturalmente, pues se ha observado en evaluaciones de laboratorio que
la semilla inoculada con diferentes concentraciones de la bacteria pierden completamente
su viabilidad (Prado, 2010). El tratamiento quimico de la semilla no representa una técnica
atil para el control de la enfermedad en el cultivo, representa una opcién para disminuir la
presion de indculo, evitando de esta manera una mayor contaminacion de los lotes de
produccion y diseminacién de la enfermedad mediante el intercambio de semilla
contaminada (Prado, 2010).

La enfermedad ocasionada por B. glumae, es un problema recurrente en areas productoras
de arroz, y es particularmente importante en otros paises como Japdn, Tailandia, Vietnam,
Korea del Sur, Malasia, Filipinas, Sri Lanka y otras naciones del sureste asiatico. También
ha sido registrada en Ameérica en Estados Unidos, Panamd, Nicaragua, Costa Rica y
Colombia, lo cual sumado a que la enfermedad se ha vuelto méas prevalente en los afios
recientes, las pérdidas econémicas ocasionadas, y la carencia de métodos efectivos de
control y variedades de arroz resistentes, ha generado gran interés en este patdégeno a nivel
mundial (Zhu et al., 2008; Devescovi et al., 2007; Lim et al., 2009; Nandakumar et al.,
2007; Ham et al., 2011).

En Nicaragua, en los ultimos quince afios las enfermedades bacterianas han aumentado en
el cultivo del arroz, ocasionando bajos rendimientos, debido al vaneo y manchado de la
panicula. Segun estudios realizados por FEDEARROZ estos han logrado determinar la
presencia de un complejo de bacterias entre ellas la presencia de Burkholderia glumae que
es uno de los principales patdégenos que actualmente se encuentra asociado a los sintomas

observados en el cultivo (Saavedra, 2012).
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V. CONCLUSIONES

El bactericida Starner 20 WP (acido oxolinico) indujo mayores area de inhibicién
del crecimiento de B. glumae en los tres tiempos de exposicion (24, 48 y 72 horas) y
en las tres dosis probadas (dosis comercial, dosis baja y dosis alta) en comparacion
con el bactericida de referencia, Agrimycin (sulfato de estreptomicina +
oxitetraciclina) que fue usado de acuerdo a la dosis comercial recomendada por el

manufacturador.

El ensayo de eficacia biologica demostrd que el bactericida Starner 20 WP (acido
oxolinico) alcanz6 porcentajes de eficacia que oscilaron entre 70% y 92% en las tres
dosis ensayadas y que fue mas efectivo en este sentido que el bactericida de

referencia, Agrimycin 16.5 WP (sulfato de estreptomicina + oxitetraciclina).
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar ensayos a nivel de invernadero para analizar el comportamiento de los
bactericidas y de las dosis ensayadas, y comparar los resultados obtenidos in vitro

con los que se obtengan a nivel de invernaderos.

Realizar ensayos en condiciones de campo para estudiar el comportamiento de los
bactericidas y de las dosis ensayadas, tomando en cuenta todos los factores que

intervienen en este escenario.

Realizar pruebas para establecer una linea base de sensibilidad de la bacteria B.
glumae al bactericida Starner 20 WP utilizando técnicas convencionales y técnicas

moleculares.

Utilizar el bactericida Starner 20 WP (&cido oxolinico) en su dosis comercial y en el
momento oportuno tal y como lo recomienda la etiqueta del producto, teniendo en
cuenta de no abusar de este producto ya que se puede correr el riesgo de que la
bacteria Burkholderia glumae adquiera resistencia al bactericida como ya ha

ocurrido en otras partes del mundo.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Anélisis de varianza del area de inhibicion

Variable N R2 R2? A3 CV
Inhibicion 48 0.97 0.93 7.93

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 145.86 23 6.34 30.11 <0.0001
Tiempo 12.93 2 6.47 30.70 <0.0001
Tratamiento 95.81 3 31.94 151.65 <0.0001
Repeticidn 12.31 3 4.10 19.49 <0.0001
Tiempo*Tratamiento 5.61 6 0.94 4.44 0.0037
Tratamiento*Repeticién 19.19 9 2.13 10.12 <0.0001
Error 5.05 24 0.21
Total 150.91 47

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.40518
Error: 0.2106 gl: 24

Tiempo Medias n E.E.

72 horas 5.31 16 0.11 A

24 horas 5.54 16 0.11 A

48 horas 6.51 16 0.11 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.51683
Error: 0.2106 gl: 24

Tratamiento Medias n E.E.
Agrimycin DC 3.67 12 0.13 A
Starner DB 5.84 12 0.13 B
Starner DC 5.99 12 0.13 B
Starner DA 7.65 12 0.13 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.51683
Error: 0.2106 gl: 24

Repeticidén Medias n E.E.

P2 5.10 12 0.13 A

P3 5.56 12 0.13 A B

P4 6.05 12 0.13 B C
Pl 6.44 12 0.13 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.17003
Error: 0.2106 gl: 24
Tiempo Tratamiento Medias n E.E.

24 horas Agrimycin DC 3.56 4 0.23 A

72 horas Agrimycin DC 3.72 4 0.23 A

48 horas Agrimycin DC 3.74 4 0.23 A

72 horas Starner DC 5.12 4 0.23 B

72 horas Starner DB 5.35 4 0.23 B

24 horas Starner DC 5.49 4 0.23 B C

24 horas Starner DB 5.61 4 0.23 B C

48 horas Starner DB 6.57 4 0.23 C D

72 horas Starner DA 7.07 4 0.23 D

48 horas Starner DC 7.37 4 0.23 D E
24 horas Starner DA 7.51 4 0.23 D E

48 horas Starner DA 8.36 4 0.23 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.42572
Error: 0.2106 gl: 24

Tratamiento Repeticidén Medias n E.E.

Agrimycin DC P4 3.54 3 0.26 A

Agrimycin DC P2 3.65 3 0.26 A

Agrimycin DC P3 3.70 3 0.26 A

Agrimycin DC P1 3.80 3 0.26 A

Starner DB P2 4.39 3 0.26 A

Starner DB P3 4.57 3 0.26 A B

Starner DC P3 5.88 3 0.206 B C

Starner DC P4 5.97 3 0.26 B C

Starner DC P1 6.03 3 0.26 C

Starner DC P2 6.08 3 0.26 C

Starner DA P2 6.29 3 0.26 C D
Starner DB P4 6.71 3 0.26 C D E
Starner DB Pl 7.70 3 0.26 D E F
Starner DA P4 7.98 3 0.26 E F
Starner DA P3 8.07 3 0.206 E F
Starner DA Pl 8.25 3 0.26 F

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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