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RESUMEN

El cacao cumple un rol importante en la economia y constituye el componente principal de
productos de exportacion. Se ve afectada por Lasiodiplodia theobromae, produciendo
muerte de plantas. Como solucion, los compuestos bioactivos altamente diluidos (CBAD),
influyen en los procesos bioldgicos de las plantas, contribuyendo al MIP. La investigacion
se realizo en el Campus “La Maria” de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo. Con el
objetivo de evaluar un compuesto bioactivo altamente diluido para el control
de Lasiodiplodia theobromae en plantulas de cacao (Theobroma cacao L.). Los tratamientos
estaban constituidos por la aplicacion de tres concentraciones del CBAD (1C, 6Cy 12C) y
dos formas de aplicacion, edafico y foliar mas un control para cada método de aplicacion.
Se usé un disefio completamente al azar (DCA) con un ADEVA y posterior prueba Tukey
al 95%. Las variables evaluadas fueron: severidad, incidencia, hojas muertas, altura de la
planta, numero de hojas, longitud de tallo y raiz, peso foliar fresco, peso radicular. Los
métodos de aplicacion proporcionaron una disminucién de la severidad e incidencia en la
dilucion 1C con 66,66% y 73,33% respectivamente, reduciendo el nimero de hojas muertas.
Ademas, mejord el estado de las plantas, incrementando las variables agronémicas como
altura de planta (39,17 cm), nimero de hojas (18 unidades), peso foliar fresco (10,20
gramos), longitud radicular (32,63 c¢cm), peso radicular (16,07 gramos). EI compuesto
bioactivo optimizo las variables de severidad e incidencia indicando que el uso del CBAD

favorece a el control del patdgeno sin efectos negativos para la planta.

Palabras claves: Lasiodiplodia theobromae, agrohomeopatia, métodos de aplicacion,

severidad, variables agronomicas.
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ABSTRACT

Cocoa plays an important role in the economy and constitutes the main component of export
products. It is affected by Lasiodiplodia theobromae, causing plant death. As a solution,
highly diluted bioactive compounds (HDBC) influence the biological processes of plants,
contributing to the MIP. The research was conducted at the Campus “La Maria” de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo. With the objective of evaluating a highly diluted
bioactive compound for the control of Lasiodiplodia theobromae in cocoa seedlings
(Theobroma cacao L.). The treatments consisted of the application of three concentrations
of CBD (1C, 6C and 12C) and two forms of application, edaphic and foliar plus a control
for each application method. A completely randomized design (DCA) was used with an
ADEVA and subsequent Tukey test at 95%. The variables evaluated were: severity,
incidence, dead leaves, plant height, number of leaves, stem and root length, fresh leaf
weight, root weight. The application methods provided a decrease in severity and incidence
in the 1C dilution with 66.66% and 73.33% respectively, reducing the number of dead
leaves. In addition, the condition of the plants improved, increasing agronomic variables
such as plant height (39.17 cm), number of leaves (18 units), fresh leaf weight (10.20 grams),
root length (32.63 cm), root weight (16.07 grams). The bioactive compound optimized the
variables of severity and incidence, indicating that the use of HDBC favors the control of

the pathogen without negative effects for the plant

Keywords: Lasiodiplodia theobromae, agrohomeopathy, application methods, severity,

agronomic variables.
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Introduccion

El cacao pertenece a la familia de las malvéceas, su origen se cree que se inicié en México
y América Central y posteriormente fue extendido por el continente (1). La produccion
mundial entre el 2019-2020 fue de aproximadamente 4700 t, siendo su gran mayoria
producida en el continente africano (cerca de 3500 t), sin embargo, el 25% de esta

produccidn pertenece a paises como Ecuador y Brasil (2).

En la agricultura juega un papel fundamental en la oferta de alimentos y materias primas
para la industria (3), con alto valor caldrico que aporta valiosos nutrientes, fibras y
antioxidantes (4). En Ecuador ha tenido un rol importante en la economia, constituyen el
componente principal de productos primarios de exportacion, ademas es parte de elementos
sustanciales que conforman la cultura del pais (5).

Su produccion se concentra un 80% en las provincias de Guayas, Los Rios, Manabi,
Esmeraldas, EI Oro y Santa Elena, mientras que el resto se distribuye en las provincias de
Chimborazo, Bolivar, Cotopaxi, Pichincha, Azuay, Sucumbios, Orellana, Napo y Zamora
Chinchipe en un total de 240000 Has de cultivo, produciendo 331028 t, representando

ingreso de 758 millones de ddlares (6).

Durante la etapa de vivero y la cosecha, presenta afectaciones por una gran variedad de
hongos patogenos, entre la que encontramos las causadas por Lasiodiplodia theobromae. Es
un fitopatégeno que habita el suelo, dificil de manejar, teniendo capacidad de infestar y
permanecer por tiempo indefinido en la biosfera edéafica. Se ha presentado alta mortalidad
de plantas en etapa iniciales cuyos sintomas son caracteristicos al de L. theobromae (7).

Como parte del control se ha usado una variedad de fungicidas quimicos para controlar estas
enfermedades de las plantas, el uso continuo de estos no solo afecta a la calidad y factores
organolépticos de las semillas sino también a las propiedades del suelo, sumando a esto
problemas como contaminacion del medio ambiente y la resistencia que adquieren estos

fitopatdgenos con aplicaciones constantes (8).

Como una alternativa a estos problemas se han utilizado los compuestos bioactivos

altamente diluidos (CBAD), los cuales se basan en el principio de la homeopatia, incidiendo



en los procesos bioldgicos de las plantas para acelerar el crecimiento, contribuye al control

de plagas y enfermedades, y promueve directamente el aumento de la produccion (9).

Los compuestos bioactivos son desarrollados a partir de productos enfermos de origen
bioldgico, existe base cientifica sobre la accion de estos en la capacidad de poder estimular
el desarrollo y comportamiento de las plantas asi como mejorar la cantidad de frutos y hojas,
ademas del efecto antagonista sobre una gama de hongos fitopatogenos y plagas (10),
otorgando beneficios importantes que incluyen el ahorro econémico y la preservacion de la

ecologia natural (9).

Se ha evidenciado el potencial benéfico de aplicacidn de productos compuestos bioactivos
en la agricultura teniendo muy bueno resultados, por ejemplo, Meneses y Gonzales (11)
utilizaron CBAD para controlar la contaminacion por bacteria in vitro en plantas de pifia
logrando su cometido, asi mismo reportd Shah et al. (12) en plantas de Arabidopsis thaliana
infectadas con Pseudomonas syringae, y Abasolo et al. (13) aplicaron CBADs a base de
cepa del patégeno F. oxysporum en plantas de tomate, reduciendo los sintomas de la

enfermedad, ademés de mejoras en las variables agronémicas

Por lo anterior, la presente investigacion tiene como finalidad evaluar un compuesto
bioactivo altamente diluido para el control de Lasiodiplodia theobromae en plantulas de
cacao (Theobroma cacao L.), esperando poder reducir de manera significativa la infeccion

causada por el patdgeno, mejorando las caracteristicas agronémicas de las plantulas.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Planteamiento del problema

Las plantas de cacao del clon CCN-51 son susceptible al hongo fitopatdgeno Lasiodiplodia
theobromae siendo este el principal causantes de alta mortalidad de plantas en estado de
vivero y afectaciones en el area foliar y frutos en cultivos establecidos en campo, por su alta
importancia en el sector cacaotero este patdgeno ha tratado de controlar con la aplicacion de
fungicidas haciendo que estos en la actualidad tenga baja efectividad debido a la resistencia
generada por la utilizacién constante de quimicos agudizando el problema, disminuyendo la

productividad y el sostenimiento de los cultivos.

Las afectaciones en las plantas provocado por este hongo en la actualidad se debe a la falta
de método de prevencion que impida la proliferacion de esta enfermedad, sumandose a estos
la contaminacion ambiental producida, el alto costo de produccién enfocados en el control y
manejo de este patdgeno; por ello es necesario buscar nuevas alternativas y tecnologias que
permita desarrollar una agricultura mas sustentable, que asegure el normal y sano desarrollo

de las plantas, asi mismo garantice la seguridad y soberania alimentaria.

Diagnostico del problema

Las plantas de cacao en etapa inicial (vivero) o establecidas en campo son altamente
susceptibles a enfermedades que son causadas por diversos agentes patdgenos, sobre todo
por hongos Lasiodiplodia theobromae. Los factores ambientales son detonantes de la
enfermedad, influyendo en el oOptimo desarrollo del fitopatdgeno, y con esto altas
mortalidades y reduccién de produccion en el cultivo. Las malas practicas agricolas, lejos de
controlar al patdgeno, causan resistencia y dafios al medio ambiente. Es necesario introducir
practicas y tecnologias sustentables que garanticen el sano crecimiento de la planta y la

calidad en la produccion.

Pronostico del problema

Al continuar la tendencia con el uso de fungicidas de sintesis quimica, la falta de rotar de
ingrediente activo para el control de Lasiodiplodia theobromae asi como no implementar
alternativas de control agroecoldgica agravara la situacion en el sector cacaotero, por la

adquisicion de resistencia del patdgeno que conlleva a elevar los costos de produccion,
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reducir el rendimiento por las afectaciones en frutos y en algunos casos muerto parcial o
total de la planta, ademas cabe mencionar que estos factores conllevaron a el incremento de

la contaminacion hidrica y edéafica de los agroecosistemas.

Formulacion del problema

¢Cudl concentracion y método de aplicacion del compuesto bioactivo presenta un mayor

control de Lasiodiplodia theobromae en plantulas de cacao (Theobroma cacao L.)?

Sistematizacion del problema

¢ Cudl es el método de aplicacion del compuesto bioactivo que presenta mayor eficiencia en
la tolerancia de plantulas de cacao infectadas con Lasiodiplodia theobromae?
¢Cual es el efecto de las diferentes concentraciones del compuesto bioactivo sobre las

caracteristicas vegetativas de las plantulas de cacao?



1.2. Justificacion

El cacao cumple un rol importante y constituye el componente principal de productos
primarios de exportacion agricola mas importante en la economia del Ecuador, es uno de los
cultivos que presentan mayor rentabilidad por sus multiples usos en el area de la confiteria,
la industria farmacéutica y cosmética. Se ha evidenciado el efecto benéfico de los
compuestos bioactivos en la agricultura, comprobando la efectividad de estos compuestos
bioldgicos altamente diluidos, al conocerse el impacto social positivo si se la compara con
los métodos de control utilizados actualmente, dando a la planta un estado dptimo,
contribuyendo a la eliminacién o reduccion de forma natural de las plagas y enfermedades
que posee las plantas de cacao, efectuando una agricultura mas rentable y de calidad que

beneficie la economia del agricultor.

El uso de esta nueva tecnologias en la linea de la agrohomeopatia permitira desarrollar una
agricultura ecologica y sustentable dentro de los principio de los compuestos bioactivos, los
cuales quieren llegar a contribuir en el manejo integrado de plagas y enfermedades que
afectan a los cultivos, a la vez que este influye en el mejoramiento de algunas caracteristicas
vegetativas de las plantas estimulando el crecimiento de los diferentes 6rganos y brindando
tolerancia contra factores bidticos y abioticos, de este modo realizar el cambio necesario en

la agricultura tradicional bajo el fundamento de la homeopatia agricola.

Ante lo expuesto esta investigacion se enfocé en la obtencion de informacidn que ayude a
los agricultores y productores de cacao a obtener nuevas herramientas y métodos que les
permita controlar la incidencia de Lasiodiplodia theobromae en sus cultivos tanto en etapa
inicial de vivero como en plantaciones establecidas en campo, al precisar la importancia que
tiene el sector cacaotero para la alimentacién y economia del pais, ademéas de la alta
influencia que tiene este patdgeno en la destruccién de plantas, aumentando costos de

produccion y causando pérdidas economicas.



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar un compuesto bioactivo altamente diluido para el control de Lasiodiplodia

theobromae en plantulas de cacao (Theobroma cacao L.)

1.3.2. Objetivos especificos

> Establecer el método de aplicacion del compuesto bioactivo que presenta mayor
eficiencia en la tolerancia de plantulas de cacao infectadas con Lasiodiplodia
theobromae.

> Analizar las caracteristicas vegetativas de las plantulas de cacao tratadas con

diferentes concentraciones del compuesto bioactivo.



CAPITULO 11
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2.1. Marco conceptual

2.1.1. Patogenos

Son microorganismos causantes de enfermedad en otros organismos, conocidos como
agentes infecciosos y estos pueden ser virus, bacterias, hongos, protozoos, priones u otros.
Hay una amplia variedad de sustratos y vias de penetracion para que un patdgeno invade un
huésped, después del ingreso se tienen diversos intervalos de tiempo, siendo el mas

potencial, rapido y persistente es por medio de la contaminacion del suelo (14).

2.1.2. Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos son las sustancias bioldgicas altamente diluidas que se producen
a partir de origen bioldgico enfermos, bajo el principio de la homeopatia. Esta metodologia
ha sido implementada con frecuencia en humanos y animales, pero en el area agricola existe
una limitacion en cuanto a investigaciones que aborden el principio de lo CBADs, aunque

se han obtenido buenos resultados (15).

2.1.3. Tolerancia de las plantas

La expresion fenotipica de la resistencia cuantitativa es conocida como tolerancia y es de
interés para un selectivo grupo tales como, mejoradores, fitopatdlogos y agricultores, esta
respuesta presente en un hospedero es calculada a través de varios ciclos de la enfermedad
donde se usan parametros de incidencia y severidad (o intensidad) de la enfermedad (16).
2.2. Marco Referencial

2.2.1. El cultivo de cacao (Theobroma cacao L.)

El cultivo de cacao es de clima tropical creciendo en latitudes cercanas a la linea ecuatorial,

en el mundo tiene una amplia distribucion encontrandose en Africa, Asia, Oceaniay América

en plantaciones que estan principalmente enfocados en la produccién de granos y grasas que



son utilizados por industrias alimentarias 0 cosmetoldgicas y para la elaboracion de

chocolate y otros derivados (17).

2.2.2. Origen

El origen se establece por la cuenca superior del rio Amazonas, donde se unen el rio Orinoco
y sus afluentes, entre los paises de Brasil, Colombia y Ecuador, donde de manera espontanea
se desarrollaron estas plantas (18). Otros autores como William et al. (1) indican que el
cultivo de cacao se inicié en México y América Central.

2.2.3. Taxonomia

Segun EPPO (19) en cacao tiene la siguiente clasificacion taxonémica

Tabla 1

Clasificacion taxondémica del cacao
Reino Plantae
Filo Magnoliofita
Clase Angiospermas
Categoria Malvides
Pedido Malvales
Familia Malvaceas
subfamilia Byttnerioideae
Género Theobroma
Especies cacao

Fuente: (19)

2.2.4. Caracteristicas botanicas

2.2.4.1. Laraiz.

Las plantas de cacao tienen raices principales pivotantes y raices secundarias, con presencia
de pelos absorbentes. La raiz pivotante llega a alcanzar hasta 2 m de longitud segun las

condiciones del suelo y su funcion principal es el anclaje y sostenimiento de la planta. Por
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otro lado, las raices secundarias, se encuentran mas cerca de la superficie del suelo
aproximadamente a 30 cm de profundidad y su funcién es la nutricion e hidratacion de las
plantas (18).

2.2.4.2. Eltallo.

Las plantas de cacao poseen un tallo principal de crecimiento vertical los cuales a la edad de
12 a 18 meses suelen medir de 1 a 2 metros de altura, donde el apice deja de crecer para
iniciar el crecimiento de las ramas laterales y este grupo de ramas nuevas reciben el nombre

de verticilio u horqueta (1).

2.2.4.3. Las hojas.

Las hojas son coridceas simples con un limbo duro y espeso, enteras, angostamente ovadas
a obovado-elipticas, asimétrica y de forma alternas y glabras o laxamente pubescentes en
ambas caras la cuales miden 17 a 48 cm de longitud y de 7 a 10 cm de diametro, siendo
redondas en la parte de la base y cordada con un &pice largamente apiculado con un peciolo

que mide de 14 a 27 mm de largo (17).

2.2.4.4. Lasflores.

Las flores del cacao son de forma pentamera, hermafroditas, actinomorfas, miden desde los
5 a los 20 mm de diametro, con un peddnculo floral de 1 a 3 cm de longitud, con sépalos de
color variados que pueden ser verdosos, blancos o rosas claros que miden de 5 a 8 mm de
largo y de 1.5 a 2 mm de ancho, con pétalos son més largos que los sépalos, con unos 6 a 9
mm de largo, forma libres, color amarillentos, con tres nervios violetas, 10 estambre lineales

donde 5 forman y sostienen el tubo y los otros 5 son fértiles (20).
2.2.4.5. Los frutos.
Los frutos son variables en tamafio, color y formas, aunque normalmente tienen forma de

baya, que van desde los 30 cm de largo y 10 cm de diametro, con superficie lisa 0

acostillados, forma eliptica, que pueden ser rojo, amarillo, morado o café, presentando una
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pared gruesa, con consistencia dura o suave y dentro estan las semillas que se encuentran en
5 celdas (21).

2.2.4.6. Semillas.

En cada fruto de cacao se encuentra de 20 a 40 semillas con forma y color variables: van
desde planas o redondeadas, y de colores blancos, café o morado, teniendo como

caracteristica fundamental el sabor que puede ser dulce o amargo (21).

2.2.5. Lasiodiplodia theobromae

Pertenece al género Lasiodiplodia, este hongo es cosmopolita con una variedad de
hospederos donde se incluyen monocotiledoneas, dicotiledoneas y gimnospermas, con
mayor influencia en los trépicos y subtrépicos. Como sintomas presenta muerte descendente,
cancer, gomosis, tizon de la hoja, pudricion de raiz en plantas maderables y cultivos, y al ser
saprofito, es un patdgeno latente, que se lo puede detectar como endofito en tejidos sanos, y
activo en plantas debilitadas o estresadas (22).

En el cacao, L. theobromae puede permanecer en el suelo o restos vegetales en estructuras
reproductoras, su movilidad depende de varios factores hasta llegar a los tejidos vegetales,
para permanecer como de forma enddfita. Los sintomas en cacao van desde la muerte de
ramillas jovenes, pudricion y momificacién de frutos, llegando hasta muerte regresiva de la
planta (7).

2.2.5.1. Taxonomia.

Segun Picos et al. (22), la clasificacion taxondmica de L. theobromae es:

Tabla 2
Clasificacion taxonomica de L. theobromae
Taxonomia
Reino: hongos

Divisién:  Ascomicota
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Clase: dothideomycetes
Ordenar: Botryosphaeriales
Familia:  Botryosphaeriaceae
Género:  Lasiodiplodia

Especies: theobromae

Fuente: (22)

2.2.5.2. Morfologia.

Se caracteriza al género Lasiodiplodia de otros géneros cercano por la presencia de
picnidios, paréfisis y estriaciones longitudinales en conidios maduros (23). La morfologia
de su ascocarpo presenta color café oscuro a negro, con pared gruesa de color café oscuro y
hialino en capas internas, un diametro de 250-400 pum (24).

El asca es bitunicada, estipitada, conformada por 8 esporas, de 90-120 um de longitud. Las
ascosporas son biseriadas, hialinas, aseptadas de 30-35 x 11-14 um. El conidiomata es
estromaético, simple o agregado, que cuando estan en el hospedero y maduran sale de un
color café oscuro, unilocular, con pared gruesa o delgada de color marron, llegando a medir
hasta 5 mm de ancho, ostiolo central, Unico, papillado. Paréafisis hialinas, cilindricas,
tabicadas, suelen ser ramificadas con extremos redondeados hasta 55 pm de largo y 3-4 pm
de ancho (24).

2.2.5.3. Condiciones agroclimaticas 6ptimas para el patégeno.

L. theobromae es un hongo fitopatdgeno de climas tropicales y subtropicales, con mayor
presencia en suelos arcillosos o subsuelo impermeable y con alta humedad (25). La
temperatura Optima para el crecimiento es de 29 y 30 °C, esporulando a los 15 y 40 °C,

intensificandose en periodos lluviosos la produccion de esporas y su diseminacion (26).

2.2.5.4. Ciclo de la enfermedad.

El hongo sobrevive en el suelo en forma de picnidios, esclerocios y/o clamiddsporas que
actGan como estructuras de resistencia en el lugar de permanencia que puede ser el suelo o

tejido infectado, permaneciendo como como un sapréfito en esta etapa. Las esporas que se
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encuentran dentro de los picnidios son liberadas en condiciones favorables para el patdgeno
y diseminadas por el viento, la lluvia (27) o transportadas a través de herramientas e
insectos (28).

Después de que el hongo llega a la planta, penetra y coloniza los tejidos se pueden observar
lesiones en frutos, brotes y ramillas jovenes, que podrian llegar hasta causar la muerte de la

planta o reducir el rendimiento especialmente en variedades de cacao susceptibles (29).

2.2.5.5. Danos.

Este hongo es causante de afectacion en una gran cantidad de especies de plantas,
produciendo dafios como la muerte descendente, incluso llegar a matarla. Unos de los
sintomas es la muerte subita, repentina o regresiva empezando por la quemazon de los brotes
tiernos y necrosis de las ramas, empezando por el amarillamiento en las hojas mas jovenes,
luego una necrosis parcial y total de los bordes y coloracién marrén intensa. Las hojas

necrosadas son fragiles y aparentan una muerte descendente (30).

2.2.5.6. Manejo de la enfermedad.

Cuando L. theobromae es identificado en un cultivo, el manejo puede volverse complicado,
debido a la capacidad de resistencia y sobrevivencia del hongo en restos de tejidos
infectados, suelo y la amplia variedad de plantas huésped (31). Aunque el uso de medidas
manejo comunmente usadas como los fungicidas sintéticos corresponden a una buena

alternativa, aunque existen otras con principios ecol6gicos que resultan ser econémicas (29).

2.2.5.6.1. Control genético.

Ante la evidencia de posible resistencia en cacao a la muerte regresiva causada por L.
theobromae, se han evaluado parametros como el tamafio de lesiones, la colonizacién de
tejidos del tallo y la incidencia en varios genotipos de cacao en condiciones de laboratorio e
invernadero, encontraron que los materiales CATIE 1000, T85/799 y MXC 67 tienen
resistencia al patégeno transformandose en material esencial en programas de mejoramiento
genético (29).

14



2.2.5.6.2. Control cultural.

Consiste en interferir los procesos del fitopatégeno que van desde la sobrevivencia,
diseminacion y reproduccion, con el objetivo de reducir los efectos de la enfermedad,
recomendandole un saneamiento adecuado en todo el cultivo, erradicacion de partes, tejidos
o0 plantas afectadas por medio de la poda (31), y restos presentes en el suelo, evitando la

sobrevivencia del patdgeno de forma saprofita.

Esta practica puede resultar muy efectiva para el manejo del hongo en condiciones de campo,
al ser de comportamiento monociclico, se debe actuar al inicio de su ciclo de vida (32).
Ademas, se pueden implementar, una seleccion del area de plantas sanas, una
calendarizacion de la época de siembra (vivero) o trasplante (campo), el uso de material de
bioldgico limpio, evitar lesiones en la planta impidiendo el ingreso indirecto del patdégeno
(33).

2.2.5.6.3. Control fisico.

Consiste en el uso de factores fisicos como la temperatura y radiacién. Aunque no existe
evidencia de método fisico para el control de enfermedades causadas por L. theobromae, la
solarizacion del suelo podria ser una importante alternativa de manejo en la etapa de
propagacion de plantas, reduciendo la presencia del indculo que se encuentre en el sustrato
(33).

2.2.5.6.4. Control botanico.

Como parte del control botéanico se ha evidenciado la efectividad de extractos vegetales o de
sus derivados, con accion fungicidas o bioestimulantes. Por ejemplo, recientemente (34)
demostro el efecto inhibidor del extracto etanolico de semillas de neem (Azadirachta indica),
reduciendo el crecimiento de L. theobromae en plantas de cacao, debido al contenido de

Azadiractina en el producto botanico.

Asi mismo los extractos etanolicos foliares de Dioscorea dumetorum y Moringa oleifera,

han reducido el crecimiento micelial y esporulacion de L. theobromae en mazorcas de cacao,
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este resultado se infiere debido al contenido de glucosidos, antraquinonas y compuestos

reductores en los extractos vegetales (35).

2.2.5.6.5. Control quimico.

Aunque el uso de fungicidas en el cultivo de cacao es minimo, algunos de origen sintético
se han implementado en el control de enfermedades producidas por L. theobromae como
gomosis, muerte regresiva, pudricion de frutos, debido a la accion de los ingredientes activos
que tienen la capacidad de suprimir el crecimiento micelial y la germinacion de conidios
(36).

Entre los ingredientes activos con accion fungicidas mas usados estdn azoxistrobina,
carbendazim, clorotalonil, difenoconazol, fosetil-aluminio, iprodiona, mancozeb, metil
tiofanato, piraclostrobina, procloraz, propiconazol y tebuconazol, asi como en mezclas
ciprodinil + fludioxinil, Clorotalonil + carbendazim y piraclostrobin + boscalid (36), aunque

ya se ha reportado posible resistencia de L. theobromae a fungicidas como difeconazol (37).

2.2.5.6.6. Control biologico.

Es una alternativa innovadora para impedir alguna infeccion provocadas por hongos,
teniendo efectos similares al del control quimico. Tanto hongos, bacterias y levaduras se han
probados al control de L. theobromae en diferentes cultivos (38). Se ha demostrado la
capacidad de Trichoderma asperellumen la supresion del estriado vascular causado
por Ceratobasidium theobromae, encontraron una disminucion de la incidencia

de Lasiodiplodia sp. en raices y ramas (39).

En cuanto a la implementacion de bacterias, se han evaluado el control de forma in
vitro de L. theobromae en mango usando actinobacterias, donde 7 estreptomicetos
presentaron actividades antagonistas (produccion de metabolitos antifungicos difusibles,

enzimas que degradan la pared celular-EDPC) contra el fitopatogeno (40).
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2.2.6. Agrohomeopatia

La homeopatia agricola o también conocida como agrohomeopatia se caracteriza por influir
en los procesos bioldgicos de las plantas acelerando o retrasando el crecimiento, ademas de
contribuir al control de plagas y enfermedades, aumentando la produccion. Son conocidos
como nosodes y autonosodes homeopaticos en el area agricola y estan mas enfocados al
control plagas y enfermedades mediante el uso de compuestos biolégicos provenientes de la

misma enfermedad de la planta o plagas (9).

La agrohomeopatia comparte el principio de la homeopatia y sus medicamentos son
elaborados a partir de sustancias de diferentes origenes que pueden ser vegetal, animal o
mineral, que son ultradiluidos (1:9, 1:99, 1:999 y mayores) alternado con agitacion enérgica
o0 sucusién, con el fin de dinamizar del producto final resultante (41).

La aplicacion de estos compuestos en la agricultura ha tenido una alta aceptacion, por
representar una alternativa eco-amigable y econdémica para los productores, compartiendo
ventajas con la agricultura tradicional, organica, ecoldgica, biodindmica, e incluso con la
agricultura convencional. Los homeopaticos pueden presentar un efecto estimulador al
incrementar la biomasa de las plantas al igual que el mejoramiento de variables agronémicas

como el aumento en la altura de la planta y en la biomasa fresca y seca (42).

2.2.6.1. Influencia de los productos homeopaticos en plantas.

Los CBAD ayudan incrementando en el crecimiento, produccion de metabolitos
secundarios, rendimiento de aceites esenciales, perfil fitoquimico y tolerancia al estrés
salino, entre otros, su seleccion es importante, para tener una alta eficiencia y rentabilidad,
porque de ello depende el aumento de los ingresos de los agricultores y la reduccion de

costos que tienen que ver con los insumos quimicos (43).

Cuando las diluciones de estos productos son altas adquiere una mayor seguridad
permitiendo el uso en la germinacién de semillas, mejora de la salud del suelo, crecimiento,
floracion, fructificacion, proteccion contra enfermedades y para superar el estrés ambiental
en las plantas. Algunas investigaciones enfocan su impacto en el crecimiento, el rendimiento,

composicion del aceite esencial y la tolerancia al estrés salino (43).
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Ademas, aseguran un incremento en el rendimiento del cultivo, la produccion de exudados
como las cumarinas, alcaloides y fenilpropanoides, ayudando a la absorcion y crecimiento
de nutrientes en especies de plantas medicinales. Esta tecnologia es poco usada por
agricultores e investigadores por ello se requieren mas investigaciones que permitan

determinar la influencia y efectos de los compuestos (43).

2.2.7. Investigaciones relacionadas al tema de estudio

La medicina homeopatica surgio en Europa a finales del siglo XVIII, a partir de los
diagnostico y tratamiento del humano enfermo (44) por el médico aleman Samuel C.
Hahnemann (45), se implemento en la veterinaria en el afio de 1755, en el sector agricola se
uso en el control de enfermedades, por los investigadores Khanna y Chandra en 1976 hasta

1978, logrando controlar enfermedades provocadas por hongos y virus en plantas (46).

En 1993 se probd en el control del virus del Mosaico del tabaco (TMV) en tabaco (Nicotiana
tabacum) usando tabaco y chenopodium dinamizado, y en 1999 sobre el control de la
mosquita blanca (Bermisia tabaci G.) en jitomate (Licopersicon esculetum Mill), usando un

homeopatico denominado Polifarmaco S-1 (47).

En 2003, Meneses y Gonzales (11) utilizaron homeopéticos para el manejo de la bacteria en
vitroplantas de pifia (Calendula 30 C, Staphisagria 30 C, Oscillococcinum 200 C, y
Arsenicum Album 30 C), donde Oscillococcinum 200 C, Staphisagria 30 C y Calendula 30

C controlaron la contaminacion.

En el afio 2009 se reportdé la infestacion de plantas de Arabidopsis thaliana con
Pseudomonas syringae, luego fueron tratadas con Carbo Vegetabilis 30 D, Magnesium
Phosphoricum 30 D, Nosode de la bacteria 30 D, Biplantol, observandose una reduccion del

50% de infeccion solamente con el complejo Bioplantol (12).
En el 2010, utilizaron Lycopodium Clavatum a las potencias 6, 15y 30 c para el control del

afido (Dysaphis plantaginea Pass.) en manzanas; obteniendo una reduccién de la

descendencia del afido con las potencias descritas, asi como con el nosodes (48).
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En la investigacion de Alvarado et al. (10) plante6 evaluar in vitro e in vivo seis productos
homeopaticos (Magnesia phosphorica, Zincum phosphoricum, Phosphoricum acidum,
Silicea terra, Natrum muriaticum, Arsenica album sobre el crecimiento del hongo
fitopatdgeno Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici, teniendo como resultado que se
observaron diferencias significativas en cuanto al porcentaje de inhibicién. Los mayores
porcentajes se obtuvieron con los tratamientos Zp-7C (70%), Mp-13C (65%) y Aa-13C

(51%), en la supervivencia y dafio se demostraron diferencias en comparacion al control.

Segun Rodriguez et al. (49) en su investigacidn que tuvo como objetivo cuantificar el efecto
de cuatro preparados homeopaticos y caldo bordelés al 0.5% en la severidad, infestacion
foliar y defoliacion causadas por el hongo de la roya anaranjada (Hemileia vastatrix Berk.
& Broome) en el cultivo de café. Se observo que el polifarmaco de plantas Hahnemanniana,
disminuyé 49.75% la defoliacion a los 30 d y la mezcla de homeopaticos redujo 26.65 y
45.06% la infestacion foliar y defoliacion a los 60 dias, protegiendo a la planta méas que

manejando o eliminando al patdgeno, es una alternativa ecoldgica y organica.

Asi mismo Larios et al. (50) en su investigacion que tenia como objetivo comparar
tratamientos convencionales y sustancias homeopaéticas, en condiciones in vitro, en el
crecimiento micelial de B. cinerea como referencia previa a evaluacion in vivo, presentando
como tratamiento Switch®, aceite de Tagetes, extracto de Larrea, T. harzianum, sustancias
homeopéticas nosode 7 CH. Encontré como resultados que Switch® y aceite de Tagetes
inhibieron el crecimiento micelial en 100%, con extracto de Larrea la inhibicion fue de
65.8%, T. harzianum inhibi6 36.2% Yy el contacto hifal se dio al sexto dia, controlando al
patdgeno, las sustancias homeopaticas nosode 7 CH y arsénico 6 CH inhibieron al hongo en
31.2 'y 11.8%, respectivamente. El efecto del nosode 7 CH fue diferente del testigo, pero el

arsénico homeopatico no lo fue.

Por otro lado, Moya (51) en su investigacion que tuvo como objetivo evaluar el efecto de
nosodes en plantas de tomate infectadas con Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici bajo
condiciones controladas, se obtuvo que la aplicacién edafica y dilucion 6C redujo
considerablemente los sintomas de la enfermedad en el cultivo de tomate a un 50 %,
mejorando el estado de salud de las plantas tratadas. En el incremento a la respuesta en todas
las variables morfométricas como altura 130 cm, longitud de raiz 30 cm, peso fresco de hoja

y tallo 180 gr, peso fresco de raiz 30 gr, peso seco de hoja y tallo 27 gr, peso seco de raiz
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8.20 gr. Estos resultados indican potencial para reducir el uso de pesticidas en el tomate,

contribuyendo a su produccién organica.

En la investigacion de Sellan (52), que tuvo como objetivo evaluar los efectos de sustancias
minerales y compuestos biolégicos altamente diluidos en el cultivo del maiz bajo
condiciones de manejo organico y quimico, mostrando resultados de pre-germinacion en las
semillas porcentajes de 93%(T1), 97% (T2) y 93% (T3) Natrum muriaticum, Silicea terra'y
nosode, en la emergencia, con porcentajes de 95,00 % (T1), 95,33 % (T2) y 95,67 % (T3),
la menor incidencia del gusano cogollero fue de 23,7 % (T3) con un buen efecto

bioinsecticida.

Por ultimo, Arteaga (53), en su investigacion, con el objetivo evaluar el efecto de sustancias
minerales altamente diluidas en plantas de albahaca (Ocimum basilicum) en un sistema
hidroponico, los resultados evidenciaron que Silicea terra mejora el porcentaje de
germinacion y emergencia. Demostrando que en la fase de desarrollo del cultivo Natrum
muriaticum presento los valores més altos entre las variables, longitud de radicula 60.45 cm,
altura de planta 42.25 cm, longitud de hojas 13.9 cm, numero de hojas 69 unidades y peso
fresco 58.5 gr, corroborando que las SMADs ocasionan efectos positivos en cuanto al

desarrollo vegetativo de la planta de albahaca cultivadas en sistemas hidroponicos.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion

La investigacion se llevd a cabo en las instalaciones del Campus “La Maria” en el
invernadero de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales y Laboratorio de
Microbiologia, localizada en el Km 7 % de la via Quevedo — EI Empalme con coordenadas:
79° 25’ 24” longitud Oeste y 01° 03* 18” de latitud Sur, altitud 67 msnm., con una zona
climatica tropical himeda.

3.2. Tipo de investigacion

Esta investigacion es de caracter experimental donde se evalué un compuesto bioactivo
altamente diluido para el control de Lasiodiplodia theobromae en plantulas de cacao
(Theobroma cacao L.), con el objetivo de mejorar las caracteristicas agronémica y la

tolerancia a patdgenos de las plantulas.

3.3. Método de investigacion

Se utiliz6 el método inductivo partiendo de lo general a lo especifico, para la determinacion
de las diferentes variables que permitié calcular altura de planta, longitud de tallo y raiz,
peso foliar fresco y radicular, porcentaje de hojas muertas, nivel de severidad y porcentaje
incidencia con el fin de dar solucion al problema y guardar relacién con los objetivos
planteados para la generacion de informacidn confiable sobre una alternativa de control de

enfermedad en el cultivo de cacao.

Se us6 el método deductivo que permiti6 comparar la informacion generada en la
investigacion con la existentes en diferentes fuentes bibliografica que demuestran el efecto
de los compuestos bioactivos como control de hongos fitopatdgenos y por dltimo se
implemento el método analitico que fue la base para el analisis y posterior interpretacion de

los resultados obtenidos en la evaluacion de las variables y objeto de estudio.

3.4. Fuente de recopilacion de informacion

En la investigacion se utilizd informacion de fuentes secundarias como textos, revistas

cientificas, documentos y otros, con el fin de obtener datos actualizados sobre los
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compuestos bioactivos que permitié comparar e inferir con los resultados generados en el

ensayo. También se recopild informacion de fuentes primarias basadas en la observacion.

3.5. Disefio de la investigacion

3.5.1. Tratamiento para método de aplicacion foliar

Se establecieron cuatro tratamientos incluidos un tratamiento control (foliar) que se detallan

a continuacién en la tabla 3:

Tabla 3

Tratamientos estudiados en la investigacion bajo el esquema de aplicacion foliar

Tratamiento Descripcion

T1 T1F1C: (C. bioactivo (Lasiodiplodia
theobromae) - Foliar 1C)

T2 T2F6C: (C. bioactivo (Lasiodiplodia
theobromae) - Foliar 6C)

T3 T3F12C: (C. bioactivo (Lasiodiplodia
theobromae) - Foliar 12C)

T4 T4F: Control para aplicacion foliar

Elaboracién: Autor

3.5.2. Disefio para método de aplicacion foliar

Se implemento el Disefio Completamente al Azar (DCA), con tres tratamientos compuestos
por un método de aplicacion del compuesto bioactivo (foliar) y tres diluciones centesimales
(1C, 6C y 12C) maés un control (agua), se manejo 15 plantulas por tratamiento, cinco por

réplica.
En todos los tratamientos se inocul6 previamente el patdégeno incluyendo los grupos control.

Todas las variables fueron sometidas a un Analisis de Varianza (ADEVA), para determinar

la significancia estadistica y comparacion de medias entre tratamientos se empled la prueba
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de Tukey al 95% de probabilidad. EI esquema de analisis de varianza se muestra en la tabla
4.

Tabla 4
Esquema de Analisis de Varianza para aplicacion foliar del CBAD
Fuente de variacién Grados de libertad
Tratamientos (t-1) 3
Error t(r-1) 8
Total (rt-1) 11

Elaboracién: Autor

3.5.3. Tratamiento para método de aplicacion edafico

Se establecieron cuatro tratamientos incluidos un tratamiento control (edafico) que se

detallan a continuacién en la tabla 5:

Tabla 5
Tratamientos estudiados en la investigacion bajo el esquema de aplicacion edafica
Tratamiento Descripcion
T1 T1E1C: (C. Dbioactivo (Lasiodiplodia
theobromae) - Edéafico 1C)
T2 T2E6C: (C. bioactivo (Lasiodiplodia
theobromae) - Edafico 6C)
T3 T3E12C: (C. bioactivo (Lasiodiplodia
theobromae) - Edafico 12C)
T4 T4E: Control para aplicacion edafico

Elaboracién: Autor

3.5.4. Disefio para método de aplicacion edafico

Se implemento el Disefio Completamente al Azar (DCA), con tres tratamientos compuestos

por un método de aplicacion del compuesto bioactivo (edafico) y tres diluciones
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centesimales (1C, 6C y 12C) maés un control (agua), se manej6 15 plantulas por tratamiento,

cinco por replica.

En todos los tratamientos se inocul6 previamente el patdgeno incluyendo los grupos control.
Todas las variables fueron sometidas a un Andlisis de Varianza (ADEVA), para determinar
la significancia estadistica y comparacion de medias entre tratamientos se empleo la prueba
de Tukey al 95% de probabilidad. EI esquema de analisis de varianza se muestra en la tabla
6.

Tabla 6
Esquema de Analisis de Varianza para aplicacion edafico del CBAD.
Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos (t-1) 3
Error t(r-1) 8
Total (rt-1) 11

Elaboracién: Autor
3.6. Instrumentos de la investigacion
3.6.1. Manejo del experimento

3.6.1.1. Elaboracion del compuesto bioactivo.
Se utiliz6 la metodologia descrita por Mazon et al. (54), obteniéndose 1g de biomasa de
Lasiodiplodia theobromae por separado en un tubo eppendorf donde se agregé 1ml de
etanol, para romper la pared celular los patdgenos se uso un disruptor a la vez que se permite
obtener una mezcla homogenea, para someterla a tres ciclos de choque térmico a

temperaturas de 80°C y -20°C, liberando los metabolitos del microorganismo.

La muestra fue llevada a la centrifuga en la que se aplico una velocidad de 10000 rpm, para

finalmente obtener la tintura madre. La elaboracién de las diluciones centesimales, se realizé
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en concentraciones 1C, 6C y 12C con una relacion 99:1 donde se suministré 99 ml de agua

destilada y 1 ml de tintura madre (solucion stock) (Anexo A).

3.6.1.2. Inoculacion del patégeno.

Para la inoculacion de Lasiodiplodia theobromae se utilizé micelio cultivado en medio PDA,
a una temperatura de a 22 °C, la insercion de las esporas en la planta se uso el método de
herida y goteo descrito por Than et al. (55), realizando un corte longitudinal en el tallo a 10
cm sobre el suelo cuando las plantas tengan un crecimiento de 2 meses después de la siembra
(Anexo B).

En la zona del corte para la infeccion se aplicd un tarugo de aproximadamente 7 mm sobre
la zona cortada colocando en el disco de agar sobre la herida la cual se cubri6 con parafilm
una vez finalizado la inoculacion, el crecimiento y colonizacion del patdgeno se superviso
cada 9 dias (51).

3.6.1.3. Manejo del cultivo.

Para la pre-germinacion, las semillas fueron previamente lavadas con hipoclorito de sodio y
el mucilago junto a la testa fue retirado con un bisturi, 15 dias después de la germinacién se
trasplant6 en vasos de 34 onzas ubicando una planta por cada maceta, el sustrato se preparo
en proporcion 1:1:1/2; de turba, tierra y perlita respectivamente, luego se aplicé agua con

una regadera por un lapso de dos meses segun los requerimientos de las plantas (Anexo C).
3.6.1.4. Determinacion de las diferentes formas de aplicacion del CBAD.

La aplicacion del compuesto bioactivo se realiz6 de dos formas: edafica y foliar las cuales

fueron descritas por Moya (51), la aplicacion se llevo a cabo cuando las plantas tenian dos

meses despues de la siembra (Anexo D).

3.6.1.4.1. Aplicacion edéfica.

La aplicacion de forma edafica realizd con una jeringa directo al sustrato cada una de las

concentraciones segun corresponda (1C, 6C y 12C).
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3.6.1.4.2. Aplicacion foliar.

La aplicacion foliar se efectué atomizando las diferentes concentraciones de compuestos
bioactivos (1C, 6C y 12C) de manera uniforme sobre todas las hojas, estas formas de aplicar
permitieron determinar el funcionamiento y establecer el método més eficaz para el control

del patégeno de estudio.

3.6.2. Variables a evaluar

3.6.2.1. Nivel de severidad.

Para determinar el nivel de severidad se tomo 15 plantulas por tratamiento y por medio de
la observacion descriptiva, se visualizo la presencia de areas necrética en las zonas de
insercion del patdgeno y alguno sintomas foliares que presenten la planta caracteristicos por
el ataque de este patogenos y se dio un valor a los sintomas observables en la hoja como se

lo indica en la tabla 7.

Tabla 7
Escala de niveles de severidad de infeccion hojas causada por patdgenos
Escala Descripcion (porcentaje de afectacion)
0 Sana (0% a 25%)
1 Leve (25% a 50%)
2 Moderado (50% a 75%)
3 Severo (75% a 100%)

Fuente: (51)

3.6.2.2. Porcentaje de incidencia.

Para determinar la incidencia se utilizé 15 plantulas de cacao, se consider6 como planta
enferma a las que presente caracteristicas necréticas y clordtica sobre su area foliar y en la
zona de insercion del patdgeno, el porcentaje se establecié con la siguiente formula:

] ] Plantas enfermas
Incidencia (%) = x 100
Total de plantas muestreadas
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3.6.2.3. Numero de hojas muertas.

Se consider6 todas las hojas que estén completamente secas, adheridas a la planta o que se

hayan desprendido se tomd de 15 plantulas al azar por tratamiento.

3.6.2.4. Altura de planta (cm).

El registro de la altura de la planta se tomd a los 60 dias después de la inoculacion para cada
tratamiento, la zona medida fue desde la base del tallo hasta la yema apical y se realizd con

la utilizacion de un flexdmetro considerando 15 plantulas al azar por tratamiento.

3.6.2.5. Numero de hojas.

Se conto el numero de hojas a los 60 dias después de la aplicacion del tratamiento con los
compuestos bioactivos, las hojas escogidas fueron funcionales y completamente sanas, sin

presentar dafio mecanico ni de patdgenos, se considerd 15 plantulas por tratamiento.

3.6.2.6. Longitud del tallo (cm).

Para evaluar la longitud del tallo (LT) se realiz6 a los 60 dias después de la aplicacién del
tratamiento con los compuestos bioactivos, la zona considerada fue desde la base de la raiz
hasta la insercion de las primeras hojas utilizando para ello una regla convencional metalica,
tomando como referencia el avance longitudinal de cada una de las plantas evaluadas y se

realiz6 con la utilizacion de un flexémetro, se consider6 15 plantulas por tratamiento.

3.6.2.7. Peso foliar fresco (g).

Para evaluacion del peso foliar fresco se corto las hojas de 15 plantulas por tratamiento desde

la base del punto de insercién e inmediatamente fueron pesadas en una balanza analitica.

3.6.2.8. Longitud de raiz (cm).

El registro de la longitud de la radicula (LR) se ejecutd separando las plantas del sustrato,

luego se separo de las demaés partes (tallos y hojas). Posterior las raices se lavaron con agua
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potable y se dejé escurrir para eliminar el exceso de agua, se midio la longitud de la radicula,
para esta actividad se us6 un flexdmetro y se considero desde la base del tallo donde estan
situados pelos radicales hasta la parte terminal de la raiz principal, se consider6 15 plantulas

por tratamiento.

3.6.2.9. Peso radicular (g).

Para la variable del peso radicular se cort6 las raices de 15 plantulas por tratamiento sobre
la base de la insercion de hipocotilo y se peso cada raiz segun su tratamiento en una balanza

con el fin de determinar cual tratamiento promovio mayor formacion y elongacion de raices.

3.7. Tratamiento de los datos

La variable de severidad de la enfermedad es fundamentalmente descriptiva y se baso en
observaciones, para las demas variables se le efectud el analisis de varianza (ADEVA), de
acuerdo con el disefio experimental planteado. También se realizaron las pruebas de
significacion de Tukey al 5%, para diferenciar entre tratamientos para lo cual se utilizo el
programa INFOSTAT (2020).

3.8. Recursos humanos y materiales

3.8.1. Recursos humanos

Para la elaboracion de esta investigacién se tuvo como recurso al director de tesis, autor de

tesis y colaboradores del Laboratorio de Microbiologia de la UTEQ.

3.8.2. Material vegetal y bioldgico

Se utilizaron semillas de cacao del clon CCN-51 provenientes del Campus “La Maria”,
Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, propiedad de la Universidad Técnica Estatal de

Quevedo.

Se us6 cepa de Lasiodiplodia theobromae, caracterizada e identificada con anticipacion, la

cual se multiplicé en el laboratorio de microbiologia de la UTEQ, bajo los protocolos
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estandarizados para la inoculacién y multiplicacion de microorganismos; Esta cepa también

fue usada para la elaboracion del compuesto bioactivo.

3.8.3. Recursos materiales, reactivos y equipos

Los materiales y reactivos utilizados fueron Puntas blancas, Puntas amarillas, Papel toalla,
Alcohol, Placas Petri, Vasos de 34 onzas, Cloro, Agua destilada, PDA, Parafilm, Tubos
eppendorf, Juego de micropipetas, Frascos autoclavable, bisturi 10", matraz, funda de

polipropileno.
En esta investigacion se utilizaron los siguientes equipos: balanza analitica, autoclave,

termometro, cabina de flujo, microscopio, nevera, vortex, destilador de agua, centrifuga,

calentador, disruptor, flexémetro.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

4.1.1. Nivel de severidad aplicacion foliar

En esta variable, se observé una menor severidad de infeccion del patbgeno mediante la
aplicacion foliar del compuesto bioactivo a 1C (T1) y proporciond mayor eficacia con
66,66% en afectaciones dentro del rango de sana y un 33,33% de afectaciones leves. El
tratamiento 6C (T2) y 12C (T3), presentaron porcentajes 46,66% Yy 53,33% respectivamente
en el rango de afectaciones de sana, ademas se observé infeccion en el rango leve, moderado
y severo, aun asi, la infeccion fue menor en comparacion con el control que obtuvo un 20%
en el rango de planta sana y presentando mayor porcentaje en el rango de leve con un
33,33%, moderado con 33,33% y severo con 13,33%. (Figura 1y 2). Promedio de nivel de
severidad aplicacion foliar (Anexo E).

Figura 1

Efecto del CBAD, bajo un esquema de aplicacidn foliar, sobre los niveles de severidad de
la infeccion en hoja de plantulas de cacao inoculadas con el patégeno Lasiodiplodia
theobromae.
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Tratamientos

& Sana (0% a 25%) -~ Leve (25% a 50%) =~ Moderado (50% a 75%) = Severo (75% a 100%)

Nota: La figura 1 muestra los tratamientos de las concentraciones del compuesto bioactivo 1C (T1), 6C(T2)
12C (T3) y el control, en el porcentaje de severidad de la enfermedad. Las barras representan las medias
obtenidas en la evaluacion por cada grado de la escala.
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Figura 2
Severidad de infecciéon del patégeno Lasiodiplodia theobromae en plantulas de cacao

tratadas con un CBAD bajo el esquema de aplicacion foliar.

Tratamiento 1 Tratamiento 2

Concentracion 1C Concentracion 6C

Tratalento 3

Control

Concentracion 12C

En la figura 2 se evidencia la severidad de la infeccion en hojas provocada por el patégeno
en plantulas de cacao en los tratamientos T1, T2, T3 bajo concentraciones centesimal 1C,
6C y 12C por aplicacion foliar, siendo menor en relacion al control que muestra mayores

sintomas de clorosis y necrosis en el area foliar.
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4.1.2. Nivel de severidad aplicacién edafica

En la aplicacion edéfica todos los tratamientos fueron infectados con Lasiodiplodia
theobromae se observo una menor severidad de infeccién del patégeno al compuesto
bioactivoa 1C (T1) y 6C (T2), teniendo 73,33% y 66, 33% de plantas dentro del rango sano,
y presentando menor afectacion de dentro del rango leve, moderado, y severo, en
comparacion al 12C (T3) y el control que tuvieron ambos tratamientos el 20% de plantas
consideradas sana y mayor infeccion dentro de los rangos del 25% al 100%. (Figura 3y 4).

Promedio de nivel de severidad aplicacion edafica (Anexo F).

Figura 3
Efecto del CBAD, bajo un esquema de aplicacién edéfica, sobre los niveles de severidad de

la infeccion en hoja de plantulas de cacao inoculadas con el patégeno Lasiodiplodia
theobromae

100
90
80
70
60
50
40
30
20

Severidad de la infeccion (%)

10
0

CONTROL

Tratamientos

# Sana (0% a 25%) = Leve (25% a 50%) = Moderado (50% a 75%)  * Severo (75% a 100%)

Nota: La figura 3 muestra los tratamientos de las diferentes concentraciones del CBAD 1C (T1), 6C(T2) 12C
(T3) aplicado de forma edafica y el control, sobre el porcentaje de severidad de la enfermedad. Las barras
representan las medias obtenidas en la evaluacion por cada grado de la escala.
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Figura 4
Severidad de infeccion del patégeno Lasiodiplodia theobromae en plantulas de cacao
tratadas con el CBAD bajo un esquema de aplicacion edafico

Tratamiento 1 Trataiento 2
Concentracion 1C Concentracion 6C

o1

Control

Tratamiento 3

Concentracion 12C

En la figura 4 se evidencia la severidad de la infeccidn en hojas provocada por el patégeno
en plantulas de cacao en los tratamientos T1 y T2 bajo concentraciones centesimal 1C, 6C
por aplicacion edafica, siendo menor en relacion al tratamiento 12 C (T3) y control que

presentaron mayor grado de clorosis y necrosis en el area foliar.
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4.1.3. Incidencia de la enfermedad aplicacion foliar

En esta variable con aplicacion foliar del compuesto bioactivo en los tratamientos infectados
con Lasiodiplodia theobromae. Se observo que el tratamiento 1C (T1) presenté menor
incidencia de la enfermedad con 33,33% en comparacion con el 12C (T3) y 6C (T2), que
fueron mayores que el T1 con 46,66% y 53,33% respectivamente, aun asi, obtuvo una menor
incidencia con respecto al control que alcanzé un 80% de incidencia (Figura 5y 6). ADEVA

de incidencia se la enfermedad aplicacion foliar (Anexo G).

Figura 5
Efecto de un CBAD bajo un esquema de aplicacion foliar sobre la incidencia de

Lasiodiplodia theobromae en plantulas de cacao
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Nota: La figura 5 muestra los tratamientos de las diferentes concentraciones del CBAD, 1C (T1), 6C (T2) 12C
(T3) aplicado de forma foliar y el control, en el porcentaje de incidencia de la enfermedad. Las barras expresan

la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacion estandar.
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Figura 6
Incidencia de Lasiodiplodia theobromae sobre plantulas de cacao tratadas con un CBAD

bajo el esquema de aplicacion foliar
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La figura 6 muestra la incidencia del hongo patdgeno Lasiodiplodia theobromae en plantulas
de cacao, presentando menor incidencia los tratamientos T1, T3y T2 bajo concentraciones
centesimal 1C, 12C y 6C por aplicacion foliar, siendo menor en comparacion con el control

que presentd mayor nimero de plantas enfermas con sintomas de necrosis y clorosis foliar.
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4.1.4. Incidencia de la enfermedad aplicacion edafica

En cuanto a la incidencia de Lasiodiplodia theobromae en plantulas tratadas con un
compuesto bioactivo, aplicacion edafica. Se obtuvo una menor incidencia en los tratamientos
1C (T1) y 6C (T2), con 26,66% Yy 33,33% respectivamente, en comparacién con el 12C (T3)
y el control donde ambos alcanzaron el 80% de incidencia del patdgeno. (Figura 7 y 8).

ADEVA de incidencia de la enfermedad aplicacion edafica (Anexo H).

Figura7

Efecto de un CBAD bajo el esquema de aplicacion edafica sobre la incidencia de

Lasiodiplodia theobromae en plantulas de cacao
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Nota: La figura 7 muestra los tratamientos de las diferentes concentraciones del compuesto bioactivo 1C (T1),
6C(T2) 12C (T3) aplicado de forma edafico y el control, en el porcentaje de incidencia de la enfermedad. Las
barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacion estandar. Letras

diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.
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Figura 8
Incidencia de Lasiodiplodia theobromae sobre plantulas de cacao tratadas con un CBAD

bajo el esquema de aplicacion edéfica

Tratamiento 1 Tratamiento 2
Concentracion 1C Concentracién 6C
26,66% 33,33%

Tratamiento 3 - | o Control

Concentracion 12C 80%
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La figura 8 muestra la incidencia de Lasiodiplodia theobromae en plantulas de cacao
observandose una menor incidencia en los tratamientos T1 y T2 bajo concentraciones
centesimal 1C y 6C por aplicacion edéafica, siendo menor en comparacion con el tratamiento
T3 y el control que terminaron siendo iguales en porcentaje de plantas infectadas, que

presentaron clorosis y necrosis foliar.
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4.1.5. Nuamero de hojas muertas aplicacion foliar

Para la variable de nimero de hojas muertas en plantulas infectadas con Lasiodiplodia
theobromae y tratadas con un compuesto bioactivo aplicado de manera foliar. Se observo
que los tratamientos 1C (T1), 6C (T2) y 12C (T3) con medias de 1; 2; y 2 respectivamente,
obtuvieron el menor ndmero de hojas desprendidas y muertas en su totalidad, en
comparacién con control que en promedio tuvo 2 hojas. (Figura 9). ADEVA del nUmero de

hojas muertas aplicacion foliar (Anexo 1).

Figura 9
Efecto de un CBAD bajo el esquema de aplicacion foliar sobre la mortalidad y

desprendimiento de hojas en plantulas de cacao.
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Nota: La figura 9 muestra los tratamientos de las diferentes concentraciones del compuesto bioactivo 1C (T1),
6C(T2) 12C (T3) aplicado de forma foliar y el control, sobre el nimero de hojas desprendidas y muertas. Las

barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacién estandar.

4.1.6. Numero de hojas muertas aplicacion edafica
En el numero de hojas muertas en plantulas infectadas con Lasiodiplodia theobromae y

tratadas con un compuesto bioactivo aplicado de forma edafica. Se muestra que los

tratamientos 1C (T1), 6C (T2) y 12 C (T3), tuvieron un menor nimero de hojas muertas con
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medias de 2 para ambos tratamientos, siendo estos menores al control que tuvo en promedio

3 hojas. (Figura 10). ADEVA del numero de hojas muertas aplicacion edafica (Anexo J).

Figura 10
Efecto de un CBAD bajo el esquema de aplicacion edéafica sobre la mortalidad y

desprendimiento de hojas en plantulas de cacao.
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Nota: La figura 10 muestra los tratamientos de las diferentes concentraciones del compuesto bioactivo 1C (T1),

6C(T2) 12C (T3) aplicado de forma edéfica y el control, sobre el nimero de hojas desprendidas y muertas.

4.1.7. Altura de planta aplicacion foliar

Para esta variable se observaron diferencias significativas entre los tratamientos infectados
con Lasiodiplodia theobromae a los 60 dias después de la aplicacion de distintas
concentraciones del compuesto bioactivo. Registrando la mayor altura a 6C (T2) con 37,57
cm de altura siendo superior a 12C (T3) con 35,98 cm de altura y la aplicacion del CBAD a
1C (T1) 33,37 cm de altura. Todos los tratamientos superaron significativamente al control
con menor promedio de altura de la planta con 30,51 cm (Figura 11 y 12). Coeficiente de

variacion del 5,00%. ADEVA de altura de planta aplicacion foliar (Anexo K).
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Figura 11
Efecto de los tratamientos del CBAD en la altura de las plantulas bajo el esquema de
aplicacion foliar.
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Nota: En la figura 11, se observa el tratamiento T1 (1C), T2 (6C), T3 (12C) y el control foliar, en la altura de
planta (cm). Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacion estandar.
Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.

Figura 12

Altura de plantulas de cacao tratadas con un CBAD bajo el esquema de aplicacion foliar.

Trata;i;é”ﬁto 1 :
Tratamiento 2
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En la figura 12 se observa la altura de plantas inoculadas con el patégeno y tratadas bajo

concentraciones centesimal con aplicacién foliar, siendo 6C (T2) y 12C (T3) mayores en

relacion al control.

4.1.8. Altura de planta aplicacion edéafica

En la altura de planta aplicado de manera edafica el compuesto bioactivo mostrd

significancia estadistica en la variable en distintas concentraciones centesimal 1C, 6Cy 12C,

evidenciando que la aplicacién del CBAD a 1C (T1), presenta mayor incremento en la altura
con 39,17 cm superando al 6C (T2) con 36,23 cm, seguido de la dilucion 12C (T3) que

mostr6 un promedio de 35,06 cm de altura de pléntula, sobrepasando al control que mantuvo

un valor de altura de 30,01 cm (Figura 13 y 14). Coeficiente de variacion del 2,89 %.

ADEVA de la altura de planta aplicacion edafica (Anexo L).
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Figura 13
Efecto de los tratamientos de un CBAD en la altura de las plantulas bajo el esquema de

aplicacion edéfico.
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Nota: En la figura 13 se muestra el tratamiento T1 (1C), T2 (6C), T3 (12C) y el control edé&fico, en la altura de
planta aplicacion edafica (cm). Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la
desviacién estandar. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.

Figura 14
Altura de plantulas de cacao tratadas con un CBAD bajo el esquema de aplicacion edéfica.

Tratamiento 1 Tratamiento 2
Concentracion 1C Concentracion 6C

39,17 cm 36,23 cm
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Control
30,01 cm

' Trta‘ivento 3
Concentracion 12C
35,06 cm

En la figura 14 se representa la altura de plantulas inoculadas con el patdgeno y tratadas bajo
concentraciones centesimales aplicacion edéafica, siendo el 1C (T1), 6C (T2) y 12C (T3)

mayores en relacion al control.

4.1.9. Numero de hojas aplicacion foliar

En base a los resultados se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos
infectados con Lasiodiplodia theobromae a distintas concentraciones del compuesto
bioactivo con aplicacién foliar. Donde el tratamiento de 6C (T2), fue mayor con 17 unidades
seguido del 1C (T1) que mantuvo 16 unidades de foliares, la aplicacion de 12C (T3) obtuvo
11 unidades siendo estadisticamente similar al control que registré 13 unidades (Figura 15).
Coeficiente de variacion del 11,43 %. ADEVA de nimeros de hojas aplicacion foliar (Anexo
M).
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Figura 15
Efecto de los tratamientos de un CBAD en numero de hojas bajo un esquema de aplicacion

foliar.
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Nota: En la figura 15 se muestra los tratamientos T1 (1C), T2 (6C), T3 (12C) y el control foliar, en el nimero
de hojas aplicacion foliar (unidades). Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media
muestran la desviacion estandar. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre

tratamientos.

4.1.10. Namero de hojas aplicacion edafica

En esta variable se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos infectados con
Lasiodiplodia theobromae a distintas concentraciones del compuesto bioactivo con
aplicacion edafica. Observandose que el tratamiento de 1C (T1), fue mayor con 18 unidades
seguido del 6C (T2) que tuvo 17 unidades de foliares superando al control, la aplicacion de
12C (T3) obtuvo 14 unidades teniendo mayor promedio que el testigo que tuvo 12 unidad,
siendo estadisticamente iguales (Figura 16). Coeficiente de variacion del 9,24 %. ADEVA
de nimeros de hojas aplicacion edafica (Anexo N).
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Figura 16
Efecto de los tratamientos de un CBAD en numero de hojas bajo un esquema de aplicacion

edafico.
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Nota: En la figura 16 se muestra los tratamientos T1 (1C), T2 (6C), T3 (12C), y el control edé&fico, en el nimero
de hojas aplicacion edéfica (unidades). Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media
muestran la desviacion estandar. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre

tratamientos.

4.1.11. Longitud de tallo aplicacion foliar

Todos los tratamientos infectados con el patdégeno Lasiodiplodia theobromae mostraron
significancia estadistica en la variable del longitud de tallo en la aplicacién foliar, en las
distintas concentraciones centesimal 1C, 6C y 12C, evidenciando que la aplicacion del
compuesto a 12C (T3), presentd mayor incremento en la longitud del tallo con 19,63 cm
seguido de compuesto a 1C (T1) y 6C (T2) con 17,94 y 16,23 cm respectivamente,
sobrepasando a la media testigo que mantuvo una longitud de tallo de 13,17 cm (Figura 17).
Coeficiente de variacion del 9,61%. ADEVA de la longitud del tallo aplicacién foliar (Anexo
0).
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Figura 17
Efecto de los tratamientos de un CBAD en la longitud del tallo bajo un esquema de

aplicacion foliar.
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Nota: En la figura 17 se muestran los tratamientos T1 (1C), T2 (6C), T3 (12C) y el control foliar, en la longitud
del tallo (cm). Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacién

estandar. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.

4.1.12. Longitud de tallo aplicacién edafica

En la variable de longitud de tallo aplicacion edafica los tratamientos infectados con el
patdgeno Lasiodiplodia theobromae mostraron diferencias significativas, en las distintas
concentraciones centesimales 1C, 6C y 12C, evidenciando que la aplicacién del compuesto
a6C (T2)y 1C (T1) present6 un menor incremento en la longitud del tallo con 14,81y 14,88
cm respectivamente, seguido del compuesto a 12C (T3) y el control con 17,11y 18,87 cm
respectivamente, siendo estos dos ultimos mayores y significativamente iguales (Figura 18).
Coeficiente de variacion del 6,29%. ADEVA de la longitud del tallo aplicacion edéafica
(Anexo P).
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Figura 18
Efecto de los tratamientos con un CBAD en la longitud del tallo bajo el esquema de
aplicacion edéfica.
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Nota: En la figura 18 se muestran los tratamientos T1 (1C), T2 (6C), T3 (12C) y el control, en la longitud del
tallo (cm). Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacion estandar.

Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.

4.1.13. Peso foliar fresco con aplicacion foliar

Se muestra significancia estadistica en la aplicacion de los tratamientos infectados con
Lasiodiplodia theobromae a los 60 dias después de la aplicacion de distintas concentraciones
del compuesto bioactivo. Para la aplicacion 6C (T2) presentd un mayor contenido de
biomasa fresca alcanzando el mayor promedio con 10,20 gramos, siendo superior a la
aplicacion a 1C (T1) y 12C (T3) con valor de 9,67 y 8,47 g respectivamente. Superando al
testigo que demostrd obtener la media méas pequefia en peso con 6,60 gramos (Figura 19).

Coeficiente de variacion del 11,49%. ADEVA del peso fresco foliar aplicacion foliar (Anexo

Q).
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Figura 19
Efecto de los tratamientos con un CBAD en peso foliar fresco bajo el esquema de aplicacion

foliar.
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Nota: En la figura 19 se muestran los tratamientos T1 (1C), T2 (6C), T3 (12C) y el control foliar, en el peso
foliar fresco (g). Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacion

estandar. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.
4.1.14. Peso foliar fresco con aplicacion edéfico

Se encontraron diferencia significativa en los tratamientos y el grupo control infectados con
Lasiodiplodia theobromae, a los 60 dias después de la aplicacion de distintas
concentraciones del compuesto bioactivo, en donde la aplicacién edafica del CBAD a 1C
(T1) y 6C (T2) presentaron un mayor contenido de biomasa fresca con un promedio de 9,13
y 9 gramos superando al tratamiento 12C (T3). Asi mismo todos los tratamientos superaron
al control que presenté un promedio de 5,80 g, aunque los ultimos dos fueron
significativamente iguales (figura 20). Coeficiente de variacion del 10,00%. ADEVA del

peso foliar fresco aplicacion edafica (Anexo R).
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Figura 20
Efecto de los tratamientos con un CBAD en peso foliar fresco bajo un esquema de aplicacion

edafica.
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Nota: En la figura 20 se muestran los tratamientos T1 (1C), T2 (6C), T3 (12C) y el control edafico en el peso
foliar fresco (g). Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacion

estandar. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.
4.1.15. Longitud de raiz aplicacién foliar

Respecto a la longitud radicular se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos infectados con Lasiodiplodia theobromae a distintas concentraciones de
compuestos bioactivos. La aplicacion foliar del compuesto bioactivo a 6C (T2) present6 una
media de 28,83 cm en longitud de raiz, siendo superior al del CBAD a 12C (T3) con 27,86
cmy 1C (T1) con 25,81 cmen la longitud de raiz que presentaron promedios bajos y superior
al promedio de longitud del control que mostré un valor de 22,63 cm (Figura 21 y 22).
Coeficiente de variacion del 7,14%. ADEVA de longitud de raiz aplicacion foliar (Anexo

s).
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Figura 21
Efecto de los tratamientos de un CBAD en longitud de raiz bajo el esquema de aplicacion

foliar.
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Nota: En la figura 21 se muestran los tratamientos T1 (1C), T2 (6C), T3 (12C) y el control foliar, en longitud
de raiz (cm). Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacién estandar.

Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.

Figura 22
Efecto del CBAD en la longitud radicular de plantulas de cacao bajo un esquema de

aplicacion foliar.
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Tratamiento 3
Concentracion 12C Control foliar
27,86 cm 22.63cm

En la figura 22 se evidencia la longitud radicular en plantulas de cacao inoculados con el
patdgeno, bajo concentraciones centesimal 6C y 12C por aplicacion foliar, siendo mayores

en relacién al control.

4.1.16. Longitud de raiz aplicacién edafica

En la variable de longitud radicular con aplicacién edéafica se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos infectados con Lasiodiplodia theobromae a distintas
concentraciones de compuestos bioactivos. La aplicacion del compuesto bioactivoa 1C (T1)
presentd una media de 32,63 cm en longitud de raiz, siendo superior al del CBAD a 6C (T2)
con 31,99 cmy 12C (T3) con 28,59 cm en la longitud de raiz, que presentaron medias bajas
y superior al promedio de longitud del control que mostré un valor de 22,33 cm, siendo estos
tres Gltimos significativamente iguales (Figura 23 y 24). Coeficiente de variacion del
13,52%. ADEVA de longitud de raiz aplicacion edafica (Anexo T).
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Figura 23

Efecto de los tratamientos de un CBAD en longitud de raiz bajo un esquema de aplicacion

edafica.
40
35
30
25
20

15

Longitud radicular (cm)

10

Tratamientos

CONTROL

Nota: En la figura 23 se muestra el efecto de los tratamientos T1 (1C), T2 (6C), T3 (12C) y control edafico,

sobre la longitud de raiz (cm). Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la

desviacion estandar. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.

Figura 24

Efecto de la longitud radicular en plantulas de cacao tratadas con un CBAD bajo un

esquema de aplicacion edéfica.
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Tratamiento 3

Control
22,33 cm

Concentracion 12C
28,59 cm

En la figura 24 se evidencia la longitud radicular en plantulas de cacao inoculados con el
patdgeno, bajo concentraciones centesimal 1C, 6C y 12C por aplicacion edafica, siendo

mayores en relacion al control.

4.1.17. Peso radicular aplicacion foliar

Se registro diferencia estadistica entre los tratamientos infectados con Lasiodiplodia
theobromae a los 60 dias después de la aplicacion de distintas concentraciones del
compuesto bioactivo. La aplicacion foliar del CBAD. a 1C (T1) present6 el mayor promedio
de peso del sistema radicular con 16,07 g, superando a la aplicacion 12C (T3) y 6C (T2) con
14,47 y 14,33 gramos del peso del sistema radicular, siendo superior a la media del control,
pero significativamente iguales con 13,00 gramos (Figura 25). Coeficiente de variacion del
6,22%. ADEVA del peso de la raiz aplicacion foliar (Anexo U).
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Figura 25

Efecto de los tratamientos de un CBAD en el peso de raiz bajo un esquema de aplicacion
foliar.
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Nota: En la figura 25 el tratamiento T1 (1C), T2 (6C), T3 (12C), control foliar, en peso de raiz (gramos). Las
barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacion estandar. Letras
diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.

4.1.18. Peso radicular aplicacion edafica

Se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos infectados con Lasiodiplodia
theobromae a los 60 dias después de la aplicacion de distintas concentraciones del
compuesto bioactivo. La aplicacion edafica del CBAD a 6C (T2) presentd el mayor
promedio de peso del sistema radicular con 12,87 g, superando a la aplicacion 1C (T1) y
12C (T3) con 12,07 y 11,60 gramos del peso del sistema radicular respectivamente, siendo
superior a la media del control que tuvo 8,40 gramos (Figura 26). Coeficiente de variacion
del 4,14%. ADEVA del peso de la raiz aplicacion edafica (Anexo V).
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Figura 26

Efecto de los tratamientos de un CBAD en el peso de raiz bajo un esquema de aplicacion

edafica.
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Nota: En la figura 26 se muestran los tratamientos T1 (1C), T2 (6C), T3 (12C) y el control edafico, en peso de
raiz (cm). Las barras expresan la media y las lineas verticales sobre la media muestran la desviacion estandar.

Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.
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4.2. Discusion

En la presente investigacion se identificd que el efecto de los tratamientos elaborados a partir
de Lasiodiplodia theobromae esta determinado por los métodos de aplicacion y las
concentraciones del compuesto bioactivo. El efecto del compuesto fue diferente para cada
variable agrondmica evaluada y de manera particular presento un efecto de induccién a la
resistencia en plantulas de cacao infectadas con una cepa patdgena de Lasiodiplodia
theobromae, demostrando que el efecto positivo de los tratamientos no se encuentra
relacionado con un antagonismo directo del hongo fitopatdégeno sino con la activacion del
sistema de tolerancia de las plantulas de cacao segiin Moreno (56). La aplicacion de manera
edafica y foliar del compuesto bioactivo en concentracion bajas como 1C y 6C obtuvo la
mejor respuesta en variables de altura de planta, peso fresco de hoja, peso de raiz, y longitud
de raiz incrementando el desarrollo y crecimiento de las plantulas. Resultados similares
reporté Moya (51) donde en la aplicacion edafica y dilucién 6C mejoro el estado de salud
de las plantas de tomate tratadas con el compuesto biologico altamente diluido (CBAD),
incrementando la respuesta en todas las variables morfométricas como altura, longitud de
raiz, peso fresco de hoja y peso fresco de raiz. Asi mismo Arteaga (53) demostro que, en la
fase de desarrollo del cultivo de albahaca, el compuesto Natrum muriaticum presenté los
valores mas altos entre las variables, longitud de radicula, altura de planta, nimero de hojas
y peso fresco, corroborando que los compuestos bioldgicos y/o minerales altamente diluidos
ocasionan efectos positivos en cuanto al desarrollo vegetativo de la planta, como lo
mencionan Prieto et al. (43) sobre el uso de CBADs enfocando su impacto en el crecimiento,
el rendimiento, la composicion del aceite esencial y la tolerancia al estrés salino en
Eucalyptus spp., asi como influir de manera positiva en los procesos biolégicos de las
plantas; incrementando la biomasa de las plantas tratadas al igual que obtener un aumento
en laaltura de la planta y en la biomasa fresca y seca en frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.)
(42).

Asi mismo, Meneses (9) asegura que los compuestos bioactivos contribuyen al control de
plagas y enfermedades, esto fue comprobado por Alvarado et al. (10) que encontrd un efecto
antagonista sobre el hongo fitopatdgenos Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici inhibiendo
su crecimiento in vitro, segun lleana et al. (57), el efecto producido por los CBAD en las
plantas se efectlia por mecanismos de accion que implica cambios metabdlicos y quimicos

que conducen a la formacién metabolitos secundarios relacionados con el mecanismo de
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defensa de las plantas. La aplicacion foliar en la concentracion 1C y 12C present6 un
resultado favorable en cuanto a la reduccion de la severidad de la infeccién y la incidencia
de la enfermedades con més del 60 y 50%, en cambio la aplicacion edafica resulté ser mas
efectiva en concentracion 1Cy 6C, reduciendo con mas del 70 y 60% en las variables antes
mencionadas, este resultado también lo observd Moya (51) en plantas de tomate al aplicar
un CBAD elaborado a partir del patégeno F. oxysporum, donde obtuvo como resultados la
reduccion considerable de los sintomas de la enfermedad a un 50%, de igual manera Shah et
al. (12) report6 en un articulo donde se infestaron plantas de Arabidopsis thaliana con
Pseudomonas syringae (bacteria muy virulenta), las plantas fueron posteriormente tratadas
con Carbo Vegetabilis 30 D, Magnesium Phosphoricum 30 D, Nosode de la bacteria 30 D,

Biplantol (un complejo homeopatico), obteniendo una reduccion del 50% de infeccion.

Por otro lado Alvarado et al. (10), a nivel in vitro observaron diferencias significativas en
cuanto al porcentaje de inhibicion contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici obteniendo
con los tratamientos Zp-7C (70%), Mp-13C (65%) y Aa-13C (51%), y en la supervivencia
y dafio se demostraron diferencias en comparacién al control, ratificando los resultados
obtenidos, donde la menor concentracion del CBAD tiene una mayor efectividad en reprimir
el crecimiento e infeccion del patdgeno, asi mismo Sellan (52) en su investigacion in situ
reportd resultados de Natrum muriaticum, Silicea terra y nosode, en la reduccion de la
incidencia del gusano cogollero en un 23,7% con un buen efecto bioinsecticida,
corroborando la activacion de mecanismo de defensa, sintesis de metabolito y enzimas
relacionada a la proteccion de la planta, de este modo se alivia los sintomas o se fomenta la
desinfeccion con el sistema de reconocimiento del patdgeno de la planta principiando la

modulacién de tolerancia de las planta y aumentando el rendimiento en grano.

Tanto en la aplicacion foliar y edafica de los CBADs en la concentracion 1C, 6C y 12C se
obtuvo una reduccion en la mortalidad completa y desprendimiento de la hoja en
comparacion con el control, resultados similares reportd Rodrigue et al. (49) en su
investigacion cuantificando el efecto de cuatro preparados homeopaticos en el cultivo de
café, encontr6 como resultados que el polifarmaco de plantas (mezcla de 72 preparados
homeopaticos antiestresantes y de enfermedades, nutrientes, plagas y plantas de importancia
agricola) /212 Centesimal Hahnemanniana, disminuyo la defoliacion y la mezcla de
homeopaticos redujo la infestacion foliar y defoliacion, permitiendo proteger a la planta mas

que manejar o eliminar al patdgeno, por lo que los autores concluyen que los CBADs
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representan una alternativa ecoldgica y organica, para el control de enfermedades en

cultivos de interés agricola.

De manera general los resultados obtenidos en esta investigacion coinciden con diversos
estudios previos donde se ilustra el potencial que tienen los CBAD en la agricultura y
confirma que aun en alta dilucién estos compuestos tienen la capacidad de inducir diversas
respuestas metabdlicas en cadena en las plantulas, muchos de estos factores pueden inducir
la acumulacion de compuestos de naturaleza fenolica, tales como flavonoles que se
acumulan en respuesta al ataque de patdgenos, en el sitio de la infeccidn suelen encontrarse
en concentraciones que resultan toxicas al patogeno (58). En el mismo campo de
investigacion de la homeopatia agricola se han comprobado diversas respuestas fisiologicas
en diferentes especies y variedades vegetales que no pueden ser de modo alguno atribuida al
efecto placebo porque no se ha documentado en plantas (54).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

La aplicacion foliar y edafica del CBAD proporcioné un efecto significativo en la
tolerancia de las plantulas de cacao con una disminucién considerable de la tasa de
la severidad e incidencia del patdgeno, en la dilucién 1C con 66,66% foliar y edafico
1C con 73,33%, ademas de la reduccion en la defoliacion en todos los tratamientos

en comparacion con el control.

La aplicacion edafica en diluciones de 1C presentaron los mayores resultados en
variables agrondmicas con una altura de planta de 39,17 cm, nimero de hojas 18
unidades, peso foliar fresco 9,13 gramos, longitud radicular 32,63 y la concentracién

6C con peso radicular con 12,87 gramos en comparacion al control.

La aplicacién foliar en dilucion 1C presento el mayor peso radicular con 16,07
gramos, asimismo 6C mostrd un incremento en altura de planta 37,57 cm, nimero
de hoja 17 unidades, peso foliar fresco 10,20 gramos, longitud radicular 28,83 cm 'y
finalmente en la dilucion 12C la longitud de tallo alcanz6 19,63 cm en comparacion

al control.
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5.2. Recomendaciones

Aplicar el compuesto bioactivo en concentraciones de 1C por el método aplicacion
foliar y edéafica para mejorar la tolerancia del huésped para proteccion de este hongo
mencionado, ademas de atribuir un aumento en las variables agronémicas con las

diluciones 1C edéafica y 6C foliar.

Continuar la linea de investigacion con su aplicacion en campo, con el fin de conocer
el rendimiento, o in vitro para evaluar el efecto del CBAD en la inhibicién en el

crecimiento del hongo.

Realizar otras investigaciones enfocadas en el estudio de vias de sefalizacion y
cambio bioquimicos relacionado con la defensa de las plantas considerando los
resultados obtenidos en la reduccion de severidad, la dilucion y método de aplicacion

mas eficaz.
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ANEXOS



7.1. Anexos

Anexo A. Elaboracion de las diluciones centesimales de trabajo 1C, 6C y 12C

Anexo B. Inoculacién del Lasiodiplodia theobromae en plantulas de cacao.
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Anexo C. Plantulas de cacao utilizadas en el experimento
> ;J-'_f a .

Anexo E. Promedio del nivel de severidad bajo el esquema de aplicacion foliar.

Aplicacion foliar
TRATAMIENTOS  Escala Porcentaje severidad

T1 0 66,667
T1 1 33,333
T1 2 0,000
T1 3 0,000
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T2 0 46,667
T2 1 20,000
T2 2 13,333
T2 3 20,000
T3 0 53,333
T3 1 13,333
T3 2 26,667
T3 3 6,667

CONTROL 0 20,000
CONTROL 1 33,333
CONTROL 2 33,333
CONTROL 3 13,333

Anexo F. Promedio del nivel de severidad bajo el esquema de aplicacion edéfica.

Aplicacion edafica
TRATAMIENTOS Escala  Porcentaje severidad

T1 0 73,333
T1 1 20,000
T1 2 6,667
T1 3 0,000
T2 0 66,667
T2 1 6,667
T2 2 0,000
T2 3 26,667
T3 0 20,000
T3 1 33,333
T3 2 46,667
T3 3 0,000
CONTROL 0 20,000
CONTROL 1 26,667
CONTROL 2 40,000
CONTROL 3 13,333




Anexo G. ADEVA de incidencia de la enfermedad bajo el esquema de aplicacion foliar.

Variable N R2 Rz Aj Ccv
% de incidencia Foliar 9 0,35 0 13,06

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,15 3 0,05 0,91 0,5001
Tratamientos 0,15 3 0,05 0,91 0,5001
Error 0,28 5 0,06
Total 0,43 8

Anexo H. ADEVA de incidencia de la enfermedad bajo el esquema de aplicacion edafica.
Variable N R2 R2 Aj CcVv
% de incidencia edéafico 12 0,78 0,7 8,72

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 0,6 3 0,2 9,42 0,0053
Tratamientos 0,6 3 0,2 9,42 0,0053
Error 0,17 8 0,02
Total 0,77 11

Anexo I. ADEVA del nimero de hojas muertas bajo el esquema de aplicacion foliar.

Variable N R? R2 Aj Ccv
NUmero de hoja muerta 12 0,08 0 29,59
Foliar

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,09 3 0,03 0,22 0,8807
TRATAMIENTOS 0,09 3 0,03 0,22 0,8807
Error 1,1 8 0,14
Total 1,19 11
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Anexo J. ADEVA del nimero de hojas muertas bajo el esquema de aplicacion edafica.

Variable N R? Rz Aj CcVv
Hoja muerta 12 0,17 0 27,29
edafico

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 0,23 3 0,08 0,54 0,6666
TRATAMIENTOS 0,23 3 0,08 0,54 0,6666
Error 1,12 8 0,14
Total 1,35 11

Anexo K. ADEVA de la altura de planta bajo el esquema de aplicacion foliar.

Variable N R2 R2 Aj CcVv

Altura de planta 12 0,79 0,7 5

aplicacion foliar

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 86,23 3 28,74 9,75 0,0048
TRATAMIENTOS 86,23 3 28,74 9,75 0,0048
Error 23,58 8 2,95
Total 109,81 11
Anexo L. ADEVA de la altura de planta bajo el esquema de aplicacién edéfica
Variable N R2 Rz Aj Ccv
Altura de planta 12 0,94 0,92 2,89
aplicacion edéfica
Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo 111)
F.V. sC ol CM F p-valor
Modelo 131,41 3 43,8 42,41  <0,0001
TRATAMIENTOS 131,41 3 43,8 42,41 <0,0001
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Error 8,26 8 1,03
Total 139,68 11

Anexo M. ADEVA del nimero de hojas bajo el esquema de aplicacion foliar.
Variable N R2 R2 Aj CVv
NuUmero de hoja 12 0,76 0,67 11,43

aplicacion foliar

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 68,49 3 22,83 8,57 0,007
TRATAMIENTOS 68,49 3 22,83 8,57 0,007
Error 21,31 8 2,66

Total 89,8 11

Anexo N. ADEVA del numero de hojas bajo el esquema de aplicacién edafica.

Variable N R2 Rz Aj CcVv
Numero de hoja 12 0,81 0,74 9,24
aplicacion
edafica

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 68,57 3 22,86 11,2 0,0031
TRATAMIENTOS 68,57 3 22,86 11,2 0,0031
Error 16,32 8 2,04

Total 84,89 11

Anexo O. ADEVA de la longitud de tallo bajo el esquema de aplicacion foliar.
Variable N R2 Rz Aj CVv
Longitud de tallo 12 0,77 0,68 9,61

aplicacion foliar
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Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V.

Modelo
TRATAMIENTOS
Error

Total

SC
68,53
68,53
20,71
89,24

gl CM F p-valor
3 22,84 8,82 0,0064
3 22,84 8,82 0,0064
8 2,59

11

Anexo P. ADEVA de la longitud de tallo bajo el esquema de aplicacién edafica.

Variable N

R? Rz Aj cV

Longitud de tallo 12
aplicacion edéfica

0,

8 0,73 6,29

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V.
Modelo
TRATAMIENTOS
Error
Total

SC
34,26
34,26

8,53
42,79

gl
3

oo w

11

CM F p-valor
11,42 10,71 0,0036
11,42 10,71 0,0036

1,07

Anexo Q. ADEVA del peso foliar fresco bajo el esquema de aplicacion foliar.

Variable N

R2

R2 Aj CV

Peso foliar fresco 12

aplicacion foliar

0,74

0,64 11,49

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC
Modelo 22,93
TRATAMIENTOS 22,93
Error 8,05
Total 30,99

gl
3
3
8
11

CM
7,64
7,64
1,01

F p-valor
7,59 0,01
7,59 0,01
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Anexo R. ADEVA del peso foliar fresco bajo el esquema de aplicacion edéfica.

Variable N R? Rz Aj CcVv
Peso foliar fresco aplicacion 12 0,81 0,74 10
edafica

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 21,5 3 717 11,44 0,0029
TRATAMIENTOS 21,5 3 717 11,44 0,0029
Error 5,01 8 0,63
Total 26,52 11

Anexo S. ADEVA de la longitud de raiz bajo el esquema de aplicacion foliar
Variable N R2 R2 Aj CcVv
Longitud de raiz 12 0,71 0,6 7,14

aplicacion foliar

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 67,6 3 22,53 6,4 0,0161
TRATAMIENTOS 67,6 3 22,53 6,4 0,0161
Error 28,16 8 3,52
Total 95,75 11

Anexo T. ADEVA de la longitud de raiz bajo el esquema de aplicacion edéfica.
Variable N R2 R2 Aj Ccv
Longitud de raiz 12 0,62 0,48 13,52

aplicacion edafica

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 200,15 3 66,72 4,37 0,0422
TRATAMIENTOS 200,15 3 66,72 4,37 0,0422

79



Error 122,03 8 15,25
Total 322,18 11

Anexo U. ADEVA del peso radicular bajo el esquema de aplicacion foliar.

Variable N R2 R2 Aj CVv
Peso de raiz aplicacion 12 0,69 0,57 6,22
foliar

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 1419 3 4,73 5,84 0,0206
TRATAMIENTOS 14,19 3 4,73 5,84 0,0206
Error 6,48 8 0,81
Total 20,67 11

Anexo V. ADEVA del peso radicular bajo el esquema de aplicacion edéfica.

Variable N R2 Rz Aj CcVv
Peso de raiz aplicacion 12 0,95 0,93 4,14
edafica

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 34,57 3 11,52 53,19 <0,0001
TRATAMIENTOS 34,57 3 11,52 53,19 <0,0001
Error 1,73 8 0,22
Total 36,31 11
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