CAPITULO |

1.1.Introduccién

Los avances tecnoldgicos y cientificos en la ultima década hicieron posible crear
nuevas técnicas de multiplicacion vegetativa, como ser la multiplicacion mediante
esquejes in vitro, obteniendo gran cantidad de plantas libres de enfermedades en

un tiempo reducido.

Uno de los pasos fundamentales para el éxito de este método de multiplicacion es
el proceso de aclimatacion, segun el cual las plantas obtenidas en laboratorio,
mantenidas en condiciones de temperatura y humedad favorables, son llevadas a

un sustrato comdn y a condiciones un tanto mas adversas.

Ciento cincuenta familias campesinas de los municipios de Uriondo y Cercado
incursionaron en el cultivo de orégano. Actualmente cuentan con méas de 70
hectareas de orégano cultivado y un vivero ubicado en predios del proyecto

multiple San Jacinto, con méas 150 mil plantones.

Se trata de las variedades de orégano Maru y Kaliteri, de acuerdo a la experiencia
desarrollada son las variedades que mejor se adaptan a las condiciones

climatoldgicas del valle central de Tarija

La propagacion vegetativa se ha aplicado en varias especies con el propdsito de
incrementar la productividad y resolver asi problemas con la semilla. La
produccion puede realizarse a través de varias técnicas entre las que se encuentra

el cultivo de tejidos in vitro, realizado en laboratorio.

El proceso de aclimatacion de las plantulas obtenidas por cultivo in vitro es muy
complejo, por lo que el control estricto de las condiciones ambientales durante

esta fase es determinante en un sistema de micro propagacion.

En este trabajo se establecen las condiciones ambientales en que deben

desarrollarse las plantas in vitro de orégano, sustratos en los cuales puedan



desarrollarse de manera favorable, métodos de desinfeccion de sustratos, asi como

las atenciones que deben proporcionérseles para lograr su aclimatacion.

1.2. Justificacién

Debido a la dificultad y al trabajo que representa para el proyecto mdltiple San
Jacinto la multiplicacion y produccion de plantones de orégano, se tiene la
necesidad de aplicar tecnologia para lograr satisfacer la demanda y llegar a
cumplir las metas que tiene planteadas para esta gestion, de esa manera obtener
una propagacion rapida y masiva de plantas sanas. Para lograr este objetivo, se
necesita investigar como reaccionarian las plantas ya criadas en laboratorio en un
medio externo, tratando de identificar los problemas y las ventajas que posee cada

una de las dos variedades con las que se esté trabajando.

Para todo esto es necesario realizar un estudio minucioso sobre la “Aclimatacion
de vitro plantas de orégano” sometiéndolas a condiciones ambientales
moderadamente controladas en un entorno forzado utilizando un invernadero,

media sombra, bandejas almacigueras y sustratos desinfectados.

1.3. Hipotesis

Se obtiene una alta tasa de supervivencia, rapido crecimiento y un buen
macollamiento de vitro-plantas de orégano tanto de la variedad Maru como
Kaliteri en la fase de aclimatacién, con el uso de dos tipos de sustratos: Uno,
tierra vegetal mas cascarilla de arroz, otro, turba més acicula de pino y, dos

métodos de desinfeccion como ser: desinfeccidén quimica o por medio de calor.

1.4. Objetivos
1.4.1. General

Aclimatar dos variedades de vitro plantas de Orégano (Oreganum vulgare) en dos
substratos y dos métodos de desinfeccion, en los invernaderos del Centro

experimental de Chocloca



1.4.2.

Especificos

Evaluar el porcentaje de aclimatacion de las vitro plantas en las variedades
Maru y Kaliteri de orégano frente a los sustratos: Tierra vegetal mas
cascarilla de arroz y turba mas acicula de pino.

Evaluar o determinar la eficiencia de dos métodos de esterilizacion del
sustrato utilizando desinfectante quimico y por medio de calor.

Determinar el desarrollo de las vitroplantas en la fase de aclimatacion.



CAPITULO 1I
2. Marco teorico
2.1.0rigen

El orégano es originario de Europa Central, Meridional y Asia Central.

Relativamente abundante en el norte de Esparia.

Los principales paises productores de orégano son: Turquia, Grecia, Marruecos,
Albania, México, Pera y Chile. (FDTA-Valles, 2007)

2.2.Importancia

El orégano esta dentro de las hierbas arométicas y medicinales de gran interés en
cuanto a su aprovechamiento en la industria farmacéutica, cosmética, perfumera y
alimentaria, y son una alternativa a los cultivos tradicionales, con especies de gran

demanda en el mercado actual a nivel mundial

2.3.Descripcion de la planta

Planta herbacea o sufruticosa, perenne, rizomatosa. Los tallos son erectos, de unos
90 cm o mas, generalmente ramificados en la parte superior, pubescentes, hirsutos
o vellosos, raramente glabros. Las hojas, de 10-40(-50) x 4-25 mm, son ovaladas,
enteras o ligeramente crenacio-serradas, glabras o pilosas, punteado glandulosas y
pecioladas. Flores dispuestas en espiga de verticilastros de 5-30 mm, ovoide,
oblonga o prismética, formando en conjunto, una inflorescencia corimbosa densa.
Bréacteas florales de 4-5 mm, diferentes a las hojas, casi dos veces mas largas que
el céliz, ovaladas u oblongas, no apiculadas, pilosas o glabras, sin glandulas o
ligeramente punteado-glandulosas, herbaceas, generalmente de color purpura
violaceo o grisaceo. El céliz, punteado de glandulas amarillas, con 5 dientes
iguales, es piloso o glabro. La corola de 4-7 mm, es bilabiada, con el labio
superior entero o escotado y el inferior trilobulado, blanco o rojo-parpura.
Androceo formado por 4 estambres fértiles, con los filamentos divergentes,

didinamos. Florece desde julio hasta septiembre. (Mufioz, 2002)



2.4.Ecologia y corologia

Caméfito que vive en lugares secos y montafiosos formando pequefias matas
aisladas, suele aparecer en bordes de caminos, bosques marcescentes y caduci
folios poco densos y sus linderos, hasta los 2.000 m de altitud. Tiene preferencia
por los suelos calizos, es raro encontrarla en terrenos siliceos. Requiere un clima
templado y cierta humedad. Es una especie caracteristica de la clase Trifolio-
Geranietea Miller 1962.

2.5.Taxonomia

El nombre genérico, Origanum, deriva del griego oros y gafos, que significa
adorno o alegria de la montafia, por su aspecto y aroma agradables cuando la
planta esta en flor; el nombre especifico, vulgare, indica la relativa facilidad con

que la podemos encontrar.

Nombre cientifico: Origanum vulgare L., Sp. PI. 590 (1753) (O. Barcense et al.
X, 182 1886)

2.6.Caracteristicas morfoldgicas.

El céaliz tubuloso es de color violaceo, con 13 nervios longitudinales y punteado
de glandulas amarillas, terminado en 5 dientes casi iguales; presenta numerosos
tricomas lectores pluricelulares uniseriados, largos y rigidos en la garganta. La
corola es bilabiada de color rosa o parpura, con el tubo mas largo que el céliz, el
labio superior es escotado y el inferior trilobulado; presenta abundantes tricomas
tectores y glandulas en su superficie externa. Las bracteas son alargadas, ovaladas,
herbaceas, glabras o glabrescentes, de color rojo-violaceo en la superficie externa
y mas claras en la interna, con los nervios prominentes en la superficie externa y

algunos tricomas lectores en la interna; presentan glandulas.

Las hojas, de color verde, mas claro en el envés, son ovaladas, enteras o
subenteras, aunque pueden presentar algunos dientes marginales; los nervios,
prominentes por el envés, son de color verde pardo; el haz es glabro o con algunos

tricomas tectores esparcidos; presenta tricomas tectores pluricelulares uniseriados



y curvados en los bordes, en el envés y principalmente sobre los nervios; estan

punteadas de glandulas, méas abundantes por el envés.

El tallo es cuadrangular, de color verde amarillento, con areas rojizas pilosas;

presenta tricomas tectores pluricelulares, uniseriados, retrorsos. (Mufioz, 2002)

2.7.Caracteristicas organolépticas.

Olor aromatico. Sabor un poco amargo.

2.8.Caracteristicas anatdmico microscépicas.

Los tricomas glandulares de las bracteas y del caliz, presentan un pedicelo corto,
unicelular, con las paredes celulares algo lignificadas y la cabeza octocelular; los
tricomas lectores son pluricelulares (1-4 células) uniseriados, con las paredes

celulares engrosadas.

En la hoja el parenquima en empalizada es monoestratificado y esta formado por
células largas regulares; parénquima lagunar integrado por células isodiamétricas;
en la epidermis se encuentran glandulas sésiles hundidas en el mesofilo, rodeadas
por células epidérmicas diferenciadas. En un corte del tallo destaca el cortex
delgado con un haz de fibras colenquiméticas en cada &ngulo, un periciclo de
fibras ectofloemaiticas, el sistema vascular formando un cilindro continuo que
rodea al parénquima medular y en la epidermis se distinguen tricomas tectores
pluricclulares (1- 4 células), uniscriados y tricomas glandulares de varios tipos,
unos con un pedicelo largo, bicelular y cabeza bicclular, y otros de mayor tamario,

sésiles y con la cabeza octocelular. (Mufioz, 2002)

2.9.Propiedades y valor nutricional

El orégano es una planta aromatica fuertemente olorosa y de gran sabor; en las
zonas mas calidas, el aroma es de mayor intensidad, el sabor més picante y el

perfume mas persistente.

Se cultiva por su demanda en la industria alimentaria, sector farmacéutico, de los
licores y cosméticos, ademas de la industria conservera y semillera. Su uso

practico en la cocina es el aromatizante por excelencia. También la herboristeria



lo consume ampliamente por sus propiedades tdnicas, digestivas, estomacales y
antiasmaticas. (FDTA-Valles, 2007)

La parte util del orégano son las hojas y las sumidades floridas desecadas. Estos
organos tienen un aroma agradable y sabor algo amargo. Contiene aceite esencial,

sustancias tanicas, goma, resina y otros. (FDTA-Valles, 2007)

La esencia es un liquido de color amarillo hasta pardo, cuyo principal componente
es el carvacrol, pero también se puede hallar timol, alfa pineno, cimeno levégiro,
terpenos, etc. La cantidad de aceite esencial varia, dependiendo de la produccion
especifica de cada especie desde trazas hasta 8 mg por cada 100g de peso seco. El
aceite determina el olor, el sabor y varia de acuerdo a varios otros factores (hora

de cosecha, condicion de secado, nivel de floracion, etc. (FDTA-Valles, 2007)

e Acidos: Rosmarinico (Planta y hojas) palmitico, esteérico, oleico, ursolico,
cafeico, caprico (Planta).

e Aceite esencial rico en timol, cineol, carvacrol, borneol, beta-bisolobeno,
limoneno, alfa pineno, beta pineno, mirceno, camfeno, alfa terpineno
(Planta).

e Minerales: Potasio, magnesio, manganeso, zinc, cobre, hierro (Planta).

e Taninos: (Planta).

e Vitaminas: Niacina, beta-catoteno (Planta).

2.10. Recoleccidén

La recoleccion puede hacerse a partir del primer afio. Las sumidades floridas se
recolectan al inicio de la floracion, sobre mediados de agosto. Si se destina a la

destilacion, la recoleccion debe hacerse en plena floracion. (Mufioz, 2002)

El rendimiento oscila entre 90 y 120 Kg/ a de planta fresca, generalmente 100 Kg

de planta fresca se reducen a 60 Kg de planta seca. (Mufioz, 2002)

A partir del cuarto afio, empieza a descender el rendimiento, por lo cual no es

aconsejable mantener la plantacion més de cinco afios (Maductio, Le.).



Frecuentemente es parasitada por un acaro (Triophyes thomasinai) y estas plantas
dan por destilacion una mayor proporcion de aceite esencial, pero el contenido en
fenoles, es inferior al del aceite esencial obtenido de una planta sana (Batllori,
1991).

2.11. Comercio

Segun (CAEMPA, 2004) EL crecimiento anual esperado es del 4%, es decir que a

nivel mundial, cada 15 afios se duplica el consumo.
Otros factores que favorecen el aumento de la demanda de estas especies son:

e Tanto en Europa como en Estados Unidos surge, favorecida por la
publicidad, una corriente de interés por las comidas exoticas, que
requieren de mezclas de hierbas y condimentos.

e Los condimentos son utilizados como conservantes y antioxidantes
naturales en la fabricacion de alimentos industriales. Por ejemplo, al
orégano Yy al romero se los emplea como antioxidantes en la fabricacion de
salchichas y otros productos carnicos.

e Los consumidores tienden a eliminar la sal en las comidas, de lo que surge
la necesidad de reemplazarla por condimentos y mezclas de hierbas.

e Debido a la preferencia por los alimentos naturales, se ha buscado
reemplazar a los colorantes y aromas artificiales, favoreciendo asi a las
hierbas aromaéticas naturales.

e Por el auge de la cocina de microondas, de los alimentos congelados y las
comidas rapidas con nuevos gustos, se requiere de mas condimentos.

e Las multinacionales de golosinas y cosméticos han desarrollado la

demanda de toda clase de esencias, aromas y aceites esenciales.

Kuris et al., 1981 nos dice que de esta planta se cosechan las hojas y las flores. La
época ideal para la recoleccion de las hojas es en plena floracion (en general,
durante el verano), antes de que abran todas las flores. El rendimiento, expresado
en producto verde, oscila entre tres y cuatro toneladas por hectarea en el primer
afio de plantacién. En el secado de las hojas se pierde peso, al pasar de verdes a

Secas.



El producto puede destinarse también a la extraccion de la esencia. Los
rendimientos son muy variables segin la zona de cultivo, aunque oscilan
alrededor de dos kilogramos de aceite esencial por tonelada métrica, lo que
significa un rendimiento medio por hectarea de 30 kilogramos de aceite esencial.
Las hojas deben ser secadas a la sombra, pues el sol destruye el aceite esencial.

Posteriormente, estos aceites se deben guardar en recipientes oscuros.

La mayoria de las especies de orégano poseen notables propiedades medicinales,
que se explican por la compleja composicidén quimica que tienen estas plantas. En

la practica terapéutica las especies de Lippia se administran para dolencias.

La importancia del orégano de monte dentro de la economia familiar, asi como el
impacto que la cosecha tiene sobre las poblaciones naturales y su habitat, se
desconocen. La respuesta de las plantas a la cosecha y las implicaciones de una
baja en la productividad debida a la alta frecuencia o intensidad de la misma, son
elementos criticos para el desarrollo de politicas de aprovechamiento
(Cunningham, 1994).

Las medidas de manejo y conservacion enfocadas a especies particulares
conllevan también a la conservacion del habitat en el que éstas se desarrollan
(Ticktin y Johns, 2002).

Ticktin y Johns (2002) consideran que una manera de lograr que las comunidades
rurales se involucren en programas de conservacion y desarrollo sostenible es
centrar esfuerzos de investigacion en los recursos naturales que son importantes
para las economias locales. El caso del orégano es un claro ejemplo del panorama

anteriormente descrito.

2.12. Zonas productoras de orégano en Bolivia

Chuquisaca y Tarija en los Valles Meso térmicos, son los principales
departamentos productores de esta especia, aportando a la produccién nacional, 80
y 20% respectivamente. (FDTA-Valles, 2007)

2.12.1. Zonas de produccion



Estan ubicadas en Chuquisaca, principalmente en los municipios Tomina, Padilla,
Villa serrano, Sopachuy y Redencion Pampa.

Otra zona importante en la produccion de esta especia son los municipios Cercado

y San Lorenzo del departamento de Tarija.

En Cochabamba, en el municipio Aiquile se ha iniciado preliminarmente con la
produccién de orégano. (FDTA-Valles, 2007)

2.13. Factores que afectan el crecimiento de las plantas

El crecimiento es el desarrollo progresivo de un organismo. Se refiere al
desarrollo de un 6rgano u drganos especificos de las plantas, o a las plantas
consideradas en su conjunto, y puede estar relacionado al peso seco, longitud,
altura o didmetro. Ortiz (1999)

La planta es un producto, tanto de una constitucién genética, como de un medio
ambiente. La constitucion genética es una cantidad fijada para cada tipo de planta,
y determina su potencial de crecimiento maximo bajo unas condiciones favorables
a su desarrollo. El crecimiento de las plantas es funcién de varias condiciones
ambientales o factores de crecimiento que pueden ser considerados como
variables, y cuya magnitud y combinacién determinan el crecimiento que puede
obtenerse. (Ortiz 1999)

2.13.1. Por regién geografica.

Como es una planta rustica, el orégano se adapta a una variedad de climas. Se

puede encontrar variedades criollas que crecen en condiciones extremas.

La experiencia desarrollada en Bolivia en la produccion de orégano, lleva al
siguiente analisis para climas de altura, valle himedo y valle seco. (FDTA-Valles,
2007)

2.13.1.1. Clima de altura

Localidades con altitudes que fluctdan entre 1800 — 2400 msnm. A mayor altura
se puede observar que el ciclo vegetativo es mas largo, de 5 meses para la primera

cosecha y 3 a 4 meses de intervalo despues de la cosecha.



Las hojas de orégano producidas en estas zonas son mas gruesas y presentan un
mayor peso. Las plantas tienen un tamafio promedio de 40 cm. (FDTA-Valles,
2007)

2.13.1.2. Clima de valle himedo

A menor altura se puede observar que el ciclo de produccion de orégano es mas
corto. EL primer corte se hace a los 4 meses y de 10 a 12 semanas de intervalo
después de la cosecha.

La planta presenta un mayor desarrollo que en altura logrando un tamarfio de hasta
60 cm. Una de las caracteristicas es un mayor especio entre los nudos que hacen
una planta con hojas mas delgadas y un tallo grueso. La planta es también de un
color mas claro. (FDTA-Valles, 2007)

2.13.1.3. Clima de valle seco

En estas condiciones la planta alcanza hasta 50 cm con hojas verde claro. El
primer corte se realiza de 4 a 5 meses y de 12 a 14 semanas de intervalo después
de la cosecha. (FDTA-Valles, 2007)

Los factores ambientales se definen como la suma de todas las condiciones
externas e influencias que afectan la vida y el desarrollo de un organismo, entre

los principales que afectan el cultivo pueden mencionarse:

2.13.2. Condiciones hidricas

Es una planta exigente en agua. En zonas de climas calidos y himedos necesita
mas de 125 a 150 mm de agua por mes. Sin embargo, la evapotranspiracion puede
sobrepasar los 200mm, Ortiz (1999) afirma que el cultivo deberia sembrarse en un
lugar con 2000 mm de Precipitacion anual, o en condiciones donde se pueda
aportar esta cantidad de agua mediante riego, para un promedio mensual de 100 a
180 mm (Ortiz 1999)

2.13.3. Temperatura

La temperatura afecta el proceso fisioldgico de la planta. Influye en la regulacion

de la humedad del suelo y la evapotranspiracién. (FDTA-Valles, 2007)



Segun (Ortiz 1999) la temperatura 6ptima para su desarrollo y crecimiento esta
cerca de los 27 °C. Algunos autores piensan que el maximo diario debe estar
encima de 28 °C y el promedio no debe bajar de 22 °C. Sin embargo las

temperaturas optimas son diferentes segun el proceso de que se trate.
2.13.4. Radiacion solar

El orégano es una planta de dias cortos, una disminucion de horas luz da inicio a
la floracion de la planta. (FDTA-Valles, 2007)

La luz y la radiacion solar son parte integramente del proceso de la fotosintesis
que realiza la planta de orégano. Influyen en el proceso de transpiracion y
evaporacion del agua del suelo. (FDTA-Valles, 2007)

El orégano tolera bien la intensidad fuerte de luz si se logra satisfacer sus
necesidades de agua. En cambio, la nebulosidad alarga el ciclo vegetativo,
aumentando el tamafio de los retofios. Un promedio favorable de luz se encuentra
entre las 2000 y 2400 horas. Las plantas necesitan de 7 a 16 megajulios por metro
cuadrado de hojas por dia para un crecimiento normal, el grado éptimo se
encuentra cerca de 12 megajulios por metro cuadrado por dia de radiacién
fotosintética activa. Si no se logran por lo menos 5 horas de brillo solar diario, se
afecta el crecimiento de la planta, los dedos salen cortos y las plantas se hacen
mas altas y se extienden los ciclos de cultivo. Ortiz (1999)

2.13.5. Vientos

Vientos secos en combinacion con altas temperaturas pueden afectar seriamente
las hojas. Hasta 15 km/hora el efecto del viento puede ser benéfico, al producir
una mayor transpiracion de la planta, y permitiéndole a esta bajar su temperatura.
Con vientos de 40 km/hora, las laminas de las hojas se empiezan a rajar. La
volcadura de las platas se presenta con vientos de 55 km/hora y se puede dar una

pérdida de peso de hasta el 20%.
2.13.6. Enraizamiento

Las caracteristicas anatomicas y fisioldgicas de las plantas micropropagadas hacen
necesaria para su supervivencia en condiciones ex vitro, una gradual adaptacién o
aclimatacion a las condiciones medioambientales del invernadero o del campo.

La dltima fase del proceso de micropropagacion, llamada Fase 3, incluye los



procesos de enraizamiento de la microestaquillas obtenidas en la Fase 2 de

multiplicacién y su aclimatacion a las condiciones ex vitro. (Mufioz, 2002)

2.14.  Composicion quimica.

Contiene aceite esencial, cuya composicion puede variar segun su procedencia.
Generalmente contiene fenoles (timol y carvacrol); hidrocarburos monoterpénicos
(limoneno, a y b-pineno, pcimeno); sesquiterpenicos (b- ariofileno y bbisaboleno);
linalol y terpinen-4-ol. El orégano procedente del centro de Europa, produce un
aceite esencial pobre, o incluso privado de fenoles. También podemos encontrar
acidos fendlicos (cafeico, rosmarinico y clorogénico), taninos, principios amargos,
flavonoides (luteolol, kaempferol, diosmetol y derivados del apigenol), triterpenos

derivados de los acidos ursolico y oleanolico. (Arteche et al. 1998; Longo, 1995).

Los minerales influyen en la nutricion y por tanto en el crecimiento y desarrollo
de la planta de orégano. (FDTA-Valles, 2007)

2.15. Cultivo de orégano

Crece de forma espontanea en buena parte de Europa (excepto en las Islas Azores,
Islas Baleares, Creta, Islandia), centro y norte de Asia y América del Norte. En
Espafia es relativamente abundante en el tercio norte. (Bolos et al., l.c., Rivas-
Martinez et al. 1984, Tutin et al., I.c.).

El orégano se cultiva con fines comerciales en gran parte del mundo pero, la
mayor parte de la planta destinada al consumo, procede de plantas silvestres

recolectadas en la regién mediterranea y, especialmente, en el sur de Italia.

El cultivo suele durar de 6 a 8 afios, aunque a partir del primer afio su rendimiento
disminuye. Se multiplica por semillas que germinan facilmente. La siembra debe
hacerse en semillero, previamente abonado, hacia finales de febrero. Se
trasplantara al terreno de asiento hacia finales de marzo (Maduefio, 1973).

2.15.1. Tecnologia para producir planta de orégano

La planta se produce en un vivero que debe contar con una casa sombra, charolas
de siembra, mesas para su colocacion, asi como agua para los riegos. Previamente

se debe tener la semilla, que deberd provenir de las mejores areas que se



encuentren designadas para su aprovechamiento segun la norma NOM-007-
SEMARNAT-1997.

2.15.2. Viabilidad de la semilla

Para tener resultados 6ptimos es necesario conocer la viabilidad de la semilla que
se disponga a sembrar, de tal forma que se tendra la certeza de la cantidad de
semillas a depositar en las cavidades de las charolas. Con base en la experiencia
de proyectos de transferencia de tecnologia, la semilla de orégano tiene una
viabilidad de 70%, por lo cual es necesario agregar de cuatro a cinco semillas por
cavidad en las charolas de germinacion, esto con la finalidad de asegurar tener tres

o0 cuatro plantulas por cavidad. Conafor (2008)

2.15.3. Siembra

Dado que la siembra es manual, debe cuidarse que el personal esté capacitado a
fin de que no se pierda material vegetal en el proceso. Como regla general la
semilla debera enterrarse s6lo uno o dos tantos del tamafio de su diametro; esto se
logra poniendo la semilla en la superficie del sustrato himedo y después
espolvorear un poco méas de sustrato encima volviendo a humedecer para
consolidarlo. Conafor (2008)

2.15.4. Riego en invernadero

El riego se inicia desde el primer dia de siembra por la mafiana y, si es posible,
otro riego ligero por la tarde. El riego habra de ser con rocio para no levantar el
sustrato y perder semillas. Una vez germinadas las semillas (10 a 12 dias) se
continda el riego diariamente, de tres a cinco semanas antes de llevar las plantas al
campo, con la finalidad de desarrollar un estrés hidrico que les permita sobrevivir

fuera del invernadero. Conafor (2008)

2.15.5. Material vegetal.

Las principales variedades, entre muchas probadas, que se utilizan actualmente en
Bolivia son el orégano Maru y el Kaliteri. La méas popular entre los agricultores es
la variedad Maru Por su buen rendimiento. (FDTA-Valles, 2007)



2.155.1. Variedad Maru

Es la més aceptada por su posicionamiento en el mercado de los condimentos y
también por su rendimiento. Es la subspecie Origanum Syriacum L. Origanum
Syriacum L. var. Bevanii (Colmes), nativo del medio este. Es orégano Maru es del

tipo Carvacrol.

El orégano Maru prende rapidamente y se adapta bien a diferentes climas y
suelos. Resiste bien la sequia y necesita menos agua que la variedad Kaliteri. La
planta es menos sensible a las enfermedades y plagas. (FDTA-Valles, 2007)

Altura de la planta: 35— 80 cm.
Hojas: compuestas.

Tamafio: 1,5—2 cm.

Color: verde oscuro, con vellosidades.
Portada: alterna.

Tallo: erecto con poca ramificacion.
Raiz: superficial, menos de 30 cm
Fragancia/sabor: suave

2.155.2. Variedad Kaliteri

Significa el mejor en griego, es la que tiene resultados mas promisorios a nivel
mundial. Un estudio de su aceite esencial prueba que la cantidad y calidad pueden
variar mucho dependiendo de su localizacion. La composicion del aceite y la

proporcion del carvacrol y timol varian mucho.

La variedad Kaliteri resiste bien la sequia, pero es muy sensible a las heladas. Esta
variedad es delicada al corte y tiene dificultad al rebrotar. Kaliteri tiene un
proceso mas lento de secado, sin embargo seca siempre verde con mejor
contenido de aceite. (FDTA-Valles, 2007)

Altura de la planta: 50 — 60 cm. (Menos macollamiento que Maru)



Hojas: compuestas.

Tamarfio: 1,3—1,5cm.

Color: verde plomizo. Méas gruesa y pubescente que Maru.
Portada: alterna.

Tallo: erecto con poca ramificacion, pubescente.

Raiz: superficial ramificada.

Fragancia/sabor: menta.

2.15.6. Establecimiento de la plantacion

Una vez que se prepar0 el terreno se procede a hacer el surcado (133 surcos por
hectarea) y en ese mismo momento puede plantarse el orégano. La disposicion de
la planta se recomienda a tres bolillos a una distancia de 130 centimetros entre
planta y planta. Esto significa que en una hectarea habria 76 plantas por surco que,
multiplicado por 133 surcos por hectérea, arroja una densidad de 10,108 plantas

de orégano por hectarea. Conafor (2008)

La plantacion de orégano se realiza de preferencia a inicio del temporal de lluvias,
a menos de que se tenga riego, evitando que sea en época de invierno para no

perder plantas con las heladas.

Los meses de temporada de lluvia son los mas recomendables para favorecer un

mayor rendimiento de las plantas.

Los meses de junio y julio son desfavorables para la plantacion por el frio, el cual
afecto el prendimiento y el desarrollo de la planta. Esta recomendacion es general

pero particularmente importante para las zonas de clima de altura.

Se colocan los plantones al fondo de los surcos en el tiempo seco u un poco mas
arriba en época de lluvia al lado opuesto al sol de la mafana. Es importante
apretar la tierra contra la raiz para evitar las bolsas de aire y favorecer un mayor

contacto de la planta con el suelo. El primer riego de la nueva plantacion debera



ser lento y suave. Un riego regular es critico para todo el periodo de prendimiento.
(FDTA-Valles, 2007)

2.16. Preparacion del suelo para el trasplante

La planta tiene un buen desarrollo en suelos sueltos, permeables y con buen
drenaje. No prospera en suelos salinos, ademas que el orégano es sensible a la

asfixia radicular.

La textura puede ser franco-limosa, franco-arenosa o suelo pedregoso franco con
buen drenaje. El suelo necesita atencion especial para asegurar una buena

ventilacion.

El suelo apto para el cultivo de orégano requiere de buen drenaje, aireacion y
ausencia de capas endurecidas que obstaculicen el desarrollo de las raices y el

paso del agua.

No debe contener sales solubles o sodio intercambiable en exceso. El orégano
necesita un suelo profundo (hasta 50 cm), con pH de 6 — 8. La planta responde

bien en suelos ricos en materia organica. (FDTA-Valles, 2007)

2.16.1. Importancia del suelo

El cultivo del orégano ocupa el terreno un minimo de 4 afios, la explotacién mas

prolongada depende del manejo que se realice especialmente de tipo nutricional.

La planta es exigente en materia organica, por esta razén, es importante empezar

con un buen barbeche y la implementacion de abono verde.

Arar el suelo a 10 cm de capa arable, sacar malezas y después cruzar a 30 cm. AL
momento de trabajar el terreno es importante no mezclar las capas de suelo para
asegurarse de no matar a los micro-organismos del mismo. Un trabajo profundo
del suelo facilita el desarrollo de las raices en un suelo compacto, pero un trabajo

superficial es suficiente en muchos casos. (FDTA-Valles, 2007)

El rendimiento de los cultivos esta estrechamente ligado a la productividad del

suelo, la cual a su vez depende estrechamente del manejo dado. Los siguientes



factores necesitan estar en Optima situacion para el buen comportamiento del

suelo y, por lo tanto, ptimo crecimiento de la planta:

e Capacidad de retencion del agua.
e Densidad.

e Porosidad.

e Estructura.

e Salud

2.16.2. Barbecho

Consiste en remover el suelo con el proposito que al realizarse el trasplante, las
raices de las plantas puedan penetrar en el suelo sin ningdn problema para la
absorcion de los nutrientes. La incorporacion de algun abono organico (cabra,
caballo, etc.) (50 kg m-2 o 5 t ha-1) facilitara el crecimiento del cultivo en sus
primeras etapas de desarrollo. Aguilar (2013)

2.16.3. Preparacion de camas de siembra

Segun Aguilar (2013) Las camas de siembra, son bordos de tierra que se cubren
con plastico (acolchado). Al ser removido el suelo, este se vuelve permeable,
poroso, facilitando la penetracion de la raices, aire, agua y nutrientes disponibles

en el suelo.

La cama de siembra puede realizarse con un tractor o con palas dependiendo de la
superficie que se pretenda sembrar. La distancia entre camas es de 60 cm, ancho
de 50 cm, con una altura de 30 y hasta 50 cm aproximadamente, donde las raices

podran desarrollarse favorablemente.

La utilizacion de maquinaria en la realizacion de camas de siembra tiene como
ventaja la uniformidad en las camas, disminucién de pago de mano de obra y

menor tiempo en la realizacion de esta actividad. Aguilar (2013)

2.16.4. Riegos en la parcela

Como se conoce, los requerimientos de agua de esta planta son minimos, lo cual

la hace atractiva para su cultivo. En el estado de Coahuila se aplicaron cero, dos y



tres riegos al afio en las épocas de mayor demanda de la planta, de acuerdo con
esa region, que fue en la época de noviembre y abril para el de dos riegos, y
octubre-febrero-junio para el de tres riegos, tratamiento que fue el mejor (Ortega,
1991).

En el estado de Chihuahua se establecié una parcela de orégano (Lippia
graveolens) con la finalidad de evaluar sus requerimientos de agua utilizando una
con riego rodado o por gravedad, y otra parcela con riego por goteo, encontrando
entre algunos de los resultados que el orégano tolera altos niveles de estrés
hidrico. El sistema por goteo permitié mayores porcentajes de supervivencia al
trasplante, brotacion y longevidad; asimismo, proporciond incrementos en la
produccion hasta en 30%, en comparacién con el sistema convencional o por
gravedad (Galvén et al., 2005).

Analizando lo anterior, para la region de Sonora podemos decir que se puede
manejar como cultivo y de acuerdo con las épocas de brotacion de las poblaciones
silvestres, las principales épocas para establecimiento de plantaciones serian a
partir del mes de junio a julio para hacer coincidir con el periodo de lluvias y asi
poder establecer un programa de riego. El riego quedaria distribuido entre los
meses de agosto y abril, ya que en agosto, si las condiciones de lluvia de los
meses anteriores son favorables, inicia la brotacion de las poblaciones silvestres y
se puede comenzar su recoleccion antes de la floracion —que es en los meses de
noviembre y diciembre— encontrando brotacion, floracion y fructificacion hasta

los meses de marzo y abril en algunos afios. Conafor (2008)

2.16.5. Densidades de siembra

Para la variedad Maru la distancia entre surcos recomendable es de 50 cm y entre

plantas 40 cm, obteniendo un total de 50000 plantones por hectarea.

En cuanto a la variedad Kaliteri se recomiendan 40 cm entre surcos y una
distancia entre plantas de 30 cm con un numero de plantones por hectarea de
83000. (FDTA-Valles 2007)



En el caso de las densidades de siembra, no existe atin una distancia definida entre
plantas o entre hileras; algunos autores recomiendan 50 centimetros entre plantas
y 100 centimetros entre surcos, lo que hace una densidad de poblacion de 20,000
plantas de orégano por hectarea, lo cual se traduciria en un cultivo de muy alta

densidad, que repercutiria en un alto requerimiento de agua.

Si nuestro objetivo es la optimizacion del agua, habria que definir la densidad
Optima para obtener el mayor rendimiento al més bajo costo.

Trabajos realizados con Lippia graveolens en Chihuahua, con densidades de
31,250 plantas por hectéarea, obtuvieron en promedio 2,593 kilogramos por afio
bajo riego por goteo en los tres afios de estudio, contra 1,906 kilogramos en riego
por gravedad. También en Delicias, Chihuahua, se realizaron pruebas de densidad
de siembra, encontrando que en poblaciones de 25,000 plantas por hectarea se
obtenia un rendimiento promedio de 1,816 kilogramos de materia seca por
hectarea (Valdéz y Meléndez, 1991). Habria que determinar la densidad 6ptima
por hectarea para cada region y sobre todo con la especie endémica del estado de
Sonora, Lippia palmeri, ya que no se tiene informacion alguna sobre esta especie.
Conafor (2008)

2.16.6. Fertilizacion

Siendo el orégano una planta silvestre en proceso de domesticacion, habria que
realizar varios trabajos sobre el uso y requerimientos de nutrientes por la planta ya
que, como es sabido, su valor comercial esta en las hojas, por lo que tendrd mas
demanda de nitrégeno; pero como también tiene otros usos ademas del
alimenticio, habria que evaluar sus requerimientos nutricionales como cualquier

otro cultivo.

En Delicias, Chihuahua, experimentos que se realizaron con Lippia berlandieri
encontraron muy buena respuesta con 92 kilogramos por hectarea de nitrogeno
(Valdéz y Meléndez, 1991). En el caso de Origanum vulgare, conocido como
orégano europeo, en las regiones de Chile se aplican de 120 a 150 kilogramos de
nitrégeno por hectarea, de 80 a 100 kilogramos de fosforo por hectarea y de 100 a

120 kilogramos de potasio.



2.16.6.1.

Los nutrientes y sus funciones en el suelo y la planta

Generalmente los nutrimentos del suelo no estan disponibles en las cantidades y

proporciones requeridas por los cultivos para maximizar rendimientos; por lo

tanto, es necesario determinar la concentracion de estos en el suelo y con base en

ello, definir las fuentes y cantidades de correctivos y fertilizantes, acorde con los

requerimientos de cada especie. La fertilidad del suelo es la capacidad para

proveer de nutrientes a las plantas. De acuerdo a los requerimientos que las

plantas tienen de los elementos minerales y considerando los diversos beneficios

que obtienen de ellos, éstos se pueden clasificar segun se sefiala Aguilar (2013)

Cuadro N°1

Nutrientes esenciales mas su forma de absorcidn.

. FORMA DE ] FORMA DE
ELEMENTO | SIMBOLO . ELEMENTO | SIMBOLO .
ABSORCION ABSORCION
CARBONO C Co2 ZINC Zn Zn2+, Zn(OH)2
HIDROGENO H H20 MANGANESO Mn Mn2+
OXIGENO 0 H20, 02 COBRE Cu Cu2+
NITROGENO N NH4+, NO3- BORO B B(OH)3
] H2PO4-
FOSFORO P MOLIBDENO Mo MoO42+
HPO42-
POTASIO K K+ CLORO Cl CI-
CALCIO Ca Ca2+ SILICIO Si Si(OH)4
MAGNESIO Mg Mg2+ SODIO Na Na+
AZUFRE S SO42- COBALTO Co Co2+
HIERRO Fe Fe2+, Fed+ VANADIO v v+

Fuente: Bennett 1997. Citada por Aguilar (2013)

Cuando se prevé un plan de fertilizacion de cultivos, el mismo incluye dos etapas,

el diagnostico de las necesidades de fertilizacion (que nutrientes y cuanto aplicar)

y el manejo de la fertilizacion (que fuentes utilizar, cuando y como aplicar). El




diagndstico de la fertilizacién se basa en el conocimiento de la demanda
nutricional del cultivo, que depende del rendimiento esperado y de la oferta
nutricional del sistema evaluado a partir del analisis del suelo, las condiciones de

suelo, clima y el manejo del suelo y del cultivo. Aguilar (2013)

2.17. Periodos de corte o cosecha

El proceso de corte en forma natural va a depender de la presencia de las lluvias.
La humedad va a determinar la presencia de follaje en la planta. El corte de la hoja
se debera iniciar cuando la planta haya concluido la floracion y la semilla esté
madura, cuando la hoja ya alcanz6 su estado de madurez y un tamafio importante.
Conafor (2008)

2.18. Poda inicial

Para la zona norte de Baja California Sur, si el trasplante se realiza a inicios de
enero, entonces para el mes de abril tendremos floracion por lo que es necesario
realizar una poda que consiste en la eliminacion de los racimos y botones florales,
favoreciendo el crecimiento de ramas laterales, teniendo la debida precaucion de
realizar aplicaciones de fungicidas y bactericidas para prevenir alguna enfermedad
en los cortes realizados en la poda. Cuando no se realiza una poda inicial, la planta

crece con sus tallos débiles y no hay formacion de brotes (amacollamiento).

En la produccién de orégano fresco y seco se requiere gran volumen de follaje
para obtener un rendimiento favorable al momento de la cosecha, es por ello, que
se requiere una poda inicial, de esta manera la planta amacollard para obtener
abundante follaje. La herramienta utilizada para la poda debe ser desinfectada
antes y después de realizar esta labor. Las plantas que son podadas en un inicio

creceran con abundante follaje y uniformidad. Aguilar (2013)

2.19. Deshierbes

El deshierbe de malezas es una labor cultural sumamente importante para evitar la
competencia entre maleza y cultivo, de luz, agua, espacio y nutrientes que se

encuentran en el suelo, asimismo, pueden hospedar ciertas plagas ocasionando la



disminucion de la calidad del cultivo. Los deshierbes deben realizarse en cuanto la
maleza comience a crecer. Aguilar (2013)

2.20. Aporque

El primer aporque se realiza después del trasplante cuando las plantas han
alcanzado 15 — 20 cm, generalmente 45 dias a 2 meses después de la plantacion.
Es una de las labores més importantes para favorecer la aireacion del suelo, como

también la incorporacion de materia organica. (FDTA-Valles 2006)

Esta labor consiste en acumular tierra alrededor de la planta con la finalidad de
protegerla y favorecer la multiplicacién de ramas (macollamiento). (FDTA-Valles
2006)

FDTA-Valles 2006 recomienda realizar la incorporacién de material organico al
suelo al mismo tiempo que el aporque. Luego, se necesita aporcar minimo
después de cada cosecha con la incorporacion de fertilizantes segln el tipo de
suelo. En caso de exceso de riego o compactacion, se recomienda acciones de
ventilacién del suelo ya que el orégano sufre mucho de asfixia en casos de

anegacion.

2.21. Corte apical

Esta labor se realiza una vez que las plantas han alcanzado un 100% de
prendimiento y una altura de 12 a 15 cm (30 a 45 dias después de la plantacién).
(FDTA-Valles 2006)

Consiste en cortar la parte apical (2cm) sobre todo la parte de la inflorescencia,
con la ayuda de tijeras de podar previa desinfeccion con alcohol, cloro u otro
desinfectante. Luego de la plantacion y dependiendo del material utilizado, es
frecuente que la planta empiece a florecer. Esto puede ocasionar un retraso en el
desarrollo del cultivo, es por eso que se recomienda despuntar o cortar las flores
apenas se encuentran en el estado de botdn. Despuntando también se favorecera al
macollamiento y la formacién de tallos nuevos, incrementando el volumen de la
planta en cada golpe. (FDTA-Valles 2006)



FDTA-Valles 2006 Recomienda después del corte apical se debe aplicar una
dilucion de compost o caldo sulfo-célcico y fertilizar con biol, urea o 16-46-0. En
el primer caso, para prevenir la infeccion de hongos, y en el segundo, para

acelerar el desarrollo de nuevas ramas.

El corte apical o poda se realiza cuando las plantas de orégano estén adaptadas
después de 30 a 40 dias después del trasplante, favoreciendo al amacollamiento y
ramificaciones de la parte baja de la planta. Aguilar (2013)

2.22. Deshierbe

Si se quiere producir un orégano de buena calidad, es muy importante mantener la

parcela libre de malezas.

Es importante sacar las malezas antes de su floracion, evitando de esta manera la
diseminacion de semillas. Asimismo, se evitara la competencia por los nutrientes
del suelo y la incidencia de plagas. El deshierbe debe ser més frecuente en
temporada de lluvia y menor en temporada de sequia.

Se puede tener otro cultivo alrededor de la parcela de orégano, el cual sera una
barrera que evite la diseminacion de las semillas de malezas y también el
hospedaje de plagas. (FDTA-Valles 2006)

La FDTA-Valles 2006 identifica que los principales problemas que provocan las

malezas son:

e Disminucidn del crecimiento de las plantas ya que compiten por agua, luz
y nutrientes.

e En plantas jovenes pueden reducir hasta el 75% del crecimiento

e Algunas malezas son hospederas de plagas.

e Dificulta las labores de manejo como el riego, fertilizacion y control

fitosanitario.

Hay varias estrategias para el manejo de malezas. La eleccion de alguna de ellas o
su combinacién depende de las condiciones del cultivo, la cantidad y clase de

maleza presente.



Control mecéanico: Es la eliminacion de hierbas con rastra, yunta, azadén o

machete.

Control vegetal: Consiste en cubrir parte del suelo con material vegetal como
aserrin, paja de avena o cebada, restos de cosecha, guano, etc. (FDTA-Valles
2006)

Control quimico: Consiste en aplicar herbicidas especificos para el control de
malezas de acuerdo al estado de desarrollo en que se encuentren. Se elige el
herbicida de acuerdo a las principales especies y estado de desarrollo de las
malezas a controlar. Los herbicidas deben ser registrados y permitidos y se deben

utilizar equipo de seguridad para su aplicacion.

Cultivos trampa y refugios: Se pueden utilizar en plantaciones como franjas o
parches de cultivos alternos que sirvan ya sea de refugio a los enemigos naturales

o cultivo trampa a las plagas de interés. (FDTA-Valles 2006)

2.23. Cortes o cosecha

La cosecha se inicia en la parte de la parcela que presenta mejores condiciones
para su aprovechamiento, donde prevalezca la poblacion vigorosa con abundante
follaje y que no haya sido cosechada el afio anterior. Los cortes se pueden hacer
de diferentes formas, pero de tal manera que el aprovechamiento sea sustentable.
Aguilar (2013)

Dependiendo del tamaiio de la planta, se pueden realizar cortes del 50% de la
planta y hasta el 80% del total de su altura. Los cortes deben hacerse en plantas
sin hojas amarillas ni presencia de plagas o enfermedades. La cosecha puede ser
manual o mecanica, pero debe evitarse hacerla a pleno sol, con rocio o en tiempo

de lluvia, porque se podrian ocasionar pudriciones. Aguilar (2013)

2.23.1. Recomendaciones para la cosecha

e Lavar manos con hipoclorito al 2%.
e Lavar las herramientas en hipoclorito al 2%, manteniéndolas de 3 a 5
minutos sumergidas en esta solucion.

e Utilizar cubre bocas.



e Ultilizar cofias.

e No utilizar anillos, aretes, cadenas, pulseras, etc.

e No maquillarse, no ufias largas ni pintadas.

e No consumir alimentos mientras se empaca.

e Personas enfermas no deben realizar ninguna actividad (ni en la cosecha ni
el empaque).
Sugerido por Aguilar (2013)

2.23.2. Desinfeccion de herramienta y manos

Antes de cualquier actividad dentro del invernadero de hierbas aromaticas, es
recomendable lavar las herramientas con que se hara la cosecha, cada vez que se

cambie de cultivo iniciar el procedimiento de desinfeccion.

Las herramientas de trabajo que se utilizan para el manejo de las plantas en
vivero, como navajas, tijeras u otros utensilios, deberan desinfectarse con una
solucion de hipoclorito de sodio al 3% 6 cloralex al 50%, antes de pasar de una

planta a otra. Aguilar (2013)

La manera correcta de cosechar el orégano es tomando toda la planta para dejar

descubierta la parte inicial y cortar a una altura de 8 cm aproximadamente.

Cuando se inicia la cosecha de cualquier hierba aromatica, es importante que el
corte sea de 8 a 10 cm de altura, esto es, para que la planta pueda recuperarse y
reproducirse en dos o tres semanas. Las cajas de cosecha deben estar encima de

jabas llamadas “burreras” para no estar en contacto con el suelo. Aguilar (2013)

Cuando se realiza la cosecha es importante tomar en cuenta las siguientes

recomendaciones:

1. Hacer el corte dejando aproximadamente unos 8 cm de altura de la planta para

que tenga un buen rebrote.

2. Que el corte sea uniforme, es decir, no dejar tallos sin cortar debido a que estos

engrosaran y no seran de calidad para el siguiente corte.



3. Plantas enfermas no deben podarse con la herramienta que se utiliza para la
cosecha.

4. Evitar cosechar plantas enfermas y mezclarlas con las plantas cosechadas sanas.
5. La herramienta utilizada en el corte no debe ser colocada en el suelo.
Aguilar (2013)

2.24. Manejo post cosecha

Al cosechar se debe dejar orear el material verde durante 12 o 48 horas en un
lugar sombreado, evitando que los rayos de sol incidan directamente en las hojas y

cualquier contacto con agua.

2.25. Obtencion de la hoja

Con la finalidad de desprender la hoja de la rama, se golpea la rama con una vara
a lo que se le denomina vareo, hasta desprender toda la hoja, y después de una
limpieza se encostala para el traslado a los lugares de procesamiento o a centros
de acopio. ElI empaque se debe realizar en costales limpios que no contengan

impurezas o contaminantes.

La extraccién por arrastre de vapor de agua es uno de los principales procesos
utilizados para la extraccion de aceites esenciales. Los aceites esenciales estan
constituidos quimicamente por terpenoides y fenilpropanoides, compuestos que
son volatiles y por lo tanto arrastrables por vapor de agua. CONAFOR (2008)

2.26. Trabajos en laboratorio

Para la realizacion de la presente tesis era necesaria el uso del laboratorio de
biotecnologia para las primeras fases de la misma, las cuales son: Propagacion y

formacion de raices.

2.26.1. Organizacion del laboratorio

Cuadro N° 2

Organizacion del laboratorio de Biotecnologia.



Areas de
laboratorio

Equipos més recomendados

Materiales necesarios

Area de lavado y
esterilizacion

e Destilador de agua con
condensador de vidrio

e Des ionizador de agua

e Autoclave para la
esterilizacion por vapor de
solidos y liquidos.

e Estufaa calor seco para
esterilizacion de cristaleria,
pinzas, escarapelos y otros

Detergentes
Esponjas de lavado
Colas de zorro de
diferentes
dimensiones
Recipientes e
almacenamiento para
agua destilado y/o des
ionizada.

Recipientes para
eliminacion de

Lampara de alcohol.

residuos de
laboratorio.
Area de e Balanzasde 0,1gry0,1 mg |e Bandejas de plastico
preparacion de de precision. para transporte
medios e Refrigerador y congelador. |e Gradillas
e Agitadores magnéticos autoclavables para
e Estufa agitadora tubos de ensayo
e Horno micro hondas e Dosificador
e PH metro automatico de medios
de cultivo
e Probetas de diferentes
volimenes
e Pipetores y pisetas
e Cuadernos de registro
e Jeringas desechables.
e Cémara de flujo laminar e Estuche de diseccién
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[ ]
[ ]

e Agitadores de medios de
cultivo en suspension

Frascos de diferentes
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Area de e Estanterias para incubacion cultivo de explantes.
crecimiento e Sistemas de programacion | e Tubos de neony
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e Sistema de riego por e Cajas de cultivo.
Area de nebulizacion e Maceteros.
aclimatacién e Bomba de agua e Mesones.
e (Camaras de

aclimatacion.




e Detergentes.
e Mangueras de riego.
e Sustratos.

(Aguirre G. y Calle M. 2010)

2.26.2. Aclimatacion de las plantas regeneradas in vitro

Durante el periodo de incubacion, los cultivos son expuestos a condiciones
ambientales disimiles al ambiente externo. La atmdsfera interna se caracteriza por
presentar una considerable variacion diurna en la concentracion de CO2, humedad
relativa elevada, temperatura constante e intensidad luminica baja. A su vez, el
medio de cultivo compuesto por concentraciones elevadas de azlcares (en
aquellos sistemas heterdtrofos y semiautotrofos de micropropagacion), sales y
reguladores del crecimiento, sumado a la ausencia de microorganismos, generan
anormalidades morfoldgicas, anatomicas y fisiologicas que las plantas deberan
corregir cuando son transferidas al ambiente externo. Este periodo de adaptacion
al nuevo habitat es llamado fase o etapa de aclimatacion. La estrategia a
implementarse durante el mencionado ciclo deberd contemplar el control
minucioso de los pardmetros ambientales (humedad, temperatura y luz) de tal
manera que permita disminuir la deshidratacion y, al mismo tiempo, estimular la
fotosintesis con el objeto de generar un rapido crecimiento de los plantones.
(\Valenzano, Bari, Italy 1996)

2.26.3. Métodos de propagacion
2.26.3.1. Micropropagacion

La micropropagacion se considera como un procedimiento aséptico que
comprende la manipulacion, en las plantas, de dérganos, tejidos o células que
produzcan poblaciones de plantulas y que permitan el desvio, tanto del proceso
sexual normal como de la propagacion vegetativa, no aséptica que se practica

convencionalmente

El uso de plantas propagadas in vitro (conocido popularmente como meristemas)
mediante la técnica de cultivo de tejidos, ha tenido gran desarrollo en los ultimos
10 afios en las exportaciones bananeras alrededor del mundo. Por ser plantas

sanas, el sistema radicular es también sano y se da una buena nutricion de las




plantas. La cantidad de las raices totales de plantas generadas in vitro es mayor en
peso, asi como las raices funcionales tiene un 93 % en funcién del peso total,
mientras que las plantas generadas a partir de cormos o el método convencional

solo tienen el 46% de su peso total de raices funcionales (Carrillo 2004).

El cultivo de tejidos ha revolucionado el cultivo y ha sustituido a los vastagos
vegetativos convencionales utilizados en muchas de las regiones productoras. Se
calcula que anualmente se producen hasta cincuenta millones de plantas
procedentes de este tipo de cultivos. La técnica permite producir clones en serie
bastante mas deprisa que recogiendo vastagos de las plantas en crecimiento. Las
plantulas recién arrancadas son tiernas, y exigen un buen tratamiento en las
semanas siguientes a su extirpacion del medio en el que crecen, pero una vez
plantadas en el campo y arraigadas, su crecimiento y rendimiento definitivo son
superiores al de las plantas cultivadas por los medios tradicionales. Se estima que
el vigor y el rendimiento potencial se deben a la naturaleza joven del material y a
la mayor eficiencia fotosintética, al aumento de la superficie funcional de las
hojas, al mayor vigor de las raices y a la acumulacion total de la masa seca en
comparacion con las plantas obtenidas mediante la produccion convencional. El
aumento del rendimiento en cuanto a los frutos de las plantas procedentes de

cultivos de tejidos puede durar tres cosechas (FAO, CR. 2001).
e Procedimiento para obtener plantas de cultivo in vitro

Los meristemos se obtienen de hijos de espadas de madres seleccionadas; las
puntas de los cormos se cortan en cubos de 5 mm de lado y se ponen en medios de
cultivo. En dicho medio, se mantienen a 28 °C, a 70% de humedad relativa y en
ciclos de 16 horas de luz (Ortiz,).

De 4 a 6 semanas después, los talluelos verdes se ponen en medios ricos en
citoquininas (reguladores de crecimiento vegetal) para su crecimiento y la
formacion de multiples talluelos. La multiplicacion se hace cortando los diferentes
talluelos que se van transfiriendo a nuevos medios de cultivo. Cada 4 a 5 dias se

vuelven a cortar hasta unas 3 6 5 veces.



A las 6 u 8 semanas, los explantes se ponen a enraizar en un medio rico en

auxinas (otro regulador de crecimiento vegetal) pero bajo en citoquininas.

Se esperan otras 6 a 8 semanas para el enraizamiento y las plantulas de 50 mm de
alto con 4 ¢ 5 hojuelas se deben aclimatar a condiciones ex vitro. La aclimatacion
se hace entre 25 y 32 °C, con buena iluminacién y alta humedad relativa, en

bandejas pléasticas.

A los 7 o 10 dias tiene nuevas hojas y raices, y puede comenzarse con la
fertilizacion foliar. Las plantas se transfieren a bolsas pequefias para que terminen

de crecer en un vivero con 50% de sombra.

En un periodo de 6 a 8 semanas, las plantas estan listas para salir al campo. En
general se necesitan de 50 dias desde el comienzo hasta la etapa de aclimatacion y

otros 68 dias entre el comienzo de la etapa de aclimatacion y el vivero (Ortiz).

Ramirez (1996), describe de una manera mas detallada la fase de trasplante y
aclimatacién en la micropropagacion, usando otros métodos y materiales; se
deben trasplantar cuando tengan de 5 a 8 cm, con tres a cuatro hojas y un buen
sistema radicular. Se sacan las plantas de los frascos, se les eliminan residuos de
agar para evitar problemas de pudricion de raices, posteriormente se siembran en
una caja de plastico que contiene suelo + pomas en una relacion 1:1, se cubre con
plastico para evitar la desecacion de las plantitas, se retira gradualmente a los
ocho dias del trasplante. A los 30 dias son transferidas a bolsas individuales de

polietileno con una mezcla de suelo.

Deben permanecer otros 30 dias bajo condiciones de invernadero. Cuando han
alcanzado una altura de mas 30 cm, pueden ser llevadas al campo definitivo
(Ramirez, AE. 1996).

13 Segun Nava (1998), una vez cumplido el proceso de laboratorio con las
plantulas enraizadas por 2 a 3 semanas 0 5 a 8 cm de altura son pasadas al vivero,

donde se cumplen 2 fases (Nava, C; Villareal, E; Villalobos, R. 1998):

Condicion de invernadero



e Aclimatacion, bajo sombra con cierta humedad.

La mayoria de las plantas en la aclimatacion, muestran un crecimiento éptimo a

temperaturas de 21° y 27 °C.

Temperaturas extremas o fluctuaciones drasticas de la misma, producen un
crecimiento irregular. ES necesario proporcionar sombra extra, para evitar
problemas subsiguientes por alta intensidad luminica y alta temperatura ambiental
(Guzméan N, N; Berthouly, M. 1987).

Rouweler (1990), menciona la importancia de la fase de aclimatacion de las
plantas en vivero, luego de salir de invernadero; una vez que las plantulas son

entregadas al cultivador, es imprescindible el buen cuidado que se les dé.

Las plantas pequefias son extremadamente vulnerables - o puede incluso morir -
cuando estan expuestas a la alta insolacion. Por tal motivo es indispensable el uso
de sombra leve para protegerlas, es necesario el suficiente abastecimiento de agua,
los sustratos deben ser bien drenados y feértiles (el pH 6) y estas instalaciones
recompensaran al cultivador con el desarrollo acertado de las plantas.
Dependiendo del desarrollo y de la ramificacion del sistema radicular, el tiempo
en vivero tomara entre 1-2 meses para que las plantas puedan ser transferidas al
campo. El sistema radicular es de importancia vital para un crecimiento continuo
y enérgico de la planta pues las raices son responsables del absorber del agua y los

nutrimentos (Rouweler, H. 1990.).

Ventajas de las plantas producidas in vitro en comparacion con las plantas

convencionales

- Se puede producir un gran namero de plantas, en forma higiénica y segura, para
poder transportarse a cualquier parte del mundo sin problemas fitosanitarios.

- Las plantas producidas in vitro son relativamente faciles de establecer en el
campo, ya que tiene un sistema radicular formado dentro de la bolsa. Las Unicas
plantas que deben remplazarse son los mutantes somaclonales que se identifican
en el campo; sin embargo, el nimero de plantas por remplazar es bajo sin la

seleccion previa en el vivero fue buena.



- Se obtiene uniformidad de crecimiento y de la cosecha; asi como la posibilidad
de programar la cosecha. Las plantulas en bolsas se seleccionan por tamafio y
numero de hojas, de forma que su crecimiento en el campo es homogéneo y se
pudiera cosechar durante un periodo relativamente corto. Los meristemos son mas
precoces Yy tiene una mayor productividad que el plantio (primera generacion) de
semillas convencionales. Estas ventajas se mantienen durante el segundo ciclo de
produccién, las plantas de meristemos tienen mayor vigor, tiene seudotallos mas
gruesos y de mayor altura, mayor area foliar, mas macollos por planta y menos

tiempo para producir cosecha.

- El rizoma de una planta in vitro tiene 77% mayor cantidad de materia seca que el
de un cormo convencional cinco meses después de la siembra. También, las hojas
nuevas producidas por plantas in vitro, tiene una tasa fotosintética 18% mayor que
las hojas de plantas convencionales, por lo que se duplica el area foliar funcional
y el 14 total de la materia seca cinco meses después de la siembra. Se ha calculado
hasta un 20% de aumento en la productividad por afio con plantas de meristemos,

en comparacion con plantas propagadas convencionalmente.

- Las plantas producidas in vitro son plantas libres de plagas y enfermedades,
semillas de malezas, etcétera, por provenir del laboratorio; presentan una rapida
multiplicacién, lo que seria conveniente de modo especial, si se encontrara o
produjera una mejor variedad. Como se dijo anteriormente se pueden producir
2000 plantas por cultivo de tejidos de un solo meristemo. Con el sistema

convencional, apenas 10 plantas pueden producirse en un afio de una sola planta.

- Las plantaciones de alta densidad en hileras podrian ser sujetas a mayor
mecanizacion y a un aumento en el ahorro en mano de obra en comparacion con

las plantaciones convencionales (Ortiz).

e Algunas desventajas del cultivo in vitro en comparacion con los sistemas

convencionales

- Mayor costo. Su costo es generalmente cinco veces mayor que el de un rebrote

en bolsa listo para sembrar.



- Requerimiento de un manejo cuidadoso al establecerlas en el campo. Como tiene
un bajo contenido de nutrientes y carbohidratos, cualquier tipo de estrés puede

afectarlas fuertemente; esto conlleva costos adicionales.

- Variacion somaclonal. Como se dijo anteriormente, las plantas de cultivo de
tejidos pueden presentar mutantes desde un 2% hasta un 50%. Para evitar esto, el
laboratorio debe usar genotipos estables y no producir méas de 1000 plantas del
mismo meristemo; posteriormente, la seleccion en el vivero debe ser muy

cuidadosa para evitar que dichas plantas lleguen al campo.

- Propagacién de virus que no son eliminados durante el proceso in vitro. Sin

embargo, la indexacion permite saber cuales plantas tiene virus.

- Perdida de la estabilidad. Por el vigor de la planta in vitro, la cepa tiene a subir a
la superficie del suelo y pierde su estabilidad, por lo que un viento puede volcarla
facilmente (Ortiz Vega, RA. et al. 1999).

e Algunas restricciones que hay que tener presentes a medida que se avance

en el mejoramiento de técnica de multiplicacién de plantas in vitro
- Evitar desviaciones genéticas mediante controles regulares;

- Haber estudiado los problemas de fisiologia y nutricibn que plantee la

produccién en masa;

- Estudiar con cuidado las fechas de suministro de plantulas, las condiciones de
vivero, los ciclos de produccién, de uno a dos afios y haber dominado la fase de
aclimatacion (Vidalie, H. 1986. Citada por Carrillo 2004).

e Caracteristicas de las plantas al momento de salir del vivero (diametros,

alturas, raiz, pigmentaciéon)

Las plantas producidas in vitro requieren un periodo de aclimatacién que les
permita crecer y adquirir los caracteres morfologicos y fisioldgicos necesarios
para sobrevivir en el campo. Estas plantas cultivadas bajo condiciones de asepsia
han permanecido en un ambiente controlado, y necesitan fuentes de carbono

exdgeno para su crecimiento, divido a que su aparato fotosintético es pobremente



desarrollado. Ademas, se ha desarrollado en presencia de una humead relativa
cercana al 100%; esta condicion favorece el desarrollo de un sistema foliar
sensible a la deshidratacion (meséfilo de empalizada con grandes espacios
intercelulares, pocas estomas y una cuticula delgada desprovista de ceras). El
éxito de la micropropagacion in vitro depende en gran parte, de la capacidad para
manejar las plantas a gran escala durante el periodo de aclimatacion, con un alto

grado de supervivencia y a bajo costo (Alves E, JA. 1999).

Segun Ballestero (1992), la planta estara lista para salir del vivero después que
llegan a 15 cm de acuerdo a la intensidad de luz en el vivero y la densidad de
plantas por metro cuadrado. Si la densidad es muy alta la plantula puede estiolar y

se queda muy débil al momento de sacarsele al campo

Reyes (2003) afirma que, las plantas duran dentro del vivero un total de 6
semanas, tiempo en el cual alcanzan un tamafio de 25 cm de altura y pueden ser
trasplantan al campo definitivo; la plantilla debe tener un minimo de 17 hojas

funcionales y una buena pigmentacion.

Ramirez especifica que luego que las plantas alcanzan en bolsas de polietileno con
una mezcla de suelo, una altura de mas 30 cm, pueden ser llevadas al campo

definitivo
2.26.3.2. Cultivo de érganos.

La organogénesis es un evento morfogenetico que se caracteriza por el desarrollo
en la formacién de un primordio unipolar a partir de una yema con el subsiguiente
desarrollo de este en un brote vegetativo, existiendo siempre una conexién entre
los nuevos brotes y el tejido paterno. Estos brotes vegetativos son posteriormente
enraizados. Los brotes pueden formarse a partir del explante o callo (Perez

Jimenez y agramonte, 1998)

2.26.3.3. Regeneracion in vitro

En la fase de aclimatacion se pretende que las plantas que han crecido in vitro y
por lo tanto solo han estado expuestas a un microambiente escogido por ofrecer

unas condiciones minimas de estrés y cuasi Optimas condiciones para la



multiplicacion de las plantas, se adapten a condiciones ex vitro donde las
condiciones no son asépticas, ni la luz, temperatura y humedad estan controladas,
y donde el crecimiento a ser autotréfico y no heterotr6fico como in vitro. Es pues
necesario reconstruir y desarrollar los sistemas que por adaptacion a la
condiciones in vitro, es el caso de la lignificacion, cubiertas cuticulares, estomas y
estructuras fotosintéticas. Todas estas deficiencias o disfunciones provocadas por
0 durante la incubacion in vitro es necesario corregirlas de forma gradual, e
incluso como ya hemos citados comenzar la adaptacion en condiciones in vitro,
incluso induciendo fotoautotrofia in vitro mediante incrementos de la tasa de CO2
y de irradiancia en los contenedores de cultivo, al objeto de mejorar la calidad de

la planta, los niveles de produccion y los costes del proceso de micropropagacion.

2.27. Ventajas del cultivo in vitro

Segun (Aguirre G.; Calle M. y Pierre J. 2010) En comparacién con los sistemas
convencionales, la mayoria de los autores coinciden en que le cultivo in vitro

presenta las siguientes ventajas:

e Posibilidad de produccion masiva de plantas homogéneas en una
superficie reducida a bajos costos y tiempos reducidos

e Ahorro de espacio con respecto a los sistemas tradicionales

e Mejor control sobre la sanidad del material vegetal que propaga.

e Facilidad para transportar el material in vitro de un pais a otro.

e Posibilidad de multiplicar rdpidamente una variedad de la cual solo existen
pocos individuos

e Propagacion de plantas recalcitrantes a las técnicas convencionales.

e Posibilidad de conservar germoplasma a mediano y largo plazo.

Es una practica corriente realizar in vitro el enraizamiento de la microestaquillas,

pero esto produce problemas en muchas ocasiones.



2.28. Aclimatacion
2.28.1. Influencia de la luz y temperatura sobre las plantas
2.28.1.1. Balance fotosintesis-respiracion

Las plantas sintetizan materias organicas utilizando la energia de la luz y el
carbono del acido carbonico. Pero al mismo tiempo las plantas respiran, queman

carbono para cumplir sus funciones vitales.

La diferencia fotosintesis-respiracion es en general positiva en las plantas y se
Ilama fotosintesis neta; pero durante cortos periodos, por ejemplo la noche, la

fotosintesis neta es negativa. (Papadakis, 1980)

Para la fotosintesis las plantas necesitan poca luz. La luz natural de dia es casi
siempre suficiente para la fotosintesis maxima, que las otras condiciones
(contenido en acido carbonico de la atmosfera, agua, toxinas de pickering, etc.)
permiten. Momentaneamente un aumento de la intensidad luminosa puede
aumentar la fotosintesis pero el aumento raramente persiste cuando el

experimento dura varias semanas.

La temperatura afecta tanto la fotosintesis, como la respiracion. Por consiguiente
se debe considerar la influencia sobre la fotosintesis neta. En la noche no hay
fotosintesis, pero si respiracion. Por lo tanto la fotosintesis neta es negativa la
noche y las noches célidas son agobiantes; sin embargo este efecto no es tan

grande como se penso. (Papadakis, 1980)

2.28.2. Influencia de las condiciones hidricas sobre las plantas
2.28.3. Transpiracion. Evapotranspiracién potencial

Para que haya fotosintesis, el acido carbonico debe entrar dentro de la hoja. Por lo
tanto las hojas tienen estomas (aberturas) por las cuales entra el acido carbénico.
Pero mientras que entra acido carbonico, sale vapor de agua. En el interior de la
hoja el aire esta saturado de humedad, mientras que el aire exterior casi nunca esta
saturado; por consiguiente hay mas moléeculas de agua por unidad de volumen
interior de la hoja, y el nimero de moléculas que salen es superior a las que
entran. (Papadakis, 1980)



2.29. Sustratos y fertilizacion

Siendo el orégano una planta silvestre en proceso de domesticacion, habria que
realizar varios trabajos sobre el uso y requerimientos de nutrientes por la planta ya
que, como es sabido, su valor comercial esta en las hojas, por lo que tendra mas
demanda de nitrégeno; pero como también tiene otros usos ademas del
alimenticio, habria que evaluar sus requerimientos nutricionales como cualquier

otro cultivo.

En Delicias, Chihuahua, experimentos que se realizaron con Lippia berlandieri
encontraron muy buena respuesta con 92 kilogramos por hectarea de nitrégeno
(Valdéz y Meléndez, 1991).

En el caso de Origanum vulgare, conocido como orégano europeo, en las regiones
de Chile se aplican de 120 a 150 kilogramos de nitrégeno por hectarea, de 80 a

100 kilogramos de fdsforo por hectarea y de 100 a 120 kilogramos de potasio.

El caso méas reciente que se ha experimentado en la produccién de planta de
orégano es corteza de pino en 70%, 20 % de excretas de res y 10 % de tierra

comun.

Es importante utilizar sustratos locales con caracteristicas similares para reducir
costos de produccién de la planta. (Villavicencio G. Contreras de la R. y Cano P.
2009.)

2.29.1. Sustratos

El uso de sustrato en la fase de vivero tiene gran importancia en el desarrollo
inicial del cultivo ya que el sistema radicular se desarrolla en esta fase. Como la
planta proviene de cultivo in vitro tiene una gran exigencia nutricional que no sera
suplida por el sustrato, pero este debe presentar caracteristica estructurales y
quimicas que facilite el desarrollo de la plantula. Si se tiene un buen sustrato la
planta tendra un buen desarrollo radical y aproximadamente 6 semanas después de

entrar en el vivero estaran listas para la siembra (Ballesteros, MS. 1992)



El suelo que se utilice como sustrato, debe estar preferiblemente esterilizado o
proveniente de lugares libres de plantas de la Familia del orégano para evitar
problemas de plagas, y ademas debe permitir un buen drenaje y 6ptimo desarrollo
radicular. Con frecuencia se preparan mezclas (1:1:1) de suelo, arena y fibra
vegetal (Ballesteros, MS. 1992)

En la caracterizacion de los sustratos se suelen distinguir tres tipos de
propiedades: fisicas, quimicas y bioldgicas; del conocimiento de estas propiedades
dependera el manejo adecuado de fertilizacion y del riego y por lo tanto, el éxito
del cultivo (Bures, S. 1997).

El sustrato es considerado como un sistema de matriz s6lida o porosa, que puede
generar una combinacién de poros distinta. La estructura fisica de un sustrato esta
formada béasicamente por un esqueleto solido que conforma un 16% espacio de
poros, que pueden estar llenos de agua o de aire, y que corresponden a espacios
situados entre las particulas de sustratos o dentro de las mismas particulas.

El esqueleto solido y el espacio poroso de los sustratos dependen de la naturaleza
del material y del tipo de empaquetamiento. El esqueleto sélido depende del tipo
de material y de su distribucién granulométrica (tamafio de particula) y del grado,
mezclado e isotropia (igualdad de las propiedades fisicas en todas las direcciones)
del empaquetamiento o configuracion espacial. Un mismo material tendréa
distintas propiedades en funcion de la granulometria y del estado de

empaquetamiento de la particula.

Las caracteristicas del material que pueden conferir propiedades especificas a un
sustrato son: composicion, masa, densidad, comprensibilidad, rugosidad,
estructura interna, forma, caracteristicas superficiales, isotropia y tamafio. La
combinacion de la estructura generada por las particulas en el espacio y las
caracteristicas del material (naturaleza, composicion elemental y estructura
interna) determinaran las propiedades fisicas y quimicas de un sustrato (Bures, S.
1997):



a) La estructura interna de las particulas del material determina la porosidad
interna y la densidad real, mientras que la granulometria y el tipo de
empaquetamiento  determinan la  distribucion del tamafio de poros
interparticulares. La densidad aparente es funcion de la distribucion espacial y de
la estructura interna del material. La porosidad es la suma de los poros internos y
externos, de ella dependen las propiedades hidricas del sustrato, como la retencion

de humedad y la permeabilidad.

b) La composicion elemental y el modo de estar los elementos fijados a la matriz
de una material determinan el contenido de nutrientes y el contenido de elementos
fitotoxicos, como los materiales pesados, y las actividades de intercambio de
iones; también el pH, la capacidad de tampon y el contenido de sales del sustrato

se derivan de la actividad quimica del material. (Bures, S. 1997)

Tradicionalmente se han clasificado los sustratos en organicos e inorganicos. La
materia organica fresca es susceptible de descomposicion dando como productos
finales los acidos hamicos y falvicos. También la materia organica confiere una
serie de propiedades a los sustratos, como son la actividad enzimatica, actividad

reguladora del crecimiento y actividad supresora frente a patégenos.

Caracteristicas de las particulas que constituyen los sustratos Los sustratos estan
constituidos por particulas de caracteristicas diversas que forman
empaquetamiento al azar. Los sustratos tienen mayor porosidad que un suelo
natural, puesto que la mayoria de los materiales que se utilizan tiene poros dentro
de sus particulas, ademas de los poros intraparticulares. Los poros de los sustratos
tienen un porcentaje mas elevado de poros de mayor tamafio. (Carrillo 2004)

La mayoria de los materiales que constituyen los sustratos son dinamicos en

cuanto a su composicién guimica.

Las condiciones de uso de los sustratos, que implican una elevada humedad,
favorecen reacciones quimicas que pueden afectar a su comportamiento fisico,
como los proceso de descomposicion de la materia organica, solubilizacién o 17%

agregacion de las particulas. La presencia de particulas de caracter coloidal afecta



las propiedades hidricas, independientemente de otros pardmetros como la forma

o0 tamafo de la particula.

La composicion de los sustratos puede hacer variar sus propiedades cuando se

realizan mezclas o se pretenden comparar materiales distintos (Bures, S. 1997).

2.29.2. Caracteristicas fisicas

Las propiedades fisicas de un sustrato pueden considerarse constantes en cuanto al
tiempo, debido que resulta muy dificil prever las reacciones que puedan dar lugar

a inestabilidad de los materiales.
e Formas de las particulas

Los sustratos suelen clasificarse desde el punto de vista de sus particulas

integrantes en granulares y fibrosos.

Los granulares tiene estructuras sueltas formada por particulas quasi-esféricas
(arena o materiales inorganicos). La mayoria de materiales organicos de origen
vegetal son fibrosos, es decir, que sus particulas forman fibras mas o menos
alargada (Bures, S. 1997).

2.29.2.1. Granulometria

La distribucion del tamafio de las particulas que componen un material se expresa
mediante la granulometria, que puede caracterizarse facilmente mediante
tamizado. El tamafio de las particulas define a su vez el tamafio de los poros
situados entre ellas. Normalmente la granulometria se determina por tamizado de
muestras secas al aire o a la estufa, utilizando una bateria de tamices de tamafio de
mayas distintos ordenados sucesivamente por tamafio de mallas, recogiendo las
fracciones que quedan en cada tamiz y determinando generalmente su peso. La
frecuencia, amplitud de vibracion y el tiempo de tamizado influyen en el

porcentaje de material que pasa a través de los tamices.

La granulometria, o tamafio de las particulas de los sustratos, muchas veces puede

caracterizarse como indice Unico de su estructura (Bures, S. 1997).



2.29.2.2. Porosidad y densidad aparente

La porosidad es la cuantificacion del espacio ocupado por poros en un sustrato, y
también se denomina espacio de poros, espacio poroso 0 espacio vacio.
Normalmente se expresa como porcentaje respecto a volumen aparente del
sustrato. El volumen aparente es el volumen que ocupa un sustrato incluyendo la
materia solida y los poros internos o externos, tanto los abiertos como los
cerrados. La densidad aparente (DA) es la relacion entre la masa o peso de las

particulas y el volumen aparente que ocupan.

Los sustratos por lo general tiene dos tipos de porosidad: interna y externa. La
primera es la que se genera por el propio empaquetamiento de las particulas y
depende del modo de empaquetamiento, tamafio del recipiente que lo 18%
contiene, forma, tamafio y naturaleza de la particula. La porosidad interna
depende de la naturaleza de las particulas, estado e interconexion de los poros. La
porosidad interna puede estar abierta o cerrada. Los poros abiertos son los que
tienen conexidn con el sistema de poros externos y también se les denomina poros
percolantes, los poros cerrados son los que no tienen conexion con el sistema de
poros externo y se le denomina no percolantes. La porosidad efectiva es la
percolante, que es la que contribuye con la retencién y movimiento de agua en el

sustrato.

La porosidad disminuye cuando aumenta la densidad aparente de un material
dado. Al comprimirse una muestra de sustrato, se observa un aumento de la

densidad aparente y una disminucion de la porosidad (Bures, S. 1997).
2.29.3. Caracteristicas quimicas

La reactividad de un sustrato se plasma en un intercambio de materia entre el
material solido que forma el sustrato y la solucion del mismo. La reactividad
quimica de los sustratos es el conjunto de reacciones quimicas que tiene lugar por
la interaccion del agua con el material (reactividad quimica principalmente por
disolucién e hidrdlisis), por interaccion de cargas electroestaticas en la superficie

del material que dan lugar al intercambio de iones entre la fase sélida y la fase



liquida (reacciones de origen fisico-quimico) y por la biodegradacién de la
materia organica (reacciones de tipo bioquimico). Estos tres tipos de reactividad
constituyen los parametros quimicos fundamentales en la caracterizacion de
sustratos y permiten definir dos tipos extremos de sustratos desde el punto de vista

quimico (Bures, S. 1997):

a) Sustratos quimicamente inertes, son aquellos que no se descomponen
qguimicamente o bioguimicamente, no liberan elementos solubles de forma
notable ni tienen capacidad de adsorber elementos afiadidos a la solucién
del sustrato. En los sustratos inertes no existe transferencia de materia
entre el material s6lido y la solucidn.

b) Sustratos activos quimicamente o0 no inertes, reaccionan liberando
elementos debido a la degradacion, disolucién y reaccion de los
compuestos que forman el material sélido del sustrato o bien absorbiendo
elementos en su superficie que pueden intercambiar con los elementos

disueltos en la fase liquida.

Algunas determinaciones quimicas que se utilizan generalmente para la

caracterizacion de sustratos son:
2.29.3.1. Reaccion del sustrato

La reaccidn del sustrato es la expresion del valor en el que su pH estéd dentro de
esta escala. Algunos materiales se hidrolizan reaccionando con el agua de modo
que los iones no combinados contribuyen a acidificar o alcalinizar la solucion del
sustrato. El valor de pH varia en funcién de la dilucion, por lo que cuando se
comparen pH deben estar realizados con las mismas proporciones de sustrato:
agua. Una disolucion se denominara acida si la concentracion de iones H+ excede
a la de OH- y baésica en el caso contrario; la disolucion sera neutra cuando la

concentracion de H+ y de OH- sea igual (Bures, S. 1997).
2.29.3.2. Conductividad eléctrica

La fase liquida del sustrato consiste en una solucion acuosa de diversas sales de

composicion y concentracion no homogénea. La composicion de la solucién del



sustrato depende del material que forma al mismo y su concentracién depende del
contenido de humedad y de como se llena el espacio poroso, aumentando la

concentracion a medida que disminuye el contenido de humedad del sustrato.

La conductividad eléctrica es el valor reciproco de la resistencia eléctrica, que es
la resistencia de una columna de liquido de seccion 1 cm2 y longitud 1 cm. Se
expresa en dS/m o mmho/cm y expresa de una manera aproximada la
concentracion de sales ionizadas en la solucion del sustrato. La concentracion
total de sales afecta al potencial osmdtico que estd relacionado con la
concentracion ionica en la fase liquida. El potencial osmético esta también

relacionado con la conductividad eléctrica (Bures, S. 1997).
2.29.3.3. Capacidad de intercambio catiénico (CIC)

Es la capacidad de un sustrato de adsorber e intercambiar iones. Se expresa
generalmente en mili equivalente por 100 gr de sustrato o, mejor, por litro de
sustrato. La CIC es la suma de todos los cationes intercambiables o complejos de
cambio. Los cationes divalentes generalmente estan adsorbidos con mas fuerza

gue los monovalentes y se intercambian con mas dificultad, excepto el H+.

La capacidad de intercambio catiénico depende del pH. Los materiales muy
acidos, o que tienen el complejo de cambio saturado de H+, liberan iones H+ que
se intercambian con los iones de la solucion. Se puede saturar el complejo de
cambio de un sustrato con iones determinados mediante su titulacion, los cuales
pueden mantenerse mediante aportes continuos de una misma solucion y acttan

como tamponadores de esta solucion después del tiempo.

En los sustratos con CIC elevada, conviene cargar el complejo de cambio con

cationes en equilibrio compatible con la solucién nutritiva (Bures, S. 1997).
2.29.3.4. Elementos nutritivos

En algunas ocasiones los materiales usados como sustratos pueden aportar
directamente nutrimentos, esta disponibilidad de nutrientes depende no solo de la

concentracion de la solucion del sustrato sino también de la capacidad de tampdn



del sustrato, que es la capacidad del sustrato para mantener la concentracion de

nutrientes.

En el sustrato, los nutrientes pueden transportarse por dos mecanismos distintos:
por flujo de masas o por difusion. El flujo de masas es el movimiento de
conveccién de la solucién del sustrato y en este caso, la tasa de movimiento de
agua influye en la nutricion de la planta. La difusion tiene lugar por gradientes de
concentracion, moviéndose los nutrientes hacia aquellos puntos donde la
concentracion es menor, por ejemplo la superficie de las raices. En los sustratos el

fendmeno de la difusion es mas importante que el de conveccion (Bures, S. 1997).
2.29.3.5. Relacion C/N

Es un parametro de caracter quimico, que indica el estado de descomposicion de
la materia organica. La relacién C/N se ha utilizado ampliamente como indicador
del origen, del grado de madurez y de la estabilidad de la materia organica, puesto
que su valor depende del material y decrece a medida que fermenta la materia
organica. En general varia entre 5 y 30 para un material compostado y un valor
inferior a 20 se suele tomar como indicador de madurez y estabilidad. La relacion
C/N por si sola no puede considerarse fiable para indicar la madurez de un
compost. Existen algunas variantes a este indice que se consideran mas fiables,
como la determinacion de la relacién C/N-orgénico o la capacidad de intercambio
catiénico (Bures, S. 1997).

2.30. Materiales utilizados como sustratos
2.30.1. Suelo

La tierra, o suelo natural, se puede clasificar de distintos modos (en funcién de su
formacion, composicién mineraldgica, etc.). Sin embargo, la clasificacién textural
es quizd la maés utilizada a nivel agronémico, puesto que es indicativa de las
propiedades fisicas y de intercambio ionico del suelo. La tierra fina, es decir, la
fraccion de particulas de tamafio inferior a 2 mm, puede separarse en tres tipos de
materiales siguiendo una escala logaritmica de la distribucion de tamafios de

particulas o granulometria. Estos tres materiales son las arcillas (0,002 mm), los



limos (0,002 — 0,02 mm) y las arenas (fina, de 0,02 a 0,2 mm y gruesa, de 0,2 a 2

mm).

La proporcion de arcilla, limo y arena define la clase textural de suelo (arenoso,

franco, arcillo-arenoso, etc.).

Mientras que en edafologia el estudio de la textura no debe desligarse del estudio
de la estructura del suelo, definiendo conjuntamente las propiedades fisicas del
mismo, en su uso en el ambito de los sustratos, la textura es muy importante,
puesto que las tierras utilizadas carecen de estructura, que se deshace en el

proceso de extraccion y mezcla.

Es importante también conocer el tipo de arcillas, puesto que segin su
composicion mineraldgica pueden tener propiedades fisicas y quimicas distintas.
Las arcillas tienen una superficie especifica muy elevada, por ser el volumen de

las particulas muy pequefio en relacion con el limo o la arena.

Las tierras tienen propiedades fisicas muy distintas en funcion de su textura y del
grado de empaquetamiento de las particulas. Estas caracteristicas definen el
tamafo de los poros, y por lo tanto la retencion de agua de los suelos, que en
materiales arcillosos y limosos tiene lugar a tensiones muy elevadas ya que a los

pOros son muy pequenios.

La porosidad de la tierra es baja, inferior al 60% en volumen, puesto que no
existen poros internos, aunque en suelos naturales la porosidad puede aumentar
hasta tomar valores similares a la de los sustratos por formarse agregados que
actlan como particulas independientes con poros externos mayores Yy poros
interiores a los agregados de tamafio reducido (la formacion artificial de
agregados, por ejemplo, mediante la adicion de polimetros absorbentes, se utiliza
para mejorar la capacidad de retencién de agua y la aireacién de los suelos).
(Bures, S. 1997).

En general, los suelos de textura fina no son adecuados como sustratos pues su
potencial de entrada de aire es superior a la altura de los contenedores que se

utilizan para el cultivo y su permeabilidad es baja. Actualmente, sin embargo, se



estd empezando (o volviendo a empezar, puesto que el uso de tierra en mezclas de
sustratos es muy antiguo) a utilizar arcilla mezclada con otros materiales
tradicionales en la preparacion de sustratos, como la turba. No se conoce bien el
papel de la arcilla en los sustratos pero se sabe que aumenta el agua dificilmente
disponible por tener poros de pequefio tamafio. Esto hace pensar que la adicion de
arcilla puede tener un efecto beneficioso en el trasplante, en cuanto a que mejora
la continuidad hidraulica entre el sustrato contenido en el cepellon o que da
soporte a las raices, y el suelo circundante de la zona en que se trasplanta. (Bures,
S. 1997).

La densidad de la tierra es elevada, del orden de 1200 —1500 kg de materia seca
por m3, lo que debe tenerse en cuenta si el peso del contenedor con la planta es

limitante.

El suelo natural tiene una fertilidad inicial, poder amortiguador fisico y quimico, y
capacidad de intercambio catidnico elevada, que depende de la textura, asi, un
suelo franco puede tener entre 80 y 150 meq/l de capacidad de intercambio
catiénico, mientras que un suelo arcilloso puede tener entre 200 y 450 meq/1
(Bures, S. 1997).

2.31. Produccion de orégano en Bolivia

Segun datos de la Fundacién Valles En al 1ra Cumbre Nacional de Productores de

Orégano Tomina, 2010 se tiene por resultados:

La produccion actual de orégano es de 630 toneladas comercializadas, el 95% de
esta es para la exportacién y un 5% como producto para mercado interno. Las
ventas ascienden a 1.5 millones de dolares, se establecieron 120 hectareas
teniendo 1494 familias beneficiarias con 95% de adopcion de tecnologias y un

45% de incremento de ingresos en 14 municipios involucrados con 10 proyectos.



CAPITULO 111
2. Materiales y métodos
2.1.Localizacién

La primer fase del presente trabajo de investigacion se desarrollo en el departamento
de Tarija, Provincia Cercado, en las instalaciones del laboratorio de Fitopatologia y
Cultivo In Vitro de la Facultad de Ciencias Agricolas y Forestales de la Universidad
Autonoma “Juan Misael Saracho”, Campus Universitario, Zona El Tejar, ubicado
geograficamente entre los paralelos 21° y 15" de latitud sur y el meridiano 64° 21°de

longitud Oeste, a una altitud de 1850 m.s.n.m.

La segunda fase de aclimatacion se llevd a cabo en el departamento de Tarija,
Provincia Uriondo, ubicado geograficamente entre los paralelos 21°43'0" S vy
64°43'60" W con una altura promedio de 1784 msnm En las instalaciones del Centro
Experimental de Chocloca dependiente de la carrera de Ingenieria Agronémica
Universidad Autonoma “Juan Misael Saracho”.

2.2.Materiales

2.2.1. Material Vegetal

El material vegetal fue dotado por el proyecto multiple San Jacinto producido en sus
instalaciones ubicadas en la comunidad de el Portillo, provincia Cercado,
departamento de Tarija , se trata de la variedades de orégano (Oreganum vulgare)

Maru y Kaliteri.

2.2.2. Material de Laboratorio
2.2.2.1.Area de Preparacion

- Frascos o tubos de cria
- Balanza de precision

- Potencidometro



- Pipetas
- Matraz

2.2.2.2.Area de esterilizacion

- Autoclave
- Estufa de esterilizacion para el material in Vitro

2.2.2.3.Area de siembra

- Cémara de flujo laminar
- Mechero

- Pinzas

- Agujas

- Bisturi

- Tijeras

2.2.2.4.Area de crecimiento

- Luz fluorescente
- Control de temperatura

2.2.2.5.Materiales de campo

e Cajas de cultivo.

e Maceteros.

e Detergentes.

e Mangueras de riego.

e Sustratos



2.3.Metodologia
2.3.1. Metodologia

En el presente trabajo de investigacion se estudid la respuesta de vitroplantas de dos
variedades de orégano frente a dos tipos de sustrato y a dos metodos de desinfeccion,

durante el proceso de aclimatacion.

El material vegetativo que fue utilizado en la investigacion fue de dos variedades de
vitro-plantas de orégano; Maru y Kaliteri, dotadas al laboratorio de biotecnologia por
el Proyecto Multiple San Jacinto. Estas variedades son las que actualmente se estan
introduciendo al departamento de Tarija mediante proyectos de incentivo. Las vitro-
plantas fueron regeneradas por métodos de micro propagacion en el laboratorio de
Biotecnologia de la facultad de Ciencias Agricolas y Forestales de la Universidad

Auténoma “Juan Misael Saracho”.

2.3.2. Ensayos

El ensayo se llevo a cabo desde el mes de julio del 2014, con un total de cuatro

repeticiones, utilizando diez plantas por réplica, con un total de 320 plantas.
2.3.3. Factores de estudio
2.3.3.1.Factor A
El factor A lo constituyen las dos variedades de orégano
= Kaliteri (V1)
= Maru (V2)
2.3.3.2.Factor B
El factor B lo constituyen los tipos de Sustrato:
= Sustrato 1(S1)= Cascarilla de Arroz (25%) y Tierra Vegetal (75%)

= Sustrato 2 (S2)= Acicula de pino (20%) y turba (80%)



2.3.3.3.Factor C

El factor C lo constituyen los Métodos de desinfeccion

= Desinfectante quimico “Almacigol” (M1)

= Desinfeccion a Vapor (M2)

2.4.Evaluacién estadistica

La evaluacién estadistica se realizé a través de un disefio de bloques completamente

al azar, con un arreglo tri factorial, donde las unidades experimentales lo formaron

10 vitroplantas. Los tratamientos contemplaron una variedad de

vitroplanta de

orégano Kaliteri en comparacién a la variedad Maru (V1 y V2), con un tipo de

sustrato Cascarilla de arroz y tierra vegetal frente a Acicula de pino més turba. (S1y

S2) y un método de desinfeccion Quimico frente a desinfeccion por calor (M1 'y

M2). Se realizaron cuatro repeticiones.

Cuadro N° 3

Detalle de repeticiones

_ , Repeticiones
Variedad Tipo de Me_)todo fj'e Tratamientos
Sustrato desinfeccion
1 2 3 4
S1 M1 T1 V1S1M1 | V1S1IM1 | visiM1 | V1SiM1
S1 M2 T2 V1S1M?2 | V1S2M2 | V1S2M2 | V1S2M2
V1
S2 M1 T3 V1S2M1 | V2S51M1 | v251iM1 | V2S1M1
S2 M2 T4 V1S2M?2 | V252M2 | V252M2 | V252M2
S1 M1 T5 V2S1M1 | V2S1M1 | v251M1 | V2S1M1
S1 M2 T6 V2S1M2 | V2S1M2 | V251M2 | V2S1M2
S2 M1 T7 V2S2M1 | V2S2M1 | v252M1 | V2S2M1
V2
S2 M2 T8 V2S2M2 | V252M2 | V2S2M2 | V2S2M2




2.5.Variables de Respuesta

Las variables de respuesta determinadas para el presente trabajo de investigacion
fueron:

3.5.1. Porcentaje de aclimatacion o Tasa de supervivencia de plantas

Para esto se realiz6 un reconteo de plantas una vez por semana, para poder ver cual
fue el motivo y la etapa en la cual se malogra cada muestra, finalmente se hizo un
reconteo general para poder determinar qué sustrato y qué método de desinfeccion
fue el mas adecuado, asi como la variedad que responde mejor al proceso de
aclimatacion.

3.5.2 Altura de las plantas (cm)

El control de altura de las plantas es fundamental en un proceso de aclimatacion de
vitroplantas, ya que es una variable indispensable para observar el desarrollo y vigor
de las plantas.

Se empezd a medir desde la primera semana en el vivero, se tomaron datos
semanalmente hasta que las plantas cumplieron 6 semanas, para esto se utilizd un
flexo. La medicidn se la realiza a partir de la base del tallo hasta la yema terminal.

3.5.3 Macollamiento

Este se determina con el nimero de macollos que desarrolla cada planta medidos a
partir de la tercera semana. Es una forma de observar el vigor que tiene cada planta
ademas del tamafio.



2.6.Etapas
Cuadro No 4

Etapas en las que se llevo a cabo el trabajo de investigacion

Actividad May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct | Nov | Dic

Etapa o fase de Micro [c>)
propagacion

Etapa o pase de Formacion de
raices

Trasplante en vivero ()

Etapa o fase de Aclimatacion

2.6.1. Micro propagacion

Micro propagacion de plantas. Es el conjunto de técnicas y métodos de cultivo de
tejidos utilizados para multiplicar plantas asexualmente en forma réapida, eficiente y
en grandes cantidades.

Se utiliza para multiplicar o propagar plantas nuevas, en este caso para obtener
grandes cantidades de plantas que no se propagan eficientemente.

Esta fase se realizd en el mes de julio, en el laboratorio de biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Agricolas y Forestales, siguiendo los protocolos de laboratorio
internacionales.

Se comenzo6 con la preparacion del medio de cultivo, el cual es guiado con el
protocolo utilizado para la reproduccion de esquejes de orégano.

El segundo paso fue la esterilizacién de este medio de cultivo sometiéndola a vapor
himedo y elevando la presion atmosférica en la autoclave. También se esterilizaron
los materiales en un horno sometiéndolos a una temperatura de 150 °C durante tres
horas.

El tercer paso fue la multiplicacion de las plantas realizada en la cabina de flujo
laminar  siguiendo el protocolo de laboratorio para evitar cualquier tipo de
contaminacion. Aqui se efectud la siembra en las respectivas magentas.




2.6.2. Formacién de raices

Se llevo a cabo en la sala de crecimiento del laboratorio de biotecnologia que consta
del control de temperatura y la luz necesarios para el optimo desarrollo de plantulas
en desarrollo.

El periodo que permanecieron en esta sala fue de un mes aproximado, de acuerdo a
cémo respondan las plantas al tratamiento dado. Para esto se observa el tamafio de las
plantas y fundamentalmente el desarrollo radicular que presenta en este periodo.

2.6.3. Trasplante en vivero

Una vez que las raices alcanzaron un tamafio adecuado se procedié al trasplante en
invernadero antiafidos, este procedimiento se ejecutd en instalaciones del centro

experimental de Chocloca.

El trasplante fue realizado en bandejas almacigueras con capacidad de 50 plantas, en
los sustratos previstos anteriormente de acuerdo a la metodologia ya planteada, de la

siguiente manera:



Cuadro N° 5

Distribucion de los tratamientos en campo

T3 T5 T6 T7
V1S2M1 V2S1M1 V2S1M?2 V2S52M1
T7 T2 T4 T8
V2S2M1 V1S1M?2 V1S2M?2 V2D2M2
T3 T7 T5 T1
V1S2M1 V252M1 V2S1M1 V1S1M1
T6 T1 T3 T5
V2S1M?2 V1S1M1 V1S2M1 V2S51M1
T7 T2 T4 T8
V252M1 V1S1M?2 V1S2M?2 V2D2M2
T3 T7 T5 T1
V1S2M1 V252M1 V2S1M1 V1S1M1
T8 T2 T2 T6
V2S2M?2 V1S1M?2 V1S1M?2 V2S1M?2
T8 T1 T2 T4
V2S2M?2 V1S1M1 V1S1M?2 V1S2M2




V1 = Kaliteri

V2 = Maru

S1 = Tierra vegetal mas cascarilla de arroz
S2 = Turba més acicula de pino

M1 = Método de desinfeccion Quimico
M2 = Desinfeccion en horno

2.6.4. Aclimatacion

Ya formadas las raices se procedio al trasplante de las magentas a las bandejas

almacigueras de acuerdo al orden establecido.

Se trat6 de controlar en lo posible las condiciones optimas para el desarrollo de las
plantas, esto se logra desinfectando los sustratos, realizando un tratamiento
preventivo contra los hongos, controlando la intensidad de los rayos solares con la
ayuda de una cubierta de media sombra y un invernadero que controla la pérdida de

humedad y el ingreso de patdgenos asi como de sus vectores.

El proceso de aclimatacidn consiste en el paso de condiciones in vitro como ser: la
humedad adecuada, temperaturas ideales y no variables, luz de acuerdo a sus
necesidades, inexistencia de patdégenos y los nutrientes necesarios para vivir, a las
condiciones del medio exterior, teniendo una humedad mas baja e inestable,
temperaturas variables, luz directa del sol, abundancia de patégenos y una menor
cantidad y facilidad para encontrar los nutrientes necesarios, en esta situacion la
planta debe adaptarse para poder sobrevivir desarrollando sus raices y su capacidad
fotosintética para elaborar su propio alimento.

2.7.Manejo del experimento
2.8.Preparacion de sustratos

Materiales como la turba pacefia fue dotada por el centro experimental, el resto de los

materiales fueron recolectados de diferentes lugares. La cascarilla de arroz fue la



Unica que se sometié a calor en un tanque hasta dejarla tostada. Los deméas materiales

no sufrieron ningln tipo de tratamiento para su descomposicion.

Una vez mezclados los materiales fueron sometidos a dos tipos de desinfeccién una
quimica y otra por medio de calor, sometiéndola a vapor seco durante 30 min. Esto se
realizd para no tener problemas con hongos ni patdégenos que atacan a plantas

reproducidas in-vitro debido a su vulnerabilidad.

2.9.Llenado de bandejas

Se llenaron 6 bandejas con capacidad de 50 plantas cada una, llegando a un total de
320 plantas, correspondiendo a cada tratamiento 40 plantas, ubicadas aleatoriamente
dentro de las 6 bandejas de acuerdo a la metodologia planteada, dejando un espacio
para poder diferenciar unas de otras y evitar que se mezclen los sustratos e impedir el

contacto.

Previo al llenado de bandejas se hizo una mezcla homogénea de los materiales en
diferentes proporciones de acuerdo con la metodologia.

2.10. Trasplante

Para el trasplante se humedecio previamente el sustrato para luego hacer los hoyos
donde entraria cada planta con la ayuda de un trozo de madera con forma de cono. Se
utilizaron plantas de 4 semanas. Las plantas fueron tratadas con un fungicida antes de
ser colocadas en el hoyo correspondiente para evitar la contaminacion y el malogre de
las mismas. Finalmente, se regaron nuevamente las plantas hasta humedecer

completamente el sustrato.

El proceso se llevo a cabo dentro del invernadero antiafidos dejando las plantas

dentro de éste con una malla de sombreado del 50%.



2.11. Riego

En la primera semana se aplicé riego todos los dias, 30 minutos en la mafiana y 30
minutos en la tarde utilizando un pulverizador manual hasta llegar a humedecer

completamente el sustrato.

Una vez cumplida la primera semana se regd una vez al dia durante 30 minutos en la

manana.

2.12. Control de malezas

El control de malezas se lo hizo de manera manual, una realizada a las 3 semanas
dentro del invernadero y otra, a las 5 semanas. La cantidad de malezas que se llegé a

retirar no es considerable.

2.13. Control de plagas y enfermedades

El control de plagas y enfermedades se lo realizd mediante métodos pasivos: Uno fue
utilizando el invernadero anti&fidos para impedir el ingreso de insectos y afidos, los
cuales son los principales vectores de las enfermedades transmitidas a las plantas. El
otro, fue la desinfeccién de todo material con el que se trabajo y por ultimo, un

tratamiento preventivo de las raices con un fungicida, antes de su trasplante.

Las precauciones tomadas fueron suficientes para impedir el ataque de patdgenos y

plagas que pudiesen haber afectado el proceso de aclimatacion.

2.14. Andlisis de la informacién
2.14.1. Anélisis estadistico

En base a los resultados obtenidos en el experimento se procedié a efectuar los

calculos de varianza necesarios para los 8 tratamientos.

El tiempo en que se realizaron todas las mediciones fue de 6 semanas, cuando

tedricamente las plantas ya eran aptas para ser llevadas a campo.



El disefio con el que se trabajo fue un disefio de bloques completos al azar, el modelo
con el que se trabajo fue:

Yij=m+ti+ri+eij

En donde (Yij) es la variable de respuesta ij - ésima unidad experimental, el modelo
en el cual se basa el andlisis nos dice que una observacion es el efecto de una
media general (m), de un tratamiento particular (ti), de una repeticién dada o bloque

(ri), y finalmente el componente aleatorio o error experimental (eij).

El mayor uso de este disefio esta dado por la feliz combinacion de utilidad,

simplicidad y flexibilidad.

Cuadro N° 6

Modelo de un cuadro de ANOVA en los disefios de bloques completos al azar

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado Relacion F
Variacion (Fv) libertad Cuadrados(S.C.) Medio(C.M.) (Fc)
(gl)

Total t*r-1 ZYUZ = —
Bloques (r-1) r? A 1)
L _Fc=A = =
2 Fe @ 3
Tratamientos (t-1) tj2 B (2)
= =(2 Al
ZT—FC=B (B 3)

Error (t—1)r-1) A-B=C c | e

experimental N ©)
Donde:

t = tratamiento

r = réplicas o repeticiones

Y = observacién individual

FCc = Factor de correccion.

Cuando existi¢ diferencia estadistica significativa en los correspondientes analisis de

varianza para las variables en estudio, se realizaron pruebas de medias.




CAPITULO IV
2. Resultados y discusion

La toma de datos para las variables de respuesta se realizd semanalmente a partir del
sexto dia después del trasplante, hasta los 42 dias para conocer los cambios en las
variables segun los sustratos, variedades y métodos de desinfeccion evaluados en
relacion con el tiempo en semanas de vivero. Para las variables respuesta se evaluo el
porcentaje de aclimatacion, altura y macollamiento en el nimero de dias previstos en

los que las plantas deberian tener todas las condiciones para llevarlas a campo.

Para verificar si existio diferencia significativa entre los tratamientos y determinar
cuél fue el mejor tratamiento, se procedié a realizar un analisis de varianza para las

variables de respuestas evaluadas.

Cuadro No 7

Detalle de tratamientos

Tratamiento Variedad Sustrato Método de desinfeccién
L Tierra vegetal més L
T1 Kaliteri | v1 . g S1 Quimica M1
cascarilla de arroz
Tierra vegetal més
T2 Kaliteri ! . g 1 Por calor 2
cascarilla de arroz
iteri turba mas acicula .
T3 Kaliteri 1 . 2 Quimica 1
de pino
turba mas acicula
T4 Kaliteri ! . 2 Por calor 2
de pino
2 | Tierra vegetal mas i
T5 Maru . 1 Quimica 1
cascarilla de arroz
Tierra vegetal mas
T6 Maru 2 . g 1 Por calor 2
cascarilla de arroz
Turba més acicula L
T7 Maru 2 . 2 Quimica 1
de pino
Turba més acicula
T8 Maru 2 ) 2 Por calor 2
de pino




2.1. Altura de la planta
2.1.1. Altura media de plantas en los tratamientos

Cuadro N° 8

Media de alturas de los tratamientos.

TRATAMIENTOS DETALLE X
T1 V1 S1 M1 5,84
T2 V1 S1 M2 6,03
T3 V1 S2 M1 5,42
T4 V1 S2 M2 5,19
T5 V2 S1 M1 5,47
T6 V2 S1 M2 5,46
T7 V2 S2 M1 9,50
T8 V2 S2 M2 5,98

La altura obtenida a las 6 semanas (42 dias) fecha en la cual se realizo el trasplante es
de 9.5 cm en el tratamiento 7, siendo éste notorio respecto a los demas, siguiendo el
tratamiento 2 y 8, seguido de los deméas teniendo éstos una menor diferencia de

altura, esto se ve mas claramente en la Figura No. 1.

Figura N° 1 Altura media de los tratamientos, expresada en centimetros
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En la figura No 1 se puede observar que existe una diferencia notoria en el

tratamiento 7 con respecto a los demaés tratamientos.

El tratamiento con menor éxito fue el tratamiento 4 sin alejarse mucho de las medias
de los demas tratamientos en lo que se puede ver en la figura, para corroborar se

procede a realizar un analisis de varianza.

2.1.2. Altura media de plantas en los bloques.

Se observa que en las réplicas de cada tratamiento son relativamente homogeéneas por
lo que se puede asumir que los factores como la ubicacion, diferencias en cuanto a

riego y demas son minimas.
Cuadro N° 9

Media de alturas de cada réplica.

REPLICAS
TRATAMIENTOS

I 1 1l v
T1 5,10 6,43 6,00 5,84
T2 5,78 5,80 7,05 5,50
T3 4,60 6,31 5,33 5,42
T4 6,13 4,25 5,19 5,19
T5 7,88 5,50 4,00 4,50
T6 5,35 4,85 6,17 5,46
T7 9,65 9,25 9,60 9,50
T8 6,10 5,25 6,58 5,98




Cuadro N° 10

Anélisis de varianza de altura de planta

Fuentes de gl Sumade | Cuadrado F F tabulada
Variacion cuadrados medio calculada 5% 1%
Total 31 107,324188
Bloques 3 6,8487625 |2,28292083 | 1,45256367 3,07 4,87
Tratamientos 7 67,4707875 [ 9,63868393 | 6,1328461 2,49 3,65 **
Error 21 33,0046375| 1,5716494
Vv 1 15,2628125 [ 15,2628125 | 9,71133413 4,32 8,2 x*
S 1 11,9805125 | 11,9805125 | 7,62289125 4,32 8,2 **
M 1 1,94045 1,94045 |1,23465831 4,32 8,2
VIS 1 8,8410125 | 8,8410125 |5,62530834 4,32 8,2 *
VIM 1 13,005 13,005 |[8,27474624 4,32 8,2 *
SIM 1 15,3458 15,3458 |9,76413693 4,32 8,2 *
VISIM 1 1,0952 1,0952 |0,69684753 4,32 8,2

Segun el analisis de varianza visto en el cuadro N° 9 se asume que si existe una
diferencia estadistica altamente significativa en cuanto a tratamientos, variedades y
sustratos, asi como una significancia entre variedad - sustrato, variedad - método de
desinfeccion, sustrato - método de desinfeccion, no asi en el metodo de desinfeccion
que no tuvo significancia alguna al igual que los bloques y variedad — sustrato —
método de desinfeccion.

Se ve necesaria la aplicacion de una prueba MDS.



Cuadro N° 11

Prueba de medias por tratamientos con respecto a la altura

Tratamiento Tratamiento Media (cm) MDS
Variedad Maru, turba mas acicula de
T7 pino, desinfeccién quimica. 9,5 A
Variedad Kaliteri, Tierra vegetal mas
T2 cascarilla de arroz, desinfeccion por 6,03 B
calor.
Variedad Maru, turba mas acicula de
T8 pino, desinfeccion por calor. 5,97 B
Variedad Kaliteri, Tierra vegetal mas
Tl cascarilla de arroz, desinfeccion quimica. 5,64 B
Variedad Maru, Tierra vegetal méas
T6 cascarilla de arroz, desinfeccion por 5,47 C
calor.
Variedad Maru, Tierra vegetal mas
T cascarilla de arroz, desinfeccion quimica. 5,47 c
Variedad Kaliteri, turba més acicula de
T3 pino, desinfeccion quimica. 5,42 ¢
Variedad Kaliteri, turba més acicula de
T4 pino, desinfeccién por calor. 5,19 D




Con la prueba de medias se puede observar que existe una diferencia estadistica
altamente significativa del tratamiento 7 con respecto a los demas tratamientos,

viendo la tabla entre los demas tratamientos se observan diferencias significativas.

Se tiene como resultado que existe una diferencia muy significativa entre los
tratamientos, siendo clasificadas en 4 grupos existiendo diferencias significativas el
uno del otro, En el grupo A conformado por el tratamiento 7 siendo éste el que dio el
mejor resultado segun los resultados obtenidos.

El grupo B estd conformado por los tratamientos 2, 8 y 1 siguiendo el segundo grupo
segln la prueba de medias, este tiene marcadas diferencias con respecto al grupo A,
el grupo C conformado por los tratamientos 6, 5, 3 y 4 con promedios mas bajos
Ilevan una diferencia significativa respecto al grupo B y no asi entre los tratamientos

de este grupo los cuales tienen poca diferencia.

Queda un tratamiento conformando un grupo D quedando como el tratamiento menos

recomendable debido a su bajo desarrollo.

2.2. Tasa de supervivencia de plantas

Cuadro No 12

Media de supervivencia de cada tratamiento mas réplicas

TRATAMIENTOS REPLICAS X
I 1 i v

T1 50 60 70 50 57,5
T2 100 90 100 100 97,5
T3 90 100 80 90 90
T4 40 80 60 60 60
T5 60 80 90 70 75
T6 30 90 80 70 67,5
T7 100 100 100 100 100
T8 100 60 80 80 80




La tasa de supervivencia fue tomada en la sexta semana de vivero de las plantas, se ve
diferencia en los tratamientos 7 y 2. Con la respecto a los demas habiendo diferencias
que se pueden observar en la figura 2 tanto como en la tabla se procede a realizar el

analisis de varianza.

Figura N° 2 Porcentajes de supervivencia de los tratamientos
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En la Figura No 2 se pueden observar los porcentajes de aclimatacion y sus

diferencias entre los distintos tratamientos, siendo el tratamiento 7, tratamiento 2 y
tratamiento 4 los mejores tratamientos con porcentajes de 100%, 97.5% y 90% de

plantas aclimatadas, respectivamente.



Figura No 3. Porcentaje de supervivencia en las réplicas de cada tratamiento.
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Observando la figura N° 3 se destaca la réplica 7 teniendo 4 réplicas homogéneas con
un 100% de éxito en su tasa de aclimatacion, seguido por el tratamiento 2 y 3 con

réplicas menos homogeéneas.

El tratamiento 1 es el que menor tasa de supervivencia tuvo, con réplicas
heterogéneas al igual que los demas tratamientos que tuvieron bajos porcentajes de

aclimatacion.



Cuadro N° 13

Anélisis de varianza del porcentaje o tasa de aclimatacion.

F tabulada
Variacen | O | coadrados |  medio | 7 celeutada
Total 31 12221,9
Bloques 3 684,4 228,1 1,19 3,07 4,87
Tratamientos 7 7496,9 1070,9 5,57 2,49 3,65
Error 21 4040,6 192,4
\Y, 1 153,1 153,1 0,79 4,32 8,2
S 1 528,1 528,1 2,74 4,32 8,2
M 1 153,1 153,1 0,79 4,32 8,2
VIS 1 903,1 903,1 4,69 4,32 8,2
VIM 1 703,1 703,1 3,65 4,32 8,2
S/IM 1 3403,1 3403,1 17,69 4,32 8,2
VISIM 1 1653,1 1653,1 8,59 4,32 8,2

Existen diferencias altamente significativas en tratamientos y

* %

* ¥

los factores

sustrato/método de desinfeccion, diferencias significativas en factor variedad/sustrato

y variedad/sustrato/método de desinfeccion.

Es necesario realizar una prueba de medias para ver la significancia entre los

tratamientos y poder determinar si las diferencias entre los tratamientos son muy

significativas.



Cuadro N° 14

Prueba de medias con respecto a la tasa de supervivencia.

Tratamiento Tratamiento Media % MDS

Variedad Maru, turba mas acicula de pino,

100
T7 desinfeccion quimica. A

Variedad Kaliteri, Tierra vegetal mas

97.5
T2 cascarilla de arroz, desinfeccion por calor. A

Variedad Kaliteri, turba mas acicula de

90
T3 pino, desinfeccidn quimica. A

Variedad Maru, turba mas acicula de pino,

80
T8 desinfeccion por calor. B

Variedad Maru, Tierra vegetal méas

T5 : o 75 B
cascarilla de arroz, desinfeccion quimica.

Variedad Maru, Tierra vegetal mas

T6 ) ) _, 67.5 B
cascarilla de arroz, desinfeccion por calor.

Variedad Kaliteri, turba mas acicula de

60
T4 pino, desinfeccién por calor. B

Variedad Kaliteri, Tierra vegetal mas

57.5
Tl cascarilla de arroz, desinfeccion quimica. c

Los tratamientos 7, 2 y 3 forman parte del primer grupo siendo éstos los que tienen el
mayor porcentaje de aclimatacion siguiendo los tratamientos 8, 5, 6 y 4 en ese orden
los del grupo B con un menor porcentaje de prendimiento. Y finalmente un grupo C

conformado por un solo tratamiento llegando a ser este el menos recomendable.



Con estos resultados se ve una diferencia un tanto significativa entre los tratamientos
de acuerdo al porcentaje de aclimatacion o tasa de sobrevivencia de las plantas
teniendo un 21% de mortandad y un 79 % de éxito en aclimatacion de las

vitroplantas.

2.3. Numero de macollos por planta

Cuadro N° 15

Media de macollamiento de tratamiento y sus réplicas.

REPLICAS _
TRATAMIENTOS | I m Y X
T1 16 2 13 16 1,6
T2 14 17 2 16 1,7
T3 2 2,6 23 2.1 23
T4 1,9 23 2.1 2.1 21
T5 2 2.1 18 2 2
T6 15 2 1 15 1,5
T7 21 25 2,6 24 24
T8 2,2 2.6 2,17 23 2,2

Se ve cierta diferencia entre un tratamiento y otro, no tan notables a simple vista,
teniendo nuevamente el tratamiento 7 la mejor respuesta a la aclimatacion, siendo el

gue mayor promedio tiene en cuanto a macollos.



Figura N° 4. Numero de macollos por planta en cada tratamiento.
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Se puede observar mas claramente en la gréafica las diferencias entre los diferentes

tratamientos viéndose el 7, 8 y 3 con diferencias no muy marcadas, seguidos por el 4

y 5, finalmente el 2, 1 y 6 con los promedios méas bajos.

Figura No 5. Numero de macollos en cada réplica.
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Viendo los tratamientos con sus réplicas individualmente se observan diferencias en
los mismos tratamientos teniendo replicas poco homogeéneas, excepto los dos
tratamientos con promedios mas altos en los cuales se puede evidenciar mucha mas

homogeneidad que en los demas.
Cuadro N° 16

Analisis de varianza con respecto al nimero de macollos.

=
Ii/ua?rri];?:siédne gl ci:;nrzggs Cl:r?gc;s)do caIcEIada tabulada
5% 1%
Total 31 8,12
Bloques 3 1,53 0,5096 2,97 3,07 4,87
Tratamientos 7 2,99 0,4282 2,50 2,49 3,65
Error 21 3,60 0,1713
\Y, 1 0,0038 0,00382 0,022 4,32 8,2
S 1 1,29 1,292 7,541 4,32 8,2
M 1 0,96 0,9626 5,618 4,32 8,2
VIS 1 0,091 0,09138 0,533 4,32 8,2
V/MD 1 0,533 0,53302 3,111 4,32 8,2
S/MD 1 0,114 0,114 0,665 4,32 8,2
V/S/MD 1 0,00025 0,00025 | 0,00147 4,32 8,2

El conteo del nimero de macollos fue realizado en la Gltima semana de vivero de las
plantas, se observan diferencias significativas entre un tratamiento y otro por lo cual

es necesario realizar una prueba de medias para comprobar la significancia.

Existen diferencias significativas entre sustratos, también se ven diferencias

significativas entre métodos de desinfeccion.

Para verificar la significancia es necesario realizar una prueba de medias.



Cuadro N° 17

Prueba de medias de los tratamientos de acuerdo al nimero de macollos

Tratamiento Tratamiento Media MDS
Variedad Maru, turba mas acicula de
T7 ] ) » o 2.4 A
pino, desinfeccién quimica.
Variedad Kaliteri, turba més acicula de
T3 _ ) . o 2.27 A
pino, desinfeccion quimica.
Variedad Maru, turba mas acicula de
T8 _ ) . 2.23 A
pino, desinfeccién por calor.
Variedad Kaliteri, Tierra vegetal méas
T2 cascarilla de arroz, desinfeccion por 2.06 A
calor.
Variedad Maru, Tierra vegetal mas
T5 _ ) . 1.98 A
cascarilla de arroz, desinfeccion quimica.
Variedad Kaliteri, turba més acicula de
T4 _ ) . 1.67 B
pino, desinfeccién por calor.
Variedad Maru, Tierra vegetal mas
T6 cascarilla de arroz, desinfeccion por 1.64 B
calor.
Variedad Kaliteri, Tierra vegetal mas
T1 1.5 B

cascarilla de arroz, desinfeccion quimica.

Las diferencias entre nimero de macollos también son significativas de acuerdo a la
prueba de medias formando dos grupos, estando en el primero los tratamientos 7, 3,
8,2y 5, en el grupo B tenemos el tratamiento 4, 6 y finalmente el 1. Teniendo una

relacién con las variables de anteriores factores como el crecimiento y tasa de

aclimatacion, siendo siempre el tratamiento 7 el mas desarrollado.




CAPITULO V
2. Conclusiones y recomendaciones
2.1.Conclusiones
De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye:

e Se observa que las vitroplantas se desarrollan de mejor manera con el
tratamiento 7 utilizando (Variedad Maru, turba mas acicula de pino,
desinfeccion quimica). Este fue el tratamiento que tuvo mayor porcentaje de
aclimatacién, tasa de crecimiento y mayor nimero de macollos por planta.
Teniendo diferencia significativa segin prueba MDS con respecto a las
demés, seguido por el tratamiento 2 (Variedad Kaliteri, Tierra vegetal mas

cascarilla de arroz, desinfeccion por calor).

e Se llegd a una aclimatacion con relativo éxito, teniendo un crecimiento
demasiado lento, con un promedio de 6,11 cm y 1,6 macollos por planta en
cuanto al tamafio y desarrollo.

e En cuanto a la tasa de supervivencia se tuvo un promedio de 78.4% de plantas
prendidas, con diferencias muy significativas de un tratamiento a otro,
teniendo en el tratamiento 7 (Variedad Maru, turba mas acicula de pino,
desinfeccion quimica) un 100 % de éxito en sus 4 réplicas y en el tratamiento
2 (Variedad Kaliteri, Tierra vegetal mas cascarilla de arroz, desinfeccién por
calor) con 97,5% de éxito.

e EIl nimero de macollos igualmente tuvo diferencias significativas entre
tratamientos siendo el tratamiento 7 nuevamente el que presentd una mejor
respuesta en cuanto a macollamiento con un promedio de 2,4 macollos por
planta siendo el que tuvo mayor éxito entre todos.

e Contrario a la hipo6tesis si existieron diferencias entre los tratamientos siendo
el tratamiento 7 utilizando la Variedad Maru, turba mas acicula de pino,
desinfeccion quimica el que tuvo un mayor éxito respecto a todas las

variables, tanto en porcentaje de aclimatacién, tasa de crecimiento como

numero de macollos por planta.



Las variedades tuvieron diferencias significativas en cuanto al tamafio, no asi

en porcentaje de aclimatacion ni macollamiento.

El sustrato conformado por cascarilla de arroz con tierra vegetal, no dio un
buen resultado teniendo diferencias significativas comparadas con la turba
pacefia mas acicula de pino, se asume que es debido a las proporciones

utilizadas.

En cuanto a la desinfeccion no se observaron pérdidas por dafio de patdgenos
por lo cual se podria decir que ambos tratamientos funcionaron de manera

adecuada evitando el desarrollo de hongos en las raices.



2.2.Recomendaciones

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede recomendar:

Para aclimatar vitro plantas de orégano en la etapa de vivero se recomienda
utilizar ambas variedades con un sustrato compuesto de 25% acicula de pino 'y

un 75% de turba ya sea con una desinfeccién quimica o por medio de calor.

Se recomienda acompafiar el proceso de aclimatacion con el uso de
fertilizantes para tener un mejor desarrollo, asumiendo que fue por la falta de
nutrientes que se tuvo un bajo crecimiento y por lo mismo se dio el acame de

las plantas.
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