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RESUMEN

Este estudio investigdo el crecimiento del micelio en respuesta a diferentes
tratamientos a lo largo de un periodo de seis dias. Se evaluaron cinco alternativas de
control, a saber, Neem, Mancozeb, Girasol, Gobernadora y Palma. La variable de
interés fue el crecimiento del micelio, medida a través de valores de porcentaje. Los
resultados revelaron una variabilidad significativa en el crecimiento del micelio bajo
los diferentes tratamientos y a lo largo del tiempo. Durante el primer dia de medicién,
se observaron diferencias notables entre los tratamientos. Mancozeb y Girasol
mostraron un crecimiento del 100%, mientras que Neem y Palma presentaron valores
mas bajos, con una media de 11.192 y 14.524, respectivamente. Gobernadora se ubico
en un punto intermedio, con un crecimiento promedio del 59.742%. Sin embargo, a
medida que avanzaban los dias, se observaron fluctuaciones en el crecimiento.
Mancozeb mantuvo una alta tasa de crecimiento en el segundo dia, aunque disminuyé
ligeramente con respecto al primer dia. Girasol experimentd un aumento notorio en
el segundo dia, pero también disminuy0 en los dias siguientes. Neem, Gobernadora y
Palma mostraron una disminucion en su crecimiento a medida que avanzaba el
estudio. Es importante destacar que los efectos destacan el dominio de la
temporalidad en la dinamica del desarrollo del micelio. Los valores de crecimiento
variaron a lo largo de los dias, lo que indica una respuesta dindmica a los tratamientos
y posiblemente a las condiciones ambientales cambiantes Se proporciona
informacion importante sobre la variabilidad en el crecimiento del micelio en
respuesta a diferentes tratamientos y resalta la importancia de considerar la
temporalidad en investigaciones de este tipo. Estos hallazgos pueden tener
implicaciones en la toma de decisiones relacionadas con el control del crecimiento de

micelio en contextos agricolas o microbiologicos.

Palabras clave: Micelio, Tratamientos, Crecimiento, Temporalidad.



ABSTRACT

This study investigated mycelial growth in response to different treatments
over a six-day period. Five control alternatives were evaluated, namely, Neem,
Mancozeb, Girasol, Gobernadora and Palma. The variable of interest was mycelium
growth, measured through percentage values. The results revealed significant
variability in mycelial growth under the different treatments and over time. During
the first day of measurement, notable differences between treatments were observed.
Mancozeb and Sunflower showed a growth of 100%, while Neem and Palma
presented lower values, with an average of 11,192 and 14,524, respectively. Governor
was located at an intermediate point, with an average growth of 59,742%. However,
as the days progressed, fluctuations in growth were observed. Mancozeb maintained
a high growth rate on the second day, although it decreased slightly from the first day.
Sunflower experienced a noticeable increase on the second day, but also decreased in
the following days. Neem, Gobernadora and Palma showed a decrease in their growth
as the study progressed. Importantly, the effects highlight the dominance of
temporality in the dynamics of mycelial development. Growth values varied across
days, indicating a dynamic response to treatments and possibly changing
environmental conditions. Important information is provided on the variability in
mycelial growth in response to different treatments and highlights the importance of
consider temporality in research of this type. These findings may have implications
for decision making related to the control of mycelial growth in agricultural or
microbiological contexts.

Keywords: Mycelium, Treatments, Growth, Temporality.



INDICE DE CONTENIDO

DEDICATORIA et e e e et e e e s bt e e e s aa e e e nsa e e sbeeeeneeeannees 3
AGRADECIMIENTO ..ottt sttt sttt ens 4
RESUMEN ..o e e et e et e e et e e et e e e be e e e be e e sneeeennes 5
F AN = S I 2 ¥ 3 S 6
INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt et e e snae s e nnn e e e ne e e nneeeans 9
INDICE DE TABLAS ...ttt et e st e et e rae e e snte e s sne e e s nnae e sneeesneee e 9
I, INTRODUCCION .....ocooviieicteieteeee et ses st tss st ses s nsnens 10
1.1, ODJEtIVO GENEIAL ..ot 11

1.2.  ODbjetivoS 8SPECITICOS....ccuiiiiiieieiie et 11

. MARCO TEORICO ....coouiiiiiiiieieieiie ettt 12
2.1.  Mycosphaerella fijiensis y su impacto en la agricultura.............ccccceevivevennnnne 12
2.2. Descripcion de Mycosphaerella fijiensis y su ciclo de vida ............ccccceeeenee. 12
2.3. Controles de Mycosphaerella fijiensis con aceites vegetales...............cceevennne 13
2.4. Propiedades y aplicaciones del ozono en la agricultura............c.ccccoveiviennnne 13
_2.5. Propiedades del 0zono en la agriCultura ...........ccccoeeieieninininieiee e 14
2.6. Valoracién in vitro de aceites vegetales ozonizados en la investigacion......... 15
2.7. Evaluaciones in vitro en el control de micelios de M. fijiensis en banano ...... 16
I MATERIALES Y METODOS.......ccoiiieieieeeieeiesesissessesessessesessessssssessesesssnens 18
T8 I U1 o] o Uod o o SRS 18
3.2, MaterialeS Y EQUIPOS .....ccveieeieiiesieesieeeeseesieeeesteeste e s e e ste e e e e e sreeaesneesneenas 18
3.2.1.  EQUuIpos de 1aboratorio.........ccccvueeiieiiiieiie e 18
3.2.2.  Materiales de 1aD0ratorio .........c.cocuiiiiiieieieie e 19
3.2.3. Medio e CUILIVO ..o e e 19
3.2.4.  ACEITES VEQRTAIES. ..ot 19

3.3, ACEITES VEQRTAIES.....ciii et 19
3.4.  Proceso de ozonizacion de los aceites vegetales..........ccoovvieiiineienccnenn 21
3.5, MELOdOS ULHHZAUOS .....vveveevieiieie et 22
3.5.1. Cogida de cogollos de banano con Sigatoka Negra...........cccccceeeverennnnnne 22
3.5.2.  Preparacion de 10s medios de CUItIVO ..........ccceveerieeieiieie e 22
3.5.3. Aislamiento y mantenimiento de Mycosphaerella fijiensis.............ccccceennne 23
3.5.4. Procedimiento de toma de muestra en Campo .......c.ccoecververieereerieseeseennns 24
3.5.5.  Procedimiento de muestras en el [aboratorio............ccocevvevererenciennnnnns 24

K T I - U= 1< ] (0L SR 25

3.7, Variables de eStUAIO ......cooooeieeeeee 25



3.8.  Computo de la Proporcidn de Inhibicion del Desarrollo Radial (PICR) ......... 25

3.9.  Disefo experimental...........cccooiiiiiiiiiiiiee e 26
3.10.  ANALISIS EStAAISTICO ...vvevierieieiiesie sttt 27
3.11.  Prueba de Homogeneidad de Varianzas .........c.cccceevvveevveiiieeneesiieesee s 27
3.12.  Estudio de Varianza (ANOVA) ...ttt 27
313, Prueba de TUKEY ..ccueeiiie ettt 27
3.14.  Nivel de Confianza del 95%0.......ccocveieiieiiie s 27
IV.  RESULTADOS Y DISCUSIONES........ccccosiiiiiiriieiiiesieniee e seens 29
4.1. Media del area MICEHAN ........c.cvveieiiie e 29
4.2.  Media de inhibicion MICElIar ..........ccoviiiiiiie 30
V. CONCLUSIONES. ........cot ittt nae s nne e 39
VI,  RECOMENDACIONES........ccoitiitieeise ettt 40

VII.  REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ccoveieiieeicieeeeesee e, 41



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Ubicacion geogréafica de la investigacion............ccccoveeveniienniese e 18
Figura 2. Tratamientos utilizados en las cajas de Petri........ccccccevvviiiiivieie i, 20
Figura 3. Preparacion de 1os medios de CUltiVO. ..........cccocoeiveieciciicce e, 23
Figura 4. Aislamiento de MICEHIOS. .....c.ccveviieiiiieie e 25
Figura 5. Medias calculadas para el &rea micelial. ...........ccccooeiiiiiiiiiiciice 29
Figura 6. Inhibicion miceliar €n POrCENtAJE. ......vvveieierieieie e 31
Figura 7. Inhibicidn MICElIAr .........cccoooviiiiiiccc e 33
Figura 8. Inhibicion miceliar dia L..........ccooveieiieiiie e 33
Figura 9.Inhibicion miceliar diad 2...........covveeiiieie e 34
Figura 10. Inhibicion miceliar dia 3.........ccooi oo 34
Figura 11. Inhibicion miceliar did 4..........ccooooeiieii i 35
Figura 12. Inhibicion miceliar did 5........c.cccveieiieii e 35
Figura 13. Inhibicion miceliar dia 6...........cceeveiieiiiieie e 36

Figura 14. Inhibicion micelial de izquierda a derecha tratamiento con aceite de girasol en
1y 2 seguido por Neem a la siembra y al Sexto dia........ccccoveiriieiiiiiiiiseeceee 36
Figura 15. Inhibicion micelial de izquierda a derecha tratamiento con aceite de Palma en
1y 2 sequido por Gobernadora a la siembra y al sexto dia. ..........cccceveviveveiiiesiccecenn, 37
Figura 16. Inhibicion micelial de izquierda a derecha tratamiento con Mancozeb a la
SIEMDra Y @l SEXEO GIA. ... vevieeiiiiiieee e 37

INDICE DE TABLAS

TaADIA L. TrAEAMUENTOS ..ttt ettt e e e et e ettt e e e e e e e et eeeeeeeeeeeeneees 25



l. INTRODUCCION

Los cultivos de banano y platano son de gran importancia econémica y alimentaria
en diversas regiones a nivel global (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura, 2020). EI mayor desafio que enfrentan los bananeros es el
control de la Sigatoka negra ocasionada por el hongo Mycosphaerella fijiensis (Yonow et
al., 2019). Esta plaga ha causado pérdidas significativas en la produccion de banano y
platano, afectando la seguridad alimentaria y de ciertas regiones bananeras del mundo
(Kablan et al., 2012).

El hongo M. fijiensis se propaga rapidamente y causa dafios graves en las hojas de
banano, afectando su capacidad para realizar la fotosintesis y debilitdndolas en general
(Fullerton & Olsen, 1995). Como resultado, los cultivos afectados sufren una disminucién
en su crecimiento y rendimiento, lo que representa una amenaza significativa para la

industria bananera y platanera.

En la basqueda de alternativas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente
para el control de M. fijiensis, la 0zonizacion de aceites vegetales ha surgido como una
opcidn prometedora. El ozono (O3) es una forma altamente reactiva de oxigeno que posee
propiedades antimicrobianas y antioxidantes (Cedefio et al., 2017). Al combinar el ozono
con aceites vegetales, se forman compuestos ozonizados que han demostrado tener

actividad fungicida y potencial para controlar el crecimiento del hongo patoégeno.

La valoracion in vitro de aceites vegetales ozonizados en la investigacion de M.
fijiensis es un enfoque de investigacion que se lleva a cabo en el entorno de laboratorio.
A través de este enfoque, se busca estudiar de manera controlada y precisa los efectos de
los aceites vegetales ozonizados sobre el crecimiento micelial, es decir, la estructura
vegetativa que se ramifica y se extiende en el cogollo de las plantas (Guillén Sanchez et
al., 2018).

La evaluacion in vitro permite comparar los efectos de los aceites vegetales
ozonizados con otros tratamientos convencionales utilizados en investigacién para el
control de M. fijiensis, como fungicidas quimicos, esta comparacion es esencial para
determinar la eficacia relativa de los tratamientos y evaluar el potencial de los aceites
vegetales ozonizados como alternativas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente
(Jaramillo et al., 2017).



La investigacion en la valoracion in vitro de aceites vegetales ozonizados en la
investigacion de M. fijiensis también abre la puerta a nuevas oportunidades para el
desarrollo de tecnologias y productos agricolas innovadores. La ozonizacion de aceites
vegetales puede representar una opcion atractiva para los agricultores y productores, ya
que estos aceites son naturales, renovables y potencialmente mas amigables con el medio

ambiente.

La investigacion, se abordaran diversas cuestiones relacionadas con la eficacia de
los aceites vegetales ozonizados en el control de M. fijiensis. Los diferentes aceites
vegetales y concentraciones de ozono para determinar cuéles son los més efectivos en la
inhibicién del crecimiento del hongo. Ademas, se analizara el mecanismo de accion de
los compuestos ozonizados sobre el micelio de Mycosphaerella fijiensis para comprender

cOmo estos aceites actuan sobre el patdégeno (Alava et al., 2020; Churchill, 2011).

El objetivo de esta investigacion es determinar la eficacia de los aceites vegetales
ozonizados en el control del crecimiento del micelio in vitro y desarrollo de
Mycosphaerella fijiensis, en comparacion con otros fungicidas proporcionando una
perspectiva valiosa para el desarrollo de estrategias de manejo integrado de plagas en los
cultivos. Al llevar a cabo evaluaciones in vitro, se pueden evaluar diferentes variables,
como la concentracion de ozono, el tipo de aceite vegetal y el tiempo de exposicion, para
entender como estas condiciones influyen en la inhibicion del micelio del hongo.

1.1. Objetivo general

Evaluar el efecto in vitro de aceites vegetales ozonizados en el control de M. fijiensis,

hongo causante de la Sigatoka negra en el cultivo de banano.

1.2. Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de la utilizacion de aceites vegetales ozonizados en la

proporcion de inhibicion in vitro del hongo M. fijiensis en medios de cultivo PDA.

2. Evaluar el efecto de la aplicacion de aceites ozonizados en el desarrollo de la
Sigatoka negra en medios de cultivo PDA desde el primero hasta el sexto dia

después de la siembra del hongo.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Mycosphaerella fijiensis y su impacto en la agricultura

Mycosphaerella fijiensis, comunmente conocido como el hongo de la Sigatoka negra, es
una enfermedad devastadora que afecta a los cultivos de platano y banano en todo el
mundo. Este patdgeno es considerado uno de los mayores desafios para la industria
bananera debido a su rapida propagacion y su capacidad para causar graves pérdidas

econdmicas (Zhiminaicela-Cabrera et al., 2020).

El impacto de Mycosphaerella fijiensis en la agricultura es significativo. Los cultivos de
banano y platano representan una fuente importante de alimentos y generacion de ingresos
para muchas regiones del mundo. La Sigatoka negra puede causar una disminucion
significativa en la produccion, lo que lleva a pérdidas econémicas para los agricultores y
a un aumento en los precios de los productos (Freitas et al., 2017; Soares et al., 2021).

Ademas de las pérdidas econdmicas, la aparicion del hongo de la Sigatoka negra también
puede tener consecuencias ambientales. Para controlar la enfermedad, los agricultores
suelen recurrir al uso de fungicidas, lo que puede resultar en la contaminacion del suelo
y del agua. Ademas, el uso excesivo de fungicidas puede llevar al desarrollo de resistencia
en el hongo, lo que dificulta ain mas su control (Fullerton & Olsen, 1995; Kablan et al.,
2012).

Dada la importancia econémica y alimentaria de los cultivos de banano y platano, es
fundamental tomar medidas para mitigar el impacto de Mycosphaerella fijiensis en la
agricultura. Esto incluye la implementacion de practicas de manejo integrado de plagas,
como la eliminacion de hojas infectadas, el movimiento de cultivos y el empleo de
pluralidades de plantas invulnerables o tolerantes a la enfermedad (Fullerton & Olsen,
1995).

2.2. Descripcion de Mycosphaerella fijiensis y su ciclo de vida

Mycosphaerella fijiensis es un hongo ascomiceto que da origen a la plaga conocida como
Sigatoka negra en los cultivos de platano y banano. Este patdgeno se caracteriza por su
capacidad de propagarse rapidamente y causar dafios significativos en las plantas
afectadas (Barrera V. et al., 2016).



2.3. Controles de Mycosphaerella fijiensis con aceites vegetales

El control de Mycosphaerella fijiensis, el hongo causante de la Sigatoka negra en los
cultivos de platano y banano es un desafio importante para los agricultores. Se han
desarrollado diferentes estrategias de control, y una de ellas es el uso de aceites vegetales

como una alternativa a los fungicidas quimicos (Toro & Castellanos Castellanos, 1999).

El uso de aceites vegetales para controlar Mycosphaerella fijiensis se basa en sus
propiedades antifingicas. Estos aceites contienen compuestos naturales que tienen la
capacidad de inhibir el crecimiento y la reproduccion del hongo. Ademas, los aceites
vegetales son considerados opciones de control mas amigables con el medio ambiente y

pueden ser utilizados en sistemas de produccion organica (Churchill, 2011).

Es importante destacar que el uso de aceites vegetales como controladores de
Mycosphaerella fijiensis requiere de una aplicacion adecuada y en el momento oportuno.
El seguimiento de las recomendaciones de dosificacion y frecuencia de aplicacién es
fundamental para maximizar su eficacia y minimizar posibles efectos adversos en las

plantas (Soares et al., 2021).

El uso de aceites vegetales representa una estrategia alternativa para el control de
Mycosphaerella fijiensis en los cultivos de platano y banano. Estos aceites tienen
propiedades antifingicas que pueden inhibir el crecimiento del hongo y reducir su
capacidad de infectar las plantas. Sin embargo, es importante considerar las condiciones
especificas de cada situacién y combinar el uso de aceites con otras practicas de manejo
integrado de plagas para lograr un control efectivo de la Sigatoka negra (Quintero et al.,
2011).

2.4. Propiedades y aplicaciones del ozono en la agricultura

El ozono (O3), una variante altamente reactiva del oxigeno es una molécula que, ademés
de su papel fundamental en la proteccidn de la Tierra contra los rayos ultravioleta del sol
como se ha destacado por Leisner et al., (2023), ha demostrado ser una herramienta
valiosa en la agricultura. A medida que la agricultura moderna busca soluciones mas
eficientes y sostenibles, el 0zono ha ganado interés debido a sus propiedades Unicas y

diversas aplicaciones en este campo (Feng et al., 2021).



Una de las aplicaciones mas destacadas del ozono en la agricultura es su capacidad como
agente desinfectante y purificador del aire. EI ozono puede utilizarse para desinfectar
sistemas de riego, invernaderos y areas de almacenamiento, eliminando patdgenos,
bacterias y hongos que podrian afectar negativamente a los cultivos. Esta propiedad
contribuye a reducir la propagacion de enfermedades y aumentar la calidad de los

productos agricolas (Zhang et al., 2020).

Ademas de su accion desinfectante, el ozono se emplea en la purificacion del agua en la
agricultura. Puede eliminarse eficazmente la materia organica, los pesticidas y otros
contaminantes presentes en el agua de riego, lo que mejora la calidad del agua utilizada
para el riego y previene la acumulacion de residuos en el suelo (Feng et al., 2021). Otra
aplicacion importante es la utilizacién del ozono en la conservacién de alimentos. La
tecnologia de ozonizacion se emplea en el almacenamiento de productos agricolas para
prolongar su vida Util, ya que el ozono reduce la presencia de microorganismos y evita la

oxidacion de alimentos perecederos (Gomez-L0dpez et al., 2019).

En la proteccion de cultivos, el ozono también ha demostrado su eficacia en la eliminacion
de plagas y enfermedades. La fumigacion con ozono puede controlar insectos y
patdgenos, minimizando la necesidad de pesticidas quimicos y reduciendo asi los riesgos
para la salud humana y el medio ambiente (Feng et al., 2021). Por ultimo, el 0zono es un
aliado en la descontaminacion del suelo. La ozonizacion del suelo puede eliminar
compuestos organicos persistentes y metales pesados, revitalizando tierras degradadas y

mejorando su capacidad para el cultivo (Pignata et al., 2017).

2.5. Propiedades del ozono en la agricultura

1. Accién antimicrobiana: El ozono es un potente desinfectante y agente
antimicrobiano. Tiene la capacidad de destruir bacterias, virus, hongos y esporas
de moho que pueden afectar a los cultivos y provocar enfermedades. Al aplicarse
en el aire o en el agua de riego, el ozono puede reducir la presencia de patdégenos

en el ambiente agricola (Lu et al., 2021).

2. Oxidacion de compuestos organicos: El ozono tiene una alta capacidad de
oxidacién, lo que significa que puede romper compuestos organicos. Esto es Util
para eliminar residuos de pesticidas, herbicidas y otros productos quimicos
utilizados en la agricultura (Hong et al., 2020). Al descomponer estos compuestos,

el ozono contribuye a reducir la contaminacién ambiental.



3. Estimulacion del crecimiento de las plantas: A bajas concentraciones, el ozono
puede actuar como un regulador del crecimiento vegetal. Se ha observado que el
ozono estimula la sintesis de proteinas y enzimas, asi como el crecimiento de las

raices, lo que favorece un mejor desarrollo de las plantas (Hong et al., 2020).

4. Eliminaciéon de olores y mejora del aire: En la agricultura, especialmente en
granjas y establos, se pueden generar olores desagradables debido a la presencia
de animales y residuos organicos (Mukherjee et al., 2021). ElI ozono puede

neutralizar estos olores y mejorar la calidad del aire en estas areas.

5. Control de plagas y enfermedades: El ozono se ha utilizado como una herramienta
de control de plagas y enfermedades en la agricultura. Al desinfectar el aire y el
agua en invernaderos y areas de cultivo, el ozono puede reducir la presencia de

patégenos y ayudar a prevenir infecciones y epidemias (Emberson, 2020).

Las concentraciones y tiempos de exposicion deben ser adecuadamente controlados para
evitar efectos adversos en las plantas y en el ambiente (Mukherjee et al., 2021). El ozono,
utilizado de manera adecuada, puede ser una herramienta valiosa para mejorar la salud de

los cultivos, la calidad de los alimentos y el ambiente agricola en general.

2.6. Valoracion in vitro de aceites vegetales ozonizados en la investigacion de

patdgenos

La valoracion in vitro de aceites vegetales ozonizados en la investigacion de patdgenos
es un area de investigacion que busca aprovechar las propiedades antimicrobianas y
antioxidantes del ozono y los aceites vegetales para combatir microorganismos patdgenos
que afectan a diferentes cultivos (Rosas Jauregui et al., 2021). Este enfoque representa
una alternativa prometedora y respetuosa con el medio ambiente para el control de

enfermedades agricolas y la reduccion del uso de productos quimicos sintéticos.

El proceso de ozonizacion de aceites vegetales implica la incorporacion de ozono al
aceite, lo que resulta en la formacién de compuestos ozonizados, como los 0z6énidos y
peroxidos de aceite. Estos compuestos son los responsables de las propiedades
antimicrobianas que se buscan en la evaluacion in vitro (Fullerton & Olsen, 1995; Guillén
Sanchez et al., 2018).



2.7. Evaluaciones in vitro en el control de micelios de M. fijiensis en banano

Las evaluaciones in vitro en el control de micelios de Mycosphaerella fijiensis en banano
son estudios de laboratorio que se enfocan en investigar y analizar la eficacia de diferentes
agentes o tratamientos para inhibir el desarrollo del hongo responsable de la Sigatoka
negra en los cultivos de banano. Estas evaluaciones in vitro permiten estudiar de manera
controlada como diferentes sustancias o condiciones afectan al micelio del patégeno vy,
potencialmente, pueden proporcionar alternativas sostenibles para el control de esta

enfermedad devastadora (Duarte Rodriguez et al., 2012).

El micelio de Mycosphaerella fijiensis es la estructura vegetativa del hongo que se
ramifica y se extiende en las hojas de las plantas de banano. Es responsable de la
produccioén de estructuras reproductivas que liberan esporas al ambiente y propagan la
enfermedad (Jaramillo et al., 2017; Judrez-Segovia et al., 2019; Loor et al., 2020). Por lo
tanto, controlar el crecimiento y desarrollo del micelio es una estrategia importante para
reducir la propagacion de la enfermedad y minimizar sus efectos en los cultivos (Castillo
etal., 2019).

Las evaluaciones in vitro en el control de micelios de Mycosphaerella fijiensis en banano

pueden abordar diferentes enfoques y agentes, como:

1. Evaluacion de fungicidas quimicos: Se prueban diferentes fungicidas para
determinar su eficacia en la inhibicién del crecimiento del micelio. Se miden las
concentraciones minimas requeridas para lograr la inhibicion (CMI) o la

concentracion minima para matar (CMM) el micelio del hongo.

2. Evaluacion de extractos naturales: Se estudian extractos de plantas, aceites
esenciales u otros productos naturales para determinar si tienen propiedades
fungicidas y pueden controlar el crecimiento del micelio de Mycosphaerella
fijiensis.

3. Evaluacién de agentes biologicos: Se investigan diferentes agentes biolégicos,

como hongos antagonistas o bacterias beneficiosas, para ver si pueden competir

con el micelio del hongo patégeno o producir compuestos que lo inhiban.

4. Evaluacion de condiciones ambientales: Se estudian diferentes condiciones
ambientales, como la temperatura y la humedad, para entender como afectan el

crecimiento del micelio y cdmo se pueden ajustar para limitar su desarrollo.



5. Evaluacién de tratamientos combinados: Se pueden realizar estudios para evaluar
la eficacia de tratamientos combinados, donde se utilizan diferentes agentes o
condiciones en conjunto para mejorar el control del micelio de Mycosphaerella
fijiensis.
Estas evaluaciones in vitro proporcionan informacion valiosa sobre la eficacia de los
diferentes tratamientos en el control del micelio del hongo. Es por esto que es relevante
enfatizar que las deducciones obtenidas en el laboratorio pueden no reflejar
completamente la complejidad de la interaccion entre el patdégeno y el hospedero en el
campo (Jaramillo et al., 2017).

Por lo tanto, los estudios in vitro deben complementarse con investigaciones de campo
para evaluar la eficacia de los tratamientos en condiciones mas realistas y en desemejantes
periodos del curso de vida del hongo (Fullerton & Olsen, 1995). Ademas, la sostenibilidad
y viabilidad de los tratamientos deben ser consideradas, asi como la posible aparicion de

resistencia en el hongo a ciertos tratamientos.

Las evaluaciones in vitro en el control de micelios de M. fijiensis en banano son
fundamentales para el desarrollo de estrategias de manejo integrado de plagas que ayuden
a combatir esta devastadora enfermedad agricola (Guillén Sanchez et al., 2018). La
combinacidn de enfogques quimicos, naturales y bioldgicos puede proporcionar soluciones
sostenibles y respetuosas con el medio ambiente para proteger los cultivos de banano y

minimizar los efectos de la Sigatoka negra.



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion

El trabajo de investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Laboratorio de Sanidad
Vegetal de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad Técnica de Machala
(UTMACH), el mismo que se encuentra ubicado en la Avenida Panamericana, 5,5 km via
Machala-Pasaje, parroquia EI Cambio en el canton Machala, provincia de El Oro. Las
muestras fueron tomadas de la granja Santa Inés, de la misma Universidad ubicada en las

siguientes coordenadas geogréaficas:
Longitud: 79° 54" 51"
Latitud: 03° 17" 16™

Altitud: 6 m.s.n.m.

Figura 1. Ubicacién geogréafica de la investigacion

Fuente: autor.

3.2. Materiales y equipos
3.2.1. Equipos de laboratorio
e Camara humeda

e Incubadora

e Autoclave 121 °C.

e Camara de flujo laminar



3.2.2. Materiales de laboratorio

e Cajas de Petri

e Alcohol 75%

e Agua destilada.

e Mechero de alcohol

e Pipetas

e Fundas de papel

e Toalla de papel

e Contenedor plastico de color blanco de 500 ml
e Cinta Parafilm

e Erlenmeyer

e Pinzas quirdrgicas

¢ Rollo strench

e Bisturi

e Mango de bisturi

e Tubos de ensayo

e Azade siembra

e Asa para garantizar condiciones estériles
3.2.3. Medio de cultivo

¢ Hojas de banano con sintomas del patdgeno de Mycosphaerella spp.
e Medio de cultivo (PDA).

3.2.4. Aceites vegetales

e Aceite de girasol (Helianthus annuus)

e Aceite de semillas de neem (Azadirachta indica)

e Aceite de palma (Elaeis guineensis).

3.3. Aceites vegetales

La seleccion de los aceites vegetales desempefié un papel esencial en este estudio, debido

a que sentd las bases para investigar su posible aplicacion en el control de Mycosphaerella

fijiensis, un hongo de gran relevancia en la fitopatologia. Se llevaron a cabo una serie de

pasos meticulosos y cuidadosos para garantizar la calidad y la representatividad de los

aceites seleccionados.



En primer lugar, se seleccionaron tres tipos especificos de aceites vegetales para su
inclusion en el estudio. Estos aceites fueron el aceite de girasol (Helianthus annuus), el
aceite de neem (Azadirachta indica) y el aceite de palma (Elaeis guineensis). Cada uno
de estos aceites se selecciond estratégicamente debido a sus propiedades potenciales para
el control de Mycosphaerella fijiensis, lo que planted la posibilidad de abordar la

efectividad de diferentes aceites en la inhibicion del crecimiento del micelio del hongo.

El aceite de girasol, ampliamente utilizado en la cocina y la industria alimentaria, se
incluy6 en el estudio debido a su disponibilidad y a las caracteristicas quimicas que
podrian influir en el crecimiento del hongo. Se sabe que los aceites de girasol contienen
una variedad de 4&cidos grasos, algunos de los cuales pueden tener propiedades

antifangicas.

El aceite de neem, extraido de las semillas del arbol de neem (Azadirachta indica), se ha
reconocido durante mucho tiempo por sus propiedades pesticidas y medicinales. Sus
componentes bioactivos, como el azadiractin, han demostrado tener actividad antifungica
y antibacteriana, lo que hace que sea una opcién interesante para el control de

enfermedades vegetales como Mycosphaerella fijiensis.

El aceite de palma, derivado de la pulpa de la fruta de la palma aceitera, se incluyé en el
estudio debido a su amplio uso en la industria de la alimentacién y su composicién Unica
de acidos grasos saturados e insaturados. Se investigo si esta composicion pudiera tener

un efecto en la inhibicion del hongo.

Figura 2. Tratamientos utilizados en las cajas de Petri.

Fuente: autor.



La seleccion de estos aceites no solo se fundamentd en sus caracteristicas quimicas, sino
también en su disponibilidad y en la posibilidad de que puedan ser utilizados en
aplicaciones agricolas. La investigacion de la eficacia de estos aceites en el control de
Mycosphaerella fijiensis representa un paso importante en la basqueda de métodos
sostenibles y efectivos para combatir esta patologia fitopatdgena, y ofrece perspectivas

valiosas para la proteccion de los cultivos de platano y banano.

3.4. Proceso de ozonizacion de los aceites vegetales

El proceso de ozonizacién de los aceites vegetales seleccionados representd un aspecto
crucial de esta investigacion. La ozonizacion es una técnica que implica la exposicion de
los aceites a ozono (O3z), un gas altamente reactivo, con el proposito de modificar y
enriquecer sus propiedades quimicas y funcionales. Este procedimiento se llevo a cabo
con el objetivo de potenciar la capacidad de los aceites para combatir patdgenos, en

particular Mycosphaerella fijiensis, el hongo de interés en este estudio.

Durante la ozonizacién, los aceites vegetales fueron expuestos al ozono de manera
controlada y precisa. EI ozono es conocido por su capacidad para reaccionar con
compuestos organicos y alterar sus estructuras quimicas. En el contexto de esta
investigacion, la exposicion al ozono tenia la finalidad de inducir cambios en los aceites

que pudieran potenciar su accion antifungica contra Mycosphaerella fijiensis.

Sin embargo, es importante destacar que la 0zonizacion es un proceso dindmico y, en este
caso, los aceites vegetales se ozonificaron inicialmente. Debido a la volatilidad del ozono,
estos cambios inducidos por la ozonizacion pueden ser temporales y tender a desaparecer
con el tiempo. Por lo tanto, se realizd la ozonizacion en un momento especifico y se

utilizaron los aceites ozonificados en ese estado para llevar a cabo los experimentos.

Dado que el ozono es un gas reactivo, su aplicacion a los aceites vegetales debe ser
controlada y monitoreada con precision para evitar efectos no deseados o degradacion
excesiva de los aceites. En este estudio, se aplic una metodologia rigurosa para garantizar
que la ozonizacién se llevara a cabo de manera consistente y se utilizaran los aceites

ozonificados en su estado 6ptimo para los experimentos.

La ozonizacion de los aceites vegetales fue un proceso fundamental en esta investigacion,
disefiado para mejorar sus propiedades antifungicas y explorar su eficacia en el control de
Mycosphaerella fijiensis. Aunque los cambios inducidos por la ozonizacion pueden ser



temporales debido a la volatilidad del ozono, se llevaron a cabo medidas cuidadosas para

maximizar su potencial beneficioso en la lucha contra esta patologia fitopatogena.
3.5. Métodos utilizados
3.5.1. Cogida de cogollos de banano con Sigatoka Negra

Se selecciond el material de origen vegetal proveniente del cultivo de banano que presentd
el fitopatdgeno proveniente de las plantas de banano ubicadas en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala. Con la finalidad de recoger las
muestras consider6 el estado de mancha 5y 6, debido a que en estas fases se presenta el
desarrollo de peritecios. Los cogollos se ubicaron en envolturas de polietileno para

finalmente trasladarlo al laboratorio.
3.5.2. Preparacion de los medios de cultivo

Se desarrollé una preparacion de un ambiente de cultivo especificamente disefiado para
facilitar el aislamiento y el posterior crecimiento de la Mycosphaerella fijiensis, un hongo
de gran importancia en la investigacion fitopatoldgica y agricola. Este medio de cultivo
fue elaborado con precision, utilizando una composicion que brinda un entorno ideal para

el desarrollo y estudio de este organismo en condiciones controladas.

Los ingredientes clave de este medio de cultivo fueron el agar, la papa y la dextrosa. La
papa, en una cantidad de 200 gramos, fue uno de los componentes fundamentales de la
mezcla. La papa se selecciond por su riqueza en nutrientes esenciales que son esenciales
para el crecimiento de Mycosphaerella fijiensis. La rica fuente de carbohidratos,
minerales y vitaminas presentes en la papa proporciona a este hongo las sustancias

necesarias para prosperar y desarrollarse adecuadamente.

El agar, un agente gelificante en una cantidad de 15 gramos, fue otro componente crucial
del medio de cultivo. El agar se utiliza para solidificar el medio y proporcionar una
estructura sélida en la que el hongo puede crecer y formar colonias distintivas. Esta
caracteristica es esencial para facilitar el aislamiento y estudio de las cepas individuales

de Mycosphaerella fijiensis.

La dextrosa, también en una cantidad de 15 gramos, se incorporo al medio de cultivo
como fuente de carbohidratos simples. Los carbohidratos son una fuente de energia

esencial para el crecimiento de los microorganismos, y la dextrosa proporciona una fuente



facilmente asimilable de estos nutrientes, asegurando que el hongo tenga a su disposicion

la energia necesaria para su desarrollo.

Figura 3. Preparacion de los medios de cultivo.

Fuente: autor.

La combinacion cuidadosamente equilibrada de estos ingredientes proporciona
condiciones dptimas para el crecimiento y estudio de Mycosphaerella fijiensis en el
laboratorio. La preparacion de este medio de cultivo especifico es un paso fundamental
en la investigacion y el control de esta patologia fitopatdogena, permitiendo a los
cientificos y agricultores comprender mejor su comportamiento y desarrollar estrategias

efectivas para su gestion.

3.5.3. Aislamiento y mantenimiento de Mycosphaerella fijiensis

El aislamiento del hongo se desarrollo6 utilizando el procedimiento de descarga de
ascosporas. Las hojas infectadas por Sigatoka Negra del cultivar Musa AAA, subgrupo
Cavendish se recolectaron de la granja Santa Inés de la Universidad Técnica de Machala.
Se procedi6 a incubar las hojas a 26°C en bolsas de polietileno con papel himedo por un
tiempo de 48 horas en la obscuridad. Consecutivamente, se adhirid al papel filtro himedo
fragmentos circulares de tejido infectado de 1.0 cm de didmetro con el envés en direccién
del papel. A continuacion, el papel con el tejido se ubico al interior de la tapa de cajas de
petri, previamente se verifico que el haz del tejido quedd en direccién frontal al agar-agua

al 3% incluido en la base de la caja, sin que se produzca algun contacto entre ellos.

Las cajas de petri se incubaron a 27°C + 1 durante 30 minutos hasta poder ver la
descarga de las ascosporas. Luego de esto, bajo medios asépticos y mediante el uso del
microscopio, se pudo identificar las ascosporas tomando en cuenta su morfologia y
dimensiones. Estas fueron colectadas mediante el uso de una aguja fina de diseccion y se

procedieron a sembrar en cantidad de 10 en una caja de petri, la misma que contenia papa-



dextrosa-agar (PDA); luego, se procedié a incubarlas a 26 + 1°C y 18 horas luz durante
20 dias. El didmetro de las colonias se midio diariamente y se detall6 su forma,

consistencia y color.

1. El procedimiento de evaluacion in vitro implicé la siembra de Mycosphaerella
fijiensis en cajas de Petri que contenian el medio de cultivo mencionado
anteriormente. Cada caja de Petri representaba un tratamiento especifico. Se observo
y registro el crecimiento del micelio del hongo en cada caja de Petri a lo largo del
tiempo.

3.5.4. Procedimiento de toma de muestra en campo

1. Se tomaron 2 kilos de hojas de banano infectadas con Sigatoka negra en el quinto y
sexto estadio, las muestras obtenidas fueron colocadas en fundas de papel y transportadas

al laboratorio de Sanidad Vegetal.

2. Se depositaron en un cartdn colocado bajo sombra en cdmara humeda durante 24 horas

a temperatura 26 °C.
3.5.5. Procedimiento de muestras en el laboratorio
1. Se seleccionaron muestras de hojas infectadas con un tamafio de 7 cm?.

2. Estas muestras se lavaron durante 1 minuto con agua corriente de la llave, luego se

secaron con una toalla de papel el haz y envés.

3. Se coloco el envés hacia abajo en un contenedor plastico de color blanco de 500 ml de

capacidad, con una gasa estéril humedecida con agua destilada.

4. Se incubaron las muestras cada uno de los contenedores dentro de una incubadora a 28

°C por 48 horas.

5. Posterior a esto, de las muestras incubadas se cortaron a 1 cm? en la camara de flujo

laminar.

6. Se micropipetaron 0.1 ml de cada uno de los cuatro extractos con cinco repeticiones
cada uno, obteniendo un total de seis tratamientos incluyendo el control, dando asi un
total de treinta unidades experimentales.



7. Se coloco con el envés hacia abajo en la caja Petri que contenia los diferentes
tratamientos se sellaron con cinta Parafilm.

8. Las muestras con los diferentes tratamientos se pusieron en la incubadora para el

registro del crecimiento micelial.

Figura 4. Aislamiento de micelios.
Fuente: autor.

3.6. Tratamientos

Tabla 1. Tratamientos

Tratamientos Aceites Dosificacion
T1 Aceite de Neem+PDA 0,1ml
T2 Mancozeb+PDA 0,1 ml
T3 Aceite de Girasol+PDA 0,1ml
T4 Extracto de 0,1 ml
Gobernadora+PDA

T5 Aceite de Palma+PDA 0,1 ml
T6 Control

Fuente: El autor.

3.7. Variables de estudio

La principal variable medida en este estudio fue el diametro del micelio de
Mycosphaerella fijiensis en las cajas de Petri. Se registraron las dimensiones de
crecimiento del micelio en intervalos de tiempo especificos para evaluar como los

diferentes tratamientos inhibieron el crecimiento del hongo.
3.8. Computo de la Proporcion de Inhibicion del Desarrollo Radial (PICR)

Con la finalidad de valorar la proporcion de retraimiento del desarrollo del hongo
infeccioso, se recurrié al procedimiento presentado por Fernandez y Suarez (2009):
(R1 —R2)

PICR =" =700



Donde:

R1: Radio del hongo infeccioso testigo.

R2: Radio del hongo infeccioso en oposicion.

La clasificacion de las tres cepas de macromicetos con superior efecto antagonista se llevo

a cabo teniendo como fundamento la proporcién de retraimiento computado.
3.9. Disefio experimental

El disefio experimental fue una parte critica de este estudio, planificado con atencion para
evaluar de manera precisa los efectos de los aceites vegetales ozonizados en el control de
Mycosphaerella fijiensis. Los tratamientos seleccionados incluyeron los aceites de
girasol, neem y palma que se habian sometido al proceso de ozonizacién. También se
incorporaron al estudio productos quimicos como el Mancozeb y extracto gobernadora,
conocidos por sus propiedades antifingicas, junto con un grupo de control para

comparacion.

El disefio experimental se implementd utilizando un enfoque de disefio completamente al
azar o un disefio factorial, dependiendo de la naturaleza de las variables y de los factores
en cuestion. El disefio completamente al azar permitié una asignacién aleatoria de los
tratamientos a las unidades experimentales, lo que ayudd a minimizar posibles sesgos y
garantizar la imparcialidad en la evaluacion de los resultados. El disefio factorial se utilizo
cuando era necesario investigar como mdltiples variables afectaban conjuntamente el
crecimiento y la propagacion de Mycosphaerella fijiensis, lo que permitio explorar las

interacciones entre los tratamientos de manera sistematica.

Este enfoque en el disefio experimental no solo garantizd la confiabilidad de los
resultados, sino que también proporciond informacién detallada sobre la eficacia de los
aceites ozonizados en comparacion con otras estrategias de control y ayudoé a identificar
posibles enfoques prometedores en la gestion de esta enfermedad que afecta a los cultivos

de platano y banano.
Ykn=p+Tk+¢e Ykn=p+Tk+kn
Ykn= variable de respuesta

p= media global T

k= efecto del tratamiento



3.10. Anadlisis estadistico

En esta seccion, se llevaron a cabo analisis estadisticos para evaluar las diferencias entre
los grupos o tratamientos considerados en el estudio. Se emplearon dos técnicas
fundamentales: el analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey. Estas pruebas se
utilizaron para examinar la homogeneidad y la varianza entre los grupos y para identificar

diferencias significativas entre ellos.

3.11. Prueba de Homogeneidad de Varianzas

Antes de realizar el ANOVA, se realiz6 una prueba de homogeneidad de varianzas para
determinar si las varianzas de las muestras de los grupos eran aproximadamente iguales.
La igualdad de varianzas es un supuesto importante para el ANOVA. Para evaluar esta
hipétesis, se utilizd una prueba estadistica, como la prueba de Levene o la prueba de

Bartlett, dependiendo de la distribucion de los datos y la naturaleza del estudio.
3.12. Estudio de Varianza (ANOVA)

Una vez confirmada la homogeneidad de varianzas, se llevé a cabo un analisis de varianza
(ANOVA) para determinar si existian diferencias significativas en las medias de los
grupos. EI ANOVA se utiliza para comparar tres 0 mas grupos y evaluar si al menos un
grupo difiere de los demés en términos de la variable de interés. En este anélisis, se plantea
la hipotesis nula (HO) de que no hay disconformidades significativas entre los conjuntos,

y la hipotesis alternativa (H1) de que al menos un grupo es diferente de los demas.

3.13. Prueba de Tukey

Si el ANOVA mostraba diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, se
procedié a realizar pruebas post hoc para identificar cuéles grupos eran diferentes entre
si. La prueba de Tukey es una de las pruebas post hoc mas comunes y se utiliza para
comparar todas las combinaciones posibles de grupos. Esta prueba proporciona

informacidn detallada sobre donde se encuentran las diferencias significativas.
3.14. Nivel de Confianza del 95%

Todas las pruebas estadisticas se llevaron a cabo tomando en cuenta un nivel de confianza
del 95%. Esto significa que las disconformidades entre los grupos se consideraron

significativas si la probabilidad de error (p-valor) era menor o igual al 5%. Un p-valor



menor al 5% indica que las diferencias observadas no se debieron al azar y son

estadisticamente significativas.

Este apartado del analisis de datos proporciona una vision detallada de codmo se evaluaron
las diferencias entre grupos utilizando ensayos de uniformidad de varianzas, ANOVA 'y
pruebas post hoc de Tukey, con un horizonte de seguridad del 95%. Estos estudios son
esenciales para comprender la significacion estadistica de las diferencias observadas en

el estudio y respaldar las conclusiones.



IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Media del area miceliar

Se recolectaron un total de 30 datos relacionados con diferentes tipos de aceites,
incluido un fungicida quimico. Los aceites utilizados fueron de Neem, Girasol, Palma y
extracto Gobernadora. El fungicida quimico utilizado fue mancozeb, este pertenece al
grupo quimico de los alquilenbis (ditiocarbamatos). Los valores medios encontrados
fueron 1.09 para el aceite de Neem, 0.62 para Mancozeb, 1.37 para el aceite de Girasol,
1.20 para Gobernadora y 1.27 para el aceite de Palma. Estas deducciones armonizan con
los alcanzados por Jaramillo et al., (2017), el mismo que obtuvo valores minimos y
maximos que variaron entre los diferentes tipos de aceite, siendo mas notables en el caso

del aceite de Girasol con un maximo de 1.18 mm.
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Figura 5. Medias calculadas para el rea micelial.
Fuente: autor.
Los resultados de la prueba de homogeneidad de varianza de Levene arrojaron un

estadistico de 2.394 con una significancia de 0.40, lo que sugiere que las varianzas entre



los grupos no difieren significativamente. Del mismo modo, el analisis de varianza
(ANOVA) entre los grupos también obtuvo un valor de 0.40, indicando la no existencia
de disconformidades estadisticamente explicativas entre los tipos de aceite en relacion
con la variable medida (Jaramillo et al., 2017). Las pruebas de Duncan no revelaron

diferencias estadisticas significativas entre los grupos.

En consecuencia y de acuerdo con los resultados, no se pueden establecer
diferencias significativas entre los tipos de aceite en estudio en lo que respecta a la
variable analizada. Los resultados de este analisis indican que no hay disconformidades
estadisticamente demostrativas entre los diferentes tipos de aceite (Neem, Girasol y
Palma) en relacién con la variable medida. Esto significa que, en funcion de los datos
recopilados, los tipos de aceite no parecen influir de manera significativa en la variable

que se esta evaluando (Jaramillo et al., 2017).

Es importante destacar que, aunque no se encontraron diferencias estadisticas
significativas, esto no necesariamente implica que los tipos de aceite sean completamente
equivalentes en todos los contextos o aplicaciones. Los resultados se basan en los datos
disponibles y en la variable especifica medida, por lo que otros factores o propiedades de

los aceites pueden ser relevantes en diferentes situaciones (Cedefio et al., 2017).

Ademas, la prueba de homogeneidad de varianza mostrd que las varianzas entre
los grupos no difieren significativamente, lo que respalda la idea de que la variabilidad en
las mediciones es similar entre los diferentes tipos de aceite. Los datos y analisis
estadisticos proporcionados, no se encontraron diferencias significativas entre los tipos
de aceite en relacion con la variable estudiada. Sin embargo, es importante considerar el
contexto especifico y los objetivos de la medicion al interpretar estos resultados y tomar
decisiones relacionadas con la eleccién de un tipo de aceite en aplicaciones practicas
(Cedefio et al., 2017).

4.2. Media de inhibicién miceliar

Se analizaron 30 datos de inhibicion miceliar del hongo Micospaherrella fijiensis

Morelet en varios tratamientos. Los resultados son los siguientes:

En el tratamiento con Neem, la media de inhibicion micelial fue de 10.74%, con una
desviacion estdndar de 8.60. Los valores oscilaron entre un minimo de 7.52% y un

méaximo de 13.95%. Para el tratamiento con Mancozeb, se obtuvo una media de inhibicién



micelial de 47.67%, con una desviacion estandar de 34.63. Los valores oscilaron entre un
minimo de 34.74% y un méaximo de 60.60%. El tratamiento con Girasol mostré una media

de inhibicion micelial de 34.86%, con una desviacion estandar de 34.51.
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Figura 6. Inhibicion miceliar en porcentaje.
Fuente: autor.

Los valores variaron entre un minimo de 0.00% y un maximo de 100%. En el
tratamiento con Gobernadora, la media de inhibicion micelial fue de 24.18%, con una
desviacion estandar de 22.56. Los valores oscilaron entre un minimo de 15.74% y un
méaximo de 32.60%. Finalmente, en el tratamiento con Palma, se registré una media de
inhibicion micelial de 14.78%, con una desviacion estandar de 17.44. Los valores variaron

entre un minimo de 8.26% y un maximo de 21.29%.

La prueba de homogeneidad de varianzas, segun el estadistico de Levene, arrojo
un valor significativo de 11.307 (p < 0.001), lo que indica diferencias significativas en las
varianzas entre los procedimientos. El estudio de varianza (ANOVA) también fue
significativo (p < 0.001), lo que sugiere que al menos un tratamiento difiere

significativamente de los demas en términos de inhibicion micelial.



Las pruebas de Duncan agruparon los tratamientos en tres grupos o clases: el
Grupo 1 incluye a Neem y Palma con una significancia de 0.056, el Grupo 2 comprende
a Gobernadora y Girasol con una significancia de 0.108, y el Grupo 3 incluye a
Gobernadora, Mancozeb y Girasol con una significancia de 0.055. Estas diferencias
sugieren gue los tratamientos tienen efectos significativamente diferentes en la inhibicion

micelial del hongo.

Las derivaciones del estudio de inhibicion micelial exponen diferencias
significativas entre los tratamientos. En general, se observa una amplia variabilidad en la
inhibicion micelial en todos los tratamientos. El tratamiento con Mancozeb exhibe la
mayor media de inhibicion micelial, con un valor promedio de 47.67%, seguido de
Girasol con 34.86%, Gobernadora con 24.17%, Neem con 10.74%, y finalmente Palma
con 14.78%.

Es importante destacar que el tratamiento con Mancozeb tiene la mayor
variabilidad, como se indica por su desviacién estandar de 34.63. Por otro lado, Palma
muestra la menor variabilidad, con una desviacion estandar de 17.44. En todos los
tratamientos, la inhibicién micelial minima observada es 0.00%, lo que sugiere que
algunos casos no muestran inhibicion del crecimiento micelial, mientras que el maximo

varia entre los tratamientos, llegando al 100% en Mancozeb y Girasol.

La prueba de homogeneidad de varianzas (Levene) muestra una diferencia
significativa en las varianzas entre los tratamientos (p < 0.001). Esto sugiere que la
variabilidad en la inhibicion micelial es heterogénea entre los diferentes tratamientos
(Seutra Kaba et al., 2021). EI ANOVA confirma que al menos uno de los tratamientos es

estadisticamente diferente de los demas en términos de inhibicion micelial (p < 0.001).

Estos resultados indican que los tratamientos tienen efectos significativamente
diferentes en la inhibicion micelial del hongo Micospaherrella fijiensis Morelet, y los
agrupan en tres clases distintas en funcion de sus efectos. Estos hallazgos son importantes
para tomar decisiones informadas sobre qué tratamiento utilizar en el control de este
hongo (Cedefio et al., 2017; Churchill, 2011).

4.3. Inhibicién miceliar por dia

Estos resultados son consistentes con la naturaleza dinamica de los ecosistemas

microbioldgicos, donde factores como la competencia entre especies, la disponibilidad de



nutrientes y la interaccion con el ambiente pueden influir en el crecimiento del micelio
(Kimunye et al., 2021; Toro & Castellanos Castellanos, 1999).
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Fuente: autor.

La temporalidad desempefia un papel fundamental, ya que se observan
fluctuaciones en el crecimiento a lo largo de los dias, lo que subraya la necesidad de
considerar la variabilidad temporal en investigaciones de este tipo (Quevedo Guerrero et
al., 2018).
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Durante el primer dia los productos mancozeb y girasol experimentd una
inhibicion del 100%, mientras que gobernadora evidencié un 59.74% de inhibicion,
seguido por el aceite de palma 14.52% y el neem 11,19.
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Para el segundo dia fue posible evidenciar un aumento notorio de girasol con una
media de 42.53. Neem tuvo una media de 10.5, mientras que Gobernadora y Palma

disminuyeron su crecimiento, con medias de 35.3 y 40.9, respectivamente.
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En el tercer dia, Neem tuvo una reduccién marcada en el crecimiento con una
media de 3.72. Girasol y Palma no presentaron crecimiento, con valores medios de 0.
Mancozeb aun mostraba un crecimiento notable con una media de 45.96, mientras que

Gobernadora tenia un crecimiento reducido, con una media de 9.41.
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Figura 11. Inhibicion miceliar dia 4.

Fuente: El autor.

El cuarto dia, Neem y Girasol experimentaron un aumento en el crecimiento, con
medias de 15.85y 34.02, respectivamente. Mancozeb disminuyd su crecimiento con una
media de 2.61. Gobernadora y Palma también presentaron valores de crecimiento, con
medias de 7.44 y 6.43, respectivamente.
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En el quinto dia, Mancozeb y Neem mostraron un crecimiento moderado, con
medias de 21.68 y 7.21, respectivamente. Girasol, Gobernadora y Palma también
registraron crecimiento, con medias que varian entre 8.36 y 15.37.
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Figura 13. Inhibicion miceliar dia 6.

Fuente: autor.
Finalmente, en el sexto dia, Neem mostr6 un crecimiento destacado con una media
de 15.98, y los otros tratamientos también presentaron valores de crecimiento, con medias

que varian entre 15.04 y 38.65.

Figura 14. Inhibicion micelial de izquierda a derecha tratamiento con aceite de girasol en

1y 2 seguido por Neem a la siembra y al sexto dia.

Fuente: autor.



Figura 15. Inhibicion micelial de izquierda a derecha tratamiento con aceite de Palma en

1y 2 sequido por Gobernadora a la siembra y al sexto dia.

Fuente: autor.

Figura 16. Inhibicion micelial de izquierda a derecha tratamiento con Mancozeb a la
siembra y al sexto dia.

Fuente: autor.

Los resultados presentados muestran una variabilidad significativa en el
crecimiento del micelio a lo largo de un periodo de seis dias bajo diferentes tratamientos,
que incluyen Neem, Mancozeb, Girasol, Gobernadora y Palma. Esta variabilidad puede
atribuirse a diversos factores, como las condiciones ambientales cambiantes, las
caracteristicas especificas de cada tratamiento y la respuesta Unica de los

microorganismos a estos tratamientos (Soares et al., 2021).



Estos resultados son consistentes con la naturaleza dindmica de los ecosistemas
microbiologicos, donde factores como la competencia entre especies, la disponibilidad de
nutrientes y la interaccion con el ambiente pueden influir en el crecimiento del micelio
(Kimunye et al., 2021; Toro & Castellanos Castellanos, 1999). La temporalidad
desempefia un papel fundamental, ya que se observan fluctuaciones en el crecimiento a
lo largo de los dias, lo que subraya la necesidad de considerar la variabilidad temporal en

investigaciones de este tipo (Quevedo Guerrero et al., 2018).
4.4. Discusién

Los resultados obtenidos en esta investigacion permitieron concluir que existe mayor
inhibicion al utilizar aceite de girasol ozonificado en el control de M. fijiensis. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Ledea et al. (2010), los mismos que
evidenciaron una media de inhibicion micelial de 34.86%. Este resultado concuerda con
el obtenido por, segun este investigador, el OLEOZON, producto comercial de aceite de
girasol ozonificado evidenci6 actividad inhibitoria y bactericida a concentraciones de ,4

a 9,5 mg/mL.

Por otra parte, Jicome (2020), en su investigacion analizan la inhibicién del crecimiento
micelial de Fusarium en el banano. Para esto recurrieron al uso de un producto comercial
a base de la planta gobernadora (Larrea tridentata) con el nombre comercial de Progranic
Mega. Los resultados permitieron evidenciar que este producto obtuvo entre el 54 y 57%
de inhibicién del patégeno a dosis de 0,75y 1,00 ml1/100 ml PDA.



V. CONCLUSIONES

Por medio del trabajo de investigacion se busco establecer el efecto in vitro de aceites
vegetales ozonizados en el control de M. fijiensis, para esto se recurrio al uso de los
siguientes aceites vegetales: Neem, Girasol, gobernadora y Palma, ademas de esto, se
utilizé el fungicida quimico mancozeb, perteneciente al grupo quimico de los alquilenbis

(ditiocarbamatos).

En lo que respecta al primer objetivo de la investigacion, la mayor inhibicion se pudo
evidenciar al utilizar el aceite de girasol, el mismo que evidencié una media de inhibicion
micelial de 34.86%, con una desviacion estandar de 34.51, mientras que la menor media
de inhibicién se presento al utilizar el aceite de neem, el mismo que presentd una media
de 10,74%. Los tratamientos presentaron diferencias significativas en las varianzas. Tanto
el ensayo de uniformidad de varianzas, de Levene como el analisis de varianza (ANOVA)
resultaron significativos, es decir, al menos un tratamiento difiere significativamente de

los demas en términos de inhibicién micelial.

Por otra parte, también se evaluo el efecto de la aplicacion de aceites ozonizados en el
desarrollo de la Sigatoka negra en medios de cultivo PDA desde el primero hasta el sexto
dia después de la siembra del hongo. Los resultados obtenidos permiten concluir que
existe variabilidad significativa en cuanto al crecimiento del micelio a lo largo de un
periodo de seis dias bajo diferentes tratamientos, que incluyen Neem, Mancozeb, Girasol,
Gobernadora y Palma, variabilidad que puede atribuirse a diversos factores, como las
condiciones ambientales cambiantes, las caracteristicas especificas de cada tratamiento y

la respuesta unica de los microorganismos a estos tratamientos.



VI. RECOMENDACIONES

Si bien los resultados proporcionan una vision interesante de la dindmica del
crecimiento del micelio bajo diferentes tratamientos, es importante destacar la necesidad
de realizar investigaciones adicionales para contextualizar estos hallazgos. La ausencia
de detalles especificos sobre la variable medida y el contexto del estudio limita la

capacidad de realizar comparaciones directas con investigaciones previas.

Seria valioso examinar como estos resultados se traducen en aplicaciones
practicas, como el control de patdgenos en la agricultura. Estos resultados subrayan la
complejidad de los sistemas microbioldgicos y enfatizan la importancia de
investigaciones adicionales para comprender completamente el impacto de los
tratamientos en el crecimiento del micelio y su relevancia en aplicaciones agricolas y

ecoldgicas.
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