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RESUMEN

Prolongar la vida en florero de especies ornamentales es importante, tanto para su comercializacién como para el consumidor. Se
determino el efecto de la adicion de 0.05 % CaCl, a la solucion preservativa, de la vida en florero de dos cvs. de gerbera y su relacion
con la actividad antioxidante de catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX) y peroxidasas (POX). La adicién de 0.05 % de CaCl,a
la solucion preservativa incrementé significativamente la vida promedio en florero de gerbera, cuatro dias en el cv. Duela y nueve dias
en el cv. Shirlene. El calcio retrasé el doblado del escapo. La turgencia y rigidez del escapo se atribuye al papel del calcio en el cierre
de estomas, estabilidad de membranas e incremento en la rigidez de la pared celular y lamina media. El papel protector del CaCl,
durante la senescencia del escapo estuvo relacionado con niveles altos y continuos de la actividad de POX y con una disminucion
y posterior incremento de la actividad de APX en la segunda mitad de la vida florero de Duela y Shirlene. La actividad CAT parece tener
una regulacion diferente que APX y POX en presencia de calcio.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: ascorbato peroxidasa, calcio, catalasa, senescencia, peroxidasas.

EFFECT OF CaCl,ON
ANTIOXIDANTENZYMEACTIVITY DURING
THEVASE LIFEOF GERBERA
(Gerbera jamesonii H. Bolux ex Hook F.)

ABSTRACT

Prolonging the vase life of ornamental species is important for their commercialization and for the consumer. We determined the effect
of adding 0.05 % of CaCl, to the preserving solution on the vase life of two cultivars of gerbera and their relationship with the
antioxidant activity of catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX) and perosidase (POX). The addition of 0.05 % of CaCl, to the
preserving solution significantly increased the average vase life of gerbera, five days in the cv. Duela and nine days in the cv.
Shirlene. Calcium delayed the bending of the neck. The turgency and rigidity of the neck was attributed to the role of calcium in closing
stomae, membrane stability and increase in the rigidity of the cell wall and the middle lamella. The protecting role of CaCl, during neck
senescence was related with high and continuous levels of the antioxidant activity of POX and with a decrease, followed by an
increase, of the activity of APX in the second half of the vase life for Duela and Shirlene. CAT activity in the presence of calcium seems
to be regulated a differently than APX and POX.
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INTRODUCCION

La gerbera (Gerbera jamesonii H. Bolus ex Hook F.)
es una planta mundialmente cultivada para flor de corte, el
cuidado posterior a la cosecha determina en gran parte la
vida util de las inflorescencias, por lo que se sugiere cose-
charla cuando éstas presenten dos anillos de flores liguladas
abiertas (Wernett et al., 1996). La senescencia de las flores
esta asociada con un incremento en la respiracion, sintesis
de etileno, cambios de color y pérdida de turgencia (Wills et
al., 1998). Por otra parte, los cambios enzimaticos durante
la senescencia estan asociados al incremento de radicales
libres, enzimas antioxidantes y a la sintesis de proteasas
(Torre et al., 1999). Uno de los sintomas mas evidentes en
el estadio final de la senescencia es la pérdida de peso
fresco debido a la deshidratacion, principalmente de los
pétalos, observada como marchitamiento. Abdel-Kader y
Rogers (1986), sugieren que el fin de la vida util en florero de
gerbera esta determinado por la curvatura del escapo en un
angulo 45-90 ° de su plano vertical, la deshidratacién de las
flores liguladas y la pérdida del 10 % del peso fresco.

La finalidad de las soluciones preservativas es incre-
mentar la vida util de las flores; la mayoria de estas solucio-
nes contienen sacarosa como sustrato para la respiracion,
bactericidas y antimicéticos que previenen el ataque de
patégenos (Abdel-Kader y Rogers, 1986; Garibaldi, 1989;
Wouter et al., 1994). Otro compuesto que puede incorporarse
a las soluciones y que ha sido poco estudiado es el calcio.

Durante la senescencia de las flores se reduce el con-
tenido de azucares, de proteinas, de acidos nucleicos y de
otros componentes celulares, y se incrementa la actividad
de proteasas (Breeze et al., 2004), asi como la pérdida de
clorofila. Estos cambios también ocurren debido al incre-
mento en la generacion de especies reactivas del oxigeno
(EROs), tales: como oxigeno en estado singulete ('0,),
superoéxido (O,), radicales hidroxilo (OH") y peroxido de
hidrégeno (H,0,), que en exceso promueven condiciones
de estrés oxidativo y pueden provocar, inclusive, la muerte
celular (Finkel y Holbrook, 2000; Scandalios, 2005). Sin
embargo, el H,O,, hasta hace poco solo era considerado
como un compuesto toxico a los componentes celulares,
no obstante, se ha demostrado que tiene, ademas, funcién
de molécula senalizadora que modula el metabolismo y la
expresion genética en la tolerancia y defensa celular (Neill
etal., 2002). El estrés oxidativo aumenta el estado de oxida-
cion de la célula, lo cual induce un incremento en la sintesis
de antioxidantes no enzimaticos, como el glutation-ascor-
bato (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E) y carotenoides.
Del mismo modo, se incrementa la sintesis de antioxidantes
enzimaticos como superéxido dismutasa, glutation
peroxidasa, glutation reductasa, ascorbato peroxidasa y
catalasa, lo que lleva a disminuir los dafos oxidativos
ocasionados por las EROs (Foyer et al., 1997; Scandalios,
2005), lo que se cree retarda el proceso de senescencia
(Finkel y Holbrook, 2000).

Efecto del CaCl,...

Se han realizado diversos estudios para retrasar la
senescencia en las flores por medio de soluciones
precosechay poscosecha e incrementar la vida florero. Uno
de ellos fue por Gerasopoulos y Chebli (1999), quienes
estudiaron los efectos del CaCl, asperjado o inyectado al
escapo de gerbera; obtuvieron un incremento en la vida florero
usando concentraciones del 1.0y 1.5 % de CaCl,. Schmitz-
Eiberger et al. (2002), también observaron un efecto del calcio
en hojas y fruto de tomate (Licopersicon esculentum Mill.),
en el cual encontraron que en hojas con deficiencia de calcio
la actividad de la enzima peroxidasa se incremento y el
fruto resulté de menos calidad, por lo que propusieron que
el calcio actu6 como un segundo mensajero en la induccion
del sistema de defensa antioxidante, que reguld las
concentraciones de radicales libres en el citosol (Schmitz-
Eibergeretal., 2002).

Los autores del presente trabajo realizaron un estudio
preliminar, en el cual se probaron tres concentraciones de
CaCl, (0.5, 1.0y 1.5 %) en una solucion florero adicionada
con sacarosa al 0.1 %, encontrandose que 0.5 % de CaCl,
fue la concentracion optima para prolongar la vida en florero
de los cultivares Duela y Shirlene de gerbera.

Dada la poca informacion existente sobre la actividad
antioxidante en flores de corte, la importancia econémica
de Gerbera jamesonii y el interés de generar soluciones
florero que alarguen la vida util de esta especie, se planted
la presente investigacion, tomando como referencia el estudio
preliminar realizado, con el objeto de estudiar el efecto del
CaCl,, adicionado a la solucion preservativa, en la actividad
enzimatica antioxidante de catalasa (CAT), ascorbato
peroxidasa (APX) y peroxidasas (POX), y su efecto en la
vida en florero.

MATERIALESY METODOS

Material biolégico y tratamientos

Se utilizaron dos cultivares de gerbera conocidos por
suincidencia en el doblado del escapo, y calidad de expor-
tacion, cultivadas por la Empresa COXFLOR del municipio
de Villa Guerrero, Estado de México. (Duela de color amarillo
y Shirlaine de color purpura. Las flores fueron cosechadas
en el mes de septiembre, cuando el capitulo mostré dos
hileras de flores masculinas (tubuladas), de acuerdo con
los indices de corte para esta especie (Wernett et al., 1996).
Las flores recién cortadas fueron colocadas en agua y no
recibieron ningun tratamiento quimico por parte del productor.

Soluciones preservativas y tratamientos

Se probaron dos soluciones preservativas, una solucién
tratamiento con 0.5 % de CaCl, y 0.1 % de sacarosa en
agua destilada y una solucion control similar a la solucion
tratamiento pero sin CaCl,. Un total de 20 flores por
tratamiento se colocaron en floreros individuales de vidrio



de 20 cm de altura con 100 ml de la solucidn preservativa
respectiva; los floreros y los escapos de las flores se
desinfectaron durante 3 min en una solucion de plata coloidal
al 0.035 %. Los floreros se colocaron en un estante con luz
indirecta (300 ymol-m2-s”' PAR) con un fotoperiodo de 14 h
luz (19-22 °C) y 10 h oscuridad (14-16 °C). El experimento
se repitio bajo las mismas condiciones experimentales, los
resultados se reportan como el promedio de ambos
experimentos, donde los datos son promedio de seis
repeticiones.

Vida en florero

Elfin de la vida en florero fue determinado por el doblado
del escapo en una curvatura >90 °, marchitamiento de las
ligulas y/o ahorcamiento del escapo en la base del capitulo.
Se registro por inflorescencias el fin de la vida en florero,
con estos datos se calculé la vida promedio en florero, como
la suma de la vida en florero individual entre el numero de
flores en el florero. Otro parametro evaluado fue la vida me-
dia florero, este concepto correspondié al momento definido
en dias en el que el 50 % de las inflorescencias por
tratamiento llegaron al fin de su vida util.

Las inflorescencias se etiquetaron individualmente y
de cada flor se evalud el peso fresco inicial y el peso fresco
final de su vida en florero, la pérdida de peso fresco de la
inflorescencia completa (escapo + cabezuela), del escapo,
cabezuelay de 20 ligulas por inflorescencia.

Extracciéon de proteina

Para los analisis bioquimicos se tomé un fragmento
de escapo (600 mg) a 5 cm por debajo del capitulo. El tejido
se macero con nitrégeno liquido y se extrajo en proporciéon
1:1 con el amortiguador HEPES-KOH 100 mM pH 7.4 para
catalasa y peroxidasas (Lopez-Delgado et al., 1998) y con
el amortiguador de fosfato de sodio (Na,HPO4-, NaH,PO,)
100 mM pH 7.0, 1 mM DTT, 5 mM &cido ascorbico para la
actividad ascorbato peroxidasa (Mittler y Ziliskans, 1993).
La proteina soluble se aisl6 por centrifugacion a 11,000 g
por 10 min a 4 °C. La fraccion sobrenadante se usé para
medir el contenido de proteinay la actividad enzimatica en
espectrofotometro (Hach Dr /4000U). La cuantificacion de
proteina se determiné por el método de Bradford (1976),
utilizando albumina sérica de bovino (BSA) como estandar.

Actividad catalasa (CAT), peroxidasa (POX)y ascorbato
peréxidasa (APX)

La actividad de CAT se cuantifico de acuerdo con el
método modificado por Aebi (1984). Se prepard una mezcla
de reaccion conteniendo: amortiguador de fosfato de potasio
y sodio 50 mM pH 7.0, 10 ul del extracto de proteina 'y 30
mM H,O, en un volumen total final de 3 ml. El consumo de
H,0, se midié por su decremento aA,,, (P<39.9 mM-cm™)
en intervalos de 20 s durante 3 min.
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La actividad POX se cuantifico de acuerdo con el
método de Srivastava y Dwivedi (1998), usando guaiacol
como sustrato. La mezcla de reaccion contuvo amortiguador
de fosfato de sodio 50 mM pH 7.0, 3.33 mM de guaiacol, 4
mM de H,0, y 20 pl de la muestra, en un volumen final de 3
ml; la reaccion se llevo a cabo a 26-28 °C. La oxidacion del
sustrato se midi6 por el incremento en la absorcion a A,
(P<26.6 mM-cm™) durante 3 min en intervalos de 30 seg. La
actividad de APX se cuantificé de acuerdo con el método de
Nakano y Asada (1981), con modificaciones de acuerdo al
método de Jiménez et al. (1997). La mezcla de reaccién
contuvo amortiguador de fosfato de potasio 50 mM pH 7.0,
con 0.1 mM de ascorbato, 0.1 mM de EDTA, 0.040 ml del
extracto de proteinay 2.7 mM de H,O,, en un volumen final
de 2 ml. La reaccion fue iniciada con la adicion de H,0O,
registrandose el decremento en la absorbancia a A, nm
por la oxidacion del acido ascérbico (P<2.8 mM-m™) a
intervalos de 30 seg durante 3 min a 26-28 °C.

Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente al
azar. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y una
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey
(P<0.05).

RESULTADOS

El CaCl, incremento la vida media en florero de 8 a 16
y de 21 a 30 dias en los cultivares Shirlene y Duela,
respectivamente. Esta misma tendencia se observo en la
vida promedio en florero de ambas variedades, observandose
diferencias significativas entre el tratamiento testigo y el
tratamiento con calcio (Cuadro 1).

Durante la vida florero de ambas variedades, las flores
mantenidas en la solucion enriquecida con CaCl, mostraron
una tendencia a reducir la pérdida de peso fresco de sus
partes con respecto al control, con un efecto menos
pronunciado en el escapo, aunque esta diferencia no fue
significativa (Cuadro 2): el cv. Duela control perdi6 7.20 %
en la inflorescencia (escapo + cabezuela), 18.27 % en la
cabezuela y 15.06 % en ligulas, de su peso fresco con
respecto al control; en el cv. Shirlene la tendencia fue simi-
lar pero menos pronunciada.

Con respecto a la actividad antioxidante, la actividad
CAT de las flores del cv. Duela tratadas con CaCl, se
incrementd durante los primeros 10 dias (Figura 1A), pero
posteriormente disminuyé significativamente hasta el dia 30,
tanto en las flores erectas como en las dobladas; en
contraste, los escapos de flores control mantuvieron niveles
mas altos que las tratadas con CaCl,, a través del tiempo
de la vida en florero hasta el dia 20, y posteriormente
disminuyd, tanto en las flores erectas como dobladas (Figura
1A). Las flores del cv. Shirlene control senescieron mas
rapido que las tratadas con CaCl, y la actividad CAT de las
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CUADRO 1. Vida promedio y vida media en florero de los
cultivares Duela y Shirlene mantenidos en
solucién florero enriquecida con calcio (0.5 %

CacCl,,
Tratamiento Duela Shirlene
Vida Vida Vida Vida
promedio* media¥ promedio media
(dias) (dias) (dias) (dias)
Control 24.16 bc 21b 8.80b 8b
CaCl, 29.38 a? 30a 17.55 a2 16 a

*La vida promedio florero se calculé como la suma de la vida florero individual entre el nimero de flores
por tratamiento.

YLa vida media florero, corresponde al dia en el que el 50 % de las inflorescencias por tratamiento llegaron
alfin de su vida util.

“Valores con igual letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una
P<0.05.

CUADRO 2. Tendencias en la pérdida de peso fresco, de las
diferentes partes (cabezuela, escapo y ligulas) de
la inflorescencia de los cultivares Duela y Shirlene,
mantenidos en solucién florero enriquecida con
0.5 % CacCl,

Tratamiento Inflorescencia,

escapo + Escapo Cabezuela Ligulas
cabezuela (%) (%) (%)
(%)
Duela
Control 34.06% 15.19 27.24 48.71
CacCl, 26.86 13.59 8.97 33.65
Shirlene
Control 15.19 20.35 8.67 16.82
CacCl, 11.91 19.98 6. 36 10.89

ZLos valores fueron calculados de la diferencia entre el peso inicial y peso final de 40 inflorescencias (2
experimentos).

flores control dobladas fue mayor que las flores con calcio
(Figura 1B).

La actividad APX de la flores tratadas con calcio perma-
necio baja durante la primera mitad de la vida de florero: 20
dias para Duela (Figura 2A) y 10 dias para Shirlene (Figura
2B); posteriormente esta actividad aumento significativamen-
te en ambos cultivares, mostrando los mas altos niveles al
final de la vida de florero.

La tendencia observada para POX fue inversa ala de
CAT y APX en ambos cultivares (Figura 3); en las flores
tratadas con CaCl, fue mas alta que la registrada en las
flores control. Esta tendencia fue mas pronunciada en el cv.
Shirlene (Figura 3B) en el cual la actividad POX de las flores
tratadas con calcio presentaron una tendencia a incrementar
su actividad de 2.9 a 5.1 nmol-min-"-mg proteina* durante
los primeros 10 dias, mientras que en las flores control se
redujo a 2.13 nmol-min-''mg proteina™ en el mismo periodo.

Efecto del CaCl,...
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FIGURA 1. Actividad catalasa (CAT) en escapos de los cvs Duela
(A) y Shirlene (B) de inflorescencias mantenidas en
dos soluciones en florero; con calcio (0.5 % CaCl,) y
testigo (agua). La actividad enzimatica se midié en
flores erectas durante la vida florero y en flores
dobladas al término de ésta. Cada punto representa
la media de 24 escapos (de 2 experimentos) * error
estandar de la media.

DISCUSION

La aplicacion de CaCl, a la solucion florero incrementd
significativamente la vida promedio florero en ambos
cultivares: cinco dias en Duela y nueve dias en Shirlene. El
CaCl, (0.5 %) adicionado a la solucion preservativa, retrazo
el doblado del escapo y deshidratacion de las ligulas. El
calcio es un i6n relacionado con la estabilidad y fuerza
mecanica de la pared celular (Serrano, 2002). La estabilidad
de las paredes celulares se debe a la union del calcio con la
pectina en la lamina media (Conway et al., 1995). En el
caso de gerbera, el calcio en la solucion, liberado del CaCl,
adicionado, pudo estar confiriendo mayor rigidez a las
paredes y lamina media del tejido fundamental del escapo y
retrasar del doblado del mismo. El aumento en la rigidez del
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FIGURA 2. Actividad de la ascorbato peroxidasa (APX) en escapos
del cv. Duela (A) y Shirlene (B) de inflorescencias
mantenidas en dos soluciones florero; con calcio
(0.5 % CaCl,) y testigo (agua). La actividad enzimatica
se midi6 en flores erectas durante la vida florero y
en flores dobladas al término de ésta. Cada punto
representa la media de 24 escapos (de 2
experimentos) * error estandar de la media.

escapo es una caracteristica deseable y muy apreciada por
los floricultores y comercializadores de flor cortada, puesto
que reduce las pérdidas econdmicas, resultado de la rapida
senescencia de la flor. Otro posible mecanismo del retraso
del doblado del escapo esta relacionado con el
mantenimiento de la turgencia de las células. Los resultados
de peso fresco muestran que el CaCl, redujo la pérdida de
agua, aunque ésta no fue significativa, de la inflorescencia
completa, escapo y ligulas (Cuadro 2). El calcio es un ién
implicado en la apertura y cierre estomatico; si la
concentracién de calcio alrededor de las células oclusivas
aumenta la conductancia estomatica disminuye y promueve
el cierre de los estomas (Mansfield et al., 1990; Ruiz et al.,
1992). Debido a que el escapo es un tallo verde, fotosintético
y con estomas, se propone que el Ca?* promovio el cierre
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FIGURA 3. Actividad de las peroxidasa (POX) en escapos del cv.
Duela (A) y Shirlene (B) de inflorescencias
mantenidas en dos soluciones florero; con calcio
(0.5 % CacCl,) y testigo (agua). La actividad enzimatica
se midié en flores erectas durante la vida en florero
y en flores dobladas al término de ésta. Cada punto
representa la media de 24 escapos (de 2
experimentos) + error estandar de la media.

estomatico y la reduccion de la pérdida de agua del tejido,
manteniendo la turgencia de las células, como lo demuestran
los datos de peso fresco (Cuadro 2), auque no se descarta
que el CI- haya participado en este cierre estomatal
(Mansfield et al., 1990). Adicionalmente, el calcio fortalece
la estabilidad de membranas, reduciendo la salida de iones,
lo cual mantiene la turgencia de la célula (Klisener et al.,
2002). Se ha demostrado el papel del calcio en la regulacion
del metabolismo intracelular y permeabilidad de membranas;
éste se reconoce como un mensajero secundario en el
citoplasma, el cual se une a proteinas conocidas como
proteinas moduladoras de calcio, tales como calmodulina y
la proteina kinasa (Sanders et al., 2002). La proteina kinasa
se encuentra en la membrana plasmatica, la cual junto con
el complejo calcio-calmodulina fosforila otras enzimas como
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la ATPasa, por lo que al calcio se le asigna un papel regulador
del crecimiento y de la senescencia (Ferguson y Drgbark,
1988). Por lo que se propone que la solucién enriquecida
con CaCl, mantuvo la integridad de la membrana
citoplasmatica, funcionando como un cofactor en el retraso
de la senescencia floral.

La senescencia, reconocida como la ultima etapa en
el desarrollo, se caracteriza por la degradacion de proteinas,
acidos nucleicos y componentes celulares, acompafado
por un incremento en la generacion de EROs que participan
en la lipoperoxidacion y degradacion de proteinas (Navabpour
etal., 2003). La actividad de la APX en las flores de los cvs.
Duelay Shirlene tratadas con CaCl, disminuyo durante los
primeros 10 dias y posteriormente aumento. Estos resultados
coinciden con las observaciones reportadas por Amariutei
et al. (1986), quienes al estudiar el efecto de soluciones
pulso en flores de gerbera cvs. Richard y Synphonie,
detectaron una disminucion de la actividad de CAT y APX
durante los primeros seis dias y posteriormente un incre-
mento de estas enzimas, en las flores que retrasaron su
senescencia. Los resultados de este estudio confirmaron
que un incremento en la actividad APX esta relacionado con
el retraso de la senescencia de gerbera, ya que la APX es
una enzima antioxidante presente tanto en peroxisomas
como en cloroplastos, que reduce el H,O, producido por los
cloroplastos (Nakano y Asada, 1981), y se ha visto que la
senescencia esta asociada a un incremento de H,0O,
(Navabpour et al., 2003). El escapo es un tallo verde el cual
posee alta cantidad de cloroplastos, observados en cortes
histolégicos (datos no mostrados), por lo que la APX confiere
un papel protector a los cloroplastos del escapo evitando la
produccion de radicales libres y su deterioro. Considerando
que en los tejidos verdes, el cloroplasto es el primer organelo
en presentar sintomas de senescencia (Biswal y Biswal,
1988; Matile, 1992), el papel protector del APX observado
en el escapo de gerbera, juega un papel importante para
mantener bajos los niveles de ERO que normalmente se
producen durante la senescencia de los cloroplastos y que
dafan los sistemas captadores de luz, otras proteinas,
acidos grasos insaturados y DNA (Navabpour et al., 2003).
El papel protector del calcio durante la vida de florero esta
relacionado con niveles altos y continuos de la actividad
antioxidante de POX durante y con una disminucién y pos-
terior incremento de la actividad APX en la segunda mitad
de la vida de florero de Duela y Shirlene. La actividad CAT
parece tener un mecanismo de regulacion diferente que APX
y POX. Los altos niveles de CAT en las plantas control estan
relacionados con la respuesta natural de las plantas aincre-
mentar sus niveles de enzimas antioxidantes en respuesta
al incremento de radicales libres, producto de la senescencia.
Los escapos de las flores controles senescieron mas rapido
que las tratadas con CaCl,, produciéndose probablemente
mayor cantidad de radicales libres en las flores control a los
20 dias en Duela y a los 10 dias en Shirlene. La mayor
actividad de CAT encontradas en las flores control sugiere
que la produccién en forma natural de altos niveles de radica-
les libres en el tejido senescente, promovié una respuesta

Efecto del CaCl,...

antioxidante, incrementando la actividad de CAT y de
peroxidas inespecificas (Lianng et al., 2003). Sin embargo,
al final de la senescencia, de 30 a 40 dias para Duela y de
10 a 20 dias para Shirlene, las flores dobladas, tanto tratadas
con CaCl, como las controles, presentaron menor actividad
de CAT y APX, lo que indica una reduccién en la capacidad
protectora antioxidante de las células, ante la eminente
muerte celular en esta etapa terminal.

CONCLUSIONES

La adicion de CaCl, a la solucion preservativa,
incremento significativamente la vida promedio en florero en
ambos cultivares, cinco dias en Duela y nueve+ dias en
Shirlene. El analisis de la actividad antioxidante reveld que
las flores tratadas presentaron alta y continua actividad de
POXy una disminucion y posterior incremento de la actividad
de APX en la segunda mitad de la vida florero de Duela y
Shirlene, mientras que la actividad de CAT present6 una
tendencia inversa.
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