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RESUMEN

Las hojas de la lima Tahiti (C. latifolia Tanaka) son anfiestomaticas y la formacion de los estomas parece cesar cuando la
lamina foliar alcanza aproximadamente una cuarta parte del tamafio definitivo de este 6rgano. A fin de evaluar el efecto de
ocho patrones citricos sobre el nimero e indice estomatico (NEST-IE), se colectaron cuatro hojas por planta de las ramas
con crecimiento secundario del tercio medio de la copa de lima Tahiti y se fijaron en FAA 70 % (Alcohol etilico: Acido
acético: Formol); posteriormente se realizaron preparaciones semi-permanentes de aclarados de segmentos epidérmicos de
ambas superficies y en los tercios apicales, medios y basales de la ldmina. La tincion se realiz6 con verde malaquita y el
montaje con agua- glicerina (1:1). Las observaciones se realizaron con un microscopio Olympus Bx40 y con objetivo de
400X. Para el anélisis se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado con cuatro repeticiones y ocho tratamientos. Los
resultados sefialan que los valores més elevados en cuanto a NEST e IE en la superficie adaxial se presentaron en las
laminas foliares Lima Tahiti/Citrange carrizo y Lima Tahiti/CitrangeUvalde y en la abaxial se correspondieron con Lima
Tahiti/Citrusmelo Swingle y Lima Tahiti/Mandarina Cleopatra. Se presentdé ademas diferencias significativas (P < 0,01)
entre el indice y el nimero de estomas en los tercios apical, medio y basal, mientras en la superficie adaxial los mayores
valores de estas variables se ubican en el tercio basal, mientras que en la abaxial se ubican en el tercio apical. Los patrones
del grupo Citrange, Mandarina Cleopatra y Citrusmelo Swingle, tienen influencia sobre el NEST e IE, ademas en la lamina
foliar de la lima Tahiti se presenta un mayor nimero de estomas en el tercio apical y basal, dependiendo de la superficie de
la hoja.

Palabras claves: Estomas, densidad estomatica, indice estomatico, patrones.
ABSTRACT

The leaves of Tahiti lime (C. latifolia Tanaka) are anfistomatics and the formation of the stomas seems to cease when the
foliar lamina reaches approximately a fourth of the definitive size. In order to evaluate the effect of eight citric rootstocks on
the number and stomatic index (NEST. IE); leaves were collected from the third half of the treetop; in the branches with
secondary growth, four leaves were collected by plants, and they were fixed in FAA 70% (ethylic Alcohol: Acetic acid:
Formol); them it were made semi-permanent preparations of clarified of epidermal segments of both surfaces and in the
apical, half and basal thirds of the lamina. The tint was made with malachite green and the assembling with water -
glycerine. The microscopic observations were carried out with a microscope Olympus Bx40 and with objective of 400X.
For the analysis it was used completely randomized design with four repetitions and eight treatments. The results indicate
that the highest values for NEST and IE in the adaxial surface were presented in the foliar laminas of Tahiti lime/Citrange
carrizo and Tahiti lime/Citrange uvalde and in the abaxial one they were corresponded with Tahiti lime/Citrusmelo swingle
and Tahiti lime/Mandarina Cleopatra. In addition, there were significant differences (P < 0,01) between the index and the
stomas number in the thirds apical, half and basal; on the other way, in the adaxial surface the biggest values of these
variables are located in the basal third, while in the abaxial one, in the third apical. The patroness of the group Citrange,
Mandarin Cleopatra and Citrusmelo Swingle, have influence on the NEST and IE, also in the foliar lamina of the file Tahiti
lime a bigger number stomas is presented in the third apical and basal, depending on the face of the leaf.
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INTRODUCCION medio ambiente, en éstas se refleja mas claramente

que en el tallo o la raiz los efectos de estreses por

De todos los 6rganos de las plantas, la hojaes  condiciones ambientales o heterogeneidad (Levit,

el mas flexible en responder a las condiciones del 1980). La asimilacién y respiracion, ritmos dirigidos
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por hormonas y movimientos inducidos por el medio
ambiente parten de la hoja y solamente pueden ser
realizados cuando el clima, el suelo y la vida
circundante no entorpecen estas funciones (Vareschi,
1992).

Entre las estructuras que conforman el tejido
epidérmico, se ubican los estomas formados por un
ostiolo rodeado por dos células oclusivas de forma
arrifionada, las cuales pueden estar acompafiadas o0 no
por otras células epidérmicas estructural vy
fisioldgicamente asociadas a los estomas, que reciben
el nombre de subsidiarias (Ruiz et al.,1962; Lindorff
et al., 1991, Flores-Vindas, 1999).

La posicién de los estomas sobre la superficie
de la lamina es variable en seccion transversal; se
pueden presentar hundidos, al mismo nivel de las
otras células epidérmicas o proyectarse hacia el
exterior de la lamina (Flores-Vindas, 1999). Otra
caracteristica es la distribucion en la superficie de la
lamina foliar, en las hojas en las cuales estas
estructuras se ubican en la epidermis superior de la
lamina se conocen como epiestomaticas; si estan en
la inferior, son hipostomaticas y por ultimo, si se
presentan en ambas superficies, adaxial y abaxial, son
anfiestomaticas (Flores-Vindas, 1999).

Sanchez-Diaz y Aguirreolea (1996)
consideraron que los estomas tienden a ser mas
frecuentes en la superficie abaxial de las hojas y en
algunas especies, solo se presentan en esta. A juicio
de estos mismos autores, estas estructuras
desempefian un papel vital en el mantenimiento de la
homeostasis de la planta y de ahi la importancia de
conocer tanto el nimero como la forma en que los
poros se abren y se cierran como también los factores
que controlan estos procesos. Las laminas foliares de
las hojas de la lima Tahiti (C. latifolia Tanaka) son
hipoestomaticas y la formacion de los estomas parece
cesar cuando este drgano alcanza aproximadamente
una cuarta parte del tamafio definitivo (Chaudler,
1962).

Roth et al. (1986) plantearon que en los
estudios relacionados con la anatomia foliar, se deben
considerar fenémenos anatomicos individuales tales
como los indices estomaticos (IE), y que este valor
puede variar dentro de la misma hoja segun la parte
del limbo que se utilice (4pice, media o base), en el
mismo individuo cuando se consideran las hojas en
diferente posicion en la planta, ademéas el ambiente
ecoldgico puede ejercer cierta influencia sobre este

caracter. Del mismo modo, la densidad estomaticas
(DE) alta o baja parece estar relacionada con ciertas
familias, también existe una relacién conspicua
entre la DE y el tamafio de las células oclusivas, asi
altas densidades se presentan en plantas con células
oclusivas pequefias. Sanabria (2003) encontr6 que las
hojas de  Heliconia  latispatha Bentham
(Heliconiaceae) presentan mayores valores de DE y
los IE maés altos.

La frecuencia estomatica es el numero de
estomas por unidad de area de superficie foliar (Esau,
1972) y segin Wilkinson, (1979) representa un valor
diagnostico para fragmentos de laminas foliares. Este
mismo autor sefiala que el IE sirve para expresar el
nimero de estomas por superficie foliar,
independientemente del tamafio de las células
epidérmicas. Tanto la DE como el IE pueden estar
influenciados por las condiciones ambientales y
nutricionales (Esau, 1972; Wilkinson, 1979; Roth et
al., 1986). Verdugo et al. (1999) afirmd que las hojas
con mayores valores de IE presentan los mayores
valores de DE.

La transpiracion y la intensidad de la
respiracion esté en razon directa al nimero y abertura
de los estomas y como las hojas son los principales
organos de las plantas donde se realiza la fotosintesis,
la cantidad y distribucion de los estomas influyen
directamente sobre la asimilacion clorofilica (Ruiz et
al., 1962). Rubino et al. (1989) y Thakur (1990)
sefialan que la disminucion de la cantidad de estomas
por mm? incrementa la resistencia estomética de la
planta y de esta manera evita un exceso de
transpiracion; sin embargo, tanto la DE como el IE
son tan variables que estan fuertemente influenciadas
por diversas condiciones  estresantes como
condiciones de sequia y altas concentraciones salinas
ademas el material vegetal que se trate (Salas et al.,
2001; Bethke y Drew, 1992; Rubino et al., 1989).

A juicio de Lindorff ez al. (1991) consideran el
nimero de estomas por unidad de superficie es muy
variable; sin embargo Verdugo et al. (1999)
consideran que poco se sabe acerca de la regulacion
de los programas de desarrollo que generan los
patrones de densidad y distribucion estomaética en
respuesta a variables ambientales, encontrando
diferencias entre los promedios de densidad
estomatica de variedades de ajo (Allium sp.), las
cuales no fueron significativas entre la tercera y
cuarta hoja, ni entre las superficies adaxiales y
abaxiales, y segun los resultados de estos mismos
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autores, las hojas con mayores valores de densidad
estomatica, también presentaron los mayores valores
de indice estomatico. Schoch et al. (1980)
confirmaron que el indice estomatico es una funcion
total de la radiacion recibida y de las variaciones que
experimenta durante los dias precedentes a la
diferenciacion de los estomas de la hoja.

Esau (1972) establece un rango de 100 a 300
estomas/mm? en las angiospermas; Napp (1974)
estima para hojas de diferentes especies valores de 1 a
2.000 estomas/mm? y Leegod (1993) determiné para
el envés de las hojas de plantas C3, de 40 a 300
estomas/mm?. A juicio de Lindorff et al. (1986) y
Mérida (1986) no solamente las condiciones
ambientales influyen sobre los valores de densidad
estomatica, también la alta o baja densidad esta
relacionada en cierto modo con las familias de
plantas. Pares et al. (2003) al estudiar la densidad e
indice estomatico en hojas de Annona muricata, A.
montana, A. muricatalA. muricata Yy A. muricatalA.
montana, concluyeron que la técnica de injertacion
afectd los valores de DE disminuyendo el nimero de
estomas/mm?, lo que se puede interpretar como un
aspecto positivo ya que se aumenta la resistencia
estomatica, incrementando la adaptabilidad de las
plantas a condiciones estresantes en el suelo. En este
caso, los mayores valores de DE coincidieron con los
mayores valores de IE.

Los objetivos del presente estudio fueron
caracterizar los estomas de las laminas foliares de
lima Tahiti (C. latifolia Tanaka), determinar el indice
estomatico y nimero de estomas /mm? de los tercios
apicales, medios y basales y su variacion en funcion
a la injertacion sobre ocho patrones citricos.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal evaluado consistié en
hojas completamente desarrolladas de lima Tahiti (C.
latifolia Tanaka) injertada sobre ocho patrones
citricos: limén Volcameriano, lim6n Cravo,
mandarina Cleopatra, Citrange carrizo, Citrange
Uvalde, Citrusmelo Swingle, Citrange Troyer vy
Citrange Yuma; colectadas en el Campo
Experimental Santa Bérbara, Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas (INIA) , ubicado a 195
m.s.n.m.

Se colectaron cuatro (4) hojas del tercio
medio de la copa, las ubicadas en el nudo nimero
ocho en sentido basipeto de las ramas con crecimiento

secundario, considerando al eje principal como el
punto de partida, de orden cero. De cada hoja se
fijaron en F:A:A 70% (Cutler, 1978) los tres tercios.
De esta muestra se tomaron segmentos que se
sometieron a una solucién con hipoclorito de sodio al
40% vy se calentaron hasta que se separaron las
epidermis adaxiales y abaxiales, otros se seccionaron
transversalmente para ser usados en la determinacion
de la ubicacién de los estomas con respecto a las
restantes  células epidérmicas. Las muestras
procesadas se tifieron con eosina y se hicieron los
montajes semipermanentes con agua- glicerina (1:1)
(Salas et al., 2001).

Se realizaron un total de 20 observaciones
correspondientes a las cuatro repeticiones por cada
tratamiento. La caracterizacion de los estomas y la
determinacion del indice estomético (IE) y la
densidad estomatica (DE) se realizaron con un
microscopio éptico OLYMPUS BX40 en un cuerpo
de 400X. El I.E se calculo utilizando la formula
sugerida por Wilkinson (1979):

NE

E=———x100
CE + NE
Donde:
NE : nimero de estomas
CE : nimero de células epidérmicas.

La DE se obtuvo determinando el nimero de
estomas observados en un area de 4,347 mm?
equivalente al diametro del campo observado.

El disefio estadistico empleado fue un
completamente aleatorio, con ocho tratamientos y
cuatro repeticiones. Las variables cuantitativas
determinadas se  procesaron  estadisticamente
mediante el andlisis de varianza y los valores medios
de los tratamientos fueron comparados mediante el
método de la minima diferencia significativa. Para el
andlisis se utiliz6 el programa estadistico Statistix
(version 2, Analytical software).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los estomas de la ldmina foliar de las hojas
de lima Tahiti resultaron ser del tipo anisociticos.
Estos resultados coinciden con Sénchez-Diaz y
Aguirreoles (1996) en el sentido de que estas
estructuras tienden a ser mas frecuentes en la
superficie abaxial de las hojas; y contrario a lo
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establecido por Chaudler (1962), la lamina foliar fue
anfistomatica (Flores-Vindas, 1999).

El cuadro 1 muestra los valores de IE y DE
en la lamina foliar de lima Tahiti injertada sobre
ocho patrones citricos. Se encontré un efecto
producido por el patron sobre estas variables, siendo
los valores de IE en la superficie adaxial en los
patrones Citrange Carrizo y Citrange Uvalde
estadisticamente superiores (p < 0,01) al resto de los
patrones; sin embargo en la superficie abaxial de la
hoja el comportamiento es diferente, siendo los
patrones mandarina Cleopatra y Citrusmelo Swingle,
estadisticamente superiores al resto.

Tal cual lo establecido por Schoch ef al
(1980); Roth et al. (1986); Lindorff et al. (1991), se
observaron diferencias entre los valores de DE para
ambas superficies; en la adaxial las hojas de los
patrones mandarina Cleopatra y Citrusmelo Swingle
presentaron los valores mas altos de DE y en la
abaxial el mayor valor lo presentaron los patrones
Citrange Carrizo y Citrange Uvalde. Los resultados
obtenidos demuestran que existe variacion en el IE y
DE en la superficie de la lamina de la hoja de lima
con respecto al patrén o portainjerto utilizado. Estos
resultados se corresponden con lo observado por
Pares et al. (2003) en plantas de Guanabana, donde la
técnica de injertacion afectd los valores de DE, lo que
se podria interpretarse como un aspecto positivo,
debido a que aumenta la resistencia estomatica,
incrementandose la adaptabilidad de las plantas a las

condiciones edafocliméaticas de las zonas. Napp
(1974) considera que los valores de IE y DE son
diferentes en las especies, cabe destacar que aunque la
copa es lima Tahiti, los patrones son diferentes
especies pertenecientes al género Citrus.

El Cuadro 2 muestra los valores promedios
de IE y DE en las superficies adaxial y abaxial de la
lamina de lima Tahiti, en los tercios apical, medio y
basal. Se encontr6 que en la superficie adaxial los
valores de IE y DE en el tercio basal resultaron
estadisticamente superiores (p< 0,01) al resto de los
tercios. Tanto el IE y la DE son iguales en su valor
numérico en los tercios estudiados, sin embargo en la
superficie abaxial el IE y la DE de los tercios apical y
medio resultaron estadisticamente iguales y diferentes
al tercio basal, estos resultados confirman lo
establecido por Roth (1986) y esta variacion puede
deberse a las condiciones agroecoldgicas de sabanas
del Municipio Santa Barbara, Estado Monagas, donde
los suelos son arenosos, retienen poca humedad, son
bajos en fertilidad y las condiciones climaticas varian
durante el afio, presentdndose periodos largos de
sequia (Cuadro 3).

La fuerte reduccion del IE y DE en la
superficie adaxial de la lamina foliar de la lima fue
compensada por un incremento de estos valores para
la abaxial, lo que indica una respuesta de la planta a
las condiciones edafocliméticas adversas. A juicio de
Martin et al. (1994) estos cambios en la anatomia de
la hoja estan relacionados con el estrés hidrico.

Cuadro 1. Indice estomatico y densidad estomatica en las superficies de las hojas de plantas de lima Tahiti injertadas

sobre ocho patrones citricos.

Patrones Superficie adaxial Superficie abaxial
indice estomatico Numero de estomas indice estomatico Numero de estomas
C. carrizo 185 a 78,4 ab 340,4 ab 43 a
L. Cravo 140 ab 73,0 b 316,9 b 35 ab
C. Troyer 89 bc 39,7 c 172,9 c 21 bc
L. Volcameriano 6,6 bc 47,0 c 204,0 c 15 bc
M. Cleopatra 45 C 86,4 a 375,1 a 1,0 c
C. Uvalde 185 a 82,9 ab 359,8 ab 43 a
C. Swingle 4,5 c 889 a 386,0 a 1,1 c
C. Yuma 0,4 c 80,8 ab 350,6 ab 0,08 o

Medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes entre si al 1% segun la prueba de la minima

diferencia significativa.
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Cuadro 2. indice estomatico y densidad estomatica promedio en las superficies de las hojas de plantas de lima Tahiti

injertadas sobre ocho patrones citricos.

Tercio Superficie adaxial Superficie abaxial

indice estomatico Ndmero de estomas indice estomético Nlmero de estomas
Apical 0,72b 0,72b 3419 a 78,8 a
Medio 1,30 b 1,30 b 318,6 a 734 a
Basal 4,70 a 470 a 278,8b 64,3b

Medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes entre si al 1% segun la prueba de la minima

diferencia significativa.

Cuadro 3. Caracteristicas climaticas del Municipio Santa Barbara.

Evaporacion Precipitacion Temperatura Temperatura Temperatura Humedad Insolacion
(mm) (mm) media (°C) minima (°C) Maxima relativa
(°C) (%)
Promedio anual 1916,08 993,85 26,59 21,56 31,61 71,6 2374
CONCLUSIONES Conover, M. 1991. Epidermal patterns of the

» Las laminas foliares de las hojas de lima Tahiti
resultaron ser anfiestomaticas.

> Los valores de IE y DE variaron dependiendo de
la superficie de la hoja y de acuerdo al patrén o
portainjerto.

» Los patrones Citrange Carrizo y Citrange Uvalde
presentaron el mayor IE en la superficie adaxial
de la hoja, mientras que en la abaxial se
correspondieron con los patrones mandarina
Cleopatra y Citrusmelo Swingle. Un efecto
contrario se presentd para el caso del DE.

» El IE y ED varia dependiendo de la cara de la
superficie de la hoja de lima y del tercio
estudiado (apical, medio, basal).
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