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INTRODUCCION

Colombia se ha convertido en uno de los paises mas importantes en la
comercializacion de flor, debido a que tiene privilegios por sus recursos naturales,
diversidad de ecosistemas y geografia, lo cual ha contribuido a posicionarse en uno
de los principales referentes en biodiversidad del mundo. A partir de esta riquezay
considerando la biodiversidad como base de la agricultura, ésta se convierte en una
de las actividades mas importantes para el desarrollo social y econdmico del pais.

Las flores son valoradas por su belleza exoética y variedad de colores, estas
presentan una gran demanda en el comercio internacional y dentro de las especies
gue mas se comercializan, después de la Rosa, Crisantemos, Tulipanes y Lilium se
encuentra la Gerbera sp. y esto se debe, entre otros factores, a la vida en florero y
a la diversidad de colores esta presenta una flor de corte econémicamente
importante, perteneciente a la familia Compositae, es popular por su variedad de
colores, tamafios de flor y formas, se cultiva principalmente en invernaderos para la
produccion durante todo el afio, se ha establecido como una planta ornamental de
gran importancia economica, utilizada principalmente como flor de corte y ocupa el
quinto lugar en ventas de flores. (Zaragoza R. 2017)

La flor de Gerberasp.es una de las flores de corte mas importantes; este género
comprende de 40 a 50 especies. Exitosamente crecen bajo un amplio rango de
condiciones en muchas areas del mundo.

Los tallos de las flores de Gerberas sp. son comercializados sin hojas,
generalmente esta flor presenta bacteriosis y hongo en flor, considerado esto como
un proceso negativo que afecta la calidad y vida en florero, por tal motivo se han
desarrollado soluciones de hidratacion, las cuales mejoran la apariencia fisica de la
flor, una de las principales bacterias que se presenta con mayor incidencia es el
género de gammaproteobacterias (Pseudomonas) con mas de 100 especies que
exhiben estilos de vida variados en una amplia gama de ambientes, incluyendo
suelo, agua, superficies de plantas y animales, estas Pseudomonas sp. son bien
conocidas por su ubicuidad en el mundo natural, su capacidad para utilizar una
sorprendente variedad de compuestos organicos como fuentes de energia y su
resistencia a una amplia gama de compuestos antimicrobianos importantes desde
el punto de vista floricultor.

Un lugar a tener en cuenta en la produccion de las flores es el manejo en post-
cosecha, ya que esta influye en la calidad de la flor. Debido a que en esta se
seleccionan las mejores flores al hablar de calidad se trata principalmente de: tallos
gruesos, largos y totalmente verticales, botones grandes y colores sumamente vivos
y el mayor numero de dias de vida en florero. De ahi que, cualquier estudio en esta
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area es de vital importancia ya que al contribuir en mejorar la calidad de la flor se
garantiza un mercado permanente y mejores precios.

Actualmente, la flor de Gerbera sp. en vida florero tiene senescencia muy rapida,
esto relacionado con bacteriosis lo cual disminuye la vida de la flor, por tal motivo la
empresa Elite Flowers Farmers S.A.S. esta realizando el estudio de la inhibicion
bacteriana posibles cepas de Pseudomonas sp. con productos a base de cloro, de
tal manera que la vida de flor se prolongue
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de Florissima 225®, hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio
sobre Pseudomonas sp. aisladas de flores de Gerbera sp.

1.2. Objetivos especificos

e Determinar la concentracion que presente la inhibicién de las posibles cepas
de Pseudomonas sp. aisladas de flores de Gerbera sp. frente a cada uno de
los productos evaluados (Florissima 225%®, hipoclorito de calcio e hipoclorito
de sodio).

e Evaluar el efecto inhibidor de Florissima 225®, hipoclorito de calcio e
hipoclorito de sodio sobre el crecimiento de posibles cepas de
Pseudomonas sp aisladas de flores de Gerbera sp.
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2. JUSTIFICACION

La flor cortada, al momento de ser retirada de la planta, esta expuesta a una pérdida
de agua, por tal motivo se utilizan soluciones de hidratacion que mantienen un
balance hidrico apropiado. Anteriormente lo que se sugeria era que después del
corte, la flor debia ser depositaban inmediatamente en agua, pero no es suficiente
ya que se pueden producir obstrucciones en los tallos por bacteriosis en los tallos
evitando de esta manera la absorcion efectiva de la misma.

Debido a lo anterior se estan utilizando productos que eviten el desarrollo de
microorganismos, ya que estos son encontrados en el tallo y en el agua que se
utiliza para la hidratacion, siendo estos los principales responsables de la
obstruccion de los vasos vasculares, provocando el desmejoramiento en las flores
disminuyendo la vida en florero.

Estas soluciones contienen elementos bactericidas, tensoactivos, un &cido,
evitando de esta forma el proceso de destruccion de las proteinas. (Requena J.
1991)

Por lo anteriormente mencionado la empresa Elite Flower Farmers S.A.S, ubicada
en la sabana de bogota, actualmente realiza la hidratacion de flores de Gerbera sp
con el producto Florissima 225®, el cual actua en el control de microorganismos,
los cuales afectan la calidad de la flor produciendo un desmejoramiento en la
estetica y en la descomposcion del tejido.

La Florissima 225®, a base de cloro y acido inorganico actuan en la eliminacién
rapida y efectivamente de la contaminacion microbiologica de las soluciones de
hidratacion.

Segun estudios realizados se ha encontrado que la bacteria Pseudomonas
aeruginosa esta presente en el corte de flores de Gerbera sp. causando en el
transcurso del tiempo curvatura del pedinculo y bacteriosis en el montaje de floreros
(Torres, J 2010). Actualmente la empresa Elite Flower Farmers S.A.S, ubicada en
la sabana de bogota, realiza la hidratacion de flores de Gerbera sp con el producto
Florissima 225; el cual tiene propiedades biocidas. el Departamento de
Investigacion y Desarrollo de la compafiia encontro la presencia de posibles cepas
de Pseudomonas sp.en el proceso de hidratacion de folres de Gerbera sp.

A partir de este aislamiento el departamento de Investigacion y Desarrollo
pretendera evaluar productos como Florissima 225®, Hipoclorito de calcio e
hipoclorito de sodio, en diferentes concentraciones para determinar su efecto sobre
posibles cepas de Pseudomonas sp. aisladas de flores de Gerbera sp., para lo
anterior se realizaran prueba de confirmaciéon morfolégica (tincion de Gram), prueba
de catalasa y prueba de antibiograma, donde se medira el nivel de inhibicién de
cada tratamiento a evaluar frente a posible cepas de Pseudomonas sp., Asi mismo
se tendra en cuenta parametros como cloro libre, pH y conductividad eléctrica, como
control en la evaluacion.
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3. MARCO REFERENCIAL

3.1. Panorama general de lafloricultura

El origen de la industria de flores en Colombia data en la primera mitad de la década
de los 60, en la que el sefior de Edgar Wells, aficionado al cultivo y disefio de las
flores emprendid su viaje hacia los Estados Unidos con el fin de aprender las Gltimas
técnicas utilizada en este campo. Al regresar a Colombia formé una pequefia
empresa para abastecer parte del mercado local. Pero entre sus objetivos estaba
exportar flores a los Estados Unidos.

El cultivo de flores de corte se ha convertido en una de las actividades mas rentables
en la agricultura. En los afios 80 la floricultura empez6 a desarrollarse en algunos
paises de América Latina, destacando Colombia, Ecuador y Meéxico.
Posteriormente, paises de otras regiones del mundo (Israel, India, Japon, Kenia,
Marruecos, Costa de Marfil, Etiopia y Ruanda) se incorporaron al mercado global
como oferentes de flores de corte. (Rodriguez L. 2014)

Imagen 1. Principales exportadores de flores a nivel mundial 2015

16%

= Holanda
= Colombia
= Ecuador

40%

= Etiopia
= Kenya
17% ® Otros paises

Fuente: Asocolflores, 2017. En
linea:www.asocolflores.org/aym images/files/ARCHIVOS/17032017/2017 03 08
Boletin_Estadistico Enero 2017 sin_produccion.pdf. Consultado 04 de marzo a
las 10 am.

Segun Asocolflores, en los primeros 30 afios de actividad en la industria, el sector
floricultor se convirtio en el segundo exportador mundial de flores frescas cortadas.
Debido a que Colombia posee una amplia variedad y especies de flores que le
permiten atender a diferentes mercados del mundo, tanto en cantidad como en
calidad de los productos, este tiempo se convirtio en el segundo pais exportador de
flores después de Holanda y el primer exportador de flores al mercado de Estados
Unidos.
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El principal centro de la floricultura colombiana se encuentra ubicada en la sabana
de Bogota, donde encontramos municipios como Facatativa, Mosquera, Funza,
Cajic4, Chia, cota y suba, donde se realizaron los primeros invernaderos dando
paso a lo que se convirtid en la principal agroindustria del pais, ya que se cultivan
cerca del 92% de las flores exportadas. Cuenta con una altitud de 2600 metros
sobre el nivel del mar, con temperaturas que oscilan entre 14 y 20 grados
centigrados durante el dia y entre 4 y 8 grados en horas de la noche.

Imagen 2. Comportamiento en la produccion de flores del afio 2016 comparandolos
con el 2017 para determinar cual fue la variacion que hubo en este afio y ademas
de representar la participacion de los departamentos de Antioquia y Cundinamarca.

Enero
2016

 Volumen

% variacion = % variacin % participacion
2017/2016

Y .
j - 1007/2016
Volumen

en 2017
Valor

Departamento

Valor Valor

(UD) | f(tons)  (USD) (tons)
Cundinamarca $56.030.278 10057] 563,364,892 10592% B1% [ 53% 72,5% |
Antioquia §24077.011 5851 $24.013.744 5.178 3 0.3% Q -1.2% 27,5%
Otros §598.389 130 §73.100 163 -871,8% @ -87,5% 0,1%
Total 80705678 16038 $87451737 16386 84% o 2% 100%
Fuente: Asocolflores, 2017. En

linea:www.asocolflores.org/aym images/files/ARCHIVOS/17032017/2017 03 08

Boletin Estadistico Enero 2017 sin produccion.pdf.Consultado 04 de marzo a las

10 am.
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Imagen 3. Diagrama de torta se observa la participacion del sector floricultor en el
cual se observa que Cundinamarca se encuentra en un 64,6% y Antioquia con un
35,3%.

%nparticipacion 2017. volumen (ton)
Otros
0,1%

Antioquia
35,3%

Cundinamarca

64,6% Valores

4 | negativos

Crecimiento
> | hasta el 10%
Crecimiento
4 { mayor al 10%

Fuente: Asocolflores, 2017. En
linea:www.asocolflores.org/aym images/files/ARCHIVOS/17032017/2017 03 08
Boletin_Estadistico Enero 2017 sin_produccion.pdf. Consultado 04 de marzo a
las 10 am.

Imagen 4. Porcentaje de participacion de 2017, volumen (ton). Las exportaciones
de la flor del departamento de Cundinamarca aumentaron en 13,1% en valor y 5,3%
en volumen, de enero de 2017 frente al mismo periodo de 2016.

Enero Enero
2016 2017 % variacién % variacién % participacién
2017/2016 2017/2016 en 2017
Valor Volumen Valor Volumen valor Volaman valor
(usD) (tons.) (UsSD) (tons.)
Rosa $16.765.298 2.903 $ 18.409.156 3.223 | 9,8% f 11,0% 29,1%
Clavel $ 16.775.623 3.141| $15.063.438 289313 -102% & -7,9% 23,8%
Alstroemeria $ 5.057.725 1.344 $ 5.062.200 1.217|=> 0,1% 1 -9,5% 8,0%
Crisantemo $ 1.536.817 320 $1.739.081 297 |9 13,2% Rl -7,1% 2,7%
Gypsophila $ 185,041 82 $ 240.170 68 298% | -17,1% 0,4%
Lirio $ 134,097 19,86 $162.311 24,58 @ 21,0% @ 23,7% 0,3%
Gérbera $51.278 12 $110.634 51 >100% >100% 0,2%
Aster $101.519 19 $90.578 17|48 -10,8% & -8,0% 0,1%
Hortensia $ 86.575 18 $ 69.502 121 -197% & -30,0% 0,1%
Orquidea S0 - $ 5.963 0 >100% = 0,0% 0,0%
Otros $ 15.336.305 2.200 $22.411.861 2.789 t 46,1% t 26,8% 35,4%
Total $ 56.030.278 10.057 $ 63.364.892 10.592 f 13,1% = 5,3% 100,0%
Fuente: Asocolflores, 2017. En

linea:www.asocolflores.org/aym images/files/ARCHIVOS/17032017/2017 03 08
Boletin Estadistico Enero 2017 sin produccion.pdf. Consultado 04 de marzo a
las 10 am
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Imagen 5. Principales especies de flores exportadas del departamento de
Cundinamarca
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Fuente: Asocolflores, 2017. En
linea:www.asocolflores.org/aym images/files/ARCHIVOS/17032017/2017 03 08
Boletin_Estadistico Enero 2017 _sin_produccion.pdf. Consultado 04 de marzo a
las 10 am.

La empresa floricultora ubicada en la sabana de Bogota Elite Flower Farmers
S.A.S. dedicada a la produccién y comercializacion en el sector floricultor, tienen
como objetivo social la produccién especializada de flor de corte bajo cubierta y al
aire libre, la cual es sembrada en un campo de 240 hectareas. Entre las variedades
gue comercializan se encuentran las Rosas, las Alstroemerias, las Gerberas y los
Claveles. (Elite Flowers Farmers S.A.S. 2014)

La empresa se dedica al corte de la flor bajo cubierta se refiere a que estos se
realizan en invernaderos los cuales estan compuestos de una estructura cerrada
cubierta por materiales transparentes de plastico, en la cual se logra obtener
condiciones climéaticas artificiales, esto con el fin que la especie a cultivar se adapte
aun cuando las condiciones exteriores no sean las apropiadas para su desarrollo.
Teniendo en cuenta esto, es posible obtener producciones en sitios en donde a
campo abierta resultaria imposible debido a las condiciones climéticas.

La produccién bajo invernadero presenta ventajas tales como: Precocidad en la
cosecha, incremento de la calidad y del rendimiento, produccion fuera de época o
en condiciones ambientales diferentes a las requeridas por las especies cultivadas
a campo abierto, ahorro en el consumo de agua para riego Yy fertilizantes, facilidad
para el manejo de plagas y enfermedades. (Reed B. 2004).
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Imagen 6. Invernaderos de la finca Marly pertenecientes a la empresa Elite Flower
Farmers S.A.S.

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la
fecha.

Los invernaderos son estructuras cubiertas con un techo inclinado, presentan buena
ventilacion, gracias a que tienen aperturas en la parte de arriba y poseen una altura
adecuada, el circulo amarillo indica la ubicacion del reservorio 25 el lugar donde
toman el agua para la hidratacion de la Gerbera sp.

3.2. Comportamiento del sector floricultor

La posicidn geografica, las condiciones climaticas y la luminosidad forman parte de
las principales caracteristicas que debe poseer una region o pais para cultivar flores,
ademas de considerar ciertos requerimientos para cumplir con las exigencias del
producto en el mercado internacional.

Las flores son altamente dependientes de un manejo adecuado de su cadena de
frio, condicion que debe cumplir para ser distribuido en el mercado internacional.
Este procedimiento, permite alargar la vida util de la flor, convirtiéndose en la
promesa de servicio al cliente. Por esta razon, las flores tradicionales como las
Rosas, Claveles, Crisantemos, Alstroemerias y Bouquets, en contraste a las flores
tropicales, deben mantenerse en cadena de frio desde el corte hasta la entrega del
cliente final, de manera constante, sin interrupciones, y con baja humedad, para que
se evidencie una Optima calidad del producto (Gonzalez A. 2013).

3.3. Centro de origen

La flor de Gerbera sp, descubierta durante el siglo XVII en Sudamérica un siglo
después descubierto y estudiado por el naturista holandés Grenovius, es un género
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de plantas ornamentales originaria de Africa del Sur especificamente de la region
de Transvaal y el nombre se le atribuye al botanico Gerber, también se conoce como
margarita del Transvaal, la flor de Gerbera sp. pertenece a la familia de las
compuestas Asteraceae. Su nombre cientifico es Trangott Gerber, es herbacea,
vivaz, de crecimiento en roseta, cuyo cultivo puede durar varios afios, sin embargo,
comercialmente solo interesa cultivarla durante dos o tres segun cultivares y
técnicas de cultivo empleadas ya que después disminuye la productividad.

3.4. Clasificacion taxondémica de la flor de Gerbera sp.

Reino: Plantae

Subreino: Embryonta

Division: Anthophyta (angiospermas)
Clase: Monocotiledonea

Orden: Liliopsida

Familia: Asteraceae

Género: Gerbera

Especie: G. Carmina y G. fiorella

3.5. Descripcion botanica de la flor de Gerbera sp.

Una de las caracteristicas que distingue esta flor es el punto de madurez optimo,
sus pétalos, no deben presentar espacios, ademas de ser del mismo tamafio y el
color es muy particular dependiendo de la variedad, otra particularidad a tener en
cuenta es el tallo el cual debe ser recto y de contextura firme, generalmente se
permite un minimo de 40 cm de largo y un maximo de 80cm. (Santa cruz Ana, 2008)

3.6. Factores que influyen en el desarrollo de Gerbera sp.
3.6.1. Factores

3.6.1.1. Clima
Es la planta tipica para cultivarse en un clima templado, el mantenimiento de una
temperatura Optima incide en el rendimiento y emparejamiento de la floracion.
3.6.1.2. Suelo
para lograr el rendimiento Optimo de Gerbera sp. es necesario mantener Es
necesario mantener niveles adecuados de elementos fertilizantes en el suelo, pues,

al igual que todas las flores de corte bajo invernadero, es un cultivo intensivo, que
constantemente en crecimiento vegetativo.

Este debe tener todos los nutrientes que favorezcan el crecimiento de las flores,
ademas que se mantengan firmes y derechas, por lo que la estructura del suelo
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debe garantizar suficiente aire y agua para las raices, por ende, se debe tener en
cuenta que el drenaje en estos cultivos es muy importante ya que se debe evitar la
asfixia radicular a la que es tan sensible la planta, como la infeccion de
determinados hongos que afectan al cuello y sistema radicular de la flor de Gerbera
sp. (Rakesh y col. 2012)

Se debe tener en cuenta que la manera mas rapida para colocar los elementos
nutritivos dentro del suelo es usar fertilizantes que contengan uno o mas de los tres
nutrientes quimicos necesarios para la planta, por tal motivo es necesario que no
se apliquen antes de la plantacion. Estos pueden eliminarse rapidamente, por tal
motivo es necesario que no se apliguen antes de la plantacion, ademas es
importante tener en cuenta que este, no debe aplicarse cerca de la planta por que
puede quemar la raiz. Por lo que se recomienda dispersarlo y mezclarlo en la
superficie del suelo. (Guevara C. 2014)

3.6.1.3. Nutricién mineral

La flor de Gerbera sp. necesita ciertos componentes como son los almidones y
azucares que son almacenados en los tallos, hojas y pétalos, estos nutrientes
juegan un rol importante, ya que garantizan una correcta apertura y duracion en vida
florero.

Los carbohidratos aumentan dependiendo la luz solar luego de un dia de luz solar
los niveles de carbohidratos en la tarde luego de un dia de luz solar completo son
generalmente altos. La cosecha de la flor es preferible que se realice temprano en
la mafana porque las temperaturas son bajas, el contenido de agua es alto y se
dispone del dia completo para el procesamiento de la flor.

e Fuente de nitrégeno: Es un componente de muchos compuestos organicos
importantes desde las proteinas hasta los &acidos nucleicos. Es un
constituyente de la molécula de la clorofila que cual juega un papel
importante permite el crecimiento de hojas y tallos color verde y resistencia
a plagas. Otro sintoma de la deficiencia de N es la reduccién del crecimiento
trayendo como consecuencia floraciones fuera de temporada y con un ciclo
de cultivo (Zenil N. 2013)

e Fuente de fosforo: Maduracion temprana de semillas y frutos, formacion de
raices, resistencia sequias, el fésforo forma parte de cada una de las células
vivas existentes en la planta con la particularidad de que se presentan en la
semilla en cantidades mayores que en el resto de las otras partes de la
planta, aunque bien es cierto que se encuentra en las partes jovenes que
estan en activo crecimiento (Zenil N. 2013)

e Fuente de potasio: Raices y tallos fuertes, semillas y hojas gruesas ayuda
a mover los nutrientes alrededor de las plantas. El fésforo forma parte de
cada una de las células vivas existentes en la planta con la particularidad de
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gue se presentan en la semilla en cantidades mayores que en el resto de las
otras partes de la planta, aunque bien es cierto que se encuentra en las
partes jovenes que estan en activo crecimiento (Zenil N. 2013)

3.6.1.4. Luz

La flor de Gerbera sp. se considera una especie indiferente al fotoperiodo, o sea,
florece tanto en periodos de luminosidad de dias largos como cortos, la cantidad de
luz y longitud del periodo de iluminacién, se establece de acuerdo al ciclo anual de
crecimiento y al desarrollo de estas plantas. No obstante, la luz influye sobre la
emision de brotes laterales que daran lugar a nuevas flores.

La luminosidad es importante sobre todo en variedades de coloracion rosa y fucsia
en donde una baja iluminacién afecta la intensidad y calidad del color. Intensidades
bajas produciran colores mas oscuros y luminosidad alta producira colores mas
intensos y encendidos. (Calderén U y Ortegdn S. 2009)

La luminosidad también afecta la etapa reproductiva de la planta. En épocas de
invierno, con luminosidades bajas y alta humedad en el suelo las plantas tienden a
conservar un crecimiento vegetativo y tardan en realizar la diferenciacion floral.

El control de la luminosidad depende del tipo de material utilizado para la cubierta.
Los plasticos utilizados tienen diferentes especificaciones de acuerdo a las
necesidades del cultivo y de la region geogréfica en donde se ubique el invernadero,
las temperaturas maxima, minima y media, las posibilidades de heladas, el régimen
de vientos, la humedad relativa, el régimen de lluvias y la radiacién solar.

Debido a lo anterior la cantidad e intensidad de luz tiene gran importancia en el
cultivo de flores de Gerbera sp. para poder producir un gran volumen de flores. Una
falta de luz reducira la emision de brotes laterales y con ello un menor niamero de
nuevas flores de Gerbera sp. De igual forma, esta escasez de luz afectara a la
calidad de los tallos florales que seran largos y débiles, ademas de tener flores de
menos intensidad de color. (Zacares, M. 2008)

3.7. Labores culturales

Son los trabajos que requiere el cultivo desde su siembra hasta su cosecha. Algunos
de estos trabajos son comunes a todas las plantas, otros son especiales de cada
especie. Estas actividades son realizadas en el cultivo, ejecutadas después del
corte de la flor, labores como el deshoje, el cual se maneja manualmente en un
tiempo fijo, donde se retiran hojas que tengan problemas fitosanitarios y/o
senescentes, el lacado de hojas se los lavados de hojas, se realizan con ayuda de
una manguera de aspersion, se lavan las camas con reportes de los blancos
bioldgicos como: Mosca Blanca, Acaros, Mildeo Polvoso, se utiliza tensoactivo y
para control de mildeo Bicarbonato de sodio, aspirada donde se aspira de acuerdo
a niveles de accién por datos de monitoreo, riego de camino, en esta se pretende
tener caminos humedos mas no encharcados buscando evitar el polvo en el
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ambiente, se alternan cintas de color blanco y amarillo al interior y en la retirada de
muerte y resiembra el material enfermo debe ser retirado con una frecuencia
definida y remplazado, buscando llenar los espacios vacios. Solo reutilizar el medio
de cultivo después de haber sido esterilizado. (Hernandez y col. 2000)

3.8. Entutorado o tutorado

Es una labor que se hace para tener un cultivo en las mejores condiciones, es decir
que la flor se encuentre en un estandar de crecimiento y forma, de manera que no
se encuentre con curvaturas ni caidas, por lo general la primera malla se coloca a
25 cm, dependiendo del crecimiento se colocan las otras dos mallas, las cuales
pueden ser entre 60 y 100 cm, ademas de las malla se coloca un apoyo en los tallos
de las flores, para que se desarrollen correctamente y las flores no tengan contacto
con el suelo. (Manrriqguez N y Ramos D. 2012)

3.9. Riego

Requerimientos Hidricos Las plantas absorben agua y nutrientes por diferentes
mecanismos, flujo de masa, absorcion pasiva o absorcion activa, Es el riego diario
o interdiario que se aplica para mantener un contenido adecuado de agua disponible
en el suelo para el desarrollo de las plantas.

El cultivo bajo invernadero hace imprescindible un uso eficiente del agua de riego.
Para ello debe contarse con equipos de riego localizado (riego por goteo) o por
aspersion.

El agua destinada al riego se hace llegar a las plantas por medio de tuberias y
mediante pulverizadores a una presion determinada que hace que el agua llegue a
las plantas en forma de gotas.

Estos sistemas constan de una bomba que provee presién, una red de tuberias que
conducen el agua por la superficie a regar compuesta por ramales principales de
alimentacion y ramales secundarios que conectan directamente con los aspersores.

El riego de produccion debe hacerse de manera frecuente, de manera que el
sustrato se mantenga a capacidad de campo, por tanto, estara en funcion de la
capacidad de retencion y drenaje del mismo.
Después de la plantacion se puede producir un estrés hidrico para favorecer un
retraso en el crecimiento vegetativo de las plantas, debido a que las raices no son
capaces de extenderse y explorar mas volumen de suelo. Para evitarlo, se debe
combinar el riego con operaciones de sombreo y ventilacion, para que de esta forma
el suelo no se caliente demasiado y la planta pueda vegetar correctamente. (Pardo
T. 2010)

25



3.10. Factores que influyen en la calidad de las flores.

3.10.1. Calidad del agua

Las soluciones de hidratacion deben ser preparadas con agua de buena calidad,
debido a este parametro la empresa hace un proceso de tratamiento del agua
tratada, en el cual a un tanque de 2000 litros se le agrega 3 gramos de hipoclorito
de calcio y 100 ml de polidoc DPT4, se deja actuar por 2 horas, seguido se miden
parametros de pH, cloro total y dureza, a partir de esta agua se preparan las
soluciones de hidratacion.

Este proceso es de gran importancia debido a que, las aguas duras generalmente
contienen minerales que impiden la facil absorcion de los tallos, reduciendo asi la
vida en florero.

3.10.2. Post-cosecha.

Las flores estan compuestas de tejidos vivos, sujetos a cambios constantes,
después de ser cosechados, se debe realizar un procedimiento adecuado que
prolongué la vida de la flor, por tal motivo estas son llevadas a la post-cosecha,
teniendo en cuenta que la calidad de la flor no mejora solo se mantiene, retrasando
el fendbmeno de senescencia y marchitez. Sin embargo, no hay un tratamiento post-
cosecha universal eficiente para todos los tipos de flores, pero algunos tratamientos
especificos contribuyen a la manutencion de la calidad de ciertas flores, afectando
uno o mas de los siguientes factores: balance hidrico, reservas de carbohidratos y
otros nutrientes y balance hormonal involucrado en el desarrollo y la senescencia
floral. (Senapy R. 2008)

Por tal motivo estas flores son llevadas a la post-cosecha, la cual tiene como objetivo
retrasar el fendmeno de senescencia y marchitez; de esta manera se satisface el
requerimiento de los consumidores que quieren flores frescas de buena calidad y
qgue duré en el florero un periodo razonable. En esta se realiza todo el proceso de
empacado, hidratacion, viaje simulado, enfriamiento y almacenamiento.

3.10.3. Soluciones para post-cosecha en flor de corte

3.10.3.1. Empaque

Para el empaque se arman los floreros de 15 tallos, se envuelven con papel de
seda, esto es realizado en la post-cosecha, seguido de esto se llevan a hidratar por
4 horas.

3.10.3.2. Soluciones de hidratacion

Las flores necesitan soluciones que prolongan la vida de la flor, en la empresa se
utiliza actualmente el oxicloruro de Calcio y el hidroxipropianato de potasio, el
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primero tiene accion bactericida, es a base de cloro, elimina rapida y efectivamente
la contaminacion de microorganismos, el segundo compuesto contiene un acido
inorganico que logra mantener la accién del cloro a pH bajos, durante un tiempo
mayor que los tratamientos convencionales con soluciones cloradas. El
hidroxipropianato, reacciona con el cloro para formar un complejo estable, sin
reducir o afectar su accion bactericida, este producto se recomienda como pre-
tratamiento en flores recién cortadas.

La hidratacion de las flores se realiza en tinas a las cuales se les agrega 5 litros de
agua seguido de la adicion del oxicloruro y el hidroxipropianato, luego de esta
mezcla, se toman los ramos y se depositan en la solucién recién preparada y se
deja hidratar por 4 horas, a estas soluciones se les mide el pH, cloro y conductividad
eléctrica. (Mascarini L. 2017)

La razon de usar soluciones hidratantes, esta en mejorar 0 mantener la apariencia
fisica de la flor pero el problema radica en que no se conoce la eficacia y rentabilidad
de los productos que estan disponibles en el mercado; ademas, al determinar los
tiempos de refrigeracion mas adecuado se podra establecer el tiempo maximo de
conservacion de la flor en cuarto frio, determinando con ello el tiempo méas adecuado
de almacenamiento sin que afecte su calidad de esta manera se podra llegar a
obtener resultados que ayuden al manejo apropiado de la flor cortada durante su
permanencia en cuarto frio en las fincas.

3.10.3.3. Componentes de las soluciones parala vida en florero

En ornamentales, la vida en florero es una de las caracteristicas mas importantes
gue determinan su calidad y su capacidad para satisfacer las preferencias del
consumidor, estimulando capacidad de adquisicion. La vida en florero puede estar
influenciada y limitada por factores extrinsecos a la flor como la acumulacién de
bacterias en las soluciones hidratantes o bien, del mismo tallo causando
marchitamiento y deshidratacion. Ademas, parte de la vida en florero depende de
las reservas de azucares con la que cuente la flor al momento de ser cortada, puesto
gue una vez que esta ha sido cortada, las ganancias netas de carbono seran
reducidas debido al catabolismo del proceso fotosintético.

3.10.3.4. Empacado en full
Se toman las flores por tratamientos y se empacan en cada una de las full, seguido
se enzuncha y se realiza el cerrado de la caja.

3.10.3.5. Viaje simulado y choque térmico

Este es un proceso que se realiza en la post-cosecha, en el cuarto frio luego de
realizar la hidratacién por 4 horas, las flores son empacadas en fulles (cajas), se
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enzunchan y se lleva a dicho cuarto por 7 dias, se sacan las cajas por 5 horas, esto
con el fin de realizar el choque térmico, luego se vuelven al cuarto frio.

3.10.3.6. Enfriamiento

La necesidad primordial en la industria floricola es el enfriamiento, una vez que se
ha cortado la flor, ya que seguido del corte comienza una carrera que disminuye 0
acorta la vida de la flor. Por tal motivo se realiza un enfriamiento el cual disminuye
la tasa de respiracion en las flores cortadas, ademas se ha demostrado que la
refrigeracion prolongada de las flores hace que disminuyan los niveles de proteinas
solubles y aumenten los niveles de amoniaco y aminoacidos. El primer y mas
evidente efecto de las bajas temperaturas es la disminucion del crecimiento.

Ademas, se debe tener en cuenta que antes del enfriamiento se realiza un pre
enfriamiento, el cual es un proceso que hace descender rapidamente la temperatura
de la flor recién cortada prolongando la belleza y vida atil y determinando una mejor
calidad del producto. Debido a esto se debe tener en cuenta que esto es
indispensable para los productos forales que tienen altas tasas de respiracion y
desprenden mucho calor, como el clavel y la rosa. La experiencia ha demostrado
que este procedimiento es benéfico para todas las especies

La actividad metabdlica de las flores permanece casi en cero, si su temperatura
interna se encuentra alrededor de los 2°C, el factor que permite ampliar el periodo
de conservacion es la temperatura.

Cuando se separa la flor de la planta madre, esta sigue siendo un tejido vivo que
respira. La conservacion del producto a la temperatura mas baja posible (0 C para
cultivos templados o 10-12 C para los tropicales o subtropicales sensibles a dafio
por frio) aumentara la vida atil del mismo, ya que las temperaturas bajas disminuyen
la tasa de respiracion y la sensibilidad al etileno, reduciendo ademas la pérdida de
agua.

Es importante dejar un espacio adecuado entre las pilas de cajas (unidades de
carga) dentro de la camara de refrigeracion para que el producto se enfrie lo mas
rapidamente posible. (De la cruz G. 2007)

3.10.3.7. Tiempo de vida en florero

la vida en florero es una de las caracteristicas mas importantes que determinan su
calidad y su capacidad para satisfacer las preferencias del consumidor, en la post-
cosecha la vida util de las flores varia dependiendo de la especie y caracteres de
senescencia que presente. La vida de florero de la mayoria de las flores cortadas
es regulada por el etileno. En este proceso se deben tener floreros a los cuales se
les agrega agua en un 70% y se le agrega comida para flores (para 1 litro se agrega
un sobre de comida para flores), en este momento las flores se dejan por 15 dias y
se realiza seguimiento diario, en el que se tendra en cuenta la deshidratacion,
bacteriosis y hongo en flor como causas e eliminacion.
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La vida en florero puede estar influenciada y limitada por factores extrinsecos a la
flor como la acumulacion de bacterias en las soluciones hidratantes. Segun la
companiia Elite Flowers Farmers S.A.S el tiempo de vida de la Gerbera sp. es de
7 dias

Imagen 7. Vida en florero de flores de Gerbera sp

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la
fecha.

Al lado izquierdo se encuentra la variedad Carmina de color rojo y al lado derecho
Fiorella de color rosado.

3.10.3.8. Presencia de microorganismos

El ataque de bacterias y hongos acorta la vida de la flor por lo que la poca higiene,
las altas temperaturas y la deshidratacion en las flores aceleran la presencia de
microorganismos, los cuales pueden obstruir los vasos vasculares del tallo.

Las bacterias reportadas para el cultivo de Gerberasp. son Pseudomona
viridiflava, Erwinia chysantemi, ocasionando pudriciones radicales; Erwinia
cypripedii, manchas circulares; Erwinia nigrifluens y E. rhaponticii, producen
manchas foliares rojizas, el ataque de bacterias y hongos acorta la vida de la flor,
por lo que la poca higiene, las altas temperaturas y la deshidratacién en las flores
aceleran la proliferacién de microorganismos provocando la obstruccion de los
vasos vasculares del tallo.

En el aislamiento a partir de las soluciones de hidratacion implementadas en flores
de Gerberasp.se aislaron posibles cepas de Pseudomonas sp las cuales
resultaron ser bacilos Gram negativos, moéviles con flagelos polares, aerobios
estrictos, metabolismo oxidativo no fermentativo. La especie medicamente mas
importantes de este género es Pseudomona aeruginosa. Estos microorganismos
de crecimiento rapido pueden sobrevivir en ambientes marginales; por consiguiente,
son dificiles de radicar de areas. (Requena J. 1991)
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3.10.3.9. Mecanismos de accién de los desinfectantes sobre los
microorganismos.

Se caracteriza por su intensidad y ausencia de especificidad, en este se distinguen
varias etapas:

La fijacibn se da en la pared bacteriana y en funcién de la concentracién y
movimiento, la penetracion en la cual los desinfectantes atraviesan la pared
bacteriana y la membrana celular, la accién de estos se realiza en dos niveles, en
la membrana citoplasmatica, donde se produce la desorganizacion del
metabolismo, la degradacién y por ultimo la muerte celular, ademés de darse la
oxidacion de sustancias y desnaturalizacion de proteinas con dafios en el
metabolismo celular. (Coérdoba L. 2013). La accién que ejercen los agentes
desinfectantes para destruir los microorganismos, tales como la oxidacion, la
coagulacion de proteinas y el rompimiento de la pared y membrana celular, permiten
gue se lleven a cabo los mecanismos por los cuales se logra eliminar las bacterias.

La accion oxidante del cloro al combinarse con el agua, se lleva a cabo directamente
sobre el protoplasma de la bacteria, causando desintegracién de su estructura.
Asi mismo, se conoce que la mayoria de desinfectantes quimicos coagulan las
proteinas, como otro mecanismo de accion en la destruccion de las bacterias. El
rompimiento de la pared celular se explica por el descenso de la tension superficial
causando en algunos casos que la bacteria se disuelva. (Cérdoba L. 2013)

3.10.3.10. Resistencia intrinseca de las bacterias Gram negativas.

Las bacterias Gram negativas por lo general son mas resistentes a los antisépticos
y desinfectantes que las Gram positivas. La membrana externa de las bacterias
Gram negativas actla como una barrera que limita la entrada de varios tipos de
agentes antibacterianos sin relacién quimica. Las moléculas hidrofilias de bajo peso
molecular pasan facilmente a través de las porinas, en cambio las moléculas
hidrofébicas se difunden a través de la bicapa de la membrana. Ademas de las vias
antes descritas se ha propuesto una tercera via para agentes catiénicos como los
compuestos de amonio cuaternario, biguanidas y diamidinas, los cuales dafan la
membrana y facilitan su autocaptacion.
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Imagen 8. Modelo tridimensional de la “cubierta o envoltura “celular de una bacteria
Gram negativa.
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La envoltura celular consta de una densa membrana externa, un periplasma o
espacio periplasmatico, una capa intermedia compuesta por peptidoglucano y una
membrana citoplasmatica subyacente.

3.10.3.11. Compuestos que liberan cloro

Los compuestos liberadores de cloro son desinfectantes, con un potente espectro
de accion amplia. Son sensibles tanto las bacterias Gram negativas como las Gram
positiva, ademas presentan cierta actividad frente a esporas bacterianas. (Arias,
2006).

Los hipocloritos son los desinfectantes mas utilizados, estan disponibles
comercialmente en forma liquida (hipoclorito soédico) o sélida (hipoclorito calcico,
dicloroisocianurato sodico).

El hipoclorito de sodio es relativamente inestable a la temperatura y a luz. Los
derivados clorados, en forma de polvo, son mas estables pero sensibles a la
humedad. El cloro gaseoso, el hipoclorito de sodio y los derivados clorados dan
acido hipocloroso (HCLO) en presencia de agua.

El mecanismo de accién sobre los microorganismos, se basa en el poder oxidante
del &cido hipocloroso (forma Activa) que entrafia una destruccién de las proteinas
estructurales y un bloqueo de la actividad enzimatica.
La actividad fungicida es poco marcada. (Sanchez L. 2005)

Son uno de los grupos de desinfectantes mas utilizados a lo largo de la historia, fue
uno de los primeros antisépticos en usarse, incluso antes de conocerse su
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mecanismo de accion, y antes que se supiera el auténtico papel del microorganismo
en las enfermedades infecciosas.

El cloro es un potente agente germicida con amplio espectro de actividad, activo
frente a bacterias, esporas, hongos, virus y protozoos. Presenta efectos bactericidas
rapidos. Es un agente oxidante que inactivan proteinas enzimaticas. La presencia
de materia organica disminuye su actividad.

El mecanismo de accion sobre los microorganismos es poco conocido, pero se
postula que actian inhibiendo las reacciones enziméaticas y desnaturalizando las
proteinas.

3.10.3.12. Florissima 225®

ha sido desarrollado para la hidratacién de flores sensibles a la obstruccion vascular,
y mas especificamente para aquellas poscosechas donde el agua utilizada para la
preparacion de las soluciones de hidratacion contiene un alto grado de
contaminacion bacteriolégica y contenido de solidos.

La accién bactericida de la Florissima 225, a base de cloro, elimina rapida y
efectivamente la contaminacién bacteriolégica de las soluciones de hidratacién, y
su accion floculante purifica el agua precipitando los sdlidos en
suspension.(Brenntag colombia S.A.)

El oxicloruro de calcio es un compuesto que al mezclarse con agua maneja un pH
acido por ende se produce una desestabilizacién del cloro y a la vez produce una
inactivacion del sulfato de aluminio.

3.10.3.13. Hipoclorito de Sodio.

El cloro es uno de los elementos mas ampliamente distribuidos en la tierra. Las
soluciones de hipoclorito de sodio (NaClO al 2% y al 5%) son probablemente los
compuestos liberadores de halégenos mejor conocidos y figuran entre los
desinfectantes mas antiguos. Son extremadamente efectivos frente a todo tipo de
microorganismos, pero pierden gran parte de su actividad en presencia de materia
organica.

El hipoclorito de sodio son uno de los grupos de desinfectantes mas utilizados a lo
largo de la historia, fue uno de los primeros antisépticos en usarse, incluso antes de
conocerse su mecanismo de accion, y antes que se supiera el auténtico papel de
los microorganismos en las enfermedades infecciosas.

Es un compuesto halogenado utilizado como un agente proteolitico no especifico
capaz de eliminar magnesio e iones de carbonato.
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El hipoclorito puede eliminar a los microorganismos diana en cuestion de segundos,
incluso a bajas concentraciones, aunque otros informes han publicado tiempos
considerablemente mas largos para la muerte de las mismas especies.

Uno de tales métodos implico la extraccion de cal clorada (conocido como polvo de
blanqueo) con carbonato de sodio para producir bajos niveles de cloro disponible.

Su mecanismo de accion ha sido ampliamente estudiado y se da cuando se
contactan las proteinas del tejido y el NaClO, en esta reaccién en corto tiempo se
forma formaldehido y nitr6égeno, los enlaces peptidicos se rompen para disolver las
proteinas. Durante este proceso, el hidrogeno en los grupos amino (-NH-) se
sustituye por el cloro (-NCI-) la formacién de cloraminas desempefian un papel
importante para la eficacia antimicrobiana.

El hipoclorito de sodio actia como un disolvente organico y de la grasa, degradando
los &cidos grasos y los transforma en sales de &cidos grasos (jabén) y glicerol
(alcohol). El hipoclorito de sodio neutraliza aminoacidos que forman agua y sal
(reaccion de neutralizacién). Con la salida de iones hidroxilo, hay una reduccién del
pH. Cuando el cloro se disuelve en agua y esta en contacto con la materia organica,
forma é&cido hipocloroso. Este es un &cido débil, actta como un oxidante. Acido
hipocloroso (HOCI-) e hipoclorito (iones OCI-) conducen a la degradacién del amino
acido y la hidrolisis, Ademas de presentar accion antimicrobiana mediante la
inhibicion de enzimas bacterianas que conducen a la oxidacion irreversible de
grupos SH (grupo sulfhidrico) de las enzimas bacterianas esenciales. (Montoya
Hugo, 2008)
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4. METODOLOGIA

En el presente trabajo se tuvieron en cuenta las posibles cepas de Pseudomonas
sp., las cual se encontraban conservadas en glicerol al 70% en el laboratorio de
eficacia de la empresa, a partir de estas se realizaron repiques en agar King B, se
llevaron a incubacion a 30°C por 12 horas, pasado este tiempo se realizé tincién de
Gram llevando la placa al microscopio donde se visualizaron bacilos cortos Gram
negativos, ademas se tuvieron en cuenta las pruebas de catalasa y fluorescencia,
las cuales se tuvieron en cuenta para una posible identificacion de las cepas,
seguido posteriormente se realiz6 la preparacion de todo el material que se utilizaria
en la prueba, para esto se utilizaron tres productos Florissima 225, hipoclorito de
calcio e hipoclorito de sodio, la soluciones fueron preparadas en 100 ml de agua
destilada, al momento de realizar la preparacion de los productos se implementaron
5 concentraciones de cada uno de los productos las cuales se probarian en las
posibles cepas de Pseudomonas sp. , de esta forma se determinaria, cudl de
concentraciones y productos evaluados podria inhibir el crecimiento de las posibles
cepas de Pseudomonas sp. a cada una de estas se les midio el pH, cloro libre y
conductividad eléctrica.

Posterior a esto se ejecuto la prueba de antibiograma, en donde se realizaron cinco
pozos en cada una de las cajas de petri que contenia las posibles cepas de
Pseudomonas sp. teniendo en cuenta las soluciones anteriormente preparadas se
tomaron 50 microlitros de cada una y se depositaron en los diferentes pozos, se
tuvo en cuenta un control positivo con glutaraldehido y un control negativo con agua
destilada, se llevaron a incubacion a 30°C por 72 horas, se tomaron lecturas de
posibles halos de inhibicion a la 24, 48 y 72 con ayuda de un pie de rey para tener
medidas exactas, luego estos datos fueron registrados en una hoja en excel.

4.1. Primerafase y segunda fase
4.1.1. Analisis microbioldgicos

4.1.1.1. Recuperacion de la cepa conservada

Las posibles cepas de Pseudomona sp. fueron aisladas de flores de Gerbera sp.
las cuales se encontraban conservadas en glicerol al 70% en tubos eppendorf, estos
se mantuvieron en congelacion en el laboratorio de eficacia de la empresa, con el
fin de preservar su viabilidad y minimizar posibles modificaciones

A partir de esta conservacion se tomo 0,1 ml y se agrego en la caja de petri con
agar King B, con ayuda de un rastrillo se esparcio por toda la caja y se incubo a 30
°C por 12 horas seguido se realizaron pruebas preliminares (prueba de la catalasa,
tincion de Gram y fluorescencia) segun los resultados obtenidos catalasa positivo,
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bacilos cortos Gram negativos y fluorescencia positiva la posible cepa de
Pseudomonas sp. de esta manera se realiz6 la recuperacion de la posible cepa.

41.1.2. Elaboracion del cultivo microbiano

La preparacion del cultivo microbiano se realizo para aumentar la cantidad de
biomasa, a partir de la conservacion de las posibles cepas de Pseudomona sp, se
tomo 0,1 ml y se sembré en cajas de petri que contenian agar King B, esto con
ayuda de una micropipeta p200 y con una asa de hockey se rastrillo en toda la caja,
se incubo por 37°C por 12 horas, pasado el tiempo de incubacion se realizo prueba
de fluorescencia, prueba de catalasa y tincion de Gram, seguido de la confirmacién
de las posibles cepas, se tomd 1 ml de agua destilada y se le agrego a la cepa se
mezclo homogéneamente de esta manera se obtuvo el cultivo microbiano.

4.1.2. Confirmacion de la cepa

4.1.2.1. Prueba catalasa

1. A partir de las posibles cepas de Pseudomonas sp. se transfiri6 a un
portaobjeto limpio una colonia

2. Colocar una gota de peroxido de hidrogeno sobre un portaobjetos con ayuda
de un gotero

3. Detecte la formacién de burbujas

4. Si se presenta Burbujas el microorganismo posee la enzima catalasa la cual
la presentan las bacterias aerobias, estas descompone el perdxido de
hidrogeno en agua y oxigeno, por lo tanto el desprendimiento de burbujas
procedentes del oxigeno indica que la prueba es positiva, si no seré negativo.

4.1.2.2. Tinciéon de Gram

A partir de las posibles cepas de Pseudomonas sp. conservadas, se realizaron
repiques en agar King B, a partir de las colonias con crecimiento caracteristico se
procedi6 a realizar un frotis bacteriano, en el cual se tienen en cuenta una serie de
pasos:

1. Con la ayuda de un mechero, se flameo un asa bacterioldgica hasta el rojo
Vivo y esperar a que enfrie un poco.

Se tomo con el asa una gota de agua estéril y agregarla en un portaobjetos.
Se flamear nuevamente el asa y esperar a que enfrie.

Se tomo con el asa una colonia bacteriana aislada.

Después se agrego una colonia en la gota de agua que esta en el
portaobjetos y homogeneizar suavemente con movimientos circulares.

Se espero que secara al aire libre o poner durante uno o dos segundos con
la llama de un mechero para fijar la muestra, teniendo en cuenta que el calor

abkwn

o
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no debe ser directo (sélo se pasa por la llama), puesto que el calor excesivo
puede cambiar la morfologia celular de las bacterias a observar.

7. Se agrego cristal violeta solo el suficiente para que se cubra el extendido
bacteriano, el cual se dejo actuar por 50 segundos (enjuagar con agua
destilada, de manera que se retire el exceso de colorante que quede en la
placa)

8. Se agrego lugol y se dejo actuar durante 60 segundos. (Enjuagar con agua
destilada la placa para retirar el exceso del colorante)

9. Se agrego una gota de alcohol-acetona dejar actuar por 45 segundo.
(Enjuagar con agua destilada)

10.Se agrego Safranina, en la placa y se dejo actuar durante 60 segundos.
(Enjuagar con agua destilada para retirar el exceso del colorante)

11.Se observo al microscopio con objetivos de 4X, 10X, 40X y 100X este ultimo
con aceite de inmersion.

4.1.2.3. Descripcion morfolégica

Después de haber fijado la colonia a la placa se observo en el microscopio en los
objetivos de 4X, 10X, 40X y 100X este ultimo objetivo se utilizé con ayuda del aceite
de inmersion, donde se observaron bacilos cortos Gram negativos.

4.1.2.4. Medio de cultivo

Para dicha evaluacion se utilizé el agar King B el cual fue preparado en el laboratorio
de microbiologia de la empresa, donde se tomaron 5 gramos del medio King B en
500 ml de agua destilada y 10 ml de glicerol, luego se mezclé y se llevo a
calentamiento hasta ebullicién, posteriormente se autoclavo y por Gltimo se sirvio en
cajas de petri, las cuales fueron llevadas a incubacién por 5 dias antes de su
utilizacion, esto para confirmar que el medio no se contamino al momento de la
preparacion.

Este medio utilizado para la deteccion y diferenciacion de Pseudomonas
aeruginosa de otras Pseudomonas basado en la produccion de fluoresceina.
(Anexo 1)

En el medio de cultivo, la tripteina y la peptona de carne aportan los nutrientes
necesarios para el desarrollo bacteriano, la glicerina favorece la produccion de
pigmentos, la concentracion de fosfatos estimula la produccion de fluoresceina e
inhibe la produccién de piocianina y piorrubina.

El sulfato de magnesio provee los cationes necesarios que incrementan la
produccion de fluoresceina y el agar es el agente solidificante
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Para la preparacion de dicho medio se pesé la cantidad 5 gramos en agua destilada
y se le afadio 5ml de glicerol, se autoclave a 121°C 15 psi durante 15 minutos se
mezclo y se vertid en las placas de cultivo (15 — 20 ml en cada placa), se dejo
solidificar y se llevaron a incubacion.

4.1.2.5. Preparacion de las soluciones (productos)

Se seleccionaron tres productos los cuales en su composicion presentaban un
porcentaje de cloro, teniendo en cuenta, estos serian probados frente al
microorganismo determinado (Pseudomonas sp.). por tal motivo se trabajaron 5
soluciones de cada uno de los productos, es decir 5 concentraciones que se
implementaron para ser probadas en las posibles cepas de Pseudomonas sp. de
esta manera se determinaria la concentracion optima para producir la inhibicién de
las posibles cepas.

> Florissima 225® Se tomaron 100 ml de agua destilada, se pesaron 0,2 gr -
0,8 gr - 1,0 gr - 2,0 gr y 4,0 gr respectivamente de Florissima 225®,
posteriormente, se midieron parametros de pH, cloro libre y conductividad
eléctrica a cada una de las concentraciones que se preparo.

» Hipoclorito de calcio: Se tomaron 100 ml de agua destilada, se pesaron 0,5
ppm— 1.0 ppm - 1,5 ppm- 2,0 ppmy 2.5 ppm respectivamente de hipoclorito
de calcio, posteriormente, se midieron parametros de pH, cloro libre y
conductividad eléctrica a cada una de las concentraciones que se preparo

> hipoclorito de sodio: Se tomaron 100 ml de agua destilada, se pesaron 0,5
ppm— 1.0 ppm - 1,5 ppm- 2,0 ppmy 2.5 ppm respectivamente de hipoclorito
de sodio, posteriormente, se midieron parametros de pH, cloro libre y
conductividad eléctrica a cada una de las concentraciones que se preparo

» Glutaraldehido: Se tomaron 10ml de glutaraldehido en 500ml de agua
destilada. Este producto fue implementado como control positivo.

» Agua destilada: Setomaron 100 ml de agua destilada. Este se implemento
como control negativo.
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Tabla 1. Tratamientos a evaluar de Florissima 225®, hipoclorito de calcio e
hipoclorito de sodio sobre posible Pseudomonas sp. (Primera fase)

TTO Producto Ingrediente activo | Concentracion Dosis
TO Agua destilada | @ - | —eee- 20 ul
T1 | Producto Florissima 225® | Oxicloruro de Calcio 0,249/l 0,02 gr
T2 | Producto Florissima 225® | Oxicloruro de Calcio 0,84/l 0,08 gr
T3 | Producto Florissima 225® | Oxicloruro de Calcio 1g/l 0,1¢gr
T4 | Producto Florissima 225® | Oxicloruro de Calcio 29/l 0,2 gr
T5 | Producto Florissima 225® | Oxicloruro de Calcio 49/ 0,4 gr
T6 Hipoclorito de Calcio 65% cloro activo 0,5ppm 0,01 mg
T7 Hipoclorito de Calcio 65% cloro activo 1,0ppm 0,02 mg
T8 Hipoclorito de Calcio 65% cloro activo 1,5ppm 0,03 mg
T9 Hipoclorito de Calcio 65% cloro activo 2,0ppm 0,04 mg
T10 Hipoclorito de Calcio 65% cloro activo 2,5ppm 0,05 mg
T11 Hipoclorito de sodio Acido hipocloroso 0,5ppm 3,7037 ul
T12 Hipoclorito de sodio Acido hipocloroso 1,0ppm 7,4074 pl
T13 Hipoclorito de sodio Acido hipocloroso 1,5ppm 11 ul
T14 Hipoclorito de sodio Acido hipocloroso 2,0ppm 14,8 ul
T15 Hipoclorito de sodio Acido hipocloroso 2,5ppm 18 ul

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

Nota: Cada tratamiento se

implementara para las 2 posibles cepas de
Pseudomonas sp. aisladas a partir de flores de Gerbera sp. variedad Carmina y
Fiorella en el laboratorio la esmeralda.

Tabla 2. Tratamientos a evaluar de hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio sobre
posibles cepas de Pseudomonas sp. (Segunda fase)

TTO Producto Ingrediente activo | Concentracién Dosis
T1 Hipoclorito de calcio 65% cloro activo 1,5ppm 0,01 mg
T2 Hipoclorito de calcio 65% cloro activo 2,0ppm 0,02 mg
T3 Hipoclorito de calcio 65% cloro activo 2,5ppm 0,03 mg
T4 Hipoclorito de calcio 65% cloro activo 3,0ppm 0,04 mg
T5 Hipoclorito de calcio 65% cloro activo 3,5ppm 0,05 mg
T6 Hipoclorito de calcio Acido hipocloroso 4,0ppm 3,7037 ul
T7 Hipoclorito de sodio Acido hipocloroso 1,5ppm 3,7037 ul
T8 Hipoclorito de sodio Acido hipocloroso 2,0ppm 14,8 ul
T9 Hipoclorito de sodio Acido hipocloroso 2,5ppm 18 ul
T10 Hipoclorito de sodio Acido hipocloroso 3,0ppm 22 ul
T11 Hipoclorito de sodio Acido hipocloroso 3,5ppm 24 ul
T12 Hipoclorito de sodio Acido hipocloroso 4,0ppm 26 ul
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Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

Nota: Cada tratamiento se implementara para las 2 dos posibles cepas de
Pseudomonas sp. aisladas a partir de flores de Gerbera sp. en el laboratorio la
esmeralda.

4.1.3. Analisis fisicoquimico

Esta prueba se le realiz6 con agua destilada inicialmente mezclada con cada uno
de los productos a evaluar, (Florissima 225®, hipoclorito de calcio e hipoclorito de
sodio). Conductividad eléctrica, pH y cloro libre.

4.1.3.1. pH

Se evaluaron 100 mL de agua de cada tratamiento, Florissima 225®, hipoclorito de
calcio e hipoclorito de sodio con las que se realizo la prueba de antibiograma. Esto
se midié con ayuda de una sonda multiparametrica marca Hanna.

Para la realizacion de esta prueba se lavo el electrodo de la sonda multiparametrica
con agua destilada, seguido se llevé al beaker donde teniamos la muestra a evaluar,
se midio el pH se esper6 unos minutos a que se estabilizara, para poder tomar la
lectura y por ultimo se retir6 el electrodo y se lavo.

4.1.3.2. Cloro libre

Se tomaran 10 ml de las muestras de los diferentes tratamientos (oxicloruro de
calcio, hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio), el cloro se midié con ayuda del
kit de cloro libre marca Hanna Checker Hi 700.

Para la realizacion de esta prueba se lavo el kit de cloro libre con agua destilada,
seguido se tomaron 10 ml de la muestra preparada y se le agrego el indicador de la
prueba se espero unos minutos a que se estabilizara el equipo, para poder tomar la
lectura y por ultimo se registré el dato y se descart6 la muestra utilizada. Debido a
que el equipo mide un maximo de 2.5 ppm, los tratamientos que tuvieran una
concentracion de cloro de 2.5 ppm se realizd una dilucion con el fin de conocer la
concentracion real.

4.1.4. Antibiograma

4.1.4.1. Siembra de las soluciones preparadas
Se tomo una de las cajas donde se sembraron las posibles cepas de Pseudomonas

sp., se tomo una punta de 1000 microlitros y se realizaron 5 pozos en la caja, luego
se tomaron 50 microlitros de las soluciones anteriormente preparadas (Florissima
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225%, hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio) y se transfirieron en cada pozo
realizado, se llevo a incubacion a 37°C durante 3 dias.

4.2. MATERIALES

4.2.1. Material vegetal

Cultivo: flores de Gerbera sp.

4.2.2. Producto y/o variedades

Se realiz6 un aislamiento de las posibles cepas de Pseudomonas sp. a partir de
flores de Gerbera sp., las cuales fueron conservadas en el laboratorio de prueba
de eficacia, el producto con el cual se trabajara en el ensayo es la Florissima 225°,
hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio.

4.2.3. Origen del material

Las posibles cepas de Pseudomonas sp. fueron aisladas del cultivo de flores de
Gerbera sp., se realizé en el laboratorio de pruebas de Eficacia, lugar donde se
llevé a cabo la prueba de antibiograma, ademas de la conservacion de las posibles
cepas de Pseudomona sp. En el laboratorio de eficacia fue donde se realizaron
pruebas de eficacia de hongos donde se prueban varios productos sobre los
distintos hongos que se encuentran en las flores (Botryitys sp, Aspergillus sp,
Fusarium sp), para realizar controles bioldgicos los cuales son probados en los
cultivos de la compafiia.

4.3. Calculo para el porcentaje de halos
de inhibicion

% de inhibicion = X mm *100%
18 mm

Se realiz6 la medicién de los halos de inhibicién con ayuda de un pie de rey para
obtener de esta manera medias exactas, los datos arrojados fueron en milimetros y
se tomd de referencia 18 mm de didmetro tedricamente que equivale a un 100% de
inhibicion y X mm que es el resultado practico esperado en la prueba, estos halos
se midieron a las 24 - 48 y 72 horas de incubacion.
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4.4. Andlisis estadistico

Andlisis descriptivo de tablas y graficas, donde se observa el comportamiento del
cloro frente a posibles cepas de Pseudomonas sp. aislada de flores de Gerbera
sp. frente a cada uno de los productos.

Se realizd un analisis estadistico donde se hall6 el promedio, la desviacidén estandar

y la varianza de dos repeticiones por cada tratamiento (Florissima 225, hipoclorito
de calcio e hipoclorito de sodio).
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5. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Tabla 3. Cronograma de actividades

Meses

Actividad Febrero Marzo Abril | Mayo | Junio

Semana |[5|/6|7|8[9]10]11 |12 /13|14 /15|16 (1718|1920 |21 |22

Induccibn a la | x

empresa
Induccion al X
laboratorio de
Microbiologia

Asignacion X
evaluacion de

posibles cepas de
Pseudomonas sp.

Preparacion de X X
material para la
recuperacion de la
cepa

Realizar  pruebas X X X
catalasa,
fluorescencia y
tincion Gram

Evaluacion de X X X X X X
variables
microbiolégicas vy
fisicoguimica

Andlisis de X | X X | X X | X X
resultados,
realizacion de

informe, entrega de
informe y discusion
de resultados.

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la
fecha.
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6. RESULTADOS Y ANALISIS

6.1. Primerafasey segunda fase

Para el desarrollo de la evaluacién se realizé una recuperacion de posibles cepas
de Pseudomonas sp. aisladas de flores de Gerbera sp.

6.1.1. Recuperaciéon de posibles cepas de Pseudomonas sp.

El medio empleado para el aislamiento fue King B, en el cual las colonias
presuntivas presentaron crecimiento caracteristico. (Ver tabla 4)

6.1.2. Recuperacién de las posibles cepas de Pseudomonas sp aislada de
flores Gerbera sp.

Tabla 4. Descripcion posibles cepas de Pseudomonas sp. aisladas de flores de
Gerbera sp

Posibles cepas de Pseudomonas sp.

o

A

e Colonias blancas e Colonias crema, verdosas
e Borde entero e Borde entero

e Peguenas e Medianas

e Planas e Convexas

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

43



Tabla 5. Descripcidon microscopica para las posibles cepas de Pseudomonas sp.
aislada de flores de Gerbera sp.

tincion de Gram cepa 1 tincion de Gram cepa 2

Bacilos cortos

Gram negativos
Morfologia homogénea
Objetivo 100X

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

Tabla 6. Prueba de fluorescencia para las posibles cepas de Pseudomonas sp.

prueba fluorescencia cepa 1 prueba fluorescencia cepa 2

Prueba de fluorescencia en donde la caja donde se sospecha el crecimiento de la
posible cepa de Pseudomonas sp se expone a luz U.V en donde se observa un
pigmento de color azul verdoso fluorescente que rodea la colonia.

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.
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Tabla 7. Prueba de catalasa para las posibles cepas de Pseudomonas sp

Prueba catalasa cepa 1

Prueba catalasa cepa 2

Fromsh

Cawoen,

Prueba catalasa positiva para las posibles cepas de Pseudomona sp. aisladas de
flor de Gerbera sp., donde se pone de manifiesto la presencia de la enzima
catalasa, la cual es capaz de descomponer el peréxido de hidrogeno (agua
oxigenada) en agua y oxigeno, con la consiguiente aparicion de burbujas.

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

Tabla 8. Datos de pH y cloro libre de cada una de las soluciones (primera fase).

Producto Tratamiento pH Cloro libre
T1 = Florissima 225%(0,2 gr/l) T1 4,3 0
T2 = Florissima 225®(0,8 gr/l) T2 4 0,02
T3 = Florissima 225®(1 gr/l) T3 4,2 0,11
T4 = Florissima 225®(2 gr/l) T4 4,3 0,3
T5 = Florissima 225®(4 gr/l) T5 4,1 0,85
T6 = Hipoclorito de calcio (0,5 ppm) T6 8,9 1,81
T7 = Hipoclorito de calcio (1 ppm) T7 8,9 8,4
T8 =Hipoclorito de calcio (1,5 ppm) T8 9 22
T9 = Hipoclorito de calcio (2,0 ppm) T9 9 27
T10 = Hipoclorito de calcio (2,5 ppm) T10 9,1 35
T11 = Hipoclorito de sodio (0,5 ppm) T11 7,2 0,7
T12 = Hipoclorito de sodio (1,0 ppm) T12 7,8 1
T13 = Hipoclorito de sodio (1,5 ppm) T13 8,1 1,41
T14 = Hipoclorito de sodio (2,0 ppm) T14 8,2 1,86
T15 = Hipoclorito de sodio (2,5 ppm) T15 8,6 2,43

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.
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En la tabla 8 se presentan cada una de las soluciones preparadas (Florissima 225,
Hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio), en la cual se puede observar el
comportamiento del pH y el cloro.

Tabla 9. Datos de pH y cloro libre de cada una de las soluciones (segunda fase).

Tratamiento Producto Dosis pH Cloro libre
T1 Hipoclorito de calcio 1,5 ppm 7,5 2,17
T2 Hipoclorito de calcio 2,0 ppm 7,9 2,21
T3 Hipoclorito de calcio 2,5 ppm 7,9 2,31
T4 Hipoclorito de calcio 3,0 ppm 8,1 0,51
T5 Hipoclorito de calcio 3,5 ppm 8,2 0,61
T6 Hipoclorito de calcio 4,0 ppm 8,3 0,68
T7 Hipoclorito de sodio 1,5 ppm 8 1
T8 Hipoclorito de sodio 2,0 ppm 8,2 1,18
T9 Hipoclorito de sodio 2,5 ppm 8,2 1,21
T10 Hipoclorito de sodio 3,0 ppm 8,1 1,35
T11 Hipoclorito de sodio 3,5 ppm 8,1 1,43
T12 Hipoclorito de sodio 4,0 ppm 8,2 1,55

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

En la tabla 9 se presentan los datos de las dos soluciones trabajadas (hipoclorito de
calcio e hipoclorito de sodio), en esta parte se descarto la Florissima 225 debido a
gue manejaba un pH muy bajo y no se observé efecto sobre las posibles
Pseudomonas sp aisladas de flores de Gerbera sp. por tal motivo se realizé un

ajuste en el pH.
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Tabla 10. Datos halos de inhibicion en flores de Gerbera sp. de cada uno de los
tratamientos (Florissima 225®, hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio) a las 24,
48 y 72 horas de con los productos evaluados (primera fase)

PORCENTAJE DE INHIBICION DE LOS TRATAMIENTOS EVALUADOS POR
VARIEDAD
| % INHIBICION % INHIBICION
TRATAMIENTO PRODUCTO DOSIS VARIEDAD VARIEDAD
CARMINA FIORELLA
T Florissima 225° 0,02gr 0 0
T2 Florissima 225° 0,08gr 0 0
13 Florissima 225" 0,1gr 0 0
T4 | Florissima 225" 0,2gr 0 0
15 Florissima 225° 0,4gr 0 0
16 Hipoclorito de Calcio 0,05mg 0 0
17 Hipoclorito de Calcio 0,1mg 0 | 0
18 Hipoclorito de Calcio 0,15mg 0 0
19 Hipoclorito de Calcio 0,2mg 0 { 0
T10 Hipoclorito de Calcio 0,25mg 0 0
Ti1 Hipoclorito de sodio 3,70pL 0 \ 0
T12 | Hipoclorito de sodio 7,40 uL 0 0
T13 l Hipoclorito de sodio l 11l 0 5,55
114 | Hipocloritodesodio | 14,8l 0 5,55
T15 Hipoclorito de sodio 18l 0 5,55

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

En la presente tabla se observan los tratamientos (Florissima 225®, hipoclorito de
calcio e hipoclorito de sodio) en donde posiblemente se encontraron halos de
inhibicion (ver anexo 10.1), los cuales fueron encontrados en el producto de
hipoclorito de sodio donde obtuvieron rangos de pH entre 7,5 y 8,0 con dosis de 11
microlitros, 14,8 microlitros y 18 microlitros obteniéndose halos de inhibicion de un
6 % correspondientes a un 1 % representando un 100% 18 mm.
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Tabla 11. Datos halos de inhibicién en flores de Gerbera sp. de cada uno de los
tratamientos (hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio) a las 24, 48 y 72 horas de
con los productos evaluados (segunda fase)

RESULTADOS DE PRUEBA DE ANTIBIOGRAMA PARA LA VARIEDAD CARMINA
Y FIORELLA
momem|  moc | OWmos| e ot
CARMINA FIORELLA
T Hipoclorito de Calcio 15 0 0 {
7 Hipoclorito de Calcio 2,0 0 5
13 Hipoclorito de Calcio 25 0 0
T4 Hipoclorito de Calcio 3,0 6 0
3 Hipoclorito de Calcio 3,5 0 0
T6 Hipoclorito de calcio 4,0 0 6
17 Hipoclorito de sodio 15 0 0
18 Hipoclorito de sodio 2,0 6 6
To Hipoclorito de sodio 2,5 0 0
T10 Hipoclorito de sodio 3,0 6 6
T11 Hipoclorito de sodio 35 0
T12 Hipoclorito de sodio | 4,0 | 0 |

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

En la presente tabla se observan los tratamientos en donde posiblemente se
encontraron halos de inhibicion (ver anexo 10.2) los cuales fueron encontrados en
el producto de hipoclorito de sodio donde obtuvieron rangos de pH entre 7,5y 8,0
con dosis de 11 microlitros, 14,8 microlitros y 18 microlitros obteniéndose halos de
inhibicién de un 6 % correspondientes a un 1 % representando un 100% 18 mm.
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Grafica 1. Valores de pH y cloro libre para cada uno de los tratamientos (Florissima
225%®, hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio) a evaluar

EVALUACION DEL POSIBLE EFECTO DE FLORISSIMA 225°, HIPOCLORITO DE CALCIO E HIPOCLORITO DE
SODIO EN DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE EL CRECIMIENTO DE Pseudomona sp. AISLADAS DE
Gerbera sp. VARIEDAD CARMINA Y FIORELLA.
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Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

En el presente grafico representa el comportamiento del pH vs el cloro libre presente
en cada una de los tratamientos que se evaluaron, en esta se detalla que el rango
optimo de crecimiento de Pseudomona sp. es de 9, en el cual se encontré el pH
para el hipoclorito de calcio, haciendo la relacion no se observaria accion contra el
microorganismo ya que manejan el mismo pH en el cual ella crece, mientras que en
el hipoclorito de sodio el pH es un poco méas bajo y es donde se reflejan los posibles
halos de inhibicion que esta representado con las estrellas amarillas. Las barras
azules representan el pH y las lineas rojas representan el cloro libre obtenido de
cada tratamiento.
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Grafica 2. Valores de pH y cloro libre para cada uno de los tratamientos (hipoclorito
de calcio e hipoclorito de sodio) a evaluar

VALORES DE pH y CLORO LIBRE PARA CADA UNO DE LOS TRATAMIENTOS EN LA EVALUACION DEL POSIBLE EFECTO
DEL HIPOCLIRITO DE CALCIO E HIPOCLORITO DE SODIO EN DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE EL
CRECIMIENTO DE PSEUDOMONA SP. AISLADAS DE GERBERA SP. VARIEDAD CARMINA Y FIORELLA
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Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

En la presente grafica se observan de color azul la representacion del pH y las lineas
de color rojo el cloro libre, en la que se analiza la relacion de pH y cloro libre en cada
uno de los tratamientos, las estrellas amarrilla representan los tratamientos donde
se observaron los posibles halos de inhibicion.
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Tabla 12. Datos halos de inhibicion obtenidos en el ensayo realizado con flores de
Gerbera sp de cada uno de los tratamientos (hipoclorito de calcio e hipoclorito de
sodio) a las 24, 48 y 72 horas de con los productos evaluados donde se observan

los halos de inhibicion tedricos Vs valores practicos

Diametro | Diametro % o
Hora de de Inhibici inhigici
TTO | Producto | Dosis | inhibicién | inhibicién on .
ecturas ; . , on
practico tedrico practic gy
tedrico
(mm) (mm) 0
T13 H|poclqr|to 1,5 1 6
de sodio ppm
T14 | Hipoclorito | 2,0 24 1 18 6 100
de sodio ppm
T15 Hlpocl(_)rlto 2,5 1 6
de sodio ppm
T13 Hlpoclquto 1,5 1 6
de sodio ppm
Hipoclorito | 2,0
14 de sodio ppm 48 1 18 6 100
T15 H|poclqr|to 2,5 1 6
de sodio ppm
113 | Hipoclorito | 1,5 1 6
de sodio ppm
T14 | HipOClorito | 2,0 72 1 18 6 100
de sodio ppm
T15 HlpocI(_)rlto 2,5 1 6
de sodio ppm

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

En la presente tabla se pueden analizar cada uno de los halos de inhibicion tedricos
frente a los practicos obtenidos en el ensayo, donde encontramos que el porcentaje
de inhibicion obtenido es muy bajo frente a los tedricos, teniendo como referencia
gue un 100% corresponde a 18 mm de diametro.
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Tabla 13. Datos halos de inhibicién en flores de Gerbera sp. de cada uno de los
tratamientos (hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio) a las 24, 48 y 72 horas de
con los productos evaluados. (Segunda fase)

Diametro | Diametro % %
Hora | 9¢ de Inhibici | inhibici
TTO | Producto | Dosis |, inhibicion | inhibicion | | :
ecturas : ‘o on on
practico | tedrico - A
practico | tedrico
(mm) (mm)
Hipoclorito | 2,0
™8 | de sodio ppm 24 L0 18 ° -
T10 Hipoclorito | 3,0 1 18 6 100
de sodio | ppm
T8 H|pocI0(|to 2,0 48 1.2 18 7 100
de sodio | ppm
110 | Hipoclorito | 3,0 1,2 18 7 100
de sodio | ppm
T8 H|poclor_|to 2,0 1,2 18 7 100
de sodio ppm
T10 Hlpoclor_lto 3,0 72 1.2 18 7 100
de sodio | ppm
T2 Hlpoclor_lto 2,0 0.9 18 5 100
de calcio | ppm
T8 H|pocI0(|to 2,0 24 1 18 6 100
de sodio | ppm
T8 Hlpoclor_lto 2,0 1.2 18 6 100
de sodio | ppm
T10 Hipoclorito | 3,0 48 1.2 18 6 100
de sodio ppm
1g | Hipoclorito | 2,0 1,2 18 6 100
de sodio | ppm
T10 Hlpoclor_lto 2,0 1,3 18 7 100
de sodio | ppm
. . 72
T4 Hlpoclor_lto 3,0 13 18 7 100
de sodio | ppm

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

En la presente tabla se pueden analizar cada uno de los halos de inhibicion teoricos
frente a los practicos obtenidos en el ensayo, donde encontramos que el porcentaje
de inhibicion obtenido es muy bajo frente a los tedricos, teniendo como referencia
gue un 100% corresponde a 18 mm de diametro.
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Los resultados obtenidos a través de este ensayo experimental se examinaron por
medio de un analisis descriptivo de tablas y graficas, donde se observa el
comportamiento del cloro frente a posibles cepas de Pseudomonas sp. aislada de
flores de Gerbera sp. frente a cada uno de los productos y concentraciones
evaluadas, y de esta manera establecer el comportamiento de esto sobre el
microorganismo.

En la gréfica 1, se esquematizan los rangos de pH y cloro libre obtenidos para cada
uno de los productos analizados (Florissima 225® hipoclorito de calcio e hipoclorito
de sodio), observando que el tratamiento que generd un posible efecto sobre las
posibles cepas de Pseudomonas sp. aislada de flores de Gerbera sp. fue el
hipoclorito de sodio, representado en la grafica con estrellas amarillas, se observa
el comportamiento de las posibles cepas de Pseudomonas sp. puede estar
relacionado con el pH, ya que este puede estar relacionado con la efectividad del
cloro, esto debido a que al momento de realizar la mezcla del producto con el agua
el pH desciende o aumenta, por lo que se ve favorecida la formacion &acido
hipocloroso a partir de cloro molecular, el equilibrio se desplaza hacia la formacion
de &cido hipocloroso cuando el pH es superior a 4.0. sin embargo, cuanto mayor
es el pH de la solucion de 9, el &cido hipocloroso tiende a ionizarse y el equilibrio de
la reaccion se desplaza hacia la formacion del ion hipoclorito, cuyo potencial Redox
es menor (Reud, M 2012) vy la accién germicida es mucho mas lenta que la del
acido hipocloroso, por tal motivo no se observo efecto alguno en la Florissima 225°,
y el hipoclorito de calcio a pesar de ser el producto que manejo concentraciones de
cloro mayor no presento resultados frente a Pseudomona sp., una posible causa fue
el manejo del pH el cual se encontraba en un rango de 9,0 debido a que las
tendencias de pH en estos dos productos fueron de 4,0 y 9,0, se llego a la conclusion
de realizar una segunda fase en cual se regulara el pH ya que es una variable que
al controlarla podria arrojar resultados positivos. Medicion de cloro en el agua;
organizacion mundial de la salud; 2004), cabe resaltar que el pH donde se logro
apreciar un efecto muy leve es en un rango de pH de 8,0.

A partir de los anterior se llevé a cabo una segunda fase, donde se descarto la
Florissima 225® por el manejo del pH, el cual se encontré en 4,0, debido a esto se
trabajé con el hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio, realizando un cambio en
las concentraciones anteriormente evaluadas, en esta se pretendia tener un manejo
o control del pH para el producto de hipoclorito de calcio y determinar si controlando
este parametro se obtenia un mayor control en comparacion con el hipoclorito de
sodio.

Los resultados obtenidos en la segunda fase de la evaluacion se encuentran
plasmados en la gréfica 3, donde encontramos un pequefio halo de inhibicion a
concentraciones de 2,0 ppmy 3,0 ppm en los tratamientos de hipoclorito de sodio e
hipoclorito de calcio, afirmandose la teoria de que al regular el pH en el hipoclorito
de calcio se encontré un minimo efecto, cabe resaltar que las Pseudomona sp. han
adquirido resistencia gracias a la membrana externa ya que presenta diferencias en
la composicion del lipopolisacarido (LPS) y el contenido de cationes como el
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magnesio, que produce enlaces estables entre moléculas de LPS y como
complemento a este mecanismo, esta bacteria presenta pequefias porinas que
impiden el paso por difusién de ciertas sustancias. La presencia de un LPS menos
acido en la membrana externa puede ser un factor que contribuye a la resistencia
intrinseca. (Montoya Hugo, 2008)

En Pseudomonas aeruginosa se han detectado dos porinas, la proteina F que
funciona el transporte de fosfato y la proteina P cuya funcion como poro de difusion
es pobre. La proteina F existen evidencias de que esta proteina forma dos tipos de
poros, los canales pequefios que son los mas abundantes, y los canales pequefios
escasos. Debido a esta caracteristica no es posible la entrada de antibi6ticos por lo
que se explica la alta resistencia de este microorganismo a los antibioticos y
desinfectantes. Utilizan una porina especifica llamada OprD. La OprD puede
cerrarse durante la terapia con antibioticos y desinfectantes, lo que lleva a una
resistencia (Montoya H. 2008)

En la tabla 14, se observan los resultados correspondientes al porcentaje de
inhibicion de cada uno de los productos evaluados frente a Pseudomonas sp.,
estos resultados indican que las diferentes concentraciones del hipoclorito de calcio
e hipoclorito de sodio, no presentaron efecto de inhibicién de Pseudomonas sp. la
interpretacion de esta es la resistencia al cloro, asi como a las diferentes
concentraciones trabajadas en cada producto evaluado.

En la tabla 17, representa la segunda fase de la evaluacion donde se observan los
resultados correspondientes al porcentaje de inhibicion de cada uno de los
tratamientos evaluados, donde se encuentra que a resistencia de dicho
microorganismo a los productos evaluados se mantiene.

Por tal motivo Pseudomonas sp. presento resistencia con cada uno de los
tratamientos evaluados tanto en la primera fase como en la segunda fase de la
evaluacion, a pesar de que cada uno de los productos son a base de cloro no hizo
ningun efecto sobre la pared celular del microorganismo, por tal motivo se
recomienda implementar nuevas dosis o productos diferentes a los cuales este
microorganismo presente alguna sensibilidad. Por lo que segun literatura se
recomienda que dicho microorganismo se trabaje con compuestos que contengan
peroxido de hidrogeno ya que posiblemente este es sensible al perdxido de
hidrogeno, debido a que este genera una perturbacion de los componentes de la
membrana celular. (Zaragoza R Y col. 2007).

Andlisis estadisticos de los datos obtenidos en el antibiograma con las posibles

cepas de Pseudomonas sp. aisladas de flores de Gerbera sp. estos son los datos
que se obtuvieron al realizar el andlisis en Excel.
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Tabla 14. Analisis estadisticos de los datos obtenidos en el antibiograma (primera

fase)
Halo de
inhibicion
TTO Producto Dosis Variedad (xi) Xi-X (xi-X)2
Producto
T1 | Florissima 225® 0,2 gr/lt Fiorella 0 -1,1 1,21
Producto
T2 | Florissima 225® 0,8 gr/lt Fiorella 0 -1,1 1,21
Producto
T3 | Florissima 225® 1,0 gr/lt Fiorella 0 -1,1 1,21
Producto
T4 | Florissima 225® 2,0 gr/lt Fiorella 0 -1,1 1,21
Producto
T5 | Florissima 225® 4,0 gr/lt Fiorella 0 -1,1 1,21
Hipoclorito de
T6 calcio 0,5 ppm Fiorella 0 -1,1 1,21
Hipoclorito de
T7 calcio 1,0 ppm Fiorella 0 -1,1 1,21
Hipoclorito de
T8 calcio 1,5 ppm Fiorella 0 -1,1 1,21
Hipoclorito de
T9 calcio 2,0 ppm Fiorella 0 -1,1 1,21
Hipoclorito de
T10 calcio 2,5 ppm Fiorella 0 -1,1 1,21
Hipoclorito de
T11 sodio 0,5 ppm Fiorella 0 -1,1 1,21
Hipoclorito de
T12 sodio 1,0 ppm Fiorella 0 -1,1 1,21
Hipoclorito de
T13 sodio 1,5 ppm Fiorella 5,5 4.4 19,36
Hipoclorito de
T14 sodio 2,0 ppm Fiorella 5,5 4.4 19,36
Hipoclorito de
T15 sodio 2,5 ppm Fiorella 55 4.4 19,36
Numero
de
datos 15 Promedio (4,84
Valor
medio 1,1 Desviacion | 1,29354441
Varianza |1,67325714

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.
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Tabla 15. Analisis estadisticos de los datos obtenidos en el antibiograma (primera

fase)
Halo de
Producto Dosis | Variedad inhibicion Xi-X (xi-X)2
Hipoclorito de
calcio 1,5 ppm | Fiorella 0 -1,916666667 | 3,673611111
Hipoclorito de
calcio 2,0 ppm | Fiorella 5 3,083333333| 9,506944444
Hipoclorito de
calcio 2,5 ppm | Fiorella 0 -1,916666667 | 3,673611111
Hipoclorito de
calcio 3,0 ppm | Fiorella 0 -1,916666667 | 3,673611111
Hipoclorito de
calcio 3,5 ppm | Fiorella 0 -1,916666667 | 3,673611111
Hipoclorito de
calcio 4,0 ppm | Fiorella 6 4,083333333| 16,67361111
Hipoclorito de
sodio 1,5 ppm | Fiorella 0 -1,916666667 | 3,673611111
Hipoclorito de
sodio 2,0 ppm | Fiorella 6 4,083333333| 16,67361111
Hipoclorito de
sodio 2,5 ppm | Fiorella 0 -1,916666667 | 3,673611111
Hipoclorito de
sodio 3,0 ppm | Fiorella 6 4,083333333| 16,67361111
Hipoclorito de
sodio 3,5 ppm | Fiorella 0 -1,916666667 | 3,673611111
Hipoclorito de
sodio 4,0 ppm | Fiorella 0 -1,916666667 | 3,673611111
Numero de
datos 12 Promedio 7,409722222
Valor
medio 1,916666667 | Desviacion 2,23411531
Varianza 4,991271219

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

Segun los datos obtenidos en la prueba de antibiograma la desviacion estandar se
encuentra alejada del promedio, es decir, que no hay homogeneidad entre los datos,
indicando que hay dispersion por lo que se alejan los valores respecto al promedio
en la distribucion de los datos.

En los datos de la primera fase se obtuvo un promedio inferior a los de la segunda
fase esto debido a que se obtuvieron menos halos de inhibicibn entre los
tratamientos, mostrando se lo contrario en la segunda fase donde se encuentra
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mayores halos de inhibicion, a pesar de esto los datos se encuentra dispersos entre
si, por lo que los datos de la desviacion estandar y el coeficiente de variacion se
encuentran mas cercanos frente al promedio.
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7. CONCLUSIONES

Las concentraciones y producto evaluados en el ensayo no fueron
representativos en la inhibicion de las posibles cepas de Pseudomonas
sp. aisladas de flores de Gerbera sp. tratadas con Florissima 225®,
hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio

Las posibles cepas de Pseudomonas sp. aisladas de flores de
Gerbera sp. son resistentes a cada uno de las concentraciones
trabajadas de los productos evaluados (Florissima 225®, hipoclorito de
calcio e hipoclorito de sodio6) debido a que no se observaron halos de
inhibicion.
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8. RECOMENDACIONES

Realizar la trazabilidad de la flor desde el momento que es cortada hasta
llegar a la post-cosecha, en esta se deben hacer andlisis microbiologicos al
agua que es utilizada para la hidratacion, a las soluciones de hidratacion, las
tinas en las cuales se hidrataran las flores ademas de realzar analisis a los
floreros y al agua que se utilizara en la vida florero.

Realizar un patrén MacFarland para saber exactamente la concentracién
bacteriana de Pseudomonas sp. que se implementa en la evaluacion.

Se debe trabajar con un control en este caso con el glutraldehido para
observar el comportamiento de Pseudomonas sp.

Se deben realizar nuevas pruebas donde se trabajen nuevos productos que
penetren facilmente en la membrana bacteriana de Pseudomonas sp.

Trabajar concentraciones mas altas para lograr un efecto inhibitorio de
Pseudomonas sp.

El tratamiento de corte y de procesamiento de la muestra se debe realizar
con todas las medidas pertinentes de tal manera que se evite la
contaminacion cruzada

Realizar un nuevo ensayo en el cual se manejen concentraciones de
Florissima 225®, hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio mas altas debido
a que Pseudomonas sp. posee una densa capa de polisacéaridos la cual
establece una barrera no solo fisica si no quimica capaz de proteger a la
bacteria de las moléculas e iones de cloro residual.

Controlar el pH ya que este juega un papel importante en la eliminacion de
Pseudomonas sp. se recomienda trabajar pH entre 7,0 y 8,5 ya que, a estas
concentraciones esta es mas sensible

Realizar un nuevo ensayo en el cual se manejen concentraciones de
oxicloruro de calcio, hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio mas altas
debido a que Pseudomonas sp. posee una densa capa de polisacéaridos la
cual establece una barrera no solo fisica si no quimica capaz de proteger a
la bacteria de las moléculas e iones de cloro residual.

Controlar el pH ya que este juega un papel importante en la eliminacion de
Pseudomonas sp. se recomienda trabajar pH entre 7,0 y 8,5 ya que a estas
concentraciones esta es mas sensible
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10. Anexos

10.1. Registro fotografico de la prueba antibiograma por medio de la técnica
de difusion en agar por medio de pozos.

Elaboracién propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.
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10.2. Registro fotogréfico de la prueba antibiograma por medio de la técnica de
difusién en agar por medio de pozos donde se observan posibles halos de
inhibicién.

Elaboracién propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.
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10.3 Agar King B

Es un medio para la deteccion y diferenciacién de Pseudomonas aeruginosade otras
Pseudomonas basado en la produccion de fluoresceina.

Composicion

Concentracion del medio

Mezcla de peptona 20,0 g/litro
Fosfato di-potasico 1,5 g/litro
Sulfato de magnesio 1,5 g/litro
Agar 15,0 g/litro

Final pH: 7,0 + 0,2
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10.4. Diagrama de flujo (fase uno)

EVALUACION DEL POSIBLE EFECTO DE OXICLORURO DE CALCIO, HIPOCLORITO DE CALCIO E
HIPOCLORITO DE SODIO EN DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE EL CRECIMIENTO DE Pseudomonas
sp. AISLADA DE Gerbera SP. VARIEDAD CARMINA Y FIORELLA.
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Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

Diagrama 1. Metodologia de la evaluacion del efecto de Florissima 225,
hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio sobre Pseudomonas sp. aisladas
de flores de Gerbera sp. Tomado de planificacion nacional y politica econdémica;
area de modernizacion del estado; Guia para la elaboracién de diagramas de flujo;
Julio 2009 Norma DIN 66001:09.
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10.5. Diagrama de flujo (fase dos)

COMPORTAMIENTO DE Pseudomona sp. AISLADA DE GERBERA FRENTE A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE HIPOCLORITO DE SODIO Y DE CALCIO

TuUR00n de dates y | Incobar 2 28
wstason ctleedis W s |
. — "

Gatenar ricme y

preseracn

—

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

Diagrama 2. Metodologia de la evaluacion del efecto del hipoclorito de calcio e
hipoclorito de sodio sobre Pseudomonas sp. aisladas de flores de Gerbera sp.
Tomado de planificacion nacional y politica econémica; area de modernizacion del
estado; Guia para la elaboracién de diagramas de flujo; Julio 2009 Norma DIN
66001:09.
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10.6. Equipos, reactivos y medios

Equipos de laboratorio

Equipos Cantidad
Autoclave 1
Mecheros

Balanza analitica
Microscopio
Sonda multiparametrica
Kit de cloro libre
Micropipetas de 1 ml
Micropipetas de 0,1 ml
Puntas de 1 ml
Puntas de 0,1 ml 1
Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.

PR RPRRPRRPRRPPW

Reactivos y medio de cultivo

Reactivos y medios de cultivo Cantidad
Agar King b 60
Alcohol antiséptico 100 mi
Hipoclorito de calcio 5 gramos
Hipoclorito de sodio 10 mi
Florissima 225°® 10 gramos

Elaboracion propia. Los datos del autor ya estan en la portada al igual que la fecha.
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10.7.
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