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ETIOLOGIA DE LA MARCHITEZ DE LA PETUNIA Petunia hybrida Vilm, BAJO CONDICIONES
DE INVERNADERO, EN EL MUNICIPIO DE AMATITLAN, GUATEMALA.

ETIOLOGY OF PETUNIA'S WILT Petunia hybrida Vilm UNDER GREENHOUSE CONDITION IN
AMATITLAN, GUATEMALA.

RESUMEN

En el municipic de Amatitian, Guatemala se encuentra la empresa Jardines Mii Flores, S A. dedicada desde
hace 40 afios a la produccion de semilla hibrida de especies ornamentales. Tiene como uno de sus principales
cultivos a la Petunia Petunia hybrida Vilm. A partir de 1997, se observa en esta especie ornamental una enfermedad
cuyo sintoma principal es marchitéz, la cual se manifiesta especialmente en el periodo de floracién constituyendo un
problema devastador, acortando el ciclo de produccion y provocando la muerte de plantas en cualquier época del afio,
cuantificandose hasta un 100% de incidencia de la enfermedad. A partir de esa problematica se planted la realizacion
del presente estudio, con el objetivo de determinar ef agente etiologico, describir los sintomas de 1a enfermedad y
generar informacion para brindar manejo adecuado al cultivo. El estudio se realizd en un invernadero y en los
laboratorios de Fitopatologia de la Empresa Jardines Mif Flores S. A. y de la Facultad de Agronomia de la Universidad
de San Carlos de Guatemala (FAUSAC). Se realizd un analisis de los posibles agentes fitopatogeénicos basados en
sintomatologia. Luego de determinar que se trataba de un virus, fue realizada la caracterizacion de sintomas de la
enfermedad en petunia y en cuatro especies de plantas indicadoras de virus, las cuales son utilizadas para tal
propasito, siendo estas: tabaco Nicotiana glutinosa L., quenopio o apazote Chenopodium amarnnticolor, vuélvete loco
Datura stramonium, chinita impatiens wallerana y petunia Petunia hybrida coma planta hospedera del patégeno en
estudio. Ademas fue realizada la prueba serologica mediante el uso de tiras indicadoras { TSWV / INSV InmunoStrip
Test) que permitid determinar fas especies de los virus pertenecientes al género Tospovirus (Bunyaviridae) De
acuerdo a la prueba realizada en material vegetal enferme, se determinaron las especies, virus del marchitamientc
punteado del tomate (TSWV = “Tomato spotted wilt virus”} y virus de fa mancha necrotica de impatiens (INSV =
“Impatiens necrotic spot virus”). Ambos virus fueron determinados de manera individual o asociados en la misma
planta ocasianando marchitez. Frankliniella occidentalis Pergande fue la especie de trips determinada coma vector,
asociada a l!a marchitez en plantas de petunia provocada por Tospovirus dentro del invernaderc. Los sintomas
observades en las piantas indicadoras fueron analogos a los mencionados en |a literatura para dichos virus. A partir
de la caracterizacién, se recomendo realizar planes de manejo enfocados a la prevencion de Tospovirus en los

diferentes estados fenoldgicos de la especie ornamental en estudio, dirigidos a la reduccién de poblaciones del




insecto vector. Realizar estudios sobre dinamica poblacional de trips, en el lugar de produccién por ser el vector
principal del virus. Evaluar planes de manejo integrade de la enfermedad enfocado hacia la relacidn Trips —
Taspovirus, tanto a nivel local (empresa) come regional. Realizar estudios de 1a epidemiologia de la enfermedad de la
marchitez de la petunia Petunia hybrida para tener herramientas para fa tema de decisiones en programas de manejo
y hacer una caracterizacion de Tospovirus enconirados en esta investigacion a través de microscopia electronica. Sin
descartar la alternativa de utilizar materia! vegetal proveniente de cultivos in Vitro para mantener las lineas parentales

libres de virus y mantener una conexién constante con las instituciones ¢ asocciaciones relacionadas con la

investigacion de Tospovirus para conocer 10s avances en relacion al contrel o manejo de fa enfermedad.



1. INTRODUCCION

Guatemala presenta variedad de climas, especies animales y vegetales, asi como diversidad de tipos de suelo.
Esto, es ventaja para ja produccion de muchas especies botanicas, especificamente para Ia produccién de cultivos no

tradicionales, dentro del campo de la floricultura, que ha tomado auge en el ambito nacional.

Hay empresas que se dedican a la explotacion intensiva de especies ornamentaies cuyos productos son
exportados a clientes especiales, especificamente, Norte América y Europa. Para dicha actividad, se requiere de
personal femenino en su mayoria, lo que redunda en la generacion de fuente de trabajo y contribuye con el ingreso

de divisas para el pais.

La empresa Jardines Mil Flores, S.A., ubicada en Amatitian, Guatemala, se dedica a la produccién de semilla de
especies ornamentales, teniendo como principales cultivos petunia (Petunia hybrida Vilm.), geranio (Pelargonium
hortorum), flor de muerto (Tagetes erecta), mulata (Zinnia elegans), y otros de menor extension. Esta actividad es
bastante laboriosa, por ejemplo, Unicamente para petunia se requiere de ia coniratacion de cerca de 100 personas por
ciclo de produccion, que va de tres a cuatro meses por ciclo, dandose de dos a tres veces al aio.

A partir de 1997 se observa en las especies ornamentales mencionadas, excepto geranio, una enfermedad cuyo
sintoma es marchitez y muerte de plantas en el invernadero. Elfo, constituye un problema grave que fimita la
produccion en la actualidad. A partir de esa problematica, se plante¢ la realizacion del presente estudio, con el
objetivo de determinar el agente etiolégico. Se determind que el agente causal asociado a dicha enfermedad, es un
virus. De acuerdo a la prueba seroldgica realizada en material vegetal enfermo, se determinaron las especies, virus
del marchitamiento punteado del tomate (TSWV = “Tomato spotted wilt virus”) y virus de la mancha necrdtica de
impatiens (INSV = “Impatiens necrotic spot virus®). Segun la literatura, estas especies perienecen al género
Tospovirus {Bunyaviridag). Ambos virus fueron determinados de manera individual o asociados en la misma planta
ocasionando marchitez. También se realizé la caracterizacién de sintomas de la enfermedad en Petunia y en cuatro
especies de plantas indicadoras de virus. El veclor principal de Tospovirus es el trips, y asociado a plantas gque se
tornaban enfermas se determind Frankliniella occidentalis Pergande, que es la principal especie trasmisora de
Tospovirus, El estudio se realizd en invernadero y en el laboratorio de Fitopatologia de la empresa Jardines Mil

Fiores, S.A. y de la Facuitad de Agronomla de la Universidad de San Carlos de Guatemala (FAUSAC).




2. DEFINICION DEL PROBLEMA

Dentrc de los invernaderos destinados para la produccion de semilia hibrida de petunia Petunia hybrida Vilm., en
la empresa Jardines Mit Flores, S.A. ubicada en el municipio de Amatitlan departamento de Guatemala, a partir de
1997, se observa en las especies ornamentales que alli se cultivan, una enfermedad conocida localmente como
“marchitez”, la cual se manifiesta especialmente en el perigdo de floracion. Constituye un problema devastador, acorta
el ciclo de produccidn y provoca la muerte de plantas en cualquier época del afo. Se observa hasta 100% de
incidencia de la enfermedad y se reduce o anula la produccion de semilla. Debido a este problema, fue necesario
determinar el agente eticlégice que estd provocando la enfermedad para poder establecer un plan de manejo del

cultivo y de la enfermedad y a la vez la caracterizacién de los sintomas especificos manifestados por la planta.




3. MARCO TEORICO

3.1 MARCO CONCEPTUAL

3.1.1 INFORMACION GENERAL DE LA PETUNIA Petunia hybrida Vilm.

Esta especie botanica, es nativa de Sur América y se piensa que Petunia axillaris y P. violacea son pragenitores
de las petunias modernas (2). Son pfantas anuales, herbaceas, pubescentes y de tallos decumbentes. Alcanzan
altura de 0.07 a 0.60 m, sus hojas son zlternas o en pares, enteras, sésiles, de color verde claro y pubescentes. La
corola soldada de pétalos, lisos o rizados y matizados de distintos colores (azul, blanco, rosado, rojo, violeta, puros ¢
mezciados, jaspeados con los bordes de los pétalos simples, ondulados o ribeteadeos), por la belleza de sus flores

tiene gran demanda en jardineria (2).

3.1.2 REQUERIMIENTOS DEL CULTIVO
3.1.2.1 DIAS A GERMINACION

Semiilas de esta especie germinan entre cuatro a seis dias, obteniéndose un promedio del 90% de germinacidn
baijo las siguientes condiciones: temperatura ambiental promedio 19°C, 1% de humedad relativa y con promedio de
400 pies-candela de intensidad luminica. Es necesario mantener una humedad constante del suelo en los primeros
dias para lograr mejor germinacion, sin embarge, el riego del semillerc depende del tipo de sustrato {2,10). Semilleros
se realizan en cualquier época del afio, se preparan los semilleros en cajas que pueden ser de madera, con una

mezcla de tierra negra y arena blanca cernida.

3.1.2.2 REPRODUCCION
La reproduccion es sexual por semilias y asexual, a traves de esquejes, gue oscilen entre seis y ocho ¢cm de
altura. Dichos esquejes se panen a enraizar en una mezcla de suelo y arena blanca cernida y a los tres o cuatro dias

después de sembrados inicia el desarrollo de las primeras raices (2,10).

3.1.2.3 USOS
Se utiliza come planta ornamental en arriates, hileras con un solo tipe de plantas, siembra al pie de paredes,

siembra en jardineras y macetas. Para adorno de balcones, ventanas, terrazas, su cultivo debe ser a pleno sol (2,10).




3.1.2.4 CLIMA

Su adapta a los climas de la region tropical y subtropical, siendo, cdlidos y templados, {(2,10).

3.1.2.5 SUELO

Se recomienda suelo de textura franca, con buen contenido de materia organica y arena, pH de6.0a 7.0.

3.1.2.6 RIEGO
Depende del sustrato, recipiente 0 medio donde se cuitive, asi sera el régimen de riego y si se encuentra a

campe abierto o bajo techo. En general se recomienda mantener humedad constante cercana a capacidad de campo.

3.1.2.7 FERTILIZACION
Es una planta que necesita nutricion balanceada tanto de elementos mayores como de elementos menores, pero

en la etapa de crecimiento necesita de nitrégenc y fésforo con mayor frecuencia (2,10).

3.1.3 CLASIFICACION TAXONOMICA {20)

Reino: Plantae
Sub-reino Embryobionta
Civision: Magnoliophyta
Clase: Mazgnoliopsida
Subclase: - Asteridae
Orden; Solanales
Familia: Sclanaceae
Género Petunia

Especie P. hybrida Vitm.

Nombres Comunes: Petunia, petunia de jardin




3.4.4 ANALISIS DE PRODUCCION BASICA

El rendimiento de semilla de ia planta es el resultado de la integracion de todos los factores que interactuan

durante el ciclo vital de la misma. Estos factores pueden ser extrinsecos o intrinsecos; en realidad son innumerables,

pero si se taman en cuenta solamente los principales, se pueden ordenar de la siguiente manera:

Factores extrinsecos e intrinsecos gue interactian durante el ciclo de vida de la planta:

-

luz
Liuvia

Climaticos ‘< temperatura

humedad

relativa
viento

e

[ fertitidad
Factores < edaficos textura
Extrinsecos estructura

pH

agua
salinidad

nematodos
bacterias
Bidticos hongos
& viTus
insectos
malezas

PRODUCCION

carbono

- asimilacioén sales minerales

de nutrientes

Factores J equipo hormonat| agua
Intrinsecos (desarrolio)

resistencia a factores adversos
\_susceptibilidad

El hombre ha aprendido a manejar y modificar los factores edaficos y en gran parte los factores bidticos que es
donde se situa el punic de interés. Los factores climaticos, también pueden ser manejados por el hombre a través de

construcciones que impidan que 1as plantas estén expuestas a ios mismos y de esa manera garantizar la produccian

en condiciones climaticas adversas (15). )
PROPIEAL DE L4 INVERSIDAD OF SAN CARLOS DEE&L&FEMA'{
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3.1.5 ENFERMEDADES EN PLANTAS

La salud de las plantas es vital para un adecuado crecimiento y desarrollo. Pueden ser afectadas por factores
bidticos y abibticos. Los biéticos abarcan los agentes fitopatdgenos, los cuales producen enfermedades en las plantas
tal y como aparecen en los humanos y animales, y los abidticos son todos aquellos factores que propician las
cendiciones para ia vida, tales como temperatura, humedad, luz, etc., aunque los microorganismos que las producen
en su mayoria no son los mismos (15, 22).

La ciencia que estudia las enfermedades en las plantas es la Fitopatologia, la cual estudia los organismos y fas
condiciones del medio ambiente que ocasionan las enfermedades, tales como temperatura, humedad, radiacion solar,
efc., los procesos mediante los cuales estos factores en interaccidn producen enfermedades, asi como las
interacciones que son establecidas entre el organismo u organismos que ocasionan la enfermedad y ia planta
enferma, y finalmente, los medios adecuados para prevenir las enfermedades, con el propdsito de disminuir el dafio
que ocasionan o para efectuar su control antes y/o después que se desarrollen las plantas. Asf mismo, esta ciencia

es |a encargada también de desarrollar métodos de control para las enfermedades de plantas {15).

3.1.5.1 AGENTES CAUSALES DE ENFERMEDADES EN PLANTAS

Dentro de los principales organismos que ocasionan enfermedades en plantas se mencionan: plantas
fanerbgamas parasitas, bacterias, fitoplasmas, rickettsias, virus, viroides, nematodos y hongos, siendo el de mayor

importancia el ultimo grupo (1, 15, 22).

3.1.6 SINTOMAS PRODUCIDOS POR HONGOS
Los sintomas que producen los hongos sobre sus hospederos son de tipo local o general y pueden aparecer por
separade en hospederos distintos, en un mismo hospedanie o aparecer uno después de otro en un mismo
hospedante (1, 14).
Algunas erfermedades mas comunes producidas por hengos son las siguientes:
A. Manchas foliares: lesiones localizadas sobre las hojas de los hospederos, que constan de c¢élulas muertas y
colapsadas.
B. Tizon: empardecimiente general y extremadamente rapido de las hojas, ramas, ramitas y érganos florales de una
planta que da como resultado la muerte de estos érganos.

C. Cancer: hernia localizada a lesidn necrdtica con frecuencia sumida bajo la superficie.




D. Pudricién de la raiz: pudricidn y desintegracién parcial o total del sistema radicular de una planta.

E. Ahogamiento o secadera: muerte rapida o colapso de plantulas muy jovenes que se cultivan en campo o en
almacigo.

F. Pudricion basal del tallo: desintegracion de la parte inferior de! tallo (cuelio).

G. Pudriciones blandas y secas: maceracion y desintegracion de frutos raices, bulbos, tubérculos y hojas carnosas
de las plantas hospedantes.

H.  Antracnosis: lesidn necrotica que se asemeja a una dlcera profunda y se produce en el {allo, hojas flores o frutos
de las plantas hospedantes.

. Samna: lesiones que se producen sobre el fruto, hojas, tubérculos, y otros 6rganos de las plantas hospedantes,
por o comun ligeramente realizadas o bien profundas y agrietadas, lo cual les da una apariencia costrosa.

J.  Hernia de las raices: raices alargadas en forma de agujas o mazos.

K.  Agallas: proporciones alargadas de las plantas que por lo comtin estan ilenas del micelio del hongo.

L. Verrugas: protuberancias que se forman sobre los tubérculos y los tallos.

M. Escobas de bruja: ramificacion profusa y hacia arriba que se produce en las ramas jovenes.

N. Enchinamiento foliar; deformacién, engrosamienta y enchinamiento de las hojas.

Q. Marchitez: sintoma secundario por lo general de alteraciones que sufre el sistema vascular de la planta (1, 6,

19).

3.1.6.1 HONGOS QUE PRODUCEN MARCHITEZ EN PLANTAS

3.1.6.1.1 Fusarium oxisporum, especie reportada en el cultivo de petunia, se da la presencia de este hongo
ocasionandaole dano, al igual que en otras especies ornamentales, su ataque depende del grado de contaminacion del
sueio y de la susceptibilidad de las variedades. Los sintomas aparecen tanto sobre las plantas jovenes, com¢g sobre
las plantas adultas. En plantas afectadas inicialmente aparecen ramas marchitas, en el cuello se nota una coloracion
marrén, aungue el resto parece estar sano. Una o varias ramas pueden presentar una coloracion gris, después caen
hasta que fa planta finalmente muere. Un corte del tallo muestra a simple vista un ennegrecimiento en los haces

vasculares {1, 4).

3.1.6.1.2 Verticillium spp. : afecta plantas herbaceas y especies forestales, los sintomas de la infeccion dependen
de la planta hgspedera o de la susceptibilidad de ta misma, el sintoma caracteristico de una planta es amarillamiento

de hojas, primero en fos bordes hasta cubrir los espacios intervenales, luego de color marrén hasta que se da la




defoliacion y la planta muere. Los sintomas de la marchitez ocasionados por Verticillium en ornamentales son muy
similares a los de Fusarium, en algunos casos, 1as hojas viejas son las que se ven afectadas primero, tornandose
amarillas, marchitas y se desprenden de ta planta originando una defoliacién. Lo que provoca el amarillamiento y
marchitez es la necrosis que se desarrolia en los haces vasculares, obstaculizando la circulacion de la savia y el agua

en toda la planta, sintomas muy similares a los provocados por Fusarium. (1, 14},

3.1.7 BACTERIAS

Organismos procariéticos, microscopicos, constituidas por células simples. Pueden tener formas de bastén
(bacio), ser estéricas, elipsoidales, espirales, en forma de una coma, o fitamentosas. Algunas se desplazan en medio
de liquidos mediante flagelos mientras que otras son estaticas. Las colonias de la mayorla de las especies son de
color blanquecino o grisaceo, aunque algunas son amarillas, rojas o de otros colores. Algunas producen pigmentos
que se difunden en el agar. Las bacterias fitopatégenas se reproducen mediante el proceso asexual conocido como
“fisidn binaria®. Se produce por la invaginacion de la membrana citoplasmatica hacia 1a parte central de la célula,
formando un tabique membranoso transversal que divide al citoplasma en dos partes aproximadamente iguales, se

reproducen a una velocidad rapida (1, 7, 14).

3.1.7.1 SINTOMAS PRODUCIDOS POR BACTERIAS

Las bacterias fitopatdgenas ocasionan manchas y tizones foliares, pudriciones blandas de frutos, raices y
¢rganos almacenados, marchitamientos vasculares, crecimientos excesivos, canceres. Cualquiera de estos sintomas
pueden ser producidos por bacterias patdgenas de varios géneros y cada género contiene especies capaces de
producir diferentes tipos de enfermedades. Sin embargo, las especies de Agrobacterium producen crecimientos
excesivos o proliferacion de los drganos. Dentro de las bacterias que ocasionan marchitez se encuentran

Xanthomonas campestris pv. Manihotis y Ralstonia solanacearum (1, 7, 14).

3.1.7.1.1 Xanthomonas campestris pv. Manihotis: Esta especie se reporta ocasionando marchitez en el cultivo de
yuca. Otros sintomas atribuidos a otras especies dentro del grupo Xanthomonas son manchas faliares, pudricion de

esquejes, ennegrecimiento de nervaduras, pudricidén de bulbos, canceres y tizones {1).



3.14.7.1.2 Ralstonia solanaceraum: Produce marchitez bacteriana, especialmente en solanaceas, es una bacteria
que se desarrolla en ornamentales que han sufrido heridas o bien que se encuentran débiles o mal nutridas, puede

desarrollarse tanto en plantas herbaceas como en forestales y frutales (1).

3.1.8 VIRUS

Los virus de las plantas son organismos simples cuya composiciéon es acido nucléico ADN o ARN, que pueden
estar incluidos en una capsula de proteinas (capsido). Tienen un tamafio muy pequefio (20-300 nm) y visibles
solamente con microscopio electronico. Los virus perturban las funciones normales de la planta utilizando los recursos
estructurales de ésta para fabricar mas particulas viricas. Normalmente los virus no provecan la muerte de las plantas,
pero si reducen su valor omamental de forma que reduce el rendimiento del cultivo y deprecia su valor comercial.
Aungue existen algunos sintomas de origen virico que tienen cierto valor ornamental y son explotados con fines
comerciales.

Las enfermedades provocadas por virus tienen caracteristicas propias que se distinguen de otras ocasionadas
por otros agentes, ya que estas enfermedades son generalizadas, persistentes e incurables. Normaimente las
alteraciones son perjudiciales a la planta. Los virus causan gran variedad de sintomas, algunos se confunden con los
desordenes nutricionales, dafios por insectos, bacterias y hongos. El sintoma més caracteristico es el raguitismo;
aunque también se producen otros como variaciones de color en forma de mosaicos o rayas, aclarado nerval, clorosis
fotiar, manchas anulares, nervaduras necréticas, deformaciones foliares, brotes abultados, excrecencias, rotura de ia
flor, marchitez.

Las virosis son muy temibles, para ios agricultores de flor de corte, como los de maceta, pues la produccion de
plantas con garanttas razonables de estar libres de virus es una industria importante que ocupa cada vez mayor

espacio dentro del sector de la planta ornamental, y suele correr a cargo de empresas altamente especializadas. (6, 9,

14)

3.1.8.1 SINTOMAS EN FLORES

a) VARIEGADOS FLORALES: Los variegados que afectan a los pétalos o a los sépalos se producen por la ausencia
de pigmentos antocianicos vasculares formando zonas decoloradas donde se multiplica el virus, aungue también
puede haber acumulacion de pigmentos a nivel de zonas mas profundas.

b} NECROSIS: £n ocasiones, con la muerte de los tefidos las manchas florales se hacen necroticas.
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¢} DEFORMACIONES: Normalmente el variegado y la necrosis vienen acompafiados de deformaciones en
las piezas florales, pues los petalos arrugados dan a la flor un aspecto encogido. Aunque algunos virus no
provocan mas que una figera disminucién de la coloracion de los pétafos o bien una reduccién en el tamafio

de las flores (6, 9).

3.1.8.2 SINTOMAS EN HOJAS

La mayor parte de los fitovirus provocan sobre las hojas alteraciones mas g menos graves que se manifiestan por
anomalias en la pigmentacién, necrosis o deformaciones.

a) MOSAICOS FOLIARES: Las alteraciones cromdticas sobre las hojas son debidas a deficiencia en
pigmentos clorofilicos, a la destruccién de dichos pigmentos, o a la alteracion de la estructura de dichos
cloroplastos. Estas modificaciones suelen afectar a grupos de células, delimitando de esta forma zonas
diversamente coloreadas gque recuerdan a un mosaico.

b} NECROSIS FOLIAR: Las manchas foliares proceden de una deficiencia en la asimilacién clorofilica y
pueden estar coloreadas de vicleta o pardo por la sintesis anormal de pigmentos antocianicos o de melanina.

Si se presenta una coloracion pardusca a la muerte de las células, son las lamadas manchas necréticas.
Puede también constituir un proceso de hipersensibilidad de ta planta.

¢) DEFORMACIONES: El crecimiento desigual de las células alteradas por el virus y la proliferacion de algunas de
ellas provocan deformaciones en el fimbo foliar que aparece mas 0 menos abarquillade y en casos mas graves

conduce a una rizadura (8, 9, 16}.

3.1.8.3 ALTERACIONES DEL CRECIMIENTO
Las alteraciones metabolicas incrementan fa multiplicacion de los virus y los diferentes desordenes suponen
una disminuckdn en el vigor de las plantas virosadas y un retraso en su desarrollo. En ocasiones la accion del virus

sobre €l crecimiento se traduce en un enanismo y las plantas son incapaces de producir esquejes (8, 9, 16).

3.1.8.4 SINTOMAS INTERNOS
Se distinguen dos tipos de sintomas internos: las inclusiones que resultan de la acumulacion de particulas
viricas o de proteinas no estructurales codificadas por el virus y, las modificaciones de la estructura de las células

infectadas (8, 9, 16).



3.1.9 Virus Del Marchitamiento Punteado Del Tomate Y Mancha Necrética De Impatiens (Tswv / Insv).
a) Rango De Hospedantes Y Sintomas: Existe un gran listado de piantas hospedantes que van desde gramineas,
hortalizas y ofras plantas de hoja ancha, en el cuadro 1 se enlistan |as principales plantas ornamentales:

Cuadro 1 Hospedantes y Sintomas del Virus del Marchitamiento punteado del Tomate y del virus de la Mancha
Necrotica de Impatiens.
Hospedante | sintomas
« Manchas cloréticas foliares en aniflos, de contornos difusos con deformaciones

Alstroemenia sp. * del limbo

.......................................................................................................................................

________________________________________________________________________________________________________________________________________

_Hippeastrurn x hibridum : Manchas foliares irregulares de color blanco o verde oscuro.

impatiens sp.

........................................................................................................................................

Petunia hybrida ' Presenta lesiones necréticas localizadas.
Primula majacoides " ;Raquiismo, amarilamiento y marchitamiento foliar,
Ranunculus asiaticus : Raquitismo y necrosis en las yemas de las flores.

.............................................................................................................

________________________________________________________________________________________________________________________________________

i Las hojas presentan manchas blancas y amarillas, con frecuencia en anillos, ¢
Zantedeschia sp. | bien estrias en la proximidad de las nervaduras. El limbo aparece abarquillado. Las
. flores mal formadas presentan asimismo estriados blancos.

b) EPIDEMIOLOGIA: Tiene una amplia gama de huéspedes (alrededor de 500 especies) gue incluyen
monocotiledéneas y dicotiledéneas. Es transmitido por trips Frankiiniella occidentalis de manera persistente
propagativa. La incidencia de la enfermedad esta refacionada a las poblaciones de trips, las cuales varian en funcion
de la temperatura (6, 9).
5 c) CONTROL: La lucha contra fa enfermedad producida por este virus es particularmente dificil a causa de su
- polifagia y su forma de transmisién por trips. Sin embargo permite reducir las infecciones los tratamientos con
insecticidas especificos, la utilizacion de trampas contra vectores y la proteccion por medio de mailas finas, ademas
de eliminar {as plantas infectadas (6, 9, 14).
Es importante que el material vegetal esté libre de virus y de trips. La interrupcion del ciclo de reproduccion de

los trips resulta efectiva, es decir, con un periodo libre de cultivos y malas hierbas a mediados de verano, o con la

produccian de una planta no huésped cemo Euphorbia pulcherrima, durante el otofic (6, 8, 14).
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3.1.9.1 ORIGEN, EXPANSION Y DENOMINACIONES DEL TSWV

En 1915, en el Estado de Victoria (Australia), se describe por vez primera una nueva enfermedad en el tomate
que habla hecho su aparicidén unos afios antes, en 1906, se denomind "spotted wilt" del tomate (Brittiebank, 1919).
£se mismo afo se observa la enfermedad en el Sur de este pais y en el afio 1920 ya se encuentra extendida por toda
Austraiia. La caracterizacién del agente causal de dicha enfermedad fue hecha por Samuel et al. (1930), recibiendo el
nombre de "Tomato spotted wilt virus” {TSWV). Posteriormente se extiende a Hawaii, continuandao su expansion a
otros patses tras la introduccién de su vector Frankiiniella occidentalis, desde la denuncia de su aparicién a la fecha,

se puede considerar que su distribucién, exceptuando ta parte mas al norte del hemisferic, es absolutamente mundial,

Este virus es designado en la bibliografia con diferentes sindnimos, segtn los palses que han sufrido 1a presencia
de la enfermedad, corresponde con su propia manifestacién, tal como "peste negra" del fomate y "corcovo” del tabaco
(Carcova virus) en Argentina, "Vira cabega" en Brasit, "mancha amarilla” de la pifia (“Pineapple yellow spot virus”) en
Hawaii, necrosis del brote de! cacahuete {"Peanut bud necrosis virus™}, diferentes designaciones de bronceado como
“Tomato bronze leaf virus”, “Tomato bronzing virus”, o el propio nombre popular que recibe £n Espafia de Virus del
bronceado del tomate, y ofras sinonimias no tan evidentes como “Lycopersicon virus 3" o “Lycopersicon virus 77,
*Kromnek virus®, “Kat river disease virus", etcétera. Tiene un genoma muitipartito: tres ARN de cadena simple. (6, 8§,

14).
3.1.9.2 CARACTERISTICAS DEL VIRUS

El virus es extraordinariamente variable, labil y con facilidad crea razas defectivas perdiendo su capacidad de
transmisibilidad e infeccion. Se considera un virus de cuarentena en muchos paises y hasta hace poco figuraba en la
lista de alerta de la EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization). Actualmente figura en las

listas de la publicacién de APSnet como un virus re-emergente.

El TSWV constituye un virus muy especial entre las virus fitopatdgenos por las propiedades que presenta y por sus
caracteristicas constitutivas. Debido a ello, durante un large pericdo de tiempo se le considerd el (nico miembro del
grupo de virus al cual representaba. En 1990, se diferencia serolégicamente un aislado de impatiens balsamina,
presentando ademas una lista de hospedantes diferentes, afectando unicamente a plantas ornamentales, y nace una
denominacion parg otro virus, “Impatiens necrotic spot virus” (INSV). Posteriormente y basandose en las
propiedades serologicas y reforzado por estudios moieculares surgen nuevas miembros que constituyen todos ellos

un nuevo grupo siendo el miembro tipe el TSWV. El International Committee on Taxonomy of Virus (ICTV) en la
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reunion celebrada en Berlin en 1990 acuerda que este grupo se considere el género Tospovirus dentro de la familia
Bunyaviridae. Los virus pertenecientes a esta familia infectan a animales e incluso en ocasiones han sido descritos
afectando al hombre, transmitidos por diferentes insectos como mosquitos, moscas, garrapatas, etc., solo los
miembros del género Tospovirus afectan a plantas, son capaces de reproducirse en el insecto vector ocasionandole
enfermedad. La familia Bunyaviridae estd constituida ademas de los Tospovirus por los geéneros Bunyavirus,
Flebovirus, Nairovirus y Hantavirus. Tospovirus y ‘os miembros de la familia Bunyaviridae tienen una composicion
estructura! del virién muy similar, ambos tienen forma esférica de 80 a 100 nm en el caso del TSWV y entre 90 y120
nm para los miembros de la familia citada. Ambos poseen una envueita protéica con proyecciones en la superficie y
nucleocapsidas circulares. Su genoma, en ambos casos, consta de tres segmentos de polaridad negativa compuestos
por ARN de simple cadena. En cuanto a las proteinas estructurales en ambos casos, se puede encontrar cuatro tipos
diferentes cuyas masas moleculares son similares: Proteina N (28,8 kDa. para TSWV y 19-54kDa en Bunyaviridae),
proteina G1 (78 kDa. y 55-120 kDa.}, proteina G2 {58 kDa. y 29-79 kDa.} y por tltimo la proteina L (200 kDa. para

TSWV y 145-250 kDa. para los miembros de la familia Bunyaviridae).

Si bien durante un largo tiempo un solc miembro fue el representante de este grupo mal conocido en sus inicios,
en este ultimo periodo un gran nimero de miembros han ocupado lugar dentro de este género. Asi cabe citar el ya
muy nombrado “Tomato spotted wilt virus” (Serogrupo 1), como miembro tipo del gnupo, “Tomato chlorotic spot
virus” (Serogrupo ll-serotipo 1), “Groundnut ring spot virus” (Serogrupo li-serotipo {1), “Impatiens necrotic spot
virus” (Serogrupo I}, “Watermelon silver mottle virus” (Serogrupo V). Entre otros miembros cabe citar el
"Groundnut bud necrosis virus”, "Groundnut yellow spot virus”, "Iris yellow spot virus”, "Melon spotted wilt
virus”, “Chrysanthenum stem necrosis virus” y “Zucchini lethal chlorosis virus”, eéstos dos (itimos

correspondientes a citas refativamente recientes e incluidos en la lista de alerta de la EPPO (6, 8, 9, 18).

Los Tospovirus son transmitidos por miembros de la familia Thripidae, orden Thysanoptera. Mas de nueve
especies han sido sefialadas como posibles vectores. El mas eficiente de todos es Frankiinieila occidentalis, la mayor
incidencia de estos virus es atribuida por diversos autores precisamente a la extensién de este trips. La transmision es
persistente-circulativa y en el caso del TSWV y del INSV se produce [a replicacion del virus en el interior del insecto
vector. Pocos virus de plantas han demostrado esta propiedad de muttiplicacion en el interior de su insecto vector. La
adquisicion del virus por el vector la realiza en su primer instar ninfal, siendo infectivo cuando llega al estadio de
adulto, aunque la infeccién no pasa a la progenie. Las poblacicnes anuales del insecto dependen de las condiciones

ambientales, en general tienen sus umbrales optimos entre 27°C y 30°C. Son extraordinariamente eficientes en
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realizar la transmision, se habla que con un 0,05% de adultos virosantes en plantas de pimiento son suficientes para
desencadenar la enfermedad. Ei porcentaje de individues infectivos es limitado y no suele pasar del 30%, pero dado el
valor anteriormente citado las posibitidades de infeccidn, teniendo el vector y et indculo, son altas. Las condiciones
ambientales también ejercen un papel importante sobre la entidad viral pudiendo ser limitantes o desencadenantes de

la enfermedad (6, 8, 9, 18).

La emergencia de los Tospavirus en el mundo ha sido atribuida a diversas causas entre las que cabe citar cambios
en las practicas culturales o expansién en el mundo de especies de trips vectores eficientes de este grupo. Por otra
parte la dificultad que presenta el control de los mismos y las pocas posibilidades de resistencia que presentan las
especies afectadas, aungue en este aspecto se esta avanzando sobre tode para tomate y pimiento, han favorecido la
expansion y asentamiento de este tipo de enfermedades. Las medidas profilacticas siguen constituyendo un buen
medio de control para las mismas, entre las que cabe citar el control del transporte del material vegetal, prevencion en
los semilleros, manteniendo la sanidad de las plantulas en ellos, ejerciendo inspecciones de los mismos o procurar su
realizacion en zonas libres de la enfermedad. Prohibicion del abandono de los cultivos afectados, tratamiento del
vector con productos que no dafien a sus parasitos, evitar traslapes entre cultivos sensibles en areas de alto riesgo,
utilizar rotacién de cultivos intercalando especies de menor sensibilidad al virus. Cambios en épocas de plantacién,
nutricidn equilibrada, eliminacidn de plantas silvestres reservorios del virus {pero nunca cuando estén en floracion),
utilizacion de mallas en aberturas en los cultives protegidos o cultivo bajo mallas (siempre y cuando no se introduzca
el vector en su interior), utilizacién de trampas pegajosas (amarillas o azules) y por tltimo 1a utilizacion de resistencia o

tolerancia, pueden ser entre otres algunos consejos a seguir para minimizar su presencia (6, 8, 8, 18).

3.1.10 PRINCIPALES PLAGAS DE LA PETUNIA
3.1.10.1 MOSCA MINADORA (Lirfomyza huidobrensis)

Las especies mas comunes y dafinas son pequefas moscas de 1a familia Agromyzidae del orden Diptera
especialmente el género Lirfomyza. La hembra adulta ocasiona dafno ¢ pequefas punciones en el haz de las hojas y
en algunas ocasiones en los pétalos, estas punciones eventualmente se tornan blancas, siendo éstas, oviposiciones
que pueden ser de hasta 300 huevos por postura en 14 dias. Dos o tres dias despues de la oviposicion nacen
pequefas larvas transparentes que se alimentan del tejido foliar formando tineles o minas en la lamina foliar, que

dependiendo del grado del ataque pueden minar por completo el area foliar hasta causar defoliacién (7, 14).



3.1.10.2 TRIPS DE LAS FLORES Frankliniella occidentalis Pergande

specie del orden Thysanoptera, suborden Terebrantia, familia Thripidae. Frankliniella occidentallis Pergande,
es una de las especies mas comunes bajo invernadero, su principal ataque es a las flores, botones florales, yemas
terminales, hojas tiernas, pétalos, causando deformaciones.
Es un insecto que tiene importancia agrondmica debido a los dafios que ocasiona, dado que afecta un elevado
ndmero de cultives. Es originario de California, cuando se detectd por primera vez no existian productos quimicos
eficaces contra esta plaga y en los primeros afios la poblacion incrementd rapidamente, causando graves problemas a
ias plantas, dejandolas secas totalmente. Después empezaron a sintetizarse materias activas eficaces contra e trips.
Dentro de los principales cultivos que ataca se encuentra el chile pimiento, berenjena, pepino, frijol, calabacin, sandia,

melon y tomate en invemadero. También ocasiona dafios en plantas ornamentales como rosal, gerbera, clavel,

compuestaceas, etc. (14, 16).

3.1.10.2.1 MORFOLOGIA

Los adultos de F. occidentalis son alargados; las hembras miden 1.2 mm; y los machos 0,8 mm de longitud, con
dos pares de alas plumosas replegadas sobre el dorso. Las hembras son de color amarillo-ocre con manchas oscuras
en la parte superior del abdomen. Presentan un aparato bucal raspador - chupador por lo que los dafios se dan en la
epidermis de las flores y frutos. De metamorfosis incompleta, los huevos son reniformes, de color blanco hiatino, de
200 micras de longitud, encontrandose insertados dentro de los tejidos de los vegetales. Las ninfas pasan por dos
estadios, siendo el primero muy pequeiio, de color blanco o amarilto palido. El segundo estadio es de tamafio parecido

al de los adultos y de color amarillo dorado (14, 16).

3.1.10.2.2 CICLO DE VIDA

Las hembras insertan los huevos de forma aislada dentro de los tejidos vegetales (hojas, pétatos de las flores
y partes tiernas del! tallo), en un ndmero de 40 a 300, a lo largo de su vida. El tiempo de incubactén varia segun la
temperatura, siendo de 4 dias a 26°C del huevo emergen las ninfas que comienzan enseguida su alimentacion en el
lugar donde se realiz6 la oviposicion, continuan su alimentacién en lugares refugiados de las hojas, flores o frutos. En
el siguiente estadio ninfal dejan de alimentarse, pasando a un estado de inmovilidad gque se desarrolla
preferentemente en el suelo, en lugares humedos o en grietas naturales de hasta 15 mm bajo el nivel del suelo. Los
adultos empiezan a colonizar Ias partes superiores de las plantas, teniendo gran apetencia por las fieres y el polen de

las mismas. Otras caracteristicas biclogicas de sumo interés son, su poder de adaptacién a diferentes climas, tienen
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una actividad fitéfaga, tanto en cultivos protegidos como al aire libre, durante todo el afio. El trips se desarroila en una
diversidad de cultivos, sin importar su estado fenologico. Pueden adaptase a plantas hospederas alternas, que pueden
servir como reservas de poblaciones que luego se dispersan sobre los cultivos. El ciclo de vida de F. occidentalis
depende de la temperatura. Los tnps se desarrolfan mas rapido a 30°C, a 18°C el desarrollo es mas lento que a
25,5°C. Poseen una rapidez de desarrollo, de tal manera, que a una temperatura de 25°C, e! tiempo transcurrido en

completar un ciclo es de 13 a 15 dias. En la Figura 1 se presenta e ciclo de vida de trips (14, 16).

Figura 1. Ciclo de vida del trips: 1 = huevo, 2 =1°instar, 3 =2° instar, 4 = pupa y 5 = adulto
3.1.10.2.3 REPRODUCCION Y CRECIMIENTO DE LA POBLACION

La reproduccidn de F. occidentalis puede ser tanto sexual como asexual. Hembras no fecundadas producen
descendencia masculina, mientras que las fecundadas, un tercio constituyen machos y dos tercios hembras. Al
principio de la temporada se encuentran mas machdé gue hembras en el invemadero, pero mas tarde, el porcentaje
se invierte. En pepino, a 25°C las hembras fecundadas o no, producen unos tres huevos diarios. Si los trips tienen
polen a su disposicion, el nimero puede ser muy superior. A 25°C una poblacion puede duplicarse en cuatro dias en
condiciones optimas. La longevidad de adultos es muy elevada (32-57 dias). Su fecundidad oscila de 33 a 135 huevos

/fhembra (14, 186).

3.1.10.2.4 DISPERSION EN EL CULTIVO
Una infestacion de F. occidentalis puede empezar por la entrada de fos insectos al invernadero con el material
vegetal. También los adultos pueden entrar al invernadero volando desde el exterior. Ademas, los trips pueden ivernar

en hendiduras y otros lugares reconditos, reapareciendo en la temporada siguiente. La dispersion de los trips dentro




del invernadero puede ser activa (volando o fiotando en corrientes de aire) como pasiva (por movimiento de personas,

plantas ¢ materiales) Frankiiniella occidentalis se encuentra generalmente en las partes altas de la planta, es poco

comun en las hojas y se puede localizar oculto en puntas de crecimiento, yemas florales y flores. Durante el dia puede

verse a muchos adultos entre las flores. A primeras horas de la mafiana se hacen mas activos y abandonan sus

refugios al liegar el medio dia (14, 18).

3.1.10.2.5 SINTOMAS Y DANOS EN LOS CULTIVOS

Los dafos provocados por el trips pueden clasificarse en dafios directos y en dafios indirectos. Los directos se
producen por ninfas y adultos al raspar y succionar el contenido celular de ios tejidos. Dafios producidos por
alimentacion producen lesiones superficiales de color blanquecino en la epidermis de hojas y frutos, en forma de una
placa plateada, que mas tarde se necrosan, pudiendo afectar a todas las hojas y provocar la muerte de la planta. La
saliva fitotoxica segregada en la alimentacion da lugar a deformaciones en los meristemos, que al desarrollarse la hoja
en la epidermis aparecen manchas cloréticas corrugadas. En frutos estos dafios deprecian la calidad. Yemas floraies
infestadas severamente pueden quedarse cerradas o dar lugar a flores deformes, como es el caso del rosal, lo que
disminuye su valor comercial considerablemente. También destaca ila formacion de agallas, punteaduras o
abultamientos durante las puestas, en los lugares en que se depositaron los huevos y que pueden tener importancia
en frutos (berenjena y tomate). Como indirecto se considera ia transmisién de virus. Franklinielia occidentalis, es un
vector puesto que inyecta saliva y succiona los contenidos celulares. Este insecto transmite fundamentalmente el virus
del Bronceado del Tomate (TSWV, del inglés Tomato Spotted Wilt Virus), el cual afecta principalmente tomate,

pimiento y ornamentales (7, 14, 16, 18).

3.1.10.3 MOSCA BLANCA (Trialeurodes vaporariorum)

Pertenece al orden Homaptera, familia Aleurodidae, cuya especie es Trialeurodes vaporariorum. Es comun en
invernaderos en especies ornamentales y de importancia econdémica por los dafios que causa. La hembra oviposita
en el envés de las hojas, al eclosionar la ninfa se mantiene fija a la hoja chupando la savia y a Iz vez inyectando
toxinas, es en este intercambio de fluido donde la mosca fransmite geminivirus y ocasiona enfermedades virosas a la

planta donde se alimenta, luego ocurre amarillamiento y acolochamiento de las hojas (7, 14).




3.1.10.4 LEPIDOPTEROS (Spodoptera ssp)

Aqui se consideran a las larvas del orden Lepidoptera, familia Noctuideae y del género Spodoplera. Adultos
de este grupo son palemillas y mariposas, cuyas oviposiciones se dan en el envés de las hojas. Al eclosionar los
huevos, emergen larvas y conforme van desarrollande asi incrementa la severidad del dafio que causan, ya sea en
hojas, brotes terminales, flores y frutos, dando como consecuencia perdida economica. Las hembras adultas tienen un
periodo de postura que oscila entre 8 a 15 dias dependiendo de fa especie y su capacidad de postura esta en un

rango de 200 hasta 2,000 huevos (7, 14).

3.1.11 ENFERMADADES COMUNES EN PETUNIA

3.1.11.1 AHOGAMIENTO O “DAMPING-OFF”

Esta enfermedad usualmente resulta por la infeccion de Pythium, Rhizoctonia, Alternaria, Botrytis, Fusanum y
ocasionalmente por Sclerctinia, puede resuitar en el momento en que va emergiendo la nueva planta o, lo que es mas
usuat, con el contacto de las nuevas raices con el medio o sustrato contaminado, en ambos casos la nueva planta
puede morir. Cada uno de estos hongos tiene condiciones favorables para su desarrollo, pero cuando hay
incremento en fa humedad es cuando pueden aparecer, o bien cuande hay contaminacién en el medio, agua, material
vegetal o bien en el manipuleo de la misma. Para evitar esta enfermedad es necesaric contar con un material de
calidad, buenas practicas de manejo y mantener un buen controf cultural y quimico para evitar contaminaciones (1,

14).

3.1.11. 2 MOHO GRIS Botrytis cinerea

Moho gris es la enfermedad ocasionada por Botrytis cinerea, el hongo afecta principalmente hojas, flores y

frutos. Se observa formacién mohosa que atrofia el desarrollo de las plantas las cuales terminan muriéndose. En las
flores se observa un drea suave como mojada en la orilla de los pétalos, aumentando con direccién hacia el centro de
la flor, adquiriendo por dltimo un aspecto de moho gris. La alta humedad ambiental, poca ventilacion y tiempo calido

favorecen el desarrollo de la enfermedad (1, 14).

3.1.11.3 MANCHA FOLIAR Alternaria spp.

Ataca gran numero de plantas, puede afectar tallos y follaje, en las primeras fases aparecen minusculas
manchas purplreas, que se van agrandando y el centro del 4rea se hunde, tornandose de coior café claro con orillas
purpuras, hasta invadir compietamente el follaje, cuando no se toman medidas de control, el cultivo puede llegar a

perderse (14).




3.1.11.4 CENICILLAS

Dentro del grupo de hongos que ocasionan las ceniciilas se encuentran los géneros Erysiphe, Leveillula y
Sphaerotheca, son encontrados principalmente, sobre hojas y en algunas otras partes verdes en plantas herbaceas.
Se reconoce porque en las hojas, tallos y botones florales, se observan manchas blanquecinas que en estado
avanzado forman una cenicilla blanca que las cubre completamente. La mayoria de las cenicillas producen esporas
que se dispersan por el viento e infectan a las plantas durante tiempo seco, dias calidos y noches frescas (32°C
durante el dia, humedad relativa 40-70% y noches 24°C, 95-99% de humedad reiativa). A diferencia de la mayoria de
los hongos patégenos de plantas, hongos que ocasionan cenicillas no requieren de agua libre presente en ia
superficie de la planta para germinar, crecer e infectar, son comunes y peligrosos en ambientes calidos y secos. Esto
se debe a que las esporas se dispersan, germinan e infectan cuando la humedad relativa en el aire es alta, pero no
existe una pelicula de agua en la superficie de {as plantas. Cuando la infeccién se ha iniciado el micelio se expande en
la superficie de la planta sin importar las condiciones de humedad presentes. Si no se toman medidas de control

reducen el rendimiento y calidad de las flores o follgje, flegando incluso a perder el cultivo (14).

PROPIECAD U i o oo ATEMALS
R R LT vy ‘_,: :TU i A

il
(ol P == P W
e . :}F".ﬂ_ar




20

3.2 MARCO REFERENCIAL

3.2.1 UBICACION GEOGRAFICA

La empresa Jardines Mil Fiores, S.A. se encuentra localizada en el Cantén “El Ingenio”, municipic de Amatitian
del departamento de Guatemala. Ubicada a 14°28'08" fatitud norte y 50°37'43" tongitud oeste. Colinda al norte con el
municipio de Villa Nueva, al sur con Palin Escuintla, al este con Villa Canales y al ceste con Magdalena Milpas Altas y
Santa Maria de Jesus, Sacatepéquez.

Se encuentra ubicada a 28.5 Km. de distancia al sur de la ciudad capital, teniendo acceso por la carretera
interamericana al Pacifico {CA-9). Se encuentra ubicada en la zona de vida de Bosque seco Subtropical (bs-S) dicha
zona tiene las caracteristicas de tener suelos cauqué {Cq) (7), caracterizéndose por ser suelos de la altiplanicie central
desarrollados scbre material voleanico a mediana altitud presentando un declive de 0 - 5% y un drenaje a través del
suele lento con capacidad de abastecimiento de humedad muy alto, con fertilidad natural alta y sin capas que limitan
la penetracién de raices. Se encuentra a una altitud de 1,189 msnm (11) y una temperatura ambiental promedio anual
de 22°C (12), con humedad relativa ambiental promedio de 74%. Presenta un clima templado. Los vientos presentan
un desplazamiento predominante del norte a noreste con una velocidad de 18.5 KPH como media anual. La
precipitacion pluvial anual es de 1,200 mm, reportandose las mayores intensidades en el mes de agosto segun

informe del Instituto Nacional de Sismologia, Vulcanologia, Meteorologia e Hidrologia (INSIVUMEH) (11,12,13).

3.2.2 CARACTERISTICAS DE LA PRODUCCION EN INVERNADERO

a) ORIENTACION: La arientacién que tiene es de-Este a Oeste con unos vientos que predominan en el transcurso
del afo del norte a noreste. Esta considerada esta orientacion por tener cercania al cafdn de Palin, quien hace

un efecto de embudo con el viento predominante.

b} ESTRUCTURA: Teda la estructura es de madera, con una cubierta o techo de plastico pigmentado color blanco
que tiene una opacidad del 73% que es equivalente a un 27% de intensidad luminica. Los frentes estan
circulados con saran anti-insectos de color verde en su maycria y otros de color negro. La superficie total por

invernadero es de 1500 m2
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c) AMBIENTE DENTRO DEL INVERNADERO: Las condiciones que se dan dentro del invernadero bajo las
caracteristicas anteriores son:
Temperatura: promedio minima anual de 10° C, media anual de 22° C y una promedio maxima anual de 38° C
Humedad relativa: 60 — 70 %.
Intensidad Luminica: promedio de 4,500 pies- candela, para el cultive de petunia.
3.2.3 MANEJO AGRONOMICO DEL CULTIVO
a) ESTERILIZACION DEL SUSTRATO: La esterilizacion del suelo con vapor de agua es un proceso mediante el cual
organismos nocivos a las nlantas tales como: insectos, patégenos y semilias de malezas, presentes en el suelo, son
eliminados con vapor.
La esterilizacion con vapor de agua comprende la difusion del mismo a través del suelo o sustrato, con la
ayuda de una caldera, para eliminar organismos nocivos. El suelo debe cubrirse con una lona o una pelicula de

plastico resistente que evite la fuga del vapor dentro de la camara de esterilizacion.
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4, OBJETIVOS

4.1 Determinar el agente causal de la marchitez de la petunia Petunia hybrida Vilm, bajo condiciones de

invernadero.

4.2 Caracterizar los sintomas en la plania ocasionados por el o los agentes causales de la marchitez de la petunia

Petunia hybrida Vilm.




5. HIPOTESIS

5.1. Existe al menos un agente fitopatégenc asociado a la marchitez de {a petunia (Pefunia hybrida Vilm ).




6. METODOLOGIA

El presente estudio se realizé en invernaderos de produccion y laboratorio de Fitopatologla de la empresa
Jardines Mil Flores, S.A. de Amatitlan, Guatemala y laboratoric de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia de la

Universidad de San Carlos de Guatemala.

6.1 FASE DE CAMPO

E! ensaye se hizo en invernadero de produccion, donde se realizé la evaluacion de 1a enfermedad. Se cuantificd la
incidencia de plantas enfermas, durante ef ciclo productivo de petunia. Este proceso tuvo duracion de tres
meses, de junio a principios de septiembre del 2003. La poblacion observada y muestreada fue de 400 plantas.
Se considerd como planta enferma toda aquella que presentaba “marchitez”, se identificaron y se recolectaron en

bolsas plasticas para su andlisis fitopatolégice en el laberatoric.

6.2 FASE DE LABORATORIO

6.2.1 ANALISIS MACROSCOPICO

Se analizaron los sintomas presentes en las plantas que se recolectarcn en invernaderg, luego se extrajeron
muestras del tejido enferme y sano, desde la raiz, tallo, hojas y flores. Inicialmente se desarrcliaron dos ¢olonias de
bacterias en el cultivo del material enferma, pero a través de pruebas de patogenicidad, utilizando la metodologia de
Naho Arai (17) se determind que no era problema d;a bacteriosis. Para el caso de hongos no se desarrolié ninguna

estructura que diera indicios de la presencia de enfermedad de tipo fungosa. Ademas no se manifestd ningun otro

pategeno que estuviera afectando a la planta de Petunia. En base en la aseveracién de German (9), donde menciona

que una infeccion de Tespovirus, puede confundir un diagndstico con una fusariosis ¢ bacteriosis, se procedio a la

determinacion de Tospovirus en petunia.




6.3 METODOLOGIA PARA DETECCION Y CONFIRMACION DE TOSPOVIRUS EN PETUNIA

6.3.1 DETECCION SEROLOGICA

En la deteccion de Tospovirus en petumia, se utilizé un “kit” de test para diagnostico marca comercial AGDIA,
CO., numerc de catalogo STX 30400. (Figura 2A). Para la realizacidén de dicha prueba, se utilizé el siguiente
procedimiento:
a) Materiales utilizados: rejilla de metal, “tubos Ependeff”, micro pipeta, mortero, pistilo, solucion tampén (Buffer),
tiras indicadoras de Tospovirus, balanza analitica y material vegeta!l enfermo de petunia (Figura 2B).
b) Proceso:
Recoleccion de 0.15 g. de tejido enfermo de plantas de Petunia {(Figura 2C).
Maceracion de tejido enfermo en mortero y pistito previamente esterilizados (Figura 2D).
Al macerado de tejido enfermo se le agregé 3 cc de solucién amortiguadora de fosfatos (Buffer) (Figura 2E).

Terminada la maceracion, se deposité en un tubo Ependoff para realizar la lectura del test (Figura 2F).

6.3.2 USO DE PLANTAS INDICADORAS PARA CONFIRMACION DE TOSPOVIRUS

Para la confirmacion de presencia de Tospovirus en plantas indicadoras recomendadas, segun Dal BG (6), se
eligieron cinco especies de plantas indicadoras las cuales estan son utilizadas para tal proposito, siendo éstas: tabaco
(Nicotiana glutinosa L.), Quenopodic o apazote {Chenopodium amaranticolor), vuéivete loca (Datura stramonium) y
chinita (Impatiens wallerana) y petunia Petunia hybrida coma pianta hospedante de la enfermedad. Todas las plantas
se mantuvieron en un invernadero a 28°C en promedio, a una intensidad luminica de 4,500 pie-candela, en la €poca
de junio a septiembre, con su régimen de riego y fertiizacién similares entre si.  El sustrate que se utilizo fue
previamente esterilizado con vapor de agua a 80°C durante 30 minutos, para evitar una posible contaminacion con

ofros patoégenos.

Las cinco plantas indicadoras se inocularon con el exiracto proveniente de plantas de petunia que
manifestaban la enfermedad. La inoculacion se realizd frotando el extracto con un hisopo de algodon sobre dos hojas
de cada una de las cinco especies de plantas indicadoras, previamenie espolvoreadas con carberundum como
abrasivo, para favorecer la penetracion del extracto. Las lecturas se iniciaron a los cinco dias despues de la

iroculacién, siendo en ese momento donde empezaron a manifestar los sintomas.




FIGURA 2 Procedimiento en la determinacién de Tospovirus en plantas de petunia, Pefunia hybrida Vim, con
sintomas de marchitez, utilizando la tira test de diagnéstico. A) “Kit” marca comercial AGDIA nimero de
catalogo STX 30400, B) Materiai de laboratorio utilizado, C) Seieccién de tejido enfermo en plantas de
peturia, D} maceracién de tejido enfermo en 3 cc extracto tampén SEB1; E) muestra de tejido enfermo
macerada en proporcion 1:20 (fejido vegetal : tampén), F) Toma de muestra en “tubos Ependoff” para fa
lectura del test. Fotos Francisco Barmentos.
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7. RESULTADOS

7.1 CARACTERIZACION DE SINTOMAS EN PLANTAS DE PETUNIA

En el lote de preduccion, les sintomas empezaren a manifestarse cuando la planta tenia seis semanas de
edad. Este periodo de tiempo coincide con el inicio de la floracidn bajo las condiciones en que se realizé la evaluacion.
El sindrome de la enfermedad puede resumirse en la siguiente descripcién.

Primero se observa un amarilfamiento del apice de la planta en las hojas jovenes y corrugamiento de las mismas
tal como se muestra en la Figura 3. Luego, las ramas de la planta se tornan necréticas y este sintoma desciende al
tallo principal, en el transcurso de dos semanas luego def inicio de los primeros sintomas. Esto, se considera un
tiempo bastante reducido y por ello la enfermedad es de suma importancia. En la fase cuande las ramas y tallo
resuitan afectadas, la planta se marchita y empieza a declinar {Figura 3}. Conforme el tiempo avanza, las ramas, hojas
y flores se deshidratan y 1a planta empieza a morir. A las siete semanas de iniciada la enfermedad, trece semanas de
edad de la planta, el sistema radicular aparentemente, se observa sano, pero, la parie aérea de la planta ha
colapsado, se considera muerta. Los resultados obtenidos estan dentro de la descripcion de Dal Bo et al. (1999), ellos
describen sintomas de mosaicos, clorosis, disminucién del tamano de las hojas y necrosis entre otros, atribuibles a
Tospovirus, en especies ornamentales de corte y maceta en Argentina. Los autores también mencicnan que las
especies de Tospovirus diagnosticadas en flores, TSWV y el TCSV son las mismas que afectan hortalizas tales como
tomate, pimiento y lechuga.

Los sintomas de la marchitez de la petunia ocasionados por Tospovirus (TSWV / INSV) de manerza sintetizada se

presentan en el Cuadro 1.

CUADRO 1 Sintomas ocasionados por Tospovirus en Petunia (Petunia hybrida Vilm), en condiciones de
invernaderg, Amatitlan, Guatemala, 2003.

ORGANO SINTOMAS EN LA PLANTA
Raiz ~ Pudriciéon completa de la base del tallo y raiz
Tallos Necrosis descendente, pudricion de haces vasculares y corteza
Peciotos Crecimiento descendente de la mancha necrética.
Hojas Amarillamiento apical, corrugamiento y necrosis de los bordes, manchas anulares necréticas,

lesiones locales cloréticas y necroticas.
Brotes tiernos  Amarillamiento apical que posteriormente se generaliza, necrosis descendenie.

Flores Deshidratacion, hasta secarse completamente y caer.
Frutos No se formaron.
Planta Amarillamiento de brotes tiernos hasta necrosarse, necrosis descendente, abarca todas las

ramas, liega a la base del tallo hasta provocar marchitez generalizada y causar la muerte.




FIGURA 3 Sintomas de Tospovirus en petunia, Petunia hybrida Vilm, en las condiciones de Amatitlan, Guatemala. A)
Amarillamiento apical, corrugamiento de hojas jdvenes en inicic de floracién, B) Necrosis en brotes, se observa hasta
el peciclo, ocurre dos semanas luego de su inicio, C) Marchitez en la cuarta semana de floracion, ramas de la planta
inician a declinar, D) Marchitez generalizada, las flores se deshidratan, E) Fase final, muerte total de la planta
enferma. F) Planta sin problema de Tospovirus. Fotos Francisco Barrientos.

[




7.2 INCIDENCIA DE LA ENFERMEDAD

La incidencia se inicié a cuantificar a partir del inicio de la floracién de las plantas de petunia, en donde se
manifestaron los sintomas de la enfermedad que fue necrosis y marchitez. La incidencia de la enfermedad
cuantificada a las dos semanas después de la floracion fue del 7%. A las 3 semanas, increments a 51%, a las cuatro
76%. en la quinta 86% y el 100% de incidencia de la enfermedad se observé después de seis semanas, Figura 3. En
la Gitima fase se observd plantas totalmente muertas, las cuales se eliminaron del invernadero de produccion. Este
comportamiento es demasiado rapido y no permitié abtencién de semilla. De acuerdo a los resultados el progreso de

la enfermedad se incrementa en funcién del tiempo de acuerdo con la etapa fenoldgica de la planta; y es notorio que a

partir de la primera semana de floracién, se acrecentd et nimero de plantas afectadas hasta llegar a la pérdida total.

En el andlisis de regresion con la serie de datos de incidencia, el modelo que mas se adapto y se eligio fue lineal
basado en el R? 0.9474 el cual es alto y menor cuadrado medio del error (MSE 0.107), comparado a !os otros modelos

donde este valor fue superior (Figura 4).
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FIGURA 4 Curva de progresc de la marchitez ocasionada por Tospovirus en petunia, Petunia hybrida Vilm, a partir del
inicio de Iz floracion, en condiciones de invernadero en Amatitlan, Guatemala, 2003
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7.3 CARACTERIZACION DE SiINTOMAS EN PLANTAS INDICADORAS

Los sintomas en las plantas indicadoras se manifestaron a partir de los cinco dias después de la inoculacién de
savia obtenida de plantas enfermas con Tospovirus, obtenida a partir de maceradeo. Los sintomas observados para
cada especie botanica fueron los siguientes:

1. Chenopodium amaranticolor. presenté manchas en forma de mosaico en la superficie de la hofa, acompanado
de manchas clordticas (Figura SA).

2. Nicotiana glutinosa hubo lesiones locales necréticas (Figura 58).

i} Datura stramonium manifestd manchas necréticas que cubrieron gran parte de la hoja (Figura 5C).

4. Impatiens wallerana presentd anillos concéntricos cuyo crecimiento formé lesiones iocales necroticas al final
(Figura 5D).

5. Petunia hybrida manifesté sintomas analogos a los observados en el ensayo de invernadero y consistié en

manchas locales anulares clordticas, seguidas de lesiones locales necrdticas, en algunas hojas se dio una
necrosis total, deformacion de hojas, hasta llegar a la marchitez (Figura 5E).

Dat Bo et al. (1999), caracterizando Tospovirus en cultivos ornamentales en la Piata, Argentina, utilizaron
Nicotiana glutinosa, N. rustica, N. benthamiana, Petunia hybrida, Chenopodium quinoa, Datura stramonium, Capsicum
annum y Gonphrena giobosa, como plantas indicadoras con fines de caracterizacion de virus. Resultados obtenidos
por los autores son analogos a los observados en esta investigacion, e iguales para Petunia hybrida y Nicotiana
glutinosa donde describen la observacion de lesiones locales necrdticas para ambas y en Nicotiana giutinosa
deformacién y mosaico en la planta como sintomas sistémicos. De acuerdo a los sintomas de los hospedantes
diferenciales en esta investigacon, los resultados coinciden para los citados para el virus de |a marchitez del tomate
(TSWV siglas en inglés) y el virus de Iz mancha necrotica de impatiens (INSV), también descritos por de Avila et al.

1993, citado por Dal Bo et al. (1959).

En el Cuadro 2 se presenta un resumen de sintomas observados en las diferentes especies de plantas indicadoras

wilizadas para caracterizacidn de Tospovirus.
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FIGURA 5. Sintomas observados en la caracterizacién de Tospovirus en plantas indicadoras. A} Chenopodium
amaranticolor flecha sefiala manchas localizadas en la hoja, clordticas que se toman blanquecinas, B)
Nicotiana giutinosa, flecha indica mancha necrética localizada, C} Datura stramonium, flecha muestra
manchas necréticas, D) Impatiens wallerana, flechas apuntan anillos concéntricos en la hoja, £} Petunia
hybrida, flechas sefialan necrosis en la hoja y brote, y F) Petunia hybrida con sintomas obtenidos en
invernadero andlogo a los mostrados en E. Fotos Francisco Barrientos.
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Cuadro 2. Sintomas observados en especies indicadoras, en respuesta a la inoculacion con Tospovirus obtenida de
Petunia Petunia hybrida, en la evaluacién baje invernadero, Amatitian, 2003.

ESPECIE HOSPEDANTE SINTOMAS

RBICALOES MAN MAC LLN DH M MAR NH LLC
Chenopodium amaranticofor % *
Nicotiana glutinosa * *
Datura stramonium *
Impatiens wallerana * % "

Petunia hybrida

REFERENCIAS:
Dh = deformacion de hojas; M = mosaico; Mac = mancha anular clorética; Man = mancha anular necrotica;
Mar = Marchitez;, Nh =necrosis de hojas; LLC = iesiones locales cloréticas; LLN = Lesiones locales necroticas.

7.4 DETERMINACION DEL AGENTE CAUSAL A TRAVES DE ANALISIS SEROLOGICO

Con el diagndstico realizade por medio del analisis Serologico, se determind la presencia de Tospovirus. De
acuerdo a las especificaciones de ta empresa AGDIA, las especies para las cuales fue positivo corresponden al Virus
del Marchitamiento Punteado del Tomate = “Tomato Spot Wilt Virus™ (TSWV), vy el Virus de la Mancha Necrética de la
Chinita = “Impatiens Necrotic Spot Virus™ (INSV), ambas especies pertenecen a la familia Bunyaviridae. De acuerdo a
estos resultados, las dos especies de virus se encuentran presentes en las plantas de petunia, ya sea en forma
individual o combinados, ambas producen marchitez.

Resultados de pruebas realizadas se muestran en la Figura 8. Esta es una técnica sensible y especifica ofrecida
por los reactivos de diagnostico disponibles. Esta es ampliamente utilizada en laboratorios para determinacion de este
tipo de patégenos y ha sido utilizada para el mismo objetive. Segian Dal Bé et al. (1999}, caracterizando Tospovirus en

cultivos ornamentales en la Plata, Argentina, a través de este método, comentan gue se trata de las mismas especies

que afectan tomate, pimiento y lechuga.
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Figura 6. Determinacion de especies de Tospovirus en macerado de petunia, Petunia hybrida Vilm, mediante el test
de diagndstico A) Macerado de petunia, y B) Reaccion positiva a TSWV / INSV =Virus del Marchitamiento
Punteado del Tomate= “Tomato Spot Wit Virus” / Virus de la Mancha Necrética de la Chinita = “Impatiens
Necrotic Spot Virus” (INSV), Amatitian, 2003. Fotos Francisco Barrientos.

7.5 VECTOR DE TOSPOVIRUS

Luego de determinar la presencia de las dos virus pertenecientes al género Tospovirus come agentes causales
de la marchitez de la petunia, a través de la caracienizacion de plantas indicadoras y tiras test de diagnostico. Se
procedié a estudiar el vector de los virus, De acuerdo a la literatura, estos tipos de virus Unicamente son trasmitidos
por medio de trips Whitfisld et al, (2005). En esta investigacién, trips provenientes de las instalaciones de la empresa
Jardines Mit Flores, S.A. donde se presenta el problema de marchitez en petunia, asociade a las plantas con este
sintorna, fueron determinados como pertenecientes a la especie Franklinielia occidenfalis Pergande. El insecto
pertenece al orden Thysanoptera, suborden Terebrante, y a la familia Thripidae, el cual adquisre el virus en sus
instares ninfales (Figura TA) y o transmite en su estade adulto (Figura 7B) (16,18, 23). De acuerdo a los mismos
autores, esta especie de trips es la mas eficiente en la trasmisidn de Tospovirus.

De acuerdo a los resuftados provenientes en la caracterizacién del patégeno con plantas indicadoras, tira de test
de diagnéstico y el insecto vector, todo coincide que el problema de marchitez asociado plantas de Petunia hybrida en
la Empresa Jardines Mil Flores, comesponde al género Tospovirus, especies de Virus del Marchitamiento Punteado

del Tomate = “Tomato Spot Wilt Virus” (TSWV) y Virus de la Mancha Necrdtica de la Chinita = “Impatiens Necrotic

Spot Virus™ (INSV).
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Flgura 7. Trips, Vector de Tospovirus. A) Primer instar ninfal de trips Franklfiniella occidentalis Pergande, y B) Trips
adultos. Fotos James R. Baker. La barma de escala muestra 1 mm.
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8. CONCLUSIONES

La marchitez del cultivo de la petunia Petunia hybrida Vilm es producida por Tospovirus (Bunyaviridae),
corresponde a las especies Virus del Marchitamiento Punteado de! Tomate, “Tomato Spot Wilt Virus™ (TSWV), y

Virus de la Mancha Necrética de Impatiens, “Impatiens Necrotic Spot Virus” (INSV).

Los sintomas de la marchitez de ia petunia ocasionados par Tospovirus (TSWV / INSV) producen los siguientes

sintomas en Petunia hybrida Vilm:

Raiz: Pudricién completa de la base del tallo y raiz.

Tatlos: Necrosis descendente, pudricién de haces vasculares y corteza.

Peciclos: Crecimiento descendente de Ia mancha necrdtica.

Hojas: Amarillamiento apical, corrugamiento y necrosis de los bordes, manchas anulares necroticas,

lesiones locales cloroticas y necréticas.

Brotes tiernos: Amarillamiento apical que posteriormente se generaliza, necrosis descendénte.

Flores: Deshidratacion, secado y abscision.
Frutos: No se formaron.
Planta: Amarillamientc de brotes tiernos hasta necrosarse, necrosis descendente, abarca todas las ramas,

llega a la base del tallo hasta provocar marchitez generalizada y causa la muerte.

8.3 Frankiiniella occidentalis Pergande fue la especie determinada como vector, asociada a la marchitez en plantas

de petunia provocada por Tospovirus dentro det invernadera.
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9. RECOMENDACIONES

Realizar ptanes de manejo enfocados a {a prevencion de Tospovirus en los diferentes estados fenoldgicos de

la especie ormamental en estudio.

Realizar estudios sobre dinamica poblacional de trips, en el lugar de produccion, por ser el vector principal de

Tospovirus.

Evaluar planes de manejo integrado del cultivo enfocado hacia la relacion Trips — Tospovirus, tanto a nivel

local (empresa) como regional.

Realizar estudios de la epidemiologia de 1a enfermedad de la marchitez de la petunia Pefunia hybrida para

tener herramientas para la toma de decisiones en programas de mangjo.

Realizar una caracterizacidon de Tospovirus encontrados en esta investigacion a fravés de microscopia
electrénica, técnicas moleculares (RT — PCR) para tener la certeza de que solo las dos especies
determinadas estan presentes o puede existir mas.

Utilizar material vegetal proveniente de cultivos in Vitro para mantener las lineas parentales libres de virus.

Mantener una conexion constante con las instituciones o ascciaciones relacionadas con la investigacion de

Tospovirus para conocer los avances en relacidn al control o manejo de fa enfermedad.
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11. ANEXO
% TSWV / INSV Tiras Tests
< PRUEBAS EN TIRA PARA LA DETECCION DEL VIRUS DEL MARCHITAMIENTO PUNTEADO DEL TOMATE Y
2 VIRUS DE LA MANCHA NECROQTICA DE LAS CHINITAS
Catalogo Numero: STX 30400
Lista de Contenido &
L 5
¥ Lote # Articulo /0025 - f0250
Y e TSWV / INSV ImmunoStrips 25 250
8 — Bolsas para extraccion de muestra Se vende por separado
SEB 1 (requerido)
Instrucciones 1 1 Cartea i ||
Mantener los articulos refrigerados (4°C) cuando no sean usados. ietast e 1
TSV besl lire 1

Usted necesitara Tijeras y un lapicero L

Almacenamiento Mantener las tiras bien selladas en el sobre con el deshidratante todo el tiempo.
Almacenar el sobre en el refrigerador (4°C) entre usos. El amortiguador de la muestra
deberd ser también refrigerado (4°C) cuando no esté en uso.

Seguridad El amortiguador de la muestra y las tiras no son peligrosas

Uso Deseado Las tiras TSWV / INSV son para ser usadas para la deteccion del Virus del
marchitamiento punteado del Tomate y Virus de la mancha Necrética de las Chinitas, en
plantas infectadas.

Las muestras deben ser tomadas de plantas sospechosas y luego colocar en el
de la Muestra amortiguador. Las bolsas para extracto de muestra
hacen mas facil la colocacion. Cada bolsa contiene
3 ml de amortiguador de extracto de muestra SEB1.
Recomendamos hacer una dilucién a 1:20, esto requerira cerca de 0.15g de

/’ \ muestra (area de la hoja cercade 3a5cm’ 61 pulgada?d).
v ! . .
A | i Corte la parte superior de la bolsa para extracto de muestra, siendo
o \ / cuidadoso de no  derramar el amortiguador. Colocar la muestra
®  Tamaio aproximado de iz dentro de ia bolsa. Frote la bolsa con  un lapicero para deshacer
e la muestra por completo. Use solamente una muestra por bolsa y asegurese de

etiquetar cada bolsa.

Procedimiento

de lainrueha Retire una tira TSWV / INSV del sobre. Cuando esté manejando la tira, siempre agarre  la parte

superior de la tira donde esta marcada con el nombre de muestra. No retire la cubienia
protectora.

Mantener li lira en posicion vertical, insértela en ¢ extracto. No permita que las puntas de ia tira sean sumersgidas cn ¢l
extracto mas de 0.5¢m o Y de pulgada. Asegirese que la tira permanezca en el extracto durante |z prueba.
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La finea de control aparecerd en 3-5 minutos. La reaccidon maxima ocurre en 30 minutos,
tiempo en el cual la tira debera ser removida del amortiguador. La linea de control asegura que
la prueba estd trabajando correctamente. Si la linea de control no aparece, ia prueba no es

valida.

Si la muestra es positiva (+) para el Virus del marchitamiento punteado del Tomate, la linea de
prueba del TSWV aparecera. Si la muestra es positiva (+) para el Virus de la mancha necrotica
de las Chinitas, 1a linea de prueba INSV aparecera, Sila muestra es negativa (-) para cualquiera
de las virus, la linea de prueba correspondiente no aparecera.

Si desea mantener las tiras como registros permanentes, corte la almohadilla de la
muestra y seque la tira con toallas de papel. Esto previene que cualquier liquido todavia en la
almohadilla de {a muestra interfiera con los resultados.

Pasitive far both Posilive (or Pasitive for Negattve for both
INSV and TSV SV TSWV INSV and TSWV
-] > r X
] = o |
Carcraline | - . — -
SV test 1ne % 18 | o
TEW best fing . = L

g (o
Lo siguiente es una descripcion de lo que puede limitar el desempefio de la prueba o interferir
con los resultados correctos de la prueba.

e Vencimiento: La prueba debera ser usada en el transcurso de un afo despues de 1a
compra.

» Temperatura: Resultados optimos de ka prueba ocurrirdn cuando la prueba sea realizada
en un ambiente donde ia temperatura esta entre 60°F y 95°F (15°C y 35°C).

+ Almacenaje: Los resultados de la prueba pueden ser débiles o pueden fallar si las
instrucciones de almacenamiento no son seguidas correctamente. Si el paquete de tiras
es dejado abierto por mucho tiempo, pueden absorber la hurmedad. Esto puede afectar
los resultados de la prueba.

» Dilucidn de la muestra; el desempefic de la tira es muy dependiente de la correcta
dilucion de la muestra. Extractos de la muestra conteniendo grandes cantidades de tejido
no seran correctamente abseorbidas por la tira.

« Sumergiendo la tira: las tiras de la prueba no deben ser sumergidas mas de 0.5cm ¢ % de
pulgada. Si se sumerge mas de eso, ciertos compenentes de la tira seran liberados en la
muestra en vez de ser absorbido por la tira. Esto a menudo resulta en una prueba fallida
en la cual no se forma la linea de control.
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