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La alcalinidad afecta a las tierras cultivables, causando problemas nutricionales
en las plantas horticolas cultivadas. La alcalinidad del agua es causada
principalmente por carbonatos (COs?) y bicarbonatos (HCOs), que a altas
concentraciones son perjudiciales para el crecimiento de las plantas. La calidad
de las plantas ornamentales se ve gravemente afectada por la alcalinidad
debido a la presencia de los sintomas de deficiencia de nutrientes en las hojas
jovenes. Lisianthus es una planta nativa de las zonas aridas del sur de Estados
Unidos y el norte de México y el interés ha despertado en cuanto a su tolerancia
a ambientes extremos, estudios indican que lisianthus puede tolerar el riego con
agua de alta salinidad mientras sodio y cloro no son los iones predominantes. El
presente estudio se realiz6 para evaluar la respuesta de lisianthus con Ca
suplementario, cuando se riegan con soluciones que contengan altos niveles de
alcalinidad. La alcalinidad redujo el crecimiento, sin embargo, las plantas
suplementadas con las dosis mas altas de Ca mejoraron el crecimiento y la
acumulacién de biomasa seca en los niveles de alcalinidad de 4 a 7 meq L ! de
HCOs -, lo que sugiere que el Ca contribuye al aumento de la tolerancia a la
alcalinidad. El efecto favorable de Ca complementario fue el mantenimiento de
una alta conductancia estomatica y la tasa de transpiracibn cuando la
alcalinidad fue de 4 meq L 1, que a su vez explica el yw menor en las hojas
jovenes. En las plantas regadas con soluciones suplementarias de Ca, la
biomasa seca total mas alta se relaciond con una conductancia estomatica
mayor, sin embargo, cuando la conductancia fue mayor que 0,280 cm s, como
en las plantas sin Ca suplementario, la acumulacion de biomasa seca tendio a

disminuir con el aumento de la conductancia. Cuando se proporciond una
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concentracion normal de Ca hubo una interrupcién en el funcionamiento de
estomas ya que las plantas mostraron un aumento en la conductancia
estomatica y la tasa de transpiracion, lo que se asocio con una reduccion en la
concentracion de K en la parte area, sin embargo, con Ca mejord la absorcion
de K cuando la alcalinidad fue de 4 meq L al permitir una reduccién menos
marcada en la concentracién de Ky Ca en la parte aérea. La concentracion de
clorofila se redujo mediante el aumento de la alcalinidad debido a una
disminucién de Fe en la parte aérea, sin embargo, con Ca complementario
también contribuyé en el aumento de la tolerancia a la alcalinidad a 4 meq L*
por el mantenimiento de una concentracion alta de Fe en la parte aérea. El
aumento de la alcalinidad caus6 un aumento en las actividades de catalasa y
peroxidasa, lo que indica que lisianthus respondié a la tolerancia mediante la
mejora de la actividad de tales enzimas para reducir el dafio oxidativo causado
por especies reactivas del oxigeno; sin embargo, el Ca suplementario se asocia

con una mayor activacion de tales enzimas
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Alkalinity affects the arable lands by causing nutritional problems in cultivated
horticultural plants. Alkalinity in water is caused mainly by carbonate (CO3s%) and
bicarbonate (HCOs’), which at high concentrations are detrimental for plant
growth. The quality of ornamental plants is severely compromised by alkalinity
due the presence of the nutrient deficiency symptoms in young leaves.
Lisianthus is native to the arid zones of southern United States and northern
México and interest has aroused as to its tolerance to extreme environments;
reports indicate that lisianthus can tolerate irrigation with water of high salinity as
long as sodium and chloride are not the predominant ions. The present study
was conducted to assess the response of lisianthus to increased Ca when
irrigated with solutions containing high levels of bicarbonate-induced alkalinity.
Alkalinity reduced the growth, however, plants supplemented with increased Ca
exhibited improved, or no detrimentally affected, growth and DM accumulation at
alkalinity levels from 4 to 7 meq L of HCOs, suggesting that Ca contributes to
the increase of the tolerance to alkalinity. The favorable effect of supplementary
Ca was on maintaining a high stomatic conductance and transpiration rate when
alkalinity was at 4 meq L1, which in turn explained the lower pw in young leaves.
In plants irrigated with solutions including supplementary Ca, higher total DM
was associated with a higher stomatic conductance, however, when
conductance was higher than 0.280 cm s, as in plants with no supplemental
Ca, DM accumulation tended to decrease with increasing conductance. When
normal Ca concentration was provided there was a disruption on stomata
functioning as plants showed an increase in stomatal conductance and

transpiration rate, which was associated with a reduction in shoot K
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concentration, however, Ca ameliorated the uptake of K when alkalinity was 4
meq L* by allowing a less marked reduction in shoot K concentration and Ca.
Chlorophyll concentration was reduced by increasing alkalinity due to a
decrease in shoot Fe, however, supplementary Ca also contributed in increasing
the tolerance to alkalinity at 4 meq L' by sustaining a high shoot Fe
concentration. Increasing alkalinity caused an increase in catalase and
peroxidase activities, indicating that lisianthus responded to the stress by
enhancing the activity of such enzymes to reduce the oxidative damage caused
by reactive oxygen species; nonetheless, supplementary Ca was associated

with a higher activation of such enzymes.

Xiv



INTRODUCCION

La alcalinidad afecta una parte importante de las zonas aridas y semiaridas
debido a que causa varios problemas nutricionales en las plantas como la
clorosis en hojas jovenes debido a la incapacidad de las plantas de absorber
suficiente hierro (Fe). La alcalinidad puede inducir ademas deficiencias de cobre
(Cu), zinc (Zn), potasio (K) y fosforo (P) a causa de su baja solubilidad, y de
nitrogeno (N) debido generalmente al bajo contenido de materia organica (Call,
1999, FAO 2000).

La alcalinidad del agua es causada por elevados contenidos de carbonatos
(CO3%) y bicarbonatos (HCO3’) los cuales pueden ser perjudiciales para el
crecimiento de las plantas. En el agua de riego, los principales componentes de
la alcalinidad llevan a la formacion de formas insolubles de P y micronutrientes
(Cartmill et al.,, 2007), ademas de calcio (Ca) y magnesio (Mg). La elevada
alcalinidad del agua de riego da como resultado el incremento del pH del medio
de cultivo por la neutralizacion de H* por HCO3z" y COs? (Valdez-Aguilar y Reed,
2007), y finalmente, el crecimiento de la planta se altera por la precipitacién de
micronutrientes (Valdez-Aguilar et al., 2009).

Existen plantas ornamentales que toleran la alcalinidad en el agua de riego
pues algunos estudios han demostrado que estas pueden crecer bajo tales

condiciones (Valdez-Aguilar and Reed, 2007). Cartmill et al. (2008) demostraron



la posibilidad de aumentar la tolerancia en vinca (Catharanthus roseus), cuando
estas fueron inoculadas con hongos micorricicos arbusculares (AMF).

Lisianthus (Eustoma grandiflorum Raf), es un planta ornamental que esta
adquiriendo importancia como flor de corte por tener una alta demanda y
potencial de comercializacion tanto en el mercado interno como el de
exportacion. El lisianthus es una especie originaria de las praderas hiumedas de
la zona meridional de los Estados Unidos y norte de México (Melgares de
Aguilar, 1996). En el mercado nacional su demanda va en aumento ya que
anteriormente era poco conocida y en los ultimos afios ha aumentado
considerablemente.

El Ca es un elemento estructural en la planta ya que constituye la lamina media,
las paredes y membranas de la célula y, ademas, participa en la division y
extension celulares, influye en la compartimentalizacion de la célula, modula la
accion de hormonas y sefiales y contribuye al equilibrio iénico de la célula
(Marschner, 1995). Las concentraciones bajas de Ca en el citosol se dan
porque las membranas tienen una baja permeabilidad al elemento (Marschner,
1995), lo cual es importante porque actia como mensajero secundario dado por
estimulos externos, inducen respuestas fisioldgicas y permite el flujo del Ca
hacia todas las células de la planta (Sanders et al., 2002; White, 2001).

Existen investigaciones que indican que aplicaciones complementarias de Ca
permiten a las plantas aumentar la tolerancia a diversos factores de estrés.
Kaya et al. (2002) demostraron que aplicaciones suplementarias de Ca
incrementaron el crecimiento de las plantas y el rendimiento en fresa cultivadas

bajo condiciones de salinidad.



Por lo anteriormente mencionado, en el presente estudio se evalu6 el efecto de
una concentracion elevada de Ca en la solucion nutritiva para determinar si
influye en la tolerancia de la alcalinidad en el agua riego en plantas de

lisianthus cultivadas en condiciones de hidroponia.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto del Ca a la tolerancia de la alcalinidad en el agua de riego

en plantas de lisianthus (Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn.)

Objetivos Especificos
e Definir si el Ca permite elevar la tolerancia a la alcalinidad.
e Evaluar el efecto del Ca y la alcalinidad sobre el estado nutrimental del
lisianthus.

e Evaluar el efecto del calcio en la fisiologia de la planta de lisianthus.

HIPOTESIS
Aplicaciones suplementarias de Ca permiten elevar la tolerancia a la alcalinidad

en el agua de riego en plantas de lisianthus.



REVISION DE LITERATURA

Estrés Ambiental

El estrés ambiental representa una fuerte restriccion para el aumento de la
productividad de los cultivos y el aprovechamiento de los recursos naturales. Se
estima que Unicamente un 10% de la superficie de la tierra arable se encuentra
libre de algun tipo de estrés (Benavides, 2002).

La biodiversidad hace que los requerimientos nutricionales en las plantas sean
diferentes, sobreviviendo algunas especies en condiciones adversas, debido a
una adaptacién genética a su habitat e incluso variedades de una misma
especie presentan diferencias en la absorcion, translocacion, acumulaciéon y uso
de los nutrientes (Otani y Ae, 1996).

El estrés ambiental es una fuerte restriccién para el aumento de la productividad
y de la extension de los cultivos. Se estima que Unicamente un 10% de la
superficie de tierra arable se encuentra libre de estrés. Cerca del 20% de la
tierra presenta algun tipo de deficiencia o toxicidad mineral, 26% es afectada
por estrés de sequia y 15% por congelacién (Blum, 1988). Levitt, (1980) definié
el estrés como: cualquier factor ambiental potencialmente desfavorable para los

organismos Vivos.



Tipos de estrés

Existen variadas clasificaciones de los factores de estrés. En general estos
pueden ser clasificados como estreses bidticos y abioticos (Azcon y Talon
2008). Los estreses bidticos son causados por la accién de otros seres Vivos:
animales, otras plantas (por competencia, alelopatia, etc.) microorganismos
(bacterias y hongos) y otros agentes fitopatdgenos como los virus y viroides.
Los estreses abioticos causados por radiaciones, hiperoxia, anoxia, deficiencia
mineral, frio, calor, sequia, NaCl, choque osmatico, y por las especies reactivas

de oxigeno (ERO).

Alcalinidad

La alcalinidad se define como la concentracion de alcalis solubles con la
capacidad para neutralizar los acidos (Bailey, 1996). Los principales iones que
causa la alcalinidad son el bicarbonato (HCO3") y carbonato (COs’), mientras que
el hidréxido, borato, amoniaco, bases organicas, fosfatos y silicatos son

considerados contribuyentes menores (Petersen, 1996).

Alcalinidad en el suelo

Los suelos alcalinos cubren alrededor del 25% de la superficie y son
particularmente abundantes en regiones aridas y semiaridas de todo el mundo.
En México este tipo de suelos se localiza en las regiones del centro y norte.
Entre las caracteristicas de estos suelos destaca su elevado contenido de

cationes (Ca y Mg), que eleva el pH a niveles superiores de 8.5, provocando



gue nutrientes esenciales se transformen en moléculas insolubles dificilmente
utilizables por las plantas (Marschner, 1995).

A medida que aumenta la alcalinidad del suelo, los micronutrimentos son
transformados poco a poco en o6xidos, fosfatos, hidroxidos y carbonatos, con
una creciente indisponibilidad para las plantas a medida que se forman
complejos insolubles con determinadas sustancias ahi presentes, siendo de
esta manera substraidos a la nutricién de las plantas. En estas condiciones de
alcalinidad en cambio, es Optimamente absorbido el molibdeno que no es
asimilable en condiciones de acidez. La alcalinidad del suelo causa varios
problemas nutricionales en las plantas como la clorosis, por la incapacidad de
las plantas de absorber suficiente hierro o manganeso; también pueden ocurrir
deficiencias de cobre, zinc, potasio, de fésforo a causa de su baja solubilidad y
de nitrégeno debido generalmente al bajo contenido de materia organica (Call,

1999; FAO, 2000).

Nalohy HCOy CcOos™

s

[

0 4

Mole Fraction of Total Carbonates

Figura 1. Efecto del pH de la solucion en la proporcion de las especies de

carbonato. Adaptado por Lindsay, (1979).



La forma de carbonato predominando en los suelos esta determinada por el pH
del suelo (Whipker, 1996). Como se observa en la figural, la proporcion de
H2COs3 y HCOgs esta en equilibrio cuando el pH de la solucion es igual a 6.36,
pero a medida que aumenta el pH, la proporcion de HCOs aumenta, mientras

que la proporcion de H2CO3s comienza a disminuir.

Alcalinidad en el agua de riego

La calidad del agua es un factor importante en la industria ornamental porque
puede determinar qué especies se pueden cultivar, la necesidad de tratamiento
previo del agua y el método para los parametros de calidad del agua a utilizar,
la frecuencia y la cantidad de riego. De los parametros de calidad del agua, la
alcalinidad es considerado critico debido a sus efectos directos e indirectos en
la planta.

La alcalinidad ocurre en regiones aridas donde se tienen un déficit neto de agua
en el perfil del suelo, el movimiento del agua es hacia arriba de la zona de
meteorizacién, aunque la distribucién estacional de lluvias podria determinar,
en que parte del afio, exista suficiente agua para el lavado de iones. Sin
embargo, predomina el ascenso capilar y la evaporacién, y se dard este
movimiento de agua con sus iones hacia arriba, el resultado es que iones como
Na, Mg, Ca y HCOs  pueden alcanzar altas concentraciones. Estas soluciones
pueden precipitar sales en el perfil del suelo formando diferentes tipos de

horizontes (Birkeland, 1984; Boul et al., 1981).



Efectos de la alcalinidad en las plantas

Algunos autores mencionan que la alcalinidad afecta el crecimiento de las
plantas a través de una disminucion en la solubilidad de los nutrientes. La
disminucién de la solubilidad es causada por el incremento de pH asociado con
concentraciones crecientes de carbonatos (Lindsay y Thorpe, 1954; Lunt et al.,
1956.) Por ejemplo, la concentracion de Fe soluble en el suelo disminuye 1000
veces por unidad de pH. El Zn, Cu, Mn también son menos solubles a la
alcalinidad inducida por un pH alto (Barber et al., 1995).

Otros autores mencionan que el pH alto causado por la alcalinidad directamente
puede inhibir el crecimiento de las plantas, como se demostré en las especies
de Lupinus (Bertoni et al., 1992). Sin embargo, en la mayoria de los casos, no
es el pH, sino la elevada concentraciéon de HCOs™ lo que es el factor principal
para la inhibicion del crecimiento vegetal (Lee y Woolhouse, 1969) debido a sus

efectos toxicos (Matkin y Petersen, 1971).

El sintoma mas visible de la alcalinidad excesiva es la induccion de una clorosis
intervenal en las hojas mas jovenes de las plantas y retraso del crecimiento
(Pearce et al., 1999 a y b). La clorosis de la hoja se relaciona con una
disminucién en el contenido de clorofila en las hojas superiores, como se ha
informado en cultivares de girasol (Alcantara et al., 1988), soya (McCallister et
al., 1989), vid (Nikolic y Kastori, 2000), cafia de azucar (Campbell y Nishio,
2000), durazno (Alcantara et al., 2000) y otras plantas. La clorosis foliar se ha
atribuido aun pH alto inducido por ladeficiencia de Fe debido auna

disminucién de la absorcién de Fe (Bertoni et al., 1992). La alcalinidad reduce la

8



solubilidad de Fe en valores altos de pH, ya que el Fe forma hidroxidos y otros
compuestos insolubles (De la Guardia y Alcantara, 2002).

También la fotosintesis, conductancia estomatica disminuyen con las
concentraciones de alcalinidad como se ha reportado en cultivares de Lupinus

angustifolius L. (Tang y Turner, 1999) y en girasol (Liuy Shi, 2010).

Alcalinidad y nutricion en las plantas

Nitrégeno

El nitrégeno es esencial para el metabolismo de los carbohidratos, estimula el
crecimiento radicular y el desarrollo de las plantas, asi como la asimilacion de
otros nutrimentos (Brady, 1990).

La absorcion del NOs™ es a través de cotransporte de H*/NO3™ asociada con una
acidificacion del pH intracelular y una alcalinizacion de la rizosfera, lo cual
puede tener efectos negativos sobre la adquisicion de nutrimentos minerales en
suelos alcalinos y también sobre la disponibilidad dentro de la planta de algunos
nutrimentos como el Fe (Alloush et al., 1990).

La concentracion total de N en plantas tratadas con alcalinidad se redujo en
lupinus blanco (Bertoni et al., 1992), tabaco (Pearce et al.,, 1999b), apio
(Tremblay et al., 1989), maiz, sorgo y soya (Alhendawi et al., 1997). En
contraste, la concentracion de N aumento ligeramente en plantas de tabaco

tratados con 8 mM HCOgs™ (Pearce et al., 1999a.).



Potasio

El K es importante debido a que es un elemento requerido en procesos tales
como: sintesis de proteinas, activacion enzimatica, transporte y translocacion
de asimilados en la membrana celular, fotosintesis, neutralizacion de aniones y
regulacion del potencial osmotico (Pardo et al., 2006), tolerancia al estrés y para
el transporte de fotoasimilados desde los tejidos fuente via floema a los tejidos
de almacén (Pettigrew, 2008; Marschner, 1995).

La concentracion de K en plantas tratadas con HCOs™ se increment6 en plantas
de girasol (Alcantara et al., 1988), lupinus blanco (Bertoni et al., 1992), apio
(Tremblay et al., 1989), tabaco (Pearce et al., 1999b), durazno (Alcantara et al.,
2000) y tomate (Bialczyk et al., 1994). La concentracidén se redujo en el tabaco
(Pearce et al., 1999b), crisantemo (Kramer y Peterson, 1990), maiz, sorgo, y
frijol (Alhendawi et al., 1997), arroz (Yang et al., 1993) y rosas (Fernandez-
Falcon et al., 1986). En la hojas la concentracion de K no se vio afectada en
plantas de olivo y durazno tratados con HCOg3', pero disminuyo en la raiz (De la

Guardia y Alcantara, 2002).

Fosforo

El pH es un factor que controla el aprovechamiento de las formas asimilables de
P por las plantas. En los suelos alcalinos, el P se inmoviliza bajo la forma de
fosfatos célcicos. Por otra parte, el anion HPO4?%, cuya formacion se favorece
en estos rangos de pH, es precipitado por accion del calcio dando HPO4Ca, que

es insoluble (Ortega, 1978).
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La concentracion de P disminuyd en plantas tratadas con HCOs en girasol
(Alcantara et al., 1988), tabaco (Pearce et al.,, 1999b) y crisantemo (Kramer y
Peterson, 1990), pero no se vio afectada en Lupinus blanco (Bertoni et al.,

1992) y apio (Tremblay et al., 1989).

Magnesio

En los suelos alcalinos el Mg es generalmente segundo en abundancia después
de Ca en los sitios de intercambio cationico. Los iones de Mg se parecen al Ca
en su comportamiento en las reacciones de intercambio idnico. Estas
reacciones de intercambio de cationes son generalmente reversibles, aun en
situaciones donde cationes adsorbidos mas fuertemente pueden ser
reemplazados por manipulacion de la solucion del suelo (Mikkelsen, 2010).

Los niveles de Mg suelen aumentar cuando concentracion de la alcalinidad es
alta, segun lo reportado en lupinus blanco (Bertoni et al., 1992), girasol
(Alcantara et al.,, 1988) y durazno (De la Guardia y Alcantara, 2002). En el
tabaco, la concentracién de Mg se mantuvo sin cambios (Pearce et al., 1999b)
y en aceite de oliva se redujo (De la Guardia y Alcantara, 2002) cuando la

concentracion de HCOs  era alta.

zZinc

El alto contenido de carbonato o pH alcalino limita la disponibilidad de
elementos menores, incluyendo al zinc. El zinc forma compuestos poco solubles
como Zn (OH)z2, ZnCOs y Znsz (PO4)2 (Kabata y Pendias, 1984). En los suelos

alcalinos, el zinc tiene una movilidad limitada debido a que el carbonato de
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calcio reacciona con el zinc, lo que reduce su disponibilidad (Fassbender y
Bornemisza, 1987), como se observa en oliva, en durazno (De la Guardia y

Alcéntara, 2002) y lupinus blanco (Bertoni et al., 1992).

Hierro

Marschner, (1995) sefiala que el bicarbonato es responsable directa e
indirectamente de alterar el consumo, translocacion y utilizacion del hierro por
las plantas. La importancia del hierro en las plantas se debe a que interviene en
diversos procesos metabdlicos (Terry y Zayed, 1995). Forma parte de
numerosos sistemas enzimaticos con y sin grupo hemo, participando en
procesos de oOxido-reduccion especialmente en mitocondrias y cloroplastos. El
Fe también interviene en la fotosintesis debido a que cataliza la sintesis de
clorofila (Miller et al., 1984) e influye en la morfologia de los cloroplastos
(Maschner, 1995). Su deficiencia produce la alteracion de la estructura y
funciones de los cloroplastos dando lugar a una reduccién del niamero de
tilacoides y granas (Terry y Abadia, 1986). La concentracion de Fe disminuyo
en las plantas tratadas con HCO3s™ segun lo reportado por Chunhui et al. (2006)
en Pyrus betulaefolia y Pyrus xerophila fué fue mas tolerante ya que mostré
mayor contenido de clorofila en las hojas. Campbell y Nishio (2000) en plantas
de remolacha susceptibles a deficiencia de Fe, también encontraron que la
concentracion de clorofila en la hoja disminuyé en mayor grado que en plantas
tolerantes. Shmidt (2003) y Alvarez-Fernandez et al. (2007) mostraron que las
hojas afectadas por clorosis férrica no modifican su concentracion de Ca, sino

mas bien incrementan la absorcion y acumulacion de K.
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El calcio en las plantas

El Ca es un elemento estructural en la planta ya que constituye la lamina media,
las paredes y membranas de la célula y, ademas, participa en la division y
extension celulares, influye en la compartimentalizacion de la célula, modula la
accion de hormonas y sefales, estabiliza la pared y membrana, y contribuye al
equilibrio iénico de la célula (Marschner, 1995). Para la compartimentalizacion
de la célula, la distribucién del Ca se produce cuando la cantidad de iones Ca
absorbidos por la raiz. Cuando hay una buena absorcion, la mayor proporcion
de Ca total esta en la lamina media, seguido por las membranas, los organelos
y por ultimo el citosol. Las concentraciones en el citosol son de 0,1 a 0,2 uM,
mientras que en las vacuolas se encuentra 105 veces mas, en el cloroplasto
presenta un rango de 6,5 a 15 nM y en el estroma 2,4 a 6,3 yM (Marschner,
1995). En el apoplasto las concentraciones son mas altas que en cualquier otro
organelo, lo cual es légico al saber que es la via en donde este elemento se
mueve mejor a través de toda la planta (White, 2000); sin embargo, el Ca no se
encuentra libre en el apoplasma sino que esta unido en un 51% a pectatos,
27% al agua soluble, 17% a fosfatos, 4% a oxalatos y 1% en forma residual
(Marschner, 1995). Las concentraciones bajas de Ca en el citosol se debe a
gue las membranas tienen una baja permeabilidad al elemento (Marschner,
1995), lo cual es importante porque actia como mensajero secundario dado por
estimulos externos al inducir respuestas fisiologicas y permitir el flujo del Ca
hacia todas las células de la planta

(Sanders et al., 2002; White, 2001).
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Cuando las concentraciones de Ca libre en el citosol aumentan, la accion de
las membranas es remover este elemento hacia el apoplasma o acumulado en
los organelos por medio de bombas de Ca-ATPasa, manteniendo asi
concentraciones bajas en el citosol. Las diferentes concentraciones de Ca en el
citoplasma y apoplasma permite que haya diferenciacion entre cada uno de
ellos y, por ende, la compartimentalizacion (Marschner, 1995). Otra de las
funciones del Ca es generar estabilizacion de la pared y las membranas
celulares mediante su interaccion con el acido péptico que esta entre la pared
celular y la lamina media. Esta reaccion genera el pectato de Ca o pectinas, las
cuales confieren estabilidad e integridad a la pared celular y, en general, a
todos los tejidos de la planta (Salisbury y Ross, 1994) que a menudo son
degradadas por la poligaracturonasa generando una desintegraciéon de la pared
celular. EI Ca también inhibe drasticamente la accién de la poligaracturonasa,
porque los niveles altos de Ca en el apoplasma de las células generan mayor
proporcion de pectatos y asi mayor resistencia a la desintegracion de las
paredes (Marschner, 1995; Romeis et al., 2001; Uhm et al., 2002).

La sefalizacion del Ca en la planta, una de las funciones mas estudiadas,
ocurre porque la induccion de sefiales se da por estimulos en la planta que
pueden activar canales de Ca en las membranas, incrementando asi la entrada
de Ca en el citoplasma (Bush, 1995). La entrada de iones de Ca ocasiona un
aumento, a su vez, genera cascadas de respuesta, por lo cual se le denomina
mensajero secundario (Sanders et al., 2002). Segun Yang y Poovaiah (2003)
las sefiales recibidas en la membrana son transmitidas por el Ca que hay en el

reticulo endoplasmatico y la vacuola hacia unas proteinas del citoplasma
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llamadas calmodulinas (CaM) y proteinas dependientes de Ca-kinasas (CDPK).
Las CaM siempre estan unidas a cuatro iones de Ca, por tanto, la concentracion
de Ca en el citoplasma determina una mayor o menor accion de las proteinas
ante cualquier tipo de sefial (Marschner, 1995). Cuando los iones de Ca se
ubican sobre la membrana plasmatica se inicia la sefalizacion y se activan
canales de Ca que permiten la entrada o salida de dicho catibn ademas del
potasio y cloro; este tipo de canales también se presentan en las vacuolas,
reticulo endoplasmatico, cloroplasto y nucleo (White y Davenport, 2002; White,

2000; Sanders et al., 2002).

Lisianthus

Lisianthus es una planta originaria de las praderas humedas de la zona
meridional de los Estados Unidos y del norte de México, perteneciente a la
Familia de las Gentianaceas (Melgares de Aguilar, 1996).

Su habitat natural le permite adaptarse a condiciones de baja humedad relativa
y temperaturas hasta cierto punto mas extremas que la generalidad de las flores
cultivadas. Normalmente se le encuentra creciendo a lo largo del cauce de los
arroyos Yy rios donde siempre tienen acceso al agua. Es una planta de ciclo
anual o bienal. Forma una roseta de hojas, sobre la que se desarrolla un tallo
de 40 o 50 cm de largo en cuyo extremo aparecen las flores largamente
pediceladas de 6 a 9 centimetros de diametro y de colores entre el azul y el

purpura, en las variedades silvestres. (Melgares de Aguilar, 1996).
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La primera cosecha la planta da tres a cuatro tallos florales, la segunda cosecha
de flores con tallos méas cortos. En vida poscosecha las flores duran de 10 a 15
dias, con el uso de conservadores es posible prolongar hasta 30 dias la vida de
florero (Loyola y Vargas, 2005).

Durante los primeros 20 o 30 dias, la planta desarrolla poco su parte aérea y se
incrementa el volumen de sus raices. En el segundo mes, el tallo se alarga y la
planta emite otros tallos secundarios, en los que aparecen los botones florales.
La fase final, es el tercer mes, los botones se desarrollan a la vez que sus
pedunculos se alagan hasta alcanzar su altura definitiva. Después estos
botones cambian de color, pasando del verde inicial al de la variedad que se
haya seleccionado para finalmente abrirse (Oren et al., 1999).

Es una especie poco cultivada, pero que estd cobrando alto interés en los
mercados internacionales (Namesny, 2005). La flor de E. grandiflorum tiene
gran aceptaciéon en el mercado internacional por su variedad de colores y
namero de botones florales, caracteristicas que la hacen Muy atractiva al
consumidor.

En México E. grandiflorum es una especie de reciente introduccion cuya
demanda en el mercado nacional va en aumento, por lo que se considera un
cultivo con amplias perspectivas

Lisianthus es una planta que puede tolerar ambientes extremos. Valdez-Aguilar
et al. (2013) mencionan que lisianthus puede tolerar la irrigacion con agua

altamente salina tanto como sodio y cloro que no son iones predominantes.
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Meir et al. (2010), demostrd que al inocular hongos micorricicos arbusculares en
lisianthus cultivado en zonas semiaridas, el crecimiento y rendimiento se

incrementan.

Sistemas antioxidantes en las células vegetales

La funcion quimica de los antioxidantes es ceder potencial reductor a los
compuestos oxidantes capaces de dafiar a los componentes celulares. Los
productos finales de esta reaccion de disipacion energética antioxidante-
oxidante son comunmente el Oz y el H20, acompafiados de liberacion de calor.
Los compuestos oxidantes mas abundantes en las células vegetales se derivan
de la activacion de la molécula de dioxigeno (Oz2), lo que da lugar a especies
quimicas parcialmente reducidas, como el oxigeno singlete O2 ! y el radical
superoxido (O2’) que constituyen las especies activas (0 reactivas) de oxigeno
(ROS) primarias. Las reacciones posteriores de las especies activas de oxigeno
primarias con los componentes celulares, forman otros radicales libres (como el
radical hidroxilo HO") u otros compuestos oxidantes como el peréxido de
hidrégeno, H202, que tienen caracter oxidante pero no son radicales libres
(Mittler, 2002).

Tanto en el caso de factores bidticos como abidticos, la sobreproduccién de las
ROS causan estrés oxidativo celular, aunque tales compuestos también
parecen cumplir con la importante funcidon de indicadores del estrés y segundos
mensajeros en las cadenas de transduccion de sefales de respuesta al estrés

(Mittler, 2002).
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Actividad enzimatica

Las enzimas antioxidantes son el principal sistema de defensa frente al dafio
oxidativo y se encarga de eliminar las especies reactivas de oxigeno,
especialmente el radical superoxido y el peroxido de hidrogeno, para evitar que,
a partir de estos, se generen otras especies mas reactivas y peligrosas como el
radical hidroxilo, el oxigeno singlete y el peroxinitrilo.

La catalasa es una enzima hemoproteica que cataliza la dismutacion del
peréxido de hidrogeno rompiéndolo directamente hasta oxigeno molecular y en
agua, en ausencia de un sustrato adicional (Mathews et al., 2002)

Esta enzima es un antioxidante fundamental y esencial, y al parecer no solo
toma papel en la degradacion de H202 enddgeno peroxisomal, si no tambien
extraperoxisomal (Wanders et al., 2006; Shimozawa, 2007).

En el caso de la CAT, estudios realizados con plantas transgénicas de tabaco
han demostrado que resulta ser indispensable para la tolerancia al estrés
oxidativo, ya que plantas que no poseen actividad de CAT presentan altos
niveles de ROS en respuesta al estrés, tanto bidtico como abidtico (Willekens et

al., 1997).

La peroxidasa (POX) pertenece al grupo de enzimas que integran el sistema
antioxidante de las plantas superiores, los cuales son de naturaleza
glicoproteica y se localizan principalmente en el citoplasma, la vacuola o en el
apoplasto, asociadas a la pared celular (Mittler et al., 2004). Las POX se

caracterizan por catalizar la reduccion del peroxido de hidrogeno a agua, con la
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oxidacion simultdnea de co-sustratos no especificos, aunque son mas
frecuentes compuestos fendlicos (Silveira et al., 2005).

Las peroxidasas de plantas superiores estan implicadas en una gran variedad
de procesos fisiolégicos, a lo largo de todo el ciclo vital de la planta, desde el
nacimiento a la senescencia, por ejemplo en el crecimiento, desarrollo y
endurecimiento de la pared celular, en la lignificacion y suberizacion, en el
catabolismo de auxina y en la defensa frente al estrés oxidativo y el ataque de
patdogenos. Ademas de esta funcionalidad dentro de la planta, estas enzimas
son utilizadas ampliamente por la industria, en la sintesis de polimeros
organicos como polianilina (PANI), en la decoloracién de tintes sintéticos, en la
descontaminacion y limpieza de aguas residuales y de suelos, en la sintesis de
farmacos organicos con alto rendimiento, en electrodos enzimaticos, en kits de

diagnéstico e inmunoensayos enzimaticos (Arellano et al., 2013).

19



Calcium Ameliorates the Tolerance of Lisianthus [Eustoma grandiflorum

(Raf.) Shinn.] to Alkalinity in Irrigation Water.

Lucina Gémez-Pérez 2, Luis Alonso Valdez-Aguilar &, Alberto Sandoval-

Rangel 2, Adalberto Benavides-Mendoza?, Ana Maria Castillo-Gonzalez °.

aDepartamento de Horticultura, Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro,

Calzada Antonio Narro 1923, Buenavista, Saltillo, Coah., México 25315

b Instituto de Horticultura. Universidad Auténoma Chapingo. Carr. México-

Texcoco Km. 36.5, Chapingo, México 56230

* Corresponding author. Tel. +1 52 84 4110 303; fax: +1 52 84 4110 215.

E-mail address: luisalonso.valdez@uaaan.mx (L.A. Valdez-Aguilar).

Abstract.

Irrigation water high in alkalinity can severely compromise the growth and
marketability of ornamental plants. In the present study we investigated the
response of lisianthus to increased calcium (Ca) when irrigated with solutions
containing high levels of bicarbonate (HCOs")-induced alkalinity. Alkalinity
reduced growth, however, plants with supplementary Ca at alkalinity levels from
4 to 7 meqg-Lt HCO3", exhibited improved growth and DM accumulation or were
not detrimentally affected, suggesting that Ca contributes to increase the

tolerance of lisianthus. Supplementary Ca did maintain a high stomatal
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conductance and transpiration rate when alkalinity was at 4 meq-L™%, which
explained the lower water potential in young leaves. Plants irrigated with
solutions containing supplementary Ca had higher total DM, which was
associated with a higher stomatal conductance, however, when conductance
was higher than 0.280 cm-s™, as in plants with no supplementary Ca, DM
tended to decrease with increasing conductance. At typical Ca concentration
there was a disruption on stomata functioning as stomatal conductance and
transpiration rate increased, which was associated with a reduction in shoot K.
Calcium ameliorated the uptake of K when alkalinity was 4 meq-L™* by allowing
a less marked reduction in shoot K concentration. Chlorophyll was reduced by
increasing alkalinity due to a decrease in shoot Fe, however, supplementary Ca
also contributed in increasing the tolerance to alkalinity at 4 meqg-L™ by
sustaining a high shoot Fe concentration. Supplementary Ca increased catalase
and peroxidase activities, indicating that lisianthus responded to the stress by

enhancing the activity of these enzymes to reduce oxidative damage.

Introduction

Alkalinity in soils and water affects plant production in the arable lands of the
arid and semiarid regions of the world. Irrigation water of high alkalinity may
cause nutritional problems in cultivated horticultural plants as chlorosis of young
leaves due to the formation of iron (Fe) forms that are unavailable for plant
uptake. Alkalinity may also be associated with deficiency of cooper (Cu), zinc

(Zn), potassium (K), and phosphorus (P) due to low solubility (FAO, 2000).
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Alkalinity in water is caused mainly by carbonate (CO3?) and bicarbonate
(HCO37), which at high concentrations are detrimental for plant growth (Cartmill
et al., 2007). Use of irrigation water of high alkalinity leads to increased pH of
the growing medium as acidity is neutralized by HCOs~ and CO3*>" (Valdez-
Aguilar and Reed, 2007).

High alkalinity irrigation water results in reduced growth and nutrient
deficiency symptoms in young leaves, reducing plant quality and marketability,
and represents a significant challenge to ornamental horticultural production
systems. Lisianthus [Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn.], a species native to
the arid zones of the southern United States and northern Meéxico, is an
ornamental plant of increasing demand as it gains popularity among consumers
as cut flower (Halevy and Kofranek, 1984). Valdez-Aguilar et al. (2013) reported
that lisianthus can tolerate high salinity irrigation water as long as sodium and
chloride are not the predominant ions.

Calcium (Ca) has been reported in a number of studies as an ion than
enhances plant tolerance to abiotic stress, including drought (Hassan et al.,
2011), salinity (Zhu, 2001) and excess boron (Siddiqui et al., 2012), by
regulating the response reactions and developmental processes (Steinhorst and
Kudla, 2013). However, there is limited information on the potential role of Ca in
enhancing plant tolerance to alkalinity stress. Calcium is a structural element
that constitutes the middle lamellae, wall and membranes of plant cells,
participates in cell division, extension and compartmentalization, and regulates
the action of hormones and signals (Marschner, 1995). Supplementation with

increasing Ca has been suggested to increase plant tolerance to salinity stress
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(Epstein, 1998). Kaya et al. (2002) and Tuna et al. (2007) reported that
increased Ca concentrations resulted in enhanced growth and yield of
strawberry (Fragaria x ananassa) and tomato (Solanum lycopersicon) plants,
respectively, exposed to high salinity conditions. The present study was
conducted to investigate if supplementary Ca enhances the response of

lisianthus to high levels of HCOs™-induced alkalinity.

Materials and methods

Cultural Conditions and Plant Material.

The experiment was conducted in a greenhouse located at Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro, in north México (lat. 25° 27" N, long. 101° 02’
W, 1610 m above sea level). Average maximum/minimum temperature and
relative humidity were 33°C/14°C, and minimum and maximum relative humidity
for experiment duration averaged 77% and 64%, respectively. Average
photosynthetically active radiation (PAR) measured at solar noon was 361
pgmol'm=2-s71.

Lisianthus cv ABC Blue plants were transplanted (22 Mar. 2013) into 40 L
rigid plastic containers (10 plants per container) with a drainage hole for retrieval
of the nutrient solution. Each container was considered an experimental unit
and contained 35 L of horticultural grade perlite [33% water holding capacity

(vIv), 64% air filled pore space, 0.25 g-~cm=2 apparent density].
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Nutrient Solutions Application.

Experimental units were fertigated with nutrient solutions with increasing
HCOs™-induced alkalinity concentrations: 1, 4, 7 and 10 meq-L™* of HCO3™ and
two concentrations of Ca: control (8 meqg-L™) and supplementary (11 meq-L™).
The reminder nutrients were supplied according to Steiner’s nutrient solution
formulation (Steiner, 1984), including macronutrients (meq-L™): 12 NO37, 1
H2POa4™, 7 K, 4 Mg, 2 SO4?~, and micronutrients (mg-L™): 5.3 Fe, 0.4 Zn, 2.6 Mn,
0.5 Cu, 0.2 B, and 0.2 Mo. Solution pH for solutions with 1, 4, 7 and 10 meq-L™
HCOs™ was 6.5, 7.2, 7.7 and 8.5, respectively, whereas electrical conductivity
was 2, 2.3, 2.5 and 2.7 dS‘m™1, respectively. Fertigation was applied through a
drip irrigation system with eight emitters per experimental unit, and leachate was
collected for reuse. Plants were irrigated hourly for 3 min (~1.0 L) from 8:00 AM
to 6:00 PM. Evapotranspirated water was replenished daily to each stock tank

and the nutrient solutions were replaced every 10 d.

Plant Growth and Nutrient Status.
At experiment termination, growth measurements were recorded in all the
plants from each experimental unit, including shoot length (substrate to the top
of the inflorescence), diameter at the base of the stem, diameter of flowers (third
fully expanded flower), and number of flowers. The plants were separated into
roots, stems, leaves, and flowers, washed twice with distilled water, and placed
in an oven at 70°C for 72 h. Dry mass (DM) was recorded for each plant part.
Dry shoot tissues were ground to pass a 40 mesh sieve (A-10, Tekmar,

IKA Labortechnik, Germany) and digested in a 2:1 mixture of H2SO4:HCIO4 and
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2 mL of 30 % H202. The digested samples were analyzed for nitrogen (N) with
Micro-Kjeldalh procedure, while K, P, Ca, magnesium (Mg), Cu, Fe and Zn were
analyzed with Inductively Coupled Plasma Emission Spectrometer (ICP-AES,

model Liberty, VARIAN, Santa Clara, CA).

Photosynthetic Parameters, Chlorophyll Concentration, Leaf Water Potential and
Enzymatic Activity.

Net photosynthetic rate, stomatal conductance and transpiration rate were
measured (LI-COR, Inc., LI-6200, Lincoln, NE) at noon on young leaves (the
third fully developed leaf from top to bottom) of 90 d-old plants. Average PAR,
CO2 concentration, and temperature were 596 umol'm=2-s~1, 364 ppm, and 28.9
°C, respectively. Three measurements on each leaf from one plant per
experimental unit were recorded.

Photosynthetic pigments (chlorophyll a, b, and a+b) and catalase and
peroxidase activities were measured in young leaves as described by Jeffrey
and Humphrey (1975), Masia (1998) and Kar and Mishra (1976), respectively at
experiment termination. Water potential (Ww) of one young (top third of the plant)
and one mature (bottom third of the plant) leaf sampled at solar noon was
measured (Scholander Pressure Chamber, Soil Moisture Equipment Corp.,

Santa Barbara, CA) at experiment termination.

Statistical Design.
Three replicates of each experimental unit (container with 10 plants) were

distributed in a factorial complete randomized block design with four levels of
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HCOs™ and two levels of Ca. Data were analyzed using ANOVA and linear,

quadratic or cubic trend analysis with SAS (SAS v. 8.0, SAS Institute).

Results

Plant growth.

Plants with control Ca concentration exhibited a linear decrease in shoot length
(Fig. 1A) and diameter (Table 1) whereas plants with supplemental Ca showed a
qguadratic response, indicating that supplementary Ca improved plant growth
(length) or was not affected (diameter) even at an alkalinity of 4 meq-L™%. The
number of flower buds was decreased, however, the decrease was less
pronounced in plants with increased Ca as flower bud count was 12% and 34%
lower when alkalinity was increased to 4 meq-L™ in Ca-supplemented and
control plants, respectively (Table 1). The diameter of flowers did not exhibit a
consistent tendency (Table 1), however, plants with supplementary Ca produced
flower of similar or larger size than those of the control plants when alkalinity
was <7 meq-L™.

Total DM of plants (Fig. 1B), as well as leaf (Fig. 1C), stem (Table 1) and
flower DM (Table 1), were reduced by increasing alkalinity, however, the
deleterious effect of high HCOs was less pronounced in plants that received
supplementary Ca when alkalinity was 4 to 7 meqg-L™%. Alkalinity had no effect on
root DM of control plants (Fig. 1D), whereas supplementary Ca increased root
biomass accumulation regardless of the alkalinity level, except when HCO3™ was

at 10 meq-L™2.

26



Figure 2. Effect of calcium (Ca) concentration and bicarbonate (HCOs") induced

alkalinity in the nutrient solution on shoot length (A), total dry mass (B), leaf dry

mass (C) and root dry mass (D) of lisianthus [Eustoma grandiflorum (Raf.)

Shinn.] cv. ABC Blue at experiment termination.
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Table 1. Effect of calcium (Ca) concentration and bicarbonate (HCO3")-induced alkalinity in the nutrient solution on

growth parameters of lisianthus [Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn.] cv. ABC Blue at experiment termination.

Stem diam  Flower buds number

Flower diam Stem dry mass Flower dry mass

HCOs" (mm) (cm) (9 )
(meq-L™) Ca (meqg-L™?)
8 11 8 11 8 11 8 11 8 11
1 7.07 6.94 15.3 13.8 100.9 99.0 9.25 8.53 6.93 6.22
4 6.29 6.68 10.1 12.2 91.9 98.8 550 7.54 4.14 5.33
7 5.79 5.87 8.08 10.9 100.5 1004 4.66 5.69 3.71 4.68
10 4.71 4.67 6.08 6.25 95.2 88.1 3.19 3.08 2.69 2.29
Trend analysis? L* Q* Q* Q* c* L* Q* Q* L L

2L, Q, C, linear, quadratic and cubic trend

* ** significant at P<0.05 and P <0.01, respectively
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Physiological parameters.

Increasing alkalinity linearly reduced photosynthetic rate of lisianthus regardless
of Ca concentration in the nutrient solution (Table 2). Transpiration rate and
stomatal conductance were not affected by alkalinity in plants with normal Ca
concentration, however, in plants with supplementary Ca, transpiration rate
increased with 4 meq-L™* of HCO3™ and conductance decreased with increasing
concentrations of HCO3™ (Table 2). In control plants, yw increased in young and
mature leaves when exposed to the highest alkalinity (10 meqg-L™) (Table 2),
however, in plants with supplementary Ca an initial decrease in ww of both,
young and mature leaves, was detected when exposed to 4 meq-L™* of HCOg',
which was restored when alkalinity concentration was increased to 7 and 10
meq-L™t. Increasing alkalinity was associated with a decrease in photosynthetic
pigments regardless of Ca concentration (Table 3) and induced an increase in
the activity of catalase (Fig. 2A) and peroxidase (Fig. 2B) at both Ca
concentrations; however, enzyme activity was higher in plants that received

supplementary Ca, especially peroxidase activity, at high alkalinity.
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Figure 3. Effect of calcium (Ca) concentration and bicarbonate (HCO3s)-induced

alkalinity in the nutrient solution on catalase activity and peroxidase activity of

lisianthus [Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn.] cv. ABC Blue at experiment

termination.
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Table 2. Effect of calcium (Ca) concentration and bicarbonate (HCO3")-induced alkalinity in the nutrient solution on

selected physiological and water potential (yw) parameters of lisianthus [Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn.] cv.

ABC Blue at experiment termination.

Photosynthetic rate Transpiration rate Stomatal conductance Young leaf yw Mature leaf yw
HCOs~ (umol CO2 m=2-s71) (Lg-:cm™2-s7Y) (cm-s™) (MPa) (MPa)
(meq-L™) Ca (meq-L™)
8 11 8 11 8 11 8 11 8 11
1 12.3 12.3 9.45 9.09 0.263 0.270 -0.926 -0.910 -0.910 -0.873
4 12.8 10.3 9.46 9.69 0.283 0.260 -0.903 -0.933 -0.893 -0.923
7 10.3 9.63 9.96 9.31 0.28 0.243 -0.923 -0.900 -0.913 -0.890
10 8.83 7.16 9.99 9.03 0.283 0.210 -0.856 -0.873 -0.883 -0.893
Trend analysis? L* L* ns Q* ns L* C** Q* ns C*

2L, Q, C, linear, quadratic and cubic trend.

ns, *, ** non-significant and significant at P < 0.05 and P < 0.01, respectively
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Table 3. Effect of calcium (Ca) concentration and bicarbonate (HCO3")-induced alkalinity in the nutrient solution on

chlorophyll concentration in young leaves of lisianthus [Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn.] cv. ABC Blue at

experiment termination.

Chlorophyll a+b Chlorophyll a Chlorophyll b
HCOs™ (mg-g™) (mg-g™) (mg-g™)
(meq-L™) Ca (meqg-L™)

8 11 8 11 8 11
1 1.24 1.21 0.48 0.47 0.77 0.75
4 1.19 1.08 0.48 0.39 0.72 0.75
7 0.94 0.99 0.33 0.36 0.61 0.64
10 0.80 0.80 0.28 0.27 0.52 0.53

Trend analysis? L** L* L** L** L** L*

2L, Q, C, linear, quadratic and cubic trend

* ** significant at P < 0.05 and P < 0.01, respectively.
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Table 4. Effect of calcium (Ca) concentration and bicarbonate (HCO3s™)-induced alkalinity in the nutrient solution on
macronutrient concentration (mmol-kg™) in shoots of lisianthus [Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn.] cv. ABC Blue

at experiment termination.

Nitrogen Phosphorus Potassium Calcium Magnesium
HCOs~ Ca (meq-L™)

(meg-L™) 8 11 8 11 8 11 8 11 8 11

1 1090 1299 31.8 33.3 516 545 36.2 39.9 117 122

4 1274 1442 31.7 32.6 422 479 324 36.1 115 112

7 1333 1165 34.3 29.7 413 385 29.0 28.3 102 93

10 1098 956 27.6 247 343 342 26.7 25.2 100 82
Trend analysis* Q* ns Ns ns L*  L** L*»*  L* ns ns

L, Q, linear, quadratic trend

ns, *, ** no significant and significant at P < 0.05 and P < 0.01, respectively
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Nutrient status.

In both, control and plants with supplementary Ca, increasing alkalinity caused a

decrease in shoot K, Ca (Table 4), Zn and Fe (Table 5) concentration, whereas

shoot N was affected only in control plants (Table 4). Plants receiving

supplementary Ca had a higher concentration of N, K, Ca (Table 4) and Fe

(Table 5) when alkalinity of the nutrient solution was 4 meq-L™.

Table 5. Effect of calcium (Ca) concentration and bicarbonate (HCOz3")-induced

alkalinity in the nutrient solution on micronutrient concentration (ug-g™) in shoots

of lisianthus [Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn.] cv. ABC Blue at experiment

termination.
Zinc Copper Iron
HCOs~ Ca (meq'L™)
(meq-L™) 8 11 g8 11 8 11
1 20.8 28.9 7.96 4.48 54.1 55.7
4 17.3 18.3 542 5.20 41.8 511
7 209 129 4.84 6.98 47.5 35.9
10 11.2 11.6 5.74 5.46 33.5 30.2
Trend analysis*? L* L* ns Ns L*  L*

2L, linear trend

ns, *, ** no significant and significant at P < 0.05 and P < 0.01, respectively
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Discussion

In the present study, alkalinity in irrigation water reduced the growth of
lisianthus, however, plants supplemented with an increased concentration of Ca
at alkalinity levels from 4 to 7 meqg-L™! of HCOz3" exhibited improved growth and
DM accumulation, or were not detrimentally affected, demonstrating that Ca
contributes to the increase of the tolerance of lisianthus to alkalinity. Alkalinity
levels from 4 to 7 meq-L™! of HCO3 have been previously demonstrated to be
detrimental to several ornamental species, including roses (Rosa sp. L.),
chrysanthemum  (Chrysanthemum  morifolium Ramat), ivy geranium
[Pelargonium peltatum (L.) L’'H’er. ex Ait. ], and some cultivars of hibiscus
(Hibiscus rosa-sinensis L.) (Valdez-Aguilar and Reed, 2007).

Photosynthetic rate decreased in plants exposed to increased alkalinity;
nonetheless, supplementary Ca did not ameliorate plant response.
Supplementary Ca did maintain a high stomatal conductance and transpiration
rate when alkalinity was at 4 meqg-L™%, which would explain the lower pw in young
leaves. In plants irrigated with solutions containing supplementary Ca, a higher
total DM was associated with a higher stomatal conductance [total DM =
202(stomatal conductance) - 34.6; R?=0.999], however, when conductance was
higher than 0.280 cm-s™, as in plants with no supplemental Ca, DM
accumulation tended to decrease [total DM = - 535(stomatal conductance) +
162, R?=0.856].

Our results show that alkalinity is associated with plant water relations by
increasing Ww in young leaves, however, when 8 meq-L™* of Ca was provided to

the plants, there was a disruption on stomata functioning as plants showed an
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increase in stomatal conductance and transpiration rate that lead to DM
reduction. The decline in functioning of the stomatal apparatus at high alkalinity
was associated with a reduction in shoot K, an ion directly involved in stomata
regulation (Marschner, 1995). In plants supplemented with higher Ca, a
decrease in shoot K was also detected, however, Ca ameliorated the uptake of
K when alkalinity was 4 meq-L™ by buffering the reduction in shoot K and Ca.
Probably, extracellular Ca may have increased K by decreasing K loss that
results from the inhibition of the K outwardly rectified channels (Murata et al.,
2000). Combined, the less affected reduction in shoot K and Ca (Atkinson et al.,
1990) at 4 meq-L™* of alkalinity when supplementary Ca was added, may have
interacted in the regulation of stomatal conductance, and thus, in plant growth.

Chlorophyll concentration is reported to decrease with increasing alkalinity,
which has been associated with a decrease in Fe concentration (Roosta, 2011);
these findings were corroborated in in our experiment. The decline in Fe in the
shoot may have been caused by the high pH caused by alkalinity, which renders
insoluble forms that plants are unable to uptake (De la Guardia y Alcantara,
2002). In the present study, supplementary Ca contributed to increase the plant
tolerance to alkalinity at 4 meq-L™! by maintaining a high shoot Fe concentration,
and a less affected chlorophyll b concentration. Similar results have been
reported in white lupine (Lupinus albus L.) (Pissaloux et al., 1995). In the
present study, chlorophyll b seems to be of greater importance for lisianthus as
its concentration tended to be up to 100% higher than that of chlorophyll a.

The lower decrease in shoot N, K, Ca and Fe concentration under high

alkalinity (4 meqg-L™) may be due to the maintenance of membrane integrity
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when supplementary Ca was supplied. Tuna et al. (2007) and Siddiqui et al.
(2012) reported similar results in tomato and radish plants were exposed to high
salinity and boron, respectively, indicating that the supplementary Ca reduced
the electrolytic leakage through cell membranes. The sustaining of membrane
integrity by Ca may have permitted the normal functioning of channel and carrier
proteins, and other enzymes such as the Fe-reductase, which would maintain or
ameliorate nutrient acquisition under alkalinity stress.

Tolerance to abiotic stress in plants has been connected with the production
of reactive oxygen species (ROS) that cause lipid peroxidation in cell
membranes and DNA and protein damage (Gill and Tuteja, 2010). In our study,
increasing alkalinity caused an increase in catalase and peroxidase activities,
indicating that lisianthus responded to the stress by enhancing the activity of
such enzymes to reduce the oxidative damage caused by ROS. Nonetheless,
supplementary Ca was associated with a higher activity of catalase and
peroxidase, probably reflecting its role as a signaling messenger (Reddy and
Reddy, 2004; Schmitz-Eiberger et al., 2002) under stressful conditions, and
providing a complementary mechanism for the tolerance of lisianthus to high
alkalinity.

In conclusion, in the present study, supplementary Ca enhanced of the
tolerance of lisianthus to moderate levels of alkalinity in water (4 meq-L™) by
maintain a) an adequate stomatal conductance, b) an adequate acquisition of N,
K, Ca and Fe, and c) reducing lipid peroxidation by enhancing the activity of

antioxidant enzymes such as peroxidase and catalase.
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CONCLUSIONES GENERALES

El lisianthus mostr6 un aumento en la tolerancia a la alcalinidad a niveles
moderados, cuando se aportaron concentraciones suplementarias de Ca en la

solucién nutritiva.

El aumento en la tolerancia estuvo asociado con un mantenimiento del estado
hidrico de las hojas jovenes, mantuvo una conductancia estomatica adecuada,
una absorcién adecuada de N, K, Ca y Fe en la planta, asi como en un

aumento mas pronunciado en la actividad de la catalasa y peroxidasa.

El lisianthus se puede cultivar en condiciones moderadas de alcalinidad, lo cual

permitiria producir esta planta en regiones que cuentan con agua de baja

calidad.
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