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RESUMEN

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Andlisis de Suelo,
Aguas y Plantas en la Facultad de Educacion Técnica para el Desarrollo de
la Universidad Catdlica de Santiago de Guayaquil, donde se buscé una
alternativa ecoldgica para el manejo de Moniliophthora roreri, enfermedad
que causa pérdidas de hasta el 80 % de la produccion cacaotera. Fue
necesario recolectar muestras de mazorcas (Fino aroma) infectadas con la
enfermedad. El experimento se dividio en 3 fases: aislamiento del hongo,
repiqgue y montaje del experimento. El disefio experimental utilizado fue un
Disefio completo al azar y se evaluaron siete Tratamientos, de los cuales
dos corresponden a Tratamiento testigos y los cinco restantes son los
Tratamientos con diferentes dosis de ozono. Para determinar la
concentracion optima se realizdé cuatro mediciones cada dos dias para
evaluar el crecimiento del micelio del hongo, y, utilizando prueba de
significancia Duncan, prueba T para muestras independientes y prueba T
para muestras apareadas, se consider6 el Tratamiento siete que
corresponde 5 partes por millén el ideal para el control de Moniliophthora
roreri. Ademas, se pudo evidenciar que, a medida que se incrementa la
dosis de ozono, la inhibicién del hongo es mayor, por lo que se recomienda
realizar ensayos con dosificaciones mayores.

Palabras claves: Moniliophthora roreri, Ozono, Micelio.
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ABSTRACT

The following research was carried out at the Laboratory of Ground, Water
and Plants at the Technical Faculty for the development of Santiago de
Guayaquil Catholic University where an ecological alternative for the
management of Moniliophthora roreri, disease that causes up to 80% of
cocoa plantation production to be lost, to be found. The collection of coca
pods (of Fine aroma) infected with the disease for the isolation of the fungus
and then the reproduction of the pure strain in-vitro was necessary. The
experiment was carried out in three phases: the isolation of the fungi, fungi
reproduction and assembly of the experiment. The experimental design used
was a design chosen at random. Seven treatments were evaluated from
which two were controlled treatments while the others were treated with
different doses of ozone. To determine the optimal concentration, four
measurements were recorded every two days to evaluate the growth of the
fungi mycelium, and by using the Duncan T significance test for independent
samples and Significance test T for paired samples, treatment seven,
corresponding 5 parts per million, was considered the ideal concentration for
the control of the Moniliophthora roreri. Moreover, it was evident that as
the doses of ozone was increased the inhibition of the fungus increased;
hence, the conduction of experiments with higher dosages is recommended

Key words: Moniliopther roreri, 0zone, micelium
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1. INTRODUCCION

El consumo de Theobroma cacao data desde hace mas de 5 500
afios, consumiéndolo como alimento y utilizandolo como moneda; con el
tiempo el cacao se convirtié en uno de los productos mas antiguos dentro de
las exportaciones del Ecuador pues estuvo presente en la época colonial y
en la Republica. De hecho, este cultivo contribuyé al crecimiento de la
economia y de la politica del Ecuador y fue una parte socioeconémica

fundamental para los agricultores del Ecuador. !

El cacao ecuatoriano tiene una constante demanda y es reconocido a
nivel mundial, principalmente por Estados Unidos y Europa. Sin embargo,
aunque el cacao del Ecuador ya esta en el mercado asiatico se prevé el
aumento de exportaciones a dicho sector. Para el 2020 se estima que el
chocolate se convierta en un alimento suntuario lo que le favoreceria
notablemente al pais y seria una oportunidad mas de crecimiento. Para el
2015, la proyeccion en cuanto a produccion de cacao estuvo alrededor de
260 mil toneladas y 850 millones de ddlares que aportan a la economia y

desarrollo del pais. 2

Las enfermedades del cacao son el factor bi6tico limitante, de mayor
impacto, para su produccion en Latinoamérica y el mundo. La moniliasis es
causada por el hongo Moniliophthora roreri, causando pérdidas de hasta el

80 % en la produccion de cacao, ejerciendo su mayor dafio en los frutos.

Esta enfermedad, que tiene su origen en Colombia, el cual se ha
diseminado a paises productores de cacao de Sur y Centroamérica, y ha
dejado a su paso el derribo y abandono de plantaciones, bajas considerables

1 Carrera, 2014: Andlisis sobre el desarrollo de la comercializacion internacional del cacao
fino aroma.
2 Ontaneda, 2015: Retos y objetivos Anecacao 2015.

1



de la produccién, aumento de costos de produccion y baja rentabilidad del
cultivo, empobrecimiento de los productores y deterioro ambiental.

Esta enfermedad fue reportada en Ecuador, en la provincia de los
Rios, en el lado occidental de los Andes, siendo denominado el patégeno
como Moniliophthora roreri. La enfermedad ataca solamente los frutos del
cacao y se considera que constituye uno de los factores limitantes de mayor
importancia en la produccion del cultivo. Puede provocar pérdidas que

oscilan entre un 16 y 80 % de la produccion.®

Desde 1982, la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los
EE. UU. Reconocié al ozono como sustancia segura en la industria del
agua embotellada. En 2001, la U.S. FDA aprob6 al ozono como sustancia
GRAS para el contacto directo con alimentos, lo que junto a otros factores de
caracter técnico, econémico y social ha permitido un incremento acelerado

de la introduccion del ozono en la industria alimentaria.*

Es por esto que surge una nueva alternativa, el ozono, que busca
ayudar a los agricultores, buscando una via que sea rentable y ecoldgica. El
ozono en los cultivos ayuda a incrementar las producciones hasta en un
40 %, siempre y cuando se lleve la metodologia adecuada. Por otro lado, la
aplicaciéon de agua ozonizada permite reducir los costes econdmicos en

insumos quimicos y abonos, obteniendo mayor rentabilidad en la produccién.

El ozono es la forma més activa del oxigeno, transformando el agua
en un desinfectante natural, que, por su capacidad de oxidacion, elimina de
manera eficaz virus, bacterias, hongos y deméas microorganismos. Debido a
Su naturaleza, es importante aseverar que el ozono no deja ningun tipo de

residuo quimico, ni en el campo, peor aun en el alimento, ya que

3 Evans, 2003: Phylogeny of the frosty pod rot pathogen of cocoa.
4 Bataller, 2009: El ozono: una alternativa sustentable en el Tratamiento poscosecha de
frutas y hortalizas.



sencillamente se descompone en oxigeno después de 30 minutos. Con los

antecedentes expuestos, el presente trabajo tuvo los siguientes objetivos:

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general.
Medir el efecto del ozono sobre Moniliophthora roreri en busca de una

alternativa ecolégica para un manejo sostenible de la moniliasis en cacao.

1.1.2 Objetivos especificos.

e Determinar la dosis de ozono con efecto inhibitorio significativo sobre

el crecimiento Moniliophthora roreri en condiciones in vitro.

e Realizar un andlisis comparativo de los Tratamientos de ozono sobre

el micelio de Moniliophthora roreri en condiciones in vitro.



2. MARCO TEORICO

2.1 Cacao (Theobroma cacao)

211 Generalidades del cacao.

Theobroma cacao L. es nativo de los bosques tropicales de América. El
arbol se origind en grupos a lo largo de las riberas, en la cuenca del
Amazonas situada la cordillera de Los Andes. Se puede encontrar en los
tropicos, en una franja entre 10 a 20 ° norte y sur del ecuador, denominado
“cinturén de cacao". El cacao ha sido ampliamente distribuido por todo el
tropico humedo, siendo los principales productores comerciales Costa de
Marfil, Ghana, Indonesia, Nigeria, Brasil y Camerun (Briz, 2015, p.6).

El cacao pertenece a la familia de las Malvaceae (o Sterculiaceae), y se
caracteriza por tres grupos de cultivares principales: Criollo, Forastero y
Trinitario, que se han extendido recientemente en los tropicos (sub)
himedos. Todas las especies cultivadas son originarias de América. El
cacao es uno de los cultivos mas valiosos del mundo, existiendo 8.2 millones
de hectareas sembradas, desempefiando un papel importante en el
desarrollo social y econdmico de mas de 5 millones de hogares (Jurgen y
Diaz, 2012, p.2).

2.1.2 Produccién de cacao en Ecuador.

Los datos de produccion disponibles hasta el afio 2011, registran a nivel
nacional de 2 24,163 t, con una superficie sembrada de 5 21,091 ha, y una
superficie cosechada de 9.789.467 ha. Tanto la superficie sembrada, la
cosecha y la produccion registran incrementos en los ultimos cinco afios
registrados (2007 — 2011), dando una tasa de crecimiento promedio anual de
5.35 % para la superficie sembrada, 2.87 % para la superficie cosechada y
14.28 % para la produccién de cacao. El aumento también se refleja en el
rendimiento del producto (PROECUADOR, 2013, p.6)



Tabla 1. Producciéon de cacao en Ecuador

Superficie Superficie Produccién
Ao sembrada cosechada | (toneladas) | Rendimiento
(ha) (ha)
2007 422.985 356.657 131.419 0.37
2008 455.414 360.025 132.100 0.37
2009 468.840 376.604 143.945 0.38
2010 470.054 398.104 189.755 0.48
2011 521.091 399.467 224.163 0.56

Fuente: PROECUADOR (2013, p.6)

2.1.3 Exportacion cacaotera del Ecuador.

Al finalizar el 2015, 236 mil toneladas métricas de cacao en grano
fueron exportadas por el Ecuador, representando un 91 % del total de
volimenes comercializados al exterior, con un incremento anual de
2 puntos. Un 9 % (23 mil toneladas métricas transformadas su peso a
granos), correspondio a los envios de los productos elaborados de cacao
como licor, manteca, torta y polvo, principalmente dentro de América del sur,
representando una contraccion anual del 17 % de estos envios. Mientras, un
0.5 % correspondi6 a las exportaciones de chocolates y sus demas
preparaciones, con 1.2 mil toneladas. Este ultimo valor, tuvo una caida del
27 % con relacién a las exportaciones del 2014, cuando se alcanzaron 1.7
mil toneladas. Las exportaciones totales de cacao de 2015 representaron
USD 810 millones USD FOB (Moncayo, 2016, p.32).




Figura 1. Exportaciones de cacao
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Fuente: PROECUADOR (2013, p.8)

2.2 Moniliophthora roreri (Monilia)

2.2.1 Generalidades del hongo.

Moniliophthora roreri es un hongo parasitario de plantas neotropicales
(Familia Marasmiaceae) que todavia se limita a América. Causa la pudricién
del fruto (también conocida como moniliasis), es una enfermedad
econémicamente importante del cacao (Theobroma cacao) que representa
una amenaza permanente para todos los paises productores de cacao
(Phillips-Mora y Wilkinson, 2007, p.1).

La monilia es un hongo altamente especializado que destruye el fruto
del cacao. M. roreri es capaz de prosperar bajo diferentes condiciones
ambientales, desde el nivel del mar hasta mas de 1 000 m, y en zonas muy

secas a muy humedas (Phillips-Mora y Wilkinson 2007, p.1).

Los frutos infectados menores de dos meses y medio continlan su
crecimiento aparentemente normal pero luego desarrollan deformaciones en
forma de protuberancias de los tejidos del exocarpo, con una coloracion mas

clara que el resto de la mazorca, ocurriendo la muerte del fruto. Cuando la
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enfermedad ha completado la mitad o més de su desarrollo, el sintoma mas
caracteristico es una mancha marrén oscuro y con borde irregular que se
denomina “mancha chocolate” y que se manifiesta inicialmente en forma de

pequefias manchas aceitosas (LOpez-Baez et al., 2015, p.2).

2.2.2 Taxonomia.

Segun Evan et al. (1978, p.20), luego de observaciones al
microscopio electronico, determinaron la presencia de una septa doliporo en
el micelio vegetativo, indicando afinidad con la clase Basidiomycetes, y
describieron el desarrollo de las conidias en forma basipétala, por lo que
propusieron ubicar al agente causal de la moniliasis en el género
Moniliophthora. A partir de ese trabajo, el hongo se denomina Moniliophthora

roreri, y corresponde a la siguiente clasificacién taxondémica:

Tabla 2. Clasificaciéon Taxonémica

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

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

2.2.3 Origen y distribucion de la Monilia.

El patbgeno basidiomiceto invasivo Moniliophthora roreri se origin6 en
el oeste de Colombia / Ecuador. En los ultimos afios se ha extendido en
Ameérica del Sur (Pera, Venezuela y Bolivia) y en toda Mesoamérica hasta
México. Africa, Asia y el Caribe insular ain estan libres de este patogeno
(Krauss, 2010, p.75).

En un comienzo se considerd que Ecuador era el centro de origen de

la enfermedad. En esa época (1917), el fitopatdlogo J. B. Rorer viajé desde
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Trinidad hasta Ecuador, recolectando muestras en busca de una explicaciéon
a la reduccion que se presento en la produccién cacaotera. Las muestras
fueron enviadas al investigador R. E. Smith, en la Universidad de California,
el cual determin6 que la enfermedad era causada por el

patdogeno Monilia sp. (Jaimes y Arazazu, 2010, p.90).

M. roreri causa la podredumbre devastadora de las vainas del cacao
(Theobroma cacao), una enfermedad que comunmente reduce los
rendimientos en més del 80 % dentro de unos pocos afios de
establecimiento de patdgenos. Las pérdidas severas, y el fracaso de la
cosecha, ocasionalmente completo, frecuentemente hacen que Ila
produccion de cacao sea econOmicamente inviable. Los resultados son la
pérdida de medios de subsistencia y el abandono y la conversién de los
agroforestales afectados a usos menos sostenibles desde el punto de vista
ambiental, con efectos secundarios que van desde la pérdida de habitat para
la fauna silvestre, la fragmentacion de los bosques y la erosién del suelo. Por
lo tanto, es imperativo que se impida la introduccién del patbgeno en otras
regiones productoras de cacao. Estos incluyen el Caribe insular, las
Guyanas y Brasil en las Américas, asi como los continentes productores de

cacao en masa, Africa y Asia (Krauss, 2010, p.86).

2.2.4 Morfologia de la Monilia.

Moniliophthora roreri se caracteriza por ser un hongo mitosporico
dentro de los Agaricales. Estudios realizados por microscopia electrénica
revelaron que este hongo presenta una Unica espermatogénesis basipetal,
como en Monilia (antiguo término referido al género Moniliophthora) y posee
septos doliporos en el micelio. Esto fue considerado como el estado mitético
(anamorfo) de un basidiomycete (Evans, 2003, p.476).

Por estudios citolégicos se observdé que las conidias han sido
postuladas a servir como meiosporas; lo que sugiere que estas esporas
representan un basidum modificado que perdid la forma, espesor y

carnosidad del basidiocarpio, formando solo un pileus vestigial. Las esporas



son multifuncionales y sirven no solo para el intercambio genético sino

también para la dispersion, infeccion y sobrevivencia (Evans, 2007, p.1641).

La geometria de las esporas varia de esféricas a ovaladas y
presentan dos casos de germinacion, ya sea por medio del poro germinativo
0 en ocasiones directamente desde la pared celular. El tubo germinativo se
localiza en el extremo distal y se pueden encontrar estructuras similares a un
apresorio. Las esporas de mayor edad se caracterizan por sus paredes con
mayor grosor y tonalidades oscuras, las cuales dan inicio a la fase de
dormancia (Evans, 2003, p. 485).

2.2.5 Epidemiologia.

Esta enfermedad ha sido localizada a wuna altitud entre 0 y
1 520 m.s.n.m., donde existe precipitacion fluvial anual de 780 — 5 500 mm y
una temperatura de 18 a 28°C. Las condiciones secas, humedad relativa
baja y temperatura mayor a 26°C favorecen la liberacion y dispersion de los
conidios, y las lluvias intensas y frecuentes favorecen la presencia de agua
libre sobre los frutos, facilitando la germinacién y penetracion de los conidios
(IICA, 2006, p.76).

La germinacion de las conidias es favorecida sobre temperaturas
medias de 22°C y humedad relativa del 93 % (Albuquerque et al., 2005,
p.151).

En tanto que tal nivel de esporulacién sélo se observa durante pocas
semanas después de su inicio, reduciéndose la cantidad de esporas
producidas hasta aproximadamente diez semanas, cuando se torna casi
insignificante. Las esporas pueden ser aisladas de los mismos frutos
momificados, incluso después de un afo de la infeccion, lo que es garantia

de la oferta de inoculo durante ese tiempo (Evans, 1981, p.44).



2.2.6 Sintomas de la Monilia.

Segun Cunha-Moreira (2006, p.15), una de las caracteristicas del
hongo Moniliophthora roreri es su largo periodo de incubacion (tiempo que
tarda desde que infecta el fruto hasta que se observa algun sintoma externo
en él). Este tiempo puede ser de tres a ocho semanas, dependiendo de la
edad del fruto, la severidad del ataque, la susceptibilidad del arbol y las
condiciones del clima principalmente presencia de lluvias (Villavicencio,
2010, p.14).

Las mazorcas con edad menor a un mes presentan maduracion
prematura, marchitez y secamiento. Los frutos de uno a tres meses
presentan deformaciones o abultamientos; mazorcas de dos a tres meses
presentan puntos verdes oscuros o deformaciones. Luego de los primeros
sintomas aparece la mancha color marron o chocolate, a los pocos dias
sobre la mancha café aparece el micelio y luego las esporas de color crema
(FEDECACAO, 20086, p.8).

El dafio interno causado por la moniliasis es aun mas grave que el
dafio externo, porque se pierden casi todas las almendras, sin importar la
edad del fruto. En los frutos jovenes no hay formacién de semillas por lo que
se genera una masa fibrosa, debido a la descomposicién de los tejidos y son
mas pesados que los sanos (FEDECACAO, 2006, p.8).

Estos hongos se reproducen en las mazorcas y se dispersan por
esporas que entran en contacto con otras mazorcas. De tal forma, colonizan
los tejidos meristematicos del arbol, sin causar dafio aparente en los granos
de cacao (Mejia et al. 2008); sin embargo, al infectar el arbol
intercelularmente, causan pérdida apical, hiperplasia e hipertrofia en la
semilla, lo que ocasiona finalmente la necrosis de esta (Lopes, 2009, p.130).
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2.2.7 Ciclo de la enfermedad.
El ciclo comienza por la dispersion de una espora asexual infectiva de
M. roreri, la cual en condiciones ideales para su desarrollo y germinacion
tales como: temperatura entre 25°C precipitacion entre 40 - 1 000 mm por

afo, benefician el desarrollo de la infeccion (Evans, 1981, p.15).

La aparicion de sintomas depende de la edad del fruto infectado, en
los primeros estados de crecimiento del pepino, se desarrolla
completamente la enfermedad y en frutos con mas de 4 meses de edad la
infeccién generalmente queda limitada a la corteza, presentando solamente
los sintomas iniciales y generalmente no causa dafio interno en las semillas.
El ciclo de duracion de la enfermedad es de 68 a 74 dias en promedio, con
el desarrollo durante este periodo de todos los sintomas (Rodriguez et al.,
2005, p.25).

Segun Phillips-Mora (2006, p.22), los conidios se depositan sobre el
fruto, germinan si hay agua o mueren por la radiacion/desecacion; estas al
germinar pueden penetrar directamente a la cascara del fruto. Su
penetracion ocurre directamente a través de los estomas, creciendo entre las
células del cortex, produciendo conidios dentro y en la superficie de los

frutos.

2.3 Biologia del patégeno

2.3.1 Reproduccién.

Hasta ahora, M. roreri no ha sido observado produciendo el cuerpo
del hongo, sino mas bien, produce miles de millones de esporas en la
superficie de las vainas infectadas. La cuestion de si las esporas se
producen a través de la meiosis o la mitosis ha sido objeto de alguna
especulacion, sin embargo, numerosos estudios de base molecular han sido
incapaces de apoyar una hip6tesis de recombinacion sexual para este hongo
(Diaz-Valderrama y Aime, 2016, p.1).
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Estudiando la esporogénesis de las hifas y esporas en M. roreri
mediante tincion nuclear y germinacion de esporas estudios, se determind
que, las conidias se producen asexualmente de una manera talica y
rexolitica como es verdad para otras especies de Marasmiineae tales como
M. perniciosa, Flammulina velutipes y Marasmius puerarias. También se
encontré que las células hifas, asi como las esporas, albergan uno o dos
nacleos, rara vez tres, que el tamafo del conidio esta influenciado por el
namero de nucleos dentro, y esos individuos aislados produjeron
consistentemente y significativamente diferentes proporciones de las
esporas mononucleadas independientemente del grupo varietal (Diaz-

Valderrama y Aime, p.1).

2.3.2 Los Conidios.

La forma simple de la reproduccion asexual es la produccion de
esporas vegetativas. Son dos estructuras principales, asociadas con la
reproduccion vegetativa. Son los artroconidios, y los clamidoconidios. Los
artroconidios son producidos por las hifas que se separan y fragmentan.
Estos pueden también ser denominados talosporas. Los clamidoconidios son
usualmente mayores que los artroconidios, son redondeados y estan
inflados con alimentos de reserva. La formacion de estas estructuras es
usualmente como respuesta al estrés medioambiental. Bajo condiciones
favorables, ambos, artroconidios y clamidoconidios germinan para producir

un nuevo micelio (Reyes, 2012, p.1).

Conidios o conidiosporas son las esporas asexuadas externas. Si
estan implantadas directamente sobre la hifa se llaman sésiles. La parte del
micelio que origina y sostiene a las esporas se denomina esporéforo y si se
trata de conidios se dice conidi6foro. Fialide es la célula conidibgena que
desde un extremo origina por brotacion y sin aumentar su longitud, los
fialoconidios o fialosporas. La pared de la fidlide suele extenderse en el

apice formando un collarin (Carrillo, 2003, p.109).
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2.3.3 Control de enfermedades.

En la actualidad, muchos agricultores y técnicos practican vy
recomiendan el Manejo Integrado de Plagas, que es un sistema que incluye
varios metodos y procesos, que combinados reducen al minimo los dafios
causados por las plagas, enfermedades y malezas, evitando de esta manera
el deterioro del ambiente. Estas técnicas son el resultado de la recopilacién
de las técnicas del conocimiento ancestral, que, mediante el empleo de
extractos vegetales propios de cada sector, pueden disminuir el uso de
agroquimicos, cada vez mas caros, mas concentrados, y peligrosos, cuyo
uso continuo ha provocado una mayor resistencia en los insectos y
enfermedades, y ha eliminado a los enemigos naturales de las plagas
(Ramén y Rodas, 2007, p.3).

2.3.4 Dispersion de la monilia.

La monilia se pasa de una planta a otra y de una plantacién a otra por
el viento, la lluvia, los animales, las personas y por el traslado de frutos o
mazorcas con el hongo de una plantacién a otra. La monilia que se produce
dentro de las plantaciones abandonadas se pasa a otros cacaotales que
tienen manejo y estan en produccién. Los frutos enfermos que permanecen
pegados al arbol producen esporas o semillas durante 7 meses y son una
fuente de infeccion de frutos sanos o en desarrollo, para otra plantacion

dentro de la finca y otras parcelas vecinas o lejanas (Ruiz, 2013, p.2).

2.3.5 Rango de hospederos.

Moniliophthora roreri ha sido reportado solamente en especies de los
géneros Theobroma y Herrania. Rorer en 1918 report6 el ataque de frutos de
T. bicolor y H. balaensis en Ecuador. Baker en 1954 reportaron infecciones
en T. gireli. Ademas, Evans en 1981 report6 infecciones de M. roreri en T.
mammosum, T. simiarum, T. sylvestre, T. angustifolium, H. nitida, H.
pulcherrima. (Cuhna, 2006, p.18).
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2.4 El ozono

2.4.1 Generalidades del ozono.
El ozono (O3) es una molécula formada por tres atomos de oxigeno
(O), y se encuentra principalmente en la estratosfera, donde nos protege de
la radiacion ultravidleta perjudicial del Sol. Aunque representa soélo una
pequefia fraccion de la atmaosfera, el ozono es crucial para la vida en la
Tierra. El ozono en la estratosfera, una capa de la atmdésfera entre 15y
50 kilébmetros (10 y 31 millas) Sobre nosotros-actia como un escudo para

proteger la superficie de la Tierra de la radiacion ultravidleta dafina del sol

(NASA, 2013, p.1).

2.4.2 Ficha descriptiva del ozono.

Tabla 3. Descripcion del ozono

Identificacion

Nombre quimico Ozono
Masa molecular relativa 48 g/L
Volumen molar 22.4 m® PTN/Kmol
Formula empirica Os
Numero de registro CAS 10028-15-6
Referencia EINECS 233-069-2

Densidad (gas)

2144 glLa0’C

Densidad (liquido)

1,574 g/cm3- 183°C

Temperatura de condensacion a -112°C
100kPa
Temperatura de fusion -196°C
Punto de ebullicion -110.5°C
Punto de fusion -251.4°C
Temperatura critica -12°C
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Presién critica

54 atms.

Densidad relativa frente al aire

1.3 veces mas pesado que el aire

Inestable y susceptible de

explosionar facilmente

Liquido - 112°C
Solido - 192°C

Equivalencia

1ppm = 2mg/m3

Fuente: Pérez (2005, p.3)

2.4.3 El ozono en la produccidn agricola.

Los sistemas de o0zono en cultivos permiten incrementar la
productividad de las explotaciones entre un 15 % y un 40 % si se llevan a
cabo las metodologias adecuadas, tal y como pudo constatar en mas de
250 cultivos estudiados por ASP Asepsia en invernaderos de Almeria. No
s6lo porgue se evitan enfermedades en la planta, sino porque oxigena la raiz
y hace la planta mas fuerte, ademas se reducen los costes econémicos
debido al ahorro en quimicos, abono y agua de riego. Todo ello contribuye a
incrementar de forma significativa la rentabilidad de la explotacion (Nueva
tribuna, 2015, p.1).

Las principales aplicaciones del ozono en la agricultura son la
inyeccion de agua ozonizada en el riego y los Tratamientos foliares por
pulverizacion. El riego con agua ozonizada desinfecta las raices y el
sustrato, lo que impide enfermedades causadas por hongos o bacterias;
mientras que su descomposicidn en oxigeno asegura unas raices nuevas y
sanas hasta el final del cultivo. Por su parte, los Tratamientos foliares con

0zono evitan otros ataques bacterianos o fungicos (Ecoticias, 2015, p.1).

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

debido a su naturaleza, el ozono no deja ningun tipo de residuo quimico, ni
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en la instalacion ni en el producto alimenticio, ya que se descompone en

oxigeno (Reyes, 2015, p.1).

Fumigar con ozono cuesta 20 % menos que con agentes
quimicos tradicionales como el bromuro de metilo, el cloro y el didxido de
cloro. El gas asfixia a los insectos en 11 horas sin dafiar el alimento y en
24 horas el producto libre de plaga esta listo para ser exportado (Ramirez,
2015, p.1).

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
guantes en todo momento, asi como mascarillas para evitar respirar los

gases producidos por los elementos quimicos (INNOVAGRI, 2015, p.1).

2.4.4 El ozono como desinfectante.

El ozono se utiliza ahora como un desinfectante seguro, eficaz y
potente para controlar el crecimiento biolégico de los organismos no
deseados en los productos y en los equipos industriales utilizados en el
procesamiento de los alimentos y bebidas. En solucién liquida, el ozono se
puede utilizar para desinfectar el equipo, el agua de proceso, y algunos
productos alimenticios. En forma gaseosa, el ozono ayuda a desinfectar y
conservar ciertos productos alimenticios, y también se utiliza para sanear los
envases de los alimentos. Algunos productos que actualmente se conservan
con ozono incluyen los huevos durante el almacenamiento en frio, frutas y

verduras frescas y pescado fresco (Sopher et al., 2002, p.9).

El ozono también mata virus, parasitos y hongos. La Proteccion

Ambiental de los Estados Unidos, en colaboracion con el Servicio de Ley de
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Agua Potable de 1 991, confirmaron que el ozono era eficaz para liberar el
agua de patégenos peligrosos, incluidos los resistentes al cloro
Cryptosporidium (USDA, 1998, p.13).

El ozono es un gas a temperatura ambiente, con una muy elevada
capacidad oxidativa. Su poder oxidante es mayor al del hipoclorito y del
diéxido de cloro. Es poco soluble en agua lograndose soluciones de hasta
10pg/ ml. Sin embargo, en soluciones por encima de 1 pg/ ml se libera
ozono al aire por encima de los niveles de seguridad (Garmendia y Vero,
2006, p.8).

El ozono, debido a sus propiedades oxidantes, puede ser considerado
como uno de los agentes microbicidas mas rapido y eficaz que se conoce.
Su accion posee un amplio espectro, sin selectividad, que engloba la
eliminacién de las bacterias, virus, hongos y esporas, ademas por permitir

una oxigenacion extra tras su descomposicion molecular (Del Cerro, 2013,
p.2).

2.4.5 Produccion natural y artificial del ozono.

El Ozono (O3) es una molécula relativamente inestable compuesta de
tres atomos de oxigeno (O). A pesar de que soélo representa una fraccion
muy pequefia de la atmdsfera, el ozono es indispensable para la vida en la
Tierra (NASA, 2001, p.1).

En la naturaleza, la capa de ozono que se forma en la parte inferior
presiona y rodea la tierra, sobre el exterior la atmoésfera tiene mayor
concentracion en ppm de ozono. Esta capa protege la vida en la tierra de las
penetrantes radiaciones de rayos UV, asi como del calentamiento global.
Aparte de esto, las mayores concentraciones de ppm en ozono se forman de
manera facil y rapida durante las tormentas eléctricas. La primera lluvia lava

el ozono que se encuentra en la atmosfera llevandola hacia la tierra,

17



provocando germinaciones rapidas y crecimiento de plantas (Vijayan y
Jagadish, 2010, p.2).

Segun Rodriguez (2003, p.4), los principales métodos de generacion

de 0zono son:

e Electrolisis: Electrolisis del acido sulfurico. El rendimiento es

mediocre y no se utiliza habitualmente.

e Generacion fotoquimica: Mediante reaccion del oxigeno con luz
ultravidleta. Este procedimiento no se utiliza industrialmente
debido al bajo rendimiento de generacién de ozono y al alto

consumo energetico.

e Descarga eléctrica de alto voltaje: la técnica de plasma frio es
el método que se emplea habitualmente; se hace pasar
oxigeno a través de un campo eléctrico, generandose diversas
especies quimicas excitadas o no, que se recombinan para

formar ozono.

2.4.6 Caracteristicas fisicas y quimicas del ozono.

El ozono se forma en la naturaleza en los niveles altos de la
atmosfera por la accién de las radiaciones UV procedentes del Sol, que
produce la disociacion ionica de la molécula de oxigeno y la reaccion
posterior de los iones formados con nuevas moléculas de oxigeno. A niveles
mas bajos de la atmédsfera, se forma ozono gracias a la energia desarrollada
por las descargas eléctricas en las tormentas, transformando el oxigeno

diatdbmico en ozono (Lopez-Cepero, 2011, p.33).

El ozono es aproximadamente 12 veces mas soluble en agua que el

oxigeno. La solubilidad del ozono en agua depende la presion parcial y de la
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concentracion de ozono en la fase gaseosa, por ello, el valor de la
solubilidad puede variar en varias unidades del valor anteriormente
mencionado. El ozono (Os) es un gas alotropico del oxigeno. A temperatura
y presion ambiental es un gas inestable que se descompone rapidamente
para volver a convertirse en oxigeno diatbmico. Como consecuencia, el
0zono no se puede almacenar o envasar, sino que debe generarse in situ y

usarse inmediatamente (Lopez-Cepero, 2011, p.33).

El ozono es de color azul, llegando a ser de color azul oscuro en su
forma liquida y rojo oscuro en forma solida, tiene un olor caracteristico y es
un gas mas inestable en el aire que en el agua, esto es, tiene tendencia a
perder un atomo de oxigeno para convertirse de nuevo en Oz (Quiminet,
2011, p.1).

2.4.7 El ozono para el control de hongos

La interaccion de la molécula de ozono, con las moléculas oxidables
de los componentes celulares, especialmente aquellos que contienen
enlaces dobles, conduce a una reaccién de oxidaciéon que atrofia su
crecimiento. Por lo tanto, el objetivo del ozono es atacar la membrana de los
fosfolipidos, las enzimas intracelulares y los materiales gendmicos. Estas
reacciones ocasionan dafio celular y la muerte de los microorganismos
(Goncalves, 2009, p.3).

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 disulfuro hacen posible la oxidacion por ozono. El ozono tiene la
capacidad de dinfundirse a través de la pared fangica, entrando en el
citoplasma y alterando las funciones celulares del hongo (Antony-Babu y
Singleton, 2009, p.413).
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3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Localizaciéon del Ensayo

El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de
Suelos, Aguas y Plantas de la Facultad de Educacion Técnica para el

Desarrollo de la Universidad Catolica de Santiago de Guayaquil.

Para la realizacion del experimento, fueron necesarias, mazorcas de
cacao infectadas con el hongo Moniliophthora roreri para el aislamiento in

vitro en el Laboratorio.

3.2 Materiales
3.2.1 Material biolégico.

. Mazorca de cacao infectado con Monilia (Fino Aroma)
. PDA (Papa agar dextrosa)

. Amoxicilina 500 mg

. Azul de lactofenol

3.2.2 Mazorcas de cacao.

Mazorcas de cacao con dafio de monilia se colectaron en la localidad
de Tres Postes, y Unicamente se seleccionar aquellas que estaban
infectadas por el hongo con esporas, de las cuales se tomaron pequeias

muestras para el aislamiento.

3.2.3 Identificaciéon de Moniliophthora roreri.

Se tomd una muestra de la parte externa del fruto infectado en placas
porta-objeto para la identificacion del hongo al microscopio previo a la
siembra en cajas Petri. Luego de identificar el hongo, se tomo las muestras a

cultivar del mismo lugar de donde se identificé el hongo.
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3.2.4 Azul de lactofenol
El azul de lactofenol se lo uso para identificar el hongo en el
microscopio, se colocé una muestra sobre la placa porta objeto para luego

colocarle una gota de azul de lactofenol.

3.2.5 Material para el aislamiento.
PDA

El agar utilizado fue Potato Dextrose Agar CM-PDA117, sus
especificaciones son: Agar 15.0 g, Potassium Chloride 0.02 g, Dextrose
20.0 g, Starch 3.5 g, Peptona 0.42 g.

Para la preparacion del PDA se us6 9.78 g de soluto y se lo mezclara

con 250 ml de agua destilada.
Amoxicilina 500 mg

La amoxicilina es un antibiético que se deriva de la penicilina, y actla
tanto en bacterias Gram positivas y Gram negativas, impidiendo la formacién
correcta de la pared celular y ocasionando la muerte. Se colocé el sustrato

de una capsula por cada frasco ambar para reactivo.

3.2.6 Material técnico.

. Cuaderno de laboratorio
. Regla en cm

. Cajas Petri

. Pinza

. Mechero

. Alcohol 70 %
. Alcohol 97 %
. Algodén
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3.2.7

. Frasco ambar para reactivo de 250 ml

. Agua destilada

. Placas porta y cubre objetos
. Mandil

. Aza de punta

. Embudos de vidrio
. Probetas

. Espatula

. Matraz Erlenmeyer
. Toallas de mano

. Tubos de ensayo

. Pizeta

. Papel toalla

. Goteros

. Jeringas

Material Tecnologico.

* Celular

* Horno esterilizador

* Autoclave

+ Agitador magnético

+ Computadora

« Camara de flujo laminar

+ Camara

» Microscopio 6ptico de luz (DN-107T)
« Balanza analitica (Kern D-72336)

* Hornilla eléctrica

* Incubadora

» Destilador de agua (Boeco WS-3500)
* Generador de ozono (Ecozone)

* Medidor de ozono (Chemetrics K-7423)
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3.3 Variables de estudio

Medicion diametro del micelio en cm del hongo Moniliophthora roreri.

3.4 Disefio estadistico

Disefio completo al azar (DCA) y se aplico la prueba de significancia

Duncan al 5 %.

3.5 Metodologia
Se utiliz6 un disefio completo al azar, el cual consto de
7 Tratamientos y 10 repeticiones, siendo indicador el crecimiento del hongo
Monilia que fue cultivada y reproducida en cajas Petri con PDA.

Los Tratamientos estudiados son:

e Testigo absoluto (T1).

e Testigo aspersion agua (T2).

e Concentraciéon de 1.0 ppm Os (T3).
e Concentracion de 2.0 ppm Oz (T4).
e Concentracion de 3.0 ppm Os (T5).
e Concentraciéon de 4.0 ppm Os (T6).
e Concentracion de 5.0 ppm Oz (T7).

La investigacion se desarrollé aplicando 1 sola vez agua ozonizada al
micelio de los hongos aislados en las cajas Petri, y se utilizé un medidor de
ozono para realizar las concentraciones. La finalidad del experimento fue
inhibir el crecimiento del hongo y comparar que Tratamiento tuvo mayor

eficacia en el ensayo.

Se realizé un disefio completo al azarcon 7  Tratamientos

y 10 repeticiones.
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Tabla 4. Anélisis de varianza

Fuente de Variacion Grados de libertad
Tratamientos (t — 1) 6

Error t (r-1) 63

Total (rt-1) 69

Elaborado por: El autor 2017

3.6 Método
Método experimental de laboratorio: se escogido la muestra de
mazorcas infectadas con la enfermedad de Monilia del cultivo de cacao

variedad Fino aroma. El experimento se dividio en tres etapas:

1. Primero fue necesario aislar el hongo en tubos de ensayos a partir

de mazorcas de cacao infectadas con Moniliophthora roreri.

2. Luego se realiz6 un “repique” del hongo en cajas Petri para la

obtencion de colonias puras.

3. Finalmente se hizo la siembra en las 70 cajas Petri para montar en

ensayo.

3.6.1 Aislamiento del hongo
Para el aislamiento del hongo, fue necesario realizar las siguientes

actividades.

3.6.1.1 Esterilizacion de la camara de flujo.
Se realizo la limpieza de la camara de flujo utilizando alcohol al 70 % y

encendiendo la luz ultravidleta durante 15 minutos.
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3.6.1.2 Preparacion de PDA. (Papa agar dextrosa)
Para la preparacion del medio del cultivo fue necesario una balanza
analitica, agua destilada, frasco ambar de 250 ml, embudo de vidrio, PDA,

agitador magnético y una probeta.

La dilucion se realizé utilizando 9.78 g de PDA por cada 250 ml de
agua destilada. Para esto se utilizé una balanza analitica, donde se pesaron
los 9.78 g y una probeta para medir 250 ml de agua. Una vez que se realiz6
las mediciones, se vertio el PDA en el frasco ambar usando un embudo y se
le agrego el agua destilada. Por dltimo se agito en el agitador magnético

durante 10 minutos.

3.6.1.3 Esterilizacion en seco.
Para el envasado del PDA en los tubos de ensayos, es necesario
esterilizar embudos envueltos en papel aluminio, para esto se utiliza el horno

a una temperatura de 170 °C durante 3 horas.

3.6.1.4 Esterilizacién en humedo.
Se procedi6 a colocar todos los tubos de ensayo junto con el medio
de cultivo en el auto clave para esterilizar el material por un tiempo

aproximado de 1 hora y 30 minutos.

Una vez realizada la esterilizacion, se trasladé los tubos de ensayos al
horno para el secado de estos, el cual se coloc6 a 50°C durante

20 minutos.

3.6.1.5 Envasado del medio de cultivo en tubos de ensayos.
Una vez realizado las actividades anteriores, se llevo todo el material a
la camara de flujo laminar, la cual tenia encendido un mechero, la ventilacion

y la luz normal. Antes de realizar el envasado del medio de cultivo, es
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necesario agregarle 1 capsula de Amoxicilina trihidrato de 250 mg al frasco
ambar que contiene el PDA y se agit6. Luego se procedié al envasado del

PDA utilizando los embudos.

Hay que tener en cuenta que luego del envasado del agar en los tubos
de ensayo, se debe dejar descansar a estos de forma inclinada
durante 5 minutos para que el medio de cultivo se solidifique.

3.6.1.6 Identificacion del hongo.

Se procedio a identificar el hongo en el microscopio oOptico de luz,
tomando una pequefia muestra del exocarpo de la mazorca. Hay que tomar
en cuenta el lugar de donde se tomé la muestra a observar, ya que las
muestras a sembrar tienen que ser del mismo lugar de donde fue

identificado el hongo.

3.6.1.7 Siembra del hongo en tubos de ensayos.

Se realiz6 el sembrado usando un aza de punta para tomar una
muestra de 5 mm aproximadamente del mismo lugar donde se identificé el
hongo, y se lo coloca en el centro del tubo de ensayo. A partir de este
momento se debe esperar de 10 a 15 dias para que el hongo logre el

crecimiento requerido y realizar el repique.

3.6.2 Repique del hongo.

Para el repique de la monilia, primero es necesario contar con el
hongo aislado en los tubos de ensayos, realizar la esterilizacidon de la
camara de flujo y la preparacion del PDA, exactamente igual como se lo hizo
cuando se aislé el hongo. El objetivo de este repique fue obtener colonias
puras del hongo para el montaje del experimento. También se realizaron las

siguientes actividades.
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3.6.2.1 Esterilizacion en seco.
Fue necesario esterilizar cajas Petri en el horno a una temperatura de
170 °C durante 3 horas.

3.6.2.2 Esterilizacion en hiumedo.

Se esterilizé en el autoclave Unicamente el medio de cultivo.

3.6.2.3 Identificacion del hongo.
Antes de realizar el repique se tom6 una pequefia muestra del tubo de
ensayo a repicar y se la llevo al microscopio Optico de luz para confirmar que

el hongo que se encuentra sembrado es Moniliophthora roreri.

3.6.2.4 Siembra del hongo en cajas Petri.
Se realiz6 el sembrado usando un aza de punta, se tomo una pequefia
muestra del tubo de ensayo y se lo colocé en la caja Petri. A partir de este
momento se debid esperar nuevamente de 10 a 15 dias para que el hongo

logre el crecimiento requerido y realizar el repique.

Para realizar el repique se us6 un mechero de Bunsen encendido, las
manos previamente lavadas y desinfectadas con alcohol al 70 % para evitar
cualquier tipo de contaminacion por sapréfitos. La siembra se la realiz6 con

la técnica adecuada para evitar contaminacion.

3.6.3 Montaje del experimento.

Para el montaje del experimento fue necesario contar con el hongo
aislado en las cajas Petri, realizar la esterilizacion de la camara de flujo y
preparar el PDA de la misma forma mencionada anteriormente. El objetivo
de este repique es iniciar el ensayo y comenzar la experimentacion. También

se realizaron las siguientes actividades.
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3.6.3.1 Esterilizacion en seco.

En esta ocasion se esterilizé las 70 cajas Petri a utilizar junto con los
beakers donde se ozonificara el agua. Se lo hizo a una temperatura de 170
°C durante tres horas.

3.6.3.2 Esterilizacion en humedo.
Se colocé el medio de cultivo y el agua destilada en el autoclave,

para minimizar el riesgo de contaminacion a la minima expresion.

3.6.3.3 Repique del hongo
Se realiz6é el sembrado usando un aza de punta, se tomo6 una pequefia
muestra de la caja Petri con el hongo desarrollado y se lo colocé en la caja
Petri estéril con el medio de cultivo. A partir de este momento se espero

4 dias hasta que el hongo obtuvo un tamafio de aproximadamente 2 cm.

3.6.3.4 Experimentacion

Las cajas Petri fueron sembradas el 30 de Julio del 2017 y pasado los
5 dias de haber sido sembradas, se procedié a tomar la primera medicion
antes de la aspersion, la cual sirvi6 como dato de inicio. Se utilizé un beaker
como contenedor del agua estéril, la cual luego fue ozonizada usando un
generador de ozono. Para saber las partes por millon de ozono que contenia
el agua, se utiliz6 un medidor de ozono, y de esta forma ser precisos a la
hora de desarrollar los Tratamientos. Para la aspersion se utilizé una jeringa
estéril.

Se agreg6 aproximadamente 1.5 cm? por caja Petri. Se realizaron un total

de 5 mediciones, la primera fue justo antes de la aspersion y luego de ésta,

se tomaron datos con una regla pasando dos dias.
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3.7 Dosis Optimaen ppm.
Para la determinacion de la dosis 6ptima, se realizaron 7 Tratamientos
de los cuales 2 seran testigos y los otros 4 tuvieron una concentracion de
1, 2, 3,4y5 ppm que fueron aplicados al micelio del hongo. El experimento

se realizo usando 10 cajas Petri por Tratamiento.

3.7.1 Disefio de la investigacion
Se tomaron 5 mediciones, la primera fue antes de la aspersion con
agua. Este dato nos sirve como referencia para saber si el hongo fue

inhibido por el ozono.

Luego se tomaron mediciones pasando dos dias, pero solo la ultima
medicion se le aplico el DCA con la prueba de significancia Duncan, la 29,
3era y 4ta medicion sirve para tener como referencia la cantidad en

centimetros que el hongo fue inhibido en el trascurso del tiempo.

3.7.2 Técnicas y modelos de andlisis de datos.

Las técnicas de datos seran seleccionadas por Tratamientos, las
mediciones del diametro del micelio se tomaron en cm con una regla, estos
datos serian obtenidos de las repeticiones realizadas. Las evaluaciones se
realizaron cada 2 dias, cuyos datos se utilizaron para obtener la media de

los Tratamientos.

3.8 Tipo de investigacion
La investigacion tiene un enfoque cuantitativo, de caracter empirico,

experimental de laboratorio, mediante un estudio descriptivo y correlacional.
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4. RESULTADOS
Los datos que se presentan a continuacion son los que se
consideraron para emitir las conclusiones del experimento, con los cuales se
puede observar la accion de ozono en la inhibicién del hongo Moniliophthora

roreri.

Tabla 5. Interpretacion de datos finales

Experimentacion
Evaluacion final (13/08/2017)

Repeticiones (cm)
R1  R2| R3|R4 | R5|R6|R7|R8|R9 | R10 | Prom

T1(Absolut) 7 | 65| 7 |64 ]65]|65|645|67 | 67| 65 6.6

Tratamientos

T2(Asp.H20) | 69 |6.85| 7 |7.05| 7 7 |7.05]| 65 | 65 7 6.9

T3 (lppm) |54 |55 (55|58 | 6 |55 58| 6 | 6 | 54 | 57

T4 (2ppm) |55 |45 |54 |56 |55 |45 (47| 5 [45| 5 | 50

T5(Bppm) | 55|57 |55 (54| 5 |48 |48 |49 |45 | 48 | 51

T6 (4ppm) |49 | 5 | 5 | 5 | 48| 45|48 |515| 5 5 | 49

T7(Gppm) | 5 | 45| 4 |45 |45 | 5 |45 |45 |42 | 42 | 45

Elaborado por: El autor.

El ozono ocasiond una reduccion de 1.2 cm en el caso del
Tratamiento 3, llegando a alcanzar 2.3 cm en el caso del Tratamiento 5, el
cual tenia la mayor concentracion de ozono en el agua. A medida que se

incrementd la concentracion, la inhibicion del hongo era mayor.

En el ANDEVA, es posible observar que F. calculada es mayor que
F de la tabla al 1 % de probabilidad, por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula
y se acepta la hipétesis alternativa. El coeficiente de variacion de 5.52 %

indica que el experimento tiene un alto grado de certidumbre.

Tabla 6. Analisis de la varianza
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Variable N R? R2Aj CcVv

Repeticiones 70 0.90 0.89 5.52

Elaborado por: El autor.

Tabla 7. Cuadro de andlisis de la varianza

F.V. Sc Gl CM F p-valor
Modelo. 50.10 6 8.35 89.56 <0.0001
Tratamientos  50.10 6 8.35 89.56 <0.0001
Error 5.87 63 0.09

Total 55.98 69

Elaborado por: El autor.

Este experimento demostré que el ozono fue efectivo en el control de
monilia, teniendo significancia en diferentes rangos como se muestra en la
Tabla 8., como era de esperar, el aumento de la concentracién de ozono
tuvo como resultado una inhibicion del crecimiento del hongo en las cajas
Petri, mientras que el testigo absoluto y el testigo aspersién agua, siguieron

su crecimiento normal.
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Tabla 8. Prueba Duncan 5 % de probabilidad estadistica para los siete
Tratamientos sobre el crecimiento de M.roreri.

Tratamientos Medias n
T75ppm 4.49 A 10
T6 4 ppm 492 B 10
T4 2 ppm 502 B 10
T5 3 ppm 508 B 10
T3 1ppm 569 C 10
T1 Test. Abs. 6.63 D 10
T2 Test. Asp. 6.90 D 10
H20

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,01)

Elaborado por: El autor.

La prueba de significacién Duncan al 5 % indica, que los Tratamientos
Testigo absoluto y Testigo aspersion agua son estadisticamente iguales, sin
embargo, la tabla demuestra que los Tratamientos con aplicacion ozono

tienen significancia y son diferentes a los testigos.

El Tratamiento 3, que corresponde al Tratamiento 1 ppm de ozono,
muestra que existe diferencia significativa con los Tratamientos testigos,
pero también existe diferencia significativa con los Tratamientos 4, 5, 6 y

7, los cuales incrementan la concentracién de ozono.

Los Tratamientos 4, 5y 6, que corresponden a 2 ppm, 3 ppm y 4 ppm
respetivamente, son estadisticamente iguales entre si, pero diferente a los
Tratamientos testigos y mas efectivos que el Tratamiento 3. Por ultimo, el
Tratamiento 7, resulto el mas efectivo de todos los Tratamientos

demostrando significancia con los demas.
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Tabla 9. Inhibicion del hongo expresado en porcentajes

Evaluacion de inhibicion del crecimiento del hongo

Datos Datos
Iniciales Finales Resta promedios | Porcentaje
Tratamientos| (05/08/2017) | (13/08/2017) de
Promedio Promedios inhibicion
(cm) (cm) Dato final - Dato inicial
Tl 2.3 6.6 4.3 Testigo
T2 2.4 6.9 4.5 Testigo
T3 2.5 5.7 3.2 28.18 %
T4 2.3 5.0 2.8 37.50 %
15 2.3 5.1 2.8 36.02 %
6 2.4 4.9 2.5 42.61 %
T7 2.5 4.5 2.0 54.43 %
Elaborado por: El autor

El ozono tiene evidencio la accion fungicida que ejerce sobre la monilia,

llegando inhibir hasta el 54 % con respecto a los Tratamientos testigos. Se

puede notar que la dosis 1 ppm, la cual es la de menor concentracion,

ocasiona un efecto positivo en el control del hongo, llegando a reducir el

28 %, y a medida que se incrementa la dosis, el tamafio del hongo

disminuye.
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Tabla 10. Tratamiento testigo absoluto vs Tratamientos ozonificados

Prueba T para muestras independientes

Tratamientos TilvsT3 T1lvsT4 TlvsT5 TlvsT6 T1lvsT7
Valor T 8.76** 10.06** 10.61** 19.03** 17.33**

Los valores de T para muestras independientes, muestran que existen
diferencias altamente significativas entre los Tratamientos testigos
comparados con el Tratamiento absoluto. Este analisis estadistico respalda
la informacién obtenida en la prueba de significancia Duncan, donde se
manifiesta que existe diferencia significativa entre el Testigo absoluto y los

Tratamientos ozonificados.

Tabla 11. Tratamiento aspersion agua vs Tratamientos ozonificados

Prueba T para muestras independientes

Tratamientos T2vs T3 T2vsT4 T2vsT5 T2vsT6 T2vsT7
Valor T 11.37** 11.77** 12.51** 22.41** 19.67**

La misma comparacion estadistica fue realizada entre el Tratamiento testigo
aspersion agua y los Tratamientos ozonificados, obteniendo también
diferencias altamente significativas y reafirmando los datos obtenidos en la
prueba Duncan al 5%. Se establece que los valores obtenidos son altamente
significativos ya que la T calculada es mayor a la T tabular al 5 % y al 1%.
Estas pruebas realizadas obligan a realizar un analisis estadistico para
conocer el valor de T para muestras apareadas, en este caso la
comparacion serd entre los Tratamientos ozonificados, con la finalidad de

saber si existe diferencia significativa entre estos.

Tabla 12. Tratamiento 3 vs Tratamiento 4, 5,6y 7
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Prueba T para muestras apareadas

Tratamientos T3vs T4 T3vs TH T3vs T6 T3vs T7
Valor T 4.07** 3.33** 8.75** 8.44**

La primera comparacion que se establecio fue el Tratamiento 3 contra los
demas Tratamientos ozonificados, encontrando que existe diferencia
altamente significativa en la inhibicion del hongo. Estos datos corroboran la
prueba Duncan, donde también se establece que hay diferencia estadistica.
Estos datos nos permiten descartar al Tratamiento 3 como la opcion ideal

para el control de M. roreri.

Tabla 13. Tratamiento 4 vs Tratamiento 5,6y 7

Prueba T para muestras apareadas

Tratamiento T4 vs T5 T4vs T6 T4vs T7
Valor T -0,49Ns 0.74Ns 2.96*

La segunda comparacion que se realizo, fue el Tratamiento 4 frente a los
Tratamientos 5, 6 y 7. Los valores estadisticos obtenidos demuestran que no
existe diferencia significativa con los Tratamientos 5 y 6, sin embargo existe
diferencia estadistica significativa con el Tratamiento 7, por lo que se
descarta al Tratamiento 4 como el mas eficaz. Asi mismo, este analisis
estadistico fundamenta los datos obtenidos en la prueba de significancia

Duncan.

Tabla 14. Comparacion de Tratamientos 5,6y 7

Prueba T para muestras apareadas
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Tratamiento T5vs T6 T5vs T7 T6vs T7
Valor T 1.39NS 3.89** 2.98*

Por dltimo esta tabla muestra que entre el Tratamiento 5 y 6 no existe
diferencia significativa, sin embargo el Tratamiento 7 es estadisticamente
altamente significativo en comparacion con el Tratamiento 5, vy
estadisticamente significativo comparado con el Tratamiento 6. Estos datos
obtenidos nos ayudan a sustentar el trabajo experimental y permite concluir
que el Tratamiento 7 es el mas efectivo en el control de Moniliophthora

roreri.
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5. DISCUSION

Los resultados obtenidos representan una alternativa para el control
de Moniliophthora roreri. Actualmente, el método mas utilizado para combatir
la moniliasis de cacao son las practicas culturales, incrementando la mano
de obra y disminuyendo la rentabilidad. El uso de fungicidas es una practica
poco empleada, debido a resultados no satisfactorios en el control del
hongo, asi como también, las fluctuaciones en el precio del cacao hacen

incosteables las aplicaciones.

In vitro, el crecimiento micelial del hongo se vi6 afectado hasta en un
55 % por las aplicaciones de agua ozonificada con respecto a los
Tratamientos testigos, afirmando su accidn fungicida. Las concentraciones
adoptadas evidenciaron que el ozono puede interferir con el crecimiento de
las colonias de los microhongos. De hecho, el experimento demuestra la
curva de crecimiento del hongo, demostrando una posible detencion del

crecimiento y de la conidiogenesis.

Estos resultados concuerdan con los trabajos realizados por
Campabadal (2010) y Davalos (2016), los cuales investigaron la aptitud del
agua ozonificada para el control de plagas en granos almacenados y la
inhibicion del hongo Mycosphaerella fijiensis por medio de aplicacion de
agua ozonizada a las cajas Petri con el hongo aislado, dando como

resultado una inhibicién del crecimiento del micelio del hongo.

La molécula de ozono interactia con las moléculas oxidables de los
componentes celulares del hongo, produciendo una reaccion oxidativa, que
atrofia el crecimiento del mismo. Por eso, el objetivo del ozono es atacar la
membrana de los fosfolipidos, los materiales gendmicos y las enzimas
intracelulares, ocasionando dafio celular y la muerte de los microorganismos,

lo cual se pudo comprobar en este ensayo donde se logré detener el
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crecimiento del micelio del hongo Moniliophthora roreri con el uso de agua

ozonificada.

Estos resultados también concuerdan con los resultados obtenidos por
Llerena et al. (2015), donde se pudo comprobar la eficiencia del uso del
ozono para oxidar las moléculas de las paredes celular del micelio del hongo
Mycosphaerella fijiensis, evitando que este sea capaz de esporular y

diseminar la enfermedad en el limbo foliar de la planta de banano.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones
De acuerdo con los resultados obtenidos en el ensayo, se puede

concluir que:

e La mejor dosis de ozono para el control de Moniliophthora roreri

corresponde al Tratamiento 7 con una dosis de 5 ppm.

e Al comparar el crecimiento del micelio Moniliophthora roreri con los
Tratamientos donde se aplicé las diferentes dosis de 0zono, se puede
concluir que en todos los Tratamientos se detuvo el crecimiento del
micelio ante la accion de las diferentes dosis de ozono, lo cual pone

de manifiesto la eficiencia del uso de la metodologia.

e Al aumentar la concentracién de ozono en las aplicaciones, el control
del hongo es mas eficaz, inhibiendo el crecimiento del hongo en la
caja Petri.

6.2 Recomendacioén

e Utilizar la dosis de 5 ppm de ozono para el control de Moniliophthora
roreri en condiciones in vitro.

e Mantener el area de trabajo totalmente aséptica, para evitar cualquier

tipo de contaminacién por saprofitos.

e Utilizar amoxicilina de 500 mg como antibidtico para evitar

contaminacion por bacterias en las cajas Petri.
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ANEXOS



Anexo 1. Datos iniciales. (Antes de la aspersion)

Inicio Experimentacion
Toma de datos iniciales (antes de aplicacion de agua ozonizada) (05/08/2017)
Repeticiones (cm)
Tratamientos
R1 | R2 | R3 | R4 | R5 | R6 | R7 | R8 | R9 | R10 | Promedio
T1 25 (24 (205(2.25(23|22|23|25]235|23 2.3
T2 2 2 |24 |25]25|25|25|25|25]23 2.4
T3 245|245| 24 | 3 | 2.8 |2.15|2.35| 2.8 [2.75]2.15 25
T4 21| 2 |245(245| 25| 2 |245|22| 22 |235 2.3
T5 2312322242522 22(235|215|2.15 2.3
T6 23 (22 (225(23(235(21 |28 |24]|24]|28 2.4
T7 2.55|2.35| 26 |26 | 25| 2.7 |2.45|235(2.45| 2.3 2.5
Elaborado por: El autor
Anexo2. Analisis de la Varianza
Variable N R? R2Aj Cv
Repeticiones 70 0.20 0.13 8.25
Elaborado por: El autor
Anexo 3. Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. Sc gl CM F p-valor
Modelo. 0.61 6 0.10 2.65 <0.0236
Tratamientos 0.61 6 0.10 2.65 <0.0236
Error 2.42 63 0.04
Total 3.03 69

Elaborado por: El autor
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Anexo 4.Test: Duncan Alfa= 0.05 / Error: 0.0384 gl: 63

Tratamientos Medias n
T4 2ppm 2.27 10 0.06 A
T5 3ppm 2.28 10 0.06 A

T1 Test. Abs. 2.32 10 0.06 AB

T2 Test. Asp. H20 2.37 10 0.06 ABC

T6 4ppm 2.39 10 0.06 ABC
T7 S5ppm 2.49 10 006 BC
T3 1ppm 2.53 10 0.06 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: El autor

Anexo 5. Toma de datos después aplicacién con Andeva

Experimentacion

Toma 1ler dato ( después de la aplicacion)(7/08/2017)

Repeticiones (cm)
Tratamientos
R1 R2 |R3 | R4 R5 R6 R7 R8 R9 | R10 Promedio
T1 4 4 4 |385| 3.8 |385| 39 |395| 39 |3.95 3.9
T2 4 |385|43| 43 |43 |43 (425 3.7 |3.75| 34 4.0
T3 355|3.75| 4 |4.25]4.25| 3.7 | 3.9 4 44 | 35 3.9
T4 39 (32|4 | 4 |37(335]34 373238 36
T5 38 1381|3938 |38 |34 36|35 /|345|345 3.7
T6 3.7 (375|138 3.2 |355| 32|38 |38 |39 39 3.7
17 34 | 36 |34 3.7 |365| 37|34 (334 33| 34 3.5

Elaborado por: El autor
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Anexo 6. Andlisis de la Varianza

Variable N R? R2Aj CVv
Repeticiones 70 0.37 0.31 6.62
Elaborado por: El autor
Anexo 7. Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. Sc gl CM F p-valor
Modelo. 2.33 6 0.39 6.29 <0.0001
Tratamientos 2.33 6 0.39 6.29 <0.0001
Error 3.89 63 0.06
Total 6.23 69
Elaborado por: El autor
Anexo 8. Test: Duncan Alfa= 0.05/ Error: 0.0618 gl: 63
Tratamientos Medias n E.E.
T7 5ppm 2.27 10 0.06 A
T4 2ppm 2.28 10 0.06 A
T5 3ppm 2.32 10 0.06 A
T6 4ppm 2.37 10 0.06 A
T1 Test. Abs. 2.39 10 0.06
T3 1ppm 2.49 10 0.06
T2 Test. Asp. H20 2.53 10 0.06

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: El autor

Anexo 9. Toma de dato después de la aplicacion.
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Experimentacion

Toma 2do dato ( después de la aplicacion)(9/08/2017)

Repeticiones (cm)
Tratamientos

Rl1 | R2 | R3 | R4 | R5 | R6 | R7 | R8 | R9 |R10| Promedio
T1 485| 45 |45 (43545 | 42 |445(455| 43 |43 4.5
T2 445\ 4.6 5 [495] 5 49 475|146 | 45 | 3.8 4.7
T3 4.2 14.15|4.55|4.35(4.45|395| 4.1 | 4.2 | 4.6 | 3.8 4.2
T4 4 34 (4.15| 44 4 135513813934 )| 4 3.9
T5 4 4 4 [395| 4 |385(3.85|3.8 |37 |36 3.9
T6 3.85| 39 (395|3.45|3.65| 35 |3.95| 4 4 4 3.8
T7 365|138 (36(38|39(39]|36|36(3.75|3.8 3.7

Elaborado por: El autor

Anexo 10. Andlisis de la Varianza

Variable N R? R2A] CcVv

Repeticiones 70 0.67 0.64 5.97

Elaborado por: El autor

Anexo 11. Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. Sc o] CM F p-valor
Modelo. 7.62 6 1.27 21.28 <0.0001
Tratamientos 7.62 6 1.27 21.28 <0.0001
Error 3.76 63 0.06
Total 11.37 69

Elaborado por: El autor

Anexo 12. Test: Duncan Alfa= 0.05 / Error: 0.0597 gl: 63

Tratamientos Medias n E.E.
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T7 Sppm
T6 4ppm
T4 2ppm
T5 3ppm

T3 1ppm

T1 Test. Abs.

T2 Test. Asp. H20

2.27

2.28

2.32

2.37

2.39

2.49

2.53

10

10

10

10

10

10

10

0.06 A

0.06 A

0.06 A

0.06 A

006 B

006 BC

0.06 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: El autor

Anexo 13. Toma de dato después de aplicacion.

Experimentacion
Toma 3er dato (después de la aplicacién)(11/08/2017)
Repeticiones (cm)
Tratamientos
R1 R2 | R3 | R4 | RS R6 | R7 R8 | R9 | R10 | Promedio
T1 6 56 | 5.6 | 53 |575|555| 56 |575| 59 |5.85 5.7
T2 585 5.8 6 6.5 | 6.5 |6.15|6.45| 55 |585| 5.9 6.1
LE] 485| 5 53 |545| 55| 52 |565| 58 | 55 | 5.2 5.3
T4 53 4 5 5 53542 |45 |48 | 42 | 49 4.7
T5 53 |535|525|525| 48 | 47 | 4.7 |475|435]| 4.6 4.9
T6 47 | 48 | 48 |475| 46 | 42 | 45 |4.65| 45 |4.75 4.6
T7 49 | 43 | 38 |44 |44 |48 |42 | 44 | 41 4 43
Elaborado por: El autor
Anexo 14. Analisis de la Varianza
Variable N R? R2Aj CcVv
Repeticiones 70 0.78 0.75 6.38
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Elaborado por: El autor

Anexo 15. Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo )

F.V. Sc gl CM F p-valor
Modelo. 23.08 6 3.85 36.37 <0.0001
Tratamientos 23.08 6 3.85 36.37 <0.0001
Error 6.66 63 0.11
Total 29.74 69
Elaborado por: El autor
Anexo 16: Test: Duncan Alfa= 0.05 / Error: 0.1057 gl: 63
Tratamientos Medias n E.E.
T7 5ppm 4.33 10 0.10 A
T6 4ppm 4.63 10 0.10 B
T4 2ppm 4.73 10 0.10 B
T5 3ppm 4.91 10 0.10 B
T3 1ppm 5.35 10 010 C
T1 Test. Abs. 5.69 10 0.10 D
T2 Test. Asp. H20 6.05 10 0.10 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: El autor

Anexo 17. Muestras de mazorcas infectadas con Moniliophtera roreri.
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Elaborado por: El autor

Anexo 18. Conidios de Moniliophthora roreri observado en microscopio.

Fuente: El autor

Anexo 19. PDA utilizado para preparacion de medio de cultivo.
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i;mpi({:!é)ﬂ)s

Potato Dextrose Agar

CM-PDA117

Composition per liter:
Agar 15,09, Potassium Chioride 0.02g
Dextrose 20.0 g, Starch 3.5g,
Peptones 0.42 g

Fuente: El autor

Anexo 20. Horno para esterilizacién en seco

Fuente: El autor

Anexo 21. Hongo aislado en tubos de ensayo para repiques.
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Fuente: El autor

Anexo 23. Horno esterilizador (himedo).

Fuente: El autor

Anexo 22. Camara de flujo laminar.
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Fuente: El autor

Anexo 24. Materiales para preparacion de agar.

Fuente: El autor

Anexo 14. Materiales para realizar la siembra.
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Fuente: El autor

Anexo 15. Medidor de ozono.

CHEMetrics

etric Analysis

Fuente: El autor

Anexo 16. Tratamiento 1: Testigo absoluto (Ultima evaluacion)
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Fuente: El autor

Anexo 17. Tratamiento 2: Testigo aspersion agua (Ultima evaluacion)

Fuente: El autor

Anexo 18. Tratamiento 3: 1ppm (Ultima evaluacion)
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Fuente: El autor

Anexo 19. Tratamiento 4: 2ppm (Ultima evaluacion).

Fuente: El autor

Anexo 20. Tratamiento 5: 3ppm (Ultima evaluacion)
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Fuente: El autor

Anexo 21. Tratamiento 6: 4ppm (Ultima evaluacion).

Fuente: El autor

Anexo 22. Tratamiento 7: 5ppm (Ultima evaluacion)

63



Fuente: El autor

Anexo 23. Reproduccion de colonias puras de Moniliophthora roreri

Fuente: El autor

Anexo 24. Micelio del hongo Moniliophthora roreri
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Fuente: El autor

Anexo 25. Cepas de hongos puros, listo para el inicio de la experimentacion.

Fuente: El autor
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