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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal en la Facultad de Educacion Técnica para el
Desarrollo de la Universidad Catolica de Santiago de Guayaquil,
teniendo como objetivo principal inhibir el crecimiento del micelio del
hongo sigatoka negra reproducida in vitro. Se recolect6 muestras de
hojas de plantas (Cavendish Gran Enano) contaminadas con la
enfermedad de Sigatoka negra para realizar la reproduccion in vitro
mediante el medio de cultivo a base de soya para su desarrollo. Se
utilizé un generador de ozono, aquel que emite una descarga separando
las moléculas (O1) entrantes de 95 % de oxigeno (O2) para luego unirlas
con una molécula completa de Oz en Os. La ozonificacion del agua se la
realiz6 mediante un Venture PDF * resistente al ozono y una piedra
burbujeante. Las concentraciones de ozono fueron medidas a través del
equipo chemestrics modelo i-2019 con el objetivo de medir con exactitud
las partes de millon (ppm). Para obtener la aplicacion 6ptima de ozono
en ppm se ejecutaron 6 réplicas por la cual se realizaron cuatro
concentraciones de 1, 2, 3 y 4 partes por millon (ppm); para determinar
la concentracion 6ptima para inhibir el micelio del hongo de sigatoka
negra se realizdé una sola aplicacion a todos los tratamientos aplicables,
se considero 6ptimo la concentracion de 3 partes por millébn para inhibir

el micelio de Sigatoka negra.

Palabras clave: Ozono, Sigatoka negra, Micelio, Hongo, In vitro.
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ABSTRACT

The present research was carried out in the Laboratory of Fisiologia
Vegetal in the Facultad de Educacion Técnica para el Desarrollo of the
Universidad Catdlica de Santiago de Guayaquil, with the main objective
of inhibiting the growth of mycelium of the fungus sigatoka black
reproduced in vitro. Samples of leaves of plants (Cavendish Gran Enano)
contaminated with black Sigatoka disease were collected for in vitro
reproduction by means of the soybean culture medium for its
development. An ozone generator was used, which emitted a discharge
by separating the incoming molecules (O1) from 95 % oxygen (O2) and
then joined them with a complete molecule of Oz in Os. The ozonation of
the water was done through an ozone-resistant Venture PDF and a
bubbling stone. Ozone concentrations were measured through the
chemestrics equipment model i-2019 with the objective of accurately
measuring the parts of million (ppm). In order to obtain the optimum
ozone application in ppm, 6 replicates were executed, for which four
concentrations of 1, 2, 3 and 4 parts per million (ppm) were performed;
To determine the optimum concentration to inhibit the mycelium of the
black sigatoka fungus, a single application was applied to all applicable
treatments, the concentration of 3 parts per million was considered

optimal to inhibit the mycelium of black Sigatoka.

Key words: Ozone, Black Sigatoka, Mycelium, Fungus, In vitro.
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1. INTRODUCCION

Las exportaciones de Banano a nivel mundial alcanzan un total de
16.5 Millones de toneladas. Los principales paises exportadores son
Latinoamericanos, encabezados por Ecuador, Costa Rica, Guatemala y
Colombia (ocupando cuarto lugar con un total de 1.88 Millones de toneladas)

(S.A.S y Manager, 2015).

En el pais, la sigatoka negra se encuentra entre las nueve
enfermedades principales que afectan actualmente la produccién de banano.
La sigatoka negra es causada por el hongo fitopatbgeno Mycosphaerella
fijiensis Morelet. El ciclo de vida de este hongos estd influenciado
principalmente por condiciones climaticas, la clase de hospedante, la
variabilidad del patégeno, los sistemas de explotacion y el manejo de los

cultivos.

Los sintomas de la sigatoka negra corresponden a estrias finas
marron claras, visibles en el envés a partir de la parte apical de las hojas. La
estria evoluciona a mancha marrén oscura para finalmente tornarse mancha
oscura a negra de forma irregular, presentandose coalescencia entre las

lesiones a patrtir de las fases iniciales o estrias de coloracién marron.

16



Por ende se busca otras alternativas para controlar este patdégeno es
forma menos agresiva para el medio ambiente. El ozono es una sustancia
que ha alcanzado popularidad por sus efectos, unas veces positivos Yy
protectores (capa de ozono estratosférica) y otras perjudiciales (ozono
troposférico de origen antropogénico), en concentraciones superiores a

ciertos valores recogidos en la normativa.

También, debido a sus multiples aplicaciones basadas en su poder
fuertemente oxidante, antiséptico y decolorante que le han abierto un
abanico de aplicaciones en campos muy dispares como la desodorizarian de
locales, la sanitizacion de aguas, el blanqueo de tejidos, el lavado de

alimentos con agua ozonizada y otros.

El excepcional método de mezcla consigue niveles de ozonizacion del
agua muy altos, lo que permite usarla en riego para eliminar virus, bacterias,
hongos, algas, esporas y cualquier otro microorganismo del suelo y las
raices. Al mismo tiempo, el agua ozonizada oxigena las raices de las plantas
favoreciendo su enraizamiento y salud (Aspozono, 2015). Es por esto que el

presente trabajo de titulacién tuvo como objetivos:

17



1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general.
Evaluar el efecto del ozono en el control de Mycosphaerella fijiensis

(Sigatoka Negra) reproducidas en condiciones in vitro.

1.1.2. Objetivos especificos.

e Establecer concentraciones de ozono para el control de
Mycosphaerella fijiensis  (Sigatoka Negra) reproducidas en

condiciones in vitro.

e Evaluar el crecimiento del micelio Mycosphaerella fijiensis (Sigatoka
Negra) reproducida en condiciones in vitro luego de la aplicacion de

concentraciones de 0zono.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Mycospharella fijensis Morelet (Sigatoka Negra)

Es una destructiva enfermedad foliar que afecta principalmente a
plantas del género Musa: banano y platano. Es causada por el hongo del
género  Ascomycete Mycosphaerella  fijiensis Morelet (anamorfo
Pseudocercospora fijiensis) y constituye el principal problema fitopatolégico

en estos cultivos (Guzman y Paladines, 2015).

Es considerada la enfermedad foliar mas destructiva y de mayor valor
econdmico en los cultivos de banano y platano y que puede causar pérdidas
de hasta un 50 % en el rendimiento. Sin medidas de control la Sigatoka
Negra puede reducir hasta en un 50 % el peso del racimo y causar pérdidas
del 100 % de la produccion debido al deterioro en la calidad. Su nombre
viene del Valle de Sigatoka en las Islas Fiji donde fue identificada por
primera vez en 1912. Durante los siguientes 40 afos, la enfermedad se
difundié a todos los paises productores de banano (Guzman y Paladines,

2015).

Los primeros sintomas de la enfermedad de Sigatoka negra son
manchas cloréticas muy pequefias que aparecen en la superficie inferior
(abaxial) de la tercera o cuarta hoja abierta. Las manchas crecen
convirtiéendose en rayas de color marron delimitadas por las nervaduras. El
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color de las rayas va haciéndose mas oscuro, algunas veces con un matiz
parpura, y visible en la superficie superior (adaxial). Luego las lesiones se
amplian, tornandose fusiformes o elipticas, y se oscurecen aun mas
formando las rayas negras de las hojas caracteristicas de la enfermedad

(Bennett y Arneson, 2005).

El desarrollo de la enfermedad se encuentra directamente
influenciado por las condiciones climaticas, susceptibilidad de la variedad
sembrada y manejo del cultivo. Las zonas mas afectadas por la Sigatoka se
caracterizan por tener una precipitacion mayor a 1 400 mm anuales,
humedad relativa mayor a 80 % y temperatura promedio entre 23 a 28 °C. La
enfermedad es mas agresiva en épocas lluviosas, debido a la presencia
continua de una lamina de agua sobre las hojas que favorece los procesos

de liberacion e infeccion de las esporas (Alvarez, Pantoja y Ceballos, 2013).

2.1.1 Taxonomia.
De acuerdo a Alvarez (2011) la clasifiacién taxonémica de la Sigatoka

negra es la siguiente:

Reino: Fungi

Division: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Dothideomycetes

Orden: Mycosphaerellales

20



Género: Mycosphaerella

Especie: M. fijiensis

Binomial name: Mycosphaerella fijiensis Morelet

2.1.2 Origen y distribucién de la Sigatoka negra.

La Sigatoka negra, se describi6 como una enfermedad nueva en
1963, en las islas Fiji, donde en poco tiempo se disemind desplazando a la
Sigatoka amarilla, comportamiento que se presenta en forma similar en la
mayoria de las regiones bananeras y plataneras en el mundo (Aguirre,

Castafo y Zuluaga, 2003).

La sigatoka negra fue detectada en el ecuador en febrero de 1987 al
norte del pais, en la provincia de Esmeraldas, para el afio 1989 se la
encontrd en la provincia de los Rios y Guayas y finalmente en 1992 aparecio
en las bananeras de la provincia de El Oro, al sur del pais. Por lo que a esta
enfermedad le tomo 5 afios en infectar todas las bananeras del Ecuador

(Rivas y Rosales, 2003).

La enfermedad causada por del hongo Mycosphaerella fijiensis M, es
una limitante a nivel mundial, su principal limitante por ser una enfermedad
foliar es la de reducir las producciones de las muséaceas (bananos y

platanos), ademas la enfermedad puede llegar a causar en la planta
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desordenes fisiol0gicos en su crecimiento y causa un deterioro muy severo
de su area foliar y reduciria sus actividades fotosintéticas. Esto puede causar
el no llenado del racimo por la dificultad de la asimilacion de los nutrientes y
llegando a ocasionar que la fruta presente madurez prematura y afectaria la

calidad de la fruta para su exportacion (Quintero, Cabrera y Zapata, 2011).

2.1.3 Agente causal de la Sigatoka negra

El hongo de la sigatoka negra Mycosphaerella fijiensis M, el cual
presenta una reproduccion sexual y asexual en todo su ciclo de vida. La mas
importante en la 15 reproduccion de la enfermedad es la fase sexual, porque
se presenta un gran numero de ascosporas, llamados peritecios,

correspondiendo a las esporas sexuales (Zhifiin, 2016).

Los conidios son hialinos, cilindricos, rectos o ligeramente curvos, de
seis a nueve septos, delgados en al 4pice y mas ancho en la base con una
cicatriz en el hilium basal del conidio (punto de unién entre el conidio y el
conidiéforo). En la presencia de las primeras lesiones tenemos la
reproduccion asexual (pizca), donde se observa la presencia de un nimero
relativamente bajo de conidiéforo (estructura donde se producen las esporas
asexuales llamadas conidios) que salen de los estomas, principalmente en la

superficie inferior de la hoja (Martinez-Bolafios et al., 2012).
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La enfermedad de la sigatoka negra es importante ya que afecta el
area foliar en el cultivo de banano, llegando a infectar a todas las especies
de muséceas por medio de los estomas, la cual dentro de la cavidad
subestomética se reproduce a través de la introduccion de su tubo
germinativo, este proceso se realiza en el envés de la hoja. Bajo sus
condiciones favorables esta enfermedad puede ser muy mortal para las
plantaciones bananeras, ya que puede llegar a disminuir las producciones
hasta un 50 % por problemas de esta enfermedad, y puede exceder a un
100 % si se le presentan condiciones favorables (Rodriguez, Gaviria y

Cay6n, 2008).

El problema principal fitopatolégico del cultivo de banano es el hongo
ascomicete  Micosphaerella fiiensis M, presenta unas elevadas
colonizaciones de tejidos, produce mayor numero de ascosporas y esta
enfermedad puede predominar rapidamente ante otra enfermedad menos
agresiva que se presenten en la parte foliar del banano (Hidalgo, Tapia,

Rodriguez, y Serrano, 2005).

Cuando este hongo ataca la planta se ve afectada en el area foliar y
en la productividad, obteniéndose racimos pequefios de bajo peso y
disminuyendo la actividad fotosintética causando una maduracién precoz de

sus frutos que impiden su exportacion (Quintero, Cabrera y Zapata, 2011).
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La densidad estomatica, bajo ciertas condiciones bioclimaticas y del
cultivo, podran ser unos de los factores importantes de regulacion negativa a
la entrada del hongos dentro de las plantas (Herndndez, Portillo, Portillo,

Navarro, Rodriguez y Velazco, 2006).

2.1.4 Sintomas de la sigatoka negra

Los sintomas en las plantaciones que se ven medianamente
afectadas, pueden llegar a confundirse con los de la sigatoka amarilla,
especialmente en las plantas jovenes donde las manchas individuales
tienden a ser de forma circulares u ovaladas, ademas que en las plantas
adultas el ataque severo de la sigatoka negra es inconfundible, las manchas
de color café y la gran cantidad de rayas que pueden llegar a cubrir toda el
area foliar y se nota en forma descendente en las hojas y son mas notorios
desde la tercera hoja mas joven abierta; estas lesiones son mas abundantes

y notorias en el envés de la hoja (zhifiin, 2016).

El dafio causado en el area foliar por la enfermedad de la sigatoka
negra puede llegar a reducir su actividad fotosintética por causar una
alteracion en su fisiologia, la cual ocasiona el aparecimiento de manchas de
coloracién negra (necrosis) en el racimo de banano el cual nos causa
perdida en la calidad de la fruta y por ende reduce su produccién de

exportacion (Calle y Angali, 2014).
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Para caracterizar los procesos de la sintomatologia de la sigatoka negra

y los estadios, se realiza con la escala de Fouré (Tumbaco Vera, 2011).

2.2 Biologia del patogeno

2.2.1 Reproduccién sexual.

Para producir la forma sexual el hongo inicialmente desarrolla muchos
espermogonios en la superficie inferior de la hoja al colapsar las lesiones. El
espermogonio es oscuro, un poco errumpente, y de forma piriforme. En
condiciones humedas estas estructuras pueden producir grandes cantidades
de células de reproduccién masculina (espermatias). Las espermatias son
diminutas y cilindricas y van a fertilizar las hifas hembras vecinas llamadas

tricoginas (Bennett y Arneson, 2005).

2.2.2 Reproduccion asexual.

La forma asexual (anamorfa) se llama Pseudocercospora fijiensis. Las
conidias germinan durante periodos de alta humedad relativa
(92 — 100 % humedad relativa) e infectan a la hoja a través de los estomas,
usualmente en la superficie inferior. Bajo condiciones de alta humedad, las
hifas pueden emerger por las estomas y crecer a lo largo de la superficie de
la hoja y penetrar por otras estomas, asi agrandando las lesiones. Los

conidiéforos emergen por las estomas, y algunas veces sobre errumpentes
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masas compactas de micelio (estromas). Los estromas también pueden

desarrollarse sobre espermogonios jovenes (Bennett y Arneson, 2005).

2.2.3 Las Ascosporas.
Las ascosporas son de coloracion hialina, forma globosa y con un
septo que forman dos células unidas, una de las cuales es ligeramente mas

abultada que la otra (Martinez, Soto, Murillo y Gazman, 2011)

2.2.4 Control de enfermedades.

El control de enfermedades no debe estar basado Unicamente en la
aplicacion de productos quimicos, sino que estos deben ser un complemento
de otras medidas posibles de utilizar. Esto es lo que se denomina manejo
integrado de enfermedades, que considera el empleo de otros métodos de
control como inspecciones reguladoras, control bioldgico, control fisico y

control cultural (Lehmann-Danzinger, 2004, p. 396).

2.2.5 Dispersion la Sigatoka Negra.

Ataca solamente las hojas en donde produce una gran cantidad de
manchas que colapsen rapidamente, causando necrosis y muerte de toda el
area foliar. De esta manera, disminuye la actividad fotosintética afectando el
normal crecimiento y productividad de las plantas y trayendo, como

consecuencia, la maduracion prematura de los racimos lo que se constituye
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en la mayor causa de pérdidas ligadas al atague de esta enfermedad

(Merchan, 2000, citado por Bornacelly y Bolafio, 2003).

2.2.6 Rango de hospederos.

Ataca a la familia de las Musaceae, M. fijiensis, se han registrados
principalmente en banano y platano. Los cultivares difieren en su reaccion al
patdgeno. La inmunidad es desconocida y es posible que otras especies
silvestres y subespecies de Musa sean infectadas, pero la enfermedad no se
desarrolla significativamente. M. fijiensis puede también afectar el estado de

plantulas de los hospederos silvestres (CABI, 1999).

2.2.7 Estrategias de deteccion.

Algunas investigaciones realizadas para estudiar el efecto de las
condiciones ambientales sobre el desarrollo de la sigatoka negra revelan
que, en épocas de invierno, el ciclo de la enfermedad se acorta, alcanzando
niveles epidémicos que ocasionan dafios muy severos al follaje y pérdidas

considerables sobre el rendimiento anual (Patifio y Mejia, 1999).

De igual forma se ha encontrado que, en épocas secas, el ciclo de la
enfermedad se alarga notablemente; en consecuencia, se registran los

menores niveles de severidad y de dafios a la produccion (Patifio, 2002).
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2.3El uso del ozono

2.3.1 El ozono en la agriculturay el bienestar.

Las principales aplicaciones del ozono en la agricultura son la
inyeccion de agua ozonizada en el riego y los tratamientos foliares por
pulverizacion (sustituyendo al sulfatado o al fumigado) (Panorama-agro,

2015).

El riego con agua ozonizada desinfecta las raices y el sustrato, lo que
impide enfermedades causadas por hongos o bacterias, mientras que su
descomposicion en oxigeno asegura unas raices nuevas y sanas hasta el
final del cultivo. Por su parte, los tratamientos foliares con ozono evitan otros

ataques bacterianos o fungicos (Panorama-agro, 2015).

La mayoria de los microorganismos asociado con pudriciones de
frutas y verduras son inocuos a los humanos. Esto incluye los géneros de
bacterias Erwinia y Pseudomonas y muchos hongos como Rhizopus,

Geotrichum, Sclerotinia, Fusarium, Alternaria, entre otros (Pincay, 2012).

La mayor parte de los productos crudos sanos tienen en cualquier
parte de ellos unos cuantos miles o millones de microorganismos por gramo.
La presencia de muchos de estos microorganismos es de mucha

preocupacion por causar pudricion del producto y el procedimiento normal de
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lavado puede reducir la carga microbiana nativa en la superficie por hasta un
99 %. Con un microflora inicial de uno a diez mil microbios por gramo, la
pudricion puede ocurrir dentro de diez a catorce dias a una temperatura de
almacenamiento de 5 °C. Entre mas baja sea la poblacion microbiana inicial,
es mas alarga la vida de anaquel del producto. El ozono es un germicida
muy eficaz; los virus, bacterias y hongos son totalmente aniquilados con una

exposicién adecuada (Larson, 1988).

Es costumbre rociar productos desplegados en tiendas de
comestibles y supermercados para guardarlos frescos y humedos. Se
permite ahora (por la FDA) agregar Ozono al agua de rocio reforzando los
efectos beneficiosos del agua en el producto y disminuyendo la oportunidad
de crecimientos de microorganismo. Por supuesto, debe prestarse atencion
apropiada para guardar la cantidad de Ozono disuelto bajo los limites
controlados para minimizar el escape de Ozono en la atmdsfera circundante

(Kingozono, 2010).

Por otra parte, los generadores de ozono pueden eliminar los
pesticidas y hacer que los empleados del sector agricola puedan trabajar del
modo mas saludable y con menos riesgos. Para evitar la mayor parte del
contacto directo con los pesticidas, los trabajadores deben utilizar distintos

tipos de dispositivos de seguridad, como ropa impermeable y el uso de
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guantes en todo momento, asi como mascarillas para evitar respirar los

gases producidos por los elementos quimicos (Innovagri, 2015).

El ozono, dado su alto poder oxidante y su descomposicién
espontdnea a oxigeno, se ha convertido en un agente potencial para la
seguridad microbiolégica y la calidad de estos productos (Bataller, Santa -

Cruz, y Garcia, 2010).

2.3.2 Accibén germicida.

Conocida la accién germicida directa del ozono sobre todo tipo de
microorganismos, tanto hongos como bacterias y virus. Entre las bacterias
que combate el ozono se encuentran familias tales como: Pseudomonas,
Streptococcus, Legionella, Escherichia coli, Salmonella, entre otros y entre
los hongos, muchos pertenecen a los gérmenes Candida, Aspergillus (A.
niger, A. fumigatus) y otros causantes de enfermedades en los humanos por
el consumo de agua contaminada. Con un residual de 0.6 mg O3%m3 en el
agua la accion bactericida sobre el Escherichia coli se realiza en 2.5 minutos

(Ramirez y Sainz, 2012).

El ozono en estado gaseoso es muy eficaz para la conservacion de
frutas y hortalizas. Usado en el interior de camaras frigorificas y salas de
manipulacion permite la reduccion de hongos, bacterias y virus superficiales.

También elimina de forma continua el etileno del ambiente, alargando el
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tiempo de conservacion de frutas y hortalizas. En resumen, con ozono se
pueden obtener productos frescos durante mas tiempo y controlar el etileno

y la maduracion de los frutos (Panorama-agro, 2015).

Numerosos estudios en el tratamiento de las aguas indican que el
ozono es el desinfectante mas efectivo respecto a otras alternativas. Posee
un elevado poder oxidante y germicida, es inestable tanto en agua como en
el aire y se descompone a oxigeno en un tiempo corto sin generar
subproductos de reaccion indeseables (Bataller, Santa-Cruz, y Garcia,

2010).

El riego con agua ozonizada desinfecta las raices y el sustrato, lo que
impide enfermedades causadas por hongos o bacterias como Fusarium,
pudricion bacteriana o Phytophthora; mientras que su descomposicion en
oxigeno asegura unas raices nuevas y sanas hasta el final del cultivo. Por su
parte, los tratamientos foliares con ozono evitan otros ataques bacterianos o

fungicos como la Botritis, ceniza o mildiu (Panorama-agro, 2015).

En el apartado de analisis quimico de los suelos, los investigadores
indican que, al aumentar el tiempo de aplicacion de ozono, se observa que el

suelo se acidifica, hasta y el fosforo asimilable aumenta. La conductividad,
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asimismo, sigue una tendencia ascendente aunque poco significativa (Sinc,

2011).

El agua ozonizada utilizada para el riego proporciona oxigeno a la
raiz, liberandola de virus, bacterias, hongos, algas marinas, esporas y otros
microorganismos, y ademas promueve un crecimiento rapido y constante,

con mas vitalidad y méas productividad (Oz-air, 2012).

2.3.3 Produccién de ozono.

En su esencia el 0zono no es mas que oxigeno diatémico (O2), con un
atomo extra de oxigeno formado por una alta carga eléctrica. En la
naturaleza el ozono se produce por algunas reacciones quimicas. El ejemplo
mas conocido es por supuesto la capa de ozono, donde el ozono es

producido por los rayos ultravioleta (UV) del sol (Lenntech.es, 2016).

El ozono también se forma durante las tormentas eléctricas. Esto
produce el olor caracteristico que aparece después de esas tormentas. En

las lineas 10 a 15 el autor diferencia entre “ozono malo” y “ozono buenco’

(Inee, 2015, p. 109).

Existen dos formas de obtener ozono en la industria. El método mas
generalizado consiste en hacer pasar aire a través de unos tubos de vidrio
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con superficies metalizadas dispuestos de 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 actia sobre las moléculas de
dioxigeno (O,) provocando la formacion del ozono (trioxigeno).
Posteriormente se puede separar el ozono por destilacion fraccionada. De
esta forma se obtiene ozono mezclado con el aire en concentraciones de
aproximadamente un 2 %. Otra forma de obtencion, en concentraciones

menores, consiste en irradiar aire con luz ultravioleta (Tecnozon, 2015).

Artificialmente el ozono se puede producir con luz ultravioleta o por
medio de descargas eléctricas de alto voltaje. La luz ultravioleta no es tan
efectiva como la descarga eléctrica. Las descargas de alto voltaje se aplican
al aire o al oxigeno, el cual circula por un espacio reducido, lo que produce la
disociacion del oxigeno (O.) y al cual se le afiade un atomo de otra molécula
de oxigeno disociado, creandose finalmente el ozono (Os). El ozono no es
almacenado o acarreado como el cloro. El ozono es un compuesto muy
inestable, siendo su vida muy corta (30 minutos) o que una vez realizada su
labor de desinfeccién se descompone formando oxigeno, por lo cual es

necesario que se genere en el sitio de consumo (Ramirez y Sainz, 2012).

Destruccion de microorganismos patdégenos: bacterias, hongos y

virus, con elevacién de la calidad microbioldgica del agua, evitandose
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enfermedades. Eliminacion de algas Ahorro en reactivos purificadores

(Pincay, 2012).

El efecto del agua ozonizada consiste basicamente en una mucha
mayor aportacion de oxigeno a la raiz. El agua ozonizada que llega al riego
estd completamente libre de virus, bacterias, hongos, algas, esporas y
cualquier otro microorganismo. El Ozono es el desinfectante mas potente de
cuantos se conocen. La ausencia de gérmenes confiere al agua las mejores
condiciones posibles para lograr un crecimiento mucho mas rapido de lo
habitual. La planta crecera con mas viveza cdmo podra comprobarse al cabo
de un pequefio espacio de tiempo (entre 30 y 40 dias desde el inicio del

tratamiento), y con mas vitalidad y fuerza (Ozonodecalidad, 2012).

2.3.4 Magnitud y empleo del ozono en agricultura.

La utilizacién de riego con ozono en el sector agricola aparece como
una buena alternativa para disminuir la poblacion de Fusarium sin generar

ningun residuo téxico (Cosemarozono.es, 2016).

Ahorro sustancial en abonos y pesticidas, debido a que el buen
funcionamiento de la técnica, reduce un 50 % la aplicacién de abonos, ya
gue cada dos riegos uno debe de realizarse sb6lo con agua ozonizada,

ademas de ello, nos permite la eliminacion de pesticidas debido a que los
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beneficios generados por el Ozono permitiran eliminar los microorganismos

gue pongan en peligro los cultivos (Ferpa-graphic, 2011).

Tanto las plantas, como el producto arrancado, contaran con mejores
condiciones de conservacion. Existe un sistema de ozonizacion de aire
disefiado especialmente para el transporte en camaras frigorificas que
aporta estas y otras ventajas, tanto para el propio vehiculo, como a la
mercancia. El producto regado con agua ozonizada (y/o almacenado-
transportado en ambientes ozonizados) posee una vida mas larga y es
improbable que aparezca con defectos externos. Estd en perfectas

condiciones de inmunidad microbiologico (Ozonodecalidad, 2010)

2.3.5 El ozono empleado ala agricultura.

El Ozono es una variedad alotropica del oxigeno, muy conocido por
su presencia en la estratosfera, donde se forma por la accion de los rayos
Ultravioletas del sol, los cuales absorbe en gran medida, evitando de éste
modo su accion perjudicial sobre los seres vivos. El Ozono posee un poder
oxigenante mayor que el del oxigeno normal, y por ello mejora el proceso
respiratorio a nivel celular. Es también conocida la accion germicida directa
del Ozono sobre todo tipo de microorganismos, tanto hongos como bacterias

y virus (Hidritec, 2011).
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Entre las bacterias que combate el Ozono se encuentran familias tales
como: Pseudomonas, Flavobacterium, Streptococcus, Legionella, entre otros
y entre los hongos, muchos pertenecen a los gérmenes Candida aspergillus

(Hidritec, 2011).

El uso de agua ozonizada en cultivos permite incrementar la

productividad de las explotaciones entre un 15 % y un 40 %.

El ozono potencia y estimula las raices aportando oxigeno, lo que
aumenta la produccion y calidad de los frutos. Ademas se trata de un gran
desinfectante que evita las enfermedades de las plantas sin generar

residuos quimicos (Panorama-agro, 2015).

Por otro lado, los sistemas de ozono reducen los costes econdmicos
debido al ahorro en quimicos, abono y agua de riego. Todo ello contribuye a
incrementar de forma significativa la rentabilidad de la explotacion

(Panorama-agro, 2015).

Al rociar los productos con agua ozonizada durante la técnica del
hidrocooling, se garantiza la total desinfeccion del producto, sin dafiarlo y sin
dejar ningun residuo quimico alguno, ya que el ozono se descompone en
oxigeno (Aspozono, 2015).
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De este modo, se ahorra en productos quimicos contaminantes como
el cloro, se mejora la seguridad alimentaria de las frutas y hortalizas y se
facilita su comercializacion, cumpliendo los mas estrictos controles legales y
de calidad. Por otro lado, el uso del ozono en hidrocooling también mejora
del aspecto del producto, asi como favorece el alargamiento de su vida util

(Aspozono, 2015).

El uso de plaguicidas y otros agentes quimicos deja atras los
residuos, que son perjudiciales para el consumo humano y para el medio
ambiente, por otra parte el ozono no deja atrds ningun residuo y se

descompone nuevamente en oxigeno (Oz-air, 2012).
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3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Localizacion del Ensayo

El presente trabajo de investigacion, se realizd en el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal de la Universidad Catdlica de Santiago de Guayaquil,

entre los meses de Octubre de 2016 a Febrero de 2017.

Se utiliz6 cultivo de Sigatoka Negra in vitro reproducida en el

laboratorio.

3.2 Materiales

3.2.1 Material biolégico.

. Hojas de banano (variedad Cavendish gran enano)
. Enfermedad de Sigatoka negra

. Agar

. Dextrosa

. Soya

. Acido lactico
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3.2.2 Hoja de banano.
Las hojas de banano fueron escogidas con la enfermedad de sigatoka
negra en la zona de Vinces para realizar los cortes seleccionados para

reproducir el hongo en el medio de cultivo.

3.2.3 Hongo de Sigatoka negra.

Se realiz6 una desinfeccion adecuada para poder reproducir
satisfactoriamente el hongo en el medio de cultivo, para ello se realizaron
cortes pequefios en rectangulo y se colocaron cuatro muestras por caja

Petri.

3.2.4 Agar.
El agar que se utlizo6 fue el AGAR AGAR CM-AA317 sus
especificaciones son: Sieve analysis on mesh 60 pass, gel strength 1010

g/cm? melting point 93 C, Gelling point 35 C.

Este producto se realizdé una conversion para usarlos en 2 335 ml de
difusién, esto quiere decir que en 1 000 ml de difusién se utilizé 15 g de

agar, en 2 335 ml de difusién se utiliz6 35.025 g de agar.
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3.2.5 Destrose Anhydrous.
Se utiliz6 Destrose anhydrous AR for Bacteriology (D-(+)- Glucose).
Se realiz6 la conversion en 20 g se utilizan en 1 000 ml y para los 2 335 ml

se utiliza 46.70 g en la difusion.

3.2.6 Soya (Glycine max).

Se utiliz6 200 g de soya para 1 000 ml de agua, esto se dejo en
reposo con agua por 24 horas, luego se realizdé la limpieza del grano
desechando la cascarilla para evitar que la fibra que se desprende afecte al

medio de cultivo y se endurezca.

3.2.7 Acido lactico.
El acido lactico se colocod en el medio de cultivo esterilizado una vez
gue se iba a colocar en las cajas Petri dentro de la camara de flujo. Se

adiciond una gota de acido lactico por cada 10 ml de medio de cultivo.

3.2.8 Material técnico.

. Agenda

. Lupa

. Regla en cm
. Cajas Petri

. Pinza

. Saca bocado
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. Mechero

. Alcohol

. Algodon

. Tubo de ensayo

. Cedazo

. Gramera

. Botella de laboratorio
. Agua destilada

. Cocina industrial

3.2.9 Material Tecnoldgico.

. Computadora

. Camara Fotografica

. Teléfono Movil

. Ozonizador

. Esterilizador

. Auto clave

. Camara de flujo laminar

3.3 Variables estudiadas

Mediciéon diametro del micelio en cm.
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3.4 Disefio estadistico

e Disefio de muestras pareadas.

3.5 Metodologia
Para la medicion de las variables anteriormente expuestas, se utilizo
un disefio de muestras pareadas con 6 tratamientos y 5 repeticiones, siendo
el indicador la enfermedad de la sigatoka negra cultivada y reproducida en

cajas Petri con medio de cultivo a base de soya.

Los tratamientos en estudio fueron:

e Testigo aspersién con agua

Testigo absoluto sin aspersiéon

e Concentracién de 1.0 ppm Os

e Concentraciéon de 2.0 ppm Os

e Concentracién de 3.0 ppm O3

e Concentraciéon 4.0 ppm Os

El trabajo consistié en la aplicacion ozono en agua disuelto al hongo
(micelio), las aplicaciones de ozono en los tratamientos en estudio se
realizaron una sola vez, para eso se utilizdé un medidor de ozono para
realizar las diferentes concentraciones. Estas aplicaciones se realizaron con
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la finalidad de inhibir el crecimiento del hongo y comparar la eficiencia de las

concentraciones en los diferentes tratamientos.

Se realiz6 un disefio de muestras pareadas con 6 tratamientos y

cada uno de ellos tuvo 5 repeticiones.

Cuadro de ANDEVA.

Fuente de Variacion Grados de libertad
Tratamientos (t — 1) 5
Repeticiones (r -1) 4
Error (r-1) (t—1) 20
Total (rt-1) 28
3.6 Método

Método experimental de laboratorio, se tomd la muestra de hojas
infestadas con la enfermedad de la sigatoka negra del cultivo de banano

variedad Cavendish gran enano.

Se realiz6 los cortes en rectangulos muy pequefios para la purificacion
de las muestras por lo consiguiente colocarlos en las cajas Petri que

contienen medio de cultivo a base de soya.
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El medio del cultivo se realiz6 utilizando Agar agar, Dextrose
Anhydrous y soya. La soya se dejo en reposo con agua por 24 horas para
luego hervir 1 000 ml de agua destilada colocando la soya hasta quedar la
difusion requerida, luego se dejé la difusion con un cedazo para luego

colocar el agar y el dextrose por unos minutos.

Una vez que el medio de cultivo fue realizado se coloco en botellas de
laboratorio para su respectivo reposo hasta utilizar. Una vez que se obtuvo
las muestras de las hojas contaminadas con la enfermedad de la sigatoka
negra se utilizé el medio de cultivo que se envasé en las botellas de ensayo,
por ende se colocaron en el auto clave para esterilizar la muestra por

aproximadamente una hora y treinta minutos.

Mientras se realizo la esterilizacion del medio de cultivo, se tuvo listas
las cajas Petri esterilizadas en las estufas, aquellas que luego fueron
trasladadas a la camara de flujo laminar. Una vez esterilizado el medio de
cultivo y haya quedado liquida por la temperatura, se dejo que el recipiente
guede a temperatura soportable para trabajar; se traslad6 a las camara de
flujo y dentro de ella se mantuvo un mechero encendido para evitar la
contaminacion del aire; para colocar el acido lactico se colocdé 1 gota por
cada 10 ml de medio cultivo; esto evito el crecimiento de bacterias en el

ensayo.
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Una vez listas las cajas Petri con el medio de cultivo, se procedi6 a
dejar enfriar para que se convierta en solido. Una vez que se solidifico el
medio de cultivo en las cajas Petri se procedié a colocar las pequefas
muestras de hojas infestadas. En cada caja Petri se colocaron cinco
muestras separadas de 6 cm aproximadamente ubicadas en cuadrado para

su reproduccién.

Demord, aproximadamente, una semana para que el hongo haya
logrado el crecimiento requerido. Una vez que se reprodujo el hongo se
procedi6 a replicar el micelio, esto se realiz6 con un saca-bocado junto a un
mechero prendido y las manos limpias con alcohol al 70 % para

descontaminarlas.

Se culmind la reproduccion del hongo y se dejo listas las cajas Petri
con los seis tratamientos y cada una de ellas con cinco repeticiones, luego
se dejé que cumpla el crecimiento esperado para proceder a la aplicacion de

0zono.

Se trabajo en determinar las concentraciones para cada tratamiento
para ello se utilizo el ozonificador, agua destilada, medido de ozono en ppm,

reactivos de medidor de ozono, tubos de ensayos, aspersores manuales,
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alcohol y algodon. Una vez que se realiz6 el burbujeo en el agua de ozono

se determin6é cada concentracion para cada tratamiento.

Finalmente, se realizdé la aspersion de agua ozonificada en cada
tratamiento con su determinada concentracion, esto se realizé dentro de la

camara de flujo laminar para evitar la contaminacion de nuestro ensayo.

3.7 Valor de la dosis 6ptimo de ozono en ppm

Para determinar la dosis 6ptima se realizaron 6 replicaciones, cuatro de
ellas se establecieron concentraciones de 1, 2, 3 y 4 partes por millébn para
aplicar al micelio de sigatoka negra y relacionarlo con el trabajo en campo

realizado por Llerena y Aguirre, 2014.

Tabla 1. Realizacién de concentraciones de ozono

Variable Ozono
Trataientos con Tiem rala
. Ppm de Po pa
aplicacion de concentracion de
Crono
OZono ozono esperada
T3 1ppm 1miny 20 seg
T4 2 ppm 2min y 45 seg
TS 2ppm 2min y 55 seg
Th 4 ppm S miny 05 seg

Elaborado por: El Autor
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3.8Disefio de la investigacion

Para lograr este propdsito se analizo el crecimiento del micelio y/o la
inhibicién del mismo y se midié las concentraciones para establecerlas en
cada tratamiento, estuvieron distribuidos por tratamientos para diferenciarlos
por concentracion de aplicacion de ozono y dos testigos para su

diferenciacion, se colocaron 5 cajas Petri con 6 tratamientos.

3.8.1 Tratamientos en estudio.

T1l Testigo aspersion con agua

T2 Testigo absoluto sin aspersion

T3 Aplicacién de ozono con concentracion de 1.0 ppm
T4  Aplicacién de ozono con concentracion de 2.0 ppm
T5 Aplicacion de ozono con concentracion de 3.0 ppm

T6  Aplicacién de ozono con concentracion de 4.0 ppm

3.8.2 Técnicas y modelos de analisis de datos.

Las técnicas de datos fueron escogidas por tratamientos, en cada
repeticion, se realizé la medicion del didmetro del micelio en cm, es asi que

las evaluaciones fueron ejecutadas cada tres dias. En cada repeticién se
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colocaron los promedios de las mediciones por evaluacién para luego

realizar los andlisis respectivos.

Se analizaron por muestras apareadas que consistio en comparar los
tratamientos testigos que son aplicacion de agua y el testigo absoluto con los
tratamientos que se les aplicd diferentes nimeros de concentraciones de

ozono disuelto en agua.
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4 RESULTADOS Y DISCUSIONES

Una vez analizada esta variable y obtenido el promedio de cada

tratamiento y en cada evaluacion se determiné que:

En la evaluacion 0, indica los tratamientos sin aplicacion alguna en
general sefiala que estadisticamente son iguales, esto quiere decir que los
tratamientos testigos 1 y 2 no existen diferencia alguna con los tratamientos

3,4,5y6.

En la evaluacion 1, se determin6é que el tratamiento 5 (denominado
aplicacion de 3 ppm de agua ozonificada) demostré el menor crecimiento en
diametro (3.03 cm) en relacién al tratamiento testigo absoluto (3.68 cm de
didmetro). Sin embargo los tratamientos ozonificados 3, 4y 6 (1 ppm, 2
ppm y 4 ppm) demostraron ser estadisticamente similares en sus diametros

respecto al testigo 1 sometido a aspersion con agua.

En la evaluacion 2, se establecié que en el tratamiento con aplicacion
de agua ozonificada 4 (3.14 cm de diametro), 5 (3.11 cm de didametro) y
6 (3.29 cm de didmetro) (2 ppm, 3 ppm y 4 ppm) son estadisticamente
similares a diferencia del testigo 1 con aplicacion a aspersion con agua

(3.98 cm de diametro) y el tratamiento con aplicacion de agua ozonificada 3,
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tuvo diferencia estadistica con los Tratamientos 4,5y 6y sin embargo tuvo
diferencia estadistica de menor crecimiento con el Tratamiento 2 testigo

absoluto.

En la evaluacion 3, se sefialdé que los tratamientos 3, 4, 5y 6 indican
gue estadisticamente tienen similitud, demostrando asi que tienen diferencia
estadistica del tratamiento con aplicaciéon de agua (1) y el Tratamiento

absoluto (2).

Tabla 2. Didmetro del micelio (Duncan 0.05 %)

1 3.01A 3.54AB 3.98 A 4.56 A
2 3.09 A 3.68 A 3.82AB 4.16 A
3 2.85A 3.12AB 3.39BC 3.36B
4 255A 3.12AB 3.14C 3.23B
5 296 A 3.03B 3.11C 3.26B
6 3.02A 3.14AB 3.29C 3.458B

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

Elaborado por: El Autor

Para realizar la T pareada se escogié los promedios de cada
evaluacion para poder compararlos con los tratamientos 1 (testigo aspersion
con agua) y 2 (Testigo absoluto). En la evaluacion antes la aplicacién
observamos que el testigo agua vs los tratamientos 3, 4, 5y 6 (1 ppm,
2 ppm, 3 ppm y 4 ppm) no son significativos segun la prueba; asi mismo la
comparacion con el tratamiento 2 (testigo absoluto) vs los tratamientos

3,4,5y6.
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En la primera evaluacién donde se aplico agua ozonificada, se realizo
la comparacién testigo agua vs tratamientos 3, 4, 5 y 6 donde se observa
que en el tratamiento 3 existe una significancias; con el tratamiento 5 se
encontrd alta significancia y asi mismo se verifico los tratamientos 4 y 6 que
no existe significancia alguna, en el tratamiento absoluto vs los tratamientos
3,4,5y 6 se observo que el tratamiento 3 y 5 tienen significancia asi mismo

sefalod que los tratamientos 4 y 6 son altamente significativos.

En la segunda evaluacion se observd que la comparacion con el
tratamiento testigo agua tiene una significancia con los tratamientos 3, 4 y
6, sin embargo, el tratamiento 5 tiene una alta significancia, asi mismo, se
determind que el tratamiento testigo absoluto vs los tratamientos 3, 4 y 6,
tienen una significancia resaltando siempre en esta evaluacion el tratamiento

5 con una alta significancia.

En la tercera evaluaciéon fueron determinados que todos los
tratamientos son altamente significativas al compararlos con los dos

tratamientos testigos denominas T1 aspersion agua y T2 testigo absoluto.

Los resultados de este trabajo coinciden con los obtenidos por la
investigacion realizada por Kazuhiro, Masato, Yugo y Kenji (2006), los

cuales investigaron el potencial del agua ozonificada como alternativa de
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desinfectantes del suelo, en la reduccion de las densidades poblacion de

Fusarium oxysporum, utilizando arena de cuarzo en forma artificial infestada

con el hongo, dando significancia lo cual redujo la densidad de la poblacion

de Fusarium, al resultado observando la reduccién en la densidad de

poblacion.

Tabla 3. Didmetro del micelio en Prueba de T pareada (0.05%)

Evaluacion antes de la Tratamientos Tratamientos
aplicacion ozonificados ozonificados
Concentraciones en
Ppm 2da Evaluacion Ppm | 3ra Evaluacion Ppm
T3 T4 | TS| T8 T3 | T4 | T5 |T6 T3 | T4 | T5 | T8
070|189 (1.7/003 | 23| 16 (422(129(287(287|7.01|224|381|3.81|577%(3.33
nS ns nS nS & nS £ ns £ - e * £ £ 3 £
08817513019 [29(306 98+ 354(202(206|414|203]|3.81|5.02|529%[3.33
T 2 nS ns nS nS d* ek - ek £ - e * £ £ 3 £

Elaborado por: EI Autor
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones
Con respectos a los objetivos en la investigacion en funcion de los
resultados encontrados para la inhibicion del micelio del hongo de Sigatoka

negra en condiciones in vitro, se concluye:

Se establecieron concentracién 6ptima de 3 ppm para el control de
Mycosphaerella fijiensis (Sigatoka Negra) reproducidas en condiciones in

vitro.

Las concentraciones de ozono utilizadas en el presente ensayo

controlaron el crecimiento del micelio en condiciones in vitro

5.2 Recomendacién

e Utilizar la concentracion de 3 ppm para realizar la inhibicion del hongo

e Se realicen trabajos de investigacion con otras concentraciones de

0zono en condiciones in vitro.
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Tabla 4. Medicion de diametro del micelio Inicial sin aplicaciones

Toma de Datos Inicial 27-12-2016 12:20PM

Tratamiento Repeticiones
Diametros del micelio Total Prumediu-Tutal Prumediu- Total Prumediu-ﬂ Promedio Total |Promedio
Aplicacidn d
plicacién de | 37|23] 55| 278 |31|27] 52 29 3427 81 305 |28|3B| &6 33 33|28]| &1
agua 2|2 e i i e 305
Aplicacionde | ) | o\ 5 | ool ggc 313865 | 325 |33]31| 6 | 32 [31|26| 57| 28 |33 ]3e] 67
01 Dppm 338
Aplicacidn de
T3 3 3 & 3 25 2|45 2,25 34137 71 E155) 28127 | 55 2,75 27|27 54
01 Ippm ) s ) Al N ) ] Sl s ) ) ) ) o
Aplicacion de
T4 [24|24|48| 24 |[268|25|51| 28 | 2| 2| @4 2 35| 3 | 55 | 278 |28 |32 81
Os 2ppm 3,05
Aplicacidn de
T5 |25|25| & 25 [23(19|42| 21 [33|28| &1 | 305 |[34|32| 68| 33 | 32|25 57
Os 3ppm 285
Aplicacion de
T6 |32|34| 68| 34 |26[34| & 3 |3a|3s5| 78| 37 |3 |25| 55| 275 | 24 |21 45
Os 4ppm 295

Elaborado por: El Autor

Tabla 5. Prueba de T pareada inicial

Froeba T [muestras apareadas]

D)
aGUA

Obs(2) M
PP

media Mediz Medial DE[dif) T
o0k 30 285 0,51

Eiilateral
07 0s2

Froeba T [muestras apareadaz)

Biilateral
183 0,06

Dbs{)
AGUA

Obzjz] M
2PFM

media Medi: Medial DE[dif) T
5046 30 25R 038

Froeba T [muestras apareadas]

Obs{1]
G,

Obs(2) M
2PPM

media Medi: Medial DE[dif) T
5 0286 3m 2 022

Eilateral
17 0E

Froeba T [muestras apareadas]

Obz() Obs(Z] M media Medi: Medial DE[dif) T Eilateral
AGUA  4PPM o0 AW 302 067 003 053

Elaborado por: El Autor

Frueba T [muestras apareadaz)

Obs()  Obs(Z M
SBSOLUTO PPN §

media(di Media(ll  Media DE[di] T
022 308 285 0ge

Eiilateral

0,28 04265

Froeba T [muestras apareadas)

Biilateral
00513

Obsf]  Ohs(z W
ABSOLUTO PPN 6

media(df Media(l] Media DE[di) T

05y 305 2F5 043 ATE

Froeba T [muestras apareadas)

Obs()  Obs(Z M
SBSOLUTO 2PPR 6

media(di Medial]  Media DE(dif) T
022 308 278 052

Eiilateral
10,2852

12
Frueba T [muestras apareadaz)

Obsf]  Ohs(z M
ABSOLUTO PPN 6

medialdif Medial]  Media DE[dif] T
0,06 308 302 07

Biilateral

013 08565



Tabla 6. Analisis de varianza de medicidén de diametro antes de la aplicacion.

fnalisis de la varianza
Analisis de la varianza

Wariable M R RAj CV¥

Diametro del 30 06 1] 15,2
Cuadro de Aniliziz de la varianza [SC tipa Il

F.v. SC gl crF p-yalo
Modelo. 0,94 B 014
Tratamientos 0,94 B 014 0,29 0503 n=
Error 5,09 24 0.2
Tatal .03 24

Test:Ouncan AlFa=0,05
Error: 0,213 gl: 24

Tratamiento: Media: n E.E.
2 309 5 0214
B 302 5 0214
1 30 5 0214
5 29E B 0214
3 285 5 0214
4 255 5 0214

Medias conuna letra comin no son significativamente diferentes [p > 0,05]

Elaborado por: El Autor

Tabla 7. Medicion de diametro del micelio en la primera evaluacion con
aplicacion

Toma de Datos#2 30-12-2016 20:20PM

Tratamiento Repeticiones
Diametro del micelio Total Promedi- Total Promedio Total Promedi Total Promedi
Aplicacidn d
p"’:;:g" 11|36 25 &1 305 35 34 63 345 3 M 72 3F 32 45 77 3Em 33 36
““"“::’p;"“m T2 |35 ¢4 75 375 4 37 77 38 33 36 T4 | 37 33 34 72 0 3F 35 35
np""a"’"’"dem T |24 28 52 26 35 3 65 3% 35 4 75 3% 2 3 & 3 3 3
ppm
np"“:'“"dem ™| &4 35 75 37 29 3 53 28 | 25 23 43 | 24 33 27 £ 3 | 35 35
ppm
ﬂphca;;:;dem 5 |28 2 43| 24 27 3 57 285 38 32 7 | 35 35 34 63 | 345 34 25
Aplicacion de 03
"'“::;;e T |37 32 69 | 34 32 3 62 34 37 32 63 | 34 32 28 6 3 | 25 24

Elaborado por: El Autor
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59

49

Total Promedio

3,75

1

35

r

3

35

r

2,95

'

2,45

i



Tabla 8 Prueba de T pareada en la primera evaluacion con aplicacion.

Prueba T [muestras apareadas)

bsif)
AGLA

Obsiz] M medialdi Medialf) Medialz DE[d) T
1PFM 50 3E AR 041

Eiilateral
3 0083

Prueba T [muestras apareadas)

bs[l]
AGLA

Obs(2) M medialdi Media[l] Media[2 DE[di) T
2FPM B 052 38 302 07

Eiilateral
16 0185

Prueba T [muestras apareadas)

(bs[l]
AGUA

Obs[2) M medialdi Media[l] Media[2 DE[di) T
2PPM B 06 38 303 027

Eiilateral
422 0014

Prueba T [muestras apareadas)

Obsi)  Obsiz] M medialdi Medialf) Medialz DE(d) T
EGUS  4PPM B 04 38 M 069

Elaborado por: El Autor

Eiilateral
129 0267

Prueba T [muestras apareadas)

Bilateral
10,0425

Obs()  Obsi2] N media(difl Media(l) Medial2 DE[di) T
ABSOLUTE | PPM 5 056 368 3l 043 2

Prueba T [muestras apareadas)

Bilateral
00378

Obs(l]  Obsf2] N medialdf) Mediall] Media2 DE(dR) T
ABSOLUTCZPRM 6 OFE 368 302 048 306

Prueba T [muestras apareadas)

Bilateral
01,0425

Obs(l]  Obsi2] N media(df) Mediall] Media2 DE(di) T
ABSOLUTCZPRM 6 08F 368 303 082 28

Prugba T [muestras apareadas)

BEilateral
0,024

Dbs()  ObsiZ] N media(dif| Media(l] Medial2 DE[di) T
LBSOLUTC4PPM 6 054 360 3M 034 3

Tabla 9 Andlisis de varianza de medicién de diametro del micelio en la
primera evaluacion con aplicacion.

Analisis de la varianza

Analizis de la varianza

Wariable N R
Diametra de jen]

=5 (Y]

0.43 0.33

Cuadro de Analizis de la Warianza [SC tipo ]

F.\. =1 al [y ] F
Modsla. 3,23 5 0,56
Tratamientc 3.23 5 0,66
Error 3,37 2d 0,14
Takal E.ET 23
Test:Ouncan Alfa=0,05
Errar: 0,1406 gl: 2d
Tratamientc Medias n E.E.

1 3,95 5 07 A
2 3,82 5 017 A
3 3.33 5 0.7
5] 3.23 5 017
dq 314 5 017
5 in 5 017

10,85

mm

C
C
C
[

Medias conuna letra comdan no son significativamente diferentes (p > 0,05]

Elaborado por: El Autor



Tabla 10 Medicion de diametro del micelio en la segunda evaluacion con

aplicacion

Toma de Datos #3 0301-2017 | 12:30PM
Tratamiento el
Diametro del micelio

Bplicacion de agua|  Ti b
hplica:::nm 03, 37 |32
.ﬂtplit:a::pi‘z'::l de 03 T 13 35
hplica;::nm 03, 35 |37
hplica;:::nm de 03 o 28 |25
hplica:::nm de D3 T s 33

Elaborado por: El Autor

Tabla 11 Prueba de T pareada en la segunda evaluacion en aplicacion.

Proeba T [muestras apareadas)

Dbsi1]
AGUA

Obsi2] M medialdifl Media] Medial; DE[di) T Bilateral
1PFM § 053 338 339 046 287 005

| Proeba T [muestras apareadas)

Dbsi1]
AGUA

Obsi2] M medialdifl Media] Medial; DE[di) T Bilateral
ZFFM § 033 338 315 065 287 005

Proeba T [muestras apareadas)

Obs()
BGUA

Obs(z) M medialdif)  Media] Medial; DE(d) T  Bilateral
IFPM 5 087 398 M 02 0 0

Proeba T [muestras apareadas)

Obsi)  Obs(2) M medialdifl Media] Medial; DE[di) T Bilateral
AGUA  4PPM § 063 33F 329 069 224 009

Elaborado por: El Autor

68

Prueba T [muestras apareadas)

Obsff]  Obs(Z M mediaft Mediall) Media[2 DE[dif] T Bilateral
AESOLUTIPPN 6 039 376 339 043 202 oM

Prueba T [muestras apareadas)

Obsff]  Obs(Z M mediaft Mediall) Media[2 DE[dif] T Bilateral
AESOLU2PPR 6 063 378 3% 054 28 0,08

Prueba T [muestras apareadas)

Obs(f)  ObsiZ M media(c Mediall] Media(2 DE[if| T
ABSOLU3PPL 8 OF7 378 30 036 4M

Btilateral
0,0143

Prueba T [muestras apareadas)

Obsff]  Obs(Z M mediaft Mediall) Media[2 DE[dif] T Bilateral
AESOLU4PPL 6 043 376 329 054 203 04



Tabla 12 Andlisis de varianza de medicién de diametro del micelio en la

segunda evaluacion con aplicacion.

Analisiz de la varianza
Analisiz de la varianza

\ariable M R Praj v
Diametra c 30 043 033 10,85

Cuadro de Andlisis de la Yarianza [SC tipa ]

F.u SCoal M F p-walor
Modelo. 329 5 066
Tratamiern 3,23 o 066 465 00049
Errar 337 24 014
Tatal E.GT 29

Test:Duncan Alfz=0.05
Errar: 0,406 gl: 24

Tratamiert Media: n EE.
1 398 5 017 A
2 382 2 017 A B
3 333 507 E C
B 323 5 017 C
4 314 S 0ar C
5 an 5 0ar C

Mediaz con una letra comin no son significativamente diferentes [p > 0,035]

Elaborado por: El Autor

Tabla 13 Medicién de diametro del micelio en la tercera evaluacién con

aplicacion
Toma de Datos #4 08012017 12:30PM
Tratamiento s

Aplicacion de agua|  T1 |8
nplica';:::nm de 03| L, 4 |35
.ﬂtplin:a;:ni‘pérl:l 03 36 |32
.ﬂplica;::nm de 03| o s |
nplica;::nm de 03| o 29 |26
Aplica:::nm de 03| . 11 |35

Elaborado por: El Autor
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Tabla 14 Prueba de T pareada en la tercera evaluacion en aplicacion.

Prusba T [muestraz apareadasz)

Bilateral
38 002

Obs(1)  Obs[2) i
Agua 1PFPM i

media(df)  Medi Media DE[di] T
12 45 3% 07

Prueba T [muestraz apareadas)

Obs()  Obs() M
2PPM 5

medialdif]  Medi Media DE(di] T
12 45 3% 07

Bilateral
38 002

Prueba T [muestraz apareadas)

Obs(1)  Obs[2) M
Agua JPPM ]

media(di)  Medi Media DE[di] | T
13 456 32 056

Bilateral
51700

Prueba T [muestras apareadas)

Bilateral
33003

Obslf]  Obsz) N media(di)  Medi Media DE[di] | T
Agua  4FFM 5 1 456 345 078

Elaborado por: El Autor

Prueba T [muestraz apareadas)

Obs()  Obsf2) M medialc Mediall)  Media[2 DE(4i) T Eilateral
ABSOLUTIPEM 6 12 45 33 07 38 oo

Prueba T [muestraz apareadas)

Obs(l]  Obsf2) N medialc Mediall]  Media[2 DE[dif) T Eilateral
ABSOLUT 2PPNM 5 133 458 323 053 502 00074

Prueba T [muestraz apareadas)

Obs(f]  Obsf2) M medialc Mediall]  Media[2 OE[di) T Eilateral
ABSOLUT 5FFN 6 12 456 53 052 528 00081

Prueba T [muestrazs apareadas)

Obs(f]  Obef2) M medialc Medialt]  Media[2 OE[di) T Eilateral
ABSOLUT 4FF 6 1Ml 45 545 078 33 00z

Tabla 15. Analisis de varianza de medicion de diametro del micelio en la
tercera evaluacién con aplicacion.

Brnalisis de la warianza

Bnalisiz de la warianza

"Wariabl M F?
Oiametro 0 NE2

Fraj | o
0,54

Cuadro de Aanalisi= de la Warianza [SC tipo ]

F.w. =1 gl [ ) | F
FAodelo. T.E3 L] 1.54
Tratamier T.E3 L] 1.54
Error 4, T3 24 oz
Total 12,42 29
Test:Ouncan AlFa=0,05
Errcor: 10,1363 gl: 24
Tratamier Mediaz n E.E.

1 4 GBE L] oz &
2 1 1E L] oz &
E 3,45 5 oz
b b e 1 =1 5 oz
5 3,26 5 oz
4 3,23 5 oz

12,049

-1

p-walor

o000z ="

mmmm

Medias con una letra comian no son significativamente diferentes [p > 0,05]

Elaborado por: El Autor



Foto 1. Seleccion de hojas enferma con sigatoka negra

Elaborado por: El Autor

Foto 2. Materiales para realizar el medio de cultivo

Elaborado por: El Autor
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Foto 3. Agar y Dextrose

Fuente: El Autor

Foto 4. Soya lista para ser hervida

':' . _-- : : &
Fuente: El Autor
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Foto 5. Difusién de soya

Fuente: El Autor

Foto 6. Medicion de Dextrose

Fuente: El Autor
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Foto 7. Tubo de ensayo para embazar el medio de cultivo

==

E -

Fuente: El Autor
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Foto 9. Establecimiento de los tratamientos y repeticiones

Fuente: El Autor

Foto 10. Repique del micelio de Sigatoka negra

Fuente: El Autor
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Foto 11. Repique del micelio del hongo para su reproduccion.

Fuente: El Autor

Foto 11. Camara de flujo laminar con los tratamientos y repeticiones

Fuente: El Autor
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