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La produccion de tomate en areas con problemas de salinidad provoca en las
plantas un sinnumero de efectos fisioldégicos, morfolégicos y bioquimicos. El
objetivo de este estudio fue definir el efecto de aplicaciones suplementarias de
calcio (Ca) y Silicio (Si) sobre la tolerancia al estrés por salinidad en tomate
hidroponico. El experimento se establecié con un disefio de bloques completos
al azar con seis repeticiones. Las concentraciones de NacCl fueron 20, 60 mM L-
1, Ca9 12 meq Lty Si 0, 42 mg L. Los resultados indican que Ca+Si
suplementarios aumentan la altura de planta, peso seco de raiz, peso seco total,
rendimiento, contenido de proteina soluble y prolina en una concentracion de 20
mM. La actividad de la perdxidasa se incrementa en una concentracion de 60
mM. El analisis mineral mostré que la concentracion de Na se increment6 en la
parte aérea de plantas con estrés salino, sin embargo al suplementar Ca+Si el
Na disminuye. En contraste la concentraciéon de Na en la raiz se incrementa en
las plantas con estrés salino. La concentracion de Cl en la parte aérea de plantas
con estrés salino se increment6 al suplementar Ca+Si. Y muestra un
comportamiento similar en la concentracion de Cl en la raiz de plantas irrigadas
con 20 y 60 mM de NaCl. Por lo tanto se concluye que, el Ca+Si disminuyen
parcialmente el estrés por salinidad en tomate y aumenta la concentracion de
prolina y proteina soluble, ademas de la actividad de la per6xidasa e intervienen

en la disminucion de la translocacion de Na hacia la parte aérea

Palabras clave: Solanum lycopersicum, salinidad, enzimas antioxidantes, Prolina,

calcio suplementario.
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Tomato production in areas with salinity problems causes a number of
physiological, morphological and biochemical effects. The aim of this study was
to define the effect of supplementary calcium (Ca) and silicon (Si) on salt stress
tolerance in hydroponic tomato. The experiment was a completely randomized
design with six replicates. NaCl concentrations were 0, 20, and 60 mM L, Ca: 9,
12 meq L, and Si: 0, 42 mg L1. The results indicate that supplementary Ca + Si
increased plant height, root dry weight, total dry weight, yield, soluble protein
content and proline when NaCl concentration was at 20 mM. The peroxidase
activity increased when NaCl concentration was 60 mM. The mineral analysis
showed that the concentration of Na increased in the aerial part of plants with salt
stress, however, with supplementary Ca + Si, Na concentration trended to
decrease. In contrast, the concentration Na in the root increased in plants with
salt stress. The concentration of chlorine (Cl) in the aerial part of plants with salt
stress increased with supplementary Ca + Si and showed similar behavior in the
concentration of C| at the root of plants irrigated with 20 and 60 mM NacCl.
Therefore it is concluded that the Ca + Si partially reduced salinity stress in tomato
and the concentration of proline and soluble protein, plus the peroxidase activity

and are involved in decreased translocation of Na to the aerial part.

Keywords: Solanum lycopersicum, salinity, antioxidant enzymes, proline,

supplemental calcium.
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Introduccidén

El tomate es un cultivo importante en México ya que es el principal producto
agricola de exportacion. En areas dedicadas a la agricultura cada vez esta
teniendo mas restricciones debido a la salinizacidén de los suelos y limitando la
obtencién de altos rendimientos y la posibilidad de cultivar una amplia variedad
de especies. Uno de los efectos ante el estrés salino en las plantas es la
reduccion de absorcion de agua, y se manifiesta en la disminucion de la
expansion foliar y perdida de turgencia en plantas (Leidi y Pardo, 2002).

Por otra parte, la produccién de tomate en suelos con problemas de salinidad
desencadena en las plantas diversos efectos fisiologicos, morfolégicos y
bioquimicos que, afectan el proceso de fotosintesis (Chaves et al., 2009), frutos
de menor peso (Del Rosario et al., 1990; Pérez-Alfocea et al., 1996), baja tasa
de crecimiento reflejado por una disminucion en la absorcion de agua por las
raices (Nufiez et al., 2007), asi como también se presentan cambios cuantitativos
y cualitativos en la sintesis de proteinas a causa de la expresién de genes en
respuesta a un estrés salino (Singh y Chatrath, 2001).

El calcio (Ca) es uno de los nutrimentos relacionados con la mitigacion ante el
estrés ya que interviene en la respuesta de las plantas a salinidad por su
desempefio como sefalizador, su funcién estructural en la membrana y su efecto
sobre la actividad de algunos transportadores iénicos (Klimecka y Muszynska,
2007). El Ca puede intercambiar a otros cationes como el sodio en la membrana
plasmatica, pudiendo disminuir la toxicidad por sodio, por su efecto en la
estabilidad y la integridad de la membrana celular (Marschner, 2012). A pesar de
aun no haber sido comprobada su esencialidad en plantas superiores, los efectos
benéficos del silicio (Si) han sido reportados para una gran variedad de especies
vegetales. De acuerdo con Lima Filho et al. (2003), ademas en situaciones de
estrés abidtico, el Si puede activar genes ligados con la produccion de fenoles y
enzimas relacionadas con mecanismos de defensa de la planta, por lo que esto
se convierte en un buen indicador para evaluar la capacidad de algunos

elementos para proteger a las plantas contra este tipo de estrés.



Sin embargo, a pesar de que se encuentra bien documentada la accion favorable
tanto del Ca como del Si en el incremento de la tolerancia al estrés, existen pocos
estudios realizados en los que se considere la accién de ambos elementos. El
presente trabajo se realizo con el objetivo de estudiar el efecto de la aplicacion
simultanea de Ca y Si sobre la tolerancia al estrés causado por la salinidad en
agua de riego y la respuesta en crecimiento, rendimiento y fisiologia de plantas
de tomate cultivadas en condiciones de hidropdnica.

Objetivo

Estudiar el efecto de calcio mas silicio en el incremento a la tolerancia al estrés

por salinidad en tomate en condiciones de hidroponia.

Objetivos Especificos

Determinar el efecto de calcio mas silicio sobre variables morfologicas y

biogquimicas de tomate en condiciones de salinidad.

Hipotesis

La relacién calcio mas silicio tendra efecto en la tolerancia al estrés por salinidad

en tomate.



Revisién de Literatura

Salinidad

En algunas areas dedicadas a la agricultura con riego, se han presentado
problemas por salinidad de los suelos, esto es debido a que las sales presentes
en el agua de riego tienden a acumularse en el perfil del suelo, lo que provoca su
degradacion y por ende disminucion de su valor agricola (Azcon y Talon, 2001).
La salinidad y el estrés hidrico son los mayores problemas que se enfrentan en
la agricultura, donde se presenta una mayor presion osmotica que junto con la
toxicidad por iones como el sodio y cloro, que dan como resultado menores
rendimientos en los cultivos, o que se pude expresar en la baja rentabilidad
econdmica de cultivos implementados en zonas desérticas (Donoso, 2003).

La salinidad es considerada como un estrés abidtico que perjudica en gran
magnitud a los cultivos, provocando una disminucioén en la productividad y calidad
de las cosechas (Yestisir y Uygur, 2009).

En suelos se presentan diversos problemas por estrés salino provocados por
sales de sodio, particularmente por NaCl (Demiral, 2005). En plantas son varios
los efectos por acumulacion de estas sales. Sin embargo, los efectos con mayor
importancia y de los mas estudiados son el estrés osmoético, el desbalance idnico
y la toxicidad que produce la acumulacion de iones como sodio y cloro sobre los

procesos metabolicos de la planta (Munns et al., 2006; Turhan y Eris, 2007).

Efectos de la salinidad en plantas

Los suelos salinos causan considerables pérdidas en el rendimiento en una
amplia variedad de cultivos alrededor del mundo. Este problema es mas severo
en las regiones semiaridas.

El efecto dafino de la salinidad puede inhibir el crecimiento de plantas y reducir
la productividad de los cultivos, esto debido principalmente por tres causas: el

déficit hidrico, la toxicidad por iones y el desbalance nutricional (Munns, 2002).



El estrés salino afecta a las plantas en la germinacién, el crecimiento vegetativo
y el desarrollo reproductivo porque reduce el potencial hidrico de la solucién del
suelo, por lo que disminuye la disponibilidad de agua, y crea un desequilibrio
nutritivo, dada la elevada concentracion de iones toxicos como el Na* y CI- que
pueden tener efectos negativos en la nutricidbn mineral y el metabolismo celular
(Amini et al.,, 2007). En consecuencia, los efectos dafinos de la salinidad
provocan una reduccion de turgencia y crecimiento, hasta la pérdida de la
estructura celular por desorganizacion de membranas e inhibicion de la actividad
enzimatica, son el producto combinado del estrés hidrico, la toxicidad iénica y el
desequilibrio nutricional (Parida y Das, 2005).

Se ha reportado que la salinidad afecta la fotosintesis (Chaves, 2009), debido a
la reduccion del area foliar, el contenido de clorofila y la conductancia estomatica,
ademas de una disminucion de la eficiencia del fotosistema Il (Chinnusamy et al.,
2005).

Efecto del sodio en plantas

En plantas la toxicidad por (Na) se encuentra asociada a desordenes en la
membrana celular, o bien por competencia con potasio (K) en sitios de enlace
esenciales para el metabolismo, por otra parte una alta concentracion de Na
desplaza los iones de calcio (Ca) de los sitios de enlace en la membrana celular
de laraiz, causando una alteracion en la permeabilidad de la misma, lo que puede
causar que el K salga de las células, favoreciendo la entrada de Na (Dodd et al.,
2010).

La entrada de Na en las raices puede ser mediante un transporte pasivo y éste
es almacenado en las vacuolas de las células, por lo tanto en el citosol la
concentracion de Na se reduce.

Sin embargo para que éste ion salga del citosol se requiere energia utilizando
antiportes Na/H ubicados en la membrana plasmatica y en el tonoplasto los
cuales utilizan el gradiente de protones que se generan por las bombas ATPasa-

H de las membranas plasmética y del tonoplasto (Wang et al., 2001).



Reportes indican que una alta concentracion de Na inhibe la absorcion de
nutrientes por la interferencia con los transportadores iénicos en la membrana
plasmatica de la raiz, como los canales selectivos de K, ademas inhibe el

crecimiento radicular por el efecto osmaético del Na (Tester y Davenport, 2003).

Efecto del cloro en plantas

En la actualidad hay pocos reportes que expliquen la entrada de cloro (Cl) a nivel
celular y su compartimentacién en la vacuola. Por otra parte el establecimiento
de un potencial de membrana negativo ocurre cuando la célula se encuentra en
homeostasis idnica, y genera una barrera termodinamica estable que permite el
paso de este ion (Carrasco, 2004).

Sin embargo la entrada de Na al citosol provoca la despolarizacién de la
membrana, por lo que el Cl podria ingresar por medio de canales ionicos de
manera pasiva.

Otro mecanismo que explica el movimiento del Cl desde el citosol a la vacuola
podria ser por medio de antiportes H/ anion ubicados en el tonoplasto, donde el
Cl actuaria como contraion del H. Sin embargo la compartimentacion del Cl
resulta de vital importancia para contrarrestar un exceso de NaCl (Carrasco,
2004).

Efectos del calcio en plantas

Algunos estudios reportan que la adicion suplementaria de calcio (Ca) en plantas
sometidas a estrés salino puede reducir la absorcién de Na y/o Cl, y favorecer la
absorciéon de K y Ca, de esta manera se reduce el efecto dafiino de la salinidad
en plantas (Rangel, 1992).

Larcher (2003) menciona que el Ca en la planta regula la hidratacion, activa
enzimas (Amilasa, ATPasa), regula la elongacion y crecimiento. Mientras que
Marschner (2012) menciona que el Ca mantiene la estabilidad y la integridad de
la membrana celular.

En la nutricion mineral el Ca desempefia un papel importante ya que se considera

necesario para el crecimiento de plantas. Ademas de que patrticipa en varios



procesos celulares como el mantenimiento de la estructura de la pared celular y
estd implicado en la tolerancia a varios tipos de estrés (salinidad, sequia,
temperatura, etc.). También puede actuar como segundo mensajero en la
traduccién de sefales en las plantas (Buchanan y Engman, 2002; Chaney et al.,
2008; Chao et al., 2009).

El transporte de Ca se da por la corriente de traspiracion. Como no es un
elemento movil en la planta, cortos periodos de deficiencia afectan rapidamente
a los érganos y tejidos en crecimiento (Kleemann, 2000; Olle y Bender, 2009).
El Ca en los tejidos vegetales se puede encontrar de forma libre o adsorbido a
iones no difusibles entre ellos los grupos carboxilicos, fosforicos; ademas puede
formar oxalatos, carbonatos y fosfatos de Ca; compuestos que se encuentran con
frecuencia en las vacuolas (Mengel y Kirkby, 2000).

Efectos del silicio en plantas

El silicio es el segundo elemento mas abundante en la superficie de la tierra, sin
embargo, su papel en la biologia de las plantas ha sido mal entendido y los
intentos de asociar silicio (Si) con el metabolismo o actividades fisiol6gicas han
sido concluyentes. Estrés sal ha sido un gran obstaculo para el uso exitoso de
los suelos afectados por sales para la produccion agricola (Epstein, 1994).

A pesar de aun no haber sido comprobada su esencialidad en plantas superiores,
los efectos benéficos del silicio (Si) han sido reportados para una gran variedad
de especies vegetales.

De acuerdo con Lima Filho et al. (2003), ademas, en situaciones de estrés
abidtico, el Si puede activar genes ligados con la produccion de fenoles y enzimas
relacionadas con mecanismos de defensa de las plantas.

El Si proporciona resistencia mecanica a las plantas de arroz y cafia de azucar,
al ataque de enfermedades fungosas al formar barreras estructurales externas y
promover la produccién de fenoles, ademas, es un factor de tolerancia al exceso
de aluminio, hierro y manganeso en suelos acidos (Chérif y Belanger, 1992), y

disminuye la transpiracion en plantas (Hewitt y Smith, 1974).



El Si quede depositado en las paredes celulares del tejido epidérmico, y puede
proporcionar a la planta diversos beneficios, tales como evitar la pérdida del agua
por transpiracion cuticular e incrementa la elasticidad de la pared celular durante
el crecimiento de la planta al interactuar con pectinas y polifenoles (Marschner,
1995).

Tolerancia de las plantas a salinidad

Las plantas sometidas a altas concentraciones de NaCl evitan los efectos
adversos por sales mediante exclusion de iones en las hojas o mediante su
compartimentacién en las vacuolas. En plantas sensibles, la resistencia a niveles
moderados de salinidad en la solucion del suelo depende de la capacidad de las
raices para impedir la absorcion de iones toxicos (Carvajal et al., 2000).

Las plantas pueden ser clasificadas en aquellas que requieren o toleran altas
concentraciones de sales, o haldfitas, y las que no son tolerantes a la presencia
de sales, o glicofitas. La sensibilidad de las plantas a las sales varia durante el
desarrollo fenologico, dependiendo de la especie, el cultivar y factores
ambientales (Munns, 2002). Se ha sugerido que los mecanismos de tolerancia y
adaptacion de las plantas al estrés salino se han dado por la evolucion y se puede
observar la existencia de niveles de susceptibilidad y de tolerancia diferentes,
tanto de los mecanismos como de la amplitud y distribucion entre diversas
especies.

Por otra parte algunos solutos orgéanicos que intervienen en la tolerancia al estrés
por salinidad son los azlcares solubles (Reddy et al., 1997; Dubey y Singh, 1999;
Abdel, 2007) y prolina (Kuznetsov y Schevyakova, 1999; Abdel, 2007), por lo
tanto, estos compuestos se pueden incrementar en plantas expuestas a estrés
por salinidad (Rhodes et al., 2002).

Tomate (Solanum lycopersicum L.)
El tomate es un cultivo importante en México ya que es el principal producto
agricola de exportacion con alto valor comercial y gran importancia como

alimento.



El tomate es, en sentido estricto, una fruta, pues nace de una flor y tiene semillas.
El nombre tomate y/o jitomate varia dependiendo de la region de México en la
que se esté produciendo, constituye uno de los ingredientes més utilizados en la
cocina de nuestro pais y de una buena parte del mundo. La industria de la
alimentacion lo prepara en infinidad de maneras: desde jugos, purés, conservas
de tomates enteros y pelados, fritos, hasta como ingredientes de diversas salsas
picantes, dulces, mermeladas, esencia para la elaboracion de alimentos,
saborizantes y méas productos (SIAP, 2015).

El jitomate y/o tomate es originario de la América del Sur, de la regidon andina,
particularmente de Peru, Ecuador, Bolivia y Chile. Sin embargo, su domesticacién
fue llevada a cabo en México. El nombre de jitomate procede del ndhuatl xictli,
ombligo y tomatl, tomate, que significa tomate de ombligo. Es una planta de porte
erecto o semierecto, arbustivo, cultivo de tipo anual. Existen variedades de
crecimiento limitado (determinadas) y otras de crecimiento ilimitado
(indeterminadas). El fruto es una baya ovalada, redonda o periforme, su tamafio
va desde pequeios frutos del tamafio de una cereza, hasta enormes frutos de
750 gr. (SFA, 2010).



Materiales y Métodos

El experimento se realiz6 en julio de 2014 a febrero de 2015, en un invernadero
del Departamento de Horticultura de la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro (25° 23" de latitud norte, 101° 00" longitud oeste, altitud 1743 msnm).
Durante el desarrollo del experimento se registré una temperatura promedio de
17.6 °C (promedio de la temperatura maxima de 29.9 °C y promedio de la
temperatura minima de 11.1 °C), una humedad relativa promedio de 77.3 %
(méxima promedio de 95.1 %, minima promedio de 40.5 %) y una radiacion
fotosintéticamente activa promedio diurna de 164.236 pmol m? s (radiacién
fotosintéticamente activa promedio, dia solar 2:00 pm de 417.057 umol m? s%).
Se utilizaron semillas de tomate (Solanum lycopersicum L.) tipo bola cv. Liberty,
las cuales fueron germinadas en charolas de 200 cavidades con turba acida (11
Jul. 2014). El trasplante se realiz6é una vez que las plantulas presentaban cuatro
hojas verdaderas (17 Ago. 2014) en contenedores de plastico rigido (80 cm de
largo, 45 cm de ancho y 30 cm de alto), donde se agregé 30 L de un sustrato
inerte como la perlita; la distancia entre plantas fue de 80 cm y 120 cm entre
hileras.

Las soluciones nutritivas se prepararon con agua potable considerando su
composicion quimica y fueron aplicadas en las unidades experimentales
respectivas a través de manguera de 16 mm, con goteros de cuatro L/hora y
cuatro piguetas por contenedor. El cultivo se establecié bajo un sistema
hidroponico cerrado; los tratamientos consistieron de una solucién control
correspondiente a la formulacién de Steiner (1984) y soluciones que contenian
dos concentraciones de NaCl, con o sin la adicion de Ca y Si suplementario
(Cuadro 1). Las soluciones nutritivas tuvieron un pH promedio de seis y la
solucién que no era retenida por el sustrato se recuperaba para su reuso en el
siguiente riego, siendo remplazadas totalmente cada siete dias.

El pH de las soluciones se mantuvo entre cinco punto ocho y seis punto dos

mediante la adicién de acido sulfarico (H2SO4) diariamente.
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Tratamientos NacCl Ca** Si Conductividad
Eléctrica
mM L1 meq L1 ppm dS mt

Control 0 9 0 2.9
NaCl + Ca 20 9 0 5.9
NaCl + Ca + Si 20 12 42 6.8
NaCl + Ca 60 9 0 10.6
NaCl + Ca + Si 60 12 42 11.8

Cuadro 1. Disefio de tratamientos para medir el efecto de la adicion suplementaria de Ca en
combinacion con silicio (Si) en la tolerancia al estrés causado por NaCl en plantas de tomate
(Solanum lycopersicum L). cv. Liberty.

El experimento finalizé a los 168 dias después del trasplante (ddt), midiéndose la
altura de planta en cada unidad experimental, el rendimiento de fruto se obtuvo
mediante la suma del peso fresco de los frutos cosechados durante todo el
estudio. Para determinar el peso seco de raiz, las plantas se extrajeron del
sustrato y las raices se lavaron con agua para eliminar los residuos del mismo,
posteriormente la raiz, tallo y hojas fueron lavados con agua destilada y se
sometieron a deshidratacion en una estufa de secado a 65 °C por 72 h. Una vez
obtenido el peso seco de los érganos se sumo para calcular el peso seco total.
Se realiz6 un andlisis de proteina soluble, actividad de enzimas antioxidantes y
prolina en muestras de hojas centrales de las plantas a los 160 ddt, a partir de
polvo de acetona, el cual se preparé de la siguiente manera: se elaboré una
mezcla con 10 g de material vegetal (hojas) mas 30 mL de acetona fria (4 °C) la
cual se homogenizé por 1 min con un homogeneizador (Ultra Turrax, IKA T25),
el macerado obtenido se filtr6 al vacio utilizando una bomba de vacio (Felisa, PE-
1600 L), posteriormente el macerado se homogenizé y filtr6 dos veces mas y se
dej6 secar a temperatura ambiente (18-22 °C). Posteriormente el polvo de
acetona extraido de hojas de tomate, se almacend en bolsas de plastico a 4 °C
hasta el analisis de proteina soluble y actividad de las enzimas.

La concentracion de proteina soluble se determin6 por el método descrito por
Bratford (1976). Para ello se mezclaron 0.2 g de polvo de acetona con 10 mL de
buffer Tris-HCI 0.1 M en frio. La mezcla se centrifugé a 10 000 rpm por 20 min a

4 °C utilizando una centrifuga refrigerante (Z 326 K). A una muestra de 0.1 mL
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del sobrenadante se le agregaron 5 mL de la solucion Coomassie Blue (100 mg
de Azul de Coomassie, 50 mL de Etanol al 95%, 100 mL de Acido fosforico, Agua
destilada hasta 1000 mL), se agitd y registré la absorbancia en un
espectrofotometro (HACH, DR 500) a 595 nm mediante una curva de calibracion
con albumina de bovino.

La actividad de la peroxidasa (POD) se determiné utilizando 0.3 g de polvo de
acetona obtenido de hojas de tomate, con 13 mL de Tris-HCI pH 7.2, se
homogenizaron y centrifugaron a 10 000 rpm por 20 min a 4 °C, utilizando un
homogeneizador (Ultra Turrax, IKA T25) y una centrifuga refrigerante (Z 326 K).
La actividad de la POD se determiné con el método de Flurkey y Jen (1978), con
las siguientes modificaciones: 2.6 mL del buffer Tris-HCI, pH 7.2, 0.25 mL de
guayacol 0.1 M, 0.1 mL de peréxido de hidrogeno 0.25 % y 0.05 mL del
sobrenadante; se registro el cambio de absorbancia en un espectrofotometro
(HACH, DR 500) a 470 nm en 5 min.

Para determinar la actividad de la superdxido dismutasa (SOD) se extrajo de una
muestra de 0.2 g de polvo de acetona de hojas de tomate con 10 mL de solucién
buffer de fosfatos pH 7.8, 0.1 M a 4 °C, mezcla que se homogenizé por 30 seg.
utilizando un homogeneizador (Ultra Turrax, IKA T25). Durante el proceso, las
muestras se mantuvieron en bafo de hielo. Una vez realizada la extraccion se
centrifugd a 10 000 rpm por 20 min a 0 °C mediante una centrifuga refrigerante
(Z 326 K). Esta enzima se evalué mediante el método propuesto por Bayer y
Fridovich (1987), con la siguiente mezcla de reaccion: 27 mL de buffer de fosfatos
pH 7.8, 0.05 M, que contenia 0.01 M de EDTA, 1.5 mL de L-metionina (30 mg
mL-1), 1 mL de nitro blue tetrazolium (1.41 mg mL-1) y 0.75 mL de Triton X-100
al 1 %. Se tom6 3 mL de la mezcla y adicionaron 0.03 mL de riboflavina (4.4 mg
100 mL) y 0.5 mL del sobrenadante; la mezcla final se iluminé durante 7 min con
lamparas de luz fluorescente y se registré la absorbancia en un
espectrofotometro (HACH, DR 500) a 560 nm. Todo el proceso anterior se realizé
con luz indirecta.

La extraccidon dela prolina se realizé a partir de 5 g de hoja fresca con 10 mL de

acido sulfosalicilico al 3 %, se homogenizo y centrifugé a 10 000 rpm por 30 min.
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utiizando un homogeneizador (Ultra Turrax, IKA T25) y una centrifuga
refrigerante (Z 326 K). Este aminoécido se determiné mediante el método de
Bates et al. (1973); donde 1 mL de sobrenadante, 1 mL de ninhidrinay 1 mL de
acido acetico glacial se agitan por 20 seg y se mantienen a bafio Maria por 1 hora
a 90 °C. Posteriormente se enfria bruscamente sobre hielo y se dejo reposar por
15 min; se agregaron 3 mL de tolueno y agitaron por 1 min; se colecta la fase
superior y se registro la absorbancia a 520 nm en un espectrofotometro (HACH,
DR 500).

Se realizé un analisis mineral en muestras secas y molidas de los 6rganos
deshidratados como la raiz y una mezcla de la parte aérea (hojas, tallo), para
determinar la concentracién de Nitrogeno (N) por el método de Kjeldhal, la
concentracion de Potasio (K) se determiné con un flamémetro Corning 400,
donde se tom6 una muestra del digestado obtenido a partir de 10 g de muestra
molida (Alcantar y Sandoval, 1999).

La concentracion de Fosforo (P), Ca, Magnesio (Mg), Na, Cloro (Cl) y Si se
determinaron por espectrofotometria de emisibn de plasma acoplado
inductivamente (ICP-AES VARIAN, modelo Liberty) utilizando el extracto diluido
(1:50) obtenido con la digestion acida de las muestras.

Los tratamientos en estudio fueron establecidos utilizando un disefio
experimental bloques completos al azar con seis repeticiones. La unidad
experimental consistié en un contenedor con una planta. Los datos obtenidos se
sometieron a un analisis de varianza y comparacion de medias por el método de
Duncan (P < 0.05) empleando SAS versién 8.0.
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Resultados y Discusion

La altura fue afectada cuando las plantas fueron irrigadas con soluciones
conteniendo 20 y 60 mM L' de NaCl. Sin embargo al aplicar Ca + Si
suplementario la altura de las plantas se incrementé ligeramente aunque sin
superar significativamente el correspondiente nivel de NaCl (Figura. 1A).

El peso seco de raiz de plantas sometidas a estrés salino no fue afectado
significativamente. Sin embargo, el peso seco de la raiz disminuy6 al suplementar
Ca + Si (Figura. 1B) cuando la solucion nutritiva contenia 60 mM de NacCl.

El peso seco total fue afectado cuando las plantas fueron irrigadas con soluciones
conteniendo 20 y 60 mM L de NaCl, en comparaciéon con las plantas control.
Sin embargo, cuando fueron suplementadas con Ca + Si el peso seco total se
incremento ligeramente (Figura. 1C).

El rendimiento de fruto fue afectado negativamente cuando las plantas fueron
irrigadas con soluciones conteniendo 20 y 60 mM L de NaCl en comparacion
con las plantas control. Sin embargo al suplementar con Ca + Si el rendimiento
se incrementé en plantas estresadas con una concentracion de 20 mM L* de
NaCl (Figura. 1D).
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Figura 1. Efecto de la aplicacion suplementaria de Ca + Si y salinidad inducida con NaCl en la
solucion nutritiva en el crecimiento y rendimiento de fruto de plantas en tomate (Solanum
lycopersicum L.) cv. Liberty. Medias con letras iguales entre tratamientos son estadisticamente
iguales (P< 0.05). Las barras muestran el error estandar de la media.

En el presente estudio, la induccion de estrés salino en la solucién nutritiva
mediante NaCl reduce el crecimiento y productividad en tomate; sin embargo las
plantas suplementadas con Ca+Si en los niveles de 20 mM de NaCl exhibieron
una mejora en el rendimiento, lo que demuestra que estos elementos contribuyen
al aumento de la tolerancia al estrés salino en tomate. Lo anterior puede ser
debido a que el Ca puede intercambiar a otros cationes como el Na en la
membrana plasmatica, pudiendo disminuir la toxicidad por Na y mantener la

estabilidad y la integridad de la membrana celular (Marschner, 2012).
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El estrés salino disminuyo el contenido de proteina soluble en plantas de tomate,
sin embargo se observé un aumento en el contenido de proteina soluble al
adicionar Ca y Si suplementarios. Lo anterior puede ser debido a que las HSP
(heat shock protein) y las proteinas LEA (late embryogenesis abundance)
intervienen en la proteccion de las proteinas celulares contra el estrés,
controlando el plegamiento y la conformacion de las proteinas estructurales y
enzimas (Wang et al., 2004).

El contenido de proteina soluble muestra un incremento cuando las plantas
fueron irrigadas con soluciones conteniendo 20 y 60 mM L* de NaCl y
suplementadas con Ca + Si (Figura. 2A).

La actividad de la POD disminuyé significativamente en plantas sometidas a
estrés salino en comparacion con las plantas control. Sin embargo al suministrar
una dosis suplementaria de Ca + Si la actividad de esta enzima se incrementa en
las plantas sometidas a estrés salino con 60 mM L de NaCl (Figura. 2B).

La actividad de la SOD disminuy6 en plantas con dosis suplementaria de Ca +
Si, cuando fueron irrigadas con soluciones conteniendo 20 y 60 mM L de NaCl
en comparacion con las plantas control (Figura. 2C).

Se presentd un aumento significativo (P<0.05) en el contenido de prolina en
plantas sometidas a estrés salino irrigadas con soluciones conteniendo 20 y 60
mM L de NaCl en los tratamiento con Ca + Si suplementario (Figura. 2D).
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Figura 2. Efecto de la aplicacion suplementaria de Ca+Si y salinidad inducida con NaCl en la
solucion nutritiva en la actividad enzimatica antioxidante, proteina soluble y prolina en tomate
(Solanum lycopersicum L.) cv. Liberty. Medias con letras iguales entre tratamientos son
estadisticamente iguales (P< 0.05). Las barras muestran el error estandar de la media.

Por otra parte Larcher (2003), menciona que el Ca en las plantas regula la
hidratacion, elongacién, crecimiento y la activa de enzimas (Amilasa, ATPasa).
Mientras que en este estudio se observo un incremento en la actividad enzimatica
de la POD, otros estudios coinciden con los resultados obtenidos en esta
investigacion donde indican la relacion entre el incremento en la capacidad
antioxidante y la tolerancia a salinidad en varias especies tales como chicharo,
citricos, tomate (Jithesh et al., 2006), y el incremento en la actividad de la POD
en respuesta a un estrés salino, asi como el incremento en la actividad

antioxidante en especies y variedades tolerantes a salinidad (Roxas et al., 2000).
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Zheng y Wang (2001) mencionan a un sistema antioxidante enzimatico localizado
en varios compartimentos de la célula, donde la SOD convierte al superoxido en
H202 y la POD convierte el H202 en agua (Oueslati et al., 2010).

En el presente estudio se observo un incremento en el contenido de prolina
debido a que las plantas superiores pueden acumular prolina en respuesta a
diversos tipos de estrés como sequia, salinidad y altas temperaturas (Munns et
al., 2008). Hur et al. (2004) menciona que el glutamato es el principal precursor
en la sintesis de prolina, en células osmaoticamente estresadas. Por otra parte
diversos estudios sugieren que la prolina participa en multiples mecanismos en
la tolerancia de las plantas al estrés, actuando como regulador del ajuste
osmotico (Lépez, 2007), y es un aminoacido que constituye el compuesto
osmoprotector mas comun que se acumula en plantas sometidas a estrés salino
(Chen et al., 2007). Ademas la prolina induce la expresion de genes en respuesta
al estrés salino (Satoh et al., 2002). Por otra parte los resultados obtenidos
coinciden con lo reportado por Argentel et al., (2010) donde se plantea que el
aumento de prolina es uno de los factores que ayuda a las células a mantener un
bajo potencial osmotico y en consecuencia el potencial hidrico, lo que resulta en
un aumento a la tolerancia al estrés osmotico y en consecuencia mantener el
crecimiento y desarrollo mediante la sintesis de otros compuestos como la glicina
betaina y las proteinas solubles totales (Liu et al., 2008). Resultados similares a
los encontrados en este trabajo se reportan en trigo donde se observo que la
actividad de la prolina aumenta en brotes de plantas con estrés salino (Nayyar,
2003).

La concentracion de Na se incremento en la parte aérea de plantas irrigadas con
20 y 60 mM L-1 de NaCl. Sin embargo al hacer aplicaciones suplementarias de
Ca+Si el Na disminuye (Figura. 3A). Por otra parte la concentracion de Na en la
raiz se incrementa cuando las plantas fueron irrigadas con Ca+Si suplementario
(Figura. 3B).

La concentracion de Cl en la parte aérea de plantas irrigadas con soluciones
conteniendo 20 y 60 mM de NaCL se increment6 en comparacion con las plantas

control. Mientras que al suplementar Ca+Si la concentracion de Cl se incrementa
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aun mas en la parte aérea (Figura. 3C). Por otra parte se muestra un
comportamiento similar en la concentracién de Cl en la raiz de plantas irrigadas
con 20 y 60 mM de NaCl (Figura. 3D).
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Figura 3. Efecto de la aplicacidon suplementaria de Ca+Si y salinidad inducida con NaCl en la
solucién nutritiva en la concentraciéon de Na y Cl en parte aérea y raiz de plantas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) cv. Liberty. Medias con letras iguales entre tratamientos son
estadisticamente iguales (P< 0.05). Las barras muestran el error estdndar de la media.

En el presente estudio se observa una disminucion en la acumulacion de la
concentracion de Na en la parte aérea en plantas suplementadas con Ca+Si
debido a que la aplicacion de silicio puede disminuir la acumulacion de Na la parte
aérea.

Gong et al. (2006) encontraron que el silicio reduce considerablemente la
concentracion de Na en los brotes de arroz, pero no en raices de las plantas con
estrés salino, y se correlaciona con un mejor crecimiento de los brotes en

presencia de silicio. Por otra parte, Gunes et al. (2007a) informaron que el silicio
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disminuye la translocacion de Na y Cl, de las raices a los brotes de las plantas
de tomate cultivadas en suelos salinos. También en cebada cultivada en suelos
salinos la adicion de silicio disminuye las concentraciones de Na y de boro en
brotes (Gunes et al. 2007b). Estos estudios indican que el silicio puede mitigar
los efectos adversos por salinidad al prevenir la absorcion de Na y/o su transporte
desde las raices a los brotes.

Por otra parte se produjo un aumento en la concentracion de Cl en la parte aérea
como en la raiz de plantas estresadas con NaCl y suplementadas con Ca+Si, lo
gue es indicativo de una tasa alta en el transporte de Cl hacia la parte aérea y
una acumulacion de este ion en la raiz en presencia de un estrés salino
moderado. En contraste resultados encontrados en cafia de azucar indican que
la concentracibn de CI en hojas como en la raiz se incrementan, pero al
suplementar con Ca la concentracion de Cl disminuye (Garcia y Medina, 2009)
esto concuerda con los resultados obtenidos para una concentracion de 60 mM
de NaCl. Garcia y Medina (2009) mencionan que la mayor sensibilidad al ClI
podria atribuirse a una absorcién no controlada en las raices, asi como la
ineficiencia de estas para reducir su trasporte a las hojas donde se acula en
mayor concentracion que el Na.

La concentracion de N y K en la parte aérea no fueron afectados por las
concentraciones de NaCl y la adicion de Ca+Si suplementarios en la solucion
nutritiva (Cuadro 2), en tanto la concentracion de P, Ca (Cuadro 2), Mg, Na, Cl y
Si fueron afectados por la concentracion de NaCl en la solucién nutritiva (Cuadro
3).

En plantas suplementadas con Ca+Siy con una concentraciéon de 60 mM L* de
NaCl se eleva la concentracion de P y Ca en la parte aérea (cuadro 2). En
contraste la concentracion de N, P, K, Mg, Na y Cl en la raiz fue afectada por las
concentraciones de NaCl. Con respecto al Ca y Si en la raiz no fue afectado por
las concentraciones de NaCl y la adicion de Ca+Si suplementarios (Cuadro 2 y
3).
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Cuadro 2. Efecto de Ca+Si y concentracion de NaCl en la nutricion mineral en tomate parte aérea (A) y raiz (R).

NacCl Ca Si N (%) P (g kg™?) K (g kg?) Ca (g kg?)
meqL? meqlL! ppm Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz
0 9 0 2.66 2.45 7.48 ab 3.69 13.0 3.94ab 34.7a 22.9
20 9 0 2.64 2.15 6.01 bc 2.95 12.4 2.31bc 32.6ab 23.2
20 12 42 2.60 2.21 5.44c 2.63 14.6 3.34abc 32.4ab 23.6
60 9 0 2.64 2.14 7.86 a 4.18 11.6 1.62c 32.7ab 21.7
60 12 42 2.59 2.24 7.14 bc 4.27 13.4 4.16a 30.4b 22.4
Anova P<0.869 P<0.250 P<0.050 P<0.109 P<0.340 P<0.044 P<0.050 P<0.648

C.V.= coeficiente de variacion, Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (LSD P< 0.05).

Cuadro 3. Efecto de Ca+Siy concentracion de NaCl en la nutricion mineral en tomate parte aérea (A) y raiz (R).

NaCl Ca Si Mg (g kg?) Na (g kg?) Cl (g kg?) Si (g kgt)

mML-1 meqlL-1 ppm Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz
0 99 0 8820.8 a 5915.1a 5713d 14185b 349.51c 817.5b 50.9 48.9
20 9 0 7832.7b 3972.4bc 14918b 17108 ab 612.01 b 1029.9ab 29.6 36.6
20 12 42 6729.4 c 4213.7b 12113c 19487 ab 683.79 ab 11714a 25.2 36.8
60 9 0 8168.8 b 3452.3c 18392a 20851 ab 585.47 b 1023.0ab 38.0 34.9
60 12 42 5574.3d 3679.0 bc 12557 c 25491a 827.33a 766.4 b 31.1 35.0

Anova (P=<0.05) P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.117 P<0.004 P<0.034 P<0.146 P<0.502

C.V.= coeficiente de variacion, Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (LSD P< 0.05).
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En el presente estudio las concentraciones de NaCl en la solucién nutritiva
indujeron un aumento en la concentracion de K en la raiz de plantas de tomate,
esto puede ser debido a que los sistemas de transporte median la relacion Na/K
en células vegetales los cuales corresponden a los sistemas de transporte de alta
y baja afinidad ubicados en el plasmalema y en el tonoplasto (Demidchik et al.,
2002; Zhu, 2002; Zhu, 2003). Sin embargo los canales rectificadores de la
entrada de K (KIR) permiten el suministro de K de alta afinidad en las raices de
las plantas, mientras que los canales rectificadores de la liberacion de K (KOR)
presentes en diferentes especies vegetales, son altamente selectivos para la
liberacion de K en el xilema para transportarlo hacia la parte aérea de las plantas
(Gilliam y Tester, 2005; Kohler et al., 2003), lo que corresponde a lo encontrado
en la concentracion de K en la parte aérea de plantas de tomate sometidas a
estrés salino.

El suministro suplementario de calcio puede disminuir el efecto dafino producido
por NaCl. Esto debido a que el Na compite con el Ca por sitios de enlace en la
membrana, por lo que un aumento en los niveles de Ca puede proteger a la
membrana celular y disminuir los efectos dafinos de la salinidad (Carrasco,
2004). Los resultados obtenidos permiten suponer que el Ca suplementario no
aumenta las concentraciones de Ca en los tejidos vegetales, pero este pudiese
estar manteniendo la integridad de las membranas celulares. Lo que concuerda
con Marschner (2012) donde menciona que el Ca mantiene la estabilidad y la
integridad de la membrana celular.

La concentracion de Mg en la parte aérea y en raiz muestra una diferencia
significativa en las concentraciones de 20 y 60 mM de NaCl y la dosis
suplementaria de Ca y Si, donde la concentracion de Mg disminuye al
suplementar Cay Si en la parte aérea y por el contrario aumenta la concentracion

de este ion en la raiz de plantas sometidas a estrés salino.
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En el presente estudio no se reporta diferencia en la concentracion de Si en la
parte aérea y raiz. Sin embargo algunos estudios han demostrado que la
aplicacion de Si aumenta la tolerancia a la salinidad en plantas (Liang et al 2007,
Bauer et al 2011). Sin embargo el efecto nocivo de la salinidad es suprimido por
la retencion de agua debido a la presencia de Si en las plantas de tomate, lo que
permite un incremento en el crecimiento y la dilucidn en la concentracion de Na
en las plantas (Romero et al., 2006). Ademas se ha reportado que en plantas
tratadas con Si muestras una reduccién de los efectos negativos del déficit hidrico
(Lobato et al., 2009; Silva et al., 2012).
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Conclusiones

En base a los resultados obtenidos se concluye que la adicion suplementaria de
calcio y silicio disminuyen parcialmente el estrés por salinidad en tomate y
aumenta el contenido de proteina soluble y prolina, ademéas de incrementar la
actividad antioxidante de la perdxidasa e intervienen en la disminucion de la
translocacién de sodio hacia la parte aérea de plantas de tomate sometidas a
estrés salino.

Con la aplicacion suplementaria de calcio y silicio recuperan la altura, el peso
seco total y el rendimiento en plantas de tomate en condiciones de salinidad en

agua de riego.
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