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Las plantas son afectadas por gran variedad de factores ambientales
bidticos y abidticos como sequia, agua de mala calidad, salinidad, alcalinidad, o
elementos en concentraciones perjudiciales para la agricultura. La salinidad es
causada por exceso de iones como sodio (Na), calcio (Ca), magnesio (Mg),
cloro (Cl), sulfatos (SO.%) y bicarbonatos (HCOs). Sin embargo el NaCl es la
sal dominante en la naturaleza ocasionando trastornos por estrés ionico y
osmotico presentandose problemas para absorber agua y minerales. La
alcalinidad en el agua es producida por HCO3 vy carbonatos principalmente,
ocasionando aumento de pH de la soluciébn y creando problemas en
crecimiento, calidad y comerciabilidad de las plantas por disminucién de
solubilidad de nutrientes como fosforo (P) y micronutrientes, principalmente
hierro (Fe), el cual induce clorosis en hojas jovenes. Altas concentraciones de
boro (B) ejercen problemas como reduccion de division celular en la raiz,
clorofila en hojas jévenes, contenidos y tasas fotosintéticas, etc. El Ca es un
segundo mensajero participando en respuestas ante casi todo tipo de estrés
tanto bidtico como abidtico en plantas, el potasio (K) es de especial importancia
por sus funciones ante el estrés principalmente salino, manteniendo la
homeostasis de la planta. El tomate es una de las hortalizas mas importantes a
nivel mundial principalmente por la produccion en invernadero. El presente
estudio se realizO para evaluar la respuesta del tomate expuesta a estrés
simultdneo causado por salinidad, alcalinidad y alta concentracion de B en el
agua de riego y aplicacion suplementaria de K y Ca. Plantas inducidas a
multiestrés mostraron una reduccion de la biomasa en la parte aérea, raiz y

total en comparacion en las plantas control, sin embargo el efecto negativo fue
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aminorado al suplementar Ca y K en la solucién nutritiva. Se observé mayor
contenido de clorofila en plantas estresadas, debido probablemente a una
reduccion de la expansion de la hoja, la actividad de la catalasa y el contenido
relativo de agua se redujeron en las plantas estresadas. El contenido total de
nitrogeno y K fue reducido en plantas regadas con agua de mala calidad, sin
embargo fue regenerada parcialmente cuando se adicionaron el Ca y K en la
solucion nutritiva. El contenido de B y Na fue mayor en plantas inducidas a
multiéstres y la aplicacion adicional de Ca y K no redujo la concentracion de
dichos elementos. La concentracion de P, Ca y Mg aumenté en plantas
regadas con agua de mala calidad independientemente de la concentracion de
Ca y K en la solucion nutritiva pero no fueron significativamente diferentes con

el contenido detectado en plantas control.



ABSTRACT
RESPONSES OF TOMATO (Solanum lycopersicum L.) YOUNG PLANTS TO
MULTISTRESS AS AFFECTED BY SUPPLEMENTARY APPLICATION

OF CALCIUM AND POTASSIUM

BY

ROBERTO CAPULA RODRIGUEZ

MASTER OF SCIENCE IN HORTICULTURE

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIAN ANTONIO NARRO

Saltillo, Coahuila. September 2014

Dr. Luis Alonso Valdez Aguilar -Advisor-

Keywords: Salinity; alkalinity; boron; stress; Soilless-culture; Plant nutrition.
Plants are affected by numerous biotic and abiotic environmental factors
such as drought, poor quality of irrigation water, salinity, alkalinity, and/or toxic
concentrations of elements. Salinity is caused by an excess of ions such as
sodium (Na), calcium (Ca), magnesium (Mg), chloride (Cl), sulphate (SO,%*) and
bicarbonate (HCO3). However, NaCl is the most dominant salt in nature causing
ionic and osmotic stress as well as reduction in water and mineral uptake by

plants. Alkalinity in water is produced mainly by HCO3 and carbonates, bringing
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about an increase in solution pH, reduction in growth and marketability of plants
due to the decreased solubility of nutrients such as phosphorus (P) and
micronutrients, mainly iron (Fe), that induce chlorosis in young leaves. High
concentrations of B reduce cell division in roots and chlorophyll y young leaves,
as well as decreased photosynthesis rate. Calcium is a secondary messenger
that participates in plant responses to all kind of biotic and abiotic stress,
whereas potassium (K) is important due to its role in salinity stress and
maintenance of homeostasis in plants. Tomato is the most important
greenhouse vegetable grown worldwide. The present study was conducted in
order to assess the response of young tomato plants to the simultaneous stress
caused by high salinity, alkalinity and B concentration in irrigation water when
supplementary Ca and K was added in the nutrient solution. Simultaneous
stress caused biomass reduction in shoots and roots, however, the deleterious
effect was reduced when stressed plants were supplemented with higher
concentrations of Ca and K. Stressed plants exhibited increased chlorophyll
concentration, probably due to a reduction in leaf expansion, and reduced
catalase and relative water content. Total nitrogen and K was reduced in
stressed plants, however, it was restored when supplemented with higher Ca
and K in the nutrient solution. Boron and Na content was higher in stressed
plants, however, supplementary Ca and K were unable to ameliorate this
response. Phosphorus, Ca and Mg concentration was increased when plants
were irrigated with solutions high in salinity, alkalinity and B, but were not

significantly different from that of control plants.
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INTRODUCCION

El tomate es uno de los cultivos horticolas mas importantes en todo el mundo
(Flores et al., 2010). La superficie cultivada viene aumentado alrededor de un
25 % durante los ultimos 10 afios y la produccion en invernadero se ha
convertido economicamente importante (He et al., 2007; FAO, 2009).

Las plantas se ven afectadas de forma continua por una variedad de factores
ambientales tanto bidticos como abioticos, en especial por sequia o el agua de
mala calidad asi como un alto contenido de sal, alcalinidad o presencia de
elementos fuera del limite de tolerancia para la agricultura. El crecimiento rapido
de la poblaciéon o la migracion, aumenta problemas de escasez de agua y
desertificacién y produce nuevas amenazas a los ecosistemas y la estabilidad
econdmica de los paises. La salinidad es causada por acumulacién excesiva de
iones como Na, Ca, Mg, Cl, SO42- y HCO3-. Los trastornos se presentan
mediante la imposicion de una tension tanto iénica como osmotica (Castillo et
al., 2007). La presion osmoética en la solucion del suelo excede la presion
osmotica en las células vegetales y reduce la capacidad de las plantas para
absorber agua y minerales como K y Ca (Glenn et al., 1997; Munns et al.,
2006). El NaCl es la sal dominante en la naturaleza. Las células vegetales
utilizan una mayor presion osmotica para absorber agua y minerales esenciales

en las células de la raiz de la solucién del suelo.



La alcalinidad del agua también se considera un parametro critico de calidad
debido a su efecto directo en el aumento de pH de la solucion y sus efectos
directos e indirectos sobre el crecimiento de las plantas, la calidad y
comerciabilidad. Algunas consecuencias de la alta alcalinidad y el pH resultante
son la disminucion de la solubilidad de nutrientes, asi como la formacion de
compuestos insolubles de P y micronutrientes, (principalmente Fe y Zn),
necesarios para la nutricién de la planta. Las respuestas mas evidentes de las
plantas a la alta alcalinidad son una clorosis en las hojas mas jévenes y un
retraso del crecimiento (Lucena, 2000; Pearce et al., 1999), el Zn, cobre (Cu),
molibdeno (Mo) también son menos solubles en pH alto inducido por alcalinidad
(Barber, 1995). La concentraciéon perjudicial del HCO3- reportado varia entre 4
a 20 mM. Se ha informado la tolerancia de algunos cultivares como girasol a
HCO3- (Alcantara et al., 1988).

El exceso de B ejerce diferentes efectos tales como: reduccion de la division
celular en raiz, menor contenido de clorofila en hojas inferiores, menor tasa
fotosintética, disminucion de los niveles de lignina y suberina, entre otros (Nable
et al., 1997; Reid, 2007). Aunque la base fisioldgica para la toxicidad de B no
esta clara, se han propuesto tres causas principales teniendo en cuenta sus
caracteristicas quimicas: (1) una alteracion de la estructura de la pared celular;
(2) la interrupcion metabdlica mediante la union a la ribosa a restos de
moléculas tales como trifosfato de adenosina (ATP), nicotinamida adenina
dinucleotido (NADH) o la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH);
(3) la interrupcion de la division celular y el desarrollo mediante la union a la

ribosa, ya sea como el azucar libre o dentro de ARN (Reid et al., 2004).



El Ca participa en respuestas al estrés por sus caracteristicas fisicas y quimicas
Gnicas; es un segundo mensajero involucrado en la transduccion de la sefiales
de casi todos los tipos de estrés tanto abidticos como bidticos en plantas. Las
plantas cuentan con proteinas sensores de Ca como: proteinas detonador que
se activan mediante formacion de complejos de Ca para afectar otras proteinas
de la via de sefalizacion, las proteinas de amortiguamiento se une a una
elevada concentracion de Ca para la disminucion del nivel de Ca libre (White y
Broadley, 2003).

El K es el segundo nutriente mas abundante en la planta después del N.
Elemento de especial importancia en el metabolismo, desarrollo y adaptacion a
estrés para las plantas ya que tiene varias funciones como la
compartimentacion de nutrientes en células o tejidos. Una de las principales
funciones es la activacion de enzimas, estabilizacion de sintesis de proteinas,
neutralizacion de la carga negativa de proteinas y el mantenimiento de la
homeostasis citoplasmatica del pH (Marschner, 1995). Participa como un
cofactor en el citosol activando mas de 50 enzimas, las cuales son muy
susceptibles a una alta concentracion citosoélica de Na. Por lo tanto, aparte de
una baja concentracion citosélica de Na, un mantenimiento citosdlico bajo de la
relacion Na/K es fundamental para el buen funcionamiento de las células (Rubio
et al.,, 1995; Zhu et al., 1998). Esto representa mecanismos de tolerancia al
estrés salino. Por todo lo mencionado anteriormente, se planteo la siguiente
hipotesis y objetivos para la presente investigacion en el cultivo de tomate

(Solanum lycopersicum L.).



OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la aplicacion suplementaria de Ca y K a la tolerancia de
multiestrés ocasionada por salinidad, alcalinidad y B en el agua de riego en

plantas jévenes de tomate (Solanum lycopersicum L.).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto de la aplicacion suplementaria de Ca y K en plantas

sometidas a multiestrés sobre el estado nutrimental del tomate.

HIPOTESIS

La aplicacién de Ca y K suplementario en la solucién nutritiva permite elevar la

tolerancia a altos niveles de salinidad, alcalinidad y B mediante un aumento en

las respuestas ante el estrés por la planta.



REVISION DE LITERATURA
Estrés

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). El estrés ambiental no solo
tiene impacto en los cultivos actuales, también son importantes barreras para
introduccidon de plantas en areas que actualmente no estan siendo utilizadas
para la agricultura. El estrés asociado con temperatura, salinidad y sequia en
combinacion o solo, tiende a aumentar la gravedad de los problemas a los que
las plantas seran expuestos en las proximas décadas (Duncan, 2000; Cherry et
al., 2000).

El concepto de estrés en plantas se extendid mediante la inclusion de la etapa
de regeneracion, cuando los factores de estrés se retiran y por la diferenciacion
entre eu-estrés y dis-estrés. Eu-estrés es una activacion, el estimulo del estrés
y un elemento positivo para el desarrollo de la planta, mientras que dis-estrés
es un estrés grave que afecta negativamente a la planta y causa dafios. "Un
estrés leve puede activar el metabolismo celular, aumentar la actividad

fisiolégica de una planta y no causar ningun efecto perjudicial incluso a una



larga duracion. Ese estimulo de estrés leve es favorable para la planta
(Lichtenthaler, 1996).

Las respuestas metabdlicas, anatomicas y morfolégicas al estrés son algunos
de los procesos primarios de micro evolucion por seleccion natural. Una de las
principales fuerzas que da forma a la estructura y funcion de las plantas es el
estrés ambiental. La importancia de las respuestas de adaptacion al estrés
ambiental se destaca por los humerosos casos de evolucion convergente en las
plantas. Las similitudes en forma y funcion entre plantas filogenéticamente no
relacionados son a menudo una consecuencia de la coevolucion impulsado

ambientalmente (Nilsen y Orcutt, 1996).

Tipos de estrés

Muchos de los factores ambientales que fluctian estan asociados intimamente
con los procesos metabdlicos. La variacion de luz que suministra energia para
fotosintesis tiene efectos inmediatos sobre el metabolismo mientras que el
déficit de agua disminuye la conductancia estomatica y por lo tanto limita el
suministro de diéxido de carbono y cambia el balance entre la fotosintesis y la
fotorrespiracion. La fuente (nitrato vs amonio) y concentracién de nitrégeno
influye en la ubicacion (raiz o tallo) y la tasa de asimilaciébn de nitrdgeno en
aminoacidos y por lo tanto requiere de un equilibrio dinamico entre la
fotosintesis, la reparticion de carbono y la asimilacion de nitrégeno (Smirnoff,
1995).

Otros factores de estrés son:

Estrés ambiental:



Estrés hidrico.

Bajas temperaturas.

Alta o baja irradiacion.

Alta o baja radiacion ultravioleta (UV).
Salinidad.

Deficiencia nutrimental.

Metales pesados.

Estrés fisioldgico:

Estrés hormonal (ABA, fitocromo, etileno, AG, etc.).
Cambios en estructuras celulares (estomas, cloroplastos, mitocondrias,
etc.)

Respuestas estomaticas.

Tasas de asimilacion de CO2.

Tasas de fotorrespiracion.

Estrés bioquimico:

Estrés por factores abioticos.
Acumulacion de metabolitos nitrogenados.
Sintesis de polioles.

Absorcién y compartimentacion de iones.
Cambios en la permeabilidad del agua.
Estrés por factores bioticos.

Genes de resistencia.

Resistencia sistémica adquirida (SAR)

Resistencia sistémica inducida (RSI)



Choque oxidativo.

Plantas transgénicas con mayor resistencia al estrés oxidativo.
Bases transgeénicas resistentes a oxidacion.

Aumento de resistencia fenotipica a estrés oxidativo.

(Basurto et al., 2008).

Alcalinidad

Se define como la capacidad del agua para aceptar iones de H+ (protones). La
alcalinidad es importante en la calidad del agua. El agua altamente alcalina
tiene generalmente valores elevados de pH y altos niveles de solidos disueltos,
generalmente las especies basicas responsables de la alcalinidad del agua son
el ion HCO3-, el ibn CO32- y el ion hidréxido. Otras especies que contribuyen a
la alcalinidad, aunque en menor grado son el amoniaco y las bases conjugadas
de los acidos fosforico, silicico, borico y los acidos organicos. A valores de pH
inferiores a 7 [H+] en el agua disminuye significativamente la alcalinidad
(Manahan, 2007). La alcalinidad produce una capacidad tampén en una
solucién acuosa provocando un aumento de pH por la neutralizacion de H+ por
HCO3- y CO32-. La forma de carbonato predominante en suelos esta
determinada por el pH del suelo (Whipker, 1996).

Un alto contenido de humedad o encharcamiento también reduce la difusion del
CO2 (Vapaavuory y Pelkonen, 1985). La lenta difusion del CO2 puede elevar la
alcalinidad entre 1 a 4 mM (Takkar et al., 1987) o hasta 10 mM si el suelo es
calcareo y rico en materia organica (McCray y Matocha, 1992). En el suelo la

alcalinidad ocasiona problemas fisicos y quimicos, como problemas quimicos
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se encuentran la reduccién de la disponibilidad de P, K y la mayoria de
micronutrientes como el Fe que es el mas frecuente en suelos de este tipo.

El anion OH- contribuye en la alcalinidad del agua uUnicamente si el pH es
superior a 11. Con pH normal los HCO3- y CO32- suelen ser los agentes
causantes de la alcalinidad y en conjunto con H2CO3 y CO2 se conoce como
el sistema de carbonato (Lindsay, 1979). El sistema de carbonato es un tampoén
ya que puede donar y aceptar H+, ayudando a resistir los cambios bruscos en
el pH. La alta alcalinidad en el agua puede ser perjudicial, sin embargo cero
alcalinidad no es muy recomendable debido a su capacidad tampdn que evita

cambios de pH repentinos en la solucién de medio de cultivo.

Efectos de alcalinidad en plantas

Algunas plantas poseen un estrecho margen de tolerancia a la alcalinidad que
influye en la disponibilidad de nutrientes inorganicos importantes para el
crecimiento, alta alcalinidad ocasiona disminucion de la solubilidad de nutrientes
como la precipitacion del P y micronutrientes principalmente Fe, Zn, Mn y Cu
dificultando la nutricién de las plantas (Raven et al., 1992). La respuesta mas
evidente es clorosis en las hojas jovenes y retraso de crecimiento (Lucena,
2000; Pearce et al., 1999), una disminucién en la concentraciéon de nutrientes
puede ser causada por el efecto inhibidor de HCO3- en los procesos
metabalicos (Bialczyk y Lechowsky, 1992; Bialczyk et al., 1994;) y un aumento
en flujo de salida neto de nutrientes (Alhendawi et al., 1997).

El rango de concentracion perjudicial del HCOS3- reportado varia entre 4 a 20

mM. El cultivo de girasol es reportado como tolerante a HCO3- (Alcantara et al.,
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1988). Disminucion del crecimiento se atribuye a una baja tasa fotosintética en
hojas cloréticas inducidas por HCO3- . A menor tasa fotosintética provoca
menor sintesis de la clorofila debido a la baja translocacion de Fe (Bavaresco et
al., 1999) o a la menor solubilidad de Fe en el suelo o solucion del medio de
crecimiento. La inhibicion del crecimiento de la raiz es uno de los efectos mas
tempranos detectados visualmente ocasionado por HCO3- como se observa en

la remolacha azucarera (Campbell y Nishio, 2000).

Salinidad

Es causada por acumulacién excesiva de iones como Na, Ca, Mg, Cl, SO42-y
HCO3-. (Grattan y Grieve, 1999). Afecta el crecimiento de las plantas por
imposicion de estrés osmotico y i6nico (Castillo et al., 2007). Altas
concentraciones de NaCl modifican el equilibrio osmotico y el resultado es una
"sequia fisiolégica", por lo tanto, la disminucion de la absorcién de agua de la
planta y la apertura de los estomas provocando la inhibicion de la transpiracion
(Munns y Tester, 2008).

La salinidad reduce crecimiento del cultivo y el rendimiento de diferentes
maneras. Bajo estrés por salinidad la presién osmotica en la solucion del suelo
excede la presidbn osmotica en las células vegetales debido a la presencia de
alta concentracion de sal por lo tanto, reduce la capacidad de las plantas para
absorber agua y minerales como el K y Ca (Glenn et al., 1997; Munns et al.,
2006). Por otra parte los iones Na y Cl pueden entrar en las células y tienen
efectos toxicos directos sobre las membranas celulares asi como en las

actividades metabolicas en el citosol (Greenway y Munns, 1980; Hasegawa et
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al., 2000; Zhu, 2000). Estos efectos primarios del estrés por salinidad causan
efectos secundarios como reduccion de la expansion celular, asimilar la
produccion y la funciébn de la membrana asi como una disminucion del
metabolismo citosolico y la produccion de especies reactivos del oxigeno
(Ross). El ion Na es muy perjudicial para la mayoria de las células vegetales
cuando esta presente en el citosol en concentraciones superiores a 10 mM.

(Tester y Davenport, 2003).

Salinidad en plantas

Los mecanismos contra salinidad incluyen la absorcién reducida y secuestro en
el citosol de los iones toxicos (Na y Cl) ya sea en el apoplasto o en la vacuola.
(Tester y Davenport., 2003; Fukuda et al., 1998). La concentracion citosélica de
Na también puede ser compartimentado en algunos otros organulos
subcelulares como el reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi (Jou et al.,
2006).

Para contrarrestar el estrés osmotico impuesta por alta salinidad las plantas
necesitan sintetizar solutos organicos compatibles como prolina, glicina betaina,
la trehalosa, sorbitol, manitol, sacarosa y pinitol en el citosol (Taiz y Zeiger,

2006; Zhang et al., 2004; Bohnert y Jensen, 1996; Liang et al., 2009).

Toxicidad por boro
Altas concentraciones de B pueden ocurrir de forma natural en el suelo o en el
agua subterranea o ser afadido al suelo de la mineria, fertilizantes, agua de

riego (Nable et al., 1997). En la evaluacion de la toxicidad potencial del agua de
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riego cargados de B deben tenerse en cuenta las caracteristicas fisicas y
quimicas del suelo (Goldberg, 1993), la capacidad de adsorcién de un suelo
debido a que es crucial para determinar la cantidad de B en la solucién. Un
suelo con alta adsorcion es mas probable que mantenga la solucion del suelo
con menor cantidad de B que un suelo con baja capacidad de adsorcién, aun y
cuando ambos suelos se riegan con la misma agua que contiene B (Nable et
al., 1997). Los sitios de adsorcion del suelo actan como una piscina para el By
amortigua su exceso en la solucion del suelo (Keren y Bingham, 1985). Agua
con altos niveles de B se puede utilizar para el riego de cultivos sensibles en
suelos que muestran alta afinidad de adsorcidbn debido a que grandes
cantidades de B en el agua de riego seran adsorbidos por el suelo. Keren y
Bingham (1985) sugieren concentraciones seguras de B en el agua de riego de
0.3 mg B/L-1 para plantas sensibles como aguacate (Persea americana),
manzana (Malus domestica) y frijol (Phaseolus vulgaris), 1- 2 mg B/L-1 para
plantas semi tolerantes; avena (Avena sativa), maiz (Zea mays), papa (Solanum
tuberosum) y 2-4 mg B/L-1 para plantas tolerantes como zanahoria (Daucus
carota), alfalfa (Medicago sativum) y la remolacha azucarera (Beta vulgaris).

El B se mueve pasivamente de las raices con la transpiracion acumulandose
primero en hojas maduras (Brown et al., 1999). Aunque la base fisiologica para
la toxicidad de B no esta claro, tres causas principales han sido la hipotesis
teniendo en cuenta la quimica del B: (1) una alteracion de la estructura de la
pared celular; (2) la interrupcion metabdlica mediante la unién a la ribosa a
restos de moléculas tales como trifosfato de adenosina (ATP), nicotinamida

adenina dinucledtido (NADH) o la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
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(NADPH); (3) la interrupcion de la division celular y el desarrollo mediante la
unién a la ribosa ya sea como el azucar libre o dentro de ARN (Reid et al.,
2004).La compartimentacion subcelular de B sigue siendo un tema de
controversia pero es inequivocamente claro que B esta presente en todos los
compartimentos subcelulares (apoplasto, pared celular, citosol y la vacuola)

(Dannel et al., 2002)

Tolerancia a la toxicidad por boro

Desde hace mucho tiempo se ha sabido que la tolerancia B esta relacionado
con la capacidad de restringir la acumulacién de B en raices y brotes (Reid,
2007). De acuerdo a esto para evitar problemas con la toxicidad de B la
actividad del transportador de acido borico debe estar estrechamente regulada
para mantener la tasa de transporte radial de B en un intervalo aceptable
independientemente de la concentracion de B del suelo (Takano et al., 2008).

La salinidad puede reducir o aumentar los efectos téxicos del B, la reduccion
puede ocurrir por la disminucion de la evapotranspiracion inducida por salinidad
o cambios en el pH del suelo que afectan la especiacién del B B(OH)3 vs
B(OH)4 y los procesos de adsorcion del suelo que afecta el B absorbido por las
plantas (Goldberg et al., 2000). Un adecuado suministro de Ca mantiene la
integridad y selectividad de la membrana celular mejorando los efectos
negativos de una alta salinidad y la formacion de complejos apoplasticos de B-
Ca podrian inducir tolerancia a concentraciones toxicas de B (Bastias et al.,
2010). Se ha informado que la salinidad podria interactuar con la toxicidad de B

a través de un efecto combinado sobre el B y la absorcion de agua (Wimmer et
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al., 2003). Se ha sugerido que en plantas tratadas con B y NaCl ocurre control
de la homeostasis que regula la absorcion de agua de la raiz y el intercambio
de los estomas y que depende de la funcionalidad de las acuaporinas (Bastias
et al., 2004; Martinez-Ballesta et al., 2008).

Calcio en las plantas
Desempefia importante papel estructural en la produccion de tejidos y permite
crecer mejor (Marschner, 1995; White y Broadley, 2003). El calcio aumenta la
resistencia de los tejidos vegetales en distintas condiciones de estrés
incluyendo estreses bidticos y abibticos (Sanders et al., 1999). Ademas de
estos roles fundamentales el Ca ha sido reconocida como una molécula
mensajera secundaria importante bajo diferentes tensiones incluyendo estrés
por salinidad. En las células vegetales la concentracion citosolica normal de Ca
se mantiene en niveles de 10 a 200 nM, mientras que la concentracion de Ca
en la pared celular, vacuola, reticulo endoplasmatico y mitocondrias es 1 a 10
mM (Reddy, 2001; Rudd y Franklin, 2001; Reddy y Reddy, 2004).
La concentracién citosolica de Ca puede ser elevada por un factor de 10 o 20
rapidamente (en segundos) tras la deteccion de estrés mediante el uso de
grandes potenciales electroquimicos ya sea en el plasma o las membranas de
organulos (Sanders et al., 1999).
La aplicacion de Ca complementario se ha mostrado que mejora de manera
significativa los efectos negativos de la salinidad sobre el crecimiento de la
planta y el rendimiento de fruta (Navarro et al., 2000; Silva et al., 2007). El Ca
aumenta la selectividad y transporte de K en la relacion K/Na durante el estrés

por NaCl aumentando la selectividad en los sistemas de transporte de la raiz.
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Potasio en las plantas

El ion K es el catibn monovalente esencial mas abundante en las células,
necesita ser mantenido en rangos entre 100 a 200 mM en el citosol para el
funcionamiento metabdlico eficiente (Tester y Davenport, 2003). Como un
cofactor en el citosol, el K activa mas de 50 enzimas que son muy susceptibles
a la alta concentracion citosoélica de Na. Aparte de baja concentracion citosolica
de Na, el mantenimiento citosolico bajo de la relacion Na/K también es
fundamental para la funcion de las células (Rubio et al., 1995; Zhu et al., 1998),
esto representa mecanismos de tolerancia al estrés salino.

El K es el segundo nutriente mas abundante después del N y puede llegar a
representar un 4 % a 8 % en peso seco de las plantas, es un elemento de
especial importancia en el metabolismo, desarrollo y adaptacion a estrés para
las plantas ya que tiene varias funciones como la compartimentacion de
nutrientes en células o tejidos. Una de las principales funciones es la activacion
de enzimas, estabilizacién de sintesis de proteinas, neutralizacién de la carga
negativa de proteinas y el mantenimiento de la homeostasis citoplasmética del
pH (Marschner, 1995).

Las dos grandes reservas de K en las células vegetales estan en la vacuola y
en el citosol. Las concentraciones citosélicas de K se mantienen a un nivel
constante de 100 mM y no difieren entre las células de la raiz y de la hoja, el
contenido vacuolar de K puede variar dramaticamente entre diferentes tipos de
células que van de 120 mM en las vacuolas celulares de raiz (Walker et al.,
1996) a 230 mM en mesofilo de vacuolas celulares. El K es esencial actuando

como un cofactor en varias enzimas clave de diferentes vias metabdlicas
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(Marschner, 1995; White y Karley, 2010). El K puede no ser metabolizado y
siempre permanece en su forma elemental o i6nico en las células vegetales
para ejecutar sus funciones fisioldgicas (Clarkson y Hanson, 1980). Por lo tanto,
la eficiencia de utilizacion de K principalmente depende de su absorcion desde
el entorno y/o translocacion en las plantas. Es bien sabido que la absorcion y
translocacion estan mediados principalmente por transportadores o canales de

K.
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Cultivated plants are affected by several stressing factors existent in
irrigation water that are more deleterious when interact simultaneously.
The objective of the present study was to determine whether
supplementary Ca and K ameliorate the response of tomato young plants

to a combination of stressful conditions in irrigation water of poor quality:
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alkalinity, salinity and excess B. Plants irrigated with poor quality water
showed reduced shoot, root and total dry weight, nonetheless, biomass
accumulation was partially restored when receiving a supplementary
concentration of Ca and K. Total content of N and K, and catalase
activity, were reduced in stressed plants, however, N and K content were
partially restored in stressed plants when supplemented with higher Ca
and K. Stressed plants supplemented with higher Ca and K showed a
slight increase in the total content of P, Ca and Mg compared to that of

control plants.

Key Words: multistress, nutrient solutions, nutrient status, soilless-

culture, water quality

INTRODUCTION
Cultivated plants are continuously affected by biotic and/or abiotic
environmental factors that hamper agricultural production. Among other
parameters, irrigation water of poor quality may contain a high
concentration of salts, alkalinity-inducing compounds and/or several ions
that surpass the limits of tolerance by plant species. Worldwide, over 800
million ha are affected by salinity (Munns, 2005) due to a high
concentration of calcium (Ca), magnesium (Mg), sulphate (SO42-) and
bicarbonate (HCO3-), though sodium (Na) and chloride (Cl) are the most
predominant ions. Root cells usually have an osmotic pressure higher

than that of the soil solution, allowing uptake of water and nutrients;
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however, under salinity stress the osmotic pressure of soil solution
exceeds that of root cells, reducing the ability of plants for water and
nutrient acquisition (Glenn et al., 1997; Munns et al., 2006). In addition,
by excessive concentration of a specific ion, salinity has direct effects on
metabolic activities in the cytosol and/or plasmalemma (Greenway and
Munns, 1980; Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2000).

Alkalinity is caused mainly by a high concentration of carbonates
(CO32-) and HCO3-, and it is considered a critical water quality
parameter due to its effect on solution pH and on growth, quality and
marketability of plants (Cartmill et al., 2007). Alkalinity renders insoluble
forms of nutrients such as phosphorus (P), iron (Fe), zinc (Zn) (FAO,
2000) and other micronutrients. Plant responses to high alkalinity, higher
than 4.0 to 7.56 mM HCO3- in ornamental species (Valdez-Aguilar and
Reed, 2007), include chlorosis in young leaves and growth delay
(Lucena, 2000; Pearce et al., 1999).

Irrigation water is also the main contributor of boron (B) excess in soil
(Keles et al., 2004). A high B concentration has been associated with
reduced cell division in roots, lower chlorophyll concentration in mature
leaves, decreased photosynthetic rate, and reduced lignin and suberin
production (Nable et al., 1997; Reid, 2007). Excess B also causes
disruption of cell wall development, binding of B with ATP, NADH and
NADH2, and cell division and development by binding with ribose as a
free sugar or in ribonucleic acid (Reid et al., 2004; Stangoulis and Reid,

2002),
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Calcium is a secondary messenger involved in signal transduction
pathways that triggers adaptive plant responses for a wide variety of
environmental stimuli and stress tolerance, including: salinity, drought,
fungal elicitors, cold, heat, and oxidative stress (Sanders et al., 1999).
Similarly, K contributes in the tolerance of plants to salinity stress by
competing with Na and by maintaining the water status in plants (Munns
and Tester, 2008). Calcium and K play a role in the tolerance to salinity
(Cramer and Lauchli, 1996; Silva et al., 2007), alkalinity (Pestana, 2005;
Gomez-Pérez et al., 2014) and excess B in irrigation water (Siddiqui et
al., 2012). Research on the tolerance brought about by Ca and K has
been performed manipulating experimental conditions to impose usually
one stress-causing factor at a time; however, in actual circumstances,
plants are frequently exposed to several stressing factors occurring
simultaneously. The objective of the present study was to determine if
supplementary Ca and K ameliorate the response of tomato young plants
to a combination of stressful conditions: alkalinity, salinity and excess B,

imposed through irrigation water.

MATERIALS AND METHODS
The experiment was conducted in a greenhouse located at Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro, in Northern México (lat. 25° 2711 N,
long. 101° 0211 W, 1610 m above sea level). Average maximum/minimum
temperature was 34°C/15°C, and maximum and minimum relative

humidity for experiment duration averaged 87 % and 39 %, respectively.
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Average photosynthetically active radiation (PAR) measured at solar
noon was 311 pmol m-2 s-1.

Tomato (Solanum lycopersicum L.) El Cid plants were transplanted (12
Jul. 2013) into 40 L rigid plastic containers (3 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 (v/v), 64 % air filled pore space, 0.25
g cm-3 apparent density].

Experimental units were fertigated with four different nutrient solutions
(Table 1); control nutrient solution was prepared according to Steiner’s
formulation (Ca and K at 7 and 9 meq L-1, respectively) or with
supplementary Ca and K (9 and 12 meq L-1, respectively). Treatment
nutrient solutions contained both Ca and K concentrations plus NaHCO3
—induced alkalinity (5 meq L-1), NaCl-induced salinity (60 meq L-1) and
excess boron (5 mg L-1). The nutrient solutions also contained
macronutrients (meq L-1): 12 NO3-, 1 H2PO4-, 4 Mg, 7 SO42-, and
micronutrients (mg L-1): 3 Fe, 0.4 Zn, 2.6 Mn, 0.5 Cu, and 0.2 Mo.
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 days.
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Table 1 Stress conditions and calcium (Ca) and potassium (K)

concentrations imposed for 30 days to tomato plants.

Treatment Stress Ca K EC pH

meq meq dS

Control (C) C - 7 9 211 6.7
Control plus C+ - 9 12 250 6.5
supplementary Ca (Ca+K)
and K
Stress by alkalinity, ASB 60 meq L™ NaCl 7 9 752 7.2
salinity and excess 5
boron meqL *NaHCOs

5 ppm B

Stress by alkalinity, ASB + 60 meqg L *NaCl 9 12 759 75

salinity and excess (Ca+K) 5

boron plus meqL *NaHCOs
supplementary Ca 5 ppm B
and K

At experiment termination, 30 days after transplanting, all the plants from
each experimental unit were separated into roots, stems and leaves,
washed twice with distilled water, and placed in an oven at 60°C for 72

hours. Dry mass was recorded for each plant part. Relative water content
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(RWC) in young and mature leaves, and photosynthetic pigments
(chlorophyll a and b) concentration and catalase and peroxidase activities
in young leaves of three plants per replication were measured as
described by Gonzalez and Gonzalez-Villar (2001), Jeffrey and
Humphrey (1975), Masia (1998) and Kar and Mishra (1976), respectively.
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
H2S04:HCIO4 and 2 mL of 30 % H202. The digested samples were
analyzed for nitrogen (N) with Micro-Kjeldalh procedure, while P, K, Ca,
magnesium (Mg), Na and B were analyzed with Inductively Coupled
Plasma Emission Spectrometer (ICP-AES, model Liberty, VARIAN, Santa
Clara, CA).

Six replicates of each experimental unit (container with 3 plants) were
distributed in a complete randomized block design. Data were analyzed
using ANOVA (SAS v. 8.0, SAS Institute) and multiple mean comparison

test according to Duncan’s procedure.

RESULTS
Compared to the control, plants irrigated with solutions with high
alkalinity, salinity and B showed a reduction of 53 %, 32 %, and 51 % in
shoot, root and total dry weight (Table 2). Nonetheless, biomass
accumulation was partially restored when stressed plants received a

supplementary concentration of Ca and K in the nutrient solution, as
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shoot, root and total biomass loss was only 28 %, 9 % and 25 %,

respectively (Table 2)

Table 2 Effect of supplementary calcium and potassium (Ca + K) on
growth parameters of tomato 30-day old plants irrigated with nutrient
solutions containing no stress (Control, C) or simultaneous stress caused

by alkalinity, salinity and excess boron (ASB).

Treatment  Shootdryweight Rootdryweight Total dryweigth

g G g
Control (C) 10.9a 1.412 12.3a
C + (CatK) 9.1ab 1.66ab 10.7ab
Stress (ASB) 5.1c 0.96b 6.0c
ASB + (Ca+K) 7.9b 1.29ab 9.2b
Anova <0.001 <0.050 <0.002

Chlorophyll a was increased in stressed plants, probably due a
concentration effect associated with reduced leaf expansion, whereas
catalase activity and RWC of mature leaves were significantly decreased
under stress conditions (Table 3). Supplementary Ca and K did not
modify these responses. Chlorophyll b, peroxidase activity and RWC of

young leaves were unaffected in plants irrigated with poor quality water.
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Table 3 Effect of supplementary calcium and potassium (Ca + K) on

chlorophyll (Chlo) concentration, antioxidant compounds and water status

in tomato 30-day old plants irrigated with nutrient solutions containing no

stress (Control, C) or simultaneous stress caused by alkalinity, salinity

and excess boron (ASB).

Treatme Chlo a

-1

Relativewatercontent

Chl Catalaseactivi Peroxidas Matureleave Young

nt mg g ob ty e activity S leaves
mg UM min~tg™ Units % %
g-1 min-t g-l
Control 1.05b 0.5 5438a 18.0 71.2a 52.4
©) 7
C+ 1.13ab 0.6 5000a 10.4 71.7a 54.2
(Ca+K) 1
Stress 1.40ab 0.9 2750b 17.4 63.0b 54.5
(ASB) 0
ASB + 1.53a 0.7 2188b 20.8 66.0b 56.0
(Ca+K) 5
Anova P=0.050 ns P<0.001 ns P=0.009 ns

Nitrogen and K shoot concentration were unaffected by irrigation with

poor quality water (Table 4), however, total content of those nutrients

were significantly reduced in stressed plants (Table 5). Stressed plants

26



exhibited partially restored total content of N and K when supplemented

with a higher concentration of Ca and K in the nutrient solution (Table 5).

Table 4 Effect of supplementary calcium and potassium (Ca + K) on
nutrient, sodium and chloride concentration in tomato 30-day old plants
irrigated with nutrient solutions containing no stress (Control, C) or

simultaneous stress caused by alkalinity, salinity and excess boron

(ASB).
Treatm N P K Ca Mg B Na Cl
ent
mmol kg™’ mg kg™’
Contro 2664 156b 44 542b 336b 58.3b 928c 43
| (C) 2 6
C+ 2321 284a 50 931a 591a 106.9a 1667¢c 27
(Ca+K) 4 3
Stress 2643 169b 54 763ab 476ab 132.5a 8974b 43
(ASB) 6 1
ASB + 2500 195ab 41 653ab 408ab 131.4a 11450a 40
(Ca+K) 9 9
Anova ns P<0.05 ns P<0.05 P<0.05 P<0.006 P<0.00 ns
1
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Plants irrigated with solutions of high alkalinity, salinity and B showed
increased shoot concentration of B and Na (Table 4), however,
supplementary concentration of Ca and K did not reduced the
concentration of those elements. Nonetheless, in terms of total element
content, B and Na exhibited contrasting response as the former was not
increased under stressful conditions whereas Na was significantly

increased (Table 5).

Table 5 Effect of supplementary calcium and potassium (Ca + K) on
nutrient, sodium and chloride content (mmol plant-1) in tomato 30-day
old plants irrigated with nutrient solutions containing no stress (Control, C)
or simultaneous stress caused by alkalinity, salinity and

excess boron (ASB).

Treatment N P K Ca Mg B Na Cl
Control (C) 31.7a  2.41ab 5.13a 827ab 5.14ab 008 057b 0.1
1

C + (Ca+K) 22.7ab 3.13a 5.2la  10.06a 6.66a 0.11 0.86b 0.
6

Stress (ASB) 12.9¢ 0.96¢ 2.42b 4.06b 256b 007 232b 00
5

ASB + (Ca+K) 219b  1.84bc  3.86ab  6.40ab  3.96ab 011 479a 0.1
0

Anova P<0.001 P<0.03 P<0.007 P=0.05 P=0.05 ns P<0.001 ns

28



In stressed plants there was a decrease in total content of P, Ca and Mg,
however, when plants were supplemented with higher concentration of
Ca and K in the nutrient solution, stressed plants exhibited a slight
decrease in the total content of those nutrients that resulted not
significantly different compared to the content detected in control plants
(Table 5). Chloride shoot concentration (Table 4) and total content (Table

5) was not significantly affected.

DISCUSSION
Tomato has been reported to be sensitive to high NaHCO3-induced
alkalinity (Mohsenian and Roosta, 2014; Mohesenian et al., 2012), NaCl-
induced salinity (Giuffrida et al., 2014) and excess B (Uluisik et al., 2011).
Plant responses observed in the present experiment are in line with the
previous reports as tomato plants exhibited significant reductions in
growth when irrigated with solutions with the combined stress caused by
high alkalinity, salinity and B. Studies imposing individual stress
conditions to tomato plants have reported that B at 4 mg L-1 caused a 38
% reduction in shoot and root dry weight (Kaya et al., 2009), with NaCl at
60 meq L-1 the reduction was, on average, 45 % and 28 %, respectively
(Uluisik et al., 2001) and with 5 meq L-1 NaHCO3 the reduction was of
29 % and 38 % in leaf and root dry weight (Mohsenian et al., 2012).

Nonetheless, in the present study, stressed tomato plants exhibited
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improved growth when supplemented with higher levels of Ca and K,
suggesting that those nutrients impart tolerance not only to an individual
stress factor but also to a combination of multiple stressing factors acting
simultaneously.

The activities of catalase, peroxidase and/or the antioxidant system have
been reported to be enhanced by plants in response to high salinity
(Rasool et al., 2013) and alkalinity (Gomez-Pérez et al., 2014), thus the
decreased catalase activity observed in the present experiment can be
probably ascribed to the toxic effects from the increased shoot B
concentration that resulted when plants were irrigated with excess B in
the nutrient solution. Similar results have been reported in cowpea plants
as, compared to B-sufficient plants, B at 50 mg L-1 was associated with
a reduction in the activities of peroxidase, polyphenol oxidase and other
non-enzymatic antioxidants (Michael and Krishnaswamy, 2012). In the
present experiment we detected that peroxidase activity was unaffected
by the combined stress imposed, suggesting that the components of the
antioxidant system are differentially affected by stress; similar differential
effects have been reported for super oxide dismutase as, in contrast to
other components of the antioxidant system, its activity was enhanced
due to B toxicity (Michael and Krishnaswamy, 2012; Keles et al., 2004). In
the present study, supplementary Ca and K did not increase the activity of
catalase or peroxidase, which is in contrast to reports that demonstrate
the enhancing effect of Ca, as in lisianthus under high alkalinity (Gomez-

Pérez et al., 2014) and chickpea under high salinity (Rasool et al., 2013).
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Growth reduction under saline conditions has been attributed to
decreased water uptake, specific Na and Cl ion toxicity, and impairment
in translocation or uptake of Ca and K (Munns and Tester, 2008). In
addition to reduced growth, high alkalinity has been reported to induce
leaf chlorosis due to the basic pH that results from high concentrations of
HCO3- and carbonates, rendering insoluble forms of Fe and other
micronutrients (Mohsenian et al., 2012). In the present study, leaves of
stressed tomato young plants exhibited no chlorosis as chlorophyll
concentration was not reduced, probably due to the use of micronutrients
in chelated form; as Mg content was markedly decreased under stress
conditions, the observed increase in chlorophyll a in leaves may be the
result of a concentration effect due to the reduced leaf growth or
expansion, as reported for tomato under high alkalinity (Mohsenian et al.,
2012) and salinity (Cuartero and Fernandez-Mufoz, 1999; Maggio et al.,
2007).

Bastias et al. (2010) reported that independent applications of excess B
or supplementary Ca resulted in restored Mg concentration in roots of
NaCl-stressed tomato plants; nonetheless, when excess B and
supplementary Ca were mixed, the interaction resulted in non-restored
Mg concentration. In the present study, Ca and K resulted in increased
chlorophyll a concentration in stressed plants, which was associated to
the enhanced content of Mg. The contrast between our results and those
reported by Bastias et al. (2010) may have been due to the different

concentrations utilized (150 meq L-1 NaCl and 20 mg L-1 B), or to an
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enhanced uptake of Mg when alkalinity is high, as reported by Marschner
(1995).

Excess B (3.3 and 33 mg L-1) has been reported to increase RWC in
leaves of Brassica seedlings, however, an increase in proline synthesis
and other water status parameters suggest that excess B caused water
stress (Pandey, 2013). Our results are in contrast with the previous
report; however, water stress was confirmed by the reduction in RWC,
which may also be a response to the high salinity imposed (Cuartero and
Fernandez-Mufioz, 1999).

In the present study, stressed plants exhibited enhanced Na and B shoot
concentration, whereas plants supplemented with higher Ca and K
concentration in the nutrient solution showed higher concentration of Ca
and unaffected K. Shoot N and P concentration and/or content were
restored in stressed plants that received supplementary Ca and K,
suggesting that nutrient uptake was restored, probably due to the
maintenance of membrane integrity and selectivity under stressful
conditions such as salinity, as it has been attributed to the supplementary
Ca or levels of B assessed in the present study (Bastias et al., 2010;
Silva et al., 2007). The higher P concentrations observed in stressed
plants supplemented with Ca and K may have also played a role in the
tolerance to excess B, as reported in tomato (Kaya et al., 2009).

In summary, the reduced growth experimented by stressed tomato plants
was associated with: 1) a partial impairment in the antioxidant system as

suggested by the reduction in catalase activity, 2) an impairment in water
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relations as suggested by the reduced RWC, 3) affected nutrient
acquisition as demonstrated by the decrease in N, P, K, Ca and Mg
content, 4) specific toxicity due to the increase in shoot Na, concentration
and total content, and B concentration. However, plants stressed
simultaneously with high alkalinity, high salinity and excess B exhibited
improved growth when supplemented with higher concentrations of Ca
and K, which was associated with: 1) enhanced P concentration, 2)
maintenance of chlorophyll a concentration, and 3) partially restored N, P,

K, Ca, and Mg uptake.
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CONCLUSIONES GENERALES

Las plantas mostraron mejor crecimiento cuando se aplica Ca y K
complementario en la solucion nutritiva.
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por alta concentracion de B. La a actividad de la peroxidasa fue afectado por el
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El contenido de N y P fue mayor restaurdndose en plantas estresadas que
recibieron Ca y K suplementario probablemente debido al mantenimiento de la

integridad y selectividad de la membrana.
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