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RESUMEN

El andlisis de pigmentos fotosintéticos reveld que su concentracion no se modifi-
ca significativamente en funcién de la deficiencia de calcio, pero si segin la edad
fistoldgica de las hojas. De las relaciones clovofila a/b y Carotenoides/Clorofila total
se deduce que no existen variaciones significativas en la estequiometria de los pig-
mentos en funcién de la concentracién de calcio utilizada para el cultivo o de la edad
fisiolbgica. excepto en el caso de las hojas jévenes de plantas deficientes.

Por medio de la fluorescencia de clorofila se ha podido deducir que la eficacia
potencial de] fotosistema II de las plantas deficientes en calcio es menor conforme
disminuye la concentracién de calcio en la solucidon nutritiva. Este ligero descenso
s6lo puede detectarse entre las plantas control y las mds deficientes. Sin cmbargo, este
descenso de la eficiencia intrinseca del fotosistema II no es concomitante ni con el de
calcio foliar. ni con el de clorofilas.

Palabras clave: Carotenoides. Clorofila, Fluorescencia de clorofila, Lycopersicon
esculentum Mill. Nutricién vegetal.

SUMMARY
CHARACTERIZATION OF CALCIUM DEFICIENCY IN TOMATO PLANTS BY
USING PHYSIOLOGICAL PARAMETERS

The analysis of photosynthetic pigments showed that their concentrations were
significantly modified according to the physiological age of the leaves, but not by cal-
cium deficiency. The values of the ratios chlorophyll a/b and Carotenoids/Total Chlo-
rophyll indicated that the pigments stoichiometry, except for the youngest leaves from
calcium deficient plants: do not vary as a function of calcium treatment or leaf physio-
logical age.

By means of chlorophyll fluorescence, it has been deduced that the potential effi-
ciency of photosystem Il in calcium deficient plants was lower as calcium concentra-
tion in the nutritive solution decreases. This slight decrease can only be detected bet-
ween control and severely deficient plants. However, this inhibition of the intrinsic
efficiency ol photosystem Il is not concomnitant either with the decrease of calcium in
the leaves or with the diminution of chlorophylls.

Key words: Carotenoids. Chlorophyll, Chlorophyll fluorescence, Lycopersicon escu-
lentum Mill. Plant nutrition.
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introduccion

El calcio tiene un papel importante en el
metabolismo vegetal. Su presencia es esen-
cial para el crecimiento en densidad y longi-
tud de los pelos radiculares, los cuales son
de vital importancia para la absorcion de
nutrientes (JAUNIN y HOFER, 1988). Ademas,
el calcio forma parte de las estructuras celu-
lares como estabilizador de la pared celular
y de la membrana plasmatica. Es necesario
en los procesos de division y elongacién
celulares, en la polimerizacién de proteinas,
y como regulador enzimatico. Un buen
nimero de evidencias demuestran que el
calcio actda como transductor de sefiales
(ROBERTS v HArRMON, 1992), tanto en la
expresién de genes especificos, como en la
sintesis de nuevas proteinas (FUNKHOUSER ef
al., 1993). En este sentido, el papel del cal-
cio en las células vegetales estd adquiriendo
gran relevancia puesto que es el dnico ele-
mento conocido que actia como mensajero
en los tejidos vegetales. Durante los dltimos
afios, se han descubierto cambios en las
rutas de proteinas, como calmodulina y
similares, a causa de sefiales externas y se
han caracterizado, a escala bioquimica
y molecular, canales de Ca>* y quinasas
dependientes de Ca2+. Estos estudios han
permitido la elucidacion de las acciones
clave de Ca2+ que cubren desde el control
del transporte i6nico hasta la expresion
génica de proteinas. El desarrollo de] siste-
ma homeostdtico de Ca?+ es antiguo en tér-
minos evolutivos y probablemente refleja
una necesidad biol6gica para mantener baja
la concentracion de este elemento en un
entorno citosolico rico en fosfato (GILROY ef
al., 1993). Sin embargo, este homeostato es
un sistema complejo capaz de regular la
funcién celular a través de fluctuaciones
controladas por Ca2+ en el interior de la
célula vegetal (PoovaiaH, 1993). Ciertos
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estimulos externos son capaces de inducir
cambios en la concentracién celular de
Ca’*, modificando las propiedades espacia-
les y temporales de la célula vegetal. La
regulacién localizada de Ca2+, junto con las
modificaciones sobre la actividad de otros
intermediarios celulares. puede explicar las
amplias y especificas respuestas molecula-
res promovidas por cambios sutiles en la
concentracién de Ca2+ (BusH, 1993).

La deficiencia de calcio modifica el pro-
ceso fotosintético disminuyendo la eficacia
de la carboxilacidn, y, por tanto, de la capa-
cidad fotosintética global, lo que provoca
reducciones en la produccién de biomasa de
las plantas afectadas (ATKINSON ef al.,
1989). El fotosistema II (PSII) es un com-
plejo de varias subunidades (pigmentos y
proteinas) que estd embebido en la membra-
na tilacoidal de plantas superiores, algas y
cianobacterias que usa la energia solar para
catalizar una serie de reacciones de transfe-
rencia de electrones dando como resultado
la division del agua en oxigeno molecular.
protones y electrones (HANKAMER ef al.,
1997). Por tanto, la funcion del PS II con-
siste en oxidar el agua y reducir la plasto-
quinona (PQ) y, ademds, el PS II genera un
eradiente de pH a través de la membrana
tilacoidal produciendo y consumiendo pro-
tones en lados opuestos de la membrana. EJ
Ca2+, al formar parte del complejo de oxida-
cién del agua del PS 11, es fundamental para
el normal funcionamiento de los centros de
reaccién y, por Jo tanto, para que el rendi-
miento de desprendimiento de oxigeno sea
alto (GHANOTAKIS y YocuMm, 1990). Algunos
estudios sugieren que la proteina de 33 kDa
del PS 1I puede estar involucrada en la
union de manganeso y calcio al sitio activo
de este fotosistema. En este sentido, mutan-
tes carentes de la proteina de 33 kDa no
pueden crecer a bajas concentraciones de
calcio (PHILBRICK et al., 1991) y esto, unido
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a la observacion de que la secuencia de ami-
nodcidos de esta proteina contiene dominios
que unen calcio (COLEMAN y GOVINDIEE,
1987; WALES et al.. 1989) y que, tras la
separacion por electroforesis, la proteina de
33 kDa puede unir 43Ca (WEBBER y GRAY,
1989), ha conducido a la hipétesis de que la
proteina extrinseca de 33 kDa estabiliza el
complejo de Mn, Ca2+ y Cl- del centro acti-
vo del fotosistema II (HANKAMER et al.,
1997).

Algunos autores (RAMALHO et al., 1995)
encuentran, en tejido foliar, buenas correla-
ciones entre la concentracién de Ca2+ y
algunos pardmetros fotosintéticos como la
clorofila y la eficiencia del PS T medida
por el pardmetro de fluorescencia F /F .
Las hojas cuando reciben mds energia de la
que pueden usar en el proceso fotosintético,
forman un gradiente protdnico intratilacoi-
dal que excede las necesidades de uso de la
sintesis de ATP (KRAUSE y WEIs, 1991). En
estas circunstancias se observa un descenso
en la produccion de oxigeno acompaiado
de la liberacion de iones Ca2+ (KRIEGER y
WEIS, 1993). Estos autores postulan que
esta liberacion de Ca2+ estd ligada a la for-
macién de zeaxantina para disminuir la
captacion de luz por la antena del fotosiste-
ma Il y controlar el flujo de electrones a
través del mismo (KRIEGER y WEIS, 1993).

Las alteraciones fisiolégicas asociadas
con la nutricién cdlcica son factores impor-
tantes para los cultivos que causan cuantio-
sas pérdidas econdémicas a los productores
de frutas y hortalizas. De hecho, al aumen-
tar la concentracién de calcio en tejidos
vegetales disminuye la incidencia de las
patologias y, por tanto, mejora la calidad del
producto. En el presente trabajo se estudian
algunos aspectos fisioldgicos de las plantas
de tomate sometidas a deficiencia inducida
de calcio con el fin de recoger informacién
que permita incrementar el suministro de

calcio a los 6rganos destinados al consumo.
Para ello, se estudian el comportamiento de
los pigmentos fotosintéticos y pardmetros
de fluorescencia en funcion de la edad fisio-
16gica de las hojas, el tiempo de exposicién
a las condiciones de deficiencia de calcio y
la concentracion foliar de Ca2+.

Material y métodos

El estudio sobre deficiencia de calcio en
tomate (Lycopersicon esculentun Mill. cv.
Tres Cantos) se realizé mediante cultivo
hidropénico (solucién nutritiva '/, de Hoa-
gland), en una cdmara climatizada situada
en la Estacion Experimental de Aula Dei
(Zaragoza), bajo condiciones controladas
de temperatura (21 + 1°C), humedad relati-
va (80 % 5%), radiacién fotosintéticamente
activa 242 umoles de fotones m-2 s-!, foto-
perfodo de 16 horas y aireacién forzada. La
solucién nutritiva se renovaba semanalmen-
te para evitar el agotamiento de los nutrien-
tes. Se realizaron 5 repeticiones de los
experimentos entre el 24 de junio de 1998 y
el 22 de abril de 1999.

El proceso de desarrollo de las plantas
puede encontrarse descrito en detalle en un
articulo precedente (SANZ et al., 2000).

Cada uno de los experimentos se realizé
en tres cubos de 20 litros conteniendo cada
uno dos plantas. La tnica diferencia entre
ellos era la concentracién inicial de calcio
en la solucion nutritiva: un grupo de plantas,
que actuaron como Control (Tratamiento 1),
se cultivé en solucion hidropdnica estdndar
(2,5 mM Ca?+), otro crecié en solucion de
125 uM Ca?+ (Tratamiento 2), y un tercer
grupo en 62,5 pM Ca?+ (Tratamiento 3). Al
final del ciclo de cultivo, cada una de las
plantas de los Tratamientos 1 y 2 se dividid



M.A. SANZ. A. BLANCO, E. MONGE. J. VAL

en tres partes, mientras que Jas del Trata-
miento 3 solamente en dos debido a que su
crecimiento fue notablemente menor. De
esta forma se diferenciaron las hojas en:
viejas, adultas y jévenes o en pleno desa-
rrollo (las hojas jovenes sélo llegan a desa-
rrollarse en los Tratamientos | y 2).

Fluorescencia de clorofila medida con
PEA (Plant Efficiency Analyzer)

Transcurridos uno o dos dias desde el
inicio de los tratamientos, se procedid a
determinar, in sifit, los parametros de fluo-
rescencia de clorofila mediante el “Plant
Efficiency Analyser™ (PEA, Hansatech,
Reino Unido). Estas medidas se realizaron
cada 2-3 dias durante un periodo de tiempo
de unos 35 dias.

Previamente a la medida se colocaron
unas pinzas especiales, que permiten la
adaptacion a la oscuridad (20 minutos) de
la zona de medida de la hoja. para obtener
el mdximo grado de oxidacion de la quino-
na A (Q,). Posteriormente, se hizo incidir
la luz y se calcularon los pardmetros de
fluorescencia (F,, F 'y FJ/F.).

Andlisis de pigmentos fotosintéticos

Con una parte alicuota de las muestras
de hojas se procedié a la extraccion de pig-
mentos fotosintéticos para su posterior
cuantificacién por HPLC.

Extraccion de pigimentos

El procedimiento de extraccion consiste
en la homogeneizacion en mortero de discos
de hoja de superficie conocida. En nuestro
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caso, para cada muestra, se homogeneizaron
5 discos de 0,33 cm? cada uno (aproximada-
mente 7,4 mg/disco) con 10 mL de acetona
100% como agente extractante, en presencia
de una pequena cantidad de ascorbato sédi-
co para prevenir Ja formacidn de feofitinas.
La suspension resultante se filtr6 a través de
un sistema Millipore, con una membrana
Durapore de 0,22 mm utilizando presion.
Los extractos se guardaron en recipientes de
vidrio bien cerrados, forrados con papel de
aluminio, y en frio (a -20°C) hasta el
momento de su andlisis.

Separacion y cuantificacion de pigmentos
por HPLC

El sistema cromatogréafico modular utili-
zado consta en una bomba Waters (Mod.
M-51), inyector Rheodyne 7010 con loop
de 20 uL (Cotati), columna de compresién
radial Cns (8 x 10 cm) de fase reversa
Nova-Pack (Waters) de 4 um de didmetro
de particula, un detector visible/ultravioleta
Shimadzu (SPD-6AV) y un sistema de
registro/integracién informatizado PC-/nte-
gration Pack ver. 3.00, Softron (Kontron).
El método utilizado fue el descrito por VaL
et al. (1994) y consiste en 2 etapas isocrdti-
cas en las que las fases moéviles son: (i)
1,75% metanol, 1,75% diclorometano y
96,5% acetonitrilo, y (ii) 50% acetonitrilo,
y 50% acetato de etilo, con un flujo de 2
mL-min’!. Los pigmentos fueron detectados
a 440 am. La cuantificacién de pigmentos
se llevé a cabo segin VaL ef al. (1986).

Anailisis de calcio en hoja

Con una alicuota de las muestras reco-
lectadas, se procedid a su lavado y posterior
secado en estufa de aire a 60°C durante una



30 Caruacterizacion de la deficiencia de calcio en plantas de tomate utilizando pardametros...

semana. Se tomaron unas 40 hojas por tra-
tamiento con vistas a la obtencién de al
menos 1-1,5 g de materia seca. Se calcind
lg de hojas en mufla a 600°C durante 24 h,
y las cenizas se disolvieron en acido nitrico
(1:1). La solucién obtenida se evapord
hasta sequedad total y el residuo se introdu-
jo de nuevo en la mutla durante | hora a
600°C. Las cenizas se disolvieron calentan-
do con HCI diluido.

Los andlisis se realizaron por absorcion
atdmica siguiendo los métodos propuestos
por PINTA et C.1.1 (1973) expresando los
resultados en porcentaje de materia seca.

Los datos obtenidos se analizaron esta-
disticamente, por separado, para cada edad
fisiolégica de hoja, y para cada tratamiento
aplicado. Cuando los andlisis de varianza,
mostraron diferencias significativas para un
nivel de confianza del 95%, se aplic el test
de Duncan para la separacion de medias.

Resultados y discusién

Los andlisis de pigmentos fotosintéticos
mostraron un hecho singular: en todos los
casos se observa la ausencia de anteraxanti-
na y zeaxantina, independientemente del tra-
tamiento al que se sometieron las plantas y
de la edad fisioldgica de las hojas. Sélo en e)
caso de las hojas jovenes del Tratamiento 2,
tampoco aparece violaxantina (cuadro 2).
Eiste hecho es interesante si se tiene en cuen-
ta que el calcio forma parte de una de las
protefnas extrinsecas del fotosistema I
(HANKAMIR ef al., 1997) y que el desprendi-
miento de Ca2* de este complejo provoca la
inactivacion de este fotosistema y la forma-
cion de zeaxantina (KRAUSE y WEIs, 1991).
De hecho, la exposicion de las plantas a una
radiacién superior a la que puede ser usada
en el proceso de la fotosintesis induce cam-
bios en el ciclo de las xantofilas, caracteriza-
dos por la conversion de violaxantina en

Cuadro 1. Concentracion de violaxantina (ug cm-2) en hojas de tomate de distinta edad
fisiolégica, en funcién del medio de cultivo

Table 1. Concentration of violaxanthin (ug cm=2) in tomato leaves as «a function of their
phisiological age and plant growth media

Violaxantina
Edad hojas Viejas Adultas Jévenes
Tratamiento
| (Control) 0.795aA 1.0252A 1.225aA
2(125 uM Ca) 1.035aA 0.730aA 0,000bB
3 (62,5 uM Ca2+) 0,970aA 1.010aA -

Los valores en la misma columna seguidos de la misma letra en mintsculas, y los de la misma fila
seguidos de la misma letra en maydsculas no son significativamente distintos a p < 0,05 segtn la prue-

ha de separacion de medias de Duncan.

Valies ywhitin the same column followed by the same letter in lower case, and in the same row follo-
wed by the same capital letter are not significantly different according to Duncan’s multiple range

iest ut p = 0.05.
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anteraxantina y posteriormente en zeaxanti-
na. mediante una serie de desepoxidaciones
inducidas por la Juz. Se han encontrado bue-
nas correlaciones entre el contenido de zea-
xantina y la disipacién del exceso de energia
mediante mecanismos no fotoquimicos que
protegen a los centros de reaccion del PSII
de una excitacion dafiina (DEMMIG-ADAMS y
ADpaMs, 1992; GILMORE, 1997). Por tanto,
en las condiciones utilizadas en este traba-
Jo, puede afirmarse que la falta de produc-
cién de zeaxantina por parte de las plantas
sometidas a deficiencia de calcio, indica la
escasa repercusion de esta deficiencia a
escala fotosintética en las hojas adultas y
viejas. Sin embargo, la falta de formacion
de violaxantina en las hojas jévenes defi-
cientes, indica la ausencia del mecansmo
protector del ciclo VAZ en este material,
que resulta ser muy fotolabil, con alta ten-
dencia a necrosarse.

En otros casos de deficiencias nutricio-
nales, como las de hierro y manganeso, se
reduce la actividad fotosintética de las
plantas debido a alteraciones del aparato
fotosintético. La deficiencia de hierro pro-
duce una disminucién en el ndmero de
lamelas por cloroplasto (SPILLER y TERRY,
1980); que esta asociada con una disminu-
cién en todos los componentes de la mem-
brana, incluyendo los transportadores de
electrones de la cadena fotosintética (TERRY,
1980) y los pigmentos captadores de luz.
Asi, diferentes autores (SHETTY y MILLER,
1966; TERRY. 1980; PEREZ et al., 1995) han
encontrado que en condiciones de deficien-
cia de hierro se observa una disminucién en
la relacién Clorofila/Carotenoides debido a
un incremento relativo de la concentracion
de xantofilas frente a la de clorofilas y b-
caroteno. La deficiencia de manganeso
afecta el rendimiento fotosintético de las
plantas. especialmente en hojas jévenes, ya
que impide el primer paso de la cadena
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transportadora de electrones (VAL et al.,
1997). La de la clorosis asociada a la defi-
ciencia de Mn es el resultado de una dismi-
nucién en la concentracion de ambas cloro-
filas (NEENA ¢t al., 1999).

El Ca2+ juega un importante papel en el
metabolismo vegetal y en particular en el
proceso fotosintético. En este contexto, se
ha sugerido que el Ca2+ tiene una doble fun-
cion: por una parte, como 16n ligado al foto-
sistema [, estd relacionado con la lisis del
agua, y por otra, tiene un papel estructural
en el ensamblaje de la antena periférica
(Katon y Han, 1993). En plantas superio-
res, los complejos captadores de luz contie-
nen clorofila @ (Chl @), clorofila b (Chl b) y
carotenoides, mientras que los centros de
reaccion solo contienen clorofila a y B-caro-
teno por lo tanto las variaciones en el valor
de las relaciones clorofila «/b pueden utili-
zarse para estimar los cambios de estequio-
metria en el aparato fotosintético (THOMP-
SON, 1987). Por otra parte, variaciones en el
valor de la relacion Carorenoides/Clorofilas
indicarian la alteracién de las relaciones
entre pigmentos dentro de la antena (MONGE
et al., 1985). Como puede observarse en el
cuadro 2, la composicion pigmentaria de las
plantas de tomate deficientes en calcio sola-
mente se ha visto significativamente altera-
da en las hojas mds jovenes del Tratamiento
2. En ellas se produce una notable disminu-
cion de la cantidad de carotenoides y de clo-
rofilas, pero principalmente desciende la
concentracion de carotenoides, incluyendo
la violaxantina (cuadro 1), hasta su practica
desaparicion. Esto induce la falta de brillo
de este tipo de hojas debido a un valor muy
bajo de la relacién Carotenoides/Clorofila.
También se podria deducir que no se produ-
cen cambios significativos en la estequio-
metria de los pigmentos fotosintéticos en las
hojas viejas y adultas de las plantas defi-
cientes en calcio.
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Cuadro 2. Concentracién de pigmentos fotosintéticos (ug cm-2) y relaciones entre ellos
en hojas de tomate de distinta edad fisiolégica, en funcién del medio de cultivo de las
plantas
Table 2. Concentration of leaf photosnthetic pigments (ug cm-2) and their relationships in
tomato leaves as a function of their phisiological age and plant growth media

Chl total

Edad hojas Viejas Adultas J6venes
Tratamiento
| (Control) 30.16aA 33,50aA 27,29aA
2 (125 uM Ca?+) 38.62aA 24 96aA 7,00bB
3 (62.5 uM Ca2+) 29.88aA 34,27aA -

Carotenoides
Edad hojas Viejas Adultas Jovenes
Tratamiento
1 (Control) 7.97aA 9.99aA 9.13aA
2 (125 uM Ca?+) 10,42aA 6,67aA 0,55bB
3(62.5 uM Ca+) 9,77aA 10,51aA -

Chl a/b

Edad hojas Viejas Adultas Jovenes
Tratamiento
| (Control) 2.81aA 3.04aB 3,33aB
2 (125 uM Ca) 2.84aA 2.91aA 2,90aA
3(62.5 uM Ca+) 3,05aA 2,88aA -

Carot/Chl total
Edad hojas Viejas Adultas Jovenes
Tratamiento
1 (Control) 0.27aA 0.30aAB 0,34aB
2 (125 uM Ca2+) 0,27aA 0,27aA 0,08bB
3 (62.5 uM Ca?+) 0.33aA 0.31aA -

Los valores en la misma columna seguidos de la misma letra en mindsculas, y los de la misma fila
seguidos de la misma letra en mayusculas no son significativamente distintos a p = 0,05 segtn la prue-
ba de separacion de medias de Duncan.

Values in the same column followed by the same letter in lower case, and in the same row followed by the
same capital letter are not significantly different according to Duncan’s multiple range test at p < 0.05.
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En el caso de las hojas jovenes del Trata-
miento 2, si el calcio es esencial para la
estabilizacién de la clorofila y de la apopro-
teina de la antena del fosistema II (TANAKA
et al., 1992), la deficiencia de este elemen-
to podria provocar una desorganizacion de
estas estructuras y, por lo tanto, de los pig-
mentos que la integran. Sin embargo, no se
aprecian cambios significativos en el valor
de la relacién Chl a/b (cuadro 1), lo que
indica que se mantiene la proporcién entre
centros de reaccién y captadores de luz.

Sin embargo, si se representan las concen-
traciones de clorofila total y la de carotenoides
totales en funcién de la concentracién foliar
de calcio, se observa que la datos correspon-
dientes a las hojas cultivadas en deficiencia se
ajustan linealmente al valor inverso de la con-
centracion de calcio (figura 1).

En la figura 1, se observa que para peque-
fias variaciones en el valor de calcio foliar se
produce una respuesta de la clorofila y carote-
noides muy elevada. Por lo tanto, al realizar el
andlisis de varianza para los tratamientos, la
variabilidad en la concentracion de pigmentos

. y = 45,87 - 7,35/x (12 = 0,92)
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es tan alta que no aparecen diferencias signifi-
cativas. Sin embargo, mediante el andlisis por
regresion entre el calcio en hoja y la concen-
tracién de pigmentos, pueden predecirse los
cambios en clorofilas y carotenoides para una
concentracion de calcio determinada.

El ajuste a estas curvas permite deducir
que la concentracion tedrica maxima o asin-
tota de la curva serfa de 45,87 g cm-2 para la
clorofila total y de 13,82 ug cm-2 para el
sumatorio de carotenoides. En ambos casos,
la concentracién de calcio correspondiente a
la mitad del valor maximo de la concentra-
cién de clorofilas y carotenoides seria de 0,32
y 0,35 g 100 g-! de materia seca, respectiva-
mente. Como puede observarse estos valores
son pricticamente iguales, lo que indica que
el patrén de comportamiento de estos pig-
mentos con respecto a la concentracion foliar
de calcio es idéntico. Es decir, en el caso de
plantas deficientes en calcio, exceptuando las
hojas deficientes mds jévenes (cuadros | y 2)
se produce una destrucciéon homogénea de
todos los pigmentos fotosintéticos que esta
relacionada con la disminucién de la concen-
tracién de calcio en hojas.

y y = 13,82 - 2,42/x (12 = 0,84)
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Clorofila total (ug cm -2)
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Figura 1. Concentracién de clorofilas y carotenoides totales en funcién de la concentracién foliar de
calcio. Los simbolos vacios corresponden a las plantas cultivadas en solucién normal y los simbolos
llenos a plantas deficientes en Ca?+.

Figure 1. Concentration of total chlorophyll and carotenoids versus the leaf concentration of calcium. The
open symbols belong to plants grown in normal solution and the solid symbols to calcium-deficient plants.
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En el caso de las plantas cultivadas en
solucién completa de calcio, el comporta-
miento de los pigmentos es muy distinto al
encontrado en plantas deficientes. Como
puede observarse en la figura 1, la concen-
traciéon de pigmentos foliares es practica-
mente independiente de la de calcio. Este
tipo de hojas puede llegar a contener incluso
menos calcio que las deficientes y, sin
embargo, no se aprecian disminuciones de
clorofilas o carotenoides. La observacién de
ambos tipos de curvas (deficientes y con-
trol) permite suponer que la expresion de la
deficiencia de calcio no es sélo una funcién
dependiente de la concentracién de calcio
foliar, sino que la planta posee mecanismos
de seiiales o de adaptacién a este tipo de
estrés que inducen una capacidad de sintesis
de pigmentos mayor que la encontrada en
plantas control. Estos resultados parecen
estar en desacuerdo con los descritos por
RAMALHO et al. (1995) que, bdsicamente
encuentran, una proporcionalidad directa
entre la concentracion de clorofila y la de

calcio en hoja. Esta discrepancia podria atri-
buirse a que las plantas de café estudiadas
por estos autores tenian una edad aproxima-
da de afio y medio y los tratamientos de
deficiencia tuvieron una duracién de 90
dias. Es posible que las plantas adultas y el
lapso del tratamiento indujeran una estabili-
zacion de los procesos de adaptacién.

Una vez determinada la composicién
pigmentaria del aparato fotosintético de las
plantas de tomate deficientes en calcio se
procedié a verificar si se producen altera-
ciones en su funcionalidad. Para ello se uti-
lizaron técnicas de fluorescencia de clorofi-
la como herramienta tutil para evaluar la
capacidad fotosintética de las plantas en el
estudio de deficiencias nutricionales (VAL
et al., 1993, 1995, 1997). En nuestro caso,
se ha utilizado el pardmetro F /F  que pro-
porciona una medida indirecta de la poten-
cialhdad fotosintética del fotosistema II.

En la figura 2 se muestra, como ejemplo,
la evolucién del pardmetro F /F_ en plantas

0.85 7 — ————
3 - . -+ - - >
| SRS =2 - . H “
0.80 e -~
2,5 mM
= |
[
|
0.75 ‘. 125 M |
a [
3, |
_ 070
= a
(L. oes 62,5 M
0.60
0.55
050 E—— = — |
0 5 10 15 20 25 30

Dias tras el tratamiento

Figura 2. Evolucién de la relacion F /F en las plantas crecidas en tres concentraciones de calcio. En
las gréficas se muestran los valores promedio de las determinaciones en [0 hojas adultas distintas por
tratamiento.

Figure 2. Development of the F /F, ratio in plants grown on three calcium concentrations. In this

n

picture, the average values from 10 different adult leaves per treatment are shown.
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de una de las repeticiones. No se presentan
los valores promedio de varios experimentos
debido a la falta de estricta coincidencia en
las fechas de muestreo. Sin embargo, la ten-
dencia de la evolucién de este parametro fue
similar en todos los ciclos de cultivo. Estas
determinaciones se realizaron sobre las
hojas adultas de cada una de las distintas
plantas crecidas en solucién hidropdnica.

Como puede observarse en la figura 2,
apenas hay variacion de F /F_ alo largo del
tiempo para las plantas control. Sin embar-
go, en el tratamiento 2, la relacion F /F | se
mantiene constante hasta los 12 y 19 dias a
partir de los cuales disminuye progresiva-
mente. También en el tratamiento 3 se
observa un comportamiento similar, pero
con una disminucién mds pronunciada alre-
dedor del dia 25.

A la vista de la figura 2, es posible con-
cluir que la potencialidad fotosintética de las
plantas deficientes en calcio estd ligeramen-
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te afectada y que esta disminucién se agrava
conforme disminuye la concentracién de
calcio en el medio de cultivo. Este es un
dato interesante, especialmente tras haber
verificado, en hojas adultas, la falta de alte-
racién de la composicion de pigmentos y la
de las relaciones entre ellos. Para profundi-
zar en esta hipdtesis se construyo¢ el cuadro
2, que recoge los valores de la concentracion
foliar de Ca?+ y los de la relacion F /F  en
hojas adultas en el momento de la cosecha.

Las hojas adultas de los tratamientos 2
y 3, contienen una concentracion foliar de
calcio significativamente menor que los con-
troles. Sin embargo, el descenso en la poten-
cialidad fotosintética Ginicamente es estadis-
ticamente distinto entre las plantas control y
las del tratamiento 3. Efectivamente, se con-
firma que los tratamientos inductores de
deficiencia de Ca2+ provocan descensos de la
eficacia en la captura de energia de excita-
cién por el PS II. Sin embargo, aunque se

Figura 3. Efectos de la deficiencia deficiencia de calcio en hojas jovenes de tomate cultivadas en
solucién hidropénica con 125 uM de Ca*? (fotograffa izquierda). La imagen de la derecha
corresponde al mismo tipo de hojas en plantas control.

Figure 3. Effects of calcium deficiency in young leaves from tomato plants cultured in hyvdroponics
125 uM Ca*? (left plate). The image on the right corresponds to the same kind of leaves from control
plants.
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Cuadro 2. Concentracién de calcio en hoja adulta (g 100g-! materia seca) y valor del

parametro de fluorescencia F /F

en funcidn de la concentracién de Ca2+ en el medio

de cultivo

Table 2. Concentraction of calcium in adult leaf (g 100g-! dry matter) and value of F,/F

m

fluorescence parameter, as a function of Ca’+ concentration in the growth medium

Tratamiento
2,5 mM 125 uM 62.5 WM
Ca 3,63 £ 0, 0,67 +0,14 0,38 £0.16
FJ/F 0,82 + 0,0 0,74 £ 0.04 0,72 + 0,04
Los datos son la media de 10 determinaciones + error estandar.
The data are the average of 10 replicates + standard error.
considere el caso mas extremo (tratamiento Conclusiones

3), la disminucién de la eficiencia potencial
del PS II no es concomitante, ni con la de
calcio foliar, que es solo un 9% del encontra-
do en los controles, ni con la de clorofilas
(cuadro 1).

En resumen, podria afirmarse que ante la
carencia de calcio, la planta interrumpe los
procesos asociados al crecimiento (SANZ et
al., 2000) y trata de mantener funcionales
las estructuras existentes (hojas viejas y
adultas), de ahi que no se observen sinto-
mas visuales en hojas adultas, ya que no
hay disminucion de pigmentos (cuadro 1)
ni, apenas, de funcionalidad (cuadro 2).

Estos datos sugieren que al restringirse el
crecimiento de las plantas, ya no es necesaria
la produccion de los fotoasimilados que se
dirigen, en condiciones normales, a los sumi-
deros de actividad fotosintética, es decir, a los
drganos en crecimiento. Como hipdtesis
podria apuntarse que, ante Ja carencia de cal-
cio, la planta interrumpe los procesos asocia-
dos al crecimiento tratando de mantener vivas
el resto de las estructuras existentes, y que
debido a la escasa movilidad de este elemen-
to no desarrollan sintomas de deficiencia.

]. La falta de sintesis de zeaxantina en
hojas completamente desarrolladas de plan-
tas sometidas a deficiencia de calcio indica
que este estrés no incide directamente en la
potencialidad maxima de su PS II. Sin
embargo, la ausencia total de hojas en desa-
rrollo, en el tratamiento que induce mads
deficiencia de calcio y la carencia de pig-
mentos del ciclo de las xantofilas en las
hojas jévenes sometidas a una deficiencia
intermedia de calcio, es un exponente mas
de la inhibicién del crecimiento debido a la
deficiencia de este elemento. Esto podria
deberse a la incapacidad de disipar la ener-
gia Tuminosa por parte de las hojas en for-
macion.

2. Al representar la concentracién de
clorofilas y carotenoides totales frente a la
concentraciéon foliar de calcio, se observa
que el patrén de comportamiento de estos
pigmentos es distinto para las plantas culti-
vadas en suficiencia de calcio que para las
deficientes. Esto hace suponer que la expre-
sién de la deficiencia de calcio no es sélo
una funcién dependiente de la concentra-
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cion de calcio foliar, sino que la planta
posee mecanismos de adaptacion a este tipo
de estrés que inducen una capacidad de sin-
tesis de pigmentos mayor que la encontrada
en plantas control.

3. La deficiencia de calcio no induce
alteraciones significativas en la estequio-
metria pigmentaria de estructuras de antena
y centros de reaccion del aparato fotosinté-
tico en las hojas desarrolladas de plantas
deticientes en calcio.

4. El ligero descenso en la eficiencia del
PS 11 (Fv/Fm) de las plantas de tomate defi-
cientes en calcio, se agudiza conforme dis-
minuye la concentracion de calcio en el
medio de cultivo.
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