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RESUMEN

La empresa “Jardines Mil Flores S.A”, es una empresa de gran prestigio a nivel nacional e
internacional. La calidad de sus productos y su interés constante por la innovacion, la sitia

en un lugar preferencial en el ramo de los ornamentales.

El presente trabajo de graduacion es producto del Ejercicio Profesional Supervisado EPS,
efectuado en el afio 2008, en los laboratorios de cultivo de tejidos vegetales y fitopatologia
de la empresa “Jardines Mil Flores S.A.” ubicada en el municipio de Amatitlan,

departamento de Guatemala.

Con la finalidad de conocer las actividades y determinar las necesidades principales de los
laboratorios de cultivo de tejidos y fitopatologia de la empresa, se elaboré un diagndstico,
de este se obtuvo el tema de investigacion, que consistia en un problema principal de la
empresa. Asi mismo, se identificaron problemas de conocida solucion, estos se presentan

en este trabajo de graduacién como servicios efectuados en los laboratorios.

La investigacion consistié en la elaboracion de un protocolo de aclimatizacion ex vitro
debido a que las plantas procedentes del cultivo de tejidos, presentan un desenvolvimiento
anatomico y fisiolégico anormal, comparadas con las propagadas tradicionalmente de
forma natural (Debergh, 1991). De modo que, la terminologia aclimatizacion implica la
transicion desde las condiciones in vitro a las ex vitro, proceso complejo en el cual

interviene la mano del hombre (Preece y Sutter 1991).

Existen ciertas caracteristicas anatomicas que diferencian a las plantas cultivadas in
vitro de las cultivadas en condiciones naturales; las caracteristicas diferenciales estan en
las hojas que son mas pequefias y finas, el pobre desarrollo del parénquima y de la
cuticula con una considerable cantidad de espacios de aire en el mesofilo (Debergh,
1991).
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Para empresas como “Jardines Mil Flores S.A” es de suma importancia contar con un
protocolo de aclimatizacién, que garantice un buen porcentaje de sobrevivencia de las
plantas provenientes del laboratorio de cultivo de tejidos, por esto se procedio a la
evaluacion de los factores Intensidad luminica, por medio de dos tipos de plastico uno
transparente y uno pigmentado, tamafio de tuneles, tineles bajos de 50 cm de altura y
tuneles altos de 1 m de altura, los cuales tienen una influencia importante en el porcentaje
de humedad relativa y un tercer factor fueron los sustratos, debido a que las
caracteristicas de estos influyen de manera directa en el desarrollo de la planta, de modo
que se utilizd, arena volcénica al 100% previamente esterilizada con vapor, y una mezcla

de arena volcénica 90% y 10% de turba rubia comercial.

Mediante la evaluacion de los tres factores antes mencionados, se determiné su influencia
en el porcentaje de sobrevivencia a las tres semanas, el peso fresco y seco de las raices,
ademas, se determino el peso fresco y seco del follaje; se tomaron en cuenta estas
variables respuesta, ya que no basta con la sobrevivencia de las plantas, debido a que

para fines comerciales el buen desarrollo de la planta es determinante.

Los servicios consistieron principalmente en las siguientes actividades: Se elaboré un
Protocolo de iniciacion de trece especies ornamentales, pruebas de desinfeccién con
etanol al 70%, identificacion del hongo Alternaria zinniae que ocasiona problemas en
semillas de Zinnia (Zinnia elegans), identificacion del agente causal de “Pierna Negra”
(Pythium sp) en plantulas de Geranio, determinacion de los hongos (Cladosporium sp y
Botritis sp) causantes de contaminacion en polen y cabezuelas de Marigold (Tagetes
erecta L) Flor de muerto y evaluacion in vitro de fungicidas para el control de
Cladosporium sp., Botritis sp. Fusarium sp., Pythium sp.,Phytophthora sp.



CAPITULO |

DIAGNOSTICO DE LOS LABORATORIOS DE CULTIVO DE TEJID OS Y
FITOPATOLOGIA, DE LA EMPRESA “JARDINES MIL FLORES S. A



1.1 Presentacion

La Empresa Jardines Mil Flores S.A. fue fundada en nuestro pais en el afio de 1966, su
actividad principal es la produccion de semillas para exportacién, es una empresa que se
preocupa por la calidad de sus productos y por la satisfaccion de las demandas de sus
clientes alrededor del mundo. La empresa se localiza en Km 28.5 Carretera al Pacifico,
Cantén Ingenio Amatitlan, en las coordenadas, latitud Norte 14°28°12", longitud Oeste 90°
37°45”, cuenta con 94 invernaderos y en ella laboran actualmente alrededor de 635

personas (P. Cedillo Entrevista a personal Febrero 2008).

El laboratorio mas grande de la empresa es el de cultivo de tejidos, en el laboran
diariamente alrededor de siete personas y el jefe de area, este laboratorio tiene la
responsabilidad de proveer material vegetal in vitro de alta calidad a toda la empresa, el
que le sigue en tamafio y en actividades es el laboratorio de fitopatologia, en el laboran
dos personas que se encargan también del laboratorio de suelos, estos laboratorios tienen
a su cargo el analisis de las muestras de plantas, suelos, semillas y agua, los cuales
deben hacerse de forma eficiente y entregar los resultados con puntualidad a las tres

fincas, que componen la empresa en Guatemala.

En los laboratorios de Cultivo de Tejidos y Fitopatologia se desarrollaron todas las
actividades de ejercicio profesional supervisado EPS, por lo que el presente diagndstico se
enfoca en las actividades que se realizan en ellos, resultado de la informacion obtenida se

determind el tema de investigacion y servicios a prestar dentro de los mismos.



1.2 Marco Referencial

La Empresa Jardines Mil Flores, S.A. se encuentra localizada en el Barrio El Ingenio,
municipio de Amatitlan del departamento de Guatemala. Ubicada a 14°28°43"" latitud norte
y 90°37°43"" longitud oeste. Colinda al norte con el municipio de Villa Nueva, al sur con
Palin, Escuintla, al este con Villa Canales y al oeste con Magdalena Milpas Altas y Santa

Maria de Jesus, Sacatepéquez (Barrientos E. 2006).

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). Se encuentra a una altitud de 1,189 msnm y una
temperatura ambiental promedio anual de 22°C, con humedad relativa ambiental promedio

de 74%. Presenta un clima templado (Barrientos E. 2006).



1.3 Objetivos

Objetivo General

» Elaborar un diagnéstico general de la Empresa “Jardines Mil Flores S.A.”
y describir la situacion actual de los laboratorios de Cultivo de Tejidos,

Fitopatologia y Suelos de la misma.
Objetivos Especificos.
» Conocer las principales actividades que se realizan en los laboratorios.

» Determinar el tema de investigacion y los servicios que se realizaran en los

laboratorios.



1.4 Metodologia

Elaboracion del plan de diagndstico
La primera fase consistid en la elaboracion de un plan de diagnéstico (Lopez et al
2006), en donde se describio la metodologia y materiales para la elaboraciéon del presente

diagnéstico.

Reconocimiento y recopilaciéon de informacion

» Consistio en la recopilacién de la informacién general de las principales actividades
gue se realizan en la empresa y su organizacion actual.
» Se recopilé informacion sobre las actividades diarias que se realizan en los

laboratorios.

Andlisis de la Informacion
Se procedié a ordenar y analizar la informacién obtenida, con esto se logro identificar
el tema de investigacion y los servicios a realizar en los laboratorios, ya que estos deben

realizarse de acuerdo a las necesidades principales de cada uno de estos.



1.5 Resultados.
1.5.1 Mision de Jardines Mil Flores S.A.
Ser y sentirnos un ejemplo de produccidon y exportacion de productos en la

agricultura no tradicional de Guatemala y el mundo entero.

1.5.2 Visién de Jardines Mil Flores S.A.
Producir la mejor calidad de semilla y esquejes de plantas ornamentales para

satisfacer las demandas permanentemente cambiantes de nuestros clientes
interesados en forma profunda en la formacion, superacion y proyeccion social de
nuestro capital humano, asi como la conservacion, mantenimiento y fortalecimiento

de nuestro ambiente.

1.5.3 Departamentos y Areas de la empresa

La empresa esta organizada en los siguientes departamentos.

1. Departamento de Produccion. Dividido en:
. Area 1
. Area 2

2. Control de Calidad y Exportaciones

3. Departamento de Operaciones.

4. Departamento de Cultivo

5. Area de Fitomejoramiento y Test

6. Departamento de Planificacion

7. Departamento de Investigacion y Desarrollo

» Laboratorio de Cultivo de Tejidos
» Laboratorio de Fitopatologia.

» Laboratorio de Suelos. ( Ver figura 1)

8. Departamento Administrativo.



9. Departamento de Recursos Humanos
* Cafeteria
« Jardin Infantil
* Clinicas Médicas
10. Departamento de Personal
11. Departamento de Compras y Suministros
12. Departamento de Contabilidad

13. Departamento Informatica.
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Fuente: Cedillo Gdmez P.A.; en base a Organizacion de la Empresa



1.5.5 Generalidades de los Laboratorios
El departamento de investigacion y desarrollo tiene a su cargo los laboratorios de

Cultivo de Tejidos, Fitopatologia y Suelos, estos laboratorios prestan sus servicios a la

Empresa “Jardines Mil Flores S.A”.

Los laboratorios en orden de tamafio son
- Laboratorio de Cultivo de Tejidos
- Laboratorio de Fitopatologia
- Laboratorio de Suelos

Los tres laboratorios son parte del departamento de “Investigacion y Desarrollo”

Departamento de
Investigacion y

Desarrollo
[ |
Labor atorio de Cultivo Laboratorio de Laboratorio de Suelos
de Tejidos. Fitopatologia

Figura 2. Organizacion del departamento de Investig  acion
Fuente: Cedillo GAmez P.A.; en base a organizacion actual del departamento



10

Agronomo
Responsable

Supervisora
I |
Lab. Cultivo de Tejidos Lab. Fitopatologia y Suelos
» Personal operario » Encargada

* Personal operario

Figura 3. Organizacion interna de los laboratorios.
Fuente: Cedillo Gdmez P.A.; en base a organizacion actual del laboratorio

1.5.6 Laboratorio de Cultivo de Tejidos

a. Vision del laboratorio

Ser proveedor de material vegetal in vitro de excelente calidad a las unidades de

produccion tanto internas como externas a la corporacion.

b. Mision del laboratorio

Propagar sistematicamente todo el material vegetal con el que cuenta el laboratorio, con
una excelente calidad, en un ambiente altamente higiénico, eficiente, amigable y de

constante superacion.
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1.5.7 Actividades que se realizan en el laboratorio
El laboratorio de cultivo de tejidos, es el mas grande en extensiéon y es el que cuenta

con mas personal, en este laboratorio se realiza fundamentalmente la actividad de
micropropagacion, las fases son:

Fase 0: Preparacion del material vegetal : Aunque no esta dentro de las etapas propias
de la micropropagacion es una de las mas importantes, consiste en establecer un plan
de aplicaciones de productos quimicos al bloque madre, para garantizar, en la medida
de lo posible, la sanidad de los explantes que seran llevados al laboratorio (Lopez et al.
2001).

Fase 1: Iniciacion: EIl objetivo de esta etapa es establecer cultivos viables y limpios. El
exito lo determina la edad de la planta donante, la edad fisioldgica, el estado de
desarrollo y el tamafio del explante. En esta etapa los principales procesos a controlar
son la seleccidn, el aislamiento y la esterilizacién de los explantes (Lépez et al. 2001).

Fase 2: Multiplicacién o Propagacion : El objetivo de esta etapa es mantener y aumentar
la cantidad de brotes para los nuevos ciclos de multiplicacion y destinar parte de ellos a
la siguiente etapa de produccién. En esta etapa, los medios de cultivo, los reguladores
de crecimiento como auxinas, citoquininas y acido giberélico y las condiciones de
crecimiento juegan un papel critico sobre la multiplicacion de los explantes (Lopez et al.
2001).

Fase 3: Enraizamiento : En esta etapa se produce la formacion de raices. En algunas
especies la formacion de raices es relativamente facil. El enraizamiento puede
realizarse tanto en condiciones in vitro como ex vitro. En el primer caso pueden
emplearse varios tipos de medios y reguladores de crecimiento (auxinas) para promover
la rizogénesis. Y en el segundo caso variedad de sustratos (Lopez et al. 2001).

Fase 4: Aclimatizacion de plantas : Esta etapa puede iniciarse desde el laboratorio, a
esto se le llama aclimatizacidon in vitro, esto implica algunas variaciones en las
condiciones de las plantas previo a su aclimatizacion en los invernaderos, la
aclimatizacion ex vitro, es una etapa importante, esta etapa se realiza en el invernadero,
es en esta etapa donde la planta requiere de mayores cuidados, para asegurar su
sobrevivencia (Lopez et al. 2001).
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1.5.8 Principales funciones del laboratorio

a. Proveer material vegetal in vitro a toda la empresa y en algunos casos al
extranjero.

Dentro de las principales responsabilidades que tiene el laboratorio est4 la de proveer

material vegetal in vitro a toda la empresa, con las caracteristicas que indica en la Vision y

Misién del laboratorio.

Proveer material vegetal de alta calidad es una gran responsabilidad, el personal del
laboratorio y sus encargados se preocupan por mantener un ambiente higiénico,

proporcionandole a las plantas el mejor ambiente para su adaptacion in vitro.

Es responsabilidad también del laboratorio proveer un material vegetal que se adapte a las
condiciones de invernadero o condiciones ex vitro. Por esto se cuenta con un protocolo de
aclimatizacion de plantas provenientes de este laboratorio, este protocolo es util para
algunas especies ornamentales, sin embargo las necesidades de cada especie con que

cuenta el laboratorio son muy diferentes.

b. Iniciacion de plantas provenientes de los invern aderos para propagacion en el
laboratorio.
Este proceso consiste en la aplicacion de productos quimicos al blogue madre o
donante, para garantizar en la medida de lo posible, la sanidad del material vegetal que
sera llevado al laboratorio.
El objetivo principal es establecer cultivos viables y limpios. En esta etapa los
principales procesos a controlar son la seleccion, el aislamiento y la esterilizacion del

material vegetal.
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c. Recepcion de plantas in vitro .
En ocasiones se recibe material in vitro de otros laboratorios, algunos de ellos fuera
del pais, con la finalidad de propagarlo y satisfacer las demandas de produccion, el
personal del laboratorio se encarga de verificar la calidad y la cantidad de las plantas
que se reciben, asi como de darle las condiciones adecuadas y favorables para su

desarrollo y multiplicacion.

d. Mantenimiento de lineas
El laboratorio se encarga del mantenimiento de germoplasma en buenas condiciones
para cuando se requiera en produccion.
El material de mantenimiento, como todas las plantas del laboratorio se ubica el mismo

cuarto de crecimiento, bajo las mismas condiciones de temperatura y humedad.

1.5.9 Areas del laboratorio

Lavanderia : en este lugar se realiza el lavado y secado de los uniformes que son

utilizados a diario por el personal del laboratorio.

 Bodega de materiales: en la bodega se guardan los materiales para el uso diario
de los laboratorios, en esta se encuentra: material de oficina, cristaleria nueva,

bolsas plasticas y material de limpieza, entre otros.

« Oficina: ésta cuenta con una vista panoramica de todo el laboratorio, desde ella se

puede mantener el control de las actividades que se realizan en el.

« Area de cambio: en el area de cambio el personal deja sus pertenencias, en sus
respectivos lockers, al momento de ingresar a esta area se deben lavar las manos y

desinfectarlas antes de colocarse el uniforme.
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Cuarto de Transferencia: es el cuarto de mayor tamafo del laboratorio, en él se
encuentran tres camaras de flujo laminar, dos estantes metalicos para colocar el

material vegetal de transferencia, utensilios y material necesario para transferencia.

Cuarto de Crecimiento 1: en este se encuentra todo el material vegetal del
laboratorio, en él hay varios estantes iluminados, ventilacién y control de la

temperatura para mantener en condiciones estandar a todas las plantas.

Cuarto de crecimiento 2: en este hay estantes que se utilizan para colocar medios
de cultivo, cristaleria limpia, bandejas etc. Este cuarto no se utiliza para crecimiento
de plantas aunque no se descarta la habilitacion de una parte del cuarto para

proveer a las plantas de otro tipo de condiciones.

Cuarto de preparacion de medios: como su nombre lo indica en este cuarto se
preparan los medios de cultivo, que seran utilizados para las transferencias, en el
se cuenta con:

» Un refrigerador.

» Balanza analitica,

 Agitadores eléctricos.

» Medidor de pH

* Un horno microondas.

* Un autoclave

 Variedad de reactivos para la preparacion de los medios.
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1.5.10 Principales Normas del laboratorio

a. Reglas de ingreso

No ingresar ningun tipo de alimento ni bebida al laboratorio.

No ingresar al laboratorio si antes entré a un invernadero o a otro laboratorio.
Quitarse los zapatos.

Lavarse las manos.

Asperjarse las manos con desinfectante.

Colocarse el uniforme.

b. Normas de transferencia

Desinfeccion de ambientes con etanol al 70% antes de iniciar.

Limpiar las camaras de flujo laminar con Etanol al 70%, para esto el personal debe
colocarse guantes y mascarilla.

Identificar y revisar el cultivo antes de la transferencia.

No hablar en las camaras de flujo laminar para evitar la contaminacion.

Sellar los tubos con parafilm antes de llevarlos al cuarto de crecimiento 1, hacerlo
utilizando guantes y mascarilla.

Si algun tubo esta contaminado, llevarlo al laboratorio de fitopatologia para evitar la

contaminacion dentro del laboratorio.

c. Normas de preparacion y esterilizacion de medios

Revisar las recetas y las cantidades que se prepararan antes de iniciar

Limpieza y desinfeccion del area.

El personal debe utilizar guantes y mascatrilla.

Identificar el recipiente de preparacion, con el nombre del medio y la fecha de
preparacion, esto se hara también con los tubos o frascos que contengan el medio.
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Al ingresar la cristaleria al autoclave revisar las normas de uso de la misma,
especialmente las cantidades de medio, para que la esterilizacién sea efectiva.

Al finalizar el uso del autoclave, se debe esperar a que la temperatura este
alrededor de 70 € y la presion baje a 0, cuando ya se ha llegado a los niveles
deseados, se puede abrir el autoclave con precaucion usando guantes, se puede
sacar el medio de cultivo, el autoclave debe quedarse sin agua y secarla para evitar

la formacion de sarro.
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1.5.11 Laboratorio de Fitopatologia

a. Vision de los laboratorios

Proveer los andlisis y diagnosticos fitopatoldégicos de excelente calidad confiabilidad a

todos los usuarios de la corporacion.

b. Mision
Analizar y diagnosticar todas las muestras que ingresen al laboratorio en un ambiente
altamente higiénico, eficiente, amigable y de constante superacion, con una excelente

calidad, protocolos definidos, confiables y seguros.

1.5.12 Principales actividades del laboratorio

a. Test de Alternaria sp.
El laboratorio de fitopatologia se encarga de realizar los test de Alternaria sp. en
semillas de Mulata (Zinnia elegans) y Marigold (Tagetes erecta). Se cuenta con
estandares de calidad que impiden la exportacion de semillas con cualquier tipo de
patégeno, en este caso especialmente Alternaria sp. en semillas de Mulata y Marigold.
Las estrictas normas de calidad que exige la exportacién, provocan riesgos de pérdidas
econdémicas a la empresa, al no poder ofrecer a sus clientes de las variedades de las

especies antes mencionadas ya que estas son severamente afectadas por el hongo.

b. Diagnéstico de enfermedades
El laboratorio tiene la responsabilidad de identificar hongos y bacterias que ocasionan
enfermedades en las plantas provenientes de invernadero, para esto se cuentan con

medios de cultivo especiales para el aislamiento y posterior identificacion de estos.
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c. Extraccion de nematodos.
El laboratorio de fitopatologia realiza andlisis de nematodos en muestras vegetales y
de suelo que proviene de los invernaderos, aunque la extraccion de los nematodos se
realiza en el laboratorio de suelos, el conteo e identificacion de estos se hace en el

laboratorio de fitopatologia.

d. Analisis de hongos en suelo.
Este andlisis como su nombre lo indica tiene la finalidad de identificar hongos
fitopatdgenos en el suelo de los invernaderos, la sanidad del suelo es un factor

determinante para una mejor produccion.

e. Evaluacién invitro de fungicidas
Estas evaluaciones se realizan mezclando dosis de agroquimicos en un medio de
cultivo acido, que se inocula con el hongo puro que se desea controlar, para

posteriormente determinar cual mostro mayor eficacia.

f. Pruebas de patogenicidad.
Las pruebas de patogenicidad se hacen con la finalidad de determinar si un
microorganismo fitopatdégeno, puede ocasionar dafios a determinadas especies, estas

pruebas se hacen basandose en los postulados de Koch que son:

1. El agente debe estar presente en cada caso de la enfermedad en las condiciones
apropiadas y ausente en las plantas sanas

2. El agente no debe aparecer en otra enfermedad de manera fortuita

3. El agente debe ser aislado del cuerpo en un cultivo puro a partir de las lesiones de
la enfermedad.

4. El agente debe provocar la enfermedad en una planta susceptible al ser inoculado.
El agente debe ser aislado de nuevo de las lesiones producidas en las plantas de

experimentacion (Wikipedia 2011).
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g. Diagnostico de Virus

Los virus son parasitos obligados, de facil transmision y dificil diagnéstico, en el campo
sus sintomas son confundidos muchas veces con deficiencias de nutrientes o problemas
de riego, para realizar un diagnostico adecuado se deben realizar pruebas rapidas a través
de tiras indicadoras de marcas comerciales o a través de plantas indicadoras de virus

haciendo inoculaciones mecanicas.

1.5.13 Areas del laboratorio

El laboratorio de fitopatologia no cuenta con areas definidas como el laboratorio de Cultivo
de Tejidos, podemos identificarlas de acuerdo al equipo que se encuentra en ellas.
 Area de esterilizacion
En esta se encuentra una autoclave, que es utilizada para la esterilizacion de tubos y
frascos contaminados y para material de fitopatologia.
 Area recepcion de muestras e incubacion
En ella podemos encontrar varios gabinetes en donde se guardan medios de cultivo,
para crecimiento de hongos y bacterias.
» Area de andlisis y diagnostico
Es el area mas grande del laboratorio podemos encontrar
* 1 balanza analitica.
« 1 agitador,
* 1 horno microondas
* 1 horno de conveccion
* 2 estereoscopios
* 2 microscopios
» Una pequefa camara de refrigeracion
* Reactivos para la preparacion de medios.
+ Area de transferencias

En ésta encontramos una camara de flujo laminar.
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1.6 Conclusiones y Recomendaciones
1.6.1 Laboratorio de Cultivo de Tejidos

a. Material vegetal in vitro :

El Laboratorio de Cultivo de Tejidos tiene la responsabilidad de proveer material
vegetal de alta calidad, que tenga buena adaptaciébn a las condiciones ex vitro,
actualmente se cuenta con un protocolo de aclimatizacién para todas las plantas que
provienen del laboratorio, sin embargo no todas las especies tienen los mismos

requerimientos, lo que ocasiona que no todas tengan un buen porcentaje de “pegue”.

Por lo que se hace necesario la elaboracion de un protocolo que se adapte de mejor
manera a los requerimientos de las especies que se encuentran en el laboratorio, esto
con la finalidad de tener una mayor sobrevivencia en los invernaderos, haciendo que la

propagacion in vitro sea un proceso exitoso de principio a fin.

b. Iniciacién de explantes:

El Laboratorio de Cultivo de Tejidos cuenta con muchos métodos de desinfeccion de
plantas, la combinacion de desinfectantes y tiempos proporciona buenos resultados en
determinadas especies, actualmente el laboratorio no cuenta con un protocolo de
iniciacion establecido, debido a que no todas las plantas responden de la misma
manera a los agentes desinfectantes que se aplican, se hace necesario la elaboracion
de un protocolo de iniciacién que estandarice un tratamiento, para la desinfeccién de las
plantas que se desean introducir al laboratorio, los indicadores principales del éxito de
un tratamiento, son la ausencia de contaminacion y poco o0 ningun dafio mecanico al

material vegetal.
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1.6.2 Laboratorio de Fitopatologia

a. ldentificacion de Alternaria sp. en semilla de Zinnia

La calidad en cada uno de los procesos de produccion de la semilla es determinante
en la sanidad del producto final, la cantidad de tiempo y personal que se invierte en
los test de Alternaria sp. en semilla de Zinnia (Zinnia elegans) podrian reducirse si la
incidencia del patogeno fuese menor, lamentablemente la cantidad de semilla
contaminada es tanta que satura de muestras el laboratorio de fitopatologia.

Por lo que se considera importante involucrarse en cada uno de estos procesos
productivos, para la elaboracion de plan de manejo fitosanitario, iniciando con la

identificacion de la especie de Alternaria sp. que contamina la semilla.
b. Identificacion y aislamiento de hongos

Son muchos los hongos que pueden ocasionar dafio a los cultivos existentes en la
empresa, debido a esto se considera importante la identificacion, aislamiento y

pruebas para de control de hongos.

Por medio de estas pruebas podremos identificar que hongos ocasionan pérdidas

econdmicas y controlarlos con productos que encontramos en el mercado.
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2.1 Presentacion

La aclimatizacion es la etapa final de un protocolo de micropropagacion. Durante esta
etapa las plantulas deben adaptarse a nuevas condiciones ambientales en invernaderos,
para poder adaptarse a las condiciones de campo. El mal funcionamiento de las relaciones
hidricas asi como el pobre desarrollo del sistema fotosintético son las principales causas
de la pobre supervivencia alcanzada en esta fase.

Durante el cultivo in vitro las plantas crecen bajo un ambiente con alta humedad relativa,
baja intensidad luminosa, temperatura constante, escaso intercambio gaseoso y medios
ricos en compuestos organicos, especialmente sacarosa, es decir que la planta no realiza
ningun esfuerzo por conseguir su propio alimento, las condiciones son controladas por lo
gue no tiene que desarrollar defensas hacia el ambiente.

Los cambios fenotipicos que son inducidos por las condiciones ambientales provocan que
una gran parte de las plantas micropropagadas no sobrevivan al trasplante en las
condiciones naturales, lo que hace necesario aplicar técnicas de aclimatacién in vitro o ex
vitro que garanticen un retorno gradual de las mismas a sus caracteristicas morfologicas

normales (Agramonte et al 1993).

De modo que, la terminologia aclimatizacién implica la transicion desde las condiciones in
vitro a las in vivo, bajo la intervencién y guia de la mano del hombre (Preece y Sutter
1991) consideran a las cualidades intrinsecas de las plantas, como el factor mas
importante y de éxito en el traslado de estas, de las condiciones in vitro a in vivo. Para la
elaboracion de un protocolo de aclimatizaciéon se tomaron en cuenta tres factores, que se
consideran primordiales en el proceso de climatizacion de las plantas, estos son
Intensidad luminica, tuneles y substratos. La elaboracién de un protocolo confiable es
determinante para la sobrevivencia de las plantas, esto afecta de manera positiva a la
produccion de ornamentas y otro tipo de plantas propagadas in vitro.



2.2. Definicion del problema

La propagacion in vitro tiene muchas ventajas sobre la agricultura convencional, como la
alta tasa de multiplicacion, crecimiento libre de plagas y enfermedades etc. Sin embargo la
adaptacion de estas plantas al ambiente es dificil, el cultivo in vitro altera algunas de las
caracteristicas morfoldgicas de las plantulas tales como la composicién quimica de la capa
epicuticular (Preecey Sutter 1990), la forma y distribucion de los estomas (Ziv 1990), y la

estructura de hojas y los tallos (Pierik 1987).

Las plantas propagadas in vitro tienen requerimientos climaticos diferentes, debido a que
en su etapa de laboratorio las plantas, no activan completamente su aparato fotosintético.
Una de las fases de la micropropagacion y la que determina el éxito de todo el proceso es
la fase de aclimatizacion, en esta fase se evaltan factores que influyen directamente en el
desarrollo de las plantas, el éxito del proceso depende en gran parte del manejo que el
hombre le dé a las plantas, para que la adaptacién ex vitro sea exitosa se requiere de un

protocolo confiable que satisfaga las necesidades de cada especie.

El laboratorio de cultivo de tejidos de la empresa “Jardines Mil Flores S.A.” es el
encargado de producir material vegetal de calidad, que se adapte en buena manera a las
condiciones ex vitro, actualmente en el invernadero, existe un protocolo que es utilizado
para todas las plantas que provienen del laboratorio, sin embargo no todas las especies
tienen los mismos requerimientos climaticos, por lo que la respuesta de algunas especies
no es uniforme al protocolo actual. Por ello el presente trabajo contribuira con el desarrollo
y empleo de técnicas que propicien una mayor eficiencia y calidad en la produccion de las

especies en estudio.
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2.3. Marco teorico

2.3.1 Concepto de aclimatizacion

Se entiende por aclimatacion el proceso de adaptacion de una planta a un area o zona
climatica de la cual no es nativa, o a un microclima distinto al que ha tenido lugar en una
fase previa al cultivo (Hoyos y Palma, 1995).

Poole y Conover (1983) citado por Mogollon (2002), sefialaron que se acorddé como
término preferido “aclimatizacion” y no aclimatacién. Esto se sustenta en “The American
Heritage Dictionary of the English Lenguaje”, el cual describié el primer caso como la
adaptacion climatica de un organismo, especialmente de una planta, que ha sido movida a
un nuevo ambiente bajo condiciones controladas por el hombre y el segundo, el ajuste de

un organismo a entornos naturales, es decir, que es un proceso natural.

2.3.2 Importancia de la aclimatizacion para el cult  ivo in vitro.

Este proceso es fundamental ya que el uso exitoso de la micropropagacion de especies de
importancia econ6mica depende, en gran manera, de una adecuada aclimatizacion
(Penalver et al., 1998; Mogollén 2003).

El establecimiento de plantas a condiciones ex vitro suele ser una limitante para el éxito de
la micropropagacion. El estrés hidrico de alta intensidad de luz va en detrimento en la
sobrevivencia de las vitroplantas que son transferidas a un invernadero (Poole y Conover,
1983). Ademas de lo antes mencionado, el tiempo inmediatamente posterior al trasplante
desde las condiciones ex vitro, las vitroplantas presentan baja capacidad fotosintética y
alta susceptibilidad a la desecacion debido al funcionamiento inadecuado de los estomas
(Seon et al.,, 2000), la reduccion de las ceras epicuticulares (Grout, 1975; Sutter y
Langhans, 1982) y el desarrollo deficiente de la cuticula (Brainerd y Fuchigami 1981).

A partir de los afios 90, han sido desarrolladas técnicas de aclimatizacion para
aumentar la sobrevivencia de las plantulas durante esta etapa. Estas buscan limitar la
pérdida de agua que sufren las plantulas al ser trasplantadas al invernadero, ya sea
mediante la modificacion del ambiente externo al cual son transferidas, o mediante
tratamientos directos a las plantas antes o después de su remocion del cultivo in vitro

qgue normalicen su actividad fisioldgica y su composicion estructural.
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Algunas de las técnicas utilizadas para modificar el ambiente externo son la reduccion
paulatina de la humedad relativay el aumento gradual en la luminosidad (Preece y Sutter
1990).

Técnicas de aclimatizacion.

Para lograr la adecuada adaptacion de las vitroplantas al ambiente ex vitro es necesario
valerse de técnicas que proporcionen condiciones ambientales que gradualmente las
“endurezcan”. De tal forma que, una vez finalizado este periodo las mismas presenten
caracteristicas que las faculten para crecer en el vivero. Entre estas resaltan el uso del
propagador de neblina y la cdmara humeda en sus diferentes modalidades, las cuales
pueden combinarse con tratamientos de endurecimiento durante la fase final de desarrollo

in vitro (J. Torres, entrevista personal, Enero 27, 2008, citado por Nieto Lucena CA 2008).

2.3.3 Caracteristicas de las plantas propagadas in vitro

El cultivo de tejidos altera algunas caracteristicas morfolégicas de las plantulas in vitro
tales como la composicién quimica de la capa epicuticular (Preece y Sutter 1990), la
forma vy distribuciéon de los estomas (Ziv 1995), y la estructura de las hojas y los tallos
(Pierik 1987).

También afecta caracteristicas fisiologicas como la actividad estomatica y la funcionalidad
de las raices y las hojas (Diaz-Pérez et al. 1995, Huylenbroeck y Debergh 1996, Chacodn
et al. 2000).

Estos cambios dificultan la capacidad de algunas plantulas para adaptarse a las
condiciones externas, y por ello un nimero significativo de plantas micropropagadas no

sobrevive la etapa de aclimatizacion (Preece y Sutter 1990).
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Caracteristicas anatomicas y morfologicas de las pl antas propagadas in vitro

Las plantas procedentes del cultivo de tejidos, presentan un desenvolvimiento anatomico y
fisiol6gico anormal, si se comparan con las propagadas tradicionalmente de forma natural
(Debergh, 1991). De modo que, el término aclimatizacion implica la transicion de in
vitro a in vivo, bajo la intervencion y guia de la mano del hombre. Preece y Sutter (1991)
consideran a las cualidades intrinsecas de las plantas, como el factor mas importante y

de éxito en el traslado de estas, de las condiciones in vitro a in vivo.

Paques (1991) estima a la vitrificacion o hiperhidratacion como el sintoma mas
frecuentemente calificado con el adjetivo anormal, en torno al comportamiento de las
plantas cultivadas in vitro. No obstante, existen ciertas caracteristicas anatomicas que
diferencian a las plantas cultivadas in vitro de las que se desarrollan en condiciones
naturales; tales como hojas mas pequenas y finas, y pobre desarrollo del parénquima y de
la cuticula con una considerable cantidad de espacios de aire en el mesdfilo (Deberg,
1991).

Otra caracteristica de las plantas obtenidas por cultivo de tejidos, es no ser
fotoautotréficas; sino mas bien mixotroficas o heterotréficas, pues los hidratos
de carbono los toman del medio de cultivo y los cloroplastos se encuentran deprimidos.
Estos factores afectan la fotosintesis, la cual debe jugar un papel importante en la
aclimatizacion y la supervivencia (Deberg, 1991).

La apertura y cierre estomatico ha sido definida por el propio autor como el elemento de
mayor implicacion en la desecacién o deshidratacion de las plantas, llevadas a
condiciones semi controladas procedentes del cultivo in vitro. Esto lo relaciona con el
pobre funcionamiento de los estomas, el anormal desarrollo de las células oclusivas y a la
poca selectividad en la acumulacion de Na, K y Mg en dichas células durante el cultivo in

vitro.
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2.3.4 Control de las condiciones ambientales en la fase de aclimatizacion.

El mantener una alta humedad en los primeros dias de la transferencia ex vitro es un
factor critico para la sobrevivencia de las vitroplantas, ya que por sus condiciones
fisioloégicas y anatdmicas, son muy sensibles a presentar desequilibrio en el mecanismo
estomatico y en consecuencia, las células de las regiones mas tiernas manifestaran estrés
hidrico. De alli que una de las principales técnicas para la aclimatizacién es el utilizar
sistemas que proporcionen alta humedad relativa y que permitan su reduccion gradual
hasta el final del proceso (Wetzstein et al., 2002). Por la razén anterior, Trujillo et al. (1999)
y Mogollén (2002) sefialaron, que la mayoria de los invernaderos disponen de sistemas
de nebulizadores, también denominados “mist” o “fog”, humidificadores o ambientes
cerrados, que retienen vapor de agua como los tuneles, tiendas, camaras humedas o
camaras de endurecimiento.

Las plantas cultivadas in vitro crecen a bajos niveles de luz, por lo que desarrollan hojas
muy delgadas, y con alteraciones anatomicas y funcionales. Por tal motivo, ante estas
condiciones, sufren clorosis y quemaduras (Mogollon, 2002).

Las vitroplantas son generalmente aclimatizadas durante 4 semanas a 90% de sombra.
Esta reduccion de la intensidad luminosa en condiciones de invernadero es un factor
fundamental en los procesos de aclimatizacion (Riquelme et al., 1991).

De acuerdo a lo sefialado por Ziv (1995), durante las primeras dos semanas posteriores al
trasplante, es necesario controlar adecuadamente los factores ambientales vy
practicamente se requiere simular las condiciones del ambiente in vitro, hasta tanto que
las plantas se adapten.

De esta forma se evita el exceso de transpiracion de las plantas hasta que desarrollen un
adecuado aparato estomatico y la cuticula. EI método mas utilizado es el riego en forma
de neblina, sin embargo, el incremento de la humedad beneficia el desarrollo de algunas
algas y sobre todo de microorganismos, principalmente hongos, que afectan la sanidad de

los cultivos.



30

Se han aplicado practicas dirigidas al endurecimiento de las vitroplantas antes de la
aclimatizacién, reduciendo la humedad relativa en los recipientes de cultivo e
incrementando la intensidad luminosa a la que se exponen los mismos (Donnelly et al.,
1995), Mogollon (1995), reportd haber obtenido una sobrevivencia del 80 a 90%

aclimatizando las vitroplantas de gerbera bajo nebulizacién durante dos semanas.

2.3.5 Factores ambientales dentro de los invernader  o0s y su influencia en las plantas

La ambientacion o climatizacion de invernaderos implica el manejo de los factores y
elementos climéticos dentro de las instalaciones, con la finalidad de recrear las
condiciones Optimas o ideales para el desarrollo de los cultivos. Este manejo se realiza
mediante una serie de estrategias, practicas y equipos que permiten controlar la
luminosidad, la temperatura y la humedad relativa en funcion de los requerimientos de los

cultivos.

El desarrollo equilibrado de las plantas depende de que variables como luminosidad,
temperatura, humedad, concentracion de dioxido de carbono (CO;) y de oxigeno (Oy),
incidan favorablemente sobre los procesos fisioldgicos. (Ferrato y Panelo 2003). A su vez,
estos factores estan intimamente relacionados entre si y actuan sobre el crecimiento
vegetativo posibilitando la absorcion por raices de las soluciones del suelo, en condiciones
de humedad 6ptima y temperatura controlada; favoreciendo la produccion de elementos
organicos por medio de la fotosintesis; permitiendo la transpiracion del vapor de agua
excedente en la planta, cuando la humedad no es excesiva y la temperatura es la
apropiada; facilitando la respiracion optima del vegetal en un medio provisto de oxigeno y

valores normales de CO, (Ferrato y Panelo 2003).

Temperatura

La temperatura es uno de los factores mas importantes en el desarrollo de las plantas.
Por eso, una de las principales ventajas de los invernaderos es la posibilidad de crear las
condiciones climaticas que mas acomoda a los cultivos, previniendo los dafios por bajas

temperaturas (Barrios 2005).
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Cuando hay heladas se producen dafos en los tejidos de las plantas. Para prevenirlas, es
conveniente que el invernadero tenga doble cubierta y pueda quedar perfectamente

cerrado para evitar el frio durante las noches.

Lo mismo ocurre cuando el rocio sobre las plantas se evapora muy rapido, a la salida del
sol, y la temperatura ha bajado de 0° C. Esto se previene cuidando que no se moje la
parte aérea de la planta al regar, y con una buena ventilacion del invernadero. Asi se evita
que la evapotranspiracion sature la atmdésfera interior y se humedezca el follaje (Barrios
2005).

Pérdida del calor por irradiacion. La temperatura del interior del invernadero, almacenada
durante el dia, baja en la noche. Este tipo de heladas se presenta en noches despejadas,
sin vientos y con baja humedad relativa en el aire. Se evita utilizando polietileno térmico en
la cubierta. Este conserva algunos grados mas de temperatura por ser menos permeable

a los rayos infrarrojos de onda larga.

Cuando el costo de los cultivos y cosechas lo justifique es conveniente, ademas, contar
con equipos calefactores que produzcan una buena distribucion del calor y que no

provoguen contaminacion por acumulacion de gases (Barrios 2005).

Importancia de la luz para plantas

La energia solar radiante es el factor ambiental que ejerce mayor influencia sobre el
crecimiento de las plantas. De ella depende la mayoria de los procesos bioldgicos,
incluyendo la fotosintesis, que es el proceso de conversion de la materia inorganica en

materia organica, constituyendo la base de todas las cadenas alimenticias de la tierra.

En este proceso, los rayos luminosos son absorbidos por los cloroplastos y utilizados
como energia para la formacién y asimilacion de compuestos organicos complejos, a partir
del CO2, capturado por los estomas y de los elementos que la planta toma del suelo, los
sustratos o la solucidn nutritiva, procesos en el que principalmente intervienen las raices
(Pacheco 2010).
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Asi, la energia luminosa es fundamental en varios procesos que realizan los vegetales.
Ademas de los procesos foto energéticos y foto quimicos, que conforman la fotosintesis,
también interviene en los procesos de movimiento y formacion de las plantas, los
tropismos, la orientacion, el alargamiento del tallo, la formacion de pigmentos y la clorofila
(Alpi y Tognoni, 1999; Elias y Castillvi, 2001).

Al transformarse de energia luminosa en energia calorifica, la luz, interviene en todos los
procesos bioquimicos de los vegetales. Asi la luz actia sobre el crecimiento y desarrollo
de las plantas verdes, como fuente energética para la asimilacién fotosintética de CO2, asi
como fuente primaria de calor y estimulo para la regulacién del desarrollo de todos los
tejidos vegetales (Alpi y Tognoni, 1999; Elias y Castillvi, 2001).

Cada especie vegetal requiere de una cantidad especifica de radiacion luminosa para
desarrollar la fotosintesis y expresar su potencial productivo. Si falta luz, las plantas
tienden a alargarse y crecen con tallos y ramas débiles. Por el contrario, si una planta
tiene mas iluminacion de la requerida, crecera lentamente, presentara tallos duros, hojas
arrocetadas y sus flores seran de colores palidos. Dentro de un invernadero una cantidad
excesiva de luz traera como consecuencia temperaturas altas y baja humedad relativa,

aumentando la transpiracion de las plantas y el consumo de agua (Martinez, 2002).

Humedad ambiental del invernadero

La humedad relativa dentro de un invernadero interviene en varios procesos como; el
amortiguamiento de los cambios de temperatura, el aumento o disminucién de la
transpiracion, el crecimiento de los tejidos, la viabilidad del polen para obtener mayor
porcentaje de fecundacion del ovario de las flores y en el desarrollo de enfermedades y
plagas. Cuanto mas humedo esté el ambiente, menos posibilidades existen de aumentar
la evaporacion y la transpiracion de las plantas, a no ser que aumente la temperatura del
ambiente. A mayor temperatura dentro del invernadero menor humedad relativa. A menor

humedad relativa mayor consumo de agua (Pacheco 2010).
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Cuando la transpiracién es intensa, como consecuencia de la falta de humedad en el
ambiente o por las altas temperaturas, puede ocurrir mayor concentracion de sales en las
partes donde se realiza la fotosintesis y quedar disminuida esta funcion (Serrano, 2002).
La transpiracion de las plantas se da por medio de los estomas, junto con el intercambio
gaseoso Y la asimilacion del CO2 atmosférico. Para ello las hojas deben mantener abiertos
sus estomas y perder agua, si la pérdida de agua es elevada, cierran estomas y disminuye
la asimilacion de CO2, disminuyendo la tasa de fotosintesis.

Cuando la humedad relativa es elevada, el agua se condensa en la parte alta del
invernadero, por adentro de la cubierta, provocando goteo sobre los cultivos y creando
condiciones favorables para el desarrollo de enfermedades. Humedad relativa alta y altas
temperaturas son las condiciones ideales para el desarrollo de las enfermedades fungosa
(Pacheco 2010).

Para evitar el goteo provocado por la condensacion, actualmente ya se fabrican cubiertas
de plastico con aditivos antigoteo, que hacen que el agua que se condensa en la parte
superior escurra hacia los lados, donde es recolectada por canalillos colocados para ese
fin (Pacheco 2010).

El agua también puede condensarse sobre los bordes de las hojas de las plantas, esto
ocurre durante la noche cuando la humedad del aire es alta y la temperatura de las hojas
es mas baja que la temperatura del aire circundante.

La humedad relativa se puede controlar y aumentar mediante sistemas de evaporacion de
agua, como nebulizadores, micro aspersores y muros humedos o regando agua en el piso
para que se evapore, disminuya la temperatura y aumente el contenido de humedad
relativa (Pacheco 2010).

2.3.6 El Sustrato

El término sustrato se aplica en Horticultura a todo material solido, natural, de sintesis o
residual, mineral u organico, distinto del suelo in situ, que colocado en un contenedor en
forma pura o en mezcla permite el anclaje del sistema radicular, desempefiando, por tanto,
un papel de soporte para la planta (Blanc, 1987; Abad, 1991; Abad y Noguera, 1998). El
sustrato puede intervenir (material quimicamente activo) o no (material inerte) en el

complejo proceso de la nutricion mineral de la planta.
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La sustitucién del cultivo tradicional en suelo por el cultivo fuera de suelo ha evolucionado,
aumentando considerablemente la posibilidad de control de los factores de produccién
relacionados con el entorno radicular de la planta.

Ademas de la posibilidad de control, el cultivo en sustrato presenta otras caracteristicas
diferenciadoras respecto al cultivo en suelo. Asi, Raviv et al. (1986), FAO (1990), Abad
(1995), Abad y Noguera (1998), sefalan las siguientes razones para sustituir el cultivo en
suelo por el cultivo fuera de suelo:

1. La necesidad de transportar las plantas de un lugar a otro.

2. La existencia de factores limitantes para la continuidad de los cultivos intensivos en el
suelo natural, particularmente salinizacion, enfermedades y agotamiento de los suelos
agricolas.

3. La fuerte intensificacion cultural que facilita el cultivo hidropdnico y en sustrato, al
permitir un control riguroso del medio ambiente radicular, especialmente de los aspectos
relacionados con el suministro de agua y de nutrientes.

Desde el punto de vista horticola, la finalidad del sustrato de cultivo es producir una planta
o0 cosecha de calidad y abundante, en el periodo de tiempo mas corto posible y con los
menores costes de produccion (Abad et al., 1993). Ademas, el sustrato utilizado no debe

provocar un impacto medioambiental de importancia.

Materiales utilizados como sustratos

El sustrato de cultivo esta constituido por un material poroso, en el que se desarrolla el

sistema radicular de la planta, y del que ésta toma el agua y los nutrientes que necesita

para su desarrollo y el oxigeno necesario para el funcionamiento correcto del sistema

radicular. Para Michelot (1999), el soporte del cultivo (suelo o sustrato) cumple cuatro

funciones:

» Asegura el anclaje mecanico de la planta

» Constituye la reserva hidrica de la que las raices toman el agua para cubrir las
necesidades de la planta

* Las raices son 6rganos aerobios. El sustrato debe proporcionar el oxigeno que necesitan
para su correcto funcionamiento.

* Finalmente, debe asegurar la nutricion mineral de la planta.
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El cultivo en sustrato proporciona, en relacion al cultivo en suelo, una mayor capacidad de
control de los factores de produccion relacionados con el sistema radicular de la planta.
Esta mayor capacidad de control es posible por la reduccion de la capacidad tampon del
medio, debida por una parte a la reduccion del volumen explorado por las raices y por
otra a las caracteristicas propias de los materiales empleados como sustratos de cultivo.
Son numerosos los materiales porosos que se pueden emplear para cubrir estas
necesidades.

Las caracteristicas que debe reunir el sustrato a emplear varian en funcién de las
necesidades del material vegetal a utilizar (especie, variedad, si se trata de varias
especies o de una sola, etc), del objetivo del cultivo (multiplicacién, produccion de planta,
produccion de fruto, (estructuras de proteccion del cultivo, sistemas de control de la
solucion nutritiva, sistemas de control de riego, etc), de la incidencia de factores no
controlados por el agricultor (factores climaticos, posibilidad de fallos en los sistemas de
control, etc).

Ante esta diversidad de necesidades, la diversidad de posibles materiales y de sus
caracteristicas proporciona la posibilidad de seleccionar el sustrato en funcidon de las
necesidades propias de cada explotacion.

Desde el punto de vista de las caracteristicas de la explotacién y de las técnicas de
produccion, se presentan dos situaciones claramente diferenciadas: el cultivo hidropdnico

y la produccion de planta de maceta o contenedor (Terés 2001).
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2.4. Marco referencial

2.4.1 Localizacion del experimento

El experimento se llevé a cabo en uno de los invernaderos de la empresa “Jardines Mil
Flores S.A” esta se localiza en el canton Ingenio, del municipio de Amatitlan, departamento
de Guatemala, a una distancia de 28.5 Kilometros de la ciudad capital, teniendo acceso
por la carretera CA-9 al pacifico, esta ubicada geograficamente en las coordenadas, latitud
Norte 14°28°12", longitud Oeste 90°37°45".

Su elevacion sobre el nivel del mar es de 1,218 metros. La zona se caracteriza por una
temperatura media de 22<C, con una precipitacion med ia anual de 729.7 mm (Barrientos
2006). (Figura 4)

MUNICIPIO DE AMATITLAN
DEPARTAMENTO DE GUATEMALA

Figura 4. Localizacion del experimento
Elaborado por Cedillo Gamez P.A.
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2.4.2 Material vegetal

Caracteristicas de Gazania ( Gazania sp.)

a. Taxonomia
Reino: Plantae

Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteracea
Género: Gazania

b. Generalidades

Hojas: las hojas de la Gazania son finas y muestran un color verde plateado.

Flores : las flores son parecidas a las de la margarita, pero de mayor tamafio. Ademas
presenta una gran variedad de tonalidades diferentes.

Altura : alcanza como maximo una altura de unos 20 cm aproximadamente.

c. Cuidados

Luz: necesita un lugar soleado, si no, las flores no se abren. Las flores se cierran cada

noche.

Temperatura: para climas suaves. Sélo aguanta heladas débiles (-5°C) y esporadicas.
Muy sensibles a las heladas por lo que se aconseja extraerlas y guardarlas en interior

durante el invierno.
Suelo: vive bien en cualquier terreno; aunque prefieren los ligeros.

Riego: no demasiado abundantes. Le perjudica el exceso de humedad, el riego debe ser

frecuente en verano.
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Abonado: durante la época templado-célida es necesario afiadir en el riego un abono
mineral cada quince dias. Para que florezcan continuamente hay que retirar las hojas y las

flores marchitas.

Tiempo de vida: tiene una vida corta. Envejece a los 4-5 afos, debiendo renovarse, por

ejemplo, por esquejes en otofo.
Multiplicacion : se multiplica por semillas a principios de primavera/finales de invierno.

Epoca de siembra: en la practica se esta haciendo todo el afio.

Germinacion : en 7-14 dias a 18-20°C. (Fuente: Infojardin)

Caracteristicas de Verbena ( Verbena hybrida )

a. Taxonomia
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Verbenaceae

Género: Verbena (Fuente: Infojardin)

b. Caracteristicas de la planta

Hojas: son usualmente opuestas, simples, y en muchas especies pilosas, frecuentemente
densamente.
Flores: pequefias, blancas, rosa, purpuras o azules, con cinco pétalos, en densas
agrupaciones.

Altura : entre 30-50 cm de altura.
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c. Cuidados

Cultivo: herbéaceas planta anual y perennes o semilefiosas con cerca de 250 especies.

Luz: pleno sol, aunque soporta estar en semisombra.

Temperaturas: el clima debe ser benigno, si hace frio en invierno se muere. Puede resistir
hasta -7°C.

Suelo: bien drenado.

Riego: basta con regarlas una vez por semana. Una vez establecidas soportan cierta

escasez de agua.

Epoca de floracion: la Gltima parte de la primavera y a lo largo del verano.

Poda: al finalizar el verano debe podarse para que florezca mas temprano en la proxima

temporada.

Plagas y enfermedades de Verbena: es resistente a las plagas de jardin, pero hay que
controlar el exceso de riego pues favorece la aparicion de hongos de pudricion (Fuente

Infojardin).
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Caracteristicas de Vinca ( Catharanthus roseus )
a. Taxonomia:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Gentianales
Familia: Apocynaceae

Género: Vinca |. (Fuente: Infojardin)
b. Caracteristicas de la planta

Hojas: oblongoobtusas, pecioladas, de color verde oscuro y brillantes, glabras.

Flores: axilares de color rojo (o bien blancas con el cuello de color rojo o verde), grandes,
con lobulos obovados. Las variedades mas recientes han incorporado los nuevos colores
rojos y salmones, manteniendo los tradicionales colores blancos con ojo y rosa lila. Sus
pétalos son triangulares mas grandes y solapados, formando un disco completo de color
gue hacen gque las flores parezcan mas grandes.

Altura: 20-40 cm, segun variedad.

c. Cuidados

Cultivo: planta originariamente perenne, pero que ha sido cultivada como anual.

Luz: sol o semisombra al aire libre; bien iluminada si la planta se conserva en interiores.

En verano evitar el sol directo y en primavera, otofio e invierno, en la calle, que le dé el sol.

Temperaturas: en invierno, si el termometro baja de 5° C, conviene meterla en casa para

protegerla.
Humedad: en verano es bueno pulverizar las hojas, pero las flores no.

Suelo: con un buen drenaje para no producir encharcamientos.
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Riego: en verano casi todos los dias; en primavera y otofio, cada 2 6 3 dias, segun como

esté el tiempo, y en invierno, regar muy poco.

Abonos: abonar con un fertilizante para plantas de flor.

Multiplicacion: si es por semilla debe efectuarse a finales de invierno/ primavera.
Germina en 10-20 dias a 18-24°C (Fuente Infojardin)

Caracteristicas de Clavellina ( Dianthus deltoides )

a. Taxonomia:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Caryophyllaceae

Género: Dianthus (Fuente: Infojardin)

b. Caracteristicas de la planta

Hojas: verde oscuro bronceado, persistentes.
Flores: generalmente solitarias, de color rosa intenso con manchas palidas y una banda
basal oscura. Florece de finales de primavera a principios de otofio. Flores rosas, rojas o

blancas

c. Cuidados

Suelo: con buen drenaje. Resiste la cal.

Luz: sol o semisombra en climas calurosos.

Riego: normal.

Multiplicacion: division, semilla o esqueje (Fuente Infojardin).
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2.5 Objetivos

General

Elaborar un protocolo de aclimatizacion para cuatro especies de ornamentales

mediante la evaluacion de los factores: intensidad luminica, tineles y sustratos.

Especificos

Determinar el efecto de la interaccion de los factores intensidad luminica, tuneles o
cubiertas y sustratos sobre el porcentaje semanal de sobrevivencia de las plantas

en la fase de aclimatizacion.

Determinar el efecto de la interacciéon de los factores intensidad luminica, tuneles o
cubiertas y sustratos sobre el peso fresco, peso seco de raices y follaje a los 21
dias de la siembra.
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2.6 Metodologia

2.6.1 Disefio experimental
Se utilizé un disefio experimental de parcelas divididas con arreglo factorial.

Parcela grande: Incluye los factores intensidad luminica y tamafio de los tuneles.

Parcela pequefa: Sustratos.

2.6.2 Descripcion de los factores

Cuadro 1.Factores evaluados

Factor Niveles

Plastico transparente
1800 pies candela
Intensidad luminica

Plastico pigmentado
1200 pies candela

Tanel de arco alto (1 m. de altura)

Taneles
Tunel de arco bajo (40 cm. de altura)

100% Arena volcanica de 1/8 de pulgada

Sustratos

90 % Arena volcanica de 1/8 de pulgada +
10 % de Turba rubia sin fertilizacion,
marca comercial.

Fuente: Datos recopilados por Cedillo Gdmez, P.A.




2.6.3 Tratamientos

El experimento consistié en ocho tratamientos, estos son combinaciones de los niveles:

tipo de plastico, altura de tanel y sustrato, la descripcion de los tratamientos se

presenta en el cuadro 2.

Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos

No. de

tratamiento

Descripcion

Tratamiento 1

Plastico pigmentado, tunel de arco alto, sustrato 100%
arena volcanica de 1/8".

Tratamiento 2

Plastico pigmentado, tunel de arco alto, sustrato 90%
arena volcanica de 1/8" + 10% de Turba rubia comercial
sin fertilizacioén.

Tratamiento 3

Plastico pigmentado, tunel de arco bajo, sustrato 100%
arena volcanica de 1/8".

Tratamiento 4

Plastico pigmentado, tunel de arco bajo, sustrato 90%
arena volcanica de 1/8 + 10% de Turba rubia comercial
sin fertilizacion.

Tratamiento 5

Plastico transparente, tinel de arco alto, sustrato 100%
arena volcanica de 1/8".

Tratamiento 6

Plastico transparente, tinel de arco alto sustrato 90%
arena volcanica de 1/8" + 10% de Turba rubia comercial
sin fertilizacioén.

Tratamiento 7

Plastico transparente, tinel de arco bajo, sustrato 100%
arena volcanica de 1/8".

Tratamiento 8

Plastico transparente, tunel de arco bajo, sustrato 90%
arena volcanica de 1/8 + 10% de Turba rubia comercial
sin fertilizacion.
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Fuente: Datos recopilados por Cedillo Gdmez, P.A.
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2.6.4 Modelo estadistico
Yijkr = u+ ai+ Bj +Yk + (aB)ij + (a Y)ir + (B V)jr+( aB Y)ijk + &ijkr

Donde:

 Yijkr = Porcentaje de sobrevivencia de las plantas y peso fresco y seco de raices
a los 21 dias a partir de la siembra.

e u= Media general.

» ai = Efecto del i- esimo nivel del factor intensidad luminica.

* Bj = Efecto del j — esimo nivel del factor Tuneles o cubiertas.

* Y k = Efecto del K-esimo nivel del factor sustratos de enraizamiento.

» (aP)ij = Efecto de la interaccion del i-esimo nivel del factor intensidad luminica,
con el j-esimo nivel del factor tuneles o cubiertas, que es utilizado como residuo de
parcelas grandes y es representado por el Error (a).

* (Y a)ir = Efecto de la interaccién del i-esimo nivel del factor intensidad luminica
con el K-esimo nivel del factor sustratos.

» (Y B)jr = Efecto de la interaccion del j-esimo nivel del factor tuneles o cubiertas
con el K-esimo nivel del factor de sustratos.

 ¢ijkr = Error experimental asociado a la Yijk, utilizado como residuo a nivel de

parcela pequefia, y definido como Error (b).

2.6.5 Unidad experimental
Para las cuatro especies de la investigacion, las unidades experimentales estaban

constituidas por cinco plantas, con tres repeticiones, para tener quince plantas por

tratamiento.
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2.6.6 Variables respuesta
Estas variables se determinaron tomando en cuenta las necesidades de la empresa y sus

criterios para determinar el éxito de la aclimatizacion.
a. Peso fresco, seco y porcentaje de humedad de raices y follaje a los 21 dias de la
siembra.

b. Sobrevivencia a las tres semanas.

2.6.7 Manejo del experimento

Obtenciéon de material vegetal

a. Seleccion de Material Vegetal: Cuatro especies de plantas ornamentales entre las que

se encuentran:

Gazania ( Gazania sp)

Verbena (Verbena hybrida)

Vinca (Catharanthus roseus)

Clavellina (Dianthus deltoides)

b. Plantas enraizadas: todas las plantas utilizadas en el experimento, fueron previamente
enraizadas, previo a llevarlas al invernadero, se sacaron de los tubos de ensayo y se les

retiro cuidadosamente el medio de cultivo.

Aleatorizacion de las repeticiones.

a. Antes de trasladar las plantas al invernadero se realiz6 la aleatorizacion de las
bandejas que representan una repeticion, para identificar la ubicacion de estos dentro

del invernadero se elabor6 un croquis.(Ver anexo 1)
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b. Las plantas se trasladaron en bolsas plasticas envueltas en papel mayordomo
humedecido, las bolsas se rotularon con el nombre de la especie, y el numero de
bandeja en el cual deberia ser sembrado (Figura 5).

Figura 5. Las plantas se trasladaron envueltas enp  apel
mayordomo humedo dentro de bolsas plasticas.
Fuente: Fotografias Cedillo Gamez, P.A. 2008

2.6.8 Aclimatizacién de plantas
La aclimatizacion de las plantas se realizé en uno de los invernaderos de la empresa, a

este invernadero llegan todas las plantas producidas in vitro, por lo que se consideraba el
lugar idoneo para desarrollar el experimento.

Materiales

» Dos tuneles de arco alto, uno de plastico transparente y uno de plastico pigmentado.
(ver Anexo 1 Croquis del experimento)

* Dos tuneles de arco bajo uno plastico transparente y uno de plastico pigmentado.

* Dos bancas bajo saran.

* 48 bandejas de 144 agujeros para todo el experimento.

 Arena volcanica de 1/8 de pulgada tratada en caldera.

* Turba rubia, sin fertilizacion.

* Tijeras para podar.
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e 200 etiquetas plasticas para identificar las repeticiones en cada uno de los
tratamientos.

» Desinfectante para limpiar las tijeras de podar.

2.6.9 Procedimiento en el invernadero

a. Arreglo de los tratamientos en el invernadero

Los tratamientos fueron ubicados en el area preparada especialmente para plantas
provenientes del laboratorio de cultivo de tejidos, en el lado B del invernadero, bajo saran
(Figura 6), a la vez se colocaron dos ventiladores con la finalidad de evitar el

sobrecalentamiento del area. (Figura 7).

| _‘{

Yem A

Figura 6. Area aislada para fase de aclimatizacion.
Figura 7. Tuneles cubiertos por saran, colocados so  bre bancas de concreto

Fuente: Fotografias Cedillo Gamez, P.A. 2008
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Figura 8. El area para aclimatizacion, contaba conv  entilacion y sombra, para evitar
dafo por los rayos directos del sol.
Fuente: Fotografias Cedillo Gamez, P.A. 2008

b. Limpieza del area
Antes de colocar las bandejas sobre los camastrones de los tuneles se debe limpiar el

area.

c. Ubicacion de bandejas

Las bandejas previamente aleatorizadas se colocaron en los tuneles, en cada tunel se
colocaron seis bandejas identificadas con etiquetas plasticas de acuerdo al croquis (ver
anexo 2).Tres con 100% arena volcanica de 1/8 de pulgada y tres con 90% arena
volcanica de 1/8 de pulgada y 10% con turba rubia sin fertilizacion (Figura 9), antes de la

siembra se humedecio el substrato (Figura 10).
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Figura 9. (Derecha) Las bandejas colocadas dentrod e los tuneles de acuerdo al
orden de los tratamientos.
Figura 10. (Izquierda) Previo a la siembra, se humed ecieron los sustratos.
Fuente: Fotografias Cedillo Gamez, P.A. 2008

d. Siembra de las plantas

Ya ubicadas las bandejas e identificadas se procedié a la siembra de las plantas, ya que
las plantas sufren estrés al salir del laboratorio, la siembra debe realizarse rapidamente,
por lo que una de las encargadas colabor6 en esta actividad.

(Figura 11).

Figura 11. Siembra de las plantas en bandejas previ amente humedecidas.
Fuente: Fotografias Cedillo Gamez, P.A. 2008.
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e. Tiempo de las plantas en los tlneles

Las plantas se mantuvieron por dos semanas en los tuneles, a partir del segundo dia se
levantd una parte del plastico de los tuneles, esto con la finalidad de que la planta
estuviese mas en contacto con el ambiente circundante, se levantaba a las 7:15 a.m. y se
bajaba a las 4 p.m. en todos los tuneles, a partir de los 12 dias se levantaban las dos
partes del plastico.

f. Neblina de las plantas
Las plantas deben ser humedecidas durante todo el proceso de aclimatizacion esto se
hace aproximadamente cada hora, para esto se utiliza una neblina ya que el riego con una

gota gruesa dafia las plantas.

g. Plantas fuera del tunel
Al momento de completar las dos semanas en los tuneles las bandejas se trasladaron al
lado “A” del invernadero, que es la parte mas alta de este, bajo saran, en este lugar las

plantas se encontraban en un  ambiente menos controlado. (Figura 12).

Figura 12. Plantas fuera de tuneles.
Fuente: Fotografias Cedillo Gamez, P.A. 2008
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2.6.10 Toma de datos

Los datos de porcentaje de sobrevivencia se obtuvieron realizando un conteo de las
plantas sobrevivientes en cada bandeja durante las semanas dentro de los taneles y la
semana que estuvieron fuera de estos, el peso fresco y seco de las raices al igual que el

peso fresco y seco de follaje, a los 21 dias de iniciada la prueba.

Figura 13. Las plantas lavadas y colocadas en el ho  rno.
Fuente: Fotografias Cedillo Gamez, P.A. 2008



2.7 Resultados

2.7.1 Altura de tunel

Cuadro 3. Resultados de peso fresco de raiz y de fo
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llaje, con respecto a la altura de

tunel.
Peso fresco de Diferencia P- Peso fresco de Diferencia P-
Especie raiz (g) minima value foIIaje (9) minima value
significativa significativa
Alto Bajo Alto Bajo
Gazania 0.08321 | 0.08317 0.031 Ns 0.6928 0.8283 0.2435 Ns
Verbena 0.08295 | 0.08003 0.0243 Ns 0.34167 0.38975 0.092 Ns
Clavellina | 0.02133 | 0.01833 0.0095 Ns 0.19875 0.1875 0.0477 Ns
Vinca 0.09267 | 0.08533 0.0407 Ns 0.44842 0.43283 0.0896 Ns
Cuadro 4. Resultados de sobrevivencia alas 3 sema nas con respecto a la altura
Sobrevivencia en Diferencia minima P- value
Especie semana 3 significativa
Alto Bajo
Gazania 4 4 0.6842 Ns
Verbena 0.9008 Ns
Clavellina 0.9179 Ns
Vinca 0.77 Ns

Ns = Diferencia no significativa.

** = Diferencia Significativa.

Fuente: Cedillo Gamez, P.A.
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Figura 14. Gréfico de influencia de la altura de tu
4 especies en estudio (Gazania, Verbena, Clavellina

nel en el peso fresco de raiz de las
y Vinca).
Fuente: Cedillo Gdmez, P.A.; en base a los datos del cuadro No.3

Peso fresco de follaje (g)

Figura 15. Grafico de la altura de tlnel en el peso

Influencia de la altura de tunel en el
peso fresco de follaje
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en estudio (Gazania, Verbena, Clavellina y Vinca).

Fuente: Cedillo Gamez, P.A.

En base a los datos del cuadro No.3 No se determiné diferencia significativa en cuanto a la

influencia del tanel alto o bajo sobre el peso fresco de raiz y de follaje, debido a que el

tunel bajo representa menor inversion en material para su construccién se recomienda su

uso en la aclimatizacién de las especies.



Cuadro 5.

Ns=Diferencia No significativa

Resultados de peso seco de raiz, follaje
semana con respecto a la altura de Tunel.

y sobrevivencia a la tercer

Peso seco de raiz (g) Diferencia P-value
Especie minima
Alto Bajo significativa
Gazania 0.0087 0.008692 0.0032 Ns
Verbena 0.008117 0.006967 0.0023 Ns
Clavellina 0.00367 0.00333 0.0012 Ns
Vinca 0.008667 0.008917 0.0034 Ns
Peso seco de follaje (g) Diferencia P- value
Especie minima
Alto Bajo significativa
Gazania 0.049567 0.051842 0.0115 Ns
Verbena 0.038142 0.038833 0.0078 Ns
Clavellina 0.02525 0.024 0.0058 Ns
Vinca 0.045333 0.04175 0.007 Ns

** = Diferencia Significativa.

Fuente: Cedillo Gamez, P.A.
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Figura 16. Grafico de influencia de la altura de td  nel en el peso seco de raiz de las 4
especies en estudio (Gazania, Verbena, Clavellinay  Vinca).
Fuente: Cedillo Gamez, P.A.; en base a los datos del cuadro No.5
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Figura 17. Gréfico de influencia de la altura de ti  nel en el peso seco de follaje de las
4 especies en estudio (Gazania, Verbena, Clavellina vy Vinca).
Fuente: Cedillo Gdmez, PA. en base a los datos del cuadro No.5

En base a los resultados del cuadro No.5. Con respecto a la altura de tunel y su influencia
en el peso seco de raiz y de follaje se no se muestra diferencia significativa en los pesos
de ninguna de las cuatro especies, por lo que es mas factible el uso de tunel de arco bajo

debido a que se utilizan menos materiales para su construccion.



2.7.2 Intensidad luminica (tipo de plastico)

Cuadro 6. Resultados del peso fresco de raiz y foll

semana con respecto al tipo de Plastico.

aje y sobrevivencia a la tercera
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Peso fresco de raiz Diferencia P- Peso fresco de Diferencia P-
Especie () minima value follaje (g) minima value
significativa significativa
Pigm Trans Pigm Trans
Gazania | 0.07128 | 0.09510 0.031 Ns b a 0.2435 i
0.6314 0.8898
Verbena 0.07176 | 0.09122 0.0243 Ns b a 0.092 i
0.31117 | 0.42025
Clavellina | 0.02333 | 0.01633 0.0095 Ns |0.19383 | 0.19242 0.0477 Ns
Vinca 0.07592 | 0.10208 0.0407 Ns |0.41833 | 0.46292 0.0896 Ns
Cuadro 7. Resultado de sobrevivencia a laterceras emana con respecto al plastico
Sobrevivencia en P- value
Especie semana 3 Diferencia minima
Pigm Trans significativa
Gazania 4 4 0.6842 Ns
Verbena 3 3 0.9008 Ns
Clavellina 4 4 0.9179 Ns
Vinca 4 4 0.77 Ns

Ns = Diferencia No significativa

** = Diferencia Significativa.

Fuente: Cedillo Gamez, P.A. 2008
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Figura 18. Grafico de influencia de la intensidad |  uminica (tipo de plastico) en el
peso fresco de raiz de las 4 especies en estudio.
Fuente: Cedillo Gamez, P.A.; en base a los datos del cuadro No.6

De acuerdo a los resultados observados en el grafico No 18. En cuanto al peso fresco de
raiz no se observa diferencia significativa, entre el uso de plastico pigmentado o
transparente, debido a los resultados obtenidos en tres de la cuatro especies en estudio es

mas factible el uso del plastico transparente.
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Figura 19. Grafico de influencia de la intensidad |  uminica (tipo de plastico) en el
peso fresco de follaje de las 4 especies en estudio
Fuente: Cedillo Gamez, P.A.; con base en los datos del cuadro No.5

De acuerdo a los resultados observados en el grafico No 19. La Gazania y la Verbena si
presenta diferencia significativa en cuanto al uso del plastico transparente, desarrollando
mayores pesos frescos de follaje, debido a que este tipo de plastico permite el paso de
mayor intensidad luminica, contrario a la Clavellina y la Vinca que no muestran diferencia

significativa en el uso de un plastico u otro.



Cuadro 8.
plastico.

Resultados del peso seco de raiz y de fol

laje con respecto al tipo de

Especie Peso Seco de raiz (g) Diferencia minima P-value
significativa
Pigm. Trans
Gazania 0.007933 | 0.009458 0.0032 Ns
Verbena 0.007175 | 0.007908 0.0023 Ns
Clavellina 0.00383 0.00317 0.0012 Ns
Vinca 0.007917 | 0.009667 0.0034 Ns
Especie Peso Seco de follaje Diferencia minima P- value
(9) significativa
Pigm. Trans
Gazania 0.04755 0.05385 0.0115 Ns
Verbena b a 0.0078 *k
0.03446 0.04250
Clavellina 0.02608 0.02317 0.0058 Ns
Vinca 0.04433 0.04275 0.007 Ns

Ns = Diferencia No significativa

** = Diferencia Significativa.

Fuente: Cedillo Gamez, P.A.
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Figura 20. Grafico de influencia de la intensidad |
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Fuente: Cedillo Gamez, P.A.; en base a los datos del cuadro No.8

En base en los datos cuadro No.8. En cuanto al peso seco de raiz no se muestra

diferencia significativa, de acuerdo a los resultados observados en la grafica anterior, en la

mayoria de las especies en estudio, es mas factible el uso de plastico transparente para la

correcta aclimatizacion de la planta.
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peso seco de follaje de las 4 especies en estudio.
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Fuente: Cedillo Gamez, P.A.; en base a los datos del cuadro No.8

En base en los datos cuadro No.8. Con respecto al peso seco de follaje se muestra

diferencia significativa en la Verbena ya que se obtienen un mayor peso seco de follaje

utilizando plastico transparente, en cuanto a las otras tres especies en estudio no se

muestra diferencia significativa entre el uso de plastico transparente o pigmentado.
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2.7.3 Tipo de sustrato
Cuadro 9. Resultados de peso fresco de raiz y folla  je, con respecto al tipo de

sustrato
Especie Peso fresco de raiz Diferencia P- Peso fresco de Diferen cia P-
(g) minima Va'ue fO”aje (g) minima Va'ue
significativa significativa

Mezcla Arena Mezcla | Arena
Gazania 0.08771 | 0.07867 0.031 Ns 0.8043 | 0.7169 0.2435 Ns
Verbena 0.09004 | 0.07293 0.0243 Ns a b 0.092 *x

0.4460 | 0.28542
Clavellina 0.0207 0.019 0.0095 Ns | 0.18358 | 0.20267 0.0477 Ns
Vinca b a 0.0407 *x 0.42125 | 0.4600 0.0896 Ns
0.06825 | 0.10975

Cuadro 10. Resultados de la sobrevivencia en later  cer semana con respecto al tipo
de sustrato

Especie Sobrevivencia en semana Diferencia P- value
3 minima
Mezcla Arena significativa

Gazania 4 4 0.6842 Ns

Verbena 3 3 0.9008 Ns

Clavellina 4 4 0.9179 Ns
Vinca 4 4 0.77 Ns

Ns = Diferencia No significativa Fuente: Cedillo Gamez, P.A.

** = Diferencia significativa
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Figura 22. Grafico de influencia del tipo de sustra  to (mezcla o arena) en el peso
fresco de raiz de las 4 especies en estudio.
Fuente: Cedillo Gamez, P.A.; en base a los datos del cuadro No.9

Con base en los resultados del cuadro No.9. En relacion al peso fresco de raiz y el tipo de
sustrato la Vinca es la Unica especie que muestra una diferencia significativa, obteniendo
mayor peso fresco de raiz al utilizar arena volcanica como sustrato, ya que esta no
requiere de alto contenido de humedad en el sustrato en comparacion con las demas

especies gue mostraron mejores resultados en la mezcla.
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Figura 23. Grafico de influencia del tipo de sustra  to (mezcla o arena) en el peso
fresco de follaje de las 4 especies en estudio.
Fuente: Cedillo Gamez, P.A.; en base a los datos del cuadro No.9

En base a los resultados del cuadro No.9. En cuanto al peso fresco de follaje la Verbena
muestra una diferencia significativa en el uso de mezcla como sustrato debido a que dicha
especie necesita mayor humedad para el desarrollo de su follaje, las otras tres especies

en estudio no muestran una diferencia significativa en cuanto al uso de arena o mezcla

como sustrato.



Cuadro 11.

Resultados de peso seco y altura en la

tercer semana (sustrato)

Especie Peso Seco d e raiz (g) Diferencia P-value
minima
Mezcla Arena significativa
Gazania 0.009642 0.00775 0.0032 Ns
Verbena 0.008542 0.006542 0.0023 Ns
Clavellina 0.003667 0.003333 0.0012 Ns
Vinca b a 0.0034 *x
0.007083 0.0105
Especie Peso Seco de f ollaje (g) Diferencia P- value
minima
Mezcla Arena Significativa
Gazania 0.052525 0.04883 0.0115 Ns
Verbena a b 0.0078 *x
0.045342 0.03163
Clavellina 0.025333 0.02391 0.0058 Ns
Vinca 0.042917 0.04416 0.007 Ns

Ns =Diferencia No significativa

** = Diferencia Significativa

Fuente: Cedillo Gamez, P.A.
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to (mezcla o arena) en el peso seco
a, Clavellina y Vinca).

Fuente: Cedillo Gamez, P.A.; en base a los datos del cuadro No.11

En base a los resultados del cuadro No.11. Con respecto al desarrollo de peso seco de

raiz la Vinca muestra una diferencia significativa en cuanto al uso de arena como sustrato

debido a que no requiere mayor humedad para el desarrollo de su raiz, a diferencia de las

otras tres especies que no muestran diferencia significativa, sin embargo se recomienda el

uso de mezcla como sustrato ya gue se presentan mayores pesos como se observa en la

grafica anterior.
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Figura 25. Grafico de influencia del tipo de sustra  to (mezcla o arena) en el peso seco
de follaje de las 4 especies en estudio (Gazania, Ve rbena, Clavellina y Vinca).
Fuente: Cedillo Gamez, PA. en base a los datos del cuadro No.11

En base a los resultados del cuadro No.11. En cuanto al peso seco de follaje la Verbena
muestra una diferencia significativa en el uso de mezcla como sustrato, debido a que dicha
especie necesita mayor humedad para el desarrollo de su follaje, las otras tres especies
en estudio no muestran una diferencia significativa en cuanto al uso de arena o mezcla
como sustrato, sin embargo se recomienda el uso de mezcla, ya que ayuda a mantener

mayor humedad evitando el riego constante.



2.7.4 Interaccion entre altura de tunel, intensidad
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Fuente: Cedillo Gamez, P.A.; en base a resultados obtenidos.

raiz con respecto a altura de
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Gazania: se obtiene un mayor peso fresco de raiz no importando cual sea la altura de

tunel, utilizando plastico transparente y mezcla como sustrato.

Verbena: se obtiene mayor desarrollo de peso fresco de raiz utilizando un tunel alto,

plastico transparente y mezcla como sustrato.

Clavellina: el mayor peso fresco de raiz se obtiene en tunel alto, utilizando plastico

pigmentado y es irrelevante el tipo de sustrato ya sea arena o mezcla.

Vinca: el mayor peso fresco de esta especie se obtiene en condiciones de tunel alto,

plastico transparente y utilizando arena como sustrato.
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Figura 27. Grafico de rendimiento de peso fresco de follaje con respecto a altura de
tunel, intensidad luminica (tipo de plastico) y tip o de sustrato
Fuente: Cedillo Gamez, P.A.; en base a resultados obtenidos.

Gazania: se obtiene un mayor peso fresco de follaje en condiciones de tunel bajo,
utilizando plastico transparente y mezcla como sustrato.
Verbena: se obtiene mayor peso fresco de follaje utilizando un tunel bajo, plastico

transparente y mezcla como sustrato.

Clavellina: no se muestran diferencias significativas en cuanto a las condiciones para
obtener un mayor peso fresco de follaje.

Vinca: las condiciones no muestran una diferencia significativa, sin embargo las
condiciones recomendadas son con tunel alto, plastico transparente y arena como

sustrato.
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Interaccion de los factores para peso seco de raiz
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Figura 28. Grafico de rendimiento de peso seco der  aiz con respecto a altura de
tunel, intensidad luminica (tipo de plastico) y tip 0 de sustrato
Fuente: Cedillo GAmez, P.A.; en base a resultados obtenidos.

Gazania: con respecto al peso seco de raiz no se presenta diferencia en cuanto a la

altura de tunel, se obtiene un mayor peso utilizando plastico transparente y mezcla como

sustrato.
Verbena: se obtiene un mayor peso seco de raiz utilizando tunel alto, con plastico

transparente y mezcla como sustrato.

Clavellina: se obtiene mayor peso seco de raiz en tunel alto, con plastico pigmentado y

mezcla como sustrato.
Vinca: se obtiene mayor peso fresco de follaje en condiciones de tunel bajo, plastico

transparente y arena como sustrato.
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Interaccion de los factores para peso seco de folla  je

Rendimiento de peso seco de follaje con respectoa altura de
tunel, intensidad luminica (tipo de plastico) y tipo de sustrato
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Figura 29. Grafico de rendimiento de peso seco de f  ollaje con respecto a altura de
tunel, intensidad luminica (tipo de plastico) y tip o de sustrato
Fuente: Cedillo Gamez, P.A.; en base a resultados obtenidos.

Gazania: se consideran que las mejores condiciones para obtener mayor peso fresco de
follaje es utilizando un tanel bajo, con plastico transparente y mezcla como sustrato.
Verbena: de acuerdo a los resultados se considera que se obtiene un mayor peso seco de
follaje en tunel bajo, con plastico transparente y utilizando mezcla como sustrato.
Clavellina: se considera que obtiene mayor peso seco de follaje en tanel alto, con plastico
pigmentado y mezcla como sustrato.

Vinca: en esta especie las condiciones a las que se obtuvo mayor peso seco son en tunel

alto, plastico pigmentado y arena como sustrato.



2.7.5 Mejor tratamiento y porcentaje de sobrevive
semana.

Sobrevivencia de Gazania

Cuadro 12. Sobrevivencia de Gazania a la tercera se

tratamiento

ncia por especie a la tercera

mana en relacién a cada

Promedio de Total de plantas Porcentaje de
plantas por en las bandejas supervivencia

No. tratamiento bandeja después después de 3 (%)

de 3 semanas semanas
Tratamiento 1 4 11 73.33
Tratamiento 2 3 10 66.67
Tratamiento 3 4 12 80.00
Tratamiento 4 4 13 86.67
Tratamiento 5 4 12 80.00
Tratamiento 6 4 13 86.67
Tratamiento 7 4 13 86.67
Tratamiento 8 5 15 100.00

Por tratamiento se sembraron 3 bandejas con 5 plant

as cada una para un total de 15 plantas.
Fuente: Cedillo Gamez, P.A.
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Figura 30. Grafico de sobrevivencia de Gazania después de tres semanas.
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Fuente: Cedillo Gamez, P.A.; en base a los datos del cuadro No.12
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Mejor tratamiento para Gazania

Para Gazania el tratamiento 8 presentd un 100% de sobrevivencia a la tercera semana,
siendo este tratamiento el mas eficiente; el tratamiento consistia en plastico transparente,
tunel de arco bajo, sustrato 90% arena volcanica de 1/8° +10% de turba rubia sin

fertilizacion.

Ubicacion: Bandeja 24 (Tratamiento 8)
Caracteristicas: Hojas suculentas, sin manchas, de buen color, estas plantas se ubicaron
justamente bajo los factores mas favorables para la climatizacion de Gazania, estas

recibieron el mismo cuidado que todas las plantas del experimento.

Figura 31. Plantas de Gazania mejor adaptadas a las 3 semanas
Fuente: Fotografias Cedillo Gamez, P.A. 2008



Sobrevivencia Verbena

Cuadro 13. Sobrevivencia de Verbena a la tercera s

tratamiento

75

emana en relacién a cada

Promedio de Total de plantas Porcentaje de
No. tratamiento plantas por en las bandejas supervivencia
bandeja después después de 3 (%)
de 3 semanas semanas
Tratamiento 1 4 12 80.00
Tratamiento 2 4 12 80.00
Tratamiento 3 4 12 80.00
Tratamiento 4 4 12 80.00
Tratamiento 5 2 7 46.67
Tratamiento 6 4 11 73.33
Tratamiento 7 4 11 73.33
Tratamiento 8 3 9 60.00

Por tratamiento se sembraron 3 bandejas con 5 plant

as cada una para un total de 15 plantas.
Fuente: Cedillo Gamez, P.A.
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Figura 32. Gréafico de sobrevivencia de Verbena después de tres semanas se

gun los

diferentes tratamientos aplicados.
Fuente: Cedillo Gamez, PA. en base a los datos del cuadro No.13



Mejor tratamiento para Verbena
Los tratamiento mas eficientes fueron el 1, 2, 3, y 4 los cuales presentaron un 80%

de sobrevivencia a la tercera semana, en los cuatro tratamientos se utilizé plastico
pigmentado, siendo las variables la altura de tlnel y el tipo de sustrato, lo cual indica
gue si existe influencia del plastico pigmentado en la sobrevivencia de las plantas de
Verbena.

Ubicacion: Bandeja 13 (Tratamiento 4)

Figura 33. Plantas de verbena mejor adaptadas alas 3 semanas
Fuente: Fotografias Cedillo Gamez, P.A. 2008
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Sobrevivencia de Clavellina

Cuadro 14. Sobrevivencia de Clavellina a la tercer

tratamiento

a semana en relacion a cada

Promedio de Total de plantas Porcentaje de
No. tratamiento plantas por en las bandejas supervivencia
bandeja después después de 3 (%)
de 3 semanas semanas
Tratamiento 1 3 10 66.67
Tratamiento 2 4 11 73.33
Tratamiento 3 5 14 9333
Tratamiento 4 3 10 66.67
Tratamiento 5 5 15 100.00
Tratamiento 6 5 15 100.00
Tratamiento 7 4 13 86.67
Tratamiento 8 3 10 66.67

Por tratamiento se sembraron 3 bandejas con 5 plant

as cada una para un total de 15 plantas.
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Fuente: Cedillo Gamez, P.A.

Sobrevivencia de Clavellina a las tres semanas
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Figura 34. Grafico de sobrevivencia de Clavellina d
los diferentes tratamientos aplicados.

espués de tres semanas segun

Fuente: Cedillo Gamez, P.A.; en base a los datos del cuadro No.14
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Mejor tratamiento para Clavellina

Para las plantas de Clavellina los mejores tratamientos fueron el 5y el 6 en los cuales
se obtuvo un 100% de sobrevivencia, en estos dos tratamientos el factor comun son el tipo
de tunel alto y el tipo de plastico transparente variando Unicamente el tipo de sustrato, por
lo que los factores que conservan la sobrevivencia de la especie son el tunel alto y el
plastico transparente.

Ubicacion: Bandeja 13 (Tratamiento 5)

Figura 35. Plantas de Clavellina mejor adaptadas a las 3 semanas.
Fuente: Fotografias Cedillo Gamez, P.A. 2008



Sobrevivencia de Vinca

Cuadro 15. Sobrevivencia de Vinca a la tercera sem
tratamiento
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ana en relacion a cada

Promedio de Total de plantas | Porcentaje de

No. tratamiento plantas por en las bandejas | supervivencia
bandeja después después de 3 (%)

de 3 semanas semanas
Tratamiento 1 3 9 60.00
Tratamiento 2 4 12 80.00
Tratamiento 3 5 15 100.00
Tratamiento 4 5 14 93.33
Tratamiento 5 5 15 100.00
Tratamiento 6 5 14 93.33
Tratamiento 7 3 10 66.67
Tratamiento 8 5 14 93.33

Por tratamiento se sembraron 3 bandejas con 5 plant

as cada una para un total de 15 plantas.

Fuente: Cedillo Gamez, P.A.

Sobrevivencia de Vinca a las tres semanas en
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Figura 36. Gréfico de sobrevivencia de Vinca despué

s de tres semanas segun los
diferentes tratamientos aplicados.
Fuente: Cedillo Gdmez, P.A.; con base en los datos del cuadro No.15
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Mejor tratamiento para Vinca
Los mejores tratamientos para Vinca fueron el 3 y 5 en los que se obtuvo un 100% de

sobrevivencia, en los dos tratamientos se utilizé arena como sustrato, siendo las variables
la altura de tunel y el tipo de plastico, por lo que la arena como sustrato es un factor
determinante para la correcta aclimatizacién de la Vinca.

Ubicacion: Bandeja 18 (Tratamiento 5)

Figura 37. Plantas de Vinca mejor adaptadas alas 3 semanas.
Fuente: Fotografias Cedillo Gamez, P.A. 2008
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2.8 Conclusiones

1. El protocolo para Aclimatizacién de in vitro a ex vitro de plantas de Gazania (Gazania
sp), Verbena (Verbena hybrida), Clavellina (Dianthus deltoides), y Vinca (Catharanthus

roseus) de la Empresa “Jardines Mil Flores S.A.” es el siguiente:

En el Laboratorio

* Incrementar la intensidad luminica de las plantas a 800 fc (idealmente)

* Quitar el sello de plastico 2 dias antes de lavar la planta, para que tengan contacto con
el aire, un dia antes se puede quitar completamente el tapon.

» Lavar las plantas cuidadosamente asegurandose de quitar completamente el medio de
cultivo para evitar contaminacion por hongos o bacterias.

* Colocarlas en papel mayordomo humedo dentro de bolsas plasticas transparentes
agujereadas e identificadas o en bandejas plasticas con su debida etiqueta de

identificacion.

En el Invernadero

 El sustrato que se utilice debera ser previamente esterilizado, para evitar

contaminacion.

Antes de la siembra de las plantas provenientes de laboratorio deberdn ser inmersas en
fungicida y bactericida.
Las especies antes mencionadas deberan sembrarse en bandejas de 144 celdas nuevas o
esterilizadas, para evitar la contaminacion.
Las plantas deben llegar al invernadero con raiz, de no ser asi se debe utilizar una
hormona de enraizamiento.
Se sellaran las plantas sembradas con neblina suave al pie de la planta.
Ya sembradas las plantas si se observa que se doblan con la primera neblina, y las hojas
tocan el sustrato se debera realizar una poda, las tijeras que se utilicen deberan limpiarse

con Etanol 1ccl/litro, esto evitara la transmision de enfermedades de planta a planta.
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1. Para la especie Gazania (Gazania sp.) se presentan mayores pesos frescos y secos de
raiz y de follaje, al mismo tiempo que un 100% de supervivencia utilizando tunel del arco
bajo, plastico transparente y mezcla como sustrato, por lo que estas condiciones de

aclimatizacion son las de mayor beneficio para la planta.

2. En cuanto a la especie Verbena (Verbena hybrida), para la obtencién de mayores pesos
frescos y secos de raiz y de follaje, la utilizacion de plastico transparente, mezcla como
sustrato y no representando diferencia significativa el uso de tunel bajo o alto, son las
condiciones de aclimatizacion correctas; y en cuanto a la supervivencia de la especie el
uso de plastico pigmentado representa la condicidn necesaria de sobrevivencia, siendo

variables las demas condiciones.

3. Para la especie Clavellina (Dianthus deltoides) las condiciones correctas de
aclimatizacion a las que se obtiene mayores pesos frescos y secos de raiz y de follaje, son
utilizando tanel de arco alto, plastico pigmentado y mezcla como sustrato; en cuanto a la
sobrevivencia de la especie el uso de tunel de arco alto y el plastico transparente son las

condiciones determinantes siendo variable el tipo de sustrato a utilizar.

4. La especie Vinca (Catharanthus roseus) presenta mayores pesos frescos y secos de
raiz y de follaje a condiciones de aclimatizacion utilizando plastico transparente, arena
como sustrato, no presentando diferencia significativa en cuanto al uso de tunel alto o
bajo; y en cuanto a la sobrevivencia se presenta un 100% de supervivencia teniendo como
condicion determinante el uso de arena como sustrato, siendo variable la altura de tanel y

el tipo de pléastico.
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2.9 Recomendaciones

1. En las condiciones de aclimatizaciéon en las que el uso de tunel alto o bajo; se
recomienda el uso del tinel de arco bajo debido a que requiere menos material para su

construccion lo cual es mas rentable.

2. El manejo del tanel queda a discrecién del regador, es correcto que en los dias de

mucho calor se levante uno de los lados del tinel para permitir mayor corriente de viento.

3. Mantener un rango apropiado de temperatura para aclimatizacién de 15-25 € y una
humedad relativa del 85% dentro de los taneles.

4. Para mejorar la sobrevivencia de las plantas en el invernadero se recomienda que se
tomen en cuenta los resultados de esta investigacién, aunque se considera apropiado
repetir el experimento en otras épocas del afio, debido a que es el primer experimento

documentado que se realiza dentro de la empresa y necesita un comparador.
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Anexo 1. Croquis del experimento, bandejas aleatori ~ zadas

Tanel Alto (Arriba T1y T2)
Tanel Bajo (Abajo T3y T4)
Plastico Pigmentado

Figura 38A. Ubicacion de los tratamientos.
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Fuente: Elaborado por Cedillo Gamez, PA. 2008



Anexo 2. Condiciones ambientales dentro del inverna

a. Condiciones ambientales dentro del invernadero p

Cuadro 16A. Tunel alto pigmentado, plantas de Gazani

dero.

ara Gazania y Verbena.

ay Verbena del 22 de abril al

5 de mayo
Lectura Maxima Fechay hora Minima Fecha y hora
Temperatura 33.17°C 25/4 a'la 13:00 14.85°C | 25/4 alas 6:00 a.m.
p.m
Humedad 99 % 1/5 a las 8:00 27% 27/4 alas 12:00
relativa am a.m.
Intensidad 685(lum/sqf) 2/5 ala 13:00 1(lum/sqf) Varios dias
luminica p.m

Cuadro 17A. Tunel bajo pigmentado, plantas de Gazan

ia 'y Verbena del 22 de abril al

5 de mayo
Lectura Maxima Fechay hora Minima Fechay hora
Temperatura 30.71°C 29/4 ala 13:00 15.23°C 25/4 a las 6:00
a.m

Humedad 104 % Varios dias 42.4 % 29/4 a las 15:00

relativa
Intensidad 413 pies —candela

luminica
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Cuadro 18A. Tunel alto transparente plantas de Gaza niay Verbena, del 22 de abril al
5 de mayo

Lectura Maxima Fecha y hora Minima Fecha y hora
Temperatura 36.76 23/4 ala 13:00 p.m. 14.85°C 25/4 a las 6:00
Humedad 103.6 % Varios dias 26 % 27/4 alas 12:00
relativa
Intensidad 590 pies- candela
luminica

Cuadro 19A. Tunel bajo transparente plantas de Gaza nia y Verbena, del 22 de abril

al 5 de mayo
Lectura Maxima Fecha y hora Minima Fecha y hora
Temperatura 31.12°C 23/4 ala 13:00 p.m. 15.23 C 25/4 a las 6:00
Humedad 103.6 % Varios dias 50.3% 23/4 alas 13:00
relativa
Intensidad 516 pies- candela
luminica

b. Condiciones ambientales dentro del invernadero p ara Clavellina y
Vinca.

** No hay datos del tunel Alto pigmentado por mal f  uncionamiento de los

instrumentos de medicion.

Intensidad luminica: 471 pies — candela




Cuadro 20A. Tunel bajo pigmentado para Clavellina
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y Vinca, del 6 de mayo al 21 de

mayo
Lectura Maxima Fecha y hora Minima Fecha y hora
Temperatura 34.01 11/5 alas 13:00 16.38°C 8/5 a las 6:00 a.m.
Humedad 104% Varios dias 37.3% 8/5 alas 6:00 a.m.
relativa
Intensidad 428 pies-candela
luminica

Cuadro 21A. Tunel alto transparente para Clavellin

ay Vinca, del 6 de mayo al 21 de

mayo
Lectura Maxima Fecha y hora Minima Fechay hora
16°C 8/5 a las 6:00 a.m.
Temperatura 35.7<C 11/5 alas 13:00
39% 7/5 alas 11:00 a.m.
Humedad 103.6 % Varios dias
relativa
Intensidad 597 pies- candela
luminica

Cuadro 22A. Tunel bajo transparente para Clavellina

y Vinca, del 6 de mayo al 21 de

mayo
Lectura Maxima Fechay hora Minima Fechay hora
Temperatura 33.17°C 11/5 alas 13:00 16.76°C Varios dias
Humedad 103.6% Varios dias 44.6 % 11/5 alas 13:00
relativa
Intensidad 512 pies- candela
luminica




CAPITULO 1l

SERVICIOS REALIZADOS EN LOS LABORATORIOS DE CULTIVO DE TEJIDOS Y
FITOPATOLOGIA DE LA EMPRESA JARDINES MIL FLORES S.A .
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3.1 Presentacion

El Ejercicio Profesional Supervisado, es uno de los requisitos de graduacion contenidos en
el reglamento de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, el objetivo es que el estudiante, ademas de poner en practica los
conocimientos adquiridos a lo largo de la carrera, tenga una interrelacion con la entidad
donde sea ubicado y se forme una idea concreta de la vida laboral de nuestro pais en el
area agricola.

La empresa Jardines Mil Flores S.A. es una empresa lider en la exportacion de semillas de
ornamentales, es una empresa con ideas innovadoras, que se esfuerza por complacer la
exigencias constantemente cambiantes de sus clientes alrededor del mundo. El presente
informe de servicios se desprende del diagnostico realizado al inicio del EPS, en los
laboratorios de Cultivo de Tejidos y Fitopatologia de la empresa “Jardines Mil Flores S.A.”.
En base al diagndstico realizado se pudieron determinar los principales problemas que se
prestaban en los laboratorios de la empresa “Jardines Mil Flores S.A.”, en base a estos
problemas se determinaron los servicios a realizar dentro de los laboratorios, con el

propésito de contribuir a la solucidon de los mismos.
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3.2 Protocolo de iniciacion para trece especies de ornamentales, en el laboratorio
de Cultivo de Tejidos de la empresa “Jardines Mil F lores S.A”.

3.2.1 Objetivos

General
Elaborar un protocolo de iniciacién para trece especies ornamentales, evaluando tiempos

de desinfeccion.

Especifico.

» Determinar cual de los tratamientos es mas efectivo para la desinfeccion de los

explantes provenientes de bloque madre.

» Identificar qué tratamiento ocasiona menos dafio a los explantes.

3.2.2 Metodologia

a. Seleccion de explantes

Los explantes de las especies que fueron seleccionadas para el proceso de iniciacion
fueron solicitados con diez dias de anticipacion por varias razones, una de ellas es la
distancia a la que se encuentran las fincas en donde estan establecidos los bloques
madre, pero la principal es que las plantas madre reciben un tratamiento previo con
fungicidas, tratamiento vital para el éxito del proceso, los productos y dosis son las que se
indican en los protocolos establecidos por la empresa para cada cultivo. Ver Cuadro 23.



Cuadro 23.ldentificacion de la especie, fechas de a

Especie

China

Dahlia

Verbena

Gazania

Rudbeckia

Pentas

Pensamiento

Begonia

Penstemon

Osteospermun

Clavellina

Vinca

Eustoma

# de

esquejes

40

40

40

40

40

40

40

40

40

40

40

40

Finca

Jalapa

Jalapa

JMF

JMF

JMF

JMF

Las

Vertientes

Las

Vertientes

JMF

JMF

JMF

JMF

JMF

Aplicacion
preventiva
28/04/08 al
07/05/08
28/04/08 al
07/05/08
07/04/08 al
14/05/08
07/04/08 al
14/05/08
07/04/08 al
14/05/08
07/04/08 al
14/05/08
07/04/08 al
14/05/08
07/04/08 al
14/05/08
21/06/08 al
28/05/08
21/06/08 al
28/05/08
21/06/08 al
28/05/08
21/06/08 al
28/05/08
21/06/08 al
28/05/08

Fecha de

envio

08/05/08

08/05/08

15/05/08

15/05/08

15/05/08

15/05/08

15/05/08

15/05/08

01/07/08

01/07/08

01/07/08

01/07/08

01/07/08

plicaciones, envio y prueba.

Fecha de

iniciacion.

09/05/08

09/05/08

16/05/08

16/05/08

16/05/08

16/05/08

16/05/08

16/05/08

01/07/08

01/07/08

01/07/08

01/07/08

01/07/08
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Fuente: Cedillo Gamez, P.A.
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Se solicitaron 40 explantes de cada una de las especies, para tener diez explantes por
tratamiento.

Cuadro 24. Cuadro de productos y dosis aplicadas po r finca.

Finca Productos Dosis
JMF Octave 0.5 gr./Litro
(Amatitlan) Rovral 1 gr./litro
Octave 0.5 gr./Litro
Las Vertientes Rovral 1 gr./ litro
(Pinula) RidomiliGold | 3 gr./ litro
Plus
Kocide 1 gr./litro
Esquejes Dithane 1 gr./litro
(Jalapa)
Dithane + 1 gr./litro
Amistar 0.5 gr./litro

Fuente: Cedillo Gamez, P.A.



Cuadro 25. Tratamientos utilizados

Tratamiento

Tratamiento 1

(Testigo)

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 4

Desinfectantes

Etanol al 70% durante 30
seg. NaClO Comercial
10% + 20 gotas de
Tween20
Etanol al 70% durante 30
seg. NaClO Comercial
10% + 20 gotas de
Tween20
Etanol al 70% durante 30
seg. NaClO Comercial
10% + 20 gotas de
Tween20
Etanol al 70% durante 30
seg. NaClO Comercial
10% + 20 gotas de

Tween20

b. Protocolo de desinfeccion de los explantes

98

Tiempos

10 minutos.

15 minutos.

20 minutos.

25 minutos.

Fuente: Cedillo Gamez, P.A.

La desinfeccién de los explantes se inicid desinfestando la mesa de trabajo se

llenaron los frascos con Etanol al 70% y con NaClO Comercial 10% + 20 gotas de

Tween 20, estos fueron identificados con cinta en la tapadera para reconocer cada

uno de los tratamientos.

El personal encargado adecuadamente vestido (bata, gorro y guantes), abrio las

bolsas plasticas en donde venian los explantes, se revisoé la etiqueta plastica en la

gue se indicaba el nombre de la especie y el nimero de explantes que contenia.
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Figura 39. Personal adecuadamente vestido.
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008

Los explantes se sacaron y contaron para comprobar que estuvieran completos, se
tomaron diez explantes por tratamiento, de los cuales cinco se cortaron a un

tamafio aproximado de 2 cm. y los otros cinco a un tamafio de 4 cm.

°

Figura 40. Dos tamanios diferentes de explantes  A. 4.5 cm. B. 2.0 cm.
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008
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* Los explantes se sumergieron en un frasco de vidrio, que contenia Etanol al 70 %,
se activd el cronometro al momento de la inmersion, pasados 30 seg. se sacaron

del Etanol y se pusieron a secar en hojas de papel mayordomo, esto se repitié en

todos los tratamientos.

Figura 41. Explantes sumergidos en Etanolal 7 0% y colocados en papel
mayordomo

Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008

e Cuando los explantes se secaron, se sumergieron en una solucién de NaClO

comercial al 10% con 20 gotas de Tween 20, durante 10 min, para el tratamiento 1

(testigo) y 15, 20 y 25 minutos, para los tratamientos 2, 3 y 4, el frasco estuvo en
agitacion constante.

Figura 42. Explantes sumergidos en hipoclorito de s odio al 10%, en diferentes
tiempos.

Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008
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« Al finalizar cada tratamiento los explantes se lavaron tres veces sumergiéndolos en
agua desmineralizada estéril, por aproximadamente un minuto para retirar el exceso

de desinfectante, con esto se evita que se continte dafiando el tejido.

* Los explantes ingresaron al laboratorio en el frasco donde se realiz6 el tercer
lavado, para ser secadas de nuevo en papel mayordomo estéril, posteriormente se
eliminan con bisturi las partes dafiadas por el tratamiento.

» Cuando estuvieron listos se sembraron en medio de cultivo basico (agar + agua

estéril), donde permanecieron 10 dias.

Figura 43. Secado y siembra de explantes en mediod e cultivo.
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008

* Las plantas permanecieron en observacion 10 dias, se reviso cada tubo para
descartar las contaminadas o dafiadas por el tratamiento, las que se consideraron
limpias visualmente se evaluaron en agar nutriente, esto se hizo colocando
pequefios pedazos de la planta en un medio nutritivo, con esta prueba podemos

determinar si la planta estd completamente limpia de hongos y bacterias.
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Figura 44. Test en agar nutriente, observacién cons  tante para determinar
contaminacion.
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008
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3.2.3 Resultados
Cuadro 26.Resultados de los tratamientos

Especie Tratamiento # de Contaminado s Limpias % de
plantas 0 guemadas en agar explantes
nutriente limpios
Gazania Trat 1 10 8 1 10%
Trat 2 10 4 6 60%
Trat 3 10 4 6 60%
Trat 4 10 7 3 30%
Rudbeckia Trat 1 10 8 2 20%
Trat 2 10 7 3 30%
Trat 3 10 7 3 30%
Trat 4 10 5 5 50%
Verbena Trat 1 10 8 2 20%
Trat 2 10 9 1 10%
Trat 3 10 8 2 20%
Trat 4 10 3 7 70%
Pensamiento Trat 1 10 8 2 20%
Trat 2 10 7 3 30%
Trat 3 10 10 0 0%
Trat 4 10 10 0 0%
Pentas Trat 1 10 10 0 0%
Trat 2 10 10 0 0%
Trat 3 10 10 0 0%
Trat 4 10 7 3 30%
Begonia Trat 1 10 9 1 10%
Trat 2 10 10 0 0%
Trat 3 10 10 0 0%
Trat 4 10 10 0 0
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Continuacion del cuadro 26

Especie Tratamiento # de Contaminado s Limpias % de
plantas 0 quemadas en agar explantes
nutriente limpios
Trat 1 10 10 0 0%
China Trat 2 10 10 0 0%
Trat 3 10 10 0 0%
Trat 4 10 10 0 0%
Dahlia Trat 1 10 3 7 70%
Trat 2 10 8 2 20%
Trat 3 10 9 1 10%
Trat 4 10 9 1 10%
Osteospermun Trat 1 10 1 9 90%
Trat 2 10 5 5 50%
Trat 3 10 6 4 40%
Trat 4 10 9 1 10%
Clavellina Trat 1 10 1 9 90%
Trat 2 10 5 5 50%
Trat 3 10 7 3 30%
Trat 4 10 8 2 20%
Penstemon Trat 1 10 0 10 100%
Trat 2 10 0 10 100%
Trat 3 10 0 10 100%
Trat 4 10 0 10 100%
Eustoma Trat 1 10 0 10 100%
Trat 2 10 0 10 100%
Trat 3 10 0 10 100%
Trat 4 10 6 4 40%

Fuente: Cedillo Gamez, P.A.
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3.2.4 Conclusiones y recomendaciones.
* En respuesta a los objetivos planteados se presenta el cuadro No 27, en este se puede

observar, la especie, el tratamiento que presentd mejor resultado para la misma y el

porcentaje de plantas limpias después de la prueba de agar nutriente.

Cuadro 27. Mejor tratamiento por especie

Especie Tratamiento % Recomendacién
Gazania Tratamiento 2 | 60 %. | Se recomienda el tratamiento 2 ya que requiere de
Tratamiento 3 | 60 % | menos tiempo y proporciona los mismos resultados que
el tratamiento 3
Rudbeckia Tratamiento 4 | 50 % | El tratamiento 4 es el mas recomendable para este tipo
de plantas debido a que las vellosidades que la
cubren, hacen dificil la penetracién de los productos en
periodos cortos de tiempo.
Verbena Tratamiento 4 = 70 % | Se recomienda el tratamiento 4 ya que fue el mas
efectivo en la desinfeccion de los explantes de
Verbena.
Dahlia Tratamiento 1 | 70 % | Es el tratamiento mas rapido y no provoca mayor dafio
a las plantas.
Clavellina Tratamiento 1 El tratamiento 1 es el recomendable para Ila
90% | desinfeccion de esquejes de Clavellina, este ademas
de proporcionar un alto porcentaje de plantas
desinfectadas es el mas rapido y no hubo plantas
gquemadas.
Penstemon Tratamiento 1, | 100% | No hubo contaminacion en ninguno de los tratamientos,
2,34 se recomienda el uso del tratamiento 1 por ser el mas
rapido.
Osteos Tratamiento 1 90% | Se recomienda el uso del tratamiento 1, por ser el mas
rapido y eficaz en la desinfeccién de Osteospermun.
Eustoma Tratamiento 1 | 100% | No hubo contaminacién en ninguno de los tres

Tratamiento 2

Tratamiento 3

tratamientos, se recomienda el uso del tratamiento 1

por ser el més rapido.

Fuente: Cedillo Gamez, P.A.
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Para obtener un protocolo confiable para cada especie, es necesaria la constante
experimentacion con diferentes desinfectantes y tiempos de inmersion, se debe
tomar en cuenta también que debido a las diferencias anatomicas y morfolégicas de
cada especie no todas responderan de la misma forma a un solo tratamiento, por lo
que en este caso no fue posible establecer un solo tratamiento para todas las
especies.

Aunque los tratamientos utilizados en este experimento no fueron efectivos para las
trece especies, se obtuvieron buenos resultados en ocho de estas, produciendo en
algunos casos el 100% de efectividad.

Se recomienda el uso de estos tratamientos para las especies que tengan por lo
menos un 60% de plantas limpias, en el caso de plantas como la China (Impatiens
sp) y Begonia (Begonia sp.), que son suculentas, se recomienda menor tiempo de
exposicion al tratamiento ya que estas murieron por quemadura de la planta y no

por contaminacion.



3.3.
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Prueba de Etanol + Agua desmineralizada y Etan ol + Agua desmineralizada

estéril, para iniciacion.

3.3.1 Objetivos
General

Determinar la eficiencia del etanol al 70% como Unico desinfectante en tres especies.

Especificos.

Observar el efecto de cuatro tiempos de inmersion de etanol al 70 % en la
desinfeccién de explantes en diferentes tiempos.
Establecer la diferencia entre el uso de etanol al 70% con H,O desmineralizada y

etanol al 70% con H,O desmineralizada estéril.

3.3.2 Metodologia

a. Seleccién y Solicitud de Material Vegetal

80 esquejes de Verbena (Verbena hybrida)
80 esquejes de Osteospermun. (Osteospermun sp.)

80 esquejes de Vinca. (Catharanthus roseus)

b. Tratamientos.

Se aplicaron un total de 8 tratamientos de 10 plantas cada uno.

Cuadro 28. Tiempos de inmersién en etanol + agua de  smineralizada estéril al 70 %

Tratamiento Solucion Tiempo

Tratamiento 1 Etanol + H,O desmineralizada 15 segundos

estéril al 70 %

Tratamiento 2 Etanol + H,O desmineralizada 30 segundos

estéril al 70 %

Tratamiento 3 Etanol + H,O desmineralizada 45 segundos

estéril al 70 %

Tratamiento 4 Etanol + H,O desmineralizada 60 segundos

estéril al 70 %

Fuente: Cedillo Gamez, P.A.
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Cuadro 29.Tiempos de inmersion en etanol + agua des  mineralizada al 70 %

Tratamiento Solucién Tiempo

Tratamiento 1 Etanol + H,O desmineralizada 15 segundos
al 70 %

Tratamiento 2 Etanol + H,O desmineralizada 30 segundos
al 70 %

Tratamiento 3 Etanol + H,O desmineralizada 45 segundos
al 70 %

Tratamiento 4 Etanol + H,O desmineralizada 60 segundos
al 70 %

Fuente: Cedillo Gamez, P.A.

c. Preparacion de diluciones.

« Etanol + agua desmineralizada estéril:  para realizar la prueba se prepar6 un litro
de Etanol al 70 %, se agregaron 729 ml de Etanol al 96% y 271 ml de agua
desmineralizada, previamente esterilizada en autoclave durante 20 min. en un
erlenmeyer de 1000 ml.

« Etanol + agua desmineralizada: para realizar la prueba se prepar6 un litro de
Etanol al 70 %, se agregaron 729 ml de Etanol al 96% y 271 ml de agua

desmineralizada en un erlenmeyer de 1000 ml.

d. Llenado de frascos estériles: teniendo las diluciones, se llenaron los frascos
estériles identificados de acuerdo al tratamiento, teniendo tres frascos para cada uno

de los 8 tratamientos para un total de 24 frascos.
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Figura 45 . Frascos estériles e identificados para tratamiento .
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008

e. Recepcion y limpieza de las plantas:  las plantas de Vinca, Verbena y Osteospermun
se sacaron de las bolsas y se colocaron sobre papel mayordomo donde se les retiro el
exceso de hojas y se redujo el tamafio de los explantes hasta aproximadamente 3 cm.

Figura 46. Conteo y limpieza de esquejes para tratam  iento
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008
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f. Aplicacion de los tratamientos : se sumergieron 10 esquejes de cada especie en
cada uno de los frascos identificados, se realizaron los cuatro tratamientos con la dilucién
de etanol al 70% + agua desmineralizada de acuerdo a los tiempos establecidos (ver
cuadros 28) y los cuatro tratamientos con la dilucion de etanol al 70% + agua
desmineralizada estéril (Ver cuadro 29), terminado el tiempo de inmersion se elimino el

liquido y se taparon de nuevo los frascos para que ingresaran al laboratorio.

Figura 47. Aplicacion del tratamiento

Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008
g. Secado y siembra: dentro del laboratorio los esquejes se secaron en papel

mayordomo estéril, se les cortaron las hojas quemadas y se sembraron en los tubos
identificados de acuerdo al tratamiento y la especie.

Figura 48. Limpieza y siembra de esquejes
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, PA 2008
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h. Tiempo de observacion y prueba en agar nutriente
Los esquejes permanecieron en observacion 10 dias, pasado el tiempo de observacion se

eliminaron los contaminados y se realiz6 la prueba en agar nutriente.

Figura 49. Plantas de Osteospermun en observacion, planta contaminada con
hongos, quemaduras por el tratamiento.
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008

Figura 50 . Test en agar nutriente, se mantuvieron en observac  i6n constante.
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008
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Figura 51. Plantas de Verbena quemadas, en todos | os tratamientos.
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008



3.3.3 Resultados
Cuadro 30. Plantas limpias después del tratamiento

Especie

Verbena

Osteos

Vinca

Tratamiento

Tratamiento 1 = 15 seg.
Tratamiento 2 = 30 seqg.
Tratamiento 3 = 45 seg.

Tratamiento 4 = 60 seg.

Tratamiento 1 = 15 seg.
Tratamiento 2 = 30 seg.
Tratamiento 3 = 45 seg.

Tratamiento 4 = 60 seg.

Tratamiento 1 = 15 seg.
Tratamiento 2 = 30 seg.
Tratamiento 3 = 45 seg.

Tratamiento 4 = 60 seg.

Plantas limpias en
Etanol + Agua estéril

Agar
Visualmente nutriente

0

0

0

0

4 0
7 6
7 5
8 8
6 5
S 4
4 4
1 1
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Plantas limpias en

Etanol + Agua

desmineralizada

Visualmente

0

o o o

o O o0 ©

2
3
2

6

Agar

nutriente

N Oy 00 Ol

2
3
0

4

Fuente: Cedillo Gamez, P.A.
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3.3.4 Conclusiones y recomendaciones
Cuadro 31.Tratamiento mas efectivo por especie

Especie Tratamiento Efectividad Recomendacioén
Tratamiento 1: Etanol + 50 % Este tratamiento resultd el
Agua desmineralizada estéril mas efectivo, ademas de ser

Vinca | al 70% durante 15 segundos. el mas rapido, la cantidad de

plantas quemadas fue poca.

Osteos Tratamiento 2 : Etanol + 80 % Aunque los dos tratamientos
Agua desmineralizada al 70% proporcionaron la misma
durante 30 segundos. cantidad de plantas limpias,
Tratamiento 4 . Etanol + para fines de desinfecciéon de
Agua desmineralizada estéril esquejes se recomienda el
al 70 % durante 60 seg Tratamiento 2 de Etanol +

agua desmineralizada al 70%
por ser el mas rapido.
Fuente: Cedillo Gamez, P.A.

Se observaron mejores resultados en la esterilizacion con agua desmineralizada
estéril, sin embargo para fines de desinfeccion es poco practico y caro debido al
tiempo y gasto de energia que conlleva el uso del autoclave, por lo que se
recomienda que si el material es de mucha importancia y resulta dificil de
conseguir, se tome la precaucién de esterilizar el agua desmineralizada, de lo
contrario, es recomendable esterilizar el material y tener los cuidados necesarios en
el proceso.
Para la desinfeccion de explantes de Osteospermun (Osteospermun sp) el
tratamiento de Etanol al 70 % durante 30 y 60 seg. proporciono el 80% de plantas
limpias por lo que no se considera necesario utilizar otro desinfectante.
En las plantas de Vinca (Catharanthus roseus), se obtuvo solamente el 50 % de las
plantas limpias, por esto se hace necesario la aplicacion de otro desinfectante como
el hipoclorito de sodio, ya que con esto nos asegurariamos tener un mayor numero

de plantas limpias en el proceso de iniciacion.
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3.4.1 ldentificacion de la especie de Alternaria qu e ocasiona problemas en cultivos
de Zinnia

3.4.2 Objetivos
General

Identificar la especie de Alternaria que contamina la semilla de Zinnia.(Zinnia elegans)

Especifico

Conocer las principales caracteristicas de la especie a identificar

3.4.3 Metodologia

a. Obtener una muestra del patégeno: la muestra fue se una de las cajas que se
utilizan para hacer el test de Alternaria en semilla de Zinnia, esta se llevo al
laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San
Carlos.

b. Metodologia realizada en el laboratorio de la FA USAC: teniendo la muestra se

realiz6 la consulta con el Ing. Agr. Gustavo Alvarez, Fitopatélogo de la FAUSAC.

c. Observacion en el microscopio : se hicieron varios montajes utilizando agujas de
diseccion finas, colocando la muestra en lactofenol claro, se observo una conidia
solitaria de Alternaria sp.

d. Identificar el patdégeno por medio de claves: teniendo en cuenta las
caracteristicas de la especie y su principal hospedante, se procedi6 a la

identificacion de la misma, utilizando claves taxondmicas.
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3.4.5 Resultados

a. Taxonomia:

Phylum: Ascomycota
Clase: Dothideomycetes.
Subclase: Pleosporomycetidae
Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae
Geénero: Alternaria
Especie: A. zinniae

Nombre binomial: Alternaria zinniae (Wikipedia 2010)

b. Descripcion inicial de la especie.

El patdgeno mas comun es las plantas de Zinnia es Alternaria zinniae Pape, un hongo
gue se describe en el 1942. El primer informe publicado sobre la enfermedad en los
Estados Unidos aparecié en 1943, pero es probable que se presente en el pais desde
1924 cuando manchas de la hoja de Zinnia causadas por Alternaria sp. Fueron colectadas
en Lake Alfred, Florida (Wehlbur 1969).

c. Sintomas

Manchas grandes casi redondas con un centro necrético gris o0 en ocasiones blanco, esta
parte a menudo desaparece dejando un agujero en el centro de la mancha. Cuando esta
muy infectada las hojas se vuelven marrones y secas con tendencia a agrietarse. (Ver
figura 52).Alternaria zinniae también puede infectar los tallos, peciolos y flores pero estos

sintomas no son tan visibles como en las hojas (Wehlbur 1969).
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d. Caracteristicas de la especie.
* Micelio Inmerso.
» Conidioforo solitario o en fasciculos.
* Tamaio por encima de 150 p de longitud
» Conidia solitaria raramente en cadenas de 2.
» Varios septos longitudinales.

* Pico filiforme.

Figura 52. Conidia de ( Alternaria zinniae ) 40x
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008

Otros hospedantes

Bidens, Caléndula, Crisantemos, Dahlia, Gerbera, Heliantus.

Figura 53. Planta de Zinnia contaminada con  Alternaria zinniae
Figura 54. Semilla de Zinnia contaminada con  Alternaria zinniae
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008
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3.4.6 Conclusiones y recomendaciones.
1. La especie de Alternaria que contamina las semillas de Zinnia es Alternaria zinniae

H. Pape ex M.B. Ellis 1972

2. La principal caracteristica de esta especie es su pico filiforme, que la distingue de
las otras conidias identificadas como patogénicas, tiene varios septos
longitudinales, este hongo generalmente se presenta asociado a
Cercospora zinniae, debido a que en la empresa ya se encuentra presente el
hongo, se recomienda hacer pruebas para el control del mismo debido a que en la
empresa se trabaja con especies hospedantes como la Dahlia y Crisantemos, de

esta manera se evita la propagacion del hongo.



119

3.5 ldentificacion del Agente causal de Pierna Negr  a en Geranio
3.5.1 Objetivos
General
Identificar el agente causal de la Pierna Negra en plantulas de Geranio.
Especifico

Aislar el patdgeno que ocasiona la Pierna negra en Geranio.

3.5.3 Metodologia
a. Desinfeccion y Siembra en PDA y CMA: antes de sembrar los segmentos infectados

en el agar de PDA y CMA se procedio a realizar el tratamiento de desinfeccion con cloro al
10% probando cuatro tiempos diferentes los tiempos fueron: 15 seg., 30 seg., 45 seg., y
60 seg.

b. Inoculacién del hongo en manzanas verdes: teniendo como base que el agente
causal de “Pierna negra” en plantas de Geranio podria tratarse de Phytophthora o
Pythium, los cuales se encuentran frecuentemente en el suelo, se realizo el aislamiento
utiizando manzanas verdes como cultivo trampa, estas permanecieron en camara
hameda tres dias, y se inocularon con diferentes partes de la planta de Geranio de la
siguiente forma:

Manzana 1: Inoculada con suelo.

Manzana 2: Inoculada con tallo.

Manzana 3: Inoculada con raices.

Manzana 4: Inoculada con micelio obtenido de tubos de PDA.
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Figura 55. Planta enferma de Geranio y frutos de ma  nzanas inoculadas con partes
de tallo, raices y suelo de Geranios con piernaneg ra
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008

c. Inoculacion en planta de Geranio:  para realizar la inoculacion en la planta de Geranio,
se obtuvo una seccién de la zona de avance de la manzana inoculada con suelo, y con la
ayuda de un hilo se amarr6 la seccién afectada de la manzana, al tallo sano de la planta

de Geranio y se observo. Ver figura 56.

Figura 56. Geranio 25 de Junio, Geranio 12 de Juli o, Geranio 30 de Julio.
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008
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d. Siembra en caja de PDA con y sin hymexasol : una de las pruebas sugeridas en el
laboratorio de fitopatologia de la Facultad de Agronomia fue el uso del medio PDA con el
fungicida hymexasol, para realizar la prueba se extrajeron 10 pedazos pequefios de la
zona de avance de la manzana inoculada con suelo y se sembraron 5 pedacitos en una
caja de PDA que contenia hymexasol y 5 pedacitos en una caja de PDA sin hymexasol, se
esperod 3 dias y Unicamente se observd crecimiento de micelio en la caja de PDA sin
hymexasol, las dos cajas fueron llevadas a la Facultad de Agronomia al laboratorio de
fitopatologia, donde se nos sugirié la prueba, alli se nos indicé que el hymexasol es un
inhibidor del crecimiento de Pythium sp. por lo que en la caja que contenia hymexasol
solamente podria crecer Phytophthora sp. lo cual no ocurrié, por lo que se descartd la

posibilidad de que el patégeno que afectaba las plantas de Geranio fuera Phytophthora sp.

e. Prueba de camara de agua: Esta prueba fue sugerida por el Dr. David Monterroso,
fitopatélogo de la Facultad de Agrondmia, para la misma se solicitaron 2 plantas de
Geranio que mostraran sintomas de pierna negra, estas plantas se lavaron para retirarles
el suelo y se les retiraron las hojas, dejando Unicamente una pequefia parte de las raices
y el tallo completo, el cual fue sumergido en agua estéril, en beackers de 80 ml. y

sostenidas con un clip metalico.

Figura 57. Tallos y raices de Geranio enfermo enag ua, para observar crecimiento de
micelio.
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008
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Figura 58. Prueba de Geranio en agua dos dias despu  és.
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008

f. Aislamiento de micelio de camara de agua: transcurridos dos dias de iniciada la
prueba, se observé un micelio que crecid sobre el agua, de este micelio que se encontraba

pegado al tallo con mucho cuidado se tom6 una muestra la cual se colocé en un medio de
agar nutriente con jugo de tomate.

Figura 59. Siembra de micelio en agar de jugo deto  mate.
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, PA 2008

La caja de medio preparado con jugo de tomate, se llevo a la Facultad de Agronomia para

obtener un diagnéstico, alli se realizaron montajes y se tomaron las siguientes fotografias.
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Figura 60. Montaje de micelio de cultivo de jugo de tomate 40x
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, PA 2008
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3.5.4 Resultados
De acuerdo a las pruebas realizadas y al tipo de esporulacion que tuvo el hongo se

determind que este pertenece a la siguiente taxonomia:

Phylum: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Pythiales
Familia: Pythiaceae
Género: Pythium sp. (Wikipedia 2010)

Caracteristicas del género:

El micelio produce esporangios terminales o de forma esférica. Los esporangios
germinan directamente y producen de uno a varios tubos germinales, o bien forman una
hifa corta en el extremo de la cual se forma una vesicula. El protoplasma se difunde desde
el esporangio hacia la vesicula y de ahi forma mas de cien zoosporas (Bayer Crops
Cience Pe. 2008).

Dafos

El hongo invade el sistema vascular de las raices y se distribuye por la planta a
través de los vasos, obstruyéndolos e impidiendo ascender la savia proveniente de las
raices. Las hojas se vuelven flacidas y se necrosan, y con el paso del tiempo coloniza toda
la planta. Aparece un amarillamiento en un sector lateral de las hojas, y a lo largo del tallo
una necrosis, acompafiada de unas secreciones gomosas. También hay una reduccion del
desarrollo de la planta en comparacion a las plantas sanas. Los ataques en plantula

generalmente son letales (Bayer Crops Cience Es. 2008).
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Figura 61. Vesicula llena de zoosporas.
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, PA 2008

3.5.5 Conclusion
De acuerdo a la identificacion realizada y contando con la supervision de los

fitopatélogos de la Facultad de Agronomia Dr. David Monterroso, Dr, Edin Orozco, Ing.
Agr. Gustavo Alvarez, podemos decir que el agente causal de la “Pierna negra en
Geranio” es el hongo Pythium sp por las mudltiples caracteristicas que lo hacen
reconocible, como lo podemos observar en las fotografias anteriores, la méas facil de
identificar es su vesicula delgada llena de zoosporas, que se liberan lentamente, y la
invaginacion que esta crea al momento de la esporulacion.
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3.6 Determinacion del hongo causante de contaminaci  6n de polen y cabezuelas de
Marigold ( Tagetes erecta L) Flor de muerto.

3.6.1 Objetivos.

General

Determinar si el polen de Marigold ( Tagetes erecta L) se encontraba contaminado.

Especifico
» |dentificar los principales hongos que ocasionan la contaminacién de polen y
cabezuelas en plantas de Marigold.( Tagetes erecta L)

» Aislar los hongos para realizar antibiogramas

3.6.2 Metodologia
a. Colocar polen de Marigold en medio PDAy CMA par  a observar la contaminacion.

El polen de Marigold fue colocado en cajas con medio PDA y CMA medios especiales para
la observacion de hongos el primero a base de extracto de papa y el segundo extracto de
maiz, a las 24 hrs. de sembrado el polen se observo la contaminacion de este,
especialmente en el medio de PDA.

i b e

B

Figura 62. Polen dia de la siembra.  Figura 63. Polen a las 24 hrs. de la siembra
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008
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b. Observacion de polen en el microscopio. al observar la contaminacion del polen en
los medios de PDA y CMA se tomaron muestras de los hongos para su identificacion, los

montajes se observaron a 10x, 20x y 40x.

Figura 64. Polen en observacion 20x. y polen enob  servacion 40x
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, PA 2008

c. Colocar las cabezuelas en camara humeda. Las cabezuelas de Marigold fueron
colocadas en cajas petri sobre carton humedo, con la finalidad de poder observar

claramente el micelio que contamina de la cabezuela.

Figura 65. Cabezuela contaminada, contaminacion por Botrytis sp.
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, P.A. 2008
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d. Identificacion del agente causal: la identificacion fue realizada por el Dr. Edin Orozco,
en una consulta profesional a la empresa “Jardines Mil Flores S.A”, el resultado se
entregd al Dr. Fredy Romero, jefe del departamento de investigacién y desarrollo de la
empresa, quien a su vez nos proporcioné la informacién, para identificar correctamente el
hongo y realizar el aislamiento del mismo.

e. Aislamiento de los principales agentes contamina  ntes en medios de PDA: vya
identificados principales agentes causales de la contaminacién se procedi6 al aislamiento
de Cladosporium sp. el cual fue aislado de las cajas de PDA (papa, dextrosa y agar) que

contenian el polen y Botrytis sp. aislado de las cabezuelas de Marigold.

Figura 66. Aislamiento de Cladosporium sp. Figura 10. Aislamiento de Botrytis sp.
Fuente: Fotografia Cedillo Gamez, PA 2008

3.6.3 Conclusiones
De acuerdo a las observaciones y a la determinacién realizada por el Dr. Edin Orozco,

se pudo identificar que los agentes causales de la contaminacion en el polen de
Marigold eran Cladosporium sp. y Botrytis sp.

Se realizo el aislamiento del micelio en PDA para tener un cultivo puro del hongo para
hacer evaluaciones in vitro de fungicidas, de esta manera se esperaba encontrar un

fungicida que controlara el hongo.
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3.7 Evaluacion in vitro de fungicidas para el contr ol de Cladosporium sp., Botritis
sp. Fusarium sp., Pythium sp., Phytophthora sp.

3.7.1 Objetivos
General
Probar la eficacia de varios fungicidas para el control de los hongos.
Especificos.
Identificar cual o cuales fungicidas proporcionan mejor resultado para el control de los

hongos Cladosporium sp., Botritis sp., Fusarium sp., Phytium sp., Phytophthora sp.

3.7.2 Metodologia
Protocolo para preparacion antibiogramas, Laboratorio de Fitopatologia JMF.

a. Aislamiento y crecimiento del hongo que se desea evaluar.
b. Desinfectar perfectamente la campana de flujo laminar. D-amonio(10cc/litro) y
Etanol al 95% + spray desinfectante.
c. ldentificar las cajas estériles y los erlenmeyer con el nombre o las iniciales del
producto quimico, su dosis y la fecha en que se realiza la prueba. Verificar que todo
este correctamente identificado.
d. Preparar volumen de medio para realizar la evaluacion in vitro de fungicidas. PDA
acido para evaluacion de hongos. Volumen a preparar (NUumero de tratamientos x
200 ml) + 200 ml de los dos controles.
e. PDA &cido (Para cultivo libre de bacterias)
Reactivo Dosis
Caldo de papa 1 litro
Dextrose (Glucosa) 3.75gr. / Litro.
Agar, Agar 20 gr.

f. Después de autoclavear
Neomycin Sulfate 1 ml.
Streptomycin Sulfate 2 ml.
Acid Lactic 2ml.

g. Autoclavear el medio de cultivo.

h. Pesar las dosis indicadas de los fungicidas granulados y en polvo.
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I. Al salir el medio del autoclave, y aun caliente se le agregan al medio las dosis de
Acido Lactico, Sulfato de Neomicina y Sulfato de Estreptomicina, se debe agitar
vigorosamente y posteriormente se le agregan las dosis a evaluar de fungicida.
Agitar rapida y vigorosamente para que se homogenice bien.

j. Teniendo el medio bien homogenizado se procede a verter en las 6 cajas
asignadas para el tratamiento tomando en cuenta:

a. 4 cajas inoculadas 2 sin inocular para control.(200 ml)
b. 4 cajas control absoluto, solo con medio, sin quimicos, sin inocular.(100 ml)
c. 4 cajas control relativo, solo con medio, sin quimicos, inoculadas ( 100 ml)

k. Dejar cuajar en las cajas y esperar tres dias para verificar que no estén
contaminadas.

l. Al tercer o cuarto dia realizar la inoculacion del hongo en cultivo puro, en la campana
de flujo laminar, desinfectada perfectamente con el proceso del inciso 2. Recordar
gue solamente se inoculan 4 cajas de cada tratamiento.

m. Sellar las cajas.

n. Dejar en incubacion.

0. Observar a los 8 dias y entregar resultados.



3.7.3 Resultados
Evaluacion de fungicidas

Cladosporium sp.

Cuadro 32. Evaluacién de fungicidas para control de
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Cladosporium sp.

Fotografia

Producto Ingrediente Dosis Resultado
Activo

Siganex 600 Pyrimethanil  0.5cc/litro  Bueno
SC

Dithane 80 Mancozeb 1 gr./litro Bueno
WP

Timorex Melaleuca 5 ccllitro Bueno

alternifoli

Octave 50 Prochloraz 0.5 Regular

WP

gr./litro




Continuaciéon cuadro 32
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Fotografia

Producto Ingrediente Dosis Resultado
Activo

Bravo 720 SC Clorotalonil 1.5 Regular
72% ccllitro

Nativo 300 Tebuconazol 0.3 Regular
SC cc./litro

Bellis 38 WG Boscalid + 0.5 Regular
Pyraclostrobin ccllitro

Rovral 50 WP Iprodiona 1 gr./litro  Regular




Continuacion cuad ro 32
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Fotografia

Producto Ingrediente Dosis Resultado
Activo
Amistar 50 Azoxistrobin 0.5 Malo
WG gr./litro
Goldazim 50 Carbendazim 0.5 Malo
SC ccllitro
Goldazim50 = Carbendazim = 1 ccllitro Malo
SC
Decree 50 Fenhexamid = 1 gr./litro Malo
WDG

Fuente: Cedillo Gamez, P.A. 2008
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Evaluacion de fungicidas para  Botrytis sp.

Cuadro 33. Evaluacion de fungicidas para control de Botrytis sp.
Producto Ingrediente Dosis Fotografia
_ Resultados
activo
Octave 50 Prochloraz 0.5 Bueno
WP gr./litro
Rovral 50 Iprodiona 1 Regular
WP gr./litro
Bravo 720 Clorotalonil 1.5 Regular
sC 72% ccllitro
Decree 50 Fenhexamid 1 Regular
WDG gr./litro




Continuacion del cuadro 33.
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Fotografia

Producto Ingrediente Dosis
activo Resultados
Azoxistrobin 0.5 Malo
gr./litro
Amistar 50
WG
Dithane 80 Mancozeb 1 Malo
wp gr./litro
Carbendazim 0.5 Malo
gr./litro
Goldazim 50
SC 1 Malo
gr./litro

Fuente: Cedillo Gamez, P.A. 2008
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Evaluacion de fungicidas para  Fusarium sp.
Cuadro 34. Evaluacion de fungicidas para control de Fusarium sp.
Producto Ingrediente Dosis Resultado Fotografia
activo
Nativo 300 | Tebuconazol | 0.3gr./litro Bueno
SC
Siganex Pyrimethanil 0.5 cc /litro Bueno
600 SC
Carbendazim | 0.5 ccl/litro Bueno
Goldazim -
1 ccllitro Bueno

50 SC




Continuacion cuadro 34.
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Fotografia

Producto Ingrediente Dosis Resultado
activo
Timorex Melaleuca 5 ccl litro Malo
alternifoli
Dithane Mancozeb 1 gr./litro Malo
80 WP

Fuente: Cedillo Gamez, P.A. 2008
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Evaluacion de fungicidas para  Pythium sp.

Cuadro 35.Evaluacion de fungicidas para control de Pythium sp.
Producto Ingrediente Dosis Resultado Fotografia

Activo

Banrot 40 WP Etridiazol | 0.5 gr./litro Bueno

Foraxil 72 WP Metalaxyl | 0.1 ccllitro Bueno

Siganex 600 SC | Pyrimethanil | 0.5 cc /litro Bueno

Timorex Melaleuca 1 cc/ litro Bueno

alternifoli




Continuacion Cuadro 35
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Fotografia

Producto Ingrediente Dosis Resultado
Activo
0.5 ccllitro Malo
Goldazim 50 SC ]
Carbendazim
1 ccllitro Malo

Fuente: Cedillo Gamez, P.A. 2008



Evaluacion de fungicidas para

Phytophthora sp.

Cuadro 36.Evaluacion de fungicidas para control de
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Phytophthora sp.

Fotografia

Producto Ingrediente Dosis Resultado
activo
Banrot 40 WP Etridiazol 0.5 Bueno
gr./litro

Foraxil 72 WP | Metalaxyl 1 ccl/litro Medio

Goldazim 50 | Carbendazim 0.5 ccllitro Medio
SC

Previcur 72 | Propamocarb ' 1 cc /litro Malo
SL

Fuente: Cedillo Gamez, P.A. 2008
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3.7.4 Conclusiones y recomendaciones.

 De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que para el control de
Cladosporium sp., los fungicidas que dieron mejor resultado fueron Siganex 600 SC,
Dithane 80 WP y Timorex, para Botrytis sp., los que presentaron mejores resultados
fueron Bellis 38 WG, Siganex 600 SC, Timorex, Nativo 300 SC y Octave 50 WP, para
Fusarium sp., los mejores productos fueron Nativo 300 SC, Siganex 600 SC, Goldazim
50 SC en las dos dosis probadas, para Pythium sp., los mejores fueron Banrot 40 WP,
Foraxil 72 WP, Siganex 600 SC y Timorex, para Phytophthora sp., el Unico que dio

buen resultado fue Banrot 40 WP.

e Se observo que el producto Siganex fue el que produjo mejor resultado, ya que
controlo cuatro de los cinco hongos en los que fue probado, por esto se recomienda su
uso para el control de los mismos. El segundo en efectividad fue el Timorex este
también dio buen resultado en tres de los cinco hongos en los que fue probado, este
ultimo es un producto de origen vegetal.

e Se recomienda que antes de utilizar un nuevo producto se realicen pruebas de
fungicidas in vitro, de esta manera se tiene una referencia en cuanto a que si el
producto, controla el hongo que afecta nuestro cultivo, estas pruebas son rapidas y los
reactivos para la preparacion del medio son faciles de conseguir, para una pequefa

empresa.
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