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RESUMEN

La investigacion se realizd en el Centro de Experimentacion Académico Salache
(CEASA) perteneciente a la Universidad Técnica de Cotopaxi. Con el objetivo de evaluar
la concentracion y la frecuencia de aplicacion de Ozono (O3) para el control del hongo
fusarium oxysporum sp. en condiciones in vitro. Se implementé un arreglo factorial AXB,
los factores evaluados fueron 6 tratamientos con 4 repeticiones y un testigo, se
implement6 una caja Petri por tratamiento con un total de 24 unidades experimentales.
Para obtener el fusarium oxysporum sp., se realiz6 un aislamiento a partir de material
vegetal infectado, obteniendo un hongo purificado en la aplicacion de las 3
concentraciones y 2 frecuencias de ozono (03), como metodologia se realizaron dos
ensayos para la aplicacion del agua ozonizada: al borde del micelio al quinto dia de
crecimiento y al medio de cultivo (PDA), con un testigo; se registré el crecimiento
micelial diario a partir de la primera aplicacion de agua ozonizada hasta finalizar los
ensayos, se realizo el ADEVA de los datos obtenidos en Excel e Infostat para su
verificacion. Los resultados de la investigacion fueron: los T6 de los dos ensayos, con
una concentracién de 0,54 ppm con dos frecuencias de aplicacién, fueron los que
presentaron menor crecimiento diametral entre los tratamientos, teniendo un crecimiento
promedio del micelio de 6.41 y 6.33 cm, respectivamente. Para la tasa de crecimiento
promedio se obtuvieron resultados de 0.23 y 0.22 cm/dia, respectivamente. Los resultados
muestran que no existio una diferencia estadistica significativa para las variables
concentracion y frecuencia. Sin embargo, el anlisis del Testigo vs. Tratamientos muestra
una diferencia estadistica en cuanto a la tasa de crecimiento promedio del micelio
(cm/dia). EIl efecto logrado por la mayor concentracion (0.54 ppm) y frecuencia (2
aplicaciones) se diferencio estadisticamente del testigo sin aplicacion. Finalmente, se
concluye que el uso del ozono (O3) en agua, conduce a un desarrollo y esporulacion mas
lenta del fusarium sp., permitiendo un control de este hongo, aunque no se elimine por
completo la infeccion.

Palabras clave: agua ozonizada, crecimiento, efecto, inhibidor, micelio
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CONCENTRATIONS AND TWO FREQUENCIES OF OZONE (Os3) FOR THE
CONTROL OF THE FUNGUS Fusarium IN CULTURE MEDIA IN THE
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Author:
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ABSTRACT

The research was conducted at the Salache Academic Experimentation Center (CEASA)
belonging to the Technical University of Cotopaxi. The aim was to assess the
concentration and application frequency of ozone (O3) for the control of Fusarium
oxysporum sp. fungus under in vitro conditions. A factorial AXB arrangement was
implemented, with 6 treatments and 4 repetitions, along with a control. Each treatment
consisted of a Petri dish, totaling 24 experimental units. Fusarium oxysporum sp. was
obtained through isolation from infected plant material, resulting in a purified fungus with
the application of 3 concentrations and 2 frequencies of ozone (O3). Two essays were
conducted for ozonized water application: at the edge of the mycelium on the fifth day of
growth and on the culture medium (PDA), with a control. Daily mycelial growth was
recorded from the first application of ozonized water until the end of the assays, and data
were analyzed using ANOVA in Excel and Infostat for verification. The research results
indicated that T6 in both assays, with a concentration of 0.54 ppm and two application
frequencies, exhibited the least radial growth among treatments, with average mycelial
growth of 6.41 and 6.33 cm, respectively. Average growth rates were 0.23 and 0.22
cm/day, respectively. The results showed no statistically significant difference for the
concentration and frequency variables. However, the comparison between Control and
Treatments revealed a statistical difference in terms of average mycelial growth rate
(cm/day). The effect achieved by the highest concentration (0.54 ppm) and frequency (2
applications) statistically differed from the control without application. Finally, it is
concluded that ozone (O3) in water leads to slower development and sporulation of
Fusarium sp., allowing for control of this fungus, although complete infection elimination
IS not achieved.

Keywords: ozonated water, growth, effect, inhibitor, mycelium
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2 JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La desinfeccion del suelo es una etapa necesaria para asegurar la proteccion del medio
ambiente y la salud publica. Actualmente existe un interés creciente en el tratamiento
ambiental de suelos con el propoésito de disminuir el impacto ambiental y evitar su

contaminacion y destruccion.

Por diversas razones, el 0zono se considera una excelente alternativa para la desinfeccion
de los suelos contaminados con hongos como el fusarium. Su capacidad de penetrar
profundamente en el suelo le permite alcanzar y destruir estructuras de hongos como el

Fusarium, incluidas esporas y micelios, que pueden estar presentes en el sustrato.

El desarrollo de este proyecto no solo beneficia a los productores de alimentos en campos
o viveros donde el suelo puede estar contaminado por microorganismos patégenos como
el fusarium, ademas beneficia a estudiantes, docentes y personas interesadas en el uso del
ozono para desinfectar el suelo. Ya que frecuentemente, los agricultores carecen de los
conocimientos para tratar las enfermedades de las plantas, buscando opciones como los
fungicidas quimicos de las casas comerciales agroquimicas. Siendo a menudo, productos
de alta toxicidad pudiendo causar dafios a largo plazo, como la erosion del suelo y la

intoxicacion de quienes los utilizan.

Es por ello, la importancia de este proyecto de investigacion, ya que tiene como objetivo
evaluar diferentes métodos alternativos para el control de enfermedades y plagas, como
el Ozono (03), un método contemporaneo para abordar este tipo de investigaciones.



Ademas, con los resultados obtenidos podran utilizarse como referencia para
investigaciones méas amplias, ya sea en entornos de laboratorio, invernaderos o en

condiciones de campo.

3 BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

Se han considerado a los agricultores del canton Latacunga y los estudiantes de la carrera
de Ingenieria Ambiental de la UTC como los beneficiarios directos del proyecto de

investigacion.

Tabla 1. Beneficiarios del Proyecto de Investigacion.

BENEFICIARIOS
BENEFICIARIOS DIRECTOS INDIRECTOS
Agricultores de 6.698 Hombres Pe,rsonal de_los sectores
Latacunga agricolas a nivel Nacional
4.699 Mujeres

Estudiantes de la

Carrera de 201 Hombres
Ingenieria

Ambiental

321 Mujeres
Total 11,919
Nota. Informacion tomada de (INEC, 2001) y (UTC, 2020).

4 PROBLEMA DE INVESTIGACION

Debido a la mala gestion de los recursos naturales, la proteccion del medio ambiente se
ha convertido en una prioridad. Partiendo de ahi problemas de impacto ambiental que
consideran a la agricultura como uno de los principales contribuyentes al uso indebido de
productos quimicos agricolas, ya sean fertilizantes o pesticidas.

En Ecuador, las enfermedades bacterianas y flngicas del suelo son la principal causa de
pérdidas econdmicas en el sector agricola. En un esfuerzo por abordar este problema, los
agricultores han utilizado pesticidas y biosidas sin un conocimiento adecuado que causan
desequilibrio en el suelo y efectos adversos diferentes a la biodiversidad natural de los
cultivos (Sanchez, 2022).

El fusarium es un hongo patégeno del suelo que infecta muchos cultivos en todo el

mundo. El uso de préacticas de intensificacion agricola y la falta de rotacion de cultivos



han provocado un aumento de las infecciones por fusarium sp. en los Gltimos afos.
Ademas, la falta de variedades resistentes a enfermedades también contribuye a la mayor
propagacién de enfermedades de las plantas.

El desconocimiento entre los habitantes de la provincia de Cotopaxi hace que la
productividad agricola dependa de insumos agricolas. Por lo tanto, es primordial
promover la investigacion y adopcion de alternativas efectivas, seguras y respetuosas con
el medio ambiente.

Ademas, se debe prestar atencion al desarrollo de practicas agricolas sostenibles y la
implementacion de medidas de control bioldgico para reducir la futura propagacion de

fusarium.

5 OBJETIVOS

5..1. General

e Evaluar la eficiencia de agua ozonizada para el control del hongo fusarium sp. en

condiciones de laboratorio (in vitro) en el Centro Experimental CEASA.

5.2. Especificos

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de agua ozonizada sobre el
crecimiento micelial del fusarium sp en el laboratorio del Centro Experimental
CEASA.

e Evaluar el efecto de diferentes frecuencias de aplicacion de agua ozonizada sobre
el crecimiento micelial del fusarium sp.

o Establecer el mejor tratamiento dependiendo las concentraciones y frecuencias de

aplicacion de agua ozonizada para el control del hongo fusarium oxysporum sp.



6 ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION CON LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS

Tabla 2. Actividades planteadas por objetivos.

Objetivos Actividades Metodologia Resultado

° Evaluar el e Obtencion de e Ozonificac e Eleccion
efecto de diferentes concentracione ion del de las
concentraciones de s de agua agua concentraciones
agua ozonizada sobre ozonificada. mediante para el
el crecimiento un experimento.
micelial del fusarium e Alslamiento y generador

sp en laboratorio, en purificacion de ozonoy

el Centro del hongo un reactor.

Experimental

Fusarium  sp.

CEASA segun
(Castellanos
etal., 2011).
° Evaluar el o Inoculacion 'y e Aplicacion e Obtencion

efecto de diferentes
frecuencias de

aplicacion de agua

del

hongo Fusarium sp.

multiplicacién

° Aplicacion del

de de 1 ml de
agua ozonizada al
medio PDA vy

del inoculo madre
de fusarium

oxysporum sp.

ozonizada sobre el alrededor del

crecimiento micelial 3942 ozonificada al micelio. * Control

del fusarium sp. medio de cultivo y del patdégeno
alrededor del micelio fusarium
(Palacios, 2020). oxysporum sp.

° Establecer el e Comparacion e Anadlisis e Tablas

mejor  tratamiento de los estadistico ADEVA 'y




dependiendo las resultados de ADEVA Tukey vy
concentraciones y laboratorio. para discusion
frecuencias de determinar de los

e Analisis con

aplicacion de agua la resultados.
. trabaj L
ozonizada para el abajos eficiencia
relacion
control del hongo elacionados del ozono.

fusarium oxysporum

sp.

7  FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1 Hongos en el suelo

No son los organismos méas importantes del suelo, pero contribuyen significativamente a
la biomasa debido a su tamafio. Ademas, son el principal factor de descomposicion en
ambientes &cidos. A diferencia de las bacterias, los hongos pueden distinguirse
efectivamente por su morfologia. Tienen un micelio ramificado compuesto por hifas
independientes, que pueden ser septadas 0 no, y presentan varias estructuras
reproductivas capaces de producir esporas sexuales o asexuales (Sanchez, 2022).

Todos los hongos son organismos heterotrofos cuya actividad principal radica en la
descomposicion de moléculas complejas. Como fuentes de carbono utilizan almidon,
pectina, disacaridos, celulosa, acidos organicos y lignina, que son dificiles de degradar
para las bacterias. Obtienen nitrogeno a partir del amonio como del nitrato, asi como de
proteinas, acidos nucleicos, etc. Como son heterétrofos, dependen de la presencia de un
sustrato de carbono oxidable. El incremento en la incorporacion de estos sustratos
conlleva a un aumento en la comunidad fungica y a cambios en la dominancia relativa de
géneros como Aspergillus, Fusarium, Mucor, Penicillium, Trichoderma, Beauveria
(Benintende & Sanchez, 2000).



7.2 Fusarium sp.

El género Fusarium fue identificado por Link en 1809 y sigue siendo un género con gran
namero de especies, muchas de las cuales tienen la capacidad de incidir enfermedades en
plantas, humanos y animales, producir metabolitos secundarios 0 micotoxinas (Leslie &
Summerell, 2008) citado por (Gonzéles, 2018).

Fusarium pertenece a la familia Nectriaceae. Es un género de hongos filamentosos que se
encuentran ampliamente distribuidos en el suelo y asociados con las plantas. Aungue se
ha descrito como una bacteria Gram negativa, la mayoria de las 28 especies son saprofitas

y forman parte significativa del microbioma del suelo (Vida Sana, 2014).

La marchitez por fusarium es una enfermedad provocada por hongos que resulta en la
marchitez vascular y afecta a numerosas especies de plantas, incluidos cultivos de
importancia econémica como papas, tomates, legumbres, melones y platanos. Esta
enfermedad es causada por el hongo del suelo fusarium oxysporum, que prospera a
temperaturas del suelo superiores a 24°C y vivir en el suelo indefinidamente sin acceso a

una planta huésped viva (Tsutomu, 2019).

Durante afios, los tratamientos agroquimicos han jugado un papel importante en el manejo
de enfermedades fngicas. No obstante, esta practica conlleva un riesgo considerable para
la salud humana y al mismo tiempo contribuye a la contaminacién ambiental (Abdel-
Monaim et al., 2011) citado por (Alban, 2021).

7.3 Fusarium oxysporum

Las especies de Fusarium oxysporum estdn ampliamente presentes en las comunidades
de hongos del suelo en todo tipo de suelos del mundo. La especie también se considera
un contribuyente regular de las comunidades de hongos en la rizosfera de las plantas.
Todas las cepas de F. oxysporum son saprofitas, capaces de prosperar y sobrevivir durante
largos periodos en la materia organica del suelo y en la rizosfera de numerosas especies

vegetales (Fravel et al., 2003)



7.3.1 Origen

Fusarium es un género de hongos con una amplia variedad de especies que se encuentran
en todo el mundo. Desde la década de 1990, este hongo es el m&s comun, ya que aparece
en primeras etapas del cultivo (trasplante) y provoca pérdidas superiores al 50%, lo que

equivale a 7,5 toneladas por ha-1 (Castro & Davalos, 1990)

7.3.2 Taxonomia

A continuacion, se presenta la taxonomia del hongo Fusarium sp. en la siguiente tabla:

Tabla 3. Clasificacién taxonémica del hongo Fusarium.

Clasificacion Taxonomica del Fusarium sp.

Reino Fungi

Division Ascomycota
Subdivision Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae
Genero Fusarium

Especie F. oxysporum

Nota: (Messiaen, 1989) citado por (E. D. Gbmez, 2008)

7.3.3 Signos y sintomatologia

Marchitamientos vasculares, manchas y afiublos en las hojas, pudricion de raices y tallos,
pudricion de frutos, granos y semillas son enfermedades de las plantas causadas por
especies del género Fusarium (Torres, 2000, p. 11) citado por (Cabrera et al., 2019).

Los sintomas primarios incluyen crecimiento lento y clorosis leve de algunas hojas, que
progresa a un nivel moderado y asi uniformemente a toda la hoja. Posteriormente, algunas
ramas presentan marchitez y decoloracion de los haces vasculares, que toman un tono
rojizo. La enfermedad empeora con severa clorosis y se propaga a otras ramas. El tallo o
ramas principales, se oscurecen mas a medida que la lesion avanza hacia el centro. En
etapas avanzadas, hay decoloracion vascular y necrotica en las raices, asi como coloracion
rojiza de haces vasculares y necroticas en el cuello y tallo con progresion hacia la medula,

que puede derivar en micelio. En determinados casos se puede observar la presencia de



frutos rugosos en diversos estados de madurez que permanecen adheridos a la planta.

Finalmente se produce necrosis y muerte de la planta (Ortiz C. & Hoyos C., 2012).

Una caracteristica distintiva de esta enfermedad es que los sintomas se manifiestan
inicialmente en un solo lado de la planta, hasta que la enfermedad progresa y la planta
muere. Ademas, la estructura del hongo no es visible en la superficie de la planta porque
el hongo ataca desde abajo; se encuentra en el suelo, donde puede permanecer
indefinidamente, y penetra a través de las raices de la planta. Ademas, ciertas variantes
particulares de Fusarium oxysporum pueden provocar la descomposicion de semillas y
plantulas, pudricion de raices, tallos, partes inferiores de tallos, coronas, cormos, bulbos
y tubérculos (p. €j., cebollas, lirios, gladiolos) (Villaverde, 2018).

7.3.4 Condiciones en que se desarrolla la enfermedad

El Fusarium puede desarrollarse en diversas condiciones, dependiendo de la especie y la
enfermedad que cause. Sin embargo, hay algunos factores comunes que pueden contribuir

a su desarrollo (Latorre, 2017):

e La presencia de semillas contaminadas puede introducir el hongo en el suelo y
favorecer su propagacion.

e La introduccién de especies exoéticas también puede facilitar la aparicion del
Fusarium en nuevas &reas.

e El hongo también puede ser transportado a largas distancias por el viento, lo que
contribuye a su amplia distribucion.

e Las condiciones climéticas también pueden influir en su desarrollo. Por ejemplo,
el Fusarium wilt prefiere temperaturas célidas y suelo himedo, mientras que el
Fusarium root rot se favorece por condiciones frescas y hiumedas al comienzo de
la temporada de crecimiento.

e La presencia de otros organismos, como nematodos, puede interactuar con el

hongo y contribuir al desarrollo de enfermedades causadas por Fusarium.

El patdgeno puede acceder al huésped a través de heridas autdgenicas tipicas durante el
desarrollo de las raices, pero también puede verse favorecido por heridas radiculares
causadas por practicas de labranza o por la presencia de nematodos fitéfago. Una vez ha
ingresado en la planta, el patdgeno se desplaza al tejido vascular mediante la colonizacion
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intercelular de los vasos del xilema y penetrandolos a medida que maduran, o si la entrada
se produce a través de una herida, ubicandose en ellos. La colonizacion de los vasos del
xilema puede ocurrir mediante el crecimiento del micelio o mediante el transporte pasivo
de los microconidios producidos en dichos vasos, o que conduce a una colonizacion

rapida e intermitente (LaMondia, 2015).

7.3.5 Ciclodevida

En ausencia de sus anfitriones, el hongo puede sobrevivir en el suelo como micelio o
como esporas. Si se encuentra cerca de una planta hospedera, la infeccion puede comenzar
en las raices, en partes de la planta por encima del suelo, a través del aire o el agua (Villa
et al., 2015).

La mayoria de las especies de Fusarium solo producen esporas asexuales. Algunos
también producen ascosporas. El ciclo de vida de Fusarium oxysporum es similar al de la
mayoria de las especies de Fusarium. Fusarium pasa el invierno durante muchos afios en
el suelo y en los residuos de cultivos de plantas infectadas como clamidosporas (células
de micelio de paredes gruesas) o micelio. La supervivencia también es posible en
semillas, estructuras de invernadero, herramientas y maquinaria. La infeccion primaria es
transmitida por semillas o tiene lugar como infeccidn de las raices en la punta de la raiz
0 en pequerias heridas, por ejemplo, donde las raices laterales se ramifican desde la raiz

principal (Bonelo et al., 2020).

Cuando una planta sana crece en un suelo infectado por el hongo, el contacto con las
raices hace que las esporas germinen, las esporas o hifas del hongo penetran directamente
por la punta de la raiz o ingresan a las raices a traves de heridas o puntos de formacién de
las raices laterales. EI micelio se desplaza a través del cértex de las raices de manera
intercelular, y una vez que alcanza los vasos del xilema, pasan por las puntas, permanecen
en los vasos y se mueven a lo largo de ellos, principalmente hacia arriba, hasta el tallo y
la corona de la planta (Agrios, 2005) citado por (Alban, 2021).

7.3.6 Porque surge

Estos son solo algunos de los factores que pueden contribuir a la aparicién del Fusarium
(Latorre, 2017)
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Condiciones ambientales favorables: EI Fusarium se desarrolla mejor en condiciones de
alta humedad y temperaturas calidas. Estas condiciones tienen un entorno propicio para
el crecimiento y la propagacion del hongo.

Practicas agricolas inadecuadas: El uso excesivo de fertilizantes nitrogenados, el riego
excesivo, la falta de rotacién de cultivos y la ausencia de practicas de manejo integrado
de plagas pueden favorecer el desarrollo de enfermedades causadas por Fusarium en los

cultivos.

Resistencia genética: Algunas variedades de plantas son méas susceptibles a las
infecciones por Fusarium que otras. La falta de resistencia genética en los cultivos puede

aumentar la probabilidad de infeccion por Fusarium.

Contaminacion de semillas: Las semillas infectadas con esporas de Fusarium pueden
propagar la enfermedad a los cultivos. La falta de medidas de control de calidad en la

produccidén de semillas puede contribuir a la propagacion de Fusarium.

7.3.7 Estructura

Fusarium oxysporum no lleva a cabo reproduccién sexual, asi, el intercambio genético se
restringe al ciclo parasexual y a la transformacion genética. Esto implica la necesidad de
heterocariosis, donde las hifas se fusionan y luego se produce la lisis celular (Gayosso
etal., 2021).

El hongo Fusarium tiene una estructura filamentosa Ilamada micelio, que esta
formada por una red de finos filamentos conocidos como hifas. Estas producen
estructuras mas grandes cuando se entrelazan conocidas como micelios. Ademas,
Fusarium puede producir esporas asexuales, que pueden aparecer en diversas estructuras
como esporodios, conidios o clamidosporas, segun la especie y las condiciones
ambientales. Las esporas juegan un rol crucial en la dispersion y reproduccion asexual

del hongo. Dispersion del hongo y reproduccion asexual (Martinez et al., 2019).

El micelio es inicialmente incoloro, pero a medida que madura se vuelve crema o amarillo
palido y, en determinadas condiciones, se vuelve rosa palido o ligeramente violeta. Este
patdgeno genera tres tipos de esporas asexuales. Los microconidios, formados por una o

dos células, son esporas que el hongo produce con mayor frecuencia y en mayor cantidad
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en todas las condiciones. Se forman principalmente dentro de los vasos de las plantas
huéspedes infectadas. Los macroconidios, esporas tipicas de Fusarium, constan de 3 a 5
células y gradualmente se vuelven mas delgadas y curvadas en ambos extremos. Aparecen
en la superficie de las plantas que han sido afectadas por el patdgeno y suelen formarse
en grupos similares a los esporodoquios. El tercer tipo de espora son las clamidosporas,
que estan formadas por una o dos células, redondas y de paredes gruesas. Son esporas
redondeadas que se forman en los extremos o en medio del micelio mas antiguo, asi como

en los macroconidios del hongo (Agrios, 2005).

7.3.8 Medidas de manejo

Se han implementado diversas practicas culturales, legales, bioldgicas, genéticas y
quimicas, siendo este Gltimo el mas utilizado para el control de estos microorganismos
patégenos. Sin embargo, el uso de fungicidas quimicos para combatir enfermedades
causadas por Fusarium sp. tiene impactos negativos en el medio ambiente y en la
microbiologia del suelo. Debido al uso excesivo de fungicidas, algunos hongos, por
ejemplo, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani, han desarrollado resistencia a
productos como el Benzomyl 500, asi como a formulaciones como Rhizolex-T y Homai
WP (G. L. Rubio et al., 2008).

La propagacion del patdgeno se puede controlar de alguna manera mediante el uso de
semillas limpias y la eliminacion de los tejidos de plantas infectadas del area, aunque la
estrategia de manejo mas efectiva es sembrar variedades resistentes. Dependiendo de la
forma specialis (forma especifica del huésped) responsable de una infeccion dada, la
enfermedad a veces se puede controlar con fungicidas del suelo, aunque algunas formas
han desarrollado resistencia. Dada su longevidad, la rotacion de cultivos es generalmente
ineficaz (Wyckhuys et al., 2010).

Si la enfermedad persiste, 1o mejor es quitar toda la planta y solarizar* el suelo antes de
volver a plantar. Para solarizar el suelo, debe dejar una lona de plastico transparente sobre
la superficie del suelo durante 4 a 6 semanas durante la parte més calurosa del afio. La
solarizaciéon del suelo reducird o eliminara muchas plagas que habitan en el suelo,

incluidos nematodos, hongos, insectos, malas hierbas y semillas de malas hierbas.
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7.4 El Ozono

El ozono es uno de los oxidantes naturales mas potentes. Es un gas natural formado por
tres moléculas de oxigeno, su formula es (Oz). Este gas es incoloro, pero es azul cuando
estd en forma liquida. Tiene un olor caracteristico, y es por ese olor que recibe su nombre,
ya que la palabra ozono proviene del griego ozein, verbo que significa olor (Carnicer,
2008).

El ozono al ser un gas inestable, tiene una vida media de 30 a 45 minutos a 20°C y
disminuye al 16 por ciento de su concentracién inicial en 2 horas. Por tanto, debe
prepararse inmediatamente antes de su uso. Con la variacién del tiempo y la temperatura,
vuelve al oxigeno (Mosqueira et al., 2021).

El ozono también ha demostrado ser eficaz como agente virucida, fungicida y bactericida
en varios estudios. Se ha demostrado que en la agricultura proporciona beneficios
adicionales tanto para las plantas como para los productores, incluido un crecimiento mas
fuerte de las plantas, tiempos de maduracién mas cortos, mayor rendimiento y sabor, y
menor susceptibilidad a las enfermedades (Bucio et al.2016) citado por (Avilés, 2022).

7.4.1 Reaccidon de los microorganismos a la aplicacién del ozono

Con el tiempo, la 0zonizacion se ha aplicado en el sector agricola como mecanismo para
combatir y matar hongos, esto se debe a que los productos quimicos como el bromuro de
metilo, las fosfinas, asi como varios insecticidas y fungicidas utilizados en el manejo de
plagas y enfermedades, resultan costosos y no son accesibles para los agricultores. Por lo
tanto, se ha optado por el uso del ozono porque es una tecnologia ecoldgica, que
reemplaza quimicos nocivos para la salud.se han desarrollado estudios que demuestran
que el uso del ozono en pequefias dosis elimina y previene el crecimiento de hongos como
Fusarium spp. y Aspergillus spp (AGROSIBO, 2017) citado por (Roman, 2023).

7.4.2 0Ozono en la agricultura

La ventaja de usar ozono como método de esterilizacidn es que no produce contaminantes
en comparacion con otros metodos de esterilizacion porque solo se produce oxigeno

durante la descomposicion.



14

El uso del ozono gaseoso se ha extendido, especialmente en la industria alimentaria, ya
que permite la destruccién o inactivacion de microorganismos. Ademas, el uso de gas
ozono ha demostrado ser un método prometedor para reducir la cantidad de pesticidas en
el suelo (Vidal, 2003).

Las microburbujas de 0zono (OMB) se pueden utilizar como método de desinfeccion para
patdgenos de plantas en soluciones de cultivo hidroponico, y el tiempo de accion
desinfectante del agua tratada con OMB aumenta a medida que aumenta la concentracion
inicial de ozono disuelto y la solubilidad de O3 es mayor a menor temperatura del agua
(Hidalgo & Oliva, 2019).

En la agricultura tradicional, los compuestos organicos presentes en el suelo se
transforman en nutrientes minerales a través de procesos fisico-quimicos, y también, de
manera mas gradual, mediante procesos bioldgicos facilitados por la presencia de humus.
El ozono agiliza el proceso de mineralizacion sin requerir la intervencion de otros
elementos, transformando la materia organica en un suelo que contiene una gran cantidad

de nutrientes beneficiosos para el crecimiento de las plantas (Guisha, 2018).

7.4.3 Accion del ozono en el suelo

Para virus y bacterias, asi como protozoos e insectos. EI ozono actla catalizando la
oxidacién de proteinas y liposacaridos, destruyendo su estructura. EI ozono oxida las
membranas bacterianas, debilita las paredes celulares y causa dafio celular y la posterior

muerte celular (Osorio, 2020).

Las moléculas de oxigeno se descomponen para formar fragmentos de oxigeno que se
combinan con otras moléculas de oxigeno para formar ozono O3. En otro proceso de
formacion de ozono, el oxigeno se escapa a la atmésfera y el sol lo convierte en 0zono
(Concepcion, 2016).

La desinfeccion del ozono se forma por oxidacion. Después de producir ozono, la
membrana celular de los microorganismos se destruye o dobla, y en ese momento, el
ozono no funciona convirtiendo (0zono) en (oxigeno) O2. Este proceso se caracteriza por
una velocidad muy alta. Se ha demostrado que solo 0,2 ppm de 0zono durante 4 minutos
pueden matar una gran cantidad de microorganismos en el suelo (Elbehri et al., 2015).

Las plantas han logrado absorber cantidades reducidas de ozono y utilizarlas en su favor.
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7.5 Analisis de Varianza (ADEVA)

El analisis de varianza (ANOVA por sus siglas en inglés) es un método estadistico que se
utiliza para comparar las medias de tres 0 mas grupos y determinar si existe una diferencia
significativa entre ellos. La prueba ADEVA determina si las diferencias observadas entre
grupos son mayores de lo esperado debido al azar. Determinar si un grupo es
estadisticamente. Por lo tanto, ADEVA permite determinar si al menos un grupo es
estadisticamente diferente de los demé&s grupos. Es cominmente utilizado en
experimentos para investigar el efecto de variables independientes (factores) sobre una

variable dependiente.

La hipdtesis nula (Ho) es la afirmacion de que no existe relacion entre las dos variables
en estudio, mientras que la hipdtesis alternativa (Ha) afirma que existe algin grado de
relacién o asociacion entre dos variables. La decision se puede tomar con confianza, lo
cual estd determinado de antemano por el nivel de significancia. Los diferentes test
estadisticos comienzan evaluando la magnitud de las diferencias entre las medias de los

grupos gue se estan comparando (M.-J. Rubio & Berlanga, 2012).

66 9

El riesgo de aceptar o rechazar una hipotesis se cuantifica mediante el valor “p”, que
representa la probabilidad de aceptar la hipotesis alternativa como verdadera, incluso si
la hipdtesis verdadera es nula. El valor p indica si la relacion es estadisticamente
significativa o no. Este valor se elige de forma arbitraria y generalmente se fija en 0.05 o
0.01. Un nivel de confianza del 95% indicar un valor p< 0,05, mientras que un nivel de
confianza del 99% implica un valor p< 0,01 (M.-J. Rubio & Berlanga, 2012).

7.6 Tukey

La prueba o método de Tukey fue desarrollado por John W. Tukey. Se trata de comparar
los valores medios de todos los pares de tratamientos posibles. Por ejemplo, si hay 3
tratamientos, se realizan un total de 3 comparaciones; si hay 6 tratamientos, se llevan a
cabo 15 comparaciones, y asi sucesivamente. Es la prueba estadistica mas utilizada y
preferida, ya que controla eficazmente los dos errores estadisticos mas conocidos (o y B)
(Montgomery, 2004) citado por (D. Gomez et al., 2019).
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En la mayoria de los casos, esta prueba utiliza muestras balanceadas, lo que significa que
todos los tratamientos tienen el mismo ndmero de repeticiones u observaciones. Lo
anterior sucede asi porque dentro de los calculos realizados en esta prueba se asume esta
condicion, razon por la cual algunos autores creen que la prueba de Tukey es aplicable
solo en los casos en que existen grandes diferencias en el tamafio de la muestra de
tratamientos (Fallas, 2012).

7.7 Invitro

El concepto de “in vitro” hace referencia al trabajo realizado fuera de un organismo vivo.
Podria implicar el estudio de cultivos celulares 0 métodos para evaluar la respuesta de

microorganismos a antibidticos.

La investigacion in vitro permite a los cientificos aislar y estudiar células, bacterias y

virus sin las interferencias que conlleva observar un organismo completo.

El termino in vitro se refiere a una variedad de procesos bioldgicos que ocurren fuera de
un cuerpo vivo. Etimologicamente, esta palabra proveniente del latin significa “dentro
del vaso” (es decir, se compone de “in” que significa dentro y “vitreo”, que se refiere a

cristaleria). Por lo general, el término “in vitro” se escribe en cursiva (Mosqueira et al.,
2021).

Un ejemplo de aplicacion seria el anélisis in vitro. Este tipo de estudios metodolégicos
en laboratorio implican un proceso bioldgico realizado fuera del organismo vivo, con el

fin de experimentar y observar, caracterizando su metodologia (Mosqueira et al., 2021).

La mayor ventaja de estos estudios radica en la rapidez con la que se pueden obtener los

resultados.
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8 VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS
8.1 Hipdtesis
8.1.1 Hipdtesis Nula = HO

El uso del ozono (Os3) en diferentes concentraciones (0.40, 0.45 y 0.54 ppm) y frecuencias

(1 y 2 aplicaciones) no incide en el control del hongo fusarium sp.

8.1.2 Hipdtesis Alternativa = H1

El uso del ozono (O3) en diferentes concentraciones (0.40, 0.45 y 0.54 ppm) y frecuencias

(1y 2 aplicaciones) incide en el control del hongo fusarium sp.

8.2 Variables
8.2.1 Variables independientes

e Concentracion de agua ozonizada

e Frecuencia de aplicacién
8.2.2 Variable dependiente

e Diametro de crecimiento de Fusarium sp (alrededor).

e Diametro de crecimiento de Fusarium sp (al medio)

9 METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL

Se a cabo dos ensayos independientes y sucesivos. El primero permitio determinar el
mejor resultado de inhibicion aplicando agua ozonizada alrededor del micelio una vez
este haya alcanzado un crecimiento de 5-6 cm, mientras que el segundo ensayo permitié
determinar el mejor resultado de inhibicion aplicando agua ozonizada directamente al

medio PDA. Ambos ensayos se realizaron en condiciones idéenticas en cuanto a la
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ubicacién, el material vegetal y el manejo del ensayo, y se evaluaron las mismas variables:

crecimiento micelial promedio y la tasa de crecimiento promedio del micelio (cm/dia).

9.1 Ubicacion del ensayo

El proyecto de investigacion se desarrolld en el laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales de la Universidad Técnica de
Cotopaxi, UTC, ubicado sector de Salache, Cantdon Latacunga, en la Provincia de
Cotopaxi a 2731 msnm; 78.6155 de longitud; y 0.9352 latitud.

Figura 1. Lugar de ejecucion del ensayo
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9.2 Tipo de investigacion
9.2.1 Experimental

La investigacion fue de carécter experimental con un enfoque cuantitativo. Debido a que
los datos se obtuvieron a través de un ensayo. Se utilizaron métodos de laboratorio
conocidos para evaluar variables en un entorno controlado; y se fundamentara en la toma
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y tabulacién de datos, para realizar analisis estadisticos y asi comparar los resultados con

la investigacion bibliografica.

9.2.2 Exploratorio

Este trabajo también se considera exploratorio, por lo que sus hallazgos podrian servir
como guia para futuras investigaciones de mayor profundidad, tanto en laboratorio como

en campo.

9.3 Metodologia
9.3.1 Método Cientifico

Basado en seguir ciertos pasos para obtener conocimiento (cientifico) confiable usando
herramientas confiables que, de acuerdo con la informacidn establecida, puedan ser

repetidos por cualquier persona y en cualquier lugar.

9.3.2 Meétodo Experimental

Este estudio es de caracter experimental, en el que se evaluaron diferentes
concentraciones de exposicién al agua ozonizada en diferentes momentos para controlar

el hongo fusarium sp.

Se aplicara el método experimental para comprobar los efectos de intervencion entre los
factores de estudio. Una vez obtenidos los resultados, se procesaran aplicando métodos

estadisticos para estructurar el ADEVA (Anélisis de varianza); y el disefio factorial AxB.

9.4 Técnicas
9.4.1 Observacion directa

Esta técnica permitira la observacion directa del microorganismo luego de la aplicacion

de ozono.



9.4.2 Comparativa

Usando este método, se compard y evalud la efectividad de cada tratamiento.

9.4.3 Toma de datos

Sera importante tomar los datos del ensayo para su posterior analisis.

9.5 Materiales y Equipos
9.5.1 Material Vegetal

e Muestras de tallos de Flor de verano

9.5.2 Materiales de laboratorio

e Cajas Petri de 8 cm de didmetro
e Fundas plasticas

e Papel absorbente

e Papel aluminio

e Papel Parafilm

e Papel Film

e Mandil

e Guantes quirargicos

e Mascarilla quirtrgica

e Alcohol 70°

e Alcohol 96°

e Vasos de precipitacion (100 ml)
e Envases (250, 500 ml)

e Estuche de diseccion

e Asade siembra

e Pinza

e Mechero

e Gotero



9.6

Arode1cm
Calibrador Vernier

Esferografico

Equipos

Generador de ozono de 5 g/h (Modelo QJ- 8003K)
Medidor de Ozono marca PALINTES modelo PTS043
Autoclave

Camara Himeda

Camara de flujo laminar

Incubadora

Microscopio

Balanza digital

Céamara Fotogréfica

Computadora

Reactivos y medio de cultivo

Agua tratada

Agua destilada

Medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar)
Antibidtico

Disefio Experimental de la formulacion
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Se aplico un disefio factorial AxB, donde Factor A (Concentracion de ozono), Factor B

(Frecuencia), estos factores con sus niveles se encuentran visibles en la Tabla 3, con un

arreglo grupal de 6 tratamientos y 4 repeticiones. Las 24 unidades experimentales fueron

cajas Petri con discos de Fusarium sp. inoculados en medio de cultivo PDA. Por ultimo,

se llevdo a cabo un ANDEVA para constatar diferencias significativas entre los

tratamientos con prueba de medias de Tukey al 5% por medio del programa de analisis

estadistico Infostat versién estudiantil 2020:
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9.6.1 Factores en estudio

Las concentraciones de agua ozonizada se obtuvieron mediante un equipo ozonizador,

donde obtuvieron las concentraciones estandar del equipo.

FACTOR A: 3 concentraciones y 1 testigo

e (C1:0,40 ppm
e (C2:0,45ppm
e C3:0,54 ppm
e Testigo

Se establecieron dos frecuencias de aplicacion como segunda variable en estudio.
FACTOR B: Frecuencia

e F1:1aplicacion

e F2: 2 aplicaciones

Tabla 4. Factores de estudio que intervienen en la desinfeccion del hongo fusarium

sp. utilizando diferentes concentraciones y frecuencias de ozono.

Factores Simbologia Descripcion del
proceso
A: Concentraciones ai 0,40 ppm
de Ozono
a 0,45 ppm
as 0,54 ppm
B: Frecuencias f1 1vez

f 2 veces




9.6.2 Tratamientos en estudio
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De la interaccion de los dos factores en estudio se tienen 6 tratamientos con 4 repeticiones

cada uno, teniendo un total de 24 unidades experimentales y un Testigo.

Tabla5. Tratamientos considerando los factores de estudio.

Tratamientos  Simbologia

Descripcion

1 a1 +f; 0,40 ppm + 1 vez
2 a1 +f2 0,40 ppm + 2 veces
3 az +f1 0,45 ppm + 1 vez
4 az +f2 0,45 ppm + 2 veces
5 asz +f1 0,54 ppm + 1 vez
6 az +f2 0,54 ppm + 2 veces

9.7 Analisis Estadistico

El analisis estadistico de los datos a obtenerse se efectué mediante el analisis de varianza

(ADEVA), que es una técnica empleada para analizar la variacion total de los datos,

descomponiéndolas en porciones significativas e independientes, atribuibles a cada una

de las fuentes de variabilidad presentes y la variacion causal (aleatoria).

Tabla 6. Esquema del ADEVA para el disefio propuesto para esta investigacion.

Fuente de variacion

Grados de

libertad
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Tratamientos (t-1) 5
Repeticiones (r-1) 3
Factor a (a-1) 2
Factor b (b-1) 1
Interaccion axb (a-1)(b-1) 2
Error Experimental (t-1)(r-1) 18
Total 23

9.8 Variable evaluada

El didmetro del crecimiento in vitro del micelio del Fusarium sp., expresado en

centimetros, fue la variable evaluada.

9.9 Manejo Especifico del Experimento
9.9.1 Preparacion de las concentraciones de Ozono

Las concentraciones de agua ozono utilizadas en los ensayos fueron 0.40, 0.45 y 0.54
ppm (mg/L), basadas en pruebas preliminares realizadas en el Laboratorio de semillas del
Proyecto “Granos Andinos”. Para obtener la inhibicion del hongo Fusarium sp., se
empled una maquina generadora de ozono de 5 g/h, modelo QJ-8003K vy se justifico las
concentraciones utilizadas por medio de un medidor de concentracién de ozono en mg/L

de la marca Palintest.

9.9.2 Aislamiento de Fusarium sp.

De acuerdo con (Castellanos et al., 2011), el proceso de aislamiento del hongo comienza:
e Se toman muestras del tallo de las muestras vegetales con sintomatologia de

marchitamiento por Fusarium sp.
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e Envolver las muestras de tejido infectado (raices o tallos) en toalla de papel para
absorber la humedad.

e Colocar las muestras de tejido infectado, envueltas en papel absorbente, en sobres
0 bolsas de papel. Evitando el uso de bolsas de plastico, ya que no son permeables
y pueden generar la acumulacion de humedad, favoreciendo el desarrollo de
microorganismos saprofitos y dificultando el aislamiento del patégeno.

o Etiquetar claramente cada muestra con la informacion detallada. La etiqueta debe
estar bien adherida a cada muestra.

e Preparar el medio de cultivo PDA (papa, dextrosa y agar) para aislar el patdgeno
y otros microorganismos. Materiales: PDA deshidratado 39 g/L; agua destilada 1
litro; Frasco Erlenmeyer 1000 mL; cajas Petri. Pesar los ingredientes, disolver el
PDA en el agua destilad, envasar en los frascos y esterilizar en la autoclave a
121°C durante 40 minutos. Luego, se deja enfriar el medio esterilizado y se vierte
en las cajas Petri.

e Todos los procedimientos deben realizarse en una camara de flujo laminar.
Ademas, de deben mantener todas las normas de asepsia y esterilidad requeridas
en un laboratorio microbioldgico, aplicando siempre las buenas practicas

microbioldgicas (BPM).

Para el aislamiento, se hicieron cortes de 1 cm a los tallos del material vegetal y se los
desinfecto en una solucién de 2% de hipoclorito con 98% de agua destilada, durante 3
min. Posteriormente, se realizaron tres enjuagues con agua destilada para eliminar
contaminantes potenciales que podrian obstaculizar el aislamiento de los hongos. En la
camara de flujo laminar, se sembrd cuatro trozos del material vegetal espaciadas en forma
de cuadrado con unas pinzas en cada caja con medio PDA vy se incubo durante 10 dias a
28°C.

9.9.3 Purificacion y siembra

En la cadmara de flujo laminar con el asa de siembra esterilizado y desinfectado con
alcohol y flameado, y por método de estria se tomo pequefios pedazos del hongo presente
en las cajas para posteriormente sembrarlas en nuevas cajas Petri con medio de cultivo
PDA. Esto para obtener nuevas muestras mas puras del hongo fusarium sp., sin presencia

de restos vegetales para su posterior multiplicacion en el experimento.
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9.9.4 Multiplicacion

Con un sacabocado, se sembrd trozos cilindricos de 1 cm de didmetro de muestra
contaminada en el centro de cajas Petri con nuevo medio de cultivo, se rotularon y
sellaron. Se incubaron a 28° C. Para que los discos de fusarium sp., se adapten al nuevo
medio de cultivo y crezcan a un diametro adecuados para las aplicaciones de agua

ozonificada.

9.9.5 Aplicacién de agua ozonizada

Siguiendo el método de aplicacién de (Palacios, 2020) el ozono se aplico de dos formas

alrededor del micelio y al medio PDA :

e Alrededor del micelio

Para la aplicacion del agua ozonizada se us6 un gotero y se colocd 1 ml de gotas alrededor
de los bordes del micelio del hongo fusarium sp. con crecimiento de entre 5 cm de
didmetro en cada una de las cajas., la segunda aplicacion se lo hizo al octavo dia.

e Al medio PDA

Se us6 un gotero para aplicar agua ozonizada y se vertid 1 ml en la caja con PDA
solidificada. El contenido se esparcié por todo el medio de cultivo con la base de un tubo
de ensayo previamente esterilizado hasta que quedd impregnado en el mismo.
Posteriormente, un disco de fusarium sp. se coloc6 en cada una de las cajas que ya han

sido ozonificadas, para la segunda aplicacion se lo hizo al quinto dia.

9.9.6 Mediciones

Para el registro de las mediciones se utilizé un calibrador vertier, tomando datos de
manera diaria posterior a la aplicacion del agua ozonizada, para obtener el promedio de
crecimiento micelial y la tasa de crecimiento del hongo fusarium oxyaporum sp. Las
medidas se sumaron y promediaron por tratamiento hasta que el crecimiento micelial del

testigo ocupara por completo la caja, dando por terminado el experimento.
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9.9.7 Andlisis de datos

Los datos obtenidos del crecimiento micelial del hongo fusarium sp. fueron tabulados en
una hoja electronica de Excel. Para llevar a cabo el Andlisis de Varianza (ADEVA) se
utilizo el programa Infostat version estudiantil 2020, los resultados fueron expresados en
tablas, figuras y texto. Se empled pruebas Tukey al 5% para la comparacion de rangos de
medias. Para el presente proyecto se tomé en consideracion los grados de significancia,
valor p 0 a de: <0,10(*), <0,05(**), 0,01(***). en donde la confianza sera del 90%, 95%

y 99% respectivamente.

10 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

10.1 Resultados

Los resultados obtenidos en el laboratorio de Microbiologia General de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales, de la Universidad Técnica de Cotopaxi, se

presentan a continuacion:

10.1.1 Crecimiento del micelio (alrededor)

Segun, los datos de la Tabla 7, en el analisis de varianza se observa que la aplicacion de
agua ozonizada tuvo un efecto positivo sobre el hongo fusarium sp. hubo diferencia
estadistica para los Tratamientos vs. Testigo por lo que es necesario realizar la prueba

Tukey al 5%, para el resto de variables no hubo diferencia estadistica.

Tabla 7. Analisis de varianza en la inoculacion de fusarium sp., después de la

aplicacion de agua ozonizada.

F.V. SC gl CM F p-valor Fcritico
Concentraciones 0.19 2 0.10 0.77 0.48 3.47
Frecuencias 0.35 1 0.35 2.69 0.12 4,32
Concentraciones*Frecuencia 0.11 2 0.06 0.46 0.64 3.47
Factores vs Testigo 0.67 1 0.67 4.95 0.04 432 *
Error 282 21 0.1
Total 4.14 27

CVv 5.38
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Se obtuvo un coeficiente de variacion de 5.38%, demostrando que es confiable ya que es

menor al 10% para los casos de investigacion en condiciones controladas, es decir, en

laboratorio.

Tabla 8. Prueba de Tukey al 5% para Tratamientos vs. Testigo en la inhibicion del

fusarium oxysporum sp., alrededor.

Tratamientos Medias Rango
t6 6.41 A
t4 6.73 A
t2 6.76 A
t 6.84 A
tl 6.89 A
t3 6.89 A
Testigo 7.19 A

Al aplicar la prueba de Tukey al 5%, se observa un rango de significacion estadistica en

la Tabla 8, que muestra las medias de cada tratamiento y el testigo para la reduccion del

crecimiento micelial del fusarium sp. tras el uso de agua ozonizada, siendo el tratamiento

T6 el que mejor resultado obtuvo de inhibicion.

Figura 2.

Crecimiento micelial promedio del hongo fusarium oxysporum sp.

después de la aplicacién de agua ozonizada y el testigo, alrededor.
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El andlisis de varianza y la prueba de Tukey al 5% ayudaron a establecer diferencias entre
los tratamientos. Se evalud el efecto inhibidor del agua ozonizada sobre el crecimiento
micelial del fusarium sp. usando diferentes concentraciones y frecuencias al quinto dia de
crecimiento. Como resultado (Figura 2), se determind que, entre los seis tratamientos, el
que tuvo mayor desempefio inhibidor fue el T6 con un crecimiento de 6,41 cm al finalizar
el ensayo. Seguido de los tratamientos T4y T2, con 6.73 y 6.76 cm, respectivamente. Y
los tratamientos T5, T1 y T3 fueron los més cercanos al Testigo con 6.84, 6.89, 6.89 y
7.19 cm, respectivamente. La aplicacion de ozono, retrasa el desarrollo y propagacion del
hongo, permitiendo un control de estos microorganismos, aunque no se elimine por

completo la infeccion (Avilés, 2022)

10.1.2 Crecimiento del micelio (al medio PDA)

A partir de la Tabla 9, en el analisis de varianza podemos observar que la aplicacion de
agua ozonizada tuvo un efecto positivo sobre el hongo fusarium sp., hubo significacién
estadistica para los Tratamientos vs. Testigo por lo que es necesario realizar la prueba

Tukey al 5% y para el resto de variables no hubo significacion estadistica.

Tabla 9. Analisis de varianza en la inoculacién de fusarium oxysporum sp., después

de la aplicacion de agua ozonizada al medio.

- F

F.V. SC gl CM F \F/)alor critico
Concentraciones 0.65 2 0.32 1.78 0.19 3.47
Frecuencias 003 1 0.03 0.17 0.69 4.32

2.50E- 1.20E- 6.67E-

Concentraciones*Frecuencia 03 2 03 03 0.99 3.47
Factores vs. Testigo 125 1 1.25 7.09 0.01 432 *
Error 3.72 21 0.18
Total 5.65 27
CV 6.30

Se visualiza un coeficiente de variacion de 6.30%, demostrando que es confiable ya que
es menor al 10% para los casos de investigacion en condiciones controladas, es decir, en

laboratorio.
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Tabla 10. Prueba de Tukey al 5% para Tratamientos vs. Testigo en la inhibicién del

fusarium oxysporum sp., aplicado al medio.

Tratamientos Medias Rango
t6 6.33 A
t5 6.4 A
t4 6.6 A
t3 6.7 A
t2 6.73 A
tl 6.78 A
Testigo 7.19 A

Al realizar la prueba de Tukey al 5%, se observa un rango de significacion estadistica en
la Tabla 10, que muestra las medias de cada tratamiento y el testigo para la reduccién del
crecimiento micelial tras el uso de agua ozonizada, mostrando el tratamiento T6 como el

que mejor resultado obtuvo.

Figura 3. Crecimiento micelial promedio del hongo fusarium sp. después de

la aplicacidn de agua ozonizada y el testigo, al medio.
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El analisis de varianza y la prueba de Tukey al 5% ayudaron a establecer diferencias entre
los tratamientos. Se evalud el efecto inhibidor del agua ozonizada sobre el crecimiento
micelial del fusarium sp. usando diferentes concentraciones. Como resultado (Figura 3),

se determino que, entre los seis tratamientos, el que tuvo mayor desempefio inhibidor fue
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el T6 con un crecimiento de 6,33 cm. Seguido, de los tratamientos T5 y T4 con un
crecimiento de 6.40 y 6.60 cm, respectivamente. Los tratamientos T3, T2, T1 obtuvieron
resultados cercanos al Testigo con un crecimiento de 6.70, 6.73, 6.78 y 7.19,
respectivamente. (Samaniego, 2022), confirmo que ha mayores concentraciones de
ozono, se observa una mayor disminucion microbiana, como se evidencia con una
concentracion de 0,54 ppm. De la misma manera, (Chonata, 2018) obtuvo una maxima

inhibicion de microorganismos con una concentracion de 0,5 ppm de ozono (O3).

10.2 Tasa de crecimiento promedio entre tratamientos

Se establecié una tasa de crecimiento de acuerdo a los dias indicados para registrar el
didmetro de crecimiento y poder determinar sobre cuél de los tratamientos se obtendria
una concentracion y frecuencia adecuada que muestre un efecto inhibidor del agua

ozonizada sobre el Fusarium oxysporum sp.

10.2.1 Tasa de crecimiento micelial promedio (alrededor)

El analisis de varianza de la tabla 11, muestra que la aplicacion de agua ozonizada tuvo
un efecto significativo sobre la Tasa de crecimiento promedio del hongo fusarium sp.
hubo una significacion estadistica para los Tratamientos vs. Testigo, para el resto de
variables no hubo significacion estadistica. Se obtuvo un coeficiente de variacién de

26.17%, es necesario realizar la prueba de Tukey al 5%.

Tabla 11. Analisis de varianza en la inoculacién de fusarium oxysporum sp., después

de la aplicacion de agua ozonizada, al alrededor.

F.V. SC gl CM F p-valor
Concentraciones 0.04 2 0.02 2 0.16
Frecuencias 450E-03 1 4.50E-03 4.50E-01 0.51
Concentraciones*Frecuencia 0.03 2 0.01 1 0.38
Factores vs. Testigo 019 1 0.19 25.66 0.0001 *
Error 0.16 21 0.01
Total 0.42 27

CVv 26.17
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Tabla 12. Prueba Tukey al 5% para Tratamientos vs. Testigo en la inhibicién del

fusarium oxysporum sp., alrededor.

Tratamientos Medias Rangos

t6 023 A

t5 025 A

t3 0.26 A

2 032 A

tl 0.34 A B
t4 0.38 A B
Testigo 0.53 B

Al aplicar la prueba de Tukey al 5%, se observan dos rangos de significacion estadistica

en la Tabla 12, que muestra las medias de cada tratamiento en cuanto a la tasa de

crecimiento micelial promedio tras el uso de agua ozonizada. En el rango A los

tratamientos T6, T5, T3 y T2: compartiendo rango los tratamientos T1y T4 y en el rango

B el testigo.

Figura 4.

Tasa de crecimiento micelial promedio del hongo fusarium sp.

después de la aplicacién de agua ozonizada y el testigo, alrededor.
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El andlisis de varianza y la prueba de Tukey al 5% ayudaron a establecer diferencias entre

los tratamientos. Se evalud el efecto inhibidor del agua ozonizada sobre la Tasa de

crecimiento micelial del fusarium sp. utilizando diferentes concentraciones y frecuencias.
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Como resultado (Figura 4), se determind que, entre los seis tratamientos, el que tuvo una
menor tasa fue el T6 con 0.23 cm/dia, seguido de los tratamientos T3 = 0,26 cm/dia, T5
= 0,25 cm/dia. Los tratamientos T1 = 0,34 cm/dia, T2 = 0,32 cm/dia y T4 = 0,38 cm/dia
fueron los valores mas altos de crecimiento y los mas cercanos al Testigo con 0,53 cm/dia.
Se observa que el T6 con una concentracion de 0.54 ppm y con dos frecuencias de
aplicacion es el que presenta la tasa de crecimiento micelial promedio mas baja. (Guisha,
2018), determino que al aplicar ozono a dos frecuencias es efectiva para el control de

fitopatdégenos como fusarium sp, Pythium sp y Phytophthora sp.

10.2.2 Tasa de crecimiento micelial promedio (al medio PDA)

El andlisis de varianza de la Tabla 13, muestra que la aplicacion de agua ozonizada tuvo
un efecto significativo sobre la Tasa de crecimiento promedio del hongo fusarium sp.,
hubo una significacién estadistica para los Tratamientos vs. Testigo, y para el resto de
variables no hubo significacion estadistica. Se obtuvo un coeficiente de variacion de
19.74% lo que indica que la dispersion de los datos es mayor, es decir, la tasa de

crecimiento micelial no es homogéneo, es necesario realizar la prueba de Tukey al 5%.

Tabla 13. Analisis de varianza en la inoculacién de fusarium oxysporum sp., después

de la aplicacion de agua ozonizada, al medio.

F.V. SC gl CM F p-valor
Concentraciones 0.03 2 0.01 1 0.38
Frecuencias 2.00E-04 1 2.00E-04 2.00E-02 0.89
Concentraciones*Frecuencia 001 2 0.01 1 0.38
Factores vs. Testigo 021 1 0.21 21 <0.0001 **
Error 0.08 21 0.01
Total 0.34 27
CV 19.74

Tabla 14. Prueba Tukey al 5% para Tratamientos vs. Testigo en la inhibicién del

fusarium oxysporum sp., al medio.

Tratamientos Medias Rangos
t6 0.22 A
t5 0.25 A
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t3 0.26 A
t2 03 A
tl 033 A
t4 033 A
Testigo 0.53 B

Al realizar la prueba de Tukey al 5%, se observan dos rangos de significacion estadistica
en la Tabla 14, que muestra las medias de cada tratamiento en cuanto a la tasa de
crecimiento micelial promedio tras el uso de agua ozonizada. En el rango A, estéan los seis
tratamientos siendo el T6 el que mejor efecto inhibidor obtuvo y en el rango B el testigo

que tuvo un mayor crecimiento micelial al final del ensayo.

Figura 5. Tasa de crecimiento micelial promedio del hongo fusarium sp.

después de la aplicacion de agua ozonizada y el testigo, al medio.
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El andlisis de varianza y la prueba de Tukey al 5% ayudaron a establecer diferencias entre
los tratamientos. Se evalud el efecto inhibidor del agua ozonizada sobre la Tasa de
crecimiento micelial promedio del fusarium sp. utilizando diferentes concentraciones y
frecuencias de aplicacion. Como resultado (Figura 5), se determind que, entre los seis
tratamientos, el que tuvo menor tasa de crecimiento fue el T6 con 0.22 cm/dia, seguido
de los tratamientos T3 = 0,26 cm/dia, T5 = 0,25 cm/dia. Los tratamientos T1 = 0,33

cm/dia T2 = 0,30 y T4 = 0,33 cm/dia fueron los valores mas altos de crecimiento y los
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valores méas cercanos al Testigo con 0.53 cm/dia. Se determina que el T6 con una
concentracion de 0.54 ppm y con dos frecuencias de aplicacion es el que presenta la tasa
de crecimiento micelial promedio méas baja. Se ha demostrado que con una cantidad
minima de 0,2 ppm de 0zono (Os) durante 4 minutos, se puede eliminar una gran cantidad

de microorganismos en el suelo (Elbehri et al., 2015).

10.3 Discusion

Los resultados muestran que no existié una diferencia estadistica significativa para las
variables concentracion y frecuencia. Sin embargo, el analisis del Testigo vs.
Tratamientos muestra una diferencia estadistica en cuanto a la tasa crecimiento promedio
del micelio. El efecto logrado por la mayor concentracion (0.54 ppm) y frecuencia (2
aplicaciones) se diferenciod estadisticamente del testigo sin aplicacion. La posibilidad de
seguir incrementando la concentracién y frecuencias de aplicacion es viable ya que se
evidencio un retraso en el crecimiento y esporulacion del fusarium sp. En lo que respecta
a los tratamientos, de los T6 de ambos ensayos, los resultados obtenidos fueron similares

para la tasa de crecimiento con 0.22 y 0.23 cm/dia, respectivamente.

(Guisha, 2018), en su estudio menciona que con una concentracion de 0.5 ppm de agua
ozonizada a dos frecuencias al dia, se destaca como la alternativa en contrarrestar la
germinacion de inoculacién en el control del Damping off (Phytium, Fusarium
oxysporum, Phytophthora) en el cultivo de amaranto y no generando efectos adversos en
el desarrollo de la planta. Aunque, estadisticamente al igual que este estudio los resultados
no tuvieron diferencias estadisticas significativas. La relacién existente entre el
porcentaje de incidencia presente en los tratamientos inoculados demuestra la eficiencia
del ozono al controlar al patégeno, sefialando asi que existe mayor control y un correcto

desarrollo del cultivo sin presentar alteraciones.

Al igual que, (Samaniego, 2022) quien en su estudio utilizo concentraciones de 0.3 y 0.5
ppm de agua ozonizada considera una concentracion de 0,5ppm como éptima debido que
existe mayor control al momento sobre la incidencia de enfermedades fungicas. Concluye
que las concentraciones de 0.5 ppm debido a sus variables de interés, al utilizar esta

concentracion se aproximan a los valores requeridos en el proceso de comercializacion.
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Esto beneficiaria econdmicamente a los agricultores, dandoles oportunidad a nuevos

mercados.

La aplicacion del agua ozonizada en el medio PDA obtuvo un mejor resultado en
comparacion a su aplicacién alrededor del micelio, esto teniendo en cuenta el crecimiento
promedio al finalizar el ensayo, ya que tuvo un menor didmetro de crecimiento y un
retraso en el tiempo de esporulacion del fusarium sp., teniendo un mejor efecto, con una
concentracion de 0,54 ppm, con dos frecuencias de aplicacion. Finalmente se deduce, que
la aplicacion del agua ozonizada en campo sera mas beneficiosa, antes de que el hongo
empiece su desarrollo. El uso de tratamientos con 0zono ha demostrado ser mas rentable
y menos perjudiciales para el medio ambiente en comparacion con el uso de productos
quimicos con propositos similares. Los hongos son destruidos por los efectos oxidantes
del ozono, lo cual causa un dafio irreversible a la célula. Se requieren concentraciones
bajas de ozono para lograr superficies libres de hongos, pero se requieren concentraciones
mas altas para matar las colonias establecidas (Zambrano, 2021). A pesar de ser
considerado como un contaminante ambiental, en campo las plantas han demostrado ser
capaces de absorber pequefias cantidades de ozono y utilizarlos a su beneficio para su

propio desarrollo (Gonzélez et al., 2022).

11 IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)

11.1 Sociales

La informacion proporcionada en este documento es beneficiosa para cualquier persona
interesada, ya que los resultados obtenidos son favorables para aplicaciones en la
agricultura. Ademas, esto reduciria la exposicion de los agricultores y las comunidades
circundantes a los productos sintéticos utilizados en los fungicidas; y se podria mejorar

la seguridad de los alimentos para los consumidores.
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11.2 Ambientales

El uso del Ozono (O3) como alternativa a los fungicidas para el control del fusarium sp.
produciria un impacto positivo al reducir la contaminacion generada por estos
compuestos. Promoviendo practicas mas sostenibles, como una agricultura organica o

regenerativa, que tiene un menor impacto ambiental global.

11.3 Econdémicos

Aunque la tecnologia de ozonizacién implica una inversion inicial de equipos Yy
capacitacion, a largo plazo resulta en una reduccion de costos al eliminar o reducir la
compra de fungicidas y otros productos agroquimicos. Ademas, el producir alimentos de
manera sostenibles y respetuosas con el medio ambiente podria crear oportunidades
econdmicas para los agricultores al abrir nuevos mercados y aumentar las oportunidades

de exportacion.

12 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

12.1 Conclusiones

e Al analizar la eficiencia del ozono la tercera concentracion de ozono de 0,54 ppm
a dos frecuencias de aplicacion con un promedio de crecimiento micelial final de
6.41 y 6.33 cm, en comparacion al testigo que tuvo un crecimiento de 7.35 cm,
indicando que el ozono controla, aunque no de manera significativa.

e El uso de ozono a dos frecuencias (una al principio y otra a la mitad de la vida del
hongo) es mas efectivo para controlar el hongo fusarium sp., como se evidencia
en la tasa de crecimiento promedio de los T6 (0.23 y 0.22 cm/dia) durante un
tiempo de incubacion de 10 dias.

e Los tratamientos que mejor resultado presentaron fueron los T6, con menor
crecimiento promedio y menor tasa de crecimiento promedio, mostrando un
control del hongo fusarium sp., es mas efectiva al aplicar el ozono cuando no esta
tan avanzada la enfermedad, ya que esto genera un desarrollo y esporulacion mas

lenta del hongo que el testigo sin tratamiento.
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12.2 Recomendaciones

Se recomienda que se continte con la investigacion para el uso del 0zono como
agente desinfectante en sus diferentes combinaciones (agua, gas y aceite).
Realizar ensayos con concentraciones mayores a 0.8 ppm para mejorar la
eficiencia de estas concentraciones en el control de microorganismos que afectan
a los cultivos.

Se recomienda la aplicacion inmediata del agua ozonizada ya que al ser inestable

en agua este llega a perder efecto a partir de los 20 a 30 min.
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