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RESUMEN

El presente estudio evallo la susceptibilidad de dos cultivares de rosa (‘Grand Gala’ y ‘Vega’) al estrés hidrico. Los tallos fueron
pretratados con soluciones de pulso (4-hexilresorcinol, putrescina y agua). Por otro lado se estudio la anatomia de la hoja y tallo de
cada cultivar para determinar su relacion con la falta de agua. Los resultados muestran que la solucién a base de 4-hexilresorcinol
redujo el estrés del periodo seco en los tallos florales de ambos cultivares, conservando en mayor grado las caracteristicas de
calidad. Se observé mayor susceptibilidad al periodo seco del cultivar Vega. El nimero de células epidérmicas, indice estomatico y
pérdida de peso de las hojas de "Grand Gala“ fueron significativamente mayores que en ‘Vega’. En ambas variedades, los estomas
de las hojas fueron hipoestomaticas del tipo paracitico.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: cultivar Grand Gala, cultivar Vega, 4-hexilresorcinol, periodo seco.

ANATOMICAL DIFFERENCES AND USE OF PULSE SOLUTIONS
IN TWO ROSE (Rosa sp.) CULTIVARS

ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the susceptibility of two roses cultivars (‘Grand Gala’ and ‘Vega’) to water stress, the flower
stems were pretreated with pulse solutions (4-hexylresorcinol, putrescine and water). In the other hand the leaf and stem anatomy
were studied in order to know their relation with dry period. The results showed that the 4-hexylresorcinol solution reduced water
stress in both cultivars, maintaining the quality characteristics. It was observed higher susceptibility to dry period in ‘Vega’ cultivar.
The number of epidermal cells and stomata index and fresh weight loss in leaves of ‘Grand Gala’ leaves were significantly higher. In

both cultivars, the stomata in leaves were hypoestomatics of paracitic type.

ADDITIONAL KEY WORDS: Grand Gala cultivar, Vega cultivar, 4-hexylresorcinol, dry period.

INTRODUCCION

El estrés hidrico afecta la calidad de rosas de corte
durante el periodo seco que se presenta en el
almacenamiento y transporte de los tallos cortados y que
con frecuencia reduce la apertura floral e incrementa el
doblamiento de cuello durante la etapa postcosecha (Van
Meeteren et al., 2006). La susceptibilidad es diferente entre
cultivares; algunos toleran tiempos prolongados sin agua,
pero otros muestran pérdidas de la calidad considerables al

permanecer unas horas sin el suministro de este liquido,
pues pierden la capacidad del mismo y reducen su peso
fresco (Van Doorn 1997).

Después de la cosecha los tallos florales reducen
paulatinamente su capacidad de absorcion de agua. Se ha
propuesto que el dafio causado por el corte desencadena la
actividad de diversas enzimas como polifenol oxidasa (E.C.
1.14.18), peroxidasa (E.C. 1.11.1) y fenilalanina amonialiasa
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(E.C. 4.3.1.24) y la consecuente produccién y deposicion
de suberina en los espacios intercelulares de las células
parenquimatosas del xilema, adyacentes a los vasos del
xilema dafiados, provocando una obstruccion fisica y
afectando la absorcién de agua (Van Der Molen et al., 1983).
Otros autores afirman que la reduccion en la conductividad
hidrica es causada en principio por embolismo (presencia
de aire en los vasos) que se aspira después del corte,
reduciendo la capacidad de absorcion de aguay provocando
el posterior marchitamiento del tallo floral. Sin embargo es
posible que ambos factores estén afectando la capacidad
de absorcion hidrica del tallo (Meeteren et al., 2006;). El
uso de algunos compuestos inhibidores de la actividad
enzimatica ha prolongado la vida de florero en algunas
especies florales como Chrisantemum glandiflorum,
Grevillea longistyla H. y Bouvardia sp. (Williamson et al.,
2002; He et al., 2006). Por lo anterior en este estudio se
evalué el efecto de algunos inhibidores enzimaticos aplicados
en solucion de pulso a dos cultivares de rosa ‘Grand Gala’y
‘Vega’'. Ademas se evaluaron algunas caracteristicas
anatdmicas de estos cultivares para conocer si éstas influyen
en su susceptibilidad a periodo seco.

MATERIALESY METODOS

Material vegetal

Se usaron 200 tallos florales de rosa roja (Rosa sp.)
de cada uno de los cultivares ‘Grand Gala’ y ‘Vega’
desarrollados en invernadero en la region de Villa Guerrero,
Estado de México, México en la empresa Buenavista Floral
S. A. de C. V., entre noviembre del 2007 y abril del 2008.
Los tallos se cortaron en el estadio de boton cerrado, cuando
los pétalos habian perdido la apariencia puntuda y se
encontraban encerrados por el céliz solamente hasta media
altura (1.5-2.0 cm). Después de la cosecha los tallos se
transportaron al laboratorio.

Organizacion experimental

Para cada cultivar se formaron cuatro grupos de 50
tallos. Tres de ellos se sumergieron por 12 h en soluciones
de pulso de putrescina (25 mg-litro™'), 4-hexilresorcinol (5
mM) y agua destilada (PA) respectivamente, en tanto que el
cuarto se mantuvo en periodo seco (PS) sin ninguin contacto
con medio acuoso durante el mismo tiempo. Los reactivos
usados fueron marca Sigma-Aldrich®. Después, los tallos
se colocaron en bolsas negras y se sometieron a un periodo
seco a 20 + 2 °C por 48 h, excepto los de PA que se
mantuvieron sumergidos en agua destilada. Posteriormente
todos lo tallos se colocaron en frascos de vidrio con 250 ml
de una solucion de composicion 1.5 mM NaHCO,, 0.7 mM
CaCl, y 0.005 mM CuSO, (solucion florero; Van Meeteren et
al., 2006) y se almacenaron a temperatura ambiente (20 °C,
71 % humedad relativa) con fotoperiodo de 12 h con 18.5
imol'm?-s' de luz aplicado mediante lamparas de luz blanca.
A partir de entonces en los tallos se evalué la vida de florero,
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apertura floral, estructura interna del tallo, indice estomatico
y estructura de estomas en hojas.

Andlisis de datos

El disefio experimental fue completamente al azar con
un arreglo de tratamientos factorial 4 x 2 (cuatro tratamientos
pulso por dos variedades de rosa) obteniendo ocho
tratamientos y 10 repeticiones, considerando un tallo como
unidad experimental para las variables de vida de florero y
apertura floral.

Para el indice estomatico en hojas se consideraron
como unidad experimental 10 areas microscoépicas en cada
hoja y cada unidad experimental tuvo seis repeticiones. A
todos los tratamientos se les realiz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) y una comparacién de medias con la prueba de
Tukey a una P<0.05.

Variables respuesta

Vidade florero. Se determiné mediante la apariencia
visual de cada tallo floral desde la cosecha hasta la marchitez
(pérdida de turgencia y oscurecimiento del borde de los
pétalos) o doblamiento del cuello o “cabeceo” del botén floral.

Apertura floral. Se establecié una escala heddnica
para la valoracion visual de la apertura de los botones florales
con cinco estados (Ho y Nichols, 1977): 1: botén cerrado;
1: botdn parcialmente abierto; 2: botdon completamente
abierto; 3: flor parcialmente abierta; 4: flor completamente
abierta sin la aparicion de las anteras; 5: completamente
abierta con las anteras descubiertas.

indice estomatico. Se utilizaron hojas maduras del
cuarto entrenudo debajo del botdn floral de seis tallos florales
de ‘Grand Gala’' y ‘Vega’ respectivamente. Se hicieron
impresiones de la cara abaxial y adaxial del centro de la
hoja (1 cm?), obteniéndose seis impresiones por variedad
con cianocrilato. Para cada impresion se realizaron conteos
de estomas y células epidérmicas en diez campos 6pticos
elegidos al azar con un microscopio compuesto de luz (Carl
Zeiss, Alemania). Se calcul6 el area de los campos 6pticos
con un portaobjeto micrométrico. Se determiné el nimero
de estomas y células epidérmicas por mm?. Se calculé el
indice estomatico (IE), sugerido por Azevedo et al. (1990),
de acuerdo con la siguiente relacién: IE= [DE/ (DE+ CE)] x
100; donde DE= densidad estomatica, y CE= numero de
células epidérmicas.

Estructura interna del tallo. Para el estudio
anatémico, se ocuparon 15 tallos, utilizaron secciones de
1.0 cm de longitud de la parte basal de los tallos, los cuales
se fijaron en una mezcla de 50 % de propanol, 5 %, de
acido acético glacial, 3.7 % de formaldehido en agua
destilada (FAA). Posteriormente el material fue procesado
para su inclusién en parafina. Se hicieron cortes



transversales, radiales y tangenciales de 20 um con un
micrometro rotatorio (American Optical, USA) y se tifieron
con safranina “O” y verde fijo FCF (Saas, 1958). Las muestras
se observaron con microscopio Optico compuesto (Carl
Zeiss, Alemania), y se tomaron imagenes digitales para ser
procesadas con Image Tool (V.3, San Antonio Texas).

Microscopia electrénica de barrido

Fragmentos de hoja (0.5 m?) de cada variedad, se fijaron
en una solucién 3 % glutaraldehido en amortiguador de
fosfatos Sorensen’s (0.1M pH 7.2) durante 24 h (Ruzin, 1999).
Posteriormente se realizaron tres lavados con el amortiguador
de fosfatos, por un minuto en cada cambio. Los tejidos se
deshidrataron en una serie gradual de etanol (30-100 %) por
40 min en cada cambio. Las muestras se colocaron en una
secadora (Samdri -780 A, USA), y posteriormente a una
camara de vacio para recubrirse con oro durante 4.30 min
en una ionizadora (lon Sputter JFC-1100, Jeol, Fine Coat,
Japan). Las muestras se observaron en un Microscopio
Electrénico de Barrido (JEOL /6390, UK) operando a 15 Kv.

RESULTADOSY DISCUSION

Vida de florero

La vida de florero de los tallos mantenidos en agua
para ‘Grand Gala’ fue de 7.4 dias, mientras que para ‘Vega’
fue de 9.6 dias, mostrando diferencia entre cultivares, sin
embargo los tallos de ambas variedades con estrés hidrico
(PS) tuvieron una vida de florero de 6 dias, lo que significa el
19y 37 % de reduccion de la vida de florero en ‘Grand Gala’
y ‘Vega’ respectivamente, y sugiere mayor susceptibilidad
al estrés hidrico de este ultimo. Para el caso de los tallos
tratados con putrescina se observé que ambas variedades
tuvieron un comportamiento similar a los tallos con PS
(Cuadro 1); la aplicacién exdégena de putrescina se ha
realizado para reducir los efectos de estrés en algunas
especies como el maiz (Zea mays L.), papa criolla (Solanum
phureja Juz. et Buk) y el pasto kikuyo (Pennisetum
clandestinum Hochst.), y atenuar los efectos de
deshidratacion (Slocum et al., 1984; Romero y Norato, 1996;
Marquinez, 2001) lo cual no se consigui6 en este estudio.
Finalmente los tallos tratados con 4-hexilresorcinol tuvieron
una vida de florero de 10.3 y 11.5 d para ‘Grand Gala’ y
‘Vega’ es decir 39 y 19 % mayor que los tallos mantenidos
en agua y de 4.3 y 5.5 dias mas que los tratamientos
sometidos a estrés hidrico, lo cual muestra la efectividad de
este tratamiento. El 4-hexilresorcinol tiene cierta acciéon
bactericida y surfactante, pues retrasoé el marchitamiento 'y
mantuvo la conductividad hidrica de los tallos de crisantemo
(Dendrathema grandiflora) y Bouvardia sp., también se ha
mostrado su efecto como inhibidor enzimatico (Vaslier y Van
Doorn, 2003). Los resultados por factor muestran que el
tratamiento con mayor vida de florero fueron los tallos
pretratados con 4-hexilresorcinol (10.9 dias), mientras que
el peor tratamiento fue el de PS con 6.0 dias (Cuadro 2).
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CUADRO 1. Vida de florero y apertura floral de tallos de rosas
‘Grand Gala’ y ‘Vega' sometidos a diferentes
pretratamientos,

Cultivar Tratamiento Vida de florero (d) Apertura floral
Grand Gala Agua 74 c 21d
Putrescina 6.0 d 20 b
4-Hexilresorcinol 103 b 30 e
Periodo seco 6.0 d 20 e
Vega Agua 96 b 42 c
Putrescina 6.2 ¢ 19 a
4-Hexilresorcinol 1.5 a 44 e
Periodo seco 6.0 d 20 e
DMS 0.81 0.342
CV % 9.1 12.47

Apertura floral

En tallos de ‘Grand Gala’ la mayor apertura se obtuvo
con el tratamiento de 4-hexilresorcinol (3.0), los mantenidos
en agua PS y putrescina fueron comparables al tener un
grado de apertura menor (2.0), el mismo comportamiento
se observd en los tallos de ‘Vega’ tratados con 4-
hexilresorcinol al tener una apertura de 4.4; los tallos de PA
con 4.2 y los tratados con putrescina y agua PS tuvieron
aperturas de 1.9 y 2.0. El estado de apertura floral que
alcanzaron por cultivar los tallos de ‘Grand Gala’ y ‘Vega’
fue 2.3y 3.1 sin que se expresara la maxima apertura; con
relaciéon a la apertura por tratamiento el uso de 4-
hexilresorcinol fue de 3.7, PA de 3.1, PS fue de 2.0y
putrescina 1.9 (Cuadro 2). Una respuesta similar obtuvieron
Jin et al., (2006) para rosas ‘Samantha’ que después de
estrés hidrico (24 h ) y pretratamiento con acido ascoérbico
(5 mM) tuvieron una apertura floral completa sin la aparicion
de anteras, atribuyendo su efecto a la inhibicién de enzimas
oxidativas; en este sentido se puede atribuir el efecto del 4-
hexilresorcinol a este mecanismo de accion, inhibiendo en
particular a las polifenol oxidasas (Vaslier y Van Doorn,
2003).

CUADRO 2. Valores de vida de florero y apertura floral de tallos
de rosas ‘Grand Gala’ y ‘Vega’ por factor
(tratamiento y cultivar)

Tratamiento Vida de florero (d) Apertura floral

Agua 85 Db 31 b
Putrescina 6.1 c 19 ¢
4-Hexilresorcinol 109 a 3.7 a
Periodo seco 6.0c 20c
Cultivar

Grand Gala 74 b 23b
Vega 83 c 31 a

*Letras diferentes dentro de la misma columna son significativamente diferentes, Tukey a una P<0.05.
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Densidad estomatica

Las hojas de las variedades de rosa ‘Grand Gala’ y
‘Vega’ fueron hipoestomaticas, es decir con estomas soélo
en la epidermis abaxial, del tipo paralelocitico o paracitico
(Figura 1). Segun lo sefalado por Metcalfe y Chalk (1979),
este tipo de estomas presentan dos células anexas al
mismo nivel de las epidérmicas, dispuestas paralelamente
a los ejes mayores de las oclusivas, es decir, las células
subsidiarias presentan un incremento gradual en tamafio
por el centro hacia el extremo cubriendo parcialmente a sus
terminales, teniendo una distribucién aleatoriay en grupos.
Con respecto a la densidad estomatica no hubo diferencias
significativas, pero si en el nUmero de células epidérmicas
e indice estomatico (Cuadro 3). Los resultados de densidad
estomatica en ‘Grand Gala’ fue de 60.4 y en ‘Vega’ de 57.6
estomas mm-2, valores inferiores a los reportados por Esau
(1972) para las angiospermas (110.9 a 132.3 estomas mm-
2) pero dentro de los valores establecidos para el envés de
las hojas de las plantas C3 (Leegod, 1993). Con respecto al
numero de células epidérmicas (CE) se observan diferencias
significativas entre cultivares, siendo mayor para ‘Grand Gala’
(Cuadro 3). Estos resultados sugieren que el mejoramiento
genético en los cultivares de rosa pudieron haber causado
una reduccion en conductancia estomatica. La disminucion
de la densidad estomatica lleva a un incremento en la
resistencia estomatica, lo cual reduce la transpiracion (Takur,
1990). Lo anterior refleja diferencias en el indice estomatico
con 19.7 % en ‘Grand Gala’'y de 18.2 % en ‘Vega’. Wilkinson
(1979) menciona que el indice estomatico es una
caracteristica de diagnéstico muy utilizada en sistematica
de plantas, porque generalmente se mantiene sin
alteraciones. No obstante Salas et al. (2001) mencionan
que el indice estomatico se ve afectado por condiciones
estresantes tanto ambientales como nutricionales, sin
embargo las caracteristicas genéticas pueden influir en la
mayor pérdida de peso de las hojas como se observa en el
Cuadro 3. También es importante considerar el efecto de
las soluciones de pulso, que puede inducir a un cierre de
estomas como en el caso de Al, (SO4), y glucosa, que
reducen la pérdida de agua por el cierre de estomas en
flores de corte. Los resultados obtenidos con el tratamiento
con putrescina, pudieron ser producto de la acumulacién
excesiva de putrescina en los tallos, provocando la dilatacion
de los estomas y la pérdida de agua por transpiracion. Por
lo tanto, el balance hidrico de la planta depende en gran
medida del mecanismo de apertura y cierre estomatico,
influenciado por la humedad del aire, que afecta la
conductancia .estomatica, transpiracion y fotosintesis
(Salisbury y Ross, 1994).

Estructurainterna del tallo

Los cortes transversales realizados en tallos de rosa
‘Grand Gala’ y ‘Vega’, mostraron que la epidermis es
uniestratificada y sin tricomas, con una gruesa cuticula en
las paredes externas lo cual es una caracteristica tipica de
los tallos de rosa (Martin y Juniper, 1970). Se sabe que la
cuticula puede variar en espesor y su desarrollo es afectado
por las condiciones ambientales para reducir la pérdida de
agua (Possingham, 1972).

Por otro lado en ambas variedades de rosa la
disposicion de los tejidos primarios fundamental y vascular
en el tallo son de cilindro hueco (Figura 1), practicamente
continuo, tipico de gimnospermas y angiospermas de
dicotiledéneas (Esau, 1972). Con respecto a la porosidad
del xilema en ambas variedades es difusa. El diametro de
los vasos fue de entre 13.2 um 39.3 um en ‘Grand Gala’ y
14.1 um 67.7 um en ‘Vega’. Algunos autores sefialan que
aunque hay cambios minimos en el diametro de los vasos
tienen efecto en la conductividad, asi como en la formacion
de émbolos (burbujas de aire) que impiden la absorcion de
agua (Baas, 1986; Nijsse et al., 2000). Estos resultados
refuerzan el hecho de la mayor susceptibilidad del cultivar
Vega al estrés hidrico dado que la vida de florero se redujo
en 2.6 dias en comparacion con los tallos mantenidos
constantemente en agua.

FIGURA 1. Micromorfologia electronica de barrido (MEB) de la
epidermis abaxial de hojas maduras de rosa ‘Grand
Gala’ (A, C) y ‘Vega’' (B, D). co: células oclusivas, ca:

células anexas, ce: células epidérmicas, n:
nervaduras, las flechas indican los estomas. Barra=
100im (A, B) y 50 um (C, D).

CUADRO 3. Densidad estomaética, indice estomatico y pérdida de peso freso en hojas de dos cultivares de Rosa sp.

Cultivar DE (estomas / mmz?) Nim. CE mm? IE (%) PF (%)
Grand Gala 60.4 a 263.1 a 19.7 a 37.5
Vega 57.6 a 2477 b 182 b 13.6

*Letras diferentes dentro de la misma columna son significativamente diferentes, Tukey a una Pd’0.05. DE: densidad estomatica; CE: nimero de células epidérmicas; IE: indice estomatico; PF: pérdida de peso

acumulada.
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En la Figura 2 se muestra a los vasos del xilema
generalmente aislados en grupos radiales de mas de dos,
con diametro heterogéneo repartidos difusamente. Existe
una relacién espacial de los vasos con el parénquima
xilematico axial de tipo marginal agregado y radios
multiseriados en ‘Grand Gala’, pero de tipo paratraqueal
marginal en ‘Vega’. En los miembros del vaso, la placa de
perforacion fue indistintamente multiperforada, tipo reticulada
(disefio de red). Las fibras observadas en ambas variedades
fueron de paredes gruesas. Los radios de las células del
xilema son heterocelulares y parénquima axial abundante,
especialmente multiseriados (hasta 7 células) en ‘Grand
Gala’; uniseriados, biseriados y multiseriados en ‘Vega’, con
espesor variable. De acuerdo con Carlquist (1988), la
conduccion a través de vasos numerosos con diametro
angosto es mas eficiente que la conduccién a través de
vasos escasos con diametro amplio. Asi la cavitacion de
vasos angostos ocasiona menor pérdida de la capacidad de
conduccién, porque comunmente se encuentran en grupos
o bien, asociados a traqueidas vasculares o vasicéntricas.
Lo anterior, hace suponer que aquellas especies con vasos
grandes son mas susceptibles a presentar embolismo
durante periodos de estrés hidrico, que aquellas especies
con diametro menor (Margrave et al., 1994).

CONCLUSIONES

El tratamiento con 4-hexilresorcinol como solucién de
pulso redujo la susceptibilidad al estrés hidrico en ambas
variedades e incremento la vida de florero y la apertura floral
en rosa variedades Grand Gala y Vega. La solucion de pulso
con putrescina, no incremento la vida de florero ni apertura
floral y fue comparable con el tratamiento sometido a periodo
seco. Con relacion a la anatomia de las hojas, se observa
mayor indice estomatico en ‘Grand Gala’ generando mayor
pérdida de peso fresco en las hojas. Los tallos florales del

xilema primario; xs: xilema secundario; r:
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cultivar Vega fueron mas susceptibles al marchitamiento
provocado por la falta de agua a su vez relacionado con el
mayor diametro de los vasos del xilema.
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