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ABSTRACT

Recently, an ornamental flower known as lisianthus (Eustoma grandiflorum), with a vase life of up to 21 days, has been
introduced into the Mexican market. In general, to extend the postharvest life of flowers, different vase solutions are used.
The application of NPs of zinc oxide (ZnO) and zinc oxide/graphene (ZnO/G) on the postharvest life of lisianthus flowers
was investigated, and different physiological and quality parameters were evaluated. The results show that the NPs of
ZnO and ZnO/G allow maintaining the quality of the floral stem and the leaves during 16 days, by means of greater water
absorption and weight gain, generating greater turgor in the leaves, firmness of the pedicel and stimulating the opening of
the flowers, as well as more green coloration in leaves in comparison with conventional treatments. These results indicate

that the tested NPs can be an alternative to extend the useful life of lisianthus in its application in vase solutions.
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RESUMEN

Recientemente, se ha introducido al mercado nacional una flor ornamental conocida como lisianthus (Eustoma
grandiflorum), la cual presenta una vida de florero de hasta 21 dias. En general, para mantener las flores poscosecha por
mas tiempo, se emplean diferentes soluciones florero. Se estudio la aplicacion de NPs de dxido de zinc (ZnO) y dxido
de zinc/grafeno (ZnO/G) sobre la vida poscosecha de flores de lisianthus, en donde se evaluaron diferentes parametros
fisiologicos y de calidad. Los resultados muestran que las NPs de ZnO y ZnO/G permiten mantener la calidad del tallo
floraly las hojas durante 16 dias, mediante una mayor absorcion de agua y ganancia de peso. Esto, genera mayor turgencia
en las hojas, firmeza del pedicelo, estimula la apertura de las flores y una coloraciéon mas verde en hojas

en comparacion con tratamientos convencionales, indicando que las NPs pueden ser

una alternativa para prolongar la vida util de lisianthus en su aplicacion en soluciones

florero.

Palabras claves: Flores de corte, lisianthus, nanoparticulas, soluciones florero,

vida de florero.
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INTRODUCCION
a floricultura y ornamentales tienen un alto poten-
cial economico debido a que ha crecido el interes
en adquirir flores de corte (Asghari et al., 2014).
Sin embargo, en general, su vida de florero es aun
muy corta, por lo que se tienen grandes pérdidas en la
produccion durante el tiempo de transporte (Senapati et
al., 2016), las cuales se calculan en hasta 20% de la pro-
duccion total (Asghari et al., 2014). En México, no se lleva
a cabo un manejo adecuado que permita mantener la
calidad de las flores poscosecha. Estas son atadas, de-
positadas en cajas y trasladadas en malas condiciones.
Incluso, llegan a ser almacenadas sin refrigeracion y sin
cuidados poscosecha; lo que repercute en su vida de
anaquel (SAGARPA, 2017) y provoca el marchitamiento
acelerado de las flores, reduciendo la calidad y la vida de
florero (Ferrante et al., 2015).

Las flores, al ser cortadas y separadas de la planta ma-
dre, pierden el aporte de agua y minerales por parte de
las raices, acelerando su senescencia (Mishra y Dwivedi,
2015). Por lo anterior, la flor requiere una gran cantidad
de agua y azucares para seguir con su metabolismo ac-
tivo y mantenerse “viva“. Las soluciones mas empleadas
para tratar de prolongar la vida poscosecha de las flores
son conocidas como soluciones pulso y/o florero, las
cuales proporcionan al tallo floral agua y azucares (Asif
et al., 2016; Mehraj et al., 2016). Adicionalmente, se afia-
den fitorreguladores o agentes germicidas que ayudan
a que las flores permanezcan en buen estado por mas
tiempo (Asrar, 2012; Asghari et al., 2014). El desarrollo de
microorganismos es el principal problema de las solu-
ciones florero, ya que bloquean los haces vasculares del
tallo floral interrumpiendo el paso del agua hacia el resto
de la flor, desencadenando su marchitamiento (Asghari
etal, 2014).

La vida de florero depende de la
temperatura de almacenamien-
to, los tratamientos pre- y pos-
cosecha, y el potencial genéti-
co de la variedad de la flor (In
et al., 2016). Sobre esto, recien-
temente se han buscado alter-
nativas de flores con una mayor
vida de anaquel y con mayor
potencial comerciable. Asi, una
variedad nativa de México, que se ha introducido a la
floricultura es lisianthus (Fustoma grandiflorum), la cual
ha mostrado buena aceptacion internacional (Namesny,
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Figura 1. Desarrollo de plantas de lisianthus bajo condi-
ciones de invernadero.

2005). En tallos florales de lisianthus se han probado so-
luciones pulso para prolongar su vida de florero. Cruz-
Crespo et al. (2006) evaluaron el efecto de tratamientos
a base de un agente germicida (8-HQC), sacarosa y gi-
berelinas, observando que el tratamiento con 8-HQC vy
sacarosa incremento la apertura de los botones florales,
la intensidad del color y el contenido de antocianinas de
la flor. Kuang y Wen (2006) emplearon soluciones pulso
con citoquininas y sacarosa incrementando la vida de
lisianthus.

Por otro lado, en los ultimos afios se ha incursionan-
do en la aplicacion de nanoparticulas (NPs) en areas de
investigacion como la agricultura, en donde generan
efectos, tales como: promotores del crecimiento de las
plantas a nivel precosecha (Arruda et al,, 2015) o como
nanofertilizantes empleando NPs de oxido de cobre y
de zinc (Sabir et al., 2014), ya que éstos son nutrimentos
minerales importantes para el crecimiento y el metabo-
lismo de la planta y el estudio de su efecto en flores de
corte podria generar nuevas aplicaciones en poscose-
cha. Recientemente, se han comenzado a emplear NPs
en soluciones florero, como los iones de plata. El fin de
Su uso es disminuir el crecimiento de microrganismos,
ya que estos iones son toxicos para los agentes fitopa-
togénicos (Safa et al,, 2012). Sin embargo, se desco-
noce el efecto de NPs como ZnO y ZnO/G, las cuales
también poseen efectos biocidas o antibacteriales (Hu
etal., 2010). Asi, el objetivo de este estudio fue determi-
nar el efecto de las NPs de ZnO y ZnO/G aplicadas en
soluciones florero sobre la calidad y vida de anaquel de
flores de lisianthus.

MATERIALES Y METODOS

Obtencidén del material vegetativo

Se adquirieron plantulas de lisianthus (Eustoma
grandiflorum) de la variedad
‘Mariachi blue’ en la empresa
Plantulas de Tetela S. de R.L. de
C.V. (Cuernavaca, Morelos, Mé-
xico). Las flores se desarrollaron
en las instalaciones del Centro
de Investigacion en Quimica
Aplicada (CIQA), en un inver-
nadero de mediana tecnolo-
gia con cubierta plastica, malla
sombra, sistema de riego auto-
matizado, fertilizacion y control ambiental (22x5 °C),
durante los meses de octubre de 2017 a marzo de 2018
(Figura 1).



Una vez desarrollados los botones florales y cuando se
encontraban abiertas al menos dos flores, se cortaron
los tallos florales a partir de un centimetro (cm) por arriba
de la seqgunda hoja desarrollada en la base del tallo. Una
vez cortados, los tallos florales se colocaron en solucio-
nes en floreros de 10 litros (L) de capacidad, contenien-
do 7 L de la solucion florero y contando con un maximo
de 15 tallos florales por recipiente. La unidad experimen-
tal consistio en 6 tallos florales por cada tratamiento vy
dia de muestreo, empleando el numero total de tallos
florales obtenidos.

Sintesis de nanoparticulas de ZnO y ZnO/G

Se sintetizaron NPs de ZnO con morfologia esférica y
tamafios inferiores a 30 nm, las cuales fueron obteni-
das a 350 °C siguiendo una metodologia innovadora vy
de quimica verde que usa sales fundidas como medios
de reaccion inorganicos (Miranda-Hernandez, 2016). Las
NPs de ZnO/G fueron sintetizadas a la misma tempera-
tura empleando una etapa adicional de pre-exfoliacion
mecanica de grafeno, sequido a un tratamiento térmico
en LiINOz/NaNOz que dio lugar a la exfoliacion total de
grafeno vy la precipitacion simultanea de ZnO (Tea-Ro-
driguez, 2017). Las NPs de ZnO/G observadas por TEM
evidenciaron la deposicion de las NPs de ZnO sobre la
superficie de las ldminas de grafeno.

Aplicacion de tratamientos
Los tratamientos fueron los siguientes: 1) control negati-
vo, solo agua; 2) control po-
sitivo, solucion con sacaro-
sa al 4%; 3) solucion con 10
mg/L (10 ppm) de NPs-ZnO;
4) solucion con 10 mg/L (10
ppm) de NPs-ZnO/G. Las
NPs no son solubles, por lo
que las dispersiones se so-
nicaron en un bafio ultraso-
nico (Branson, model 5800
serie CPXH, EUA) con pulsos
de 30 s hasta que las NPs es-
tuvieran totalmente disper-
sas. Las soluciones y las dis-
persiones se ajustaron a pH
5.8 y se mantuvieron a tem-
peratura ambiente. Los tallos
florales cortados fueron lava-
dos con agua para eliminar
impurezas, se eliminaron las
hojas de la zona basal, se co-
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locaron dentro de cada uno de los tratamientos y, con
unas tijeras para cortar flores, previamente tratadas con
etanol (96%, v/v), se cortd alrededor de 1.5 cm del ta-
llo para evitar la embolia aérea. Todos los tratamientos
fueron almacenados a temperatura ambiente (25+2 °C)
con humedad relativa del 60=5%. Se tomaron muestras
de hojas y flores al dia cero y cada 4 dias hasta por 16
dias de vida de florero.

Parametros fisioldgicos y de calidad poscosecha
Altura y diametro del tallo. Se llevo a cabo la medicion
de la altura y el diametro de tallo floral para tener las
muestras en condiciones similares antes de la aplicacion
de los tratamientos. La altura del tallo floral se realizd
con la ayuda de una cinta métrica y el diametro de tallo
empleando un vernier digital (Caliper Accuracy, China).

Calidad del tallo floral, hojas y flores. Para evaluar el
efecto de los tratamientos se midieron diferentes para-
metros de calidad en el tallo, la turgencia de las hojas vy
la calidad de la flor mediante escalas (Figuras 2-4): (5)
corresponde a la mejor calidad, (3) al limite comercial y
(1) a la calidad no comerciable.

Curvatura del pedicelo. Se midio con un transportador,
considerando como 0° a la flor totalmente erguida.

Numero de botones, porcentaje y apertura floral. Se
cuantificd el numero de botones florales abiertos (BFA)

Figura 2. Escala empleada para valorar la calidad del tallo floral

Figura 3. Escala empleada para valorar la turgencia de las hojas.
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y se calculo el porcentaje de
acuerdo al numero total de
botones presentes en el tallo
floral mediante la ecuacion (1).
Donde: By es igual a botones
abiertos durante los dias de
evaluacion y Br es igual a los
botones totales.

BFA (%)=(Ba/B1)*100 (1)

Adicionalmente, para determinar si los tratamientos esti-
mulan la apertura de la flor, se empleo la escala mostra-
da en la Figura 5. Donde: (1) corresponde a botones que
comienzan a abrir, (5) a flores totalmente abiertas y (6) a
flores senescentes.

Diametro de la flor. Se midio con un vernier digital (Cali-
per Accuracy, China).

Color. Se midio en flores y hojas mediante un colori-
metro manual (Hunterlab miniscan, MSEZ-4500L, EUA),
en la escala CIE Lab*. Las mediciones se realizaron en
la tercera, cuarta y quinta hoja con tres repeticiones en
diferentes segmentos de la misma hoja; considerando la
primera hoja aguella que se encuentra en la region Mas
apical de la planta. En flores, se tomo la zona intermedia
de los pétalos.

Clorofilas y antocianinas. Se empleo la técnica de Li-
chtenthaler y Wellburn, (1983), en 1 g de muestra (hojas),
el cual se homogeneizd con una solucion de metanol
al 80% en frio y se centrifugo para eliminar los restos de
tejido vegetal. Se midio la absorbancia a 666 y 653 nm.
El contenido de clorofilas se expresd en ug/g de peso
fresco (PF) mediante las ecuaciones (2) y (3). Donde: C,
corresponde a la clorofila a, Cb a la clorofila b y A a la
absorbancia en diferentes longitudes de onda.

C3=15.65 Agge—7.34 Ags3 (2)

Cp=27.05 Ags3—11.21 Ages (3)

Yy

ndntehd

Figura 4. Escala empleada para valorar la calidad de las flores.

El contenido de antocianinas se realizd mediante el mé-
todo de pH diferencial con un buffer de cloruro de po-
tasio (pH 1) y buffer de acetato de sodio (pH 4.5), estos
se mezclaron con la muestra y se midio la absorbancia
de ambas soluciones a 520 nm y a 720 nm (Giusti y
Wrolstad, 2001). Se calculo la concentracion de antocia-
ninas totales (ug/g PF) con las ecuaciones (4) y (5):

Absorbancia (A)=(Aspg pH1—A700 pHI)
—(Asp0 PH 4.5—A700 pH 4.5) (4)

Antocianinas totales=(A/26900)(1 g)
(PM de antocianina)(100 mL) (5)

Porcentaje de peso. En muestras independientes, se lle-
vO a cabo la medicion del porcentaje de peso mediante
una balanza analitica (OHAUS modelo PA3102, China).
Se tomd como 100%, el peso inicial al momento del
corte de cada uno de los tallos florales y estos fueron
pesados cada dia de evaluacion. Se observo la pérdida
O ganancia de peso durante la vida de florero bajo los
diferentes tratamientos.

Analisis estadistico. El disefio experimental fue com-
pletamente al azar. Se evaluaron los supuestos de nor-
malidad y homocedasticidad. El analisis de las variables
se realizO mediante un analisis de varianza y una prueba
poshoc de Tukey (P<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

No hubo diferencias significativas (P=0.529) en la altura
ni en el diametro (P=0.081) de los tallos florales emplea-
dos en los diferentes tratamientos, por lo que los trata-

9

Figura 5. Escala modificada de Cruz-Crespo et al. (2006) para evaluar la apertura floral de lisianthus.
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mientos parten de condiciones similares. La calidad del
tallo floral (Figura 6A), no presentd diferencias (P=0.454)
entre tratamientos, incluso durante el dia 16 (P=0.052).
Por lo que todos los tratamientos, incluyendo al control
negativo, permitieron que la flor de lisianthus mantuviera
por 16 dias una buena calidad dentro del limite comer-
cial indicado en la escala. La turgencia de la hoja (Figu-
ra 6B), es importante para la aceptacion visual del ramo
completo, por lo que se evalud de manera indepen-
diente. Los resultados muestran diferencias significativas
(P=<0.05) entre tratamientos, donde el control positivo
(sacarosa al 4%) genero pérdida de la turgencia, mientras
que la aplicacion de agua y de las diferentes NPs ZnO
y ZnO/G, permitieron mantener mayor turgencia de las
hojas, incluso durante el dia 16 (P<0.05). La calidad de
la flor (Figura 6C) también mostrd diferencias entre tra-
tamientos (P=0.008), donde los controles (negativo vy
positivo) presentan una mejor apariencia general de la
flor, en comparacion con los tratamientos con NPs ZnO
y ZnO/G. Asi, la calidad de la hoja y su turgencia repre-
sentan los principales atrayentes para decidir si las flores
presentan o No buena calidad.

Otra caracteristica particular de las flores de lisianthus
es la curvatura del pedicelo, ya que esta flor es sensible
a la luz y se mueve a favor del estimulo. Sin embargo,
se pudo observar que con una curvatura mayor a 45°, el

pedicelo ya no cuenta con fuerza para poder soportar a
la flor. Ante esto, se considerd este parametro para eva-
luar la calidad de las flores, encontrando que existe di-
ferencia significativa entre los tratamientos (P=0.046),
siendo el control negativo quien presenta una mayor
curvatura del pedicelo, seguido por el control positivo.
Por otro lado, los tratamientos con NPs ZnO y ZnO/G
permiten mantener por mas tiempo la firmeza de la flor
(Figura 6D).

Para determinar si los tratamientos estimulaban la aper-
tura de la flor, se considerd el numero de botones abier-
tos, el diametro de la flor, el porcentaje de botones
abiertos y la escala de apertura de los botones florales
en diferentes etapas de desarrollo (Figura 7). No hubo
diferencias significativas en el numero de botones abier-
tos (Figura 7A), entre tratamientos (P=0.517) ni entre los
diferentes dias (P=0.132). Tampoco en el didmetro de
la flor (P=0.305y P=0.623, respectivamente. Figura 7B),
aungue la tendencia es a ser mayor el didmetro en las
flores tratadas con NPs ZnO y ZnO/G en comparacion
con solo agua (control negativo) o sacarosa (control po-
sitivo). Una caracteristica importante de la lisianthus es
su flor grande, por lo que esto representa un parametro
de calidad importante. Ademas, el diametro de la flor en
el dia 16 (Figura 7B), alcanza valores similares a las de las
flores recién cortadas.
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El porcentaje de botones abiertos muestra que existen
diferencias significativas entre tratamientos (P=0.045),
en donde se observd un mayor porcentaje de botones
abiertos en los tratamientos con NPs, principalmente
con NPs-ZnO/G, seguido de NPs-ZnO (Figura 7C). En los
resultados de la apertura floral (Figura 7D), los datos no
permiten ver diferencias significativas (P=0.078). Sin em-
bargo, la tendencia es que los tratamientos de NPs-ZnO
y NPs-ZnO/G presenten mayor apertura floral, incluso
con tendencia a que las flores estén senescentes. Lo an-
terior, coincide con los datos de calidad de la flor (Figura
6C), donde durante el dia 16, las flores de los tratamien-
tos con NPs presentaban un mayor marchitamiento.
Esto indicaria que las NPs estan estimulando/estresando
a las flores, induciendo una mayor apertura y senescen-
cia. Al respecto, Laware y Raskar (2014) reportaron que
en plantas de ajo tratadas con 20 ppm de NPs-ZnO se
incrementa y acelera la floracion, lo que indica su efecto
elicitor.

Los resultados del peso de la flor, indican que esta gana
agua durante los primeros dias, principalmente con los
tratamientos de NPs-ZnO y NPs-ZnO/G (P<0.05, Figura
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8), cuya ganancia se mantuvo durante los 16 dias de al-
macenamiento en el tratamiento de NPs-ZnO/G. Mien-
tras que en la solucion de sacarosa al 4% (control posi-
tivo), el peso se reduce de manera considerable (hasta
30%), lo cual se relaciona con la pérdida de la turgen-
cia de las hojas (Figura 6B). Cruz-Crespo et al., (2006)

130
120
&
110 A
q;: o
% 100 ————.
2
o
T 90
e
g
80 - | —=— Control Negativo B
—@— Control Positivo
B NPsde ZnO T
704 | —@— NPs de ZnO/Grafeno
0 T T T T T
0 4 8 12 16

Dias de vida de florero

Figura 8 Porcentaje de peso a lo largo de la vida de florero de li-
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observaron el aumento del peso relativo en flores de
lisianthus durante los primeros dias de su vida en flore-
ro. Probablemente, el alto contenido de sacarosa este
incrementando el contenido de microorganismos en la
solucion florero, lo que impide el paso del agua. Aun-
que, existen diferentes reportes donde los tratamientos
Ccon sacarosa en soluciones florero generan una me-
nor ganancia de peso en las flores en comparacion con
otros tratamientos (Asrar, 2012; Asif et al,, 2016). Ade-
mas, la ganancia de peso por parte de los tratamientos
con NPs se debe tanto a la presencia del ZnO como a

CONCLUSION
as NPs de ZnO y ZnO/G permiten mantener la
calidad del tallo floral y las hojas durante 16 dias,
mediante una mayor absorcion de agua y ganan-
cia de peso, lo gue genera una mayor turgencia
en las hojas y firmeza del pedicelo. Ademas, estimulan
la apertura de las flores y una coloracion mas verde en
hojas en comparacion con tratamientos convenciona-
les. Lo que indica que las NPs pueden ser una alternativa
para prolongar la vida util de lisianthus en su aplicacion
en soluciones florero.

la del grafeno.
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SRIEP 4277+050b |—10.16+0.19b 18.38+0.61b 282.8+3.80 106.8+8.1 7.97+0.54 33.00+1.30 —31.95%4.33 503.8+564
16 | 4060+060b | —9.76x0.07b 16.39+1.95b 272.6+9.20 149.0£30.6 15.64+1.80 19.99+£2.01 |-2444=161 639.9+643
g 0 3782+1.39a —9.17£0.25¢ 12.25+1.03a 383.3+50.3 131.5+49 7.30+116 26.23+396 | —29.10+294 253.3+576
'152 4 40.24+110a —-9.52+0.14c 16.86+0.71a 2404210 114.8+24 580112 32.66+2.31 —3444£2.30 496.9+10.2
% 8 39.97+0.86a |—-10.03%x0.19¢ 19.55+1.13a 219.8+6.10 120.8%11 1777+0.83 2532%1.18 —2794%1.36 459.9+67.3
= 12 43.33+057a | —9.66+0.15¢c 19.66+0.78a 212.8+19.0 103.3x£70 19.81+172 1944+185 —24.17+2.79 509.3+459
8 16 5147+192a | —-1412+0.27c 32.24+2 06a 2396237 151.6+31.0 26.15+0.56 19.91+141 —24.83x1.60 2957743
o 0 37.82+1.39b —9.17+0.25b 12.25+1.03b 383.3+50.3 131549 7.30+116 26.23+396 | —29.10x294 253358
S 4 36.85£0.57b |—=10.03+0.22b 18.24+0.84b | 3005%114 1145177 21.81+176 22.86+x043 —-26.71=0.79 591.3+48
2 8 4164+0.82b |-1048+0.22b 20.51+1.13b 221.8+445 1752521 9.93+1.03 25.37+2.05 —2778%+3.03 791.5%+36
g 12 | 40.78+0.75p | —10.11+0.25b 1944+107b 259.0+16.7 1188113 20.03+£148 2219+134 —2872+220 601.7+12.2
16 3748+1.02b |—-10.06+0.18b 17.30+0.92b 2912+136 1474+43 2774+249 1992+108 |—-2640%0.70 390.9+72.0
[ 0 37.82+1.39¢c —9.17+0.25a 12.25+1.03c 383.3+50.3 131.5+4.9 7.30+116 26.23+396 | —29.10x294 253.3+£576
(g 4 3710+£0.58c | —879+0.16a 13.33+x0.57¢c 302.7£26.8 1434£11.3 16.05+1.31 25.03+0.74 —27.32+0.78 562.2+925
'Z‘) 8 33.99+058c | —818+0.32a 11.72+0.88c 145.9+9.50 137.3+13.2 18.88+047 22.99+342 —2701+2.88 4238+1331
E 12 3785+0.67c | —9.74%+0.19a 16.95+0.59¢ 1816+245 120589 14.24+2.39 26.03+1.25 —-30.27+£0.70 880.9+40.0
z 16 35.33+0.58c | —9.38+0.27a 1548+1.00c 185.8+9.20 116.1£34 2450+1.85 2401047 |-29.66%1.37 559.8+89.8

Promedio=*desviacion estandar, n=6 por triplicado. Diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos. NPs, nanoparticulas; G, grafeno; ZnO, oxido
de zinc; PF, peso freso.
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