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RESUMEN

El fendmeno de fluorescencia de la clorofila A, durante la primera etapa de la
fotosintesis, es un indicador de cambios en la actividad fotosintética en condiciones
ambientales estresantes. Bajo una deficiencia de nitrogeno (N) los primeros
sintomas ocurren en las hojas de mayor edad, mientras que con deficiencia de
calcio (Ca) los sintomas aparecen primero en las hojas mas jovenes. El objetivo
del trabajo fue comparar los niveles de fq’/fm”y fv’/fm” en hojas de tomate bajo
deficiencia de Ny Ca, y caracterizar la evolucién de sus sintomas visuales, para
lo cual se realizd un seguimiento de las plantas mediante registro de iméagenes,
y mediciones de pardmetros de fluorescencia en hojas adultas y jovenes una
vez por semana durante 49 dias. Con deficiencia de N se observé un descenso
significativo en fq/fm” en hojas adultas a partir de los 7 dias de deficiencia, lo cual
indicarfa una considerable limitacion fotoquimica. Las hojas jovenes deficientes
en Ca evidenciaron menor limitacion fotoquimica. A partir de los 14 dias se
manifestaron sintomas visuales en las plantas en ambas deficiencias. Posiblemente
se puedan detectar alteraciones en el aparato fotosintético previo a los sintomas,
con mediciones de fluorescencia y registro de imagenes mas frecuentes.

Palabras clave: fotosistema I, posicion de hoja, estrés nutricional y sintomas
visuales de deficiencia.

SUMMARY

EFFECT OF NITROGEN AND CALCIUM DEFICIENCY IN TOMATO (Solanum
lycopersicum) LEAVES ON THE FLUORESCENCE OF CHLOROPHYLL A

The phenomenon of fluorescence of chlorophyll a, during the first stage of
photosynthesis, is an indicator of changes in photosynthetic activity under
stressful environmental conditions. Under nitrogen (N) deficiency, the first
symptoms occur on mature leaves, while under calcium (Ca) deficiency, the
symptoms appear first on the youngest leaves. The objective of this work
was to compare the levels of fluorescence parameters fq’/fm” and fv'/fm” in
tomato leaves under N and Ca deficiency and to characterize the evolution of
their visual symptoms, for which a follow-up of the plants was carried out by
recording images, and measurements of fluorescence parameters in mature and
young leaves once a week for 49 days. With N deficiency, a significant decrease
in fq’/fm” was observed in adult leaves after 7 days of deficiency, which would
indicate a considerable photochemical limitation. Young leaves experiencing Ca
deficiency showed less photochemical limitation. Visual symptoms appeared
in the plants in both deficiencies after 14 days. It may be possible to identify
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changes in the photosynthetic apparatus before symptoms appear, with more
frequent fluorescence measurements and image recording.

Keywords: photosystem Il leaf position, nutritional stress, visual symptoms of

deficiency.

Introduccién

Se espera que la poblacién mundial aumente
a 9,5 mil millones para 2050, para lo cual se
prevé que el mundo necesitara un 85% mas
de produccion de materias primas para la
elaboracion de alimentos, en comparacion
con 2013 (Long et al., 2015). Esta produccion
de materias primas depende del crecimiento
de los cultivos, proceso que se deriva de la
producciéon, transporte y acumulacidon de
fotoasimilados que provienen de la fijacion de
diéxido de carbono, durante la fotosintesis de
las plantas (Carcova et al., 2010). En esto radica
la importancia de conocer los parametros
asociados a la fotosintesis que indican la
variacion de este proceso a nivel de las hojas,
en relaciéon a factores ambientales que lo
afectan, en particular agentes estresantes.
Parte de la energia solar absorbida durante
la primera fase de la fotosintesis en forma
de electrones excitados de las moléculas
de clorofila (Chl), se transfiere desde los
complejos captadores de luz (LHC) Il y I, a
los centros de reaccién de los fotosistemas
I (PSI) y I (PSI), respectivamente. Un
remanente de esa energia de excitacion que
no se destina a las reacciones fotoquimicas,
se pierde en forma de calor o se reemite
como fluorescencia de Chl “a” (FChl). Esta
disipacion de energia corresponde a los
cuantos de luz absorbidos que no se utilizan
durante la fotosintesis ni se convierten en
calor (Kalaji et al., 2017a), constituyéndose
como un indicador de cambios en la actividad
fotosintética (Baker y Rosenqvist, 2004). La
medicién de FChl en hojas adaptadas a la
oscuridad, permite determinar el rendimiento
cuantico maximo del PSIl (fv/fm) que
representa la fraccion de centros de reaccion

activos. En hojas adaptadas a la luz permite
estimar el rendimiento cuantico efectivo
del PSII (fgq’/fm’) asociado a la cantidad de
electrones transportados y el rendimiento
cuantico maximo intrinseco del PSIl (fv’/
fm’) que indica la eficiencia de los centros
de reaccién abiertos (oxidados) (Tambussi
y Graciano 2010). De esta manera el registro
de parametros de FChl se ha utilizado como
una herramienta de monitoreo del estado
del aparato fotosintético, en  distintas
condiciones ambientales estresantes (ver
Kalajietal.,2018). La evolucion de la actividad
fotosintética mediante registros de FChl se ha
utilizado en investigaciones de plantas bajo
deficiencia de diferentes macronutrientes
(Kalajietal., 2014a; Chenetal., 2018y Horaczek
et al., 2020), nitrégeno (Zivcak et al., 2014a,b;
Boussadia etal., 2015; Jin et al., 2015; Cetner et
al.,2017; Swoczynaetal., 2019; Wu etal., 2019;
Pereira de Souza et al., 2020 y Perez Molina et
al., 2020) y calcio (Sanz et al., 2001).

El nitrégeno (N) es un componente de
todas las proteinas, del pigmento Chl, y de
varios procesos metabdlicos involucrados
en la sintesis y transferencia de energia, es
un elemento movil, por lo tanto, las hojas
de mayor edad exhiben clorosis y necrosis
antes que las hojas mas jovenes durante una
deficiencia (Kathpalia y Bhatla, 2018). Una
gran partedel Ndelas plantas se localizaen los
cloroplastos de las hojas, cuyas membranas
tilacoidales contienen aproximadamente un
20 a 25% del N total en las hojas (Kalaji et al.,
2014b).

A su vez el calcio (Ca) es un componente
esencial de la pared celular vegetal. Debido
a su limitado transporte mediante el floema,
no es muy movil por lo que los sintomas de
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deficiencia aparecen primero en las hojas
mas jovenes (Kathpalia y Bhatla, 2018).
Su deficiencia en plantas de tomate se ha
relacionado con la aparicion de podredumbre
apical (Sanz et al., 2000). Actua como un
mensajero intracelular dindmico, involucrado
en la transduccién de sefales en respuesta a
casi todas las tensiones ambientales (Pirayesh
et al, 2021). Es un componente estructural
del PSIl, y esencial para la oxidacion de la
molécula de agua, conformando el grupo
Mn4CaO5 del complejo oxidante del agua
(Hochmal et al., 2015), al mantener y regular
la red de enlaces Hidrégenos, conectando las
moléculas de agua y Tirozyna (Najafpour et
al., 2020).

No se han encontrado estudios referidos
al efecto de las deficiencias de N y Ca en
hojas adultas y jovenes de tomate sobre
rendimientos cuanticos medidos bajo luz, y
la posibilidad de utilizarlos como indicadores
de la alteracion del aparato fotosintético
previo a la aparicién de sintomas visuales
de deficiencia. El objetivo de este trabajo
fue i) comparar los niveles de fq'/fm”y fv'/
fm” entre hojas jovenes y adultas de tomate
aclimatadas a la luz bajo  deficiencia de
N y Ca, ii) caracterizar la evolucién de los
sintomas visuales bajo deficiencia de N y
Ca, y iii) verificar la posibilidad de detectar
alteraciones en el funcionamiento del
aparato fotosintético en forma anticipada a la
aparicion de sintomas visuales.

LUDI BARZANTE, L. et al.

Materiales y métodos

Obtencion de plantas

Se sembraron 60 semillas de tomate de
la variedad Lomitero INTA, en bandejas
plasticas perforadas en la base, sobre la que
se colocé papel de filtro humedecido con
agua destilada. Estas bandejas se colocaron
dentro de bolsas de polietileno transparente
en camara de crecimiento, bajo condiciones
controladas: temperatura: 23 +/- 3 °C
humedad relativa: 45 a 70 %; intensidad de
luz: 560 a 630 lux, con alternancia de 12
h de luz / 12 h de oscuridad, durante seis
dias desde de la siembra (dds). Cumplido
este periodo, las plantulas se trasplantaron
en bandejas multicelda,con celdas de 70
cm?, utilizando perlita como sustrato. Hasta
10 dds, se regaron Unicamente con agua
destilada. A partir de este momento, con 2
hojas cotiledonares totalmente desplegadas,
se comenzaron a regar con solucion nutritiva
de Hoagland y Arnon, 1938 (Lallana y Lallana,
2014) diluida al 50%. A los 17 dds se comenzo
a regar con una solucién nutritiva completa
sin diluir (pH 6,5 a 7).

Transcurridos 36 dds, con 2 hojas verdaderas,
las plantas se transplantaron a contenedores
de plastico blanco de 200 cm? cc de volumen,
perforados en la base. En cada contendedor
se trasplanté una planta y se utilizo perlita
como sustrato. Las plantas continuaron
en la cdmara de crecimiento hasta los 49
dds, momento en el cual se trasladaron a

Tabla 1. Composicion de las soluciones utilizadas para cada condicién nutricional (CN) en base a
Hoagland y Arnon (1938). DefCa: Solucién deficiente en calcio. DefN: Solucion deficiente en nitré-

geno. Comp: Solucién completa sin deficiencia.

Condicion
Nutricional

ELEMENTO MINERAL [Mg/L]

B Zn Cu Mo
Comp 196,6 | 71,1 2872|180 | 56 |74 |1,4|1,45|0,52| 0,053 |0,0187 | 0,00925
DefCa 193 |71,1|2872| 0 |56 |74|14|145|0,52|0,053|0,0187 | 0,00925
DefN 0O |71,1] 90 | 180 | 56 |74|14|1,45|0,520,053|0,0187 | 0,00925
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un invernaculo. Se registré la temperatura
ambiental en inverndculo mediante un
termémetro Backlight HTC - 8A, una vez cada
24hr (Figura 1).

Habiendo transcurrido 56 dds se separaron
las plantas por condicion nutricional vy
se comenzaron a regar con la solucion
correspondiente (Tabla 1). En este momento
se realizé la primera medicién de pardmetros
de fluorescencia.

Diserio Experimental

Se implementd una estructura de disefo
completamente aleatorizada (DCA). La unidad
experimental (UE) estaba conformada por una
planta por contenedor. Las UE se distribuyeron
en forma aleatoria en 4 parcelas (P). Los
tratamientos se asignaron completamente
al azar a las UE, de acuerdo a lo indicado por
Balzarini et al. 2008.

La estructura de los factores se llevé a cabo
mediante un arreglo de parcelas subdivididas
(split - split plot) (Di Rienzo et al. 2011), el cual
estaba compuesto por un factor principal
asociado a parcelas principales, referido a la
condicion nutricional (CN), con 3 niveles a
saber: condicion completa (Comp), deficiente
en Ca (DefCa) y deficiente en N (DefN). Cada
parcela estaba conformada por 12 UE, en la
cual, cada CN estaba representada por 4 UE.
El segundo factor, asociado a subparcelas
correspondia a la posicion de hoja (PH),
constituido por 2 niveles: hoja joven (Hj - la
hoja mas cerca del apice completamente
expandida) y hoja adulta (Ha - la hoja no
senescente mas alejada del apice). En cada
UE se midieron parametros de fluorescencia
tanto en la Hj como en la Ha. El tercer factor
asociado a sub subparcelas estaba referido
al momento de medicién, cuantificado como
dias después de iniciada la deficiencia (DDID).
La medicion en cada parcela se llevé a cabo
en 2 momentos, separados por 28 dias, de
acuerdo alo que se indica a continuacién: a los
0y 28 DDID se midi6 la P1, a los 7 y 35 DDID
laP2,alos 14y 42 DDID la P3,y a los 21 y 49
DDID la P4.

Se procedio a utilizar este arreglo de parcelas
subdivididas debido a que el factor CN posee

3 niveles que son independientes entre si,
por esta razén es un factor fijo (principal).
Sin embargo los factores PH y DDID poseen
niveles que estan correlacionados entre
si dentro de una misma UE, es decir se
encuentran anidados dentro del factor
principal (CN), lo cual estuvo determinado
por las medidas repetidas en el espacio (2
posiciones de hoja dentro de una misma UE)
y en el tiempo (2 momentos de medicién para
una misma UE) respectivamente (A. Cuatrin y
M. Prand, comunicacion personal, 13 de Mayo
de 2021). De esta manera el experimento
resultante fue un trifactorial 3x2x2. Si bien
el tiempo (DDID) fue considerado un factor
que introdujo variabilidad en las variables
respuesta (VR), para el analisis estadistico
no se consideraron los DDID como factor,
si no que las combinaciones factoriales o
tratamientos se constituyeron a partir de los
3 niveles de CN y los 2 niveles de PH, por lo
tanto, en cada momento de medicién se
analizaron 6 tratamientos: CompHa; CompHj;
DefNHa; DefNHj; DefCaHa y DefCaHj. De las 48
UE totales, se asignaron 16 para cada nivel de
CN.

Registro de sintomas de deficiencia

Al finalizar la primera medicion en cada
parcela (P1 a los 0 DDID, P2 a los 7 DDID, P3 a
los 14 DDID y P4 a los 21 DDID), y la segunda
medicién en P4, se tomaron fotografias de
las plantas de cada CN, con el fin de registrar
la evolucién de los sintomas visuales de
deficiencia nutricional. Al finalizar la segunda
medicién en cada parcela (P1 a los 28 DDID,
P2 alos35DDID,P3alos42DDIDy P4 alos 49
DDID), las plantas se colocaron 48h en estufa a
105 °C para eliminar por completo el aguay asi
calcular la acumulacién de materia seca (MS)
promedio por planta en cada CN.

Medicién de pardmetros de fluorescencia

Las mediciones se realizaron con un equipo
LICOR LI-6400 Portable Photosyntesis System,
el cual se gestiond y se consiguié formalmente
mediante el Convenio Marco 24561 entre
la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
UNERy la Estacion Experimental INTA Parana.
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En cada hoja adaptada a la luz (Ha y Hj)
se midieron los siguientes pardmetros:
rendimiento cudntico efectivo o actual del
PSIl [fg’/fm” = (fm’-fs)/fm] y el rendimiento
cuantico maximo del PSII [fv’/fm” = (fm’-fo’)/
fm’]. Ambos pardmetros varian entre 0y 1,y
son adimensionales (Kalaji et al. 2017a). Se
efectud una sola medicién por hoja (Hj y Ha)
en cada fecha de muestreo, lo que totalizé 24
registros para cada DDID (n = 24).

En los 8 momentos de medicion, la luz de
medicién se configuré con una modulacion
(frecuencia) de 0,25 kHz, mediante dos
LED rojos de una longitud de onda central
de aproximadamente 630 nm. El pulso de
saturacion se configuré a una intensidad de
7000 umol.m2s, 20 kHz de modulaciény 0,5
a 0,8 s de duracién, mediante el uso de 27 LED
rojos (630 nm) para obtener la intensidad de
fluorescencia méxima (fm”), y la luz rojo lejana
se configuré a una modulacion de 0,25 kHz
y una duracién de 6 s, mediante un led rojo
lejano a 740 nm, para obtener la intensidad

LUDI BARZANTE, L. et al.

de fluorescencia basal o minima (fo"). Los LED
utilizados para proporcionar radiacion actinica
(para generar la emision de fluorescencia a
estado estable - fs) fueron los mismos que se
utilizaron para emitir el pulso de saturacién
mas 3 LED azules (470 nm) (Baker y Rosenquvist
2004; Tambussiy Graciano 2010y LICOR 2002).
Finalizada la medicion de cada fecha, los
datos se extrajeron con el software LI 6400 File
Exchangue 2.05, mediante planilla Excel.

Tratamientos de datos

Se realizd un modelo lineal general y mixto
(MLGyM) en parcelas sub divididas en un
arreglo en disefio completamente aleatorizado
(Di Rienzo et al. 2011) acompafnado de una
comparacion de medias mediante el test
de LSD Fisher, con un nivel de confianza del
95 %, con el fin de detectar y conocer las
diferencias de medias entre cada una de las
combinaciones factoriales.

Se utilizd el software estadistico InfoStat
versién 2020 (Di Rienzo et al. 2020).

Temperatura Ambiental de Invernadero

61,604

47,754

33,904

Temperatura [°C]

20,05

012345678 91011121314151617 18 1920212223 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49

DDID

I—O—T. min. —#—T. max.

Figura 1. Evolucion de la temperatura ambiental en invernadero. T min: Temperatura minimay
T max: Temperatura maxima. DDID: Dias después de inicio de deficiencia. INFOSTAT V. 2020 (Di

Rienzo et al. 2020).
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Resultados

Temperatura ambiental

A los 7 DDID se consignaron valores de
temperatura maxima que alcanzaron los 60 °C.
En el resto de los muestreos no se registraron
valores mayores a 50°C de temperatura
maxima. En ningiin momento la temperatura
minima alcanzé valores menores a 6°C (Fig. 1).

Pardmetros de Fluorescencia de la clorofila “a”

Rendimiento cudntico mdximo [fv"/fm '] del PSII
En la parcela 1 a los 0 DDID (Fig. 2A) no
se registran diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (Tabla 2).
A los 28 DDID (Fig. 2B) DefNHa se se redujo
significativamente respecto a DefNHj (pPH
= 0,0033 - Tabla 2). En la parcela2 a los 7
DDID (Fig. 2C), DefNHa, y DefCaHj y DefNH;
disminuyeron significativamente en relacion
a CompHa y CompHj, respectivamente
(pCN = 0,0216 - Tabla 2). A los 35 DDID (Fig.
2D), DefNHa se redujo significativamente
en relacion a DefNHj (pPH = 0,0134 - Tabla
2).En la parcela 3 alos 14 DDID (Fig. 2E), no
se registraron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (Tabla 2).
A los 42 DDID (Fig. 2F), DefNHa disminuyo
significativamente respecto a CompHj (pCN
x PH = 0,0060 - Tabla 2) y a DefNH;j (pPH =
0,0025 - Tabla 2).En la parcela 4 a los 21 DDID

(Fig. 2G), DefNHa se redujo significativamente
en comparacién , a DefNHj (pPH = 0,0019
- Tabla 2), a CompHa y DefCaHa (pCN =
0,0098 - Tabla 2), y a CompHj y DefCaHj
(pCN x PH = 0,0049 - Tabla 2).DefCaH;j
descendié significativamente en relaciéon a
DefNHj y CompHj (pCN = 0,0098 - Tabla 2),
y a CompHa (pCN x PH = 0,0049 - Tabla 2).
DefCaHa disminuy6 significativamente en
comparacién a DefNHj y CompHj (pCN x pPH
= 0,0049 - Tabla 2). A los 49 DDID (Fig. 2H),
DefNHa se redujo significativamente respecto
a DefNH;j (pPH =0,0139 - Tabla 2), a DefCaHa y
CompHa (pCN =0,0321 - Tabla 2), y a CompHj
(pCN x pPH = 0,0064 - Tabla 2). DefCaH;j
descendi6 significativamente en relaciéon a
DefNHj y CompHj (pCN = 0,0321 - Tabla 2),
y a CompHa (pCN x pPH = 0,0064 - Tabla 2).
DefCaHa disminuy6 significativamente en
comparacién a DefNHj y CompHj (pCN x pPH
=0,0064 - Tabla 2).

Rendimiento cudntico efectivo o actual [fq’/
fm ] del PSII

En la parcela 1 alos 0 DDID (Fig. 2A), DefCaHa
y CompHa se redujeron significativamente en
relacién a DefCaHjy CompHj, respectivamente
(pPH = 0,0004 - Tabla 2). . A los 28 DDID (Fig.
2B), DefNHa disminuy6 significativamente
en comparacion a DefNHj (pPH = 0,0020

Tabla 2. Valores p asociados a los dos factores en estudio (CN: condicion nutricional y PH: posicion
de hoja) y su interaccion (CNxPH), para cada momento de medicién (DDID), ordenados por parcela,
en relacion al nivel de significaciéon nominal seleccionado (a = 0,05) del andlisis del modelo lineal

general y mixto para las variable respuesta (VR) fv'/fm”y fq’/fm”. * Valores significativos.

PARCELA 1 PARCELA 2 PARCELA 3 PARCELA 4
Factores +
Interaccion
00DID | 5oy | 70010 | 35000 | ol | oo | poin | poin
fv’/fm” | 0,8233 | 0,7683 | 0,0216* | 0,0026* | 0,1232 | 0,7915 | 0,0098* | 0,0321*
N fq'/fm” | 0,3484 | 0,0089* | 0,0044* | <0,0001* | 0,1589 | 0,0003* | 0,0010* | 0,0303*
fv’/fm” | 0,2459 | 0,0033* | 0,0826 | 0,0134* | 0,0800 | 0,0025* | 0,0019* | 0,0139*
PH fq’/fm” | 0,0004* | 0,0020* | 0,0004* | 0,0047* | 0,5135 | 0,0080* | 0,0011* | 0,0063*
CNx PH fv’/fm” | 0,2310 | 0,0764 | 0,3683 0,1265 | 0,2805 | 0,0060* | 0,0049* | 0,0064*
fq’'/fm” | 0,3495 | 0,0423* | 0,2300 | 0,1372 | 0,2439 | 0,1148 | 0,0004* | 0,0029*
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Figura 2. Grafico de puntos de los valores medios del andlisis del modelo lineal general y mixto
de los factores en estudio (CN: condicién nutricional y PH: posicion de hoja) en cada momento de
medicion (DDID) para las variables respuestas fv'/fm”y fq/fm’. Medias con una letra comdn no son
significativamente diferentes (p > 0,05) INFOSTAT V. 2020 (Di Rienzo et al. 2020). Letras en mayuscula

corresponden a fv'/fm”y en minuscula a fq/fm”.
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- Tabla 2), a DefCaHa y CompHa (pCN =
0,0089 - Tabla 2), y a DefCaHj y CompHj (pCN
x PH = 0,0423 - Tabla 2). DefCaHa se redujo
significativamente respecto a CompHa (pCN
= 0,0089 - Tabla 2) y a CompHj (pCN x PH =
0,0423 -Tabla 2). En la parcela 2 alos 7 DDID
(Fig. 2C), DefNHa se redujo significativamente
en relacién a DefNHj (pPH = 0,0004 - Tabla 2),
y a DefCaHa y CompHa (pCN = 0,0044 - Tabla
2). DefCaHa disminuyé significativamente en
comparacién a DefCaHj (pPH = 0,0004 - Tabla
2). A los 35 DDID (Fig. 2D), DefNHa se redujo
significativamente respecto a DefNHj (pPH =
0,0047 -Tabla 2), y a CompHa y DefCaHa (pCN
= <0,0001 - Tabla 2). En la parcela 3 a los 14
DDID (Fig. 2E), no se registraron diferencias
significativas (Tabla 2). A los 42 DDID (Fig.
2F), DefNHa se redujo significativamente en

comparacién a DefNHj (pPH = 0,0080 - Tabla
2), y a DefCaHa y CompHa (pCN = 0,0003 -
Tabla 2). En la parcela 4 a los 21 DDID (Fig.
2G), DefNHa disminuyd significativamente
respecto a DefNH;j (pPH = 0,0011 - Tabla 2), a
CompHa y DefCaHa (pCN = 0,0010 - Tabla 2),
y a CompHj y DefCaHj (pCN x PH = 0,0004 -
Tabla 2). DefCaHj se redujo significativamente
en relacion a DefNHj y CompHj (pCN =
0,0010 - Tabla 2). A los 49 DDID (Fig. 2H),
DefNHa disminuyd significativamente en
comparacién a DefNHj (pPH = 0,0063 - Tabla
2), a DefCaHa y CompHa (pCN =0,0303 - Tabla
2), y a DefCaHj y CompHj (pCN x PH = 0,0029
- Tabla 2). DefCaHj y DefCaHa descendieron
significativamente en relacién a DefNHj y
CompHj (pCN = 0,0303 - Tabla 2) y a DefNHj
(pCN x PH = 0,0029), respectivamente.

Figura 3. Evolucion de los sintomas visuales de deficiencia de la CN DefN y DefCa, y aspecto
general de la planta, en comparacién con la CN Comp, los primeros 28 DDID.
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Evolucidn de los sintomas en plantas de tomate
bajo deficiencia de calcio y nitrégeno

A los 7 DDID no se visualizaron sintomas de
deficiencia bajo DefN y DefCa en Hj y Ha. A
los 14 DDID las plantas DefN evidenciaron
coloracién verde palido en Ha. En DefCa
se percibieron Hj con aspecto blancuzco

Figura 4. Plantas con deficiencia en calcio a los
49 DDID.

Figura 5. Plantas con deficiencia en nitrégeno
alos 49 DDID.

LUDI BARZANTE, L. et al.

y sus bordes doblados. A los 21 y 28 DDID
se apreciaron plantas DefN con aspecto
palido en general, con clorosis mds intensa
en Ha, que envejecieron mas rapidamente
en comparacién con Ha de Comp, y DefCa
con muerte de puntos apicales. Ambas
condiciones deficientes presentaron plantas
de tamafo significativamente menor en
relacion a Comp.(Fig. 3). A los 49 DDID las
plantas DefCa (Fig. 4) mostraron muerte
de los puntos apicales, Hj deformes con las
puntas hacia abajo, y raices amarronadas. Las
plantas DefN(Fig. 5) evidenciaron clorosis,
principalmente en Ha , y entrenudos cortos y
hojas de tamano reducido. Las plantas Comp
(Fig.6) presentaron mayor crecimiento, vigor
y altura con hojas color verde oscuro intenso.

El aumento de MS, desde los 28 a los 49 DDID,
para Comp fue de 121,34 %, para DefN de
23,58% y para DefCa de 33% (Fig. 7).

Figura 6. Planta regada con soluciéon completa
alos 49 DDID.
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Acumulacién de Materia Seca

14,294

11,074

7,864

4,64

Materia Seca por planta [grMS/planta]

. W<:

-

28 35

42 49

DDID

I—Q—Comp —mDefCa —A—DefN ‘

Figura 7. Acumulacion de materia seca (MS) total para cada condicion nutricional: Comp, DefCa
y DefN, en cada uno de los DDID en los que se realizd muestreo. INFOSTAT V. 2020 (Di Rienzo et al.

2020).

Discusion
Pardmetros de FChl, en hojas aclimatadas a la
luz [fv'/fm ]y [fq /fm’].

En las condiciones llevadas a cabo en el
experimento, ambos parametros de FChl se
vieron afectados por los factores en estudio.
El parametro fv'/fm” representa la eficiencia
de los centros abiertos (oxidados) del PSII
(Tambussi 'y Graciano, 2010). Cuando
su aceptor primario de electrones
(plastoquinona A - Q,) se encuentra oxidado
al maximo se interpreta como la eficiencia
con la que los fotones absorbidos en los LHCII,
se envian a los centros de reaccién abiertos,
también denominada “eficiencia de captura
de excitacion” (Demming - Adams et al., 1996;
Baker, 2008 y LICOR 2002).

El pardmetro fq'/fm” proporciona una
estimacion de la fraccion de fv’/fm” que se
realiza de manera efectiva en la hoja bajo
las condiciones ambientales durante la
medicién (Baker, 2008). Esta relacion indica
la proporcién de luz absorbida que se
utiliza realmente en la fotoquimica del PSlI

(Murchie y Lawson, 2013), para impulsar el
transporte de electrones fotosintéticos (Kalaji
etal., 2017a). De esta manera, se cuantifica la
eficiencia del transporte lineal de electrones y
la fraccion de fotones que son absorbidos por
las LHCIl y utilizados en el PSII (Goltsev et al.,
2016), pudiendo asi proporcionar informacion
del proceso general de fotosintesis (Maxwell y
Jhonson, 2000).

Evaluacién de pardmetros de FChl en hojas
aclimatadas a la luz bajo deficiencia de N
Respecto a  fv/fm’, DefNHa fue
significativamente menor a DefNH;j (21, 28, 35,
42 y 49 DDID), a CompHa (21, 28 y 49 DDID),
a CompHj (21,42 y 49 DDID), y a DefCaHa (21
y 49 DDID). En relacion a fq'/fm’, DefNHa fue
significativamente menor a DefNHj, DefCaHa
y CompHa (7, 21, 28, 35, 42 y 49 DDID), a
CompHj y DefCaHj (21, 28 y 49 DDID) (Fig. 2
-Tabla 2).

Descensos marcados de fq'/fm” en hojas de
posicion intermedia, han sido reportados bajo
deficiencia de N, en arboles de olivo (Olea
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europea) (Boussadia et al., 2015), y café (Coffea
arabica) (Pereira de Souza et al., 2020).
LuyZhang, (2000), sugieren que ladisminucion
de fq'/fm” en hojas con deficiencia de N
es debido a una disminucién significativa
en la eficiencia de captura de la energia de
excitacion por los centros de reaccion abiertos
del PSII, lo cual estaria indicando la presencia
de un mecanismo para regular a la baja el
transporte de electrones fotosintéticos, de
forma que la producciéon de ATP y NADPH
estaria en equilibrio con la disminucion
en la capacidad de asimilacion de CO, en
plantas con deficiencia de N. Bajo la misma
linea argumental Wu et al., (2019), al registrar
descensos marcados de fq'/fm” en maiz
(Zea mais) en el tratamiento sin fertilizacion
de N, indican que esta disminucién refleja
fotoinhibicién a nivel de centros de reaccion
del PSII, perdiendo asi el LHCII, la capacidad
de conducir la energia de excitacion hacia los
centros de reaccion del PSII.

La disminucion de fv'/fm”representa un mayor
nivel de disipacién de la energia proveniente
de la des-excitacién de la molécula de Chl,
por me—canismos no radiativos (térmicos) a
nivel de LHCII (Tambussi y Graciano, 2010).
Lu y Zhang, (2000) y Lu et al., (2001) sugieren
que puede establecerse una disipacién no
fotoquimica inducida por la luz, evidenciado
por una disminucién en fv’/fm’, en hojas con
deficiencia de N. A nivel del PSII, una absorcion
insuficiente de N reduce la reserva de
aceptores de electrones (Kalaji et al., 2014b).
Se consideran razonables estas reducciones
marcadas de ambos parametros de FChl
en DefNHa, y no de DefNH;j, si se tiene en
cuenta que bajo una deficiencia de N, al ser
un elemento movil en la planta, la misma
prioriza su removilizacién desde hojas basales
hacia tejidos en desarrollo, por lo que las
hojas més adultas son las primeras en agotar
su reserva de N (Kathpalia y Bhatla, 2018).
Esta removilizacion de N foliar, tiene como
principal componente, aquél destinado a
fotosintesis (enzima Rubisco y N tilacoidal) (Mu
y Chen, 2021). En este sentido es importante
considerar que la molécula de Chl se localiza
en la membrana tilacoidal de los cloroplastos,

LUDI BARZANTE, L. et al.

interviene directamente en el proceso de
absorcion, transmision y conversion de la
energia luminosa, y se distribuye en los
complejos pigmento - proteina, del PSI (30%),
PSII (14%), y en los LHC periféricos (56%).
De acuerdo a esta distribucion, y al costo de
nitrégeno proteico por molécula de clorofila
en cada complejo, se ha determinado un costo
de nitrégeno promedio ponderado, para la
absorcion, transmisiéon y conversion de luz,
de 37,3 moles de N mol* de Chl (De las Rivas,
2013by Evans y Clarke, 2019).

Diversas investigaciones han dejado en
evidencia la asociacion directa que existe
entre las concentraciones de Chly N en hoja,
al reportar disminuciones significativas en el
contenido de Chl en hojas bajo deficiencia
de N (Ziv¢ak et al, 2014ab) . Kalaji et al.,
2017b encontraron bajo deficiencia de N,
una disminuciéon del 51% de Chl en maiz,
y del 48,2% en tomate. Estos antecedentes
se corroborarian aqui, dado que las hojas
bajo deficiencia de N, en particular las hojas
adultas, estuvieron mas desprovistas de N de
acuerdo a los sintomas visualizados (Fig. 3 y
5), por lo tanto, y aunque no fue medido en
este trabajo, también de Chl, favoreciendo
asi el desmantelamiento del aparato
fotosintético con el paso del tiempo desde
el inicio del periodo de deficiencia. En tales
hojas las proteinas se hidrolizan (protedlisis)
resultando en un colapso de los cloroplastos,
y en consecuencia en una disminucién del
contenido de Chl (Mengel y Kirkby, 2000).

En algunasinvestigaciones (Ziv¢aketal., 2014b
y Horaczek et al., 2020) no se han encontrado
diferencias significativas en el pardmetro fv/fm
medido en hojas jovenes con deficiencia de N,
en relacién a un testigo. Si se han encontrado
diferencias en hojas adultas en comparacion
con un control (Zivéak et al. 2014a), para lo
cual los autores sugieren que esto ocurre asi,
debido al inicio de la senescencia foliar, y la
consecuente removilizacién de N hacia tejidos
en desarrollo, durante una deficiencia de N.
Mediciones en simultaneo, en dos hojas en el
mismo tallo, permiten detectar la pérdida de
la capacidad fotosintética en la hoja inferior
debido a la removilizacion de N, que esta

Rev. Cient. Agropecu 26: 11-27 (2023) -RCA | 21



Efecto de la deficiencia de nitrégeno...

directamente relacionada con el nivel de
deficiencia de nitrogeno (Zivéak et al. 2014b).
Resulta llamativo el hecho de que luego de
40 dias o mas de deficiencia, el tratamiento
DefNHj no presente valores medios de ambos
pardmetros de FChl significativamente
menores respecto a Comp en Hj y Ha (Fig. 2).
Probablemente esto ocurrié de esta manera,
debido a que la planta durante los 56 dias
bajo solucion completa (periodo previo a
la diferenciacion de tratamientos) acumulé
suficiente N, que luego removiliz6 hacia
estructuras mas jovenes, durante el periodo
de deficiencia, sin agotar sus reservas en
dichos tejidos.

Si bien las plantas se encontraban bajo media
sombra en el invernaculo expuestas a niveles
bajos de luz PAR ambiental, se sugiere que
los valores mas bajos de fv'/fm” para DefNHa
indican una menor capacidad para utilizar la
energia de excitacién a través del transporte
de electrones fotosintéticos (Demming -
Adams et al., 1996), por haberse encontrado
aclimatadas a un menor nivel de luz PAR,
mientras que las plantas de DefNHj se hayan
encontrado aclimatadas a un nivel mayor de
luz (en relacion a Ha), destinando asi mayor
proporcidon de fotones a la via fotoquimica,
disminuyendo el nivel de energia proveniente
de la des-excitacion de la molécula de Chl
que se disipa en forma de calor, y asi poder
mantener valores mas altos de fv'/fm’.

Evaluaciéon de pardmetros de FChl en hojas
aclimatadas a la luz bajo deficiencia de Ca
Respecto a  fv/fm’, DefCaHj fue
significativamente menor a CompHj(7,21y 49
DDID), y a DefNHj (21 y 49 DDID). En relacién a
fq'/fm’, DefCaHj fue significativamente menor
a DefNHj y CompHj (21 y 49 DDID) (Fig. 2 -
Tabla 2).

Es conocido el hecho de que el Ca posee escasa
movilidad debido su baja concentracidon en
la savia del floema (White, 2012), lo cual se
evidencid en hojas jovenes deformes con las
puntas hacia abajo (Fig. 4). Se puede entender
esta reduccion, al tener en cuenta que una
deficiencia de Ca puede llegar a generar
disminucion en el contenido total de Chl, de

acuerdo a lo reportado por Kalaji et al., 2017b
en maiz (70,1%) y tomate (48,6%), y por De
Souza Osorio et al., 2020 en poroto.

Es pertinente considerar que el Ca, a nivel del
PSIl, interviene en el complejo oxidante del
agua al conformar el grupo Mn4CaO5 durante
la fotolisis de la molécula de agua en la
primera etapa de la fotosintesis (Najafpour et
al., 2020). También juega un papel importante
en el transporte de electrones (Hochmal etal.,
2015y Huang et al., 2017).

A los 7 DDID (Fig. 2C) los valores de fv'/
fm” y fq'/fm” de todos los tratamientos,
disminuyeron respecto alos demas momentos
de medicién. Si bien en este trabajo no se
compararon estadisticamente los valores de
cada parametro de FChl entre momentos de
medicion debido a que la intensidad de la
radiacion actinica aplicada fue distinta, por
lo que no se puede afirmar si corresponden
a diferencias significativas, se podria atribuir
esta reducciéon a la temperatura maxima
alcanzada ese dia (Fig. 1). El estrés por calor
provoca cambios en las propiedades de
reduccién-oxidacion de los aceptores de PSII
afectando asi la eficiencia del transporte de
electrones y el complejo oxidante del agua
(Brestic y Zivcak 2013; van der Westhuizen et
al., 2020y Yan etal., 2021).

El descenso sostenido en el tiempo del
rendimiento cuantico efectivo o actual
(fg’/fm’) en DefNHa indica que existid6 una
considerable limitacién fotoquimica en hojas
muy desprovistas de N (Ha) en relacién a H;j
con DefN, hojas carentes de Ca y nutridas en
forma completa. La ausencia de diferencia
significativa sostenida en el tiempo para
ambos parametros de FChl, entre DefCaHjy los
tratamientos de CN Comp, sugiere que en las
hojas con DefCa no se restringi6 fuertemente
la actividad fotoquimica, como ocurrié en Ha
bajo DefN.

Caracterizacion de los sintomas de deficiencia.
Deficiencia de N

El sintoma visual mas destacado de la
deficiencia de N son las hojas adultas
cloréticas, donde la clorosis se propaga
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uniformemente por toda la hoja debido a
la reduccién de la sintesis de clorofila o a la
descomposicion de las proteinas de union
a la clorofilas existentes en los fotosistemas.
En particular en tomate se presenta clorosis
general con antocianosis en nervaduras y
en la cara abaxial de las hojas (de Bang et al.,
2020).

A partir de los 14 DDID se comenzaron a
visualizar sintomas de deficiencia de N, como
ser palidez en Ha que fueron progresando
a una clorosis intensa acompanado de una
reduccion generalizada en el crecimiento de
todaplantahacialos49DDID (Fig.3,5y7).Estos
resultados son similares a los observados por
Souza Maia et. al.,, 2019 en plantas de tomate
cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme)
a los 60 dias de mantener una reduccion del
75% de N en la solucién nutritiva.

En una primera etapa del periodo de
deficiencia la tasa de elongacion de la
hoja se reduce sin afectar la fotosintesis,
el crecimiento de las raices se mantiene o
incluso se estimula mediante el transporte
de carbono asimilado hacia las raices, lo que
da como resultado una menor proporcion de
biomasa de vastago/raices. En una segunda
fase se desencadena la descomposicion de
los acidos nucleicos y las proteinas de las
hojas, asociado con su senescencia, y con
la descomposicion de la enzima Rubisco,
conduciendo a una disminucién de la
capacidad fotosintética maxima, lo que
finalmente inhibe el crecimiento de toda la
planta (Hawkesford et al., 2012).

Los resultados obtenidos en este trabajo
sefalan que en DefN se redujo severamente el
contenido de clorofila, principalmente en Ha,
su fotosintesis, y por lo tanto la acumulacion
de biomasa y el crecimiento de las plantas
de tomate, lo cual es congruente con el
estado del aparato fotoquimico informado
por fq'/fm” en DefNHa. Si bien a los 7 DDID
no se apreciaron sintomas visibles (color
y anatomia de hojas y tamafio de plantas)
en DefNHa (Fig. 3), si se registraron valores
medios significativamente menores de fq'/
fm” (Fig. 2Q).
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Deficiencia de Ca

Los sintomas foliares tipicos de la deficiencia
de Ca son lesiones necréticas en los margenes
y puntas de las hojas, nervaduras de color
marrén y deformidades. Durante la etapa
vegetativa en tomate, la deficiencia Ca
siempre afecta a las raices antes que a la parte
aérea, las mismas se vuelven marrones y el
tejido se desintegra (de Bang et al., 2020).

A partir de los 14 DDID las plantas DefCa
se percibieron con sus Hj blanquesinas,
evolucionando hacia la muerte de meristemas
apicales, Hj deformes y una disminucion
brusca de crecimiento con raices marrones
al término del experimento (Fig. 3, 4 y 7).
Sanz et al., 2000, observaron la aparicién de
sintomas visuales en hojas jovenes de tomate,
a los 7 a 10 dias, indicando que podrian
reflejar el desencadenamiento de procesos
irreversibles que conducen a la muerte de la
planta, actuando la restriccién de Ca como un
potente inhibidor del crecimiento vegetativo.
Cavalcante et al., 2019 argumentan, a partir
de resultados similares en sandia (Citrullus
lanatus), que la carencia de Ca afecté el
alargamiento celular y la division mitética. En
razéon de que en los tejidos meristematicos se
requiere la presencia de este elemento para la
division (formacion de huso) y agrandamiento
de las células, y en la formacién de laminillas
medias (Kathpalia y Bhatla, 2018) es que
probablemente las hojas jovenes presentaron
un dobles hacia abajo.

Conclusiones

1. Las hojas adultas de tomate con deficiencia
de N fueron las que sufrieron mayor limitacion
fotoquimica, a partir de los 7 dias de iniciado
el déficit nutricional.

2.Alos 14 dias deiniciado el periodo de déficit
se comenzaron a evidenciar sintomas visuales
en hojas adultas con carencia de nitrégeno y
hojas jovenes deficientes en calcio.

3. Es probable que mediante la medicion
de estos parametros se puedan detectar
alteraciones en el funcionamiento del
aparato fotosintético en forma anticipada
a la aparicién de sintomas visuales, aunque
para confirmarlo con mayor contundencia lo
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apropiado serian mediciones de fluorescencia
y registro de imagenes con mayor frecuencia.
4, El parametro fq'/fm” resultd ser el
mas sensible al efecto de las deficiencias
nutricionales.
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