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RESUMEN

La produccion de cacao en América Latina es de mayor importancia debido
gue la planta Theobroma cacao es originaria de la zona de América Central
y del Sur. El arbol de cacao se adapta a las condiciones climaticas desde
México hasta Perl, siendo esta proporcionada por un tipo de suelo
adecuado y por las condiciones agrometeorolégica adecuada para su
desarrollo. Sin embargo el incorrecto uso y manejo de produccion de es este
arbol se refleja en la baja produccion del fruto obteniendo menos rendimiento
y perdida de cosecha siendo el causante del hasta el 80 %. Unas de las
principales actividades culturales de la plantacién es la poda ya que este
evita un crecimiento severo de las ramas, altos porcentaje de humedad y la
proliferacion de hongo. Asi evitamos la presencia de plagas y enfermedades
dentro del cultivo en la cual la Moniliophthora roreri conocida cominmente
como Monilia es el causante de la pudricion de la mazorca, este es un hongo
patdgeno que se adapta a las condiciones de zonas humedas y de poco
claridad. La Moniliophthora roreri comienza en radicarse en el fruto destruye
sus condiciones fisicas y quimicas dando un aspecto desagradable donde
desfavorece a proceso de la comercializacion. Los agricultores optan por el
uso de productos fungicos quimicos (fungicidas) para contrarrestar este
hongo, aportando como efecto negativo al medio ambiente y al costo de
produccion. El ozono siendo una molécula de estado mas puro del oxigeno
actla como un desinfectante contra el hongo, por lo tanto, puede ser una
alternativa para contrarrestar patdgenos en la agricultura. Este trabajo es
basado en el aislamiento del hongo de la monilia a nivel de laboratorio.
Realizandose aplicaciones de agua ozonizada en diferentes dosis de ppm, y
actuando como un inhibidor del crecimiento del hongo monilia. Se realiz6
analisis estadisticos correspondiente de un DCA mediante prueba de
Duncan, T de Student y con ayuda del programa Infostat. Donde se pudo
determinar que los tratamientos con dosis mayor a 2 ppm de ozono en el
agua son mas eficiente para permitir que el hongo no se desarrolle en el
medio del cultivo.

Palabras Claves: Ozono, Moniliphthora roreri, cacao, mazorca, hongo.
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ABSTRACT

The production of cocoa in Latin America is of greater importance because
the plant Theobroma cacao is native to the Central and South America. The
cacao tree adapts to the climatic conditions from Mexico to Peru, being
provided by a suitable type of soil and by the agrometeorological conditions
suitable for its development. However, the incorrect use and production
management of this tree is reflected in the low production of the fruit,
obtaining less yield and loss of harvest, being the cause of up to 80%. One of
the main cultural activities of the plantation is the pruning since it avoids a
severe growth of the branches, high percentage of humidity and the
proliferation of fungus. Thus, we avoid the presence of pests and diseases
within the crop in which the Moniliophthora roreri (commonly known as
Monilia) is the cause of con rot, this is a pathogenic fungus that adapts to
conditions of wet areas and poor clarity. Moniliophthora roreri begins to settle
in the fruit destroying its physical and chemical conditions and giving an
unpleasant aspect where disadvantages its commercialization. Farmers opt
for the use of fungal chemical products (fungicides) to counteract this fungus,
contributing as a negative effect to the environment and the production’s
cost. Ozone being a molecule of purer state of oxygen acts as a disinfectant
against the fungus, therefore, it can be an alternative to counteract
pathogens in agriculture. This work is based on the isolation of the monilia
fungus at laboratory level. Performing applications of ozonated water in
different doses of ppm, and acting as an inhibitor of the growth of the monilia
fungus. Statistical analysis of a DCA was carried out using the Duncan test,
Student's T test and with the help of the Infostat program. Where it could be
determined that treatments with doses greater than 2 ppm of ozone in the
water are more efficient to allow the fungus not to develop in the culture
medium.

Key words: Ozone, Moniliphthora roreri, cocoa, cob, fungus.
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1 INTRODUCCION

El cacao se deriva de la recoleccion de una fruta madura del arbol
Theobroma cacao, siendo esta originaria del continente Americano en
regiones amazodnicas de Meéxico, Guatemala, Colombia, Ecuador y otros

paises.

La enfermedad de la Moniliophthora roreri en el cultivo de cacao se
dio a conocer en los siglos XIX siendo reportados casos en Colombia y en
Ecuador donde la gravedad superaba las condiciones de campo causando
pérdidas en los agricultores. De acuerdo a Druet, Wale y Lino en el 2017,
detallan que la producciéon de cacao en América Latina esta siendo afectada
gravemente por la presencia de plagas y enfermedades como la monilia y
escoba de bruja, y considerando que los productores necesitan llevar

control para contrarrestar este problema dentro de la plantacion.

Los principales sintomas que se presentan en una plantacién de
cacao afectada de por la monilia es por la asociacion del hongo con el tejido
de la mazorca capaz de incubarse mediante la reproduccion de sus esporas.
Ocasionando después de varios dias lesiones visible en parte externa de la
mazorca presentandose pequefias manchas oscuras y formacion de polvo
blanco que consta de la composicién de conidios que por accién del viento,
el agua o herramientas de trabajo puede ser dispersado con facilidad a otras
mazorcas (en generalmente siendo mas susceptibles las mazorcas menores
de tres meses) y en plantas sanas. También se presentan dafios en la parte
interna de la mazorca donde se alojan las almendras o semillas de cacao

haciendo que tenga modificacion en sus semillas a color mas oscura.

La Moniophthora roreri es una enfermedad es considerado como un
factor limitante en la produccion cacaotera por su manejo a nivel de campo
siendo este deficiente en la eliminacién de mazorcas contaminadas, poda
continua de acuerdos a las necesidades del productor haciendo la remocion

de las ramas innecesarias 0 contaminadas.
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Existen varios métodos de contrarrestar esta enfermedad dentro del
cultivo una de ellas es el uso de productos quimicos (fungicida), productos
organicos y también labores culturares agricolas. Son métodos usados
acorde las necesidades del agricultor adaptandose a la situacion econémica

del pais.

El uso del ozono como desinfectante ha dado buenos resultados para
combatir bacterias, hongos y microorganismos en un espacio determinado.
Estudios han comprobado que el uso del ozono integrado en agua ha
transmitido resultados satisfactorios para controlar y evitar la presencia de
enfermedades en el cultivo agricola. Y a su vez brindando al productor

incremento en su produccién y una agricultura ecoldgica.

Por estas razones el siguiente proyecto consiste en determinar el
efecto del ozono para el control de la Moniliophthora roreri en el cultivo de
cacao a nivel de campo. Haciendo diversos tratamientos para determinar el

efecto bioldgico que actua el ozono en presencia del hongo.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general.
Evaluar la concentracion de ozono para controlar el crecimiento de la

Moniliophthora roreri a nivel de laboratorio.

1.1.2 Objetivos especificos.
e Determinar las dosis Optimas de ozono para inhibir el

crecimiento de la Moniliophthora roreri.

e Establecer segun lo investigado un manejo sustentable para el
control de la monilia en el cultivo de cacao en beneficio a los

agricultores cacaoteros.

1.2 Hipbtesis

El uso del ozono puede controlar el crecimiento de la Moniliophthora
roreri a nivel de laboratorio.

17



2 MARCO TEORICO

2.1 Cacao

2.1.1 Generalidades del cacao.

El género Theobroma se origin6 en las cuencas del Amazonas y
posteriormente se extendi6 a América Central, particularmente a México,
donde fue conocido y utilizado por la poblacién. Los olmecas y los mayas, y
luego los toltecas y los aztecas lo consideraron el "alimento de los dioses
(Jurgen y Dias, 2010, p. 3).

Segun lo citado, detalla que hay tres grupos genéticos de cacao:
Criollo, Forastero y Trinitario. Sin embargo estudios, contemporaneos de
genética molecular confirman la amplia diversidad genética de especie,
colocando la variedad de cacao Nacional como un grupo separado de los
otros tres (Amores, Palacios, Jimenez y Zhang, 2009, p. 5).

Casi el 90 % de la produccion proviene de pequefias explotaciones de
menos de 5 hectareas, donde el cultivo es generalmente extenso. Pero las
estructuras de produccién difieren segun el continente. En Africa, la mayor
parte de la produccion proviene de minifundios, en Ecuador y Brasil, los
grandes predios predominan, y en Asia los dos sectores son similares en

tamafio (Motamayor, Lachenaud, Mota, Loor, Kuhn, Brown y Schnell, 2008,
S, ).

En total, mas de 20 millones de personas dependen directamente del
cacao para su subsistencia. Una vez producidos y procesados en cacao
comercial fermentado y seco, los granos son comprados a los agricultores
por uno 0 mas comerciantes sucesivos, transportados y luego vendidos a los
molinillos que elaboran productos semimanufacturados (licor, mantequilla,

torta de prensa, polvo). Estos productos estan destinados a los fabricantes
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de chocolate o confiteros para la produccion de chocolate o productos a
base de chocolate. Aproximadamente el 90 % de la produccion se exporta

en forma de frijoles o productos de cacao semielaborados (Enriquez, 2014,

S. p).

2.1.2 La planta de cacao.

El vivero produce plantulas jovenes de cacao para el establecimiento
de plantaciones. Es uno de los requisitos previos para una plantacion exitosa
y ayuda a evitar la alta tasa de mortalidad encontrada cuando las semillas se
siembran directamente en un campo. Hay tres métodos para propagar el
material de plantacion del arbol de cacao: injertar, tomar esquejes y
propagar por los frijoles, que es el método mas simple y mas ampliamente

utilizado (Luna, Crouzillat, Cirou y Bucheli, 2012).

Las podas de mantenimiento es una actividad que se realiza para
evitar el crecimiento excesivo del arbol, que tenga una altura adecuada para
su cosecha y mantenimiento. Consiste en eliminacién chupones, ramas
enfermas, muertas, quebradas y muy extensas. La poda favorece a que la
plantacién este menos expuesta a las plagas y enfermedades. Existen cinco
tipos de podas segun las necesidades del productor como: poda de
formacion, mantenimiento, fitosanitaria, rehabilitacion y sombra (Anacafe,
s/f., p 34 - 40).

Los éarboles de cacao que viven su vida natural en la naturaleza,
pueden durar hasta 200 afios, y en cultivo, solo una décima parte del
tiempo. Los arboles que producen la fruta que comprende la mayor parte del
cultivo de cacao comercial de Ecuador son susceptibles a infestaciones de
insectos y enfermedades fungicas devastadoras con nombres ominosos
como la escoba de bruja, la enfermedad de la vaina negra y la enfermedad
de la vaina helada (Coello, Issac, Mera, Cafarte, Mendoza, Garcia, Garcés.,
2016, s. p).
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2.1.3 Enfermedades del cacao.

Entre las enfermedades mas importante del cacao destacan la escoba
de bruja (Crinipellis pernisiosus), la monilia (Monilia roreri), mazorca Negra
(Phytophthora spp.) y mal de machete (Ceratocystis fimbriata) (Agrocalidad,
s/f., p. 35).

Una alternativa de control para los hongos es la remocién de los frutos
contaminados, realizando esta actividad en cada cosecha y en época de
lluvia cada quince dias se previene una mayor contaminacion en la
plantaciébn. También se pueden realizar manejo integrado de plagas con el
uso de organismos benéficos, practicas culturales, manual y el uso de

productos quimicos (Agrocalidad, s/f., p. 35).

2.1.4 Produccién de cacao en Ecuador.

El total de exportacion ecuatoriana se estima que un 75 % es de
cacao fino de aroma mientras que el restante 25 % pertenece a otras
variedades como el CCN51. Ecuador se posiciona como el pais mas
competitivo de América Latina en este campo, seguido por Venezuela,
Panama y México que son paises que poco a poco han incrementado su
participacion en el mercado mundial del cacao fino en grano (Anecacao,
2015, s. p.).

A pesar que existen diversas plantaciones de cacao en el pais,
Ecuador en el 2016 mantuvo una produccién de 240 000 toneladas de cacao

seco (Diario Expreso, 2017, p. 10).

De acuerdo lo reportado por Anecacao (2018). Determina que durante
el afno 2017 — 2018 se adquirid un record de volumen en exportacion de
cacao. En funcién a las areas sembradas que iniciaron su produccion. Sin

embargo comenta que en métodos de produccion hay muchos temas a
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mejorar ya que solo el 10 % de las plantaciones sembradas en Ecuador
estan tecnificadas (p. 1 - 2)

Unos de los problemas principales en Ecuador para la implementaciéon
del cultivo de cacao es el lugar territorial es donde existe mayor humedad
cargando a una perdidas futura. Uno de los casos es en la regibn amazonica
del Ecuador, correspondiente Sucumbios, Orellana y Napo ahi se pierde
mas del 40 % de la produccion correspondiente a 8.000 toneladas de cacao
(CroplLife, s,f., p. 12).

2.1.5 Exportacion de cacao en Ecuador.

Ecuador durante el afio 2015 incremento su exportacion un 10 %, donde
exportdé 260 mil toneladas métricas en cacao en grano y sus derivados
semielaborados. Teniendo como destino principal a Europa con el 29 % de

envios, Asia 17 %, Sudafrica y Australia (Anecacao, 2015).

2 .2 Moniliophthora roreri
2.2.1 Clasificacion Taxonomia.

Tabla 1. Clasificacion Taxondmica.

Clase Basidiomycetes
Orden: Trycholomataceae
Familia: Marasmiaceae
Género: Moniliophthora
Especie: M. roreri (Cif. Y Par)

Fuente: Evans et al (1978, p. 20)

Elaborado por: La Autora

2.2.2 Concepto de la monilia.
Moniliophthora roreri es un basidiomiceto parasito perteneciente a las

Marasmiaceae (Aime y Phillips-Mora, 2005) con un rango de hospedadores

21



limitado aparentemente todas las especies de los géneros estrechamente
relacionados Herrania y Theobroma. El hongo ataca solo los frutos de estas
especies y causa dafos en las vainas internas y externa que provocan la
pérdida total de las vainas (Stanley, 2016, p. 28-37).

2.2.3 Monilia en cultivo de cacao.

La presencia de la enfermedad en el arbol de cacao (Theobroma
cacao) ha tenido efectos tan devastadores en el rendimiento que la viabilidad
econdémica a largo plazo del cultivo se ha visto comprometida (Evans, 2002,
p. 20).

El valor de conservacion del cultivo depende en gran medida de su
viabilidad econdémica local. Sin embargo, la importancia econémica y, por lo
tanto, ecoldgica de este cultivo esta en constante cambio ya que M. roreri se
ha movido progresivamente de su rango nativo en América del Sur para
invadir el norte a través de América Central y México, y hacia el oeste a

través de los Andes y hacia los bosques amazénicos (Wilkinson, 2016, s. p).

La moniliasis, causada por Moniliophthora roreri, es una enfermedad
fungica severa que hasta ahora se encuentra en 11 paises de América
Latina. El dafio causado por esta enfermedad varia desde 25 % hasta la

pérdida total de la produccion (Jaimes y Aranzazu, 2010, p. 42).

Las condiciones ambientales juegan papel fundamental en el avance
de M. roreri. El ciclo se inicia en el momento que la humedad ambiental es
baja (época seca), donde se generan millones de esporas. Luego, estas
conidioesporas son diseminadas por el viento y la lluvia y se deposita en la

superficie de las hojas y frutos del hospedero (Correa et. al., 2014, p. 14).

En investigaciones realizadas de la genética genémica y de

poblaciones del hongo de la monilia encontraron indicios que el hongo se
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reproduce de forma asexual de manera talica y rexolitica (Purdue, 2016, p.
10).

Los conidios germinan en ambientes hiumedos y a temperaturas
superiores a 24 °C, en un lapso de 6 a 8 horas, seguido por la penetracion
en la epidermis con uso de las hifas infectivas. Es asi como las hifas se
dirigen hacia los tejidos centrales (mesodermo y semillas) para inducir la
produccion de proteinas relacionadas con la necrosis (Correa et al., 2014, p.
14).

La esporulacién del hongo sobre la superficie del fruto es tan intensa
que las nubes de esporas son liberadas y transportadas por el viento, la
lluvia y en menor proporcién por insectos. Se estima que las densidades de
esporulacion del hongo sobre un fruto pueden alcanzar los 44 millones de

esporas por cm? de area (Jaimes y Aranzazu, 2010, p. 49).

Una mazorca esporulada del hongo ubicada a una altura aproximada
de dos metros tiene un gran dispersion con capacidad de infeccion de 40 %,

de hasta una distancia de 20 m (Jaimes y Aranzazu, 2010, p. 49).

2.2.4 Dafios causados.

Los dafios causados por el hongo es de acuerdo a las condiciones
climaticas de la zona, esta enfermedad solo ataca a los frutos. Se manifiesta
de diferentes maneras segun el grado de afectacion. Siendo los frutos
menores de tres meses mas susceptibles en el alojamiento (Ballesteros,
2011, p. 27).

Teniendo en cuenta la gran susceptibilidad de la mayoria de los
genotipos comerciales de cacao, la agresividad de este patégeno, su
excepcional capacidad comercial, capacidad para sobrevivir en diferentes

condiciones ambientales y su rapida dispersion natural y medida por el
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hombre, se concluye que la M. roreri representa una gran amenaza para los

agricultores de cacao del mundo (Jaimes y Aranzazu, 2010, p. 44).

Las pocas barreras naturales entre las areas con presencia de la
enfermedad y las que aun no existe, se consideran como la Unica forma de
prevenir la dispersion de moniliasis, especialmente a Brasil y Bolivia. (Jaimes
y Aranzazu, 2010).

Los frutos mayores de tres meses que ya han sido contaminados
presentan una deformaciones o gibas en sus bordes que dan origen la
apariciones de zonas necréticas y esporulaciones en la parte externa del
fruto (Ballesteros, 2011, p. 27).

2.2.5 Ocurrencia de la enfermedad.

Después de tres meses de ser infectada la mazorca, estas frutas se
vuelven secas y momificadas en los arboles y permanecen unidas al tronco.
Estos frutos se convierten en la principal fuente de inéculo para las olas de
infeccion que luego ocurren durante un largo periodo de tiempo (Krauss
et. al., 2013, s. p.).

En este estado la infeccidon presenta puntos aceitosos de diametros
pequefios (< 2 mm), aumentando de tamafo en el transcurso de 10 a 20
dias. Posterior a este periodo se observan protuberancias en los frutos y
después de 2 a 3 meses, manchas aceitosas color café oscuro sobre las
lesiones generadas y finalmente sobreviene un micelio blanco con esporas
infectivas, siendo éstas las causantes de la transformacion en la

pigmentacion color marrén del fruto (Correa, Castro y Coy, 2014. s. p.).

2.2.6 Grado de severidad de la monilia en la mazorca.
En la siguiente Tabla se demuestra el grado de afectacion de la
Moniliophthora roreri en la Mazorca de cacao parte externa
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Tabla 2. Severidad externa
Valor/Grado Sintomatologia Externa

0 Fruta sana

1 Presencia de hidrolisis

2 Presencia de tumefaccion y/o amarillamiento

3 Presencia de manchas pardas

4 Presencia de micelio que cubre hasta la cuarta parte de
la mancha parda.

5 Presencia de micelio que cubre més de la cuarta parte
de la mancha parda.

Fuente: Suarez, Amores y Lopez, (2006).

Elaborado por: La Autora.

En la siguiente tabla se muestra el grado de afectacion del hongo en

la parte interna de la mazorca:

Tabla 3. Severidad interna del hongo.
Valor / Grado Porcentaje de semillas en el area
necrotica

0

1-20

21-40

41 -60

61 -80

5 80

Fuente: Suarez, Amores y Lopez, (2006).
Elaborado por: La Autora.

AIWIN|FL O

2.2.7 Tipos de control de la monilia en campo.

Una alternativa que ha sido acogida por agricultores es la siembra de
material genético mejorado mostrandose con caracteristicas de resistencia a

la invasién del hongo de la monilia (Croplife, s,f., p. 19)

Segun Tirano, Lopera y Rios en el afio 2016, detall6 que las
actividades realizadas dentro de una plantacion cacaotera para la
disminucion de la presencia de la Moniliophthora roreri en el cultivo es el uso
de los productos quimicos siendo estos una alternativa eficaz pero nocivos

para el entorno ambiental y humano (p. 9).
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Otro control para reducir la incidencia del hongo en el cultivo es de
practicas culturales o fitosanitarias como la eliminacién o reduccion de
ramas Yy frutos enfermos esto siendo causantes de la presencia de la monilia

en el cultivo (Tirano, Lopera y Rios, 2016, p. 30).

El uso de productos biolégicos como los hongos benéficos es una
eleccion para prevenir y reducir la infeccion de la monilia en el cultivo
agricola de cacao, los resultados han sido satisfactorios dando a conocer
su reduccion en bajo nivel de mazorcas contaminadas asi disminuyendo la
incidencia de infeccibn y en el aumento de la productividad cacaotera

(Seng, Herrera, Vaughan y MacCoy, 2014, p. 1).

2.3 0Ozono

2.3.1 Generalidades del ozono.

El ozono es un gas incoloro altamente reactivo formado por tres
atomos de oxigeno (Oz). Este gas es un componente natural de la atmosfera
presente en sus dos capas inferiores: la troposfera (desde la superficie
terrestre hasta 10 km de altura) y la estratosfera (entre 10 — 50 km por
encima de la superficie terrestre) (Bermejo, Alonso, Elvira, Rabago y Garcia
al, 2009, p. 9).

Al ozono se le conoce principalmente por su papel protector frente a
la radiacion ultravioleta en la estratosfera, donde se localiza el 90 % del
ozono atmosférico, formando la llamada “capa de ozono” (Bermejo et al,
2009, p. 9).

2.3.2 El ozono como desinfectante.
El ozono, la forma mas activa de oxigeno, convierte el agua en
desinfectante natural que elimina de manera facil y eficaz virus, bacterias,

hongos, algas, esporas y demas microorganismos. Hay que destacar que
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debido a su naturaleza, el ozono no deja ningun tipo de residuo quimico, en
la instalacion ni en el producto alimenticio, ya que se descompone en

oxigeno (Faytong, 2017, p. 15).

El ozono mata a la bacteria por medio de la ruptura de la membrana
celular. Este proceso, conocido como destruccion de células por lisina,
produce la dispersion del citoplasma celular en el agua: los lipidos
insaturados son los componentes mayoritarios de la membrana
citoplasmatica que posee las bacterias, el ozono ataca los enlaces olefinicos
lo que da lugar a la formacién de un ozénido (Hidritec, 2016, s. p.).

2.3.3 Efecto del ozono en hongos.

La accion de la molécula de ozono generado en el agua ozonizada en
accion de los componentes oxidables celular exclusivamente los que
contienen enlaces dobles, procede a disminucidon crecimiento del hongo. El
fin del efecto del agua ozonizada es agredir la membrana de los fosfolipidos,
las enzimas intracelulares y los materiales genémicos. Estas obstrucciones
provocan dafio celular y la muerte de los microorganismos (Faytong, 2017,
p. 19).

La pared celular de los hongos es de varias capas y su composicion
es 80 % carbohidratos y 20 % proteinas y glicerinas. La presencia de los
enlaces hace posible la oxidacion por ozono. El ozono tiene la capacidad de
difundirse a través de la pared flungica, entrando en el citoplasma y alterando
las funciones celulares del hongo (Faytong, 2017, p. 19).

De acuerdo Llerena, 2017 informa que el ozono reacciona como
efecto en la pared celular de los microorganismos rompiéndola y atacando a
los &cidos nucleicos (ADN Y ARN) (p. 28).
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El ozono tiene propiedades esterilizantes y reduce la contaminacion
de esporas de hongos y toxinas fuera del grano aunque su efecto es
reducido cuando el grano se encuentra contaminado internamente. Sin
embargo, si la mayor carga microbiana se encuentra en la superficie, el

ozono tiene un importante efecto esterilizante (Campabadal, 2010, p. 4).

2.3.4 Ozono aplicado en la agricultura.

El regado con sistemas de agua ozonizada consiste basicamente en
una mayor aportacion de oxigeno a la raiz llegando libre de virus, bacterias,
hongos, algas, esporas y cualquier otro microorganismo, por lo que se logra
un crecimiento mucho mas rapido de lo habitual, con mas viveza y fuerza asi

como mas productividad (Hidritec, 2016, p. 1).

El agua ozonizada ayuda a los agricultores tener rentabilidad en su
producciéon entre un 15 % y 40 % realizando métodos de aplicacién
adecuados. Su principal efecto es favoreciendo a las raices una mayor
oxigenacion, calidad y prevenir enfermedades. También se puede enunciar
que el uso del ozono en cultivos agricolas reduce la contaminacion

ambiental y costos de produccion (Ecoticia, 2015, p. 4).

De acuerdo a las investigaciones realizadas por la empresa Asepsia,
s.f., determina que el uso del ozono en el sistema de riego en la agricultura
es muy rentable ya que existe un ahorro de abono, productos quimicos y
fitosanitarios. Ademas se obtienen plantas sanas y vigorosas con mayor

proteccion frente a los posibles patégenos y enfermedades (p. 7).

La investigacion realizada en UCSG en con el uso de agua ozonizada
para el control de la Mycosphaerella fijensis hongo que afecta a las
variedades de musaceas. Evaluando la frecuencia de aplicacion, las
concentraciones en ppm apropiadas para el control y uso de tecnologia.

Mediante evaluaciones semanales a nivel de campo se obtuvo que se
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ejercié un control en decreciente de la presencia del hongo en la plantacién
bananera (Llerena, Castafio y Aguirre, 2015, p. 10).

2.3.5 Produccion de ozono.

De forma general el ozono se forma en la atmosfera por dos
procesos. Primero la Luz ultravioleta rompe la molécula fotoliticamente del
oxigeno (O2) dejandolas en (O), el segundo proceso cada atomo colisiona
con otra molécula de oxigeno (O2) para formar ozono (Os) (Aire CDMX,
2017, p. 11)

Existen dos formas de obtener el ozono de la industria. EI método
mas generalizado consiste en hacer sacar aire a través de unos tubos de
vidrio con superficies metalizadas dispuestos en forma concéntrica
(ozonizadores) entre los que se hace saltar una descarga de alta diferencia
de potencial (unos 15 kV) y alta frecuencia (50 Hz) que actla sobre las
moléculas de dioxido (02) provocando la formacion del ozono (trioxigeno)
(Tecnozono, 2015, p. 9).
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3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Localizacién del ensayo

El trabajo de investigacion se elabor6 en la UCSG Facultad de
Educacion Técnica para el Desarrollo, Laboratorio de Analisis de Suelos,
Aguas y Plantas. Con un enfoque de investigacion de manera cuantitativa y

el tipo de experimento aplicado en investigacion experimental.

En realizd la seleccion de mazorcas de cacao con origen de una
plantacion de Cacao CCN 51 de la zona Mocache en la provincia de Los
Rios, presentando caracteristicamente de infestacion del hongo
Moniliophthora roreri.

3.2 Disefio del experimento

Este trabajo se bas6 a un disefio completo al azar (DCA), en el cual
consta con 7 tratamientos y 7 repeticiones como indicadores de unidad
experimental de Cajas Petri con medio de cultivo y siembra del hongo
Moniliophthora roreri, donde se destiné diversos tratamientos que consta de
un testigo y aplicacién de agua ozonizada en varias concentraciones partes
por millon (ppm). Realizando una investigacion cuantitativa y de tipo
experimental midiendo el crecimiento del micelio del hongo. Se aplicara un
andlisis ANDEVA para contrastar las hipotesis estadisticas Ho: todos los
tratamientos son iguales y Ha: al menos un tratamiento tiene diferencia
estadisticamente. También se aplicard Prueba de Duncan, Prueba de T
Student y de uso de programa Infostat correspondiente de un analisis de
DCA.

Los tratamientos por analizar son:

e T1. Testigo absoluto (siembra del hongo)

e T2. Testigo aspersion de agua (siembra + aspersion de agua)
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e T3. Siembra de hongo + 1.0 ppm O3

e T4. Siembra de hongo + 2.0 ppm de O3
e T5. Siembra de hongo + 3.0 ppm de O3
e T6. Siembra de hongo + 4.0 ppm de O3
e T7. Siembra de hongo + 5.0 ppm de O3

El manejo experimental que se usé en el presente trabajo para determinar
la concentracion del ozono en el control del crecimiento del hongo
Moniliophthora roreria a nivel de laboratorio es; aislando el del hongo y

posteriormente en la siembra o repique en caja Petri para ser estudiados.

Los datos se registraron por tratamientos al momento de realizar el
repique siendo esta la toma de datos del dia uno y cada dos dias hasta
completar 14 dias de siembra. Y la aplicacibn del agua ozonizada en
diferentes ppm para los tratamientos.

3.3 Variables a estudiar
La variable que se midi6 es el crecimiento del micelio del hongo

Moniliphthora roreri (monilia), en la unidad de medida centimetros (cm).

3.4 Materiales

3.4.1 Materiales y equipos

o Generador de ozono - Ecozone

. Medidor de concentracion de ozono en ppm.
o Autoclave — All American 25 X.

o Esterilizador en seco — Memmert Snb 200

o Camara de Flujo Laminar — Stremline SHC

. Agitador magnético

o Hornilla eléctrica

o Destilador de agua — Boeco WS — 3500.
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o Microscopio optico de luz — DN - 107T.
o Balanza digital — Kern D — 72336.

o Agenda

. Cuaderno

o Lapiz

o Computadora

o Cémara fotografica
. Celular

3.4.2 Materiales técnicos

. Espatula

. Mandil

o Guates

o Toallas de mano y de papel
. Caja Petri

. Erlenmeyer 500 ml

o Probeta de 1000 ml
. Vaso de precipitacion 10 ml, 50 mly 1000 ml.

J Gotero

. Embudo

. Jeringas esterilizadas descartable de 10 ml
J Mechero de alcohol
. Asa de punta

o Pinza de metal

o Placas porta objetos
. Placas cubre objetos
o Pizeta

. Algodoén

o Papel de aluminio

o PDA (Potato Dextrose Agar)

o Agua destilada
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o Antibiotico (Amoxicilina 500 mg)
o Alcohol 99 %
o Alcohol 70 %

. Azul lactofenol

3.5 Manejo del experimento.

3.5.1 Aislamiento del hongo

Se trabajo en el Laboratorio de Analisis Suelo, Plantas y Aguas de la
Facultad Técnica para el Desarrollo de la UCSG. Usando las mazorcas
infectadas, siendo identificada en el microscopio Optico usando Azul
Lactofenol para caracterizacion de la muestra, donde se observo la

presencia del hongo a estudiar.

La esterilizacién de los materiales de trabajo es un papel importante
por cumplir al momento de realizar esta actividad, asi se puede evitar
contaminacion biolégica no deseada en los ensayos y obtener resultados
Optimos. Se necesitara usar una autoclave y esterilizador en seco donde
colocaremos materiales y herramientas de trabajo como cajas Petri, pinzas,
asa de punta, embudo, vaso de precipitacion, erlennmeyer, frasco para

reactivo, espatula, porta objeto, cubre objeto, cuchillo, visturi entre otros.

Se inicid a la preparacion del medio de cultivo, para sembrar el hongo
en caja petri. En el proceso se necesitd 1 Erlenmeyer 500 ml, agua destilada
en una probeta 250 ml y una balanza para pesar el PDA (Potato Dextrose
Agar; en el cual contiene Agar 15.0 g, Potassium Chloride 0.02 g, Dextrose
20.0 g, Starch 3.5 g y Peptone 0.42 g). Se pes6 9.77 g de PDA para 250 ml
de agua destilada, se necesitd un embudo para el ingreso del DPA en el
Erlenmeyer y posteriormente el ingreso del agua destilada. Se realiza una
mezcla homogénea en una agitadora magnética durante 12 minutos. Para el

proceso de esterilizacion del medio del cultivo se coloco el erlenmeyer con
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PDA en la autoclave a temperatura de 121 °C a 127 °C durante 15 minutos.
Al finalizar el autoclavado se dej0 reposar hasta que pierda su alta
temperatura. Se hizo usé de la Camara de Flujo Laminar donde nos
proporciona un medio totalmente aséptico, en el cual se ingresan los
materiales a trabajar. En el medio de cultivo ya esterilizado se aplico
Amoxicilia de 500 g como antibiético para evitar contaminacion de saprofitos
haciendo una mezcla homogénea, posterior a esto, se comenz6 a dosificar
el PDA en las cajas Petri y dejandolo que este se enfrie durante 15 minutos.
Por cada 250 ml de medio de cultivo obtenemos de 11 a 12 cajas listas para
sembrar, la mezcla del medio del cultivo se convertira en un medio

polimerizado.

3.5.2 Siembra del hongo Monilia

Se procedi6 a trabajar en la camara de flujo laminar teniendo
presente la asepsia dentro de ella con alcohol 70 % y durante 15 minutos
encendida a luz utravioleta y limpieza de los materiales a ingresar. Se usé un
mechero de alcohol, alcohol 99 %, asa de punta, cajas Petri, toalla de papel
alcohol 70 % y hongo de monilia detectado en las mazorca contaminadas.
Se asegur6 usar alcohol 70 % en las manos para desinfectarlas y se colocé
el PDA dentro de la caja Petri y esperamos que el medio de cultivo se
polimerice. Se desinfectd el asa de punta sumergiéndola en alcohol 99% vy
luego en fuego, iniciando a colocar el hongo extraido de las mazorcas
contaminadas y haciendo la siembra del hongo dentro de la caja.

Las siembras del hongo se dej6é colocadas dentro de la camara de
flujo laminar cubiertas con una tela negra proporciondndole al hongo

oscuridad para su crecimiento durante 30 dias.

3.5.3 Repique del hongo
Se usO cajas petri para aislar el hongo sembrado, extraido de

mazorcas contaminadas. Dicho proceso se realizé en el Laboratorio de
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Andlisis de Suelos, Aguas y Plantas. Se continué el mismo proceso de
elaboracion del medio de cultivo y polimerizado en caja petri. Con ayuda de
un sacabocado de 5 mm realizé discos de hongos para ser sembradas en

las nuevas cajas que seran parte de la investigacion.

3.5.4 Elaboracion de agua ozonizada

Con ayuda de una turbina generadora de ozono y tanque de oxigeno
se deriva a ozonizar el agua en una probeta de 1000 ml, después de 5 a 10
minutos. Se midié la concentracion de ozono en el agua en ppm (partes por
millén) para ser predestinada con una jeringa esterilizada descartable de 10
ml y dar inicio a la aspersibn de agua ozonizada a los tratamientos
correspondiente de T3, T4, T5, T6, T7.

3.5.5 Recolecta de datos del micelio del hongo.

Luego del replique del hongo se realizé la primera toma de datos al
diametro del micelio del hongo con ayuda de una regla milimetrada.
Haciendo la recoleccion de datos cada dos dias con un total de ocho

mediciones registradas de cada tratamiento durante 14 dias.
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4. RESULTADOS

A continuacién se presentan los datos considerados para la
elaboracion del trabajo como efecto de andlisis de concentracién de agua
ozonizada para el control del crecimiento de la Moniliophthora roreri a nivel
de laboratorio en el cual permitieron obtener conclusiones de la

investigacion.

Tabla 4. Datos finales del crecimiento de la monilia.

Evaluacién Final del crecimiento del hongo Monilia 25/01/2018.
Tratamientos (cm)
Repe(é'r%')o”es IR ATSZp_ T3 T4 TS5 6 7
(testigo) | pgyay | (1PPM) | (2ppm) | (3ppm) | (4ppm) | (Sppm)

R1 5.50 5.15 5.75 5.00 3.90 1.50 1.30
R2 5.05 5.9 5.4 4.40 3.50 1.95 1.45
R3 6.95 6.60 5.15 4.30 3.30 2.00 1.50
R4 5.05 6.20 5.00 4.35 3.00 2.20 1.75
R5 5.05 5.60 5.35 5.00 4.00 2.00 1.65
R6 5.05 5.65 5.55 4.45 3.90 1.95 1.50
R7 5.25 5.70 5.55 4.9 4.30 1.90 1.60

Promedio 5.41 5.83 5.39 4.63 3.70 1.93 1.54

Elaborado por: La Autora.

La ilustracion de la Tabla 5 nos demuestra el registro del crecimiento
del hongo en centimetros a los 14 dias desde la siembra con sus respectivos
tratamientos. Realizando un promedio de los tratamientos donde se calcula
la presencia del agua ozonizada promoviendo el control del hongo en su

crecimiento.
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4.1 Andeva.

Tabla 5. Andlisis de la Varianza

Analisis de la Varianza

Variable

N | R?

Aj

Cv

Repeticiones

491 0.95

0.94

9.95

Elaborado por: La Autora.

Tabla 6. Cuadro de analisis de la Varianza.

Cuadro de andlisis de la Varianza
F.V. Sc Gl CM F p-valor
Modelo. 126.74 6 | 21.12 129.48 <0.0001
Tratamientos 126.74 6 | 21.12 129.48 <0.0001
Error 6.85 42 0.16
Total 133.60 | 48

Elaborado por: La Autora.

En la Tabla 5 y Tabla 6; se presenta el resultado del ANDEVA donde
ese puede determinar que la F calculada es mayor a la F de la tabular a un
nivel de probabilidad al 1 %, por lo consiguiente se puede comprobar que se
rechaza la hipétesis nula y con una aceptacion de la hipétesis alternativa. El
coeficiente de variacion ha demostrado que el trabajo experimental obtiene
un alto grado de certidumbre.

4.2 Prueba de Duncan.

Tabla 7. Prueba de Duncan al 5 % con probabilidad estadistica en
cada tratamiento propio al crecimiento del micelio.

Tabla 7. Prueba de Duncan.

Prueba de Duncan

Tratamiento Medias n E.E.

T7 Sppm 1.54 I 0.15 |A

T6 4ppm 1.93 7 0.15 |A

T5 3 ppm 3.70 I 0.15 B

T4 2ppm 4.63 7 0.15 C

T3 1ppm 5.39 7 0.15 D

T1 testigo 5.41 7 0.15 D
T2 Asp. Agua 5.83 7 0.15 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0. 05).

Elaborado por: La Autora.
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Segun en la ilustracién de la Tabla 7 se identifica que el Tratamiento 4
correspondiente a 2 ppm de ozono existe una diferencia significativa al
tratamiento testigo, aspersion con agua y de 1 ppm de ozono. También se
demuestra los tratamiento T7 (5ppm de ozono) y T6 (4 ppm de ozono) hay

diferencia entre T5 (5ppm de ozono) y T4 (5ppm de 0zono).

La prueba de Duncan con significancia al 5 %, sirve para evaluar los
tratamientos; testigo, aspersion con agua y aspersion con agua ozonizada.
Se ha demostrado mediante la prueba de significancia de Duncan los
tratamientos ozonificados tienen diferencia significativa respecto a los
tratamientos testigos. Sin embargo con esta prueba de significancia no se
puede definir el tratamiento eficaz. Para comprobar el tratamiento éptimo se

realiz6 Prueba de T pareada.

4.3 Registros

En la siguiente tabla se da a conocer los datos iniciales del diametro
del micelio del hongo el primer dia de la siembra o repique. También se
puede observar las medidas del crecimiento final del hongo de los
tratamientos estudiados. El incremento del micelio del hongo en relacion a
los 14 dias, y se da a conocer el porcentaje controlado por el efecto del

0zono.

Tabla 8. Evaluacién de Crecimiento del Hongo.

Evaluaciéon de Crecimiento del hongo Monilia (cm).
Datos Iniciales | Datos Finales |crecimiento _
Tratamientos | 11/01/2018 25/01/2018 | del micelio | Forcentale de
) . p Control (%).
Promedio (cm) |Promedio (cm)| en 14 dias.
T1 0.50 5.41 4.91 0 % (Testigo)
T2 0.50 5.83 5.33 -
T3 0.50 5.39 4.89 0.40
T4 0.50 4.63 4.13 15.88
5 0.50 3.70 3.20 65.17
T6 0.50 1.93 1.43 70.87
T7 0.50 1.54 1.04 78.81

Elaborado por: La Autora.
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Segun la Tabla 8 la relacién de los promedios del crecimiento del
hongo entre primer dia (11 / 01 / 2018) y dltimo dia 14 (25 / 01 / 2018) son
calculados en el incremento del micelio del hongo durante 14 dias,
existiendo diferencia desde el tratamiento T4 al T7 indice de la inhibicién del
crecimiento del hongo en efecto del agua ozonizada. Calculando el
porcentaje de control en el incremento del hongo se puede decir que
controla desde un 15 % con una dosis de agua ozonizada de 2 ppm siendo
estas unas de las mas bajas y hasta un 78 % con dosis de agua ozonizada
de 5 ppm destinada al tratamiento mas alto en concentracién, estos
porcentajes con referentes al crecimiento del micelio del T1 Testigo absoluto

y los tratamientos ozonizados.

Grafico 1. Diagrama de crecimiento del hongo.

Evaluacion de Crecimeintos del hongo
Monilia en 14 dias.

DIAMETRO (CM)
(=T TS

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
TRATAMIENTOS

Elaborado por: La Autora.

4.4 Prueba T Independiente.

La Prueba de T independiente consiste en comparar los tratamientos
basados en las muestras individuales. Prueba T I, es solo para comparar los
tratamientos individualmente rentre si. De esta manera constatar si no existe

diferencia significativa o si existe una diferencia altamente significativa.
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4.4.1 Prueba de T Independiente se los usa para los tratamientos

diferentes basadas en dos muestras. Testigo y ozono.

Se uso la prueba T para muestras independientes en tratamientos de

0zono con el testigo.

Tabla 9. Andlisis Prueba independiente.

Prueba T para muestras Independientes
Tratamientos | T1vs T3 | T1vs T4 | TLlvsT5 | TlvsT6 | T1lvs T7
Valor T 0.08 2.71* 5.46** 12.64** 14.39**
Elaborado por: La Autora.

Se realiz6 el analisis de Prueba T Independiente con T1 testigo y los
tratamientos de T3, T4, T5, T6 Y T7 con efecto de agua ozonizada. Usando
el Grado de Libertos de 6 calculado del Andeva, al nivel de significancia al 5
%. Estos resultados de significancia son referente con la Tabla de T student
constante al 0.05. Con la informacion obtenida correspondiente del analisis
estadistico le damos constancia al Prueba de Duncan al 5 % conociendo que
hay diferencia significativa entre el tratamientos testigos y ozonizados.
Haciendo comparacion al 1 % de significancia los valores obtenidos son

altamente significativo (**).

4.4.1 Prueba de T Independiente para tratamiento de Aspersién

con agua vs Ozonizados.

Tabla 10. Prueba de T para muestras Independientes

Prueba T para muestras Independientes
Tratamientos | T2vs T1 | T2vs T3 |T2vs T4 | T2vs T5|T2vs T6 | T2vs T7

Valor T -1.31NS | 2.17** 6.61** 8.69** | 20.18* | 23.18**
Elaborado por: La Autora.

En la ilustracion de la tabla 10 se aplica la prueba T independiente

para el tratamiento T2 (aspersién de agua) vs al T1 tratamiento testigo y los
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ozonizados. Existiendo wuna diferencia significativa (*) y altamente
significativa (**) a relacion de los tratamientos ozonizados. Tomando en
cuenta que el valor de la T de Student Tabular es igual a 1.94. Siendo esto
que T2 vs T1 No existe diferencia significativa ya que el valor de T calculada
es menor de lo estimado. Y en los tratamientos T3, T4, T5, T6, T6 y T7 son
de diferencia significativa al 5 % y altamente significativa al 1 %. Se ha

comprobado lo explicado anteriormente en la Prueba de Duncan.

4.5 Prueba de T Apareada.
La prueba T apareada se aplica para los tratamientos donde se
realiz6 la aplicacion de ozono en diferentes dosis, de un tamafio de

muestras iguales y con valores estadisticamente similares.

Tabla 11. Andlisis de T3 vs Tratamientos con Ozono.

Prueba de T apareada T3 vs T4
Tratamiento T3vsT4 | T3vsT5 | T3vs T6 T3vs T7
Valor 8.1** 8.49** 20.3** 27.24**
Elaborado por: La Autora.

De acuerdo la tabla de T Student detalla que en 6 Grados de Libertad
a un 5 % de significancia se tiene 1.94 (T tabular) a diferencia de la T
calculada con el tratamiento ozonizados se obtiene un valor superior a lo
estimado, esto quiere decir, que hay una diferencia significativa (*) y
altamente significativa (**) al 1 % de significancia.

Tabla 12. Andlisis de T4 vs T5, T6y T7.

Prueba de T apareada T3 vs T4
Tratamiento T4 vs T5 T4 vs T6 T4vs T7
Valor T 8.78** 14.48** 21.78**
Elaborado por: La Autora.

De acuerdo la tabla de T Student detalla que en 6 Grados de Libertas
a un 5 % de significancia se tiene 1.94 (T tabular) a diferencia de la T
calculada con el tratamiento T4 y los tratamientos ozonizados (T5, T6y T7)
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se adquiere diferencia significativa (*) y altamente significativa (**) al 1 % de

significancia.

Tabla 13. Analisisde T5VST6—-T5vs T7 -T6vs T7.

Prueba de T apareada T3 vs T4
Tratamiento T5vs T6 T5vs T7 T6vs T7
Valor T 7.94 11.21 9.1
Elaborado por: La Autora.

En esta comparacion estadistica realizada con la prueba de T student
para muestras apareadas de tratamientos ozonizados, sabiendo que el
grado de libertad de 6 y un 5 % de significancia se tiene en la T tabular a
1.94, correspondiente a los valores calculados se define que son resultados

significativos (*) al 5 % y altamente significativos (*) al 1 %.

42



5. DISCUSION

La monilia (Moniliphthora roreri) es un hongo presente en las
plantaciones de Cacao (Theobroma cacao), que se manifiesta ocasionando
lesiones en el fruto siendo este la principal causa del bajo rendimiento del
cultivo. Ya que su invasién va en incremento por el ambiente hiumedo y
exceso de sombra ayudando que el hongo se propague de manera
ascendente. Unos de los principales controles de la monilia a nivel de campo
es el uso de fungicida quimico el cual no ha sido satisfactorio para los
agricultores cacaoteros por la mala practica realizada.

El trabajo realizado a nivel de laboratorio del proceso de aislamiento y
siembra del hongo se designd los tratamientos a estudiar: testigos, de
aspersion con agua y aplicacion de agua ozonizada con el efector inhibidor
del crecimiento del micelio del hongo. Dando como resultado en los analisis
estadisticos que los tratamientos con ozono el hongo ha reaccionado de
manera limitante hasta un 78 % en su crecimiento. Este resultado
demuestra que el ozono inhibe del desarrollo vegetativo del micelio y de

conidiogénesis del hongo monilia.

Los resultados obtenidos concuerdan con el trabajo realizado por
Faytong (2017), en la cual destind métodos de aislamiento del hongo In
vitro, dejando el desarrollo del organismo durante 5 dias después de su
siembra haciendo que el hongo se adapte al medio de cultivo. A partir de
ese momento inici6 la aplicacién de agua ozonizada en diferentes partes por
millén de 1 a 5. Demostrando que se inhibi6 el crecimiento del micelio del

hongo a un 55 %.

De acuerdo Davalos (2017), en su investigacion realizada en
evaluacion de la incidencia del ozono en Mycosphaella fijiensis (Sigatoka
negra) a nivel de laboratorio determina que las concentraciones de 3 ppm de

0zono son 6ptimas para el control del hongo en condiciones de in vitro.
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En los resultados obtenidos por Llerena, 2015 en trabajos realizados
en diferentes concentraciones agua ozonizada y frecuencia de aplicacion
para el control de la Sigatoka negra (Micosfarelia fijiensis) a nivel de campo.
Se demostré la disminucion de la severidad de dafio de la enfermedad
presente en el lugar de estudio estudiada.

Lo demostrado anteriormente se puede determinar que el ozono es
una molécula altamente oxidativa actuando en bacterias, hongos e insectos.
Haciendo que el agua ozonizada tenga como efecto interviniente en el
desarrollo celular y estructural del hongo. Causando posteriormente a la

reduccion o muerte del microorganismo.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones
De acuerdo al trabajo investigativo realizado en Laboratorio, se puede

concluir que:

e Se evaludé los tratamientos experimentales donde se puede
determinar que el uso del agua ozonizada controla el crecimiento

del hongo monilia a nivel de laboratorio.

e Se encontré las dosis Optimas para inhibir el crecimiento del
micelio del hongo Moniliophthora roreri a nivel de laboratorio en
un rango de 15 % a 78 % de su crecimiento, en concentraciones
de 2 ppm hasta 5 ppm de ozono, realizado con aplicaciones de

agua ozonizada.

e Suministrar agua ozonizada en una plantaciébn cacaotera se
puede integrar con bomba mochila para pequefios agricultores o
adaptacion en el sistema de riego usando la dosis 6ptima de 3
ppm de ozono. Donde se obtiene un control del 65 % del hongo y

obteniendo un producto sano, inocuo y de alto valor comercial.

6.2 Recomendaciones
Con lo realizado anteriormente se puede recomendar segun las
practicas y experiencias tomadas mediante la elaboracion de la

investigacion:

e Realizar aplicaciones futuras de ozono para el control de la

monilia con concentraciones mayores a 3 ppm.
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Destinar materiales adecuados para el trabajo a nivel de
laboratorio. Generar una limpieza profunda en materiales y

obtener una asepsia indispensable dentro del area de trabajo.

Evitar la manipulaciéon constante de las cajas petri sembradas por

el hongo para evitar contaminacion.

Realizar investigaciones (ex vivo) con mazorcas Yy tratamientos de

0zono a nivel de laboratorio.
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ANEXOS



Anexo 1. Datos del diametro del hongo al inicio del ensayo.

Diametro del Hongo 11/Enero/2018
Repeticiones Tratamientos (cm)
(cm) T1 T2 (Asp. T3 T4 T5 T6 T7
(testigo) [ Agua) | (1ppm) | (2ppm) | (3ppm) | (4ppm) | (Sppm)
R1 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
R2 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
R3 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
R4 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
R5 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
R6 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
R7 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Promedio 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Elaborado por: La Autora
Anexo 2. Registros de tratamientos, dia 13 de Enero del 2018
Diametro del Hongo 13/Enero/2018
Tratamientos (cm)
Repeticiones| T1 |[T2(Asp.| T3 T4 T5 T6 T7
(testigo) | Agua) | (1ppm) | (2ppm) | (3ppm) | (4ppm) | (S5ppm)

R1 1.00 0.70 1.20 0.80 0.70 0.50 0.70
R2 8.5 0.85 1.05 0.90 0.80 0.60 0.60
R3 1.40 1.00 1.30 1.10 1.00 0.80 0.55
R4 0.85 1.10 0.60 0.90 0.90 0.90 0.60
R5 0.70 0.90 1.00 1.00 0.95 0.70 0.75
R6 0.80 1.05 1.00 0.90 0.80 0.65 0.60
R7 0.80 1.15 1.20 1.10 1.00 0.59 0.65
Promedio 2.01 0.96 1.05 0.96 0.88 0.68 0.64

Elaborado por: La Autora
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Anexo 3. Registros de tratamientos dia 15 de Enero del 2018.

Diametro del Hongo 15/Enero/2018
Tratamientos (cm)
Repeticiones| T1 T2 (Asp. T3 T4 T5 T6 T7
(testigo) | Agua) | (1ppm) | (2ppm) | (3ppm) | (4ppm) | (5ppm)
R1 1.00 0.70 1.20 1.30 0.70 0.50 0.70
R2 8.50 0.85 1.05 0.90 0.80 0.60 0.60
R3 1.40 1.00 1.30 1.10 1.00 0.80 0.55
R4 0.85 1.10 0.60 0.90 0.90 0.90 0.60
R5 0.70 0.90 1.00 1.00 0.95 0.70 0.75
R6 0.80 1.05 1.00 0.90 0.80 0.65 0.60
R7 0.80 1.15 1.20 1.10 1.00 0.59 0.60
Promedio 2.01 0.96 1.05 2.70 0.88 0.68 0.63
Elaborado por: La Autora
Anexo 4. Registros de tratamientos dia 17 de Enero del 2018.
Diametro del Hongo 17/Enero/2018
Tratamientos (cm)
Repeticiones T1 T2 (Asp. T3 T4 T5 T6 T7
(testigo) | Agua) | (1ppm) | (2ppm) | (3ppm) | (4ppm) | (5ppm)
R1 1.65 1.40 2.15 1.80 1.70 0.80 0.75
R2 1.50 1.70 1.60 1.40 1.30 0.90 0.70
R3 2.10 1.90 1.80 1.70 1.60 1.00 0.75
R4 1.30 2.00 1.10 1.10 1.10 1.30 0.80
R5 1.35 2.65 1.50 1.30 1.25 1.00 0.80
R6 1.55 1.75 1.50 1.30 1.20 0.90 0.75
R7 1.40 1.60 2.10 1.90 1.80 0.85 0.75
Promedio 1.55 1.86 1.68 1.43 1.42 0.96 0.76

Elaborado por: La Autora
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Anexo 5. Registros de tratamientos dia 19 de Enero del 2018.

Diametro del Hongo 19/Enero/2018
Tratamientos (cm)
Repeticiones|  T1 T2 (Asp. T3 T4 T5 T6 T7
(testigo) | Agua) | (1ppm) | (2ppm) | (3ppm) | (4ppm) | (5ppm)

R1 2.30 2.00 2.75 1.80 2.25 0.95 0.85

R2 2.10 2.40 2.35 2.40 2.10 1.30 0.90

R3 2.90 2.50 4.00 2.20 2.10 1.40 0.95

R4 2.00 2.70 1.60 2.20 1.45 1.45 1.00

R5 1.90 2.40 2.40 1.50 2.20 1.20 0.95

R6 2.20 2.45 2.60 2.30 2.15 1.10 0.90

R7 2.00 2.20 2.35 2.10 2.0 1.05 0.95

Promedio 2.20 2.38 2.58 2.07 2.04 1.21 0.93
Elaborado por: La Autora

Anexo 6. Registros de tratamientos 21 de Enero del 2018.
Diametro del Hongo 21/Enero/2018
Tratamientos (cm)
Repeticiones| T1 T2 (Asp. T3 T4 T5 T6 T7
(testigo) | Agua) | (1ppm) | (2ppm) | (3ppm) | (4ppm) | (S5ppm)

R1 3.50 3.10 3.50 3.30 3.00 1.25 1.00

R2 3.00 3.30 3.20 2.90 2.60 1.50 1.05

R3 4.30 3.90 3.30 2.90 2.50 1.70 1.10

R4 3.00 3.70 2.10 1.90 1.75 1.75 1.20

R5 2.90 3.4 3.45 3.15 2.80 1.40 1.15

R6 3.10 3.35 3.45 3.05 2.75 1.50 1.10

R7 2.90 3.10 3.10 2.90 2.75 1.35 1.15

Promedio 3.24 3.41 3.16 2.87 2.59 1.49 1.11

Elaborado por: La Autora
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Anexo 6. Registros de tratamientos dia 23 de Enero del 2018.

Diametro del Hongo 23/Enero/2018
Tratamientos (cm)
Repeticiones T1 T2 (Asp. T3 T4 15 T6 T7
(testigo) | Agua) | (1ppm) | (2ppm) | (3ppm) | (4ppm) | (5ppm)

R1 4.30 4.00 4.80 4.00 3.30 1.00 1.10
R2 5.30 4.50 4.50 3.80 3.00 1.70 1.25
R3 4.90 4.40 4.00 3.90 2.95 1.85 1.30
R4 3.55 4.80 3.40 3.00 2.70 1.25 1.45
R5 3.90 4.60 4.25 3.8 3.20 2.00 1.40
R6 4.10 4.90 4.65 4.00 2.40 2.85 1.30
R7 2.90 3.10 3.95 3.75 3.20 2.75 1.40

Promedio 4.14 433 4.22 3.75 2.96 1.91 1.31

Elaborado por: La Autora.
Anexo 7. Registros de tratamientos. Dia 25 de Enero del 2018.
Evaluacidn Final del crecimiento del hongo Monilia 25/01/2018.
Repeticiones Tratamientos (cm)
(cm) T1 T2 (Asp. T3 T4 T5 T6 T7
(testigo) Agua) (1ppm) | (2ppm) | (3ppm) | (4ppm) | (Sppm)

R1 5.50 5.15 5.75 5.00 3.90 1.50 1.30
R2 5.05 5.90 5.40 4.40 3.50 1.95 1.45
R3 6.95 6.60 5.15 4.30 3.30 2.00 1.50
R4 5.05 6.20 5.00 4.35 3.00 2.20 1.75
R5 5.05 5.60 5.35 5.00 4.00 2.00 1.65
R6 5.05 5.65 5.55 4.45 3.90 1.95 1.50
R7 5.25 5.70 5.55 4.90 4.30 1.90 1.60

Promedio 5.41 5.83 5.39 4.63 3.70 1.93 1.54

Elaborado por: La Autora

Anexo 8. Tabla de anélisis de Varianza.

Variable

N

R£

Angli=i= de la wvarianza

R LJ

o

FEepeticione=s 49 0,85

0,94 9,85

Elaborado por: Infostat.
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Anexo 9. Anélisis de Varianza.

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
SC gl CH F p-valor

HModelo. 126,74 & 21,12 12%,48 <0,0001

Tratamientos 126,74 & 21,12 129,43 «<0,0001

Error 6,25 42 0,16

Total 133,60 48

Elaborado por: Infostat.

Anexo 10. Prueba de Duncan.

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,1631 gl: 42

Tratamientos Medias n E.E.

t7 1,54 7 0,15 &

té 1,83 7 0,15 &

ts 3,70 7 0,15 B

t4 4,63 7 0,15 C

t3 5,39 7 0,15 D
tl 5,41 7 0,15 D
T2 5,83 7 0,15 D
Medizs con unz letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.08)

Elaborado por: Infostat.

Anexo 11. Mazorca de cacao contaminada de Monilia.

Elaborada por: La Autora.
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Anexo 12. Medio de cultivo PDA.

POTATO DEXTROSE AGK

For the cultivation of qmgd
Conforms to harmonz

USP/EPIP requirements

Elaborado por: La Autora.

Anexo 13. Peso del medio de cultivo en una balanza analitica.

Elaborado por: La Autora.
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Anexo 14. Probeta con agua destilada y el PDA.

Elaborado por: La Autora.

Anexo 15. Dosificando 250 ml en el Erlenmeyer.

Elaborado por: La Autora.
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Anexo 16. Medios de cultivos en estado liquido.

Y. »

Elaborado por: La Autora.
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Anexo018. Trabajo en la camara de flujo laminar.

Elaborado por: La Autora

Anexo 19. Identificacién del hongo monilia en microscopio.

Elaborado por: La Autora
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Anexo 20. Llenado de caja petri con PDA
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Elaborado pr: La Autora
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Anexo 21. Proceso de siembra o repique.

Elaborado por: La Autora

Anexo22. Equipo generador de ozono.

Elaborado por: La Autora
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Anexo 22. Tratamientos y repeticiones primer dia.

Elaborado por: La Autora

Anexo 23. Tratamientos y repeticiones primer dia.

Elaborado por: La Autora
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Anexo 24. Tratamientos en estudios.

Elaborado por: La Autora

Anexo 25. Medidor de ozono en ppm.

Elaborado por: La Autora
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Anexo 26. Medicion del hongo dia 14.

Elaborado por: La Autora

Anexo 27. Medicién del hongo dia 14.

Elaborado por: La Autora
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Anexo 28. Medicion del hongo dia 14.

Elaborado por: La Autora.

68



g W = de Ciencia. Tecnologia, ®
de la Republica Innovacion y Sabeorges e > S E N E S CYT
del Ecu ador ° Secretaria Nacional de Educacion Superior,

Ciencia, Tecnologia e Innovacién

DECLARACION Y AUTORIZACION

Yo. Piedrahita Sdnchez Yomira Roxana. Con C.C: # (1206159939) autor/a
del trabajo de titulacion: Analisis de concentracién de ozono para el
control del crecimiento de la Moniliophthora roreri (Monilia) en
laboratorio previo a la obtencién del titulo de Ingenieria Agropecuaria en

la Universidad Catolica de Santiago de Guayaquil.

1.- Declaro tener pleno conocimiento de la obligacibn que tienen las
instituciones de educacion superior de conformidad con el Articulo 144 de la
Ley Organica de Educacién Superior de entregar a la SENESCYT en
formato digital una copia del referido trabajo de titulaciébn para que sea
integrado al Sistema Nacional de Informacion de la Educacion Superior del

Ecuador para su difusion publica respetando los derechos de autor.

2.- Autorizo a la SENESCYT a tener una copia del referido trabajo de
titulacion con el propésito de generar un repositorio que democratice la

informacion respetando las politicas de propiedad intelectual vigentes.

Guayaquil, 05 de marzo de 2018

Nombre: Piedrahita Sdnchez Yomira Roxana

C.C: 1206159939



de la Republica
_ del Ecuador

- Plan Nacional

R e S SENESCYT

a2

Secretaria Nacional de Educacion Superior,
Ciencia, Tecnologia e Innovacién

REPOSITORIO NACIONAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA

FICHA DE REGISTRO DE TESIS/TRABAJO DE TITULACION

Andlisis de concentracion de ozono para el control del crecimiento de la

ISP AR AT Moniliophthora roreri (Monilia) en laboratorio
AUTOR(ES) Yomira Roxana Piedrahita Sdnchez.
REVISOR(ES)/TUTOR(ES) Ing. Agro. Angel Bernardo Llerena Hidalgo.
INSTITUCION: Universidad Catdlica de Santiago de Guayaquil
FACULTAD: Facultad de Educacién Técnica para el Desarrollo
CARRERA: Ingenieria Agropecuaria

TITULO OBTENIDO:

Ingenieria Agropecuaria

FECHA DE PUBLICACION:

05 de marzo de 2018

No. DE PAGINAS:

66

AREAS TEMATICAS:

Control de enfermedad

PALABRAS CLAVES/
KEYWORDS:

Ozono, Moniliphthora roreri, cacao, mazorca, hongo.

RESUMEN/ABSTRACT: La produccion de cacao en América Latina es de mayor importancia debido
que la planta Theobroma cacao es originaria de la zona de América Central y del Sur. El arbol de
cacao se adapta a las condiciones climaticas desde México hasta Per( por su tipo de suelo. Sin
embargo el incorrecto uso y manejo de produccion de es este arbol se refleja en la baja produccion del
fruto obteniendo menos rendimiento y perdida de cosecha siendo el causante del hasta el 80 %. Unas
de las principales actividades culturales de la plantacién es la poda ya que este evita un crecimiento
severo de las ramas, altos porcentaje de humedad y la proliferacion de hongo. Asi evitamos la
presencia de plagas y enfermedades dentro del cultivo en la cual la Moniliophthora roreri conocida
comunmente como Monilia es el causante de la pudricion de la mazorca, este es un hongo patégeno
que se adapta a las condiciones de zonas humedas y de poco claridad. La monilia comienza en
radicarse en el fruto destruye sus condiciones fisicas y quimicas dando un aspecto desagradable
donde desfavorece a proceso de la comercializacién. Los agricultores optan por el uso de productos
fungicos quimicos para contrarrestar este hongo, aportando como efecto negativo al medio ambiente y
al costo de produccion. El ozono siendo una molécula de estado mas puro del oxigeno actlia como un
desinfectante contra el hongo, por lo tanto, puede ser una alternativa para contrarrestar patégenos en
la agricultura. Este trabajo es basado en el aislamiento del hongo de la monilia a nivel de laboratorio.
Realizandose aplicaciones de agua ozonizada en diferentes dosis de ppm, y actuando como un
inhibidor del crecimiento del hongo monilia. Se realizé andlisis estadisticos correspondiente de un DCA
mediante prueba de Duncan, T de Student y con ayuda del Infostat. Donde se pudo determinar que los
tratamientos con dosis mayor a 2 ppm de ozono en el agua son mas eficiente para permitir que el
hongo no se desarrolle en el medio del cultivo.

ADJUNTO PDF: X si 1 NO

CONTACTO CON | Teléfono: +593-4- E-mail: yomi_pied @hotmail.com
AUTOR/ES: 998145852 ' - '
CONTACTO CON LA | Nombre: Ing. Noelia Carolina Caicedo Coello M Sc.
INSTITUCION Teléfono: 0987361675

(UWRDLMADOIR DIE- E-mail: noelia.caicedo@cu.ucsg.edu.ec

PROCESO UTE):: . ' ' R

SECCION PARA USO DE BIBLIOTECA

N°. DE REGISTRO (en base a datos): |

N°. DE CLASIFICACION:

DIRECCION URL (tesis en la web):




