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I. INTRODUCCIÓN. 

La concentración de nutrientes en la disolución del suelo debe ser la 

adecuada para el buen desarrollo de los cultivos, pero existen numerosos 

factores (suelos pobremente drenados, con alta alcalinidad, estrés hídrico,…), 

que alteran dicha concentración ocasionando deficiencias nutricionales, 

principalmente de micronutrientes.  

 

El hierro es un elemento esencial en la nutrición de las plantas al estar 

implicado en numerosos procesos metabólicos, su déficit da lugar a la 

disminución o inactivación de estos procesos, ocasionando uno de los 

problemas más graves a los que se enfrenta la agricultura en amplias zonas 

del mundo, limitando la producción de los cultivos (Terry y Zayed, 1995).   

 

El efecto más evidente de la deficiencia de hierro es el color 

amarillento entre las nervaduras de las hojas jóvenes (Abadía y Abadía, 1993; 

Marschner, 1995; Morales et al., 1998; Mengel et al., 2001), causado por una 

disminución a nivel foliar de todos los pigmentos fotosintéticos que recogen la 

luz (clorofilas y carotenos) (Spiller y Terry, 1980; Terry y Abadía, 1986; Terry y 

Zayed, 1995; Soldatini et al., 2000). En los casos carenciales severos de 

hierro el amarilleamiento puede llegar a ser completo, apareciendo zonas 

necróticas, caída precoz de las hojas e incluso una desfoliación total y entre 

otros síntomas visuales, una reducción del crecimiento de la planta que ve 

restringida su producción óptima y la calidad de los frutos (Carpena et al., 

1965; Loupassak et al., 1997; Tagliavini et al., 2000; Mengel et al., 2001; 

Álvarez-Fernández et al., 2006). Como consecuencia final, los cultivos ven 

acortado su ciclo de vida, produciéndose su muerte prematura (Sanz et al., 

1992). 

 

Las causas que inducen la aparición del déficit de hierro en el vegetal 

pueden ser diversas (Marschner, 1995), pero fundamentalmente se deben a la 

presencia de altos niveles de carbonatos e iones bicarbonato en suelos de 

cultivo y aguas de riego, que hacen que el pH se encuentre fuertemente 

tamponado a valores alcalinos (7,5-8,5) (Lindsay, 1979; Lucena, 2000), lo que 

se traduce en una baja solubilidad del hierro en el suelo, en la mayoría de los 
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casos insuficiente para satisfacer las necesidades del vegetal, y en la 

inhibición de los mecanismos de toma de Fe por las plantas (Lucena, 2000). 

Los suelos calizos ocupan aproximadamente el 30% de la superficie terrestre 

(Chen y Barak, 1982) y en muchos casos se encuentran en zonas áridas y 

semiáridas con bajas precipitaciones anuales (<500 mm), hecho que agrava la 

situación. 

 

Este desorden nutricional presenta una destacada incidencia en un 

gran número de cultivos, siendo más susceptibles los árboles frutales de hoja 

caduca (melocotoneros, ciruelos, manzanos, kiwi,…), olivos, uva, arroz, 

cítricos, tomates, etc. (Sanz et al., 1992; Mengel et al., 2001; Rombolà y 

Tagliavini, 2006). En Europa, el área mediterránea es una de las zonas más 

afectadas Esto hace que muchos cultivos de gran relevancia económica 

necesiten ser tratados con compuestos de hierro, lo que supone altos costes 

económicos en la agricultura para su corrección, que ascienden 

aproximadamente a 100 millones de euros cada año sólo en la zona del 

Mediterráneo. 

 

En los suelos calizos la mejor forma de evitar y corregir la carencia de 

hierro en los cultivos, consiste en la aplicación de quelatos sintéticos de hierro, 

siendo los más eficaces los constituidos a base de FeEDDHA (etilendiamino-

di-o-hidroxifenilacetato ferrato(III)) y FeEDDHMA (etilendiamino-di-(o-hidroxi-

p-metilfenilacetato) ferrato(III)), ya que son estables frente al pH en un rango 

de 4-9 (Halvorson y Lindsay, 1972; Norvell, 1991) y presentan mínima 

reactividad con los materiales edáficos (Álvarez-Fernández et al., 2002). Al ser 

productos caros que necesitan ser aplicados sucesivamente, el gasto en estos 

fertilizantes representa en muchos casos un valor superior al 50% de los 

fertilizantes adicionados a los cultivos, consumiéndose en España 2/3 de los 

quelatos vendidos en Europa. Además, la inclusión al suelo de grandes 

cantidades de quelatos sintéticos de hierro podría desencadenar riesgos 

medio ambientales al tratarse de productos de síntesis muy solubles, poco 

degradables por los microorganismos del suelo y con gran potencial 

solubilizador de metales pesados que pueden ser lixiviados (Tagliavini y 

Rombolà, 2001; Orera et al., 2006), es por tanto necesario encontrar métodos 

que permitan reducir costes y minimizar su impacto ambiental. 
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En las últimas décadas se han ido estableciendo una serie de efectos 

bioestimulantes de las sustancias húmicas sobre el vegetal que se traducen 

fundamentalmente en: a) su influencia sobre el crecimiento de las plantas 

relacionado con el aumento significativo en la toma de hierro (Chen et al., 

2004a); b) cambios en la permeabilidad de las membranas (Vigneault et al., 

2000); y c) modificación de determinadas actividades enzimáticas implicadas 

en la toma y el metabolismo de nutrientes, especialmente hierro y nitrógeno 

(Pinton et al., 1997; Varanini et al., 1993; Varanini y Pinton 2000). 

 

I.1. HIERRO EN EL SUELO. 

 

El hierro es el cuarto elemento más abundante de la corteza terrestre 

(3,8%) después del oxígeno, silicio y aluminio (Lindsay, 1979). Representa el 

5,1% del peso total de la corteza terrestre, encontrándose mayoritariamente 

en las estructuras cristalinas de numerosos minerales. En el suelo está 

presente en sus dos estados de oxidación, siendo el Fe (III) la especie soluble 

predominante en condiciones aeróbicas. Su punto de partida en el suelo son 

los minerales primarios (Figura I.1) que incluyen silicatos ferromagnéticos 

como: olivino, homblenda, augita y biotita, dónde generalmente se encuentra 

como Fe (II), pero en presencia de oxígeno atmosférico estos minerales se 

meteorizan lentamente obteniéndose hierro soluble que puede ser utilizado 

por los organismos del suelo, unirse a distintos ligandos orgánicos, o bien ser 

transformado a minerales secundarios como: carbonatos, sulfuros y silicatos, 

pero fundamentalmente se transforma en óxidos e hidróxidos de Fe (III), de 

distinta composición y grados de cristalización que serán los que controlen 

principalmente su solubilidad en el suelo (Murad y Fischer, 1988; Lindsay, 

1979). 
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Figura I.1. Ciclo del hierro en el suelo (Adaptado de Murad y Fischer, 1988). 

 

La precipitación del Fe (III) en el suelo forma hidróxido de hierro (III) 

amorfo en primer lugar. Con el tiempo evoluciona a una forma cristalina más 

ordenada y menos soluble que la anterior denominada Fe-suelo, óxido de Fe 

(III) amorfo que podría corresponder a la ferhidrita (Lindsay, 1995), y controla 

la solubilidad del Fe (III) en suelos bien aireados mediante la siguiente 

reacción: 

Fe-suelo + 3H+  �  Fe3+ + H2O   Log K = 2,70 

La solubilidad de los óxidos e hidróxidos del Fe (III) está condicionada 

por el pH y de acuerdo con Chen y Barak (1982) disminuye en el siguiente 

orden: Fe(OH)3 amorfo > Fe(OH)3 del suelo > γ-Fe2O3 maghemita > γ-FeOOH 

lepidocrocita > α-Fe2O3 haemita > goetita. Por su naturaleza química y su gran 

superficie específica los óxidos de hierro son capaces de retener aniones 

como: molibdato, fosfato y silicato y elementos traza como: Co, Zn, Pb, V y Ni 

(Schwermann y Taylor, 1989), siendo algunos de ellos nutrientes para las 
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plantas. También pueden influir en la estructura de los suelos, debido a su 

poder cementante (Schwertmann y Taylor, 1989; Schwertmann, 1991; Allen y 

Hajek, 1989). Bajo condiciones de anaerobiosis, los microorganismos para 

realizar la descomposición oxidativa de la materia orgánica pueden utilizar los 

óxidos de Fe (III) como aceptores finales de electrones, reduciéndose el Fe 

(III) a Fe (II) que generalmente es más soluble y facilita la solubilidad de los 

óxidos (Schwertmann y Taylor, 1989). 

I.2. EL HIERRO EN LA PLANTA. 

En este apartado se describen los procesos de toma, distribución y 

funciones metabólicas del hierro en la planta. 

I.2.1. ASIMILACIÓN DEL HIERRO POR LA PLANTA. 

Aunque el hierro en el suelo se encuentra soluble en sus dos estados 

de oxidación, las plantas preferiblemente lo toman en forma de Fe (II) 

(Marschner, 1995), por lo que en suelos bien aireados donde predomina el ión 

férrico, es necesario su reducción como paso previo a la nutrición de hierro. 

Esta reducción tiene lugar en la membrana plasmática radicular por la enzima 

Fe (III)-reductasa estándar (Bienfait, 1985; Römheld, 1987). A continuación 

mediante una serie de procesos que citaremos más adelante, el Fe es 

distribuido por toda la planta. 

Las plantas se pueden clasificar en función de su adaptación a la 

disponibilidad de hierro en el medio en calcífugas y calcícolas (Figura I.2). Las 

primeras son incapaces de desarrollar mecanismos como respuesta de las 

deficiencias nutricionales, especialmente de P y Fe. No pueden solubilizar 

micronutrientes en los suelos calizos, donde sus concentraciones son 

insuficientes para cubrir las necesidades nutricionales de las plantas (Kinzel, 

1982; Lindsay, 1984; Tyler, 1996) y tampoco pueden mantener el Fe dentro de 

sus tejidos en su forma activa Fe (II), estas plantas se localizan principalmente 

en suelos ácidos. Las plantas calcícolas pueden crecer en suelos con gran 

contenido de CaCO3, ya que en estas situaciones de deficiencia de hierro, han 
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desarrollado una serie de mecanismos que permiten incrementar los niveles 

de Fe en la disolución del suelo. Estas plantas según los mecanismos que 

desarrollen en su adaptación a la carencia de hierro se clasifican en dos 

grupos: plantas de estrategia I y de estrategia II (Chaney et al., 1972; 

Marschner et al., 1986; Römheld, 1987; Bienfait, 1988; Brown y Joley, 1988; 

Hopkins et al 1992; Marschner y Römheld, 1995). 

 

Figura I.2. Clasificación de las plantas según su adaptación a la disponibilidad 

de Fe en el medio.  

Estrategia I. 

Esta respuesta corresponde a las plantas di- y monocotiledóneas a 

excepción de las gramíneas, estando a su vez constituida al menos por dos 

subestrategias y en muchos casos por una tercera. 

En general, las plantas de estrategia I experimentan como respuesta a 

la deficiencia de Fe cambios fisiológicos como son la liberación de H+ y 

sustancias reductoras y/o quelantes, así como el incremento de la actividad de 
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la enzima Fe (III)-reductasa (Figura I.3), y cambios morfológicos como la 

proliferación de raíces laterales para incrementar el área de absorción de Fe y 

aumento del diámetro de la zona apical radicular (Kramer et al.,1980; 

Robinson et al., 1999; Schmidt, 1999; López-Millán et al., 2001; Dell`Orto et 

al., 2003). 

 

Figura I.3. Modelo de respuesta de las plantas de estrategia I ante la 

deficiencia de Fe (Marschner, 1995). 

La primera subestrategia consiste en un aumento de la actividad de la 

enzima Fe(III)-reductasa situada en la membrana plasmática radicular, 

responsable de la reducción del Fe (III), lo que da lugar al aumento en la 

velocidad de descomposición de los quelatos de Fe (III) y por consiguiente de 

la toma de Fe reducido por la planta (Moog y Brüggemann, 1994; Robinson et 

al., 1999; Schmidt, 1999; Rombolà et al., 2002). 
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Este aumento en la actividad reductasa radicular se atribuye a la 

mayor actividad de la reductasa estándar junto con la activación de una 

enzima transmembrana llamada reductasa turbo (Bienfait, 1985). Existen dos 

hipótesis respecto a la enzima reductasa turbo, por una parte autores como 

Bienfait (1985) y Susín et al. (1996) consideraron que se encuentra localizada 

en células de la epidermis de las raíces laterales que crecen como 

consecuencia de la deficiencia de hierro, mientras que otros autores como 

Buckhout et al. (1989), Holder et al. (1991), Moog y Brüggemann (1994) 

piensan que la reductasa turbo se encuentra en todo el sistema radicular de 

las plantas y sólo se activa bajo deficiencia férrica. Así, Buckhout et al. (1989) 

encontraron que en plantas de tomate, ambas enzimas aumentaron su 

actividad 7 veces cuando la planta presentaba deficiencia de hierro, en 

cacahuete fue 20 veces mayor (Römheld y Marschner, 1983) y 6 veces para 

la cebada (Bienfait et al., 1983).  

La segunda subestrategia consiste en la extrusión de H+ por las raíces 

mediante la enzima H+-ATPasa (Brown, 1978; Toulon et al., 1992). 

Estas dos primeras subestrategias parecen estar correlacionadas, ya 

que la excreción de H+ produce la acidificación de la rizosfera y de esta forma 

incrementa la solubilidad del Fe presente en el suelo y la actividad de las 

reductasas (Brancadoro et al., 1995; Schmidt, 1999; Pinton et al., 1999; 

Nikolic et al., 2000; Dasgan et al., 2002). El pH óptimo para la reductasa turbo 

es 6,5 (Holden et al., 1991) y para la reductasa estándar alrededor de 5,5 

(Cohen et al., 1997). Por lo tanto, en medios calizos las concentraciones 

elevadas de HCO3
- contrarrestan esta respuesta de las plantas de estrategia I, 

e inducen la aparición de los síntomas de la deficiencia de hierro. 

La extrusión de H+ va unida a cambios morfológicos en la raíz, como 

son el incremento de raíces laterales y el engrosamiento de las zonas 

subapicales, que permiten una mayor absorción del Fe al aumentar la 

superficie de contacto (Kramer et al., 1980; Welkie y Miller, 1993; Schmidt, 

2001). 
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Por último, la tercera subestrategia aparece en ciertas especies 

(tomate, sorgo, maíz,…), y consiste en la liberación de sustancias reductoras 

y/o quelantes por parte de las raíces, principalmente de naturaleza fenólica. 

Su importancia radica más en su poder quelante que en su carácter reductor 

(Welkie y Miller, 1960; Mori, 1999; Dasgan et al., 2002). Esta liberación de 

sustancias reductoras y/o quelantes al medio es escasa cuando la planta 

dispone de hierro suficiente para su nutrición óptima, mientras que en 

situaciones de carencia se incrementa (Chaney y Bell, 1987). 

Entre los ácidos orgánicos exudados por las raíces se encuentran 

mayoritariamente ácidos di- y tricarboxílicos, principalmente el ácido oxálico, 

málico y cítrico, potentes quelantes del Fe (Tyler y Ström, 1995; Abadía et al., 

2002; Rombolà et al., 2002; Ollat et al., 2003). Según Zohlen y Tyler, (2000) el 

citrato liberado por las raíces de las plantas solubiliza más Fe que agentes 

quelantes sintéticos como el EDTA. Kannan y Ramani, (1988) identificaron en 

los exudados de plantas de tomate y sorgo sometidas a deficiencia de hierro, 

sustancias reductoras tales como el ftalato de butilo y el ácido caféico. 

También cabe destacar que bajo deficiencia férrica la concentración de 

ácidos orgánicos es mayor en hojas y raíces (Abadía et al., 2002) 

principalmente citrato y malato (Alhendawi et al., 1997). El ácido cítrico juega 

un papel importante en el transporte del Fe vía xilema desde las raíces a las 

partes superiores de la planta (Nikolic y Römheld, 1999; Ojeda et al., 2004). 

Según Landsberg (1981), en plantas de estrategia I la concentración de 

ácidos orgánicos en raíces aumentó de 3,8 a 11,9 veces para el citrato y de 

1,9 a 2,2 veces para el malato. Sun et al. (1987) encontraron que en raíces de 

manzanos, la concentración en citrato fue 3,5 veces mayor y en malato 2 

veces con la deficiencia férrica y Rabotti et al. (1995) hallaron que en cultivos 

de pepinos sometidos a estrés férrico, las concentraciones radiculares 

aumentaron 4,8 veces para el citrato y 2,7 para el malato. Pero el aumento en 

la concentración de ácidos orgánicos no se encuentra restringido a malato y 

citrato. Así, Alhendawi et al., (1997) encontraron que bajo deficiencia de Fe 

inducida por carbonatos, se incrementó la concentración radicular de citrato, 

malato, aconitato y succinato para los cultivos de maíz y cebada. En 

remolacha la concentración de los ácidos orgánicos: aconitato, succinato, 
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fumarato, oxalato, ascorbato, citrato, 2-oxoglutarato y malato aumentó en las 

raíces con la deficiencia de Fe (López-Millán et al., 2000a). 

Estas tres subestrategias no son respuestas independientes, juntas 

constituyen un mecanismo global en respuesta a la deficiencia de Fe, siendo 

el aumento de la actividad de la reductasa la respuesta más frecuente (Brown 

y Jolley, 1988). Sin embargo, su eficacia puede verse reducida en suelos 

calizos, al neutralizarse los protones liberados por las raíces con los iones 

bicarbonato de estos suelos, disminuyendo la disponibilidad de Fe para la 

planta, así como la actividad de la Fe (III)-reductasa. 

Estrategia II. 

Este mecanismo de respuesta lo desarrollan exclusivamente las 

gramíneas y se caracteriza por la biosíntesis y secreción en la zona radicular 

como respuesta a la deficiencia de Fe, de agentes quelantes naturales 

altamente efectivos para solubilizar el Fe (III) de los compuestos inorgánicos 

del suelo (Marschner y Römheld, 1995). A estos compuestos se les denomina 

fitosideróforos (FS) (Figura I.4), debido al parecido que presentan con los 

sideróforos, moléculas de captación y transporte del Fe mediante quelación de 

los microorganismos del suelo (Neilands y Leong, 1996; Marschner et al., 

1990). Como segundo paso de esta estrategia, las gramíneas poseen una 

proteína transportadora (Tr) en la membrana plasmática de las células 

radiculares, que se caracteriza por su elevada afinidad por los quelatos Fe 

(III)-fitosideróforos (Römheld y Marschner, 1990) y que los trasfiere hacia el 

citoplasma, para proporcionar el Fe requerido por la planta en situaciones de 

carencia. Esta proteína no la presentan las plantas de estrategia I. Los 

fitosideróforos también pueden formar complejos con otros cationes metálicos 

como Mn, Cu y Zn, sin embargo, las plantas no disponen de un transportador 

específico para estos nutrientes como ocurre con el Fe, por tanto, la captación 

del complejo Fe (III)-fitosideróforos es muy selectiva comparada con la del 

complejo formado por los fitosideróforos con otros metales (Marschner y 

Römheld, 1995). 
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Figura I.4. Modelo de respuesta de las plantas de estrategia II ante la 

deficiencia de Fe (Marschner y Römheld, 1995). 

Los fitosideróforos son aminoácidos no proteinogénicos de bajo peso 

molecular. Su calidad y cantidad difiere entre las distintas especies de 

gramíneas (Schmidt, 2003). El ácido muginéico (MA) (Figura I.5) fue el primer 

fitosideróforo identificado en los exudados de cebada, su liberación 

aumentaba en condiciones de deficiencia de Fe y disminuía rápidamente 

después del suministro férrico (Takemoto et al., 1978). Pero realmente el 

descubrimiento de los fitosideróforos fue realizado por Takagi (1972), cuando 

observó la liberación de sustancias solubilizadoras del Fe por las raíces de 

plantas de arroz deficientes en hierro. Tras la identificación del ácido 

muginéico prosiguió la de otros fitosideróforos: ácido avénico (AVA) (Fushiya 

et al., 1980), ácido 3-hidroximuginéico (HMA) (Nomoto et al., 1979), 3-

epihidroximuginéico (epiHMA) (Nomoto et al., 1981), ácido 2`-desoximuginéico 

(DMA) (Nomoto et al., 1981) y ácido disticónico (Nomoto, 1987). 
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Figura I.5. Estructura del fitosideróforo, ácido muginéico (MA) y su quelato de 

Fe (III) correspondiente (Marschner, 1995). 

Los fitosideróforos se sintetizan a partir de la L-metionina (Met) vía 

nicotianamina (NA) (Figura I.6). La nicotianamina sintasa (NAS) y la 

nicotinamina aminotransferasa (NAAT) son las enzimas críticas de la 

biosíntesis de los fitosideróforos. En condiciones de deficiencia de Fe, 

incrementan su actividad dando como resultado la secreción creciente de 

fitosideróforos (Mori, 1999). Cuando el suministro de Fe es suficiente, estas 

enzimas inhiben la secreción. Este mecanismo de síntesis está bajo control 

genético y ya se han identificado los cromosomas responsables de la 

regulación de la transformación de DMA hacia MA (Mori, 1999). 
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Figura I.6. Biosíntesis de los fitosideróforos de la familia del ácido muginéico, 

en raíces de cebada (estrategia II), bajo condiciones de deficiencia de Fe 

(Mori, 1999). 

Por otra parte, los fitosideróforos están sujetos a la degradación 

microbiana que puede ocurrir en un periodo de horas (Watanabe et al., 1989), 

así como al intercambio de Fe con los sideróforos (Guerinot y Yi, 1994). 

Autores como Römheld (1991) piensan que las raíces están colonizadas por 

bacterias que protegen a los fitosideróforos de la degradación microbiológica, 

así como de la competencia del Fe con los sideróforos. Otros autores como 

Mori (1994) creen que las plantas superan la competencia por el Fe con los 

sideróforos de los microorganismos del suelo al segregar fitosideróforos en 
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cantidades molares 1000 veces superiores a la concentración tomada por la 

planta. 

También algunos autores han encontrado plantas capaces de adquirir 

el Fe de los sideróforos microbianos, debido a que los microorganismos que 

colonizan las raíces se los proporcionan a la planta (Shenker et al., 1995; 

Chen et al., 2000; Masalha et al., 2000; Yehuda et al., 2000; Johnson et al., 

2002)  

Por último, hay que destacar que todos los mecanismos que 

desarrollan las plantas de ambas estrategias bajo estrés férrico, cesan cuando 

la planta dispone de Fe suficiente para su correcta nutrición (Marschner, 

1995), y la eficacia de cada una de las estrategias depende de diversos 

factores, muchos de naturaleza genética. La capacidad para asimilar el Fe se 

sabe que varía bastante entre especies, así como entre cultivos, cepas o 

variedades dentro de cada especie (Bienfait, 1988). 

I.2.2. DISTRIBUCIÓN DEL Fe EN LOS TEJIDOS DE LA PLA NTA. 

Algunos autores han sugerido que el problema de la deficiencia de Fe, 

es debido a la inactivación del Fe en los órganos vegetales, ya que en muchas 

ocasiones se ha observado que la concentración de Fe en las hojas cloróticas 

es similar e incluso mayor a la de las hojas verdes. Este fenómeno Römheld 

(1997) lo denominó “Chlorosis Paradox ”. Autores como Toselli et al. (2000) 

sugieren que este hecho puede ser consecuencia del menor tamaño que 

presentan las hojas cloróticas respecto a las verdes, sin embargo, la 

disminución de los niveles de clorofila en estas hojas hizo pensar a autores 

como Mengel (1995) y Kosegarten et al. (1999) que este fenómeno se debía a 

la alcalinización del apoplasma que perjudicaba la reducción del Fe (III) a Fe 

(II) por la enzima reductasa. Siendo esta reducción necesaria para la entrada 

del Fe desde el xilema al interior de la célula. Esta teoría daría explicación al 

hecho de que las hojas cloróticas tienen los nervios verdes y los espacios 

internervales amarillos. 
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La toma y distribución del Fe desde la raíz al resto de órganos 

vegetales, presenta varias etapas críticas. En primer lugar, para que sea 

asimilado desde el suelo por la raíz debe estar en forma de Fe (II), por tanto 

se requiere la reducción del Fe (III) por parte de la enzima Fe (III)-reductasa 

situada en la membrana plasmática de las células radiculares. Esta enzima 

disminuye su actividad a valores de pH alcalinos. Además, esto trae como 

consecuencia valores de pH elevados en el apoplasma de las células 

radiculares que producen la precipitación del Fe, impidiendo así su transporte 

al resto de la planta (Mengel, 1995; Nikolic y Römheld, 1999). A continuación 

el Fe (II) es oxidado a Fe (III) en el simplasma del sistema radicular (Brown et 

al., 1979) y es complejado por el citrato, formando el complejo soluble Fe (III)-

citrato que se transporta vía xilema a las partes superiores de cada planta 

(Chaney et al., 1972; Fox y Guerinot, 1998; Ojeda et al., 2004). 

Cuando el Fe (III) llega a las hojas, para poder atravesar la membrana 

plasmática hacia el citoplasma se precisa de nuevo la reducción a Fe (II), este 

proceso lo realiza una enzima Fe reductasa similar a la que se encuentra en la 

membrana plasmática radicular y como se ha comentado con anterioridad, es 

otra de las circunstancias que originan la deficiencia de Fe en el vegetal, al 

encontrarse esta enzima inhibida por los valores de pH elevados en el 

apoplasma, como consecuencia del pH alcalino de la rizosfera (Mengel, 1995; 

Rombolà et al., 1997). Esta relación entre la deficiencia de Fe y la 

alcalinización del apoplasma foliar, también ha podido ser confirmada por 

López-Millán et al. (2001) al encontrar en perales crecidos en suelos calizos, 

un incremento del pH del apoplasma que pasó de 5,5-5,9 a 6,5-6,6. Se ha de 

tener en cuenta que el pH óptimo para la actividad de la Fe (III)-reductasa en 

el apoplasma del mesofilo foliar está en el rango 5,5 a 6,0, por encima de pH 

6,0 la actividad de esta enzima disminuye considerablemente (González-

Vallejo et al., 2000). A continuación el Fe (II) en el citoplasma es complejado 

por la nicotianamina y es distribuido en el simplasma de las hojas hacia todos 

los procesos metabólicos que lo requieren (Stephan y Sholz, 1993) (Figura 

I.7). 
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Figura I.7. Mecanismo propuesto de la toma de Fe hacia el simplasma de la 

hoja (Nikolic y Römheld, 1999). 

I.2.3. FUNCIONES DEL HIERRO EN LAS PLANTAS. 

La importancia del hierro en las plantas procede del hecho de ser un 

constituyente esencial, que interviene en numerosos procesos metabólicos 

(Terry y Zayed, 1995). Forma parte de numerosos sistemas enzimáticos con y 

sin grupos hemo, participando en procesos de óxido-reducción especialmente 

en mitocondrias y cloroplastos. Dentro de las hemo-proteínas, se encuentran 

los citocromos que son los componentes de los sistemas redox en los 

cloroplastos, en la nitrato reductasa y en las mitocondrias (Clarkon y Hanson, 

1980). La catalasa y la peroxidasa son hemo-enzimas cuya actividad 

disminuye bajo deficiencia de Fe (Römheld y Marschner, 1991). La peroxidasa 

cataliza la síntesis de lignina y suberina (Marschner, 1995) y favorece la 

eliminación de H2O2 en los cloroplastos. Si su actividad disminuye se produce 

la acumulación de grupos fenólicos en la rizodermis (Römheld y Marschner, 

1981), mientras que la catalasa interviene en el ciclo de Calvin y en la 

fotorrespiración.  
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Se consideran proteínas sin grupos hemo, aquellas que tienen enlaces 

Fe-S, dónde el Fe está coordinado al grupo tiol de la cisteina y/o al azufre 

inorgánico. A este grupo de proteínas pertenecen la ferredoxina, xantina 

oxidasa, aconitasa y peróxido dismutasa. De todas, la más conocida es la 

ferredoxina que se encuentra en los cloroplastos y mitocondrias (Droillard et 

al., 1990) y actúa como aceptor final de electrones en un gran número de 

procesos metabólicos como: la fotosíntesis, asimilación reductora del nitrato y 

sulfato y en la fijación del nitrógeno atmosférico. El resto de los sistemas 

enzimáticos citados sin grupos hemo, intervienen en los procesos metabólicos 

de la fotosíntesis, la respiración mitocondrial y en la fijación del N2, etc. 

El Fe es esencial para la síntesis de proteínas. En hojas deficientes en 

hierro desciende el contenido de proteínas, debido a que el número de 

ribosomas en estas condiciones disminuye (Lin et al., 1978). Cuando la 

deficiencia de Fe es severa, el tamaño de las hojas se reduce al inhibirse la 

división celular (Abbott, 1967), y disminuye la formación de complejos 

clorofila-proteínas que sirven de componentes estructurales para las 

membranas tilacoidales. 

También se ve implicado en la activación de enzimas responsables de 

la síntesis de ARN (Römheld y Marschner, 1991) e interviene en la síntesis de 

etileno (Bouzayen et al., 1991), y asimismo, forma parte de la fitoferritina, 

fosfoproteína férrica insoluble que puede almacenar alrededor de 5000 

átomos de Fe (III), siendo de esta forma una reserva de Fe en hojas (Andrews 

et al., 1992). 

El Fe a su vez interviene en la fotosíntesis, debido a que cataliza la 

síntesis de clorofila (Miller et al., 1984) e influye en la morfología de los 

cloroplastos (Terry y Abadía, 1986; Marschner, 1995). Su deficiencia produce 

la alteración de la estructura y funciones de los cloroplastos, dando lugar a 

una reducción del número de tilacoides y granas (Terry y Abadía, 1986) que 

visualmente se manifiesta por el amarillamiento de las hojas jóvenes, 

producido por la disminución de todos los pigmentos fotosintéticos que 

recogen la luz: clorofilas a y b y carotenos, sin bien estos últimos disminuyen 
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en menor proporción que las clorofilas (Soldatini et al., 2000; Donnini et al., 

2003). La deficiencia de Fe también reduce el transporte fotosintético de los 

electrones, y junto con los hechos citados anteriormente, se traduce 

finalmente en una reducción de la capacidad fotosintética de la planta, dando 

lugar a la disminución de azúcares, almidón y algunos aminoácidos, y 

acumulación de otros, con la consiguiente alteración en la síntesis de 

proteínas y enriquecimiento de los lípidos en ácidos grasos insaturados (Terry 

y Abadía, 1986).  

I.3. CAUSAS DE LA DEFICIENCIA DE HIERRO. 

Disponibilidad de hierro en el suelo. 

Los suelos poseen en general una elevada cantidad de hierro (3,8 %), 

sin embargo, debido a una serie de factores (pH, potencial redox…) que 

inciden en la solubilidad de las especies móviles del hierro, su concentración 

en la disolución del suelo resulta inferior a la que requieren las plantas para su 

crecimiento óptimo (Lindsay y Schwab, 1982; Römheld y Marschner, 1986; 

Kochian, 1991; Marschner, 1995). A pesar de ello, estas concentraciones 

pueden ser mayores de las esperadas termodinámicamente como 

consecuencia de su complejación con: compuestos orgánicos de bajo peso 

molecular procedentes de la degradación de la materia orgánica (ácidos 

húmicos, fúlvicos, aminoácidos, etc.…) (Lobartini y Orioli, 1988; Lindsay, 

1991; Cesco et al., 2000), con los sideróforos segregados por los 

microorganismos del suelo y con los fitosideróforos exudados por las raíces 

de las plantas (Stevenson, 1991). 

Basándose en su movilidad, Uren (1984) estableció las distintas 

formas en las que se encuentra el hierro en el suelo (Figura I.8), considerando 

que las formas móviles eran las que podían ser asimiladas por la planta, 

incidiendo directamente en la nutrición férrica. 



Introducción 

19

 

Figura I.8. Formas de hierro en el suelo (Uren, 1984). 

Al estar la solubilidad del hierro condicionada por el pH (Figura I.9) con 

valores de pH superiores a 6,5 la cantidad de Fe (III) disponible en el suelo es 

inferior a la que requieren las plantas para su correcta nutrición, de modo que 

su solubilidad desciende 1.000 veces por cada unidad que aumenta el pH. En 

el intervalo de pH 7,5-8,5 correspondiente a suelos calizos, la concentración 

de Fe (III) móvil es aproximadamente 10-10,4 M, siendo insuficiente para cubrir 

las necesidades del vegetal, que según Guerinot et al. (1994) se encuentran 

entre 10-9 y 10-4 M. 

 

Figura I.9. Especies hidrolizadas de Fe (III) en equilibrio con el Fe-suelo 

(Guerinot et al., 1994). 
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En suelos saturados de agua, dónde las condiciones resultan muy 

reductoras, el contenido total de hierro en la fase móvil es adecuado para la 

nutrición vegetal, siendo las especies de Fe (II) hidratadas (Fe(OH)2, FeOH+), 

las predominantes en la disolución del suelo (Lindsay, 1991). 

Concentración del ión bicarbonato.  

Los suelos calizos son una de las principales causas de la deficiencia 

de hierro, como consecuencia de la presencia del ión bicarbonato (HCO3
-) 

producido por la disolución del CO2 según las siguientes reacciones de 

equilibrio (Loeppert et al., 1994): 

2H+ (aq) + CaCO3 (s) �  Ca2+ (aq) + CO2 (g) + H2O (l) 

CO2 (g) + H2O (l) �  HCO3
- (aq) + H+ (aq) 

Las concentraciones de carbonato cálcico en estos suelos pueden 

superar el 80%, siendo el ión bicarbonato formado capaz de tamponar 

fuertemente el pH a valores comprendidos entre 7,5-8,5. Como resultado se 

neutralizan tanto los protones del medio, como los liberados por las plantas a 

través de la bomba de H+ de la membrana plasmática radicular, limitando así 

la movilidad del hierro en el suelo y por tanto, produciendo grandes 

alteraciones en la absorción y transporte de Fe por el vegetal (Figura I.10) 

(Sanz et al., 1992; Mengel, 1995; Lucena 2000).  

La neutralización de los H+ por el HCO3
- también produce la 

alcalinización del apoplasma y del citoplasma radicular (Romera et al., 1992a; 

Mengel, 1995), pudiendo causar la precipitación del hierro en estos 

compartimentos, impidiendo de esta forma su transporte al resto de los 

órganos vegetales (Dockendorf y Höfner, 1990; Mengel, 1995; Römheld, 

2000; Kosegarten y Koyro, 2001). Además, la enzima Fe (III)-reductasa ve 

inhibida su actividad, disminuyendo así la toma de hierro por las raíces 

(Romera et al., 1992a) y los mecanismos de respuesta de las plantas ante la 

deficiencia de hierro (Susín et al., 1996). 
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En las hojas cloróticas también se produce la inactivación del hierro en 

forma de Fe (III), como consecuencia del aumento del pH en el apoplasma 

que produce la inhibición de la enzima Fe (III)-reductasa foliar. Por otro lado, 

debe tenerse en cuenta que la deficiencia de Fe no aumenta la actividad de la 

Fe (III)-reductasa foliar como sí lo hace a nivel radicular (Rombolà et al., 

2000). 

 

Figura I.10. Principales efectos de la alta concentración de HCO3
- en la toma, 

transporte y el uso de Fe por las plantas (Marschner, 1995). 1. Neutralización 

de los H+ del medio, 2. Neutralización de los H+ liberados por las raíces de las 

plantas, 3. Disminución de la reducción de Fe (III) en la membrana plasmática 

radicular, 4. Retención del Fe en las vacuolas por ciertos ácidos orgánicos, 5. 

Inhibición del trasporte de Fe, 6. Distribución desigual del Fe en tallos y hojas 

en crecimiento, 7. Inhibición del crecimiento foliar y del desarrollo de los 

cloroplastos, produciendo menores contenidos de clorofila. 
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Si recordamos que los suelos calizos ocupan aproximadamente el 30% 

de la superficie del planeta (Chen y Barak, 1982) nos encontramos ante un 

grave problema a nivel mundial. 

Interacciones del hierro con otros elementos. 

Los nutrientes esenciales para las plantas pueden interaccionar con el 

hierro desencadenando su deficiencia en los cultivos. Los metales pesados 

(Cu, Cd, Ni, Zn, Mn,…) en cantidades elevadas también afectan a su 

movilización y toma, al inhibir la actividad de la Fe (III)-reductasa (Alcántara et 

al.,1994). 

Niveles altos en Na y K contribuyen a la aparición de deficiencia de Fe, 

al producirse un deterioro en la estructura del suelo como consecuencia de la 

dispersión de las arcillas con la consiguiente alteración de las relaciones 

suelo-agua y fase líquida-gaseosa, (Kramer, 1983; Loeppert et al., 1994). Por 

otra parte, la forma en que se suministra el nitrógeno puede alterar la toma y 

distribución del Fe por la planta (Zaharieva y Römheld, 1991). Los iones 

nitrato pueden inducir deficiencia de Fe cuando se encuentran en la disolución 

del suelo en dosis elevadas debido a que la reducción de Fe (III) a Fe (II) en la 

rizosfera se encuentra menos favorecida termodinámicamente que la 

reducción de nitrato a nitrito, además, en este proceso se consumen dos 

protones que pueden provenir tanto del medio, como de los liberados por las 

raíces de las plantas (Wallace et al., 1976; Mengel, 1995; Kosegarten y 

Englisch, 1999). Como consecuencia, se produce la alcalinización de la 

rizosfera que disminuye la disponibilidad del hierro y produce la inhibición de 

la actividad de la Fe (III)-reductasa radicular, de esta forma, la planta ve 

reducida la toma de Fe y aparecen los síntomas de su deficiencia (Bar y 

Karkafi, 1992; Mengel et al., 1994; Lucena, 2000). Los iones nitrato también 

son capaces de precipitar el Fe en el interior de las raíces y en el apoplasma 

de las hojas, limitando así su movilidad dentro de la planta y reduciendo la 

síntesis de clorofila (Mengel y Kirkby, 1982; Alloush et al., 1990; Kosegarten y 

Koyro, 2001). Por el contrario, si la fuente de nitrógeno es el ión NH4
+, su toma 

disminuye el pH de la rizosfera, así la cantidad de hierro disponible para las 
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plantas aumenta al igual que la actividad de la Fe (III)-reductasa (Brüggemann 

y Moog, 1989; Brüggemann et al., 1994). 

La adición a suelos calizos de fertilizantes de fósforo en dosis 

elevadas, también reduce la movilidad del Fe en el suelo, debido a la 

formación de fosfatos férricos o por la adsorción de fosfatos sobre las 

superficies de los coloides férricos (El-Garabby y El-Razek, 1982; Juárez y 

Sánchez-Andreu, 1996). Además, niveles elevados de P en la planta, 

disminuyen la movilidad del Fe y la relación de P/Fe foliar parece estar 

inversamente correlacionada con el contenido de Fe (II) foliar (Juárez y 

Sánchez-Andreu, 1996), siendo mayor esta relación en árboles cloróticos que 

en sanos (Thomas et al., 1998). 

Efectos de la temperatura. 

Las temperaturas extremas en el suelo pueden inducir la deficiencia de 

Fe en los cultivos (Römheld y Marschner, 1986; Inskeep y Bloom, 1986; Wei 

et al., 1997). Chaney (1984) observó que las temperaturas bajas reducían el 

desarrollo radicular y por tanto, la capacidad de absorción del hierro por la 

planta. Asimismo, las temperaturas extremas reducen la estabilidad de los 

fitosideróforos exudados por las raíces de las plantas de estrategia II, 

disminuyendo así la asimilación del hierro (Awad et al., 1988).  

I.4. CORRECCIÓN DE LA DEFICIENCIA DE Fe. 

Aunque no se ha logrado una metodología para solucionar este 

problema del todo satisfactoria, la deficiencia de hierro puede ser paliada a 

través de dos vías que actúan al menos sobre uno de los factores que la 

inducen: a) mejorando los mecanismos de toma de Fe por la planta y b) 

aumentando la disponibilidad de Fe para la planta (Chen, 1997; Sánchez-

Sánchez et al., 2002). 
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Mejora de los mecanismos de toma de Fe por la plant a. 

La manipulación genética de los mecanismos de asimilación de Fe por 

las plantas, permitirá obtener variedades más tolerantes a la deficiencia de 

hierro (Ling et al., 2002; Rogers y Guerinot, 2002; Wang et al., 2002). 

Como un primer paso de esta técnica, han sido identificados y 

clonados algunos genes relacionados con la actividad de las enzimas 

implicadas en los mecanismos de toma de Fe por las plantas de estrategia I y 

II. Sin embargo, la obtención de plantas transgénicas más resistentes a la 

deficiencia de Fe, tiene todavía muchas piezas sin encontrar, por lo que se 

trata de una solución a largo plazo (Rogers y Guerinot, 2002; Wang et al., 

2002). Mientras tanto, se están desarrollando nuevas técnicas alternativas, 

que permiten identificar las variedades de porta-injertos más resistentes a la 

deficiencia de Fe, basándose en las diferentes respuestas genéticas de los 

mecanismos morfológicos, fisiológicos y moleculares implicados en la 

asimilación del Fe (Cianzio, 1995; Abadía et al., 2004; Pestana et al., 2005).  

El empleo de porta-injertos, ya se ha puesto en práctica en árboles 

frutales como el membrillo (Marino et al., 2000), perales y melocotoneros 

(Cinelli et al., 1995; Marín y Marín, 1998) y en otras especies (Gogorcena et 

al., 2000; Pestana et al., 2005), y algunos autores los consideran como la 

mejor elección para resolver la deficiencia de Fe por tratarse de una solución 

económica y permanente (Socias et al., 1995; Abadía et al., 2004), sin 

embargo, autores como Tagliavini y Rombolà, (2001) y Lucena (2003) 

sostienen que el uso de porta-injertos sólo puede prevenir la deficiencia de Fe 

en algunos casos (árboles frutales de hoja caduca), no considerándose una 

solución apropiada desde el punto de vista agronómico, ya que a menudo 

produce un excesivo crecimiento del injerto reduciéndose así la producción de 

fruta. 

Otra solución posible es la aplicación a los cultivos de sustancias que 

potencien sus mecanismos de toma y asimilación de Fe. 
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Distintas formas de aumento de la disponibilidad de  Fe para la planta. 

La adición de fertilizantes permite incrementar el contenido de Fe en la 

disolución del suelo (Tagliavini et al., 2000; Tagliavini y Rombolà, 2001). Las 

principales fuentes de Fe usadas se clasifican en la Tabla I.1. 

Tabla I.1. Fuentes de Fe empleadas como fertilizantes. 

FUENTE FÓRMULA % Fe 

Sulfato ferroso FeSO4.7H2O 20 

Sulfato férrico Fe2(SO4)3.4H2O 23 

Sulfato ferroso amónico FeSO4(NH4)2SO4.6H2O 14 

Quelatos de hierro 

FeEDTA 

FeHEDTA 

FeDTPA 

FeEDDHA 

FeEDDHMA 

5-14 

5-12 

10 

6 

6 

Lignosulfatos de hierro  4-8 

Fenoles (Fe)  6-10 

Poliflavonoides (Fe)  9-11 

La incorporación de acidificantes al suelo tales como: sales de amonio, 

H2SO4, HNO3 y disoluciones de urea con H3PO4 y/o H2SO4, pueden aumentar 

localmente la solubilidad del Fe facilitando así su movilidad (Mortvedt, 1991; 

Lucena, 2003). Sin embargo, este sistema no resulta efectivo en suelos 

calizos, donde el ión bicarbonato tampona el pH neutralizando su efecto 

rápidamente (Lucena, 2003), además la adición prolongada de acidificantes, 

puede aumentar los problemas de salinidad en las raíces (Tagliavini et al., 

2000). 

La adición de materia orgánica al suelo, también mejora la 

disponibilidad de Fe para las plantas, destacando entre sus efectos 

beneficiosos su acción quelante por: citratos, humatos, fulvatos, 

lignosufonatos, gluconatos, etc., capaces de mantener al Fe en disolución y 
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actuar como transportadores, incrementando la capacidad de toma de este 

nutriente por parte de la planta (Cesco et al., 2000; Lucena, 2003). 

La aplicación de compuestos inorgánicos de Fe (II) al suelo o 

directamente a los árboles (foliarmente o mediante inyecciones al tronco) es 

una práctica de bajo coste (Tagliavini et al., 2000), sin embargo, su adición a 

suelos calizos no resulta eficaz, ya que el Fe (II) es rápidamente oxidado y 

precipitado como hidróxido o similares (Tagliavini y Rombolà, 2001; Lucena, 

2003), ocurriendo lo mismo al ser empleado con aguas ricas en carbonatos 

(Abadía et al., 2004). La fuente inorgánica de Fe más común es el FeSO4 

(Mortvedt, 1991), seguida de la vivianita (Eynard et al., 1992) o pirita 

finamente dividida (Lucena, 2003). Del Campillo et al. (1998) y Rosado et al. 

(2000) muestran que la adición del compuesto sintético Fe3(PO4)2·8H2O, 

análogo al mineral vivianita, previene la deficiencia de Fe en olivos y perales. 

Sin embargo, entre todos los fertilizantes empleados para corregir la 

deficiencia de hierro, los quelatos sintéticos de Fe (III) están considerados la 

mejor solución disponible, tanto si se aplican directamente al suelo, como en 

fertirrigación (Chaney y Bell, 1987; Álvarez-Fernández et al., 2005; García-

Marco et al., 2006). Pero al ser productos comerciales cuyo precio es muy 

superior al resto de fertilizantes, su uso se suele restringir a cultivos de 

horticultura, cítricos y frutales. Se estima que en la zona mediterránea los 

quelatos de Fe representan un 60% del gasto total en fertilizantes, 

ascendiendo a 250 € por hectárea al año (Tagliavini y Rombolà, 2001).  

La eficacia de estos compuestos está condicionada por distintos 

factores: su estabilidad, la interacción con los distintos componentes del suelo 

y de la disolución nutritiva, y la capacidad de las plantas para tomar el Fe 

aportado por el quelato. De los quelatos de hierro usados, los más eficaces en 

suelos y/o aguas calizas son el FeEDDHA (etilendiamino-di-o-

hidroxifenilacetato ferrato (III)) y el FeEDDHMA (etilendiamino-di(o-hidroxi-p-

metilfenil) acetato ferrato (III)) y sus análogos (Juárez et al., 2001; Álvarez-

Fernández et al., 2005), debido a que presentan una relativamente baja 

reactividad con el suelo y alta estabilidad en un amplio rango de pH (Figura 
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I.11) que les permite mantener al Fe en disolución (Halvorson y Lindsay, 1972; 

Norvell, 1991; Sánchez-Sánchez, 2002; García-Mina et al., 2003) y 

transportarlo a la raíz de las plantas (Lucena, 2003). 

 

 

Figura I.11. Intervalos de pH en los que son estables los quelatos de hierro 

(Wreesmann et al., 1998).  

Los mecanismos de toma por las plantas del quelato férrico sintético 

son todavía inciertos, pero existen numerosas hipótesis siendo la más 

aceptada en la actualidad la que afirma que el quelato sintético de Fe (III) es 

reducido a Fe (II) por la enzima Fe(III)-reductasa, situada en la membrana 

plasmática de las células radiculares, dando lugar a la desestabilización del 

quelato y por consiguiente, a su disociación (Figura I.12 [1]). El Fe (II) es 

absorbido por la raíz (Figura I.12 [2]), mientras que el agente quelante (Q) 

queda libre (Figura I.12 [3]) (Lindsay y Schwab, 1982; Jordá, 1990; Moog y 

Brüggermann, 1994) y puede solubilizar el Fe (III) de la fase sólida del suelo 

facilitándolo así a la planta (Figura I.12 [4]). Esto es conocido como “shuttle 

effect”, siendo esta una característica típica de los quelatos férricos sintéticos 

que los diferencia de otros fertilizantes de Fe, ya que permite una mejor 

utilización del potencial nutritivo del suelo (Lucena, 2003). 
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Figura I.12. Mecanismo propuesto para la toma de quelatos férricos sintéticos 

por plantas de estrategia I (basado en Lindsay y Schwab, 1982; Lucena, 

2003). 

Últimamente se ha planteado la duda de si el agente quelante podría 

ser también asimilado por la planta, siendo capaz de producir efectos 

fisiológicos y no ser tan sólo un transportador del Fe hacia las raíces (Chen y 

Aviad, 1990; Adani et al., 1998; Cesco et al., 2000; Mackowiak et al., 2001). 

Bienfait et al. (2004) encontraron que hojas y raíces de plantas de tomate y 

pimiento contenían agente quelante (o,o-EDDHA) en cantidades 0,27 veces la 

concentración de Fe encontrada, esto confirma que las plantas pueden tomar 

el agente quelante, aunque en cantidades inferiores al hierro. De este modo el 

desarrollo de la planta se ve afectado por el agente quelante. Así, Krajncic y 

Nemec, (2003) observaron que el agente quelante EDDHA puede inducir la 

floración en especies como Lemna minor, Lemna gibba y Spirodela polyrrhiza 

cuando es adicionado a la disolución nutritiva en dosis 20,5 µmol·L-1, no 

obteniéndose estos resultados en su ausencia, mientras que Bienfait et al. 
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(2004) encontraron una disminución en el contenido de licopeno en tomates 

crecidos con el agente quelante EDDHA. 

I.5. SITUACIÓN DE LOS QUELATOS DE HIERRO EN LA AGRI CULTURA. 

Con el aumento progresivo de preparados para tratar la deficiencia de 

Fe, en España se ha pasado de encontrar 108 productos simples en 1990, a 

más de 300 en la actualidad (De Liñan, 1990, 2008). El 83% de estos 

productos contienen un agente quelante sintético, el 13% un agente 

complejante tipo aminoácidos o lignosulfonatos y el 4% restante un 

complejante no declarado. 

La aplicación en la agricultura de los quelatos férricos sintéticos para 

prevenir y corregir la deficiencia de Fe es mayoritariamente directa al suelo, 

siendo también utilizados vía foliar proporcionando buenos resultados 

(Sánchez-Andreu et al., 1989; Cuesta et al., 1993) y mediante fertirrigación e 

hidroponía, donde es imprescindible mantener al hierro soluble en la 

disolución nutritiva empleada y los quelatos son el modo más efectivo. 

El reglamento vigente sobre abonos de la Comunidad Europea (Nº 

2003/2003 D.O.U.E. 21/11/2003) denomina quelato de hierro, al producto 

obtenido por combinación química del Fe con un agente quelante reconocido 

(Tabla I.2), cuyo contenido mínimo de Fe soluble en agua es de un 5%, del 

cual la fracción quelada al menos ha de ser del 80% y se debe indicar los 

agentes quelantes que contiene. La normativa también obliga a indicar en qué 

intervalo de pH la fracción quelada es estable, a la vez que señalar el 

contenido de Fe soluble en agua, la fracción quelada de acuerdo con EN 

13366 y el Fe quelado por cada agente quelante, si se supera el 2% (EN 

13368 partes 1 y 2). 
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Tabla I.2. Agentes quelantes reconocidos por el reglamento sobre abonos de 
la CE (Nº 2003/2003 D.O.U.E. 21/11/2003). 

AGENTES QUELANTES 

ác. Etilendiaminotetraacético EDTA 
ác. Etilentriaminopentaacético DTPA 
ác. 2-hidroxietiletilendiaminotriacético HEEDTA 
(o,o): ác. etilendiamino-di-(o-hidroxifenilacético) EDDHA 
(o,p): ác. etilendiamino-di-(o-hidroxi-p-metilfenilacético) EDDHMA 

(5,2): ác. etilendiamino-di (5-carboxi-2-hidroxifenilacético EDDCHA 
(o,p): ác. etilendiamino-N-(o-hidroxifenilacético)-N’-(p-
hidroxifenilacético) EDDHA 

(o,o): ác. etilendiamino-di-(o-hidroxi-o-metilfenilacético) EDDHMA 
(p,o): ác. etilendiamino-di-(p-hidroxi-o-metilfenilacético) EDDHMA 

(2,4): ác. etilendiamino-di (2-hidroxi-4-carboxifenilacético) EDDCHA 
(2,5): ác. etilendiamino-di (2-carboxi-5-hidroxifenilacético) EDDCHA 
(2,5): ác. etilendiamino-di (2hidroxi-5-sulfofenilacético) y sus 
productos de condensación EDDHSA 

 

La actual normativa en relación a la anterior (98/3/CE): 1) Amplia la 

lista de agentes quelantes denominando quelatos, compuestos que 

anteriormente eran considerados como impurezas. 2) Permite en un mismo 

producto comercial la presencia de Fe quelado por más de un agente 

quelante. 3) La fracción quelada, pasa a quedar definida, según la norma EN 

13366. 4) El producto debe indicar el hierro quelado por cada uno de los 

agentes quelantes, si se supera un mínimo del 2%, además se debe citar en 

este caso el método analítico (EN 13368, partes 1 y 2). 

El primer agente quelante usado para la obtención de quelatos de Fe 

fue EDTA (ácido etilendiaminotetraacético), sin embargo su aplicación en 

suelos y aguas calizas resulta ineficaz, ya que no es estable a valores de pH 

alcalinos (Figura I.11), además, la presencia de Ca (II) desplaza al Fe (III) del 

quelato y éste precipita como óxidos e hidróxidos de Fe insolubles (Lucena et 

al., 1988). De manera que, ha sido necesario diseñar nuevos quelatos de Fe 

con agentes quelantes capaces de permitir su aplicación en condiciones 

neutras o alcalinas, estando reconocidos legalmente los que se muestran en 

la tabla anteriormente citada (Tabla I.2). 
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Como ya se ha mencionado el EDDHA (Figura I.13) es el agente 

quelante más utilizado en la agricultura para la corrección de la deficiencia de 

Fe en suelos calizos. 

 

Figura I.13. Estructura de la molécula EDDHA. 

La síntesis del agente quelante EDDHA da lugar a la obtención de tres 

isómeros posicionales, ya que el grupo hidroxilo puede entrar en posición orto 

o en posición para en los anillos aromáticos (Figura I.14). El isómero o,o-

EDDHA contiene los dos hidroxilos en posición orto respecto a la cadena 

aminocarboxílica; en el isómero p,p-EDDHA los dos hidroxilos se encuentran 

en posición para respecto a la cadena aminocarboxílica y por último en el 

isómero o,p-.EDDHA, un grupo hidroxilo está en posición orto y el otro en para 

respecto a la cadena aminocarboxílica (Dawson y Warne, 1992). 

 

 

 

 

Figura I.14. Isómeros del agente quelante EDDHA. 
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Cuando se forman quelatos a partir del isómero orto-orto, la posición 

de los grupos hidroxilos favorece la creación del enlace Fe-fenol (Figura I.14), 

y por consiguiente el Fe puede formar seis enlaces de coordinación con la 

molécula de agente quelante (dos enlaces con los carboxilos, dos con los 

átomos de nitrógeno y dos con los fenoles) obteniéndose una estructura de 5 

anillos muy estable (2 anillos de 6 átomos y 3 de 5 átomos) que protege al Fe 

de su precipitación y del ataque de oxidantes. Si los dos grupos hidroxilos del 

EDDHA están en posición para (Figura I.14), la formación del enlace Fe-fenol 

se encuentra estéricamente impedida, por lo que el hierro tan sólo podrá 

formar cuatro enlaces de coordinación (dos con los carboxilos y dos con los 

átomos de nitrógeno), obteniéndose una estructura de 3 anillos de 5 átomos 

que es menos estable, y por tanto menos eficaz como fertilizante. Por último, 

si uno de los grupos hidroxilo se encuentra en posición orto y el otro en para 

(Figura I.14), la estructura resultante es de 4 anillos (1 anillo de 6 átomos y 3 

de 5 átomos) que dan lugar a un quelato menos estable que el orto-orto, pero 

más que el para-para. Esto hace que los quelatos comerciales de FeEDDHA 

sean una mezcla de estos isómeros posicionales en cantidades variables, lo 

que repercute en su eficacia (Hernández-Apaloaza et al., 1997; Cremonini et 

al., 2001; Gómez-Gallego et al., 2002; Lucena, 2003). 

La normativa anterior (98/3/CE) tan sólo reconocía al isómero o,o-

EDDHA como quelato aplicable en la agricultura, considerando a los otros dos 

impurezas sin valor agronómico que repercutían en la eficacia del quelato 

férrico, al reducir su riqueza. Sin embargo, nuevas investigaciones (Yunta et 

al., 2003) han puesto de manifiesto que el quelato Fe(o,p-EDDHA) presenta 

una estabilidad próxima a la del Fe(o,o-EDDHA) en condiciones de hidroponía 

y en suelos con una concentración normal de Cu (II) disponible. La actual 

normativa europea de fertilizantes (CE Regulación Nº 2003/2003) ha 

autorizado la inclusión como agente quelante al o,p-EDDHA, debido al buen 

comportamiento agronómico de los productos comerciales constituidos por los 

agentes quelantes: o,p-EDDHA y o,o-EDDHA. Estudios más recientes 

muestran también que el quelato Fe(o,p-EDDHA) es mejor sustrato para la 

enzima radicular Fe(III)-reductasa que los quelatos Fe(o,o-EDDHA), FeEDTA 

y un quelato comercial de FeEDDHA en plantas jóvenes de pepino (Cucumis 

sativus L.) sometidas a estrés férrico, además también resultó más eficaz que 
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el Fe(o,o-EDDHA) para reducir la deficiencia de Fe en hojas jóvenes de soja 

(Glycine max L.) desarrolladas en hidroponía (García-Marco et al., 2006). Sin 

embargo, es de esperar que su descomposición en suelos y/o aguas calizas 

sea más rápida que la del quelato Fe(o,o-EDDHA) como consecuencia de su 

baja constante de estabilidad. Este comportamiento está relacionado con el 

hecho de poseer sólo cinco enlaces coordinados con el Fe (III) (Gómez-

Gallego et al., 2002).  

La molécula del agente quelante EDDHA posee dos carbonos quirales 

(Figura I.13) que dan lugar a la formación de dos isómeros geométricos 

cuando se unen con el Fe: la forma meso y la mezcla racémica (Lucena et al., 

1996; Lucena, 2003). Los quelatos comerciales normalmente contienen el 

mismo porcentaje de ambos isómeros geométricos, pero su estabilidad, 

reactividad en el suelo (Hernández-Apaloaza y Lucena, 2001) y la respuesta 

de las plantas es diferente. 

I.6. EFICACIA DE LOS QUELATOS DE Fe. 

Los quelatos férricos sintéticos se consideran eficaces desde el punto 

de vista agrícola si mantienen el Fe en una forma asimilable por la planta 

durante un largo periodo de tiempo y en cantidad adecuada para su correcta 

nutrición, a su vez tienen que ser capaces de transportarlo hacia la raíz de la 

planta y cedérselo, además el agente quelante una vez libre debe solubilizar 

el Fe de la fase sólida del suelo y proporcionárselo a la planta (Lucena, 2003). 

Por lo tanto, la eficacia de los quelatos de hierro va a depender de: la 

estabilidad, degradación, reactividad con los materiales edáficos y la 

capacidad de las plantas para asimilar el hierro que contienen. 

Estabilidad de los quelatos de hierro. 

La estabilidad de los quelatos férricos en disolución depende 

fundamentalmente de los siguientes factores: 
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◊ pH:  Como se ha comentado con anterioridad, el pH del medio es uno 

de los factores que más afecta a la estabilidad de los quelatos de Fe (III) 

(Figura I.11), y es de especial importancia en fertirrigación dónde posibles 

cambios bruscos de pH dan lugar a la descomposición y formación de los 

quelatos. Bermúdez et al. (1999) observaron que el porcentaje de 

descomposición de los quelatos comerciales Fe(o,o-EDDHA) y Fe(o,p-

EDDHMA) era mayor cuanto menor era el pH del medio, siendo la 

descomposición del 90% a pH 1, además con valores de pH bajos (1 y 2), el 

porcentaje de descomposición del quelato disminuyó conforme aumentó su 

concentración. 

◊ Presencia de iones interferentes en la disolución:  Tanto los 

agentes quelantes como el Fe (III), pueden sufrir la competencia de otros 

aniones y metales presentes en el suelo o disolución nutritiva. Tong et al., 

(1986) observaron que cuando la concentración del FeEDDHA era baja 

respecto a la de Cu, Mn y Zn, se formaba quelatos con estos micronutrientes, 

pudiendo ocasionar deficiencia de hierro en los cultivos. Jordá (1990) encontró 

en la interacción del FeEDDHA con CaCO3, que el Fe (III) no fue desplazado 

por el Ca del quelato, mientras que Lucena et al. (1987) observaron que la 

concentración de Cu había aumentado ligeramente en la disolución de un 

suelo calizo al que se le había adicionado FeEDDHA, mientras que la de 

quelato férrico había disminuido, esto se debe a que el Cu puede desplazar al 

Fe del quelato, dando lugar a la precipitación del hierro. Bermúdez et al. 

(1999) estudiaron el efecto de diferentes iones en la recomposición de los 

quelatos FeEDDHA y FeEDDHMA, resultando una mayor incidencia de los 

iones: Cu, Mn y Zn a pH 7 para concentraciones similares a las del quelato, 

mientras que para el P y Ni fueron necesarias concentraciones muy 

superiores a las del quelato. 

Degradación del quelato de Fe (III). 

Los quelatos férricos se pueden degradar por dos vías que afectan 

principalmente al agente quelante: fotodegradación, producida por la acción 

de la luz, resultando importante en disoluciones nutritivas tanto en su 
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preparación como conservación en los contenedores para fertirrigación (Hill-

Cottingham, 1958) y biodegradación, desarrollada en el suelo por la acción de 

la población microbiana capaz de degradar al agente quelante. 

Reactividad de los quelatos férricos con los compon entes del suelo. 

Cuando los quelatos de Fe se encuentran en el suelo, se pueden 

producir reacciones de retención con los materiales constituyentes de la fase 

sólida (materia orgánica, silicatos, óxidos e hidróxidos y carbonato cálcico) y/o 

el desplazamiento del Fe o el agente quelante por diferentes iones solubles de 

la disolución del suelo (Álvarez-Fernández et al., 2002; Lucena, 2003). La 

cinética del proceso de retención va a estar condicionada principalmente por: 

el tipo de suelo o sustrato y su textura, pH, tipo de agente quelante y del tipo 

de interacción entre el quelato y el sustrato (Juárez, 1983; Norvell, 1991). 

Los distintos estudios realizados sobre el comportamiento de los 

quelatos comerciales de FeEDDHA en suelo y componentes del suelo, han 

puesto de manifiesto que, un gran porcentaje del Fe(o,o-EDDHA) (>90%) 

permanece en disolución cuando dichos productos comerciales se adicionan 

al suelo (Norvell, 1991; Sánchez-Andreu et al., 1991; Álvarez-Fernández et al., 

1997; Cantera et al., 2002; Álvarez-Fernández et al., 2002; García-Mina, et al., 

2003; Lucena et al., 2003; Schenkeveld et al., 2007; Cerdán, et al., 2007), 

mientras se producen grandes pérdidas del hierro unido a o,p-EDDHA y al 

resto de los subproductos de síntesis del quelante o,o-EDDHA (Lucena et al., 

2003; Yunta, et al., 2003; Hernández-Apaolaza et al., 2006; Cerdán et al., 

2007; Schenkeveld et al., 2007) que oscilan entre el 80 % y el 100 % para 

Fe(o,p-EDDHA), y el 60 % y el 90% para el resto de los subproductos del 

FeEDDHA dependiendo de las propiedades del suelo (Schenkeveld et al., 

2007). Álvarez-Fernández, et al. (2002) y Hernández-Apaolaza y Lucena 

(2001) encontraron que la ferrihidrita y la turba ácida son los constituyentes 

del suelo más eficaces en la retención de los distintos componentes de los 

quelatos de FeEDDHA; mientras, Schenkeveld et al. (2007) han sugerido que 

son los silicatos los principales responsables de la adsorción de Fe(o,p-

EDDHA y del resto de los subproductos de las síntesis de Fe(o,o-EDDHA). 
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Capacidad de toma de hierro de los quelatos por las  plantas. 

Son muchos los estudios que ponen de manifiesto la capacidad de las 

plantas para tomar el Fe aportado por los quelatos sintéticos. Reed et al. 

(1988) obtuvieron una recuperación total de la deficiencia de Fe en vid, tras la 

aplicación al suelo de los quelatos comerciales FeEDDHA y FeEDDHMA, no 

encontrándose diferencias significativas en la eficacia de ambos como 

correctores de la deficiencia de hierro en el vegetal. Hernández-Apaloaza et 

al. (1995) mostraron resultados similares al estudiar la aplicación de ambos 

quelatos en cultivos de girasol y maíz bajo estrés férrico desarrollados en 

hidroponía. Bañuls et al. (2003) observaron con la aplicación de un quelato 

comercial de FeEDDHA a cítricos un aumento en la producción, en 

parámetros de calidad de los frutos, así como de los niveles foliares de 

clorofila, N, K, Mg, Fe y Mn, no apreciándose síntomas visuales de deficiencia 

de Fe en el vegetal, del mismo modo Yehuda et al. (2003) también obtuvieron 

resultados satisfactorios con la aplicación de Fe(o,o-EDDHA) a dos 

variedades diferentes de pepino. Álvarez-Fernández et al. (2005) compararon 

la efectividad de quelatos FeEDDHA y FeEDDHMA comerciales para corregir 

las deficiencias de Fe en tres tipos diferentes de cultivos: girasol, 

melocotonero y peral, encontrando que los dos quelatos ensayados son 

eficaces a la hora de corregir las deficiencias de Fe en el vegetal tanto en 

medio hidropónico como cuando se aplican al suelo, aunque el FeEDDHA 

presenta algunas ventajas con respecto a quelato FeEDDHMA, ya que su 

efecto permanece durante un periodo de tiempo mayor. También se ha 

establecido que en deficiencia de hierro las plantas de estrategia II no 

muestran preferencia en cuanto a la toma de isómero meso o racémico, lo que 

indica que los fitosideróforos son capaces de desplazar en la misma medida el 

hierro de ambos isómeros. Por el contrario, las plantas de estrategia I toman 

preferentemente el isómero menos estable, lo que se puede atribuir al menor 

gasto de energía que el vegetal ha de realizar para descomponer el isómero 

de menor estabilidad (Cerdán et al., 2006).  
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I.7. EFECTOS DE LA MATERIA ORGÁNICA EN LA TOMA DE F e 

QUELADO. 

La adición al suelo de grandes cantidades de materia orgánica permite 

aliviar los síntomas de deficiencia de Fe de las plantas, ya que mejora su 

estructura lo que facilita el intercambio de gases que reducen la acumulación 

de CO2 y por consiguiente, la producción de bicarbonato. Así la capacidad 

tampón del suelo y a su vez el pH disminuyen, facilitando la solubilización del 

Fe (Sadana y Nayyar, 1997). También los microorganismos del suelo al 

degradar la materia orgánica producen sideróforos como los hidroxamatos en 

el compost, que aumentan la movilidad del Fe en los suelos y de esta forma, 

la cantidad disponible para las plantas (Chen et al., 2000). Asimismo destacar 

su acción quelante capaz de mantener al Fe en disolución incrementando así 

la capacidad de toma de este nutriente por parte de la planta (Cesco et al., 

2000; Lucena, 2003).  

En la actualidad a la materia orgánica también se le han atribuido 

efectos bioestimulantes sobre el vegetal, denominados efectos directos que 

consisten fundamentalmente en: mejor desarrollo radicular (Adani et al., 

1998); cambios en la permeabilidad de las membranas (Vigneault et al., 

2000); y modificación de determinadas actividades enzimáticas implicadas en 

la toma y el metabolismo de nutrientes, especialmente Fe y N (Varanini, 1993; 

Pinton et al., 1997; Varanini y Pinton, 2000). Así, Adani et al. (1998) 

encontraron aumentos en la toma de los nutrientes: N, P, Fe y Cu por la 

presencia de ácidos húmicos procedentes de turba y lignitos en la disolución 

nutritiva de tomates desarrollados en hidroponía. Sánchez-Sánchez et al. 

(2002, 2005, 2006) han realizado un estudio en cultivos de tomate, limonero y 

uva de mesa sobre suelos calizos, a los que se ha aplicado de forma conjunta 

vía suelo, FeEDDHA y sustancias húmicas procedentes de lignitos en una 

proporción del 50%. Los resultados han mostrado en tomate un aumento 

respecto al tratamiento control (quelato sin ácido húmico) del 15 % en la 

concentración foliar de Fe, del 18% en Cu, del 9% en Mn, del 22% en Zn y del 

16% en P. En limonero con este estudio se ha observado un incremento del 

15% en los niveles foliares de Fe, mientras en fruto el peso ha aumentado un 

20% y el contenido en vitamina C un 40% y en uva de mesa, los niveles 
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foliares de Fe incrementaron un 24 %. La sustitución en los tres cultivos antes 

mencionados, de parte del quelato por sustancias húmicas en un 17%, 33%, 

50% y 67% ha dado lugar a un aumento de los niveles foliares de Fe y P y 

una disminución del contenido foliar de Na. En tomate se ha mantenido la 

calidad y cantidad de fruto, en limonero se mejoran el peso y contenido en 

vitamina C del fruto y en uva de mesa aumenta el peso de grano. Estos datos 

hacen pensar en efectos directos de las sustancias húmicas sobre el vegetal 

que mejoran la nutrición férrica, del mismo modo que se aprecia un efecto 

positivo de la aplicación conjunta de las sustancias húmicas con los quelatos 

férricos, permitiendo así disminuir la concentración de los quelatos de Fe 

sintéticos en beneficio de su coste  e impacto ambiental (Sánchez-Sánchez et 

al., 2005). 

I.8. SUSTANCIAS HÚMICAS. 

Desde la más remota antigüedad se ha considerado a la materia 

orgánica (MO) del suelo, como un factor esencial para la fertilidad del mismo, 

por sus numerosas cualidades beneficiosas. A ella pertenece un grupo de 

sustancias que en razón de sus propiedades han sido objeto de numerosas 

investigaciones, siendo catalogadas de omnipresentes por encontrarse en 

todos los suelos, sedimentos y aguas (MacCarthy et al., 1990), representando 

la parte mayoritaria de la materia orgánica (Stevenson, 1994). Se las 

denomina sustancias húmicas (SH) (Figura I.15), y a pesar que en la 

actualidad aún no se ha logrado establecer de forma definitiva su estructura, 

al ser macroestructuras constituidas por múltiples componentes moleculares 

enlazados con diferentes tipos de ligandos que dificultan su estudio, son de 

sobra conocidos y documentados sus efectos positivos (Hayes, 1991). 

Efectos, que si bien en un principio fueron atribuidos a la mejora de las 

propiedades físicas, químicas y biológicas del suelo (efectos indirectos), en las 

últimas décadas, también se ha propuesto una influencia directa en el 

crecimiento y nutrición vegetal, incrementando así la productividad de los 

cultivos. A continuación se presenta un estudio detallado sobre sus efectos y 

constitución. 
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Las sustancias húmicas provienen de desechos de animales y plantas 

descompuestos microbial y químicamente, son de color oscuro, con carácter 

ácido, elevado peso molecular, muy resistentes al ataque microbiano y con 

propiedades refractarias (Aiken et al., 1985; Stevenson, 1994). En el suelo se 

encuentran formando complejos macromoleculares que pueden estar ligados 

a cationes como el Ca (II), Fe (III) y Al (III), combinados con los minerales de 

las arcillas, o asociados a algunas sustancias no húmicas (compuestos 

orgánicos de composición química definida procedentes de restos vegetales y 

animales) como los carbohidratos, generalmente mediante uniones de 

carácter débil (fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrógeno,...) aunque 

también se pueden unir covalentemente (MacCarthy et al., 1990; Stevenson, 

1994). 

 

Figura I.15. Distintas fracciones orgánicas en el suelo. 
 

El contenido de materia orgánica y por tanto en sustancias húmicas 

difiere con el tipo de suelo, así en los suelos naturales este porcentaje es 

generalmente mayor que en los suelos destinados a la agricultura, donde el 

tipo de cultivo y el grado de mecanización aplicado aumenta la mineralización 

de la materia orgánica, siendo los nutrientes liberados asimilados por las 

cosechas (Gallardo, 1982). En general, los contenidos de sustancias húmicas 

según el tipo de suelo van a oscilar entre el 33-75% del total de materia 

orgánica del suelo y dentro de un mismo suelo, el contenido y tipo de 

sustancias húmicas también difiere con la profundidad en el perfil del mismo 

(Kalbitz et al., 1997; Zysset y Berggren, 2001), con el tiempo (Zsolnay, 2003) y 
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los factores ambientales (Senesi et al., 1989; Barancikova et al., 1997) ya que 

en razón de su dinámica se van transformando y evolucionando sin cesar. Así, 

la procedencia de las sustancias húmicas va ha ser un factor determinante en 

sus propiedades físico-químicas (Senesi et al., 1989), siendo en cuanto a 

tamaño se refiere las de origen acuático más pequeñas que las aisladas del 

suelo. 

A su vez, las sustancias húmicas están constituidas por tres fracciones 

en función de su solubilidad en agua con el pH (Aiken et al., 1985; Stevenson, 

1994): 

� Ácidos Húmicos:  fracción insoluble en medio ácido, pero soluble a pH 

alcalinos. 

� Ácidos Fúlvicos:  fracción soluble en agua a cualquier valor de pH. 

� Humina:  fracción insoluble en agua a cualquier valor de pH. 

I.8.1. COMPOSICIÓN, ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS. 

La determinación de la composición y estructura de las sustancias 

húmicas ha sido objeto de numerosas investigaciones para poder justificar y 

entender sus propiedades físico-químicas. Debido a que su estudio requiere la 

extracción del suelo y su posterior fraccionamiento, la metodología empleada 

con estos fines puede modificar su estructura y/o composición lo que unido a 

su heterogeneidad (Stevenson, 1994), resulta de gran complejidad y dificultad 

la determinación de su composición y estructura (Hayes, 1997), por lo que las 

propiedades de las sustancias húmicas se suelen presentar en intervalos de 

valores (MacCarthy et al., 1990). 

 

Los avances técnicos y analíticos han permitido que a lo largo del 

tiempo se hayan ido empleando distintos métodos para el estudio de las 

sustancias húmicas como son: análisis elemental, IR (espectroscopía de 

infrarrojos), RMN (resonancia magnética nuclear), Py-Ms (pirólisis-

espectroscopía de masas), RSE (resonancia de spín electrónico) y Py-GS/MS 

(cromatografía gas-líquido unida a pirólisis y espectroscopía de masas), junto 

con programas informáticos que permiten el cálculo de ángulos y distancias 
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de enlace, además del diseño de moléculas de gran complejidad. Esto ha 

permitido establecer que están constituidas fundamentalmente por: C, H, O, 

N, S y P (Tabla I.3). 

Tabla I.3. Intervalos usuales para la composición elemental de la 
sustancias húmicas (Steelink, 1985). 

Elementos Ácidos húmicos (%) Ácidos fúlvicos (%) 
C 53,8-58,7 40,7-50,6 
O 32,8-38,3 39,7-49,8 
H 3,2-6,2 3,8-7,0 
N 0,8-4,3 0,9-3,3 
S 0,1-1,5 0,1-3,6 
P 0,1-1 0,1-1 

 

El estudio realizado por Senesi y Loffredo, (1999) muestran la 

composición elemental de los ácidos húmicos y fúlvicos extraídos de suelos 

con diferente clima (Tabla I.4), donde se pone de manifiesto que los ácidos 

fúlvicos contienen mayor proporción de oxígeno y azufre y menor de carbono, 

hidrógeno y nitrógeno que los ácidos húmicos. El análisis elemental se debe 

completar con la información que proporcionan las relaciones atómicas H/C y 

O/C sobre la estructura (Steelink, 1985). La relación O/C hace referencia al 

contenido de grupos funcionales oxigenados, siendo 0,5 para los ácidos 

húmicos y 0,7 para los ácidos fúlvicos y la relación H/C indica el carácter 

alifático, siendo 1,0 para los ácidos húmicos y 1,4 para los ácidos fúlvicos. 

 
Tabla I.4. Análisis elemental de ácidos húmicos y fúlvicos de distintos 
orígenes (Senesi y Loffredo, 1999). 

ELEMENTO 
% ARTICO 

CLIMA FRIO 

S. ÁCIDO  S. NEUTRO 

SUBTROPICAL TROPICAL  RANGO MEDIA IHSS 
ESTANDAR 

A. HÚMICOS         

C 56,2 53,8-58,7 55,7-56,7 53,6-55,0 54,4-54,9 53,6-58,7 56,2 58,1 

H 6,2 3,2-5,8 4,4-5,5 4,4-5,0 4,8-5,6 3,2-6,2 4,7 3,7 

N 4,3 0,8-2,4 4,5-5,0 3,3-4,6 4,1-5,5 0,8-4,3 3,2 4,1 

S 0,5 0,1-0,5 0,6-0,9 0,8-1,5 0,6-0.8 0,1-1,5 0,8 0,4 

O 32,8 35,4-38,3 32,7-34,7 34,8-36,3 34,1-35,2 32,8-38,3 35,5 34,1 

A. FÚLVICOS         

C 47,7 47,6-49,9 40,7-42,5 42,2-44,3 42,8-50,6 40,7-50,6 45,7 50,6 

H 5,4 4,41-4,7 5,9-6,3 5,9-7,0 3,8-5,3 3,8-7,0 5,4 3,8 

N 1,1 0,9-1,3 2,3-2,8 3,1-3,2 2,0-3,3 0,9-3,3 2,1 2,7 

S 1,6 0,1-0,5 0,8-1,7 2,5 1,3-3,6 0,1-3,6 1,9 0,6 

O 44,2 43,6-47,0 47,1-49,8 43,1-46,2 39,7-47,8 39,7-49,8 44,8 43,7 
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Los grupos funcionales más frecuentes presentes en las sustancias 

húmicas son: quinónicos, cetónicos, alcohólicos, fenólicos, carboxílicos y 

carbonílicos (Tabla I.5.). Los ácidos fúlvicos presentan mayor carácter ácido, 

al contener más grupos funcionales carboxílicos y alcohólicos que los ácidos 

húmicos (Tabla I.6). 

 

Tabla I.5. Grupos funcionales presentes en las sustancias húmicas 
(Stevenson, 1994). 

Amino -NH2 Ester R-COOR´ 

Amina R-CH2-NH2 Imino =NH 

Amida R-CO- NH2 Péptido R-CH(NH2)-NH-CH(COOH)-R 

Alcohol R-CH2-OH Anhídrido R-CO-O-CO-R´ 

Aldehído R-CHO Imina R-CHNH 

Carboxilo R-COOH 

Carboxilato R-COO- 

Enol R-CH=CH-OH 

Cetona R-CO-R´ 

Quinona 

 

Ceto-ácido R-CO-COOH 

Carbonilo -CH=CH-CHO 

Eter R-CH2-O-CH2-R´ 

Hidroxiquinona 

 

 

Tabla I.6. Distribución de grupos funcionales oxigenados en sustancias 
húmicas (meq/100g) (Stevenson,1994). 

Grupos funcionales  Ácidos húmicos  Ácidos fúlvicos  
Acidez total 560-890 640-1420 

COOH 150-570 520-1120 
OH acídicos 210-570 30-570 

OH alcohólicos y débilmente ácidos 20-490 260-950 
C=O cetónicos y quinónicos 30-140 120-420 

OCH3 30-80 30-120 

 

Las sustancias húmicas se caracterizan por tener una estructura 

química compleja y amorfa, carácter ácido y elevado peso molecular (Tabla 

I.7). Se trata de macromoléculas constituidas fundamentalmente por un 

esqueleto aromático, a base de heterociclos nitrogenados, quinonas, fenoles y 

ácidos benzóicos, etc. que interaccionan con las cadenas alifáticas formando 

una red flexible con grandes huecos que pueden ser ocupados por las 

sustancias no húmicas (carbohidratos, proteínas, lípidos...). Además, 

presentan gran cantidad de grupos funcionales entre los que predominan los 
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grupos carboxilo e hidroxilo tanto en las cadenas alifáticas como en los anillos 

aromáticos (Calace et al., 2000), considerándolos directamente implicados en 

la interacción con los compuestos orgánicos catiónicos, con los óxidos 

metálicos y los minerales de las arcillas del suelo (Theng, 1974; Cornejo y 

Hermosín, 1996), así como con las plantas. Pero a pesar de que los ácidos 

húmicos y fúlvicos comparten en gran medida sus efectos sobre el vegetal y el 

suelo, sus diferentes propiedades físico-químicas hacen que resulten unos u 

otros más eficaces para determinadas funciones (Figura I.17). 

 

Tabla I.7. Propiedades Físico-químicas de las sustancias húmicas 
(Stevenson y Cole, 1999). 

Propiedades Ácidos fúlvicos  Ácidos húmicos  
Color claro oscuro 

Grado de polimerización bajo alto 
Peso molecular (Da) <1.000 <300.000 

Carbono 45% 62% 
Oxígeno 48% 30% 

Acidez total 1.400 <500 
Grado de solubilidad alto Bajo 

 

 

 

 

Figura I.17. Propiedades físico-químicas de las sustancias húmicas 

(Stevenson, 1994). 

 

Schulten, (1996) propuso una estructura química para los ácidos 

húmicos, constituida por unidades pentadecámeras dónde predominan los 
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anillos aromáticos que se encuentran enlazados con cadenas alifáticas de 

diferente longitud. Este complejo estaría formado por 11.370 átomos, siendo 

su composición elemental C4.728H5.223N75O1.344 y su masa molecular de 

84.607,88 (g/mol) donde el 67,12% es C, el 6,22% H, el 1,24% N y un 25,42% 

es O (Figura I.16). Las estructuras de los ácidos húmicos resultan más 

complejas (Yates y von Wandruszka, 1999; Calace et al., 2000), con mayor 

porcentaje de aromaticidad, menor carga y polaridad que las de los ácidos 

fúlvicos (Varanini y Pinton, 1995). 

 

Figura I.16. Estructura química para un ácido húmico pentadecámero 

propuesta por Schulten en 1996. 

 

Sin embargo, la estructura de las sustancias húmicas ha sido 

recientemente descrita como la asociación de moléculas heterogéneas y 

pequeñas, unidas mediante fuerzas dispersivas débiles (van der Waals, π-π, 

CH- π) y enlaces de hidrógeno (Piccolo et al., 2002). Así, las sustancias 

húmicas tan sólo tendrían apariencia de macromoléculas, ya que se podrían 
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separar en moléculas de menor tamaño mediante su interacción con los 

ácidos orgánicos exudados por las raíces de las plantas o por los 

microorganismos de suelo (Cozzolino et al., 2001; Piccolo et al., 2003). 

 

I.8.2. EXTRACCIÓN, FRACCIONAMIENTO Y PURIFICACIÓN. 

 

Extracción.  

Para la extracción de las sustancias húmicas del suelo se han 

desarrollado gran variedad de métodos que deben ser capaces de: extraerlas 

sin alterar su estructura; evitar que contengan contaminantes inorgánicos 

como arcillas y/o cationes polivalentes; la extracción ha de ser completa y 

representar todas las fracciones de distinto peso molecular y además, el 

método debe ser aplicable a todo tipo de suelos (Stevenson, 1994). Hay que 

destacar que ningún método de extracción (Tabla I.8) es capaz de cumplir 

todos los requisitos citados anteriormente.   

 

Tabla I.8. Reactivos usados en la extracción de sustancias 
húmicas (Stevenson, 1994). 

MÉTODOS DE EXTRACCIÓN MATERIA ORGÁNICA EXTRAÍDA 

BASES FUERTES 

NaOH 

Na2CO3 

 

HASTA 80% 

HASTA 30% 

SALES NEUTRAS 

Na4P2O7 

NaF 

Sales de ácidos orgánicos 

 

HASTA 30% 

HASTA 30% 

HASTA 30% 

QUELATOS ORGÁNICOS 

Acetilacetona 

Cupferrón 

8-hidroxiquinolina 

Ácido fórmico 

Acetona 

 

HASTA 30% 

 

 

HASTA 55% 

HASTA 20% 
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La extracción con disoluciones alcalinas (normalmente NaOH 0,1-0,5 

N) es el método más empleado, al permitir extraer hasta el 80% de las 

sustancias húmicas presentes en el suelo. Se suele realizar mediante 

sucesivas extracciones para aumentar el rendimiento y precedido del lavado 

con ácido diluido, para aumentar la eficacia de extracción al eliminar el calcio 

y otros cationes polivalentes (García et al., 1993). No obstante, esta técnica 

tiene como inconveniente la contaminación por: arcillas, componentes 

estructurales y protoplasmáticos de la biomasa, así como por tejidos frescos. 

También se pueden producir autooxidaciones de algunos constituyentes 

orgánicos en contacto con el aire, así como condensaciones entre 

aminoácidos y los grupos carbonilo de quinonas o aldehídos aromáticos 

(Stevenson, 1994). Además, la presencia de oxígeno incrementa la capacidad 

de intercambio catiónico y el estado de oxidación de las sustancias húmicas. 

Todas estas alteraciones aumentan con la concentración y tiempo de contacto 

del extractante alcalino (Brenner, 1950). Los procesos de autooxidación se 

pueden minimizar al trabajar bajo atmósfera de N2. 

 

Existen otras técnicas como alternativa a la extracción con álcalis, tales 

como: sales neutras (ej: Na4P2O7, NaF), agentes complejantes (EDTA, 

cupferrón, acetilacetona), disolventes orgánicos, etc. (Tabla I.8). Ahora bien, 

aunque las alteraciones que sufre la materia orgánica son menores, su 

efectividad también lo es. Algunos investigadores, prefieren aumentar la 

eficacia de extracción mediante una secuencia de distintos extractantes 

(Schnitzer y Schuppli, 1989), aunque para fines comerciales se suele emplear 

la extracción con productos alcalinos. 

 

Fraccionamiento.  

Una vez extraídas las sustancias húmicas del suelo se pueden 

fraccionar en base a las diferencias físico-químicas que presentan los ácidos 

húmicos, fúlvicos y la humina en: solubilidad, tamaño molecular, 

características de adsorción, densidad de carga y reacciones con iones 

metálicos. Normalmente la técnica de fraccionamiento más usada es en 

función de la solubilidad a diferentes pH (Figura I.18). De las tres fracciones 

obtenidas, la humina es la menos estudiada, por presentar menor actividad 
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química y geológica que los ácidos húmicos y fúlvicos (Ayuso, 1995) y 

permanecer insoluble a cualquier rango de pH.  

 

 

 

Figura I.18. Fraccionamiento de las sustancias húmicas en función de la 

solubilidad a diferentes pH (Stevenson, 1994). 

 

Purificación.  

Una vez fraccionadas las sustancias húmicas, se deben someter a un 

proceso de purificación para eliminar aquellas sustancias: ácidos grasos, 

lípidos, aminoácidos, carbohidratos, etc. que se encuentran físicamente 

enlazadas a ellas. La purificación de los ácidos húmicos propuesta por la 

Sociedad Internacional de las Sustancias Húmicas (IHSS) se basa en su 

precipitación y posterior diálisis.  
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Por otra parte, para la purificación de los ácidos fúlvicos se suele 

emplear una resina Amberlita de adsorción/desorción (XAD-8), que adsorbe la 

fracción fúlvica para posteriormente ser eluida a pH básico. Este 

procedimiento de purificación también se puede hacer mediante diálisis 

(IHSS). 

 

I.8.3. EFECTOS DE LAS SUSTANCIAS HÚMICAS. 

 

Numerosos autores han descrito los efectos directos e indirectos sobre 

el desarrollo vegetal que ejercen las sustancias húmicas (Chen y Aviad, 1990; 

Stevenson, 1994; Varanini y Pinton, 2000; Cesco et al., 2002; Chen et al., 

2004a), siendo considerados efectos indirectos  aquellos que actúan sobre 

las propiedades físicas, químicas y biológicas que determinan la fertilidad de 

los suelos y efectos directos  a los que actúan sobre el vegetal en diferentes 

procesos fisiológicos-bioquímicos que estimulan su crecimiento y la toma de 

nutrientes. Sin embargo, a menudo los resultados obtenidos por estas 

investigaciones difieren entre sí, debido a que los efectos que ejercen las 

sustancias húmicas pueden variar en función: del origen (García, 1990), 

contenido en grupos funcionales (Piccolo et al., 1992) y concentración de las 

sustancias húmicas, así como de la especie vegetal, edad y estado nutricional 

de la misma (Albuzio et al., 1986) (Figura I.19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.19. Efectos variables de las sustancias húmicas. 



Introducción 

49

Para que las sustancias húmicas puedan ejercer sus efectos directos 

sobre el vegetal, deben ser absorbidas por las plantas. Los resultados 

obtenidos usando sustancias húmicas marcadas con 14C han permitido 

observar que tanto los ácidos húmicos como los fúlvicos se pueden incorporar 

al material vegetal, sin embargo, los ácidos húmicos se suelen acumular en 

las raíces donde actúan principalmente y sólo una pequeña fracción se 

transporta a la parte aérea (Vaughan y Linehan, 1976), mientras que los 

ácidos fúlvicos al tratarse de moléculas de menor peso molecular, son 

absorbidos más activamente por las plantas (Vaughan y Malcom, 1985) y su 

transporte a la parte aérea es mayor (Fürh et al., 1967). Vaughan y Ord (1981) 

encontraron que las sustancias húmicas de bajo peso molecular eran 

absorbidas preferentemente por las plantas, tanto de forma activa como 

pasiva, mientras que los ácidos húmicos de PM >50.000 Da sólo se absorbían 

pasivamente. Aunque hay que tener en cuenta que los exudados de las raíces 

pueden ejercer un efecto de despolicondensación de las sustancias húmicas 

en fracciones de menor peso molecular, que pueden ser tomadas de forma 

activa ejerciendo efectos biológicos sobre las plantas (Albuzio et al., 1993).  

 

EFECTOS SOBRE EL SUELO. 

Las sustancias húmicas inciden indirectamente en el desarrollo de las 

plantas, al modificar las propiedades que determinan la fertilidad del suelo 

cuando se aportan en grandes cantidades. Siendo sus principales efectos 

sobre el suelo: 

 

Mejora de la estructura del suelo. 

Facilitan la formación de agregados estables de elevada porosidad, 

que aumentan la capacidad de retención de agua y la buena aireación, 

proporcionando así, un medio más idóneo para el crecimiento de las plantas 

(Stevenson, 1994; Canarutto et al., 1996; Piccolo y Móagwu, 1997). A su vez, 

las sustancias húmicas proporcionan una coloración oscura al suelo que 

facilita su calentamiento, hecho que estimula el crecimiento y producción de 

las plantas (Gallardo, 1980; Stevenson, 1994). 



Introducción 

50

Aumento de la capacidad tampón o buffer. 

También evitan los cambios bruscos del pH del suelo, debido a que 

poseen gran número de grupos funcionales hidroxilo y carboxilo que pueden 

sufrir procesos de disociación-asociación (Stevenson, 1994; Barón et al., 

1995), manteniendo unas condiciones de reactividad óptimas para la vida en 

los suelos. 

Contribución a la capacidad de intercambio catiónic o (CIC) del suelo. 

Mejoran la fertilidad del suelo al contribuir en la CIC, ya que retienen 

nutrientes (Fe3+, Cu2+, Mn2+, Zn2+, Mg2+, K+,...) en formas fácilmente 

disponibles para las plantas, pero que evitan sus pérdidas por lavado. Las 

sustancias húmicas adsorben preferentemente cationes polivalentes frente a 

los monovalentes y para iones de igual valencia se adsorben primero los 

menos hidratados (Stevenson, 1994). 

Aporte de nutrientes a la planta. 

Suministran nutrientes (N, P, S) a las plantas mediante los procesos de 

mineralización que sufre la materia orgánica por los microorganismos del 

suelo (Varanini y Pinton, 1995; Akinremi et al., 2000). Además, forman 

complejos naturales con los cationes (Sánchez-Andréu et al., 2000), 

aumentando de esta manera la solubilidad de los metales en el suelo y 

favoreciendo su toma por las plantas (Varanini y Pinton, 1995; Cesco et al., 

2000). Así, Pinton et al. (1998) encontraron una reducción e incluso 

eliminación de los síntomas de deficiencia de hierro en plantas de pepino, 

debido a la movilización del Fe procedente de hidróxidos insolubles por la 

formación de complejos solubles con las sustancias húmicas.  

También, facilitan la disponibilidad del fósforo a las plantas al 

complejarse con el calcio (Gaur, 1964), ya que en el suelo el fósforo es poco 

soluble y se fija a los componentes minerales (óxidos de aluminio y 

carbonatos, arcillas...), siendo en suelos calizos su disponibilidad aún menor, 
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por la formación de fosfatos de calcio insolubles. Este proceso de 

complejación del calcio va a depender del pH (Brun et al., 1994) (Figura I.20). 

 

Figura I.20. Complejación del calcio por las sustancias húmicas vs pH 

(Brun et al., 1994). 

Incremento de la población microbiana. 

Las sustancias húmicas proporcionan carbono a los microorganismos 

del suelo, hecho que permite incrementar la población microbiana y su 

actividad enzimática (Murzakow, 1988; Lizarazo, 2001), dando lugar a un 

mayor aporte de nutrientes a las plantas, al favorecerse los procesos de 

mineralización y humificación de la materia orgánica, la fijación biológica del 

nitrógeno y la reducción del Fe (III) al actuar como catalizadores químicos en 

su reducción biológica por las bacterias anaeróbicas (Lovley et al., 1998). 

Combinación con xenobióticos y metales contaminante s del suelo. 

Los radicales libres de las sustancias húmicas permiten la 

descomposición de determinados plaguicidas (Senesi y Miano, 1995) y de 

esta forma afectan a su persistencia, biodegradabilidad y bioactividad (Carlsen 

et al., 1994; Chen y Aviad, 1990). Además, contaminantes comunes de las 

aguas subterráneas como son el tri- y tetracloroetano cuya descomposición 
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produce cloruro de vinilo (potente cancerígeno) y dicloroetano, pueden 

degradarse en condiciones aeróbicas por las sustancias húmicas al actuar 

éstas como aceptores de e- (Bradley et al., 1998). 

También, las sustancias húmicas son de gran importancia en suelos 

contaminados por metales pesados (ej. Pb, Cd,...), al formar complejos con 

ellos y quedar éstos retenidos sobre las superficies orgánicas del suelo, 

limitando así su movilidad (Wang et al., 1997). 

EFECTOS SOBRE LA PLANTA. 

Los efectos bioestimulantes de las sustancias húmicas sobre el 

desarrollo vegetal se pueden agrupar en: 

Germinación. 

Aumentan la proporción de granos germinados. Así, Csicsor et al. 

(1994) observaron efectos beneficiosos en la germinación in vitro de semillas 

de tabaco, con la aplicación de humatos potásicos y ácidos fúlvicos en 

diferentes dosis, obteniéndose los mejores resultados con los humatos 

potásicos en dosis de 200 mg·L-1 (Tabla I.9). Ayuso et al. (1996), obtuvieron 

incrementos en el índice de germinación de pimientos tratados con sustancias 

húmicas procedentes de turba y leonardita, mientras que las sustancias 

húmicas procedentes de materiales menos humificados, inhibieron la 

germinación dependiendo de la dosis y del tipo de cultivo. 

 

 

 



Introducción 

53

Tabla I.9. Porcentaje de germinación in vitro de semillas de tabaco 
(Csicsor et al., 1994). 

TRATAMIENTOS DOSIS 
(mg/L) GERMINACIÓN (%) GERMINACIÓN (%) 

REF. CONTROL 

K-Humato 12 88 99,4 

K-Humato 50 89 100,6 

K-Humato 200 94 106,2 

AF 4 88,5 100 

AF 50 87 98,3 

AF 200 93 105,1 

control -- 88,5 100 

Los estudios realizados por Ramos (2000), mostraron que la aplicación 

de sustancias húmicas comerciales de diferentes orígenes a semillas de 

tomate cv. Daniela en condiciones in vitro, mejoraban el porcentaje de 

germinación, sin embargo, la dosis óptima fue diferente según el origen de las 

sustancias húmicas e incluso para aquellas de la misma procedencia, la dosis 

óptima varió considerablemente según el producto comercial empleado (Tabla 

I.10). Normalmente la germinación se encuentra inhibida a dosis altas (Chen y 

Aviad, 1990). Ramos (2000) también realizó estudios en condiciones salinas, 

siendo las sustancias húmicas procedentes de turba y residuos vegetales las 

que mejoraron el índice de germinación cuando el nivel salino fue moderado 

(3 mS·cm-1), y alto (6 mS·cm-1), mientras que las de origen lignito tan sólo lo 

lograron en condiciones de salinidad moderada (3 mS·cm-1). 

Tabla I.10. Porcentaje de germinación de semillas de tomate cv Daniela 
respecto al control. (Ramos, 2000). 

Dosis % (v/v) 
TRATAMIENTOS 

0 0,001 0,01 0,05 0,1 

AH de Lignito 1 100a 129a 194b 188b 188b 

AH de Lignito 2 100b 84ab 87b 105b 55a 

AH de Residuos vegetales 1 100a 100a 117b 94a 94a 

AH de Residuos vegetales 2 100bc 84b 105c 87b 55a 

AH de Turba 100a 127b 100a 98a 114ab 
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Chen y Aviad, (1990) atribuyeron los efectos beneficiosos sobre la 

germinación, A la capacidad de las sustancias húmicas de incrementar la 

actividad enzimática de las semillas. Csicsor et al. (1994) consideran que las 

sustancias húmicas influyen también sobre la respiración celular, al actuar en 

los procesos de transferencia de electrones gracias a los radicales libres 

presentes en todas las sustancias húmicas. En relación a este hecho, Chukov 

et al. (1996) observaron que el índice de germinación en condiciones in vitro 

de semillas de lechuga, aumentó conforme lo hizo la concentración de 

radicales libres de las sustancias húmicas, hasta una cierta dosis óptima a 

partir de la cual el efecto resultó inhibitorio. Así, Csicsor et al. (1994) 

justificaron el hecho de que los humatos potásicos resultasen más eficaces 

que los ácidos húmicos sobre la germinación, en la mayor concentración de 

radicales libres de los ácidos húmicos. Según Jurcsik (1994), el mecanismo de 

acción fisiológica consiste en la absorción de O2 atmosférico por los radicales 

semiquinónicos que se transforman en radicales superóxido o 

hidrogenoperóxido, capaces de donar electrones a las cadenas respiratorias, 

incrementando así el suministro de energía a las células (Figura I.21). Los 

electrones perdidos son repuestos por moléculas de agua o por los 

microorganismos del suelo (Lovley et al., 1996). 

 

 

 

 

 

 

Figura I.21. Mecanismo de acción fisiológica de las sustancias húmicas 
(Jurcsik, 1994). 

Radicales 
semiquinónicos  

Formación del radical superóxido o 
hidrogenoperóxido  
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Crecimiento radicular y desarrollo de la parte aére a. 

Los efectos bioestimulantes del las sustancias húmicas en el 

crecimiento de las plantas, han sido observados y documentados en gran 

cantidad de artículos (Chen y Aviad, 1990; Chen, 1996; Nardi et al., 1996; 

Cesco et al., 2002). Se ha demostrado que mejoran el crecimiento radicular 

con su aplicación foliar, en hidroponía o directamente al suelo (Sánchez-

Conde et al., 1972; Sánchez-Andreu et al., 1994; Cooper et al., 1998), aunque 

sus efectos dependen del tipo y dosis de sustancias húmicas empleadas. Así, 

Sladky (1959) observó al aplicar a la disolución nutritiva de plantas de tomate 

un extracto alcohólico de la materia orgánica, ácidos húmicos y fúlvicos en 

dosis de 10 y 50 mg·L-1, un aumento significativo respecto al control 

(disolución nutritiva) de la longitud y peso radicular con las tres fracciones 

empleadas. También Rauthan y Schnitzer (1981), encontraron en plantas de 

pepino tratadas con ácidos fúlvicos en dosis de 100 a 300 mg·L-1, incrementos 

en la longitud y peso radicular. Young y Chen (1997) observaron aumentos 

significativos en el crecimiento radicular de plantas de lechuga cuando se 

adicionaban ácidos húmicos purificados de diferentes orígenes, resultando 

más efectivo la fracción húmica procedente de turba. La aplicación al suelo de 

sustancias húmicas también permitió observar un aumento del peso radicular 

de 38 a 45% y de un 15% para la longitud radicular en Agrostis Stolonifera L. 

(Cooper et al., 1998). 

Los efectos de las sustancias húmicas en el crecimiento de las raíces y 

tallos son muy diferentes, resultando más evidentes en las raíces. Chen et al. 

(2004a) observaron una estimulación del crecimiento del 25% en los tallos y 

raíces bajo condiciones de hidroponía, con la adición a la disolución nutritiva 

Hoagland de ácidos húmicos en dosis de 50 mg·L-1, hecho que evidencia el 

efecto sinérgico de la aplicación combinada de sustancias húmicas junto a la 

disolución nutritiva. El crecimiento de los tallos normalmente está 

correlacionado con la respuesta radicular, independientemente del modo de 

aplicación de las sustancias húmicas (Chen, 2006). 
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Absorción de nutrientes. 

Las sustancias húmicas proporcionan una mayor disponibilidad de 

nutrientes para las plantas. Así Gaur, (1964), observó incrementos en la 

absorción de N, P y K y descensos en la toma de Ca con la aplicación de 

ácidos húmicos procedentes de compost a plantas de centeno. Rauthan y 

Schnitzer (1981), aplicaron diferentes dosis de ácidos fúlvicos hasta un 

máximo de 2000 mg·L-1 a plantas cultivadas en disolución Hoagland, 

obteniéndose incrementos en la absorción de: N, P, K, Ca y Mg, siendo la 

máxima absorción entre 100-300 mg·L-1. Esto pone de manifiesto que las 

concentraciones elevadas de sustancias húmicas normalmente resultan 

inhibitorias. Guminsky et al. (1983) observaron que las sustancias húmicas 

procedentes de compost en dosis de 100 mg·Kg-1 incrementaron la absorción 

de P y K en plantas de tomate, no obteniéndose estos resultados con plantas 

de maíz, dónde dosis similares inhibieron la absorción de P. También David et 

al. (1994) encontraron en plantas de tomate con la adición de ácidos húmicos 

en dosis 1280 mg·L-1, incrementos en los niveles foliares de: P, Ca, K y Mg, 

así como radiculares de Ca y N.  

Además, las investigaciones muestran incrementos significativos en la 

absorción de micronutrientes, principalmente: Fe, Cu y Zn con la aplicación de 

sustancias húmicas (Vaughan y Linehan, 1976; Abad et al., 1991; Fagbenro et 

al., 1993). Cervelli et al. (1991) observaron un aumento de los niveles de Cu y 

Zn en plantas cultivadas en suelos calizos, con la adición de ácidos húmicos y 

Raina et al. (1998) encontraron resultados similares aplicando ácidos fúlvicos. 

Chen et al. (2004a), observaron en plantas de melón tratadas en hidroponía a 

pH comprendidos entre 5 y 7,5 junto con ácidos húmicos procedentes de 

leonarditas en dosis de 0 a 200 mg L-1, una estimulación del crecimiento 

producida por la mayor disponibilidad de hierro. Estos resultados están en 

concordancia con los autores que sugieren la importancia de las sustancias 

húmicas en la nutrición férrica de plantas dicotiledóneas (Chen y Aviad, 1990; 

Bar-Ness y Chen 1991a). También Chen et al. (2004a), mostraron que la 

adición de AH o AF a una disolución nutritiva sin hierro, incrementaba los 

niveles de clorofila y desaparecían los síntomas de deficiencia de hierro en 
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plantas de soja. Los autores justifican este hecho por la posibilidad de las 

plantas de movilizar el hierro endógeno que contienen las sustancias húmicas.  

Adani et al. (1998), estudiaron la aplicación a cultivos de tomate 

desarrollados en hidroponía, de dos ácidos húmicos purificados a partir de dos 

productos comerciales de origen turba y leonarditas en dosis 20 y 50 mg L-1, 

observándose con el ácido húmico procedente de turba un incremento en la 

absorción de: N, P, Fe y Cu, mientras que con el de origen leonarditas se 

incrementó la absorción de: N, P y Fe. El aumento de Fe total en planta fue 

del 41% y 33% con las dosis de 20 y 50 mg L-1 respectivamente, del ácido 

húmico procedente de turba y del 31 y 46% respectivamente, para las dosis 

20 y 50 mg L-1 del ácido húmico de leonardita, siendo en las raíces el 

incremento de Fe del 113 y 123% con las dosis 20 y 50 mg L-1 

respectivamente del ácido húmico de turba y un 135 y 161% para las dosis 20 

y 50 mg L-1 del ácido húmico de leonarditas (Figura I.22). Estos autores 

sugieren que los efectos beneficiosos de las sustancias húmicas en la toma 

de hierro pueden deberse a su complejación por las SH, así como por la 

presencia de radicales libres y grupos fenólicos de las sustancias húmicas 

capaces de reducir el Fe (III) a Fe (II), facilitándoselo a las plantas. 
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Figura I.22. Contenido radicular de hierro (mg·kg-1 m.s.) frente a la aplicación 

de ácidos húmicos (Adani et al. 1998). 
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También, muestran un efecto bioprotector frente a la salinidad 

(Chaminade, 1956), al disminuir la absorción del sodio, responsable de 

desajustes osmóticos en la planta que disminuyen su energía metabólica, 

reduciendo como consecuencia los rendimientos productivos. Sánchez-

Sánchez et al. (2005) observaron que las sustancias húmicas comerciales de 

origen lignitos disminuyeron los niveles de sodio foliar en plantas de tomate 

cv. Daniela cuando se reemplazó parte del quelato FeEDDHA por la sustancia 

húmica, siendo la aplicación 33% FeEDDHA y 67% de la sustancia húmica el 

tratamiento que disminuyó la concentración de sodio foliar en mayor medida, 

protegiéndose así a la planta de la salinidad. Igualmente, se encontraron 

descensos en los niveles de sodio foliar cuando se aplicaron sustancias 

húmicas comerciales vía foliar a plantas de tomate cv. Daniela, cv. Durinta y 

cv. Jaguar (Ramos, 2000; Oliver et al., 2007).  

Permeabilidad de la membrana plasmática radicular. 

Distintos estudios han puesto de manifiesto un aumento en la 

permeabilidad de las membranas radiculares en presencia de sustancias 

húmicas en el medio radicular (Vaughan y Linehan, 1976; Varanini y Pinton, 

2000; Guminsky et al., 1983; Maggioni et al., 1987; Samson y Visser, 1989), 

hecho que ha sido atribuido, por dichos autores, a la interacción de las 

sustancias húmicas con las proteínas y los lípidos de membrana ya que 

debido a las propiedades hidrofóbicas e hidrofílicas de las sustancias 

húmicas, podrían interactuar con las estructuras fosfolipídicas de las 

membranas celulares, actuando como transportadores de nutrientes a través 

de ellas. 

Metabolismo energético. 

Son numerosos los estudios que demuestran los efectos beneficiosos 

de las sustancias húmicas en los procesos metabólicos energéticos como son: 

la respiración (Vaughan y Malcolm, 1985; Chukov et al., 1996; Lovley et al., 

1996; Nardi et al., 2002) y la fotosíntesis (Sladky, 1959; Albuzio et al., 1994). 

Existen trabajos que afirman que las sustancias húmicas actúan directamente 
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sobre la respiración, al intervenir en las cadenas respiratorias de las 

mitocondrias (Csicsor et al., 1994; Pinton et al., 1999) como donadoras de e- 

(debido a los grupos quinónicos) aumentando la energía suministrada a las 

células (Figura I.21) de acuerdo con la reacción siguiente: 

HS- + O2+ FADH2/NADH  � HS + H2O+ FAD/NAD+ 

Sladky, (1959) observó aumentos en los niveles de clorofila cuando se 

adicionó a la disolución nutritiva de plantas de tomate ácidos húmicos y 

fúlvicos y un extracto alcohólico de la materia orgánica del suelo (Tabla I.11). 

También Albuzio et al. (1994), encontraron incrementos significativos en los 

niveles foliares de clorofilas con la aplicación de sustancias húmicas (150 mg 

L-1) en plantas de avena. 

 

Proteínas, ácidos nucleicos y actividad enzimática.  

Malcolm y Vaughan (1979) y Visser (1985) observaron que las 

sustancias húmicas eran capaces de producir cambios estructurales en el 

ADN. También influyen en la síntesis de ARN mensajero, esencial para 

numerosos procesos bioquímicos de la célula (Nardi et al., 2002) que se 

traducen en el crecimiento de las plantas. Así, Vaughan y Malcolm (1979) 

encontraron una mayor producción de ARN-m con la adición de ácidos 

húmicos. También intervienen en numerosos procesos bioquímicos que 

Tabla I.11. Efecto de distintas sustancias húmicas en la respiración 
y en los niveles de clorofila en plantas de tomate (Sladky, 1959). 

TRATAMIENTO 
NIVEL DE OXÍGENO 

  HOJAS           RAÍCES  
CLOROFILA 

 % respecto al control 

Control 100 100 100 

Extracto alcohólico 110 176 130 

AH (50 mg/L) 124 123 163 

AF (50 mg/L) 130 138 169 
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estimulan o inhiben la síntesis de proteínas, particularmente enzimas tales 

como: invertasas, catalasas y peroxidasa (Malcolm y Vaughan, 1979; Nardi et 

al., 2000a). Stanchev et al. (1975) mostraron la influencia de las sustancias 

húmicas sobre la actividad de las enzimas: catalasa, o-difenoloxidasa y 

citocromo en tomates, mientras que en remolacha las sustancias húmicas 

participaron en los procesos bioquímicos de las enzimas peroxidasa e 

invertasas (Vaughan, 1969; Vaughan et al., 1974). Bukvova y Tichy (1967) 

observaron en plantas de maíz crecidas en suelos arenosos, aumentos en la 

síntesis de fosforilasa cuando se adicionaron ácidos húmicos en dosis de 10 

mg L-1, sin embargo, a dosis elevadas (100 mg L-1) los efectos resultaron 

inhibitorios. 

A pesar de los numerosos artículos que describen los efectos que 

producen las sustancias húmicas sobre el desarrollo de las plantas (Vaughan 

y Malcolm, 1985; Chen y Aviad, 1990; Varanini y Pinton, 2000; Clapp et al., 

2001), observándose estos efectos tanto en plantas cultivadas en suelo 

(Fagbenro y Agboola, 1993) como en hidroponía (Ayuso et al., 1996), todavía 

no están claros sus mecanismos de acción. Una de las hipótesis existentes 

les atribuye actividad hormonal, ya que su acción resulta similar a los efectos 

que producen en plantas las auxinas y giberelinas (Cacco y Dell´Agnola, 1984; 

Dell´Agnola y Nardi, 1987; Nardi et al., 1988; Piccolo et al., 1992). Según esta 

hipótesis las sustancias húmicas estimulan la producción de auxina en el 

vegetal, con el consiguiente estímulo del crecimiento, al inhibir la acción de la 

enzima AIA oxidasa (ácido 3-indol-acético) responsable de la degradación de 

la auxina (Mato et al., 1972). Sin embargo, otros autores rechazan esta 

hipótesis, debido a que en hidroponía estos resultados no son tan evidentes y 

además, en numerosos suelos sobre todo en la rizosfera, existen cantidades 

elevadas de auxinas (Lebuhn y Hartmann, 1993) y giberelinas (Rademacher, 

1992), producidas por los microorganismos del suelo y los exudados de 

raíces, pudiendo atribuirse estos efectos sobre el crecimiento a la presencia 

de auxina nativa en el suelo (Hamence, 1946). También autores como Chen 

et al. (2004a) sostienen que algunas enzimas sobre todo invertasas y 

peroxidasas implicadas en el crecimiento de las plantas, pueden aumentar su 

actividad con los niveles de Fe, especialmente la peroxidasa y normalmente 
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las sustancias húmicas contienen en su estructura micronutrientes (Chen y 

Aviad, 1990; Chen, 1996; Cesco et al. 2000, 2002; Chen et al., 2004a). 

Otras hipótesis justifican los efectos positivos de las sustancias 

húmicas sobre el desarrollo de las plantas, en su capacidad de incrementar la 

disponibilidad de micronutrientes, particularmente Fe y Zn (Clapp et al., 2001), 

por su complejación con ellos (Chen y Aviad, 1990; Pandeya et al., 1998) 

gracias a la presencia en estas moléculas de grupos funcionales oxigenados y 

nitrogenados que actúan como donadores de electrones uniéndose mediante 

varios enlaces con los cationes (Albuzio et al., 1994; Stevenson, 1994; 

Sánchez-Andreu et al., 2000). Así, en suelos calizos donde la concentración 

de micronutrientes es insuficiente para cubrir las necesidades de las plantas, 

las sustancias húmicas pueden estimular el desarrollo vegetal, al mantener en 

disolución niveles de micronutrientes (Cu, Zn, Mn, Fe,…) que eviten la 

aparición de sus carencias.  

También estos efectos directos de las sustancias húmicas tienen la 

capacidad de modificar la morfología radicular incrementando la superficie de 

contacto con los nutrientes (Concheri et al., 1996), y actuar aumentando la 

actividad de la enzima radicular H+-ATPasa, responsable de la liberación de 

H+
 al medio que facilitan la solubilización de nutrientes en el suelo (Varanini et 

al., 1993; Varanini y Pinton, 2000). Además pueden interferir en procesos 

metabólicos implicados en la absorción activa de nutrientes (Canellas et al., 

2002) principalmente el Fe, aumentando la actividad de la enzimas como la Fe 

(III)-reductasa (Aguirre et al., 2006). 

I.8.4. SUSTANCIAS HÚMICAS COMERCIALES. 

Como resultado de todos los efectos beneficiosos de las sustancias 

húmicas en el desarrollo vegetal ya mencionados, cada año aparecen en el 

mercado enmiendas orgánicas a base de sustancias húmicas de diferentes 

orígenes, fundamentalmente: leonarditas, turbas y residuos vegetales 

denominadas ácidos húmicos, sustancias húmicas o enmiendas húmicas. En 

España, la normativa que hace referencia a estas enmiendas húmicas 
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comerciales es la orden del 28 de Mayo de 1988 sobre fertilizantes y afines 

que desarrolla el Real Decreto 72/1988 de 5 de Febrero, modificado por el 

Real Decreto 824/2005 de 8 de Julio, dónde se clasifican en: 

Enmiendas orgánicas húmicas : productos de origen animal o vegetal, o por 

tratamiento de leonardita, lignito o turba, con un contenido mínimo en materia 

orgánica parcialmente humificada, capaces de mejorar mediante su aplicación 

al suelo sus propiedades físicas, químicas y biológicas, siendo su 

composición: 

 

 

 

 

 

 

Ácidos húmicos : productos que contienen fundamentalmente ácidos 

húmicos obtenidos por tratamiento o procesado de turba, lignito o leonardita, 

siendo su composición: 

 

 

 

 

 

Abonos con ácidos húmicos : abono CE o abono del grupo 1 del anexo I del 

Real Decreto 824/2005 de 8 de Julio, al que se le han incorporado ácidos 

húmicos, siendo su composición: 

 

Materia orgánica total (% p/p) ≥ 25 

Extracto húmico total (% p/p) 
(ác. húmicos + fúlvicos) ≥ 5 

Ácidos húmicos (% p/p) ≥ 3 

Humedad máxima (% p/p) ≥ 40 

Extracto húmico total (% p/p) 

(ác. húmicos + fúlvicos) 
≥ 15 

Ácidos húmicos (% p/p) ≥ 7 
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Se han encontrado diferencias estructurales al comparar las sustancias 

húmicas de origen natural con las de procedencia comercial (Malcolm y Mc 

Carthy, 1986), fundamentalmente debidas a los procesos de extracción. A 

pesar de ello, se muestran similares en cuanto a composición se refiere. Al 

igual que con las sustancias húmicas de procedencia natural, también se han 

producido efectos negativos sobre las plantas con las sustancias húmicas 

comerciales (De Kreij y Basar, 1995), ocasionados según Ramos (2000) por 

su empleo en dosis elevadas. Sin embargo, numerosas investigaciones 

manifiestan la influencia positiva sobre el desarrollo vegetal, análoga a la 

producida por las sustancias húmicas naturales (Ron y Verloo, 1983; Miele et 

al., 1986; Visser, 1986; Chen y Aviad, 1990; Aso y Sakai, 1993; Cooper et al., 

1998).  

Los estudios realizados por Ramos, (2000) y Vivas, (2001) mostraron 

que la aplicación foliar de sustancias húmicas comerciales sobre plantas de 

tomate y pepino, incrementaban el desarrollo vegetal y reducían los niveles de 

sodio en plantas sometidas a estrés salino. También su adición al suelo junto 

con FeEDDHA mejoraron la nutrición en tomate, vid y cítricos (Sánchez-

Sánchez et al., 2002, 2005, 2006). 

I.9. EL CULTIVO DEL TOMATE Y SU IMPORTANCIA ECONÓMI CA. 

 

El origen del tomate se sitúa en las laderas de los Andes peruanos en 

la costa occidental de Sudamérica, pero fue con su extensión a América 

Central y Meridional cuando comenzó a ser consumido, concretamente en 

México 700 años a.C. Su introducción en Europa se produce durante la 

primera parte del Siglo XVI, llegando a España de la mano de conquistadores 

Ácidos húmicos (% p/p) ≥ 3 

Extracto húmico total (% p/p) 

(ác. húmicos + fúlvicos) 
≥ 6 

Todos los requisitos exigidos para el abono al que 
se adicionan los ácidos húmicos. 
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españoles y aunque en un principio fue utilizado como planta ornamental y 

medicinal, es en el Siglo XVIII cuando es cultivado con fines alimenticios. 

 

Taxonómicamente, el tomate pertenece a la familia Solanaceae siendo 

su nombre científico Licopersicum esculentum Mill. Morfológicamente es una 

planta perenne de porte arbustivo que se cultiva normalmente como anual, 

pudiendo permanecer hasta dos años. Requiere climas templados aunque el 

desarrollo de técnicas de cultivo en invernadero, han favorecido su producción 

continuada a lo largo de todo el año. También nuevas variedades conseguidas 

a través de cruzamientos y mejora genética se han adaptado a diferentes 

condiciones de suelo y cultivo. 

 

Actualmente, el tomate es la hortaliza más difundida en todo el mundo, 

dónde su valor nutricional y sus excelentes propiedades organolépticas (Tabla 

I.12) hacen que este fruto sea habitual en la dieta humana para su consumo 

como vegetal fresco o procesado.  

 

En la mayor parte de los países europeos se consume cerca de 10 Kg 

por persona y año, mientras que en Italia se triplica y en España se 

cuadruplica esta cifra. Su consumo a nivel mundial crece a un ritmo superior al 

3% anual (F.A.O., 2006). 

 

Es un cultivo de enorme valor económico ya que su demanda aumenta 

continuamente y con ella su cultivo, producción y comercio. El tomate es un 

producto básico en la horticultura española, sus áreas de producción están 

centradas en: el sureste de la península (Valencia, Alicante, Murcia y 

Almería), Valle del Ebro (Navarra, La Rioja y Zaragoza), Extremadura y 

Canarias. España ocupa el séptimo lugar en el mundo en su producción, por 

debajo de: China, E.E.U.U., Italia, Turquía, Egipto y la India, y un segundo 

lugar en el comercio exportador dentro de los países de la UE, siendo los 

principales mercados españoles: Alemania, Países Bajos, Reino Unido y 

Francia.  
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Tabla I.12. Valor nutricional medio por cada 100 g de tomate rojo fresco 

(Gebhardt y Thomas, 2002). 

Agua 

Valor calórico 

Proteínas 

Glúcidos 

Lípidos 

Provitamina A 

Vitamina B1 

Vitamina B2 

Vitamina B6 

Vitamina C 

Vitamina PP 

94,5 g 

18 kcal 

0,9 g 

2,8 g 

0,2 g 

0,38 mg 

0,06 mg 

0,04 mg 

0,11 mg 

15 mg 

0,7 mg 

Fe 

Ca 

Mg 

P 

K 

Na 

0,4 mg 

10 mg 

10 mg 

24 mg 

280 mg 

1,2 mg 

 

 

Debido a su ciclo vegetativo relativamente corto, la planta de tomate es 

idónea para la investigación, siendo frecuentemente utilizada. Esto unido a los 

factores económicos y agronómicos, han determinado su utilización como 

testigo en este trabajo. 
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II. OBJETIVOS. 

 

Como se ha puesto de manifiesto en el capítulo Introducción, uno de 

los problemas nutricionales más graves que afectan al desarrollo de los 

cultivos a nivel mundial es la deficiencia de hierro, responsable de la 

reducción del crecimiento de las plantas que ven limitada su producción y la 

calidad de los frutos. Fundamentalmente este desorden nutricional se 

encuentra asociado a los cultivos que se desarrollan en suelos calizos, siendo 

la cuenca mediterránea una de las áreas más afectadas. En España, este 

problema afecta a cultivos de gran interés comercial como es el caso del 

tomate, provocando importantes pérdidas económicas. 

 

Una de las mejores opciones para su corrección son los quelatos 

sintéticos de Fe. Sin embargo, son productos cuyo precio es muy superior al 

resto de los fertilizantes de Fe y además necesitan ser aplicados 

sucesivamente, hecho que puede dar lugar a riesgos medio ambientales 

debido a su poder solubilizador de metales pesados y a su poca degradación 

en el medio, siendo por tanto necesario minimizar su impacto ambiental. 

 

Las sustancias húmicas han demostrado que mejoran el desarrollo de 

las plantas, relacionándose este hecho con el aumento significativo en la toma 

de nutrientes, como el hierro entre otros. Del mismo modo, destacar que los 

estudios desarrollados en el Departamento de Agroquímica y Bioquímica de la 

Universidad de Alicante muestran, que la aplicación conjunta de las 

sustancias húmicas con los quelatos sintéticos de Fe, producen un efecto 

positivo en el crecimiento y en la nutrición de las plantas, estando favorecida 

la toma de hierro por la sustitución de parte del quelato por sustancias 

húmicas. 

 

En base a la problemática que la nutrición férrica presenta 

especialmente en suelos calizos, y al conocimiento actual de los posibles 

efectos beneficiosos que las sustancias húmicas pueden tener en la nutrición 

vegetal, aspectos todos ellos puestos de manifiesto en el capítulo de 

introducción, el objetivo de esta investigación es ampliar el estudio de las 

sustancias húmicas (ácidos húmicos y fúlvicos purificados) como 

bioestimulantes en la toma y asimilación de hierro por las plantas. A fin de 
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poder mejorar la eficacia de los actuales quelatos sintéticos, permitiendo un 

uso más racional de los mismos, lo que puede dar lugar a una reducción de la 

dosis empleada que revertirá en un menor coste económico y principalmente 

en una mayor protección del medio ambiente. 

 

Con el fin de conseguir estos logros se plantean los siguientes 

objetivos concretos: 

 

1. Establecer si los ácidos húmicos y fúlvicos purificados, 

procedentes de sustancias húmicas comerciales de lignitos y 

residuos vegetales, intervienen en los mecanismos de toma y 

asimilación del hierro, cuando se adicionan vía radicular sobre 

plántulas de tomate (Lycopersicum Esculentum Mill. cv Jaguar), 

en condiciones de hidroponía bajo:  

 

A) Nutrición férrica adecuada. 

B) Deficiencia de hierro inducida por carbonatos. 

C) Deficiencia severa de hierro. 

 

2. Determinar qué fracción es más activa en función de su origen. 

 

3. Establecer la dosis óptima de aplicación de cada fracción vía 

radicular. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

III.1. SUSTANCIAS HÚMICAS. 

 

Para la realización de este estudio fueron seleccionados dos productos 

comerciales a base de sustancias húmicas. Uno de ellos fue de origen lignitos 

(Mol sólido 85 WP®) al que denominamos L, producto con apariencia de 

microgránulos cristalinos de color marrón oscuro, siendo el motivo de su 

elección el hecho de estar constituido mayoritariamente por fracción húmica. 

El segundo preparado procedía de residuos vegetales (Mol®) al cual 

denominamos RV, líquido de color marrón oscuro cuya característica principal 

para su elección fue estar compuesto principalmente por fracción fúlvica. 

 

Como paso previo a la obtención de las fracciones húmica y fúlvica se 

caracterizaron las sustancias húmicas comerciales, de acuerdo con la 

metodología descrita en el Apéndice I (VII.1.1; VII.1.2; VII.1.3). Debido a que 

la sustancia húmica procedente de lignitos es sólida, las determinaciones de 

pH y conductividad eléctrica (CE) se realizaron en una disolución de la misma 

1:25 (p/v) 

 

Los datos correspondientes al análisis (Tabla III.1) muestran que la 

sustancia húmica L presentó un pH fuertemente alcalino (9,6) debido 

probablemente al empleo de una base fuerte (KOH) en su proceso de 

extracción a partir de lignitos. Mientras, el pH de la sustancia húmica de 

residuos vegetales fue ácido (5,7), al tratarse de residuos vegetales y no sufrir 

proceso de extracción. La conductividad eléctrica en las dos sustancias 

húmicas comerciales tuvo valores elevados (Tabla III.1), indicando alta 

concentración. 
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Tabla III.1. pH, conductividad eléctrica, niveles de extracto húmico total, 

ácidos húmicos y fúlvicos y relación óptica E4/E6 de las dos sustancias 

húmicas analizadas.  

SH pH CE 
(dS·m-1) 

Extracto húmico total 
 % (p/p) 

AH % 
(p/p) 

AF % 
(p/p) 

E4/E6 

L (1)9,6 
(1)4,8 80,8 61,4 19,4 4,91 

RV 5,7 37,6 19,2 1,4 17,8 6,43 

(1)relación 1:25 (p/v) 

 

Los valores correspondientes a los contenidos en extracto húmico, AH 

y AF (Tabla III.1) indican que la SH procedente de L es más rica en materiales 

humificados que la de RV, y que presenta un mayor contenido en AH que en 

AF. Por el contrario, la sustancia húmica de residuos vegetales estaba 

constituida mayoritariamente por ácidos fúlvicos. La relación óptica E4/E6, 

permite caracterizar las sustancias húmicas al estar relacionada esta medida 

con su grado de humificación y condensación. Según Stevenson (1994), su 

valor es inversamente proporcional al grado de aromaticidad, peso molecular 

y condensación de las moléculas, por tanto, valores bajos (E4/E6<5,0) se 

deben a materiales evolucionados, altamente condensados y de fuerte 

carácter aromático, mientras que valores altos (6,0<E4/E6<8,5) indican baja 

condensación y una mayor proporción de compuestos alifáticos. Este cociente 

también está relacionado con la acidez total y el contenido de C, O en grupos 

carboxílicos. Así, si la relación E4/E6 es baja se tratará de sustancias húmicas 

con elevado contenido de carbono, bajo de oxígeno en grupos carboxílicos y 

con poca acidez total, estando fundamentalmente constituidas por ácidos 

húmicos, mientras que si el cociente es alto indica todo lo contrario y serán 

sustancias húmicas constituidas principalmente por ácidos fúlvicos.  

 

Los resultados obtenidos con la relación E4/E6  (Tabla III.1) están en 

concordancia con los propuestos por Stevenson (1994), ya que la sustancia 

húmica de lignitos tuvo una relación óptica E4/E6<5,0 y su fracción mayoritaria 

fue el AH, mientras que en la sustancia húmica de residuos vegetales este 

cociente estuvo comprendido entre 6,0-8,5, predominando por tanto la 

fracción fúlvica. 
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III.1.1. FRACCIONAMIENTO, PURIFICACIÓN Y CARACTERIZ ACIÓN DE 

LOS ÁCIDOS HÚMICOS Y FÚLVICOS. 

 

Con el fin de eliminar elementos minerales procedentes de los 

procesos de extracción y/o del enriquecimiento en nutrientes de las sustancias 

húmicas comerciales, se dializaron usando membranas para diálisis de 3.500 

Daltons (Apéndice I, VII.1.4). A continuación, se liofilizaron, siendo para ello 

previamente congeladas ya que esta etapa permite eliminar las moléculas de 

agua mediante sublimación. Este proceso se desarrolló durante 5 días. 

 

Finalizada la etapa anterior, las sustancias húmicas se fraccionaron en 

ácidos húmicos y fúlvicos en función del pH (Apéndice I, VII.1.4). Tras el 

fraccionamiento, los ácidos húmicos de lignitos y los fúlvicos de residuos 

vegetales se sometieron a un proceso de purificación mediante diálisis (para 

eliminar sales como NaCl formadas durante el proceso de fraccionamiento, 

así como restos orgánicos que se encuentran enlazados físicamente a las 

fracciones) y liofilización. Las fracciones purificadas se conservaron en 

oscuridad y a 4ºC. 

 

Los valores correspondientes a la caracterización de los AH y AF en 

estudio, obtenidos de acuerdo con la metodología descrita en el Apéndice I 

(VII.1.5; VII.1.6), se muestran en la Tabla III.2. Estos datos indican que la 

composición elemental de las dos fracciones analizadas se encuentra dentro 

de los intervalos usuales para la composición elemental de los AH y AF 

establecidos por Steelink, (1985). En dicha Tabla se aprecia que el contenido 

en C es mayor en el AH, como era de esperar, ya que es un rasgo 

característico de esta fracción. También se observa que la concentración de N 

es mayor en la fracción fúlvica, hecho que concuerda con el proceso natural 

de humificación que sufren los lignitos que hace descender la concentración 

de N en su seno (Varanini y Pinton, 1995), mientras que la fracción fúlvica 

procedente de residuos vegetales es un material joven y poco humificado, 

siendo por tanto más alto su contenido en N. 
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Los resultados obtenidos en los análisis de macro y micronutrientes 

realizados en las dos fracciones (Tabla III.2) indican que los ácidos húmicos 

están presentes fundamentalmente como humatos de hierro, calcio y potasio, 

mientras los fúlvicos lo están como fulvatos de calcio y magnesio. De acuerdo 

con estos datos, el contenido de K y Fe es elevado en el AH, mientras la 

concentración de Mg es mucho mayor en el AF, siendo el contenido de Ca 

similar en ambas fracciones. No se detectó la presencia de Mn, Cu y Zn en 

ninguna de las fracciones estudiadas.  

 

Por otro lado, para determinar de que grupos funcionales está 

constituida la estructura molecular del AH y AF, así como el porcentaje en que 

se encuentran, se realizaron espectros de 13C-RMN con la técnica de 

polarización directa (DP-MAS) (Apéndice I, VII.1.7), siendo considerada la 

mejor alternativa dentro de los análisis de 13C-RMN para cuantificar el 

contenido de carbono en las SH (Wilson, 1987; Piccolo y Conte, 1998; Mao et 

al., 2000; Smernik y Oades, 2000a,b). En la Tabla III.3 se aprecia que la 

fracción húmica presenta una estructura fundamentalmente aromática y con 

un mayor porcentaje de carbono fenólico que el AF (Figuras III.1 y III.2), 

siendo estos rasgos característicos de los materiales muy humificados 

(Fuentes et al., 2007). En la fracción fúlvica por el contrario, predominan los 

grupos heteroalifáticos, estando constituida principalmente por C unido a O-

alifáfico, destacando en este intervalo un pico muy marcado a 71 ppm que 

Tabla III.2. Composición elemental y mineral de las fracciones 

húmica y fúlvica. 

 AH  AF 
 g·100 g-1 peso seco 

C 50,7 ± 0,3  45,9 ± 0,1 

H 3,87 ± 0,03  5,60 ± 0,07 

N 1,10 ± 0,01  3,95 ± 0,07 

S 0,10 ± 0,01  0,41 ± 0,01 
 mg ·100 g-1 peso seco 

Ca 316 ± 24  354 ± 21 

K 126 ± 63  72 ± 2 

Mg 36,76 ± 0,01  132 ± 2 

Fe 610 ± 19  47 ± 5 
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indica la presencia de celulosa. En cuanto al contenido de C carboxílico/amida 

y carbonílico se han obtenido valores similares en ambas fracciones. 

 

Tabla III.3. Distribución del C (%) en los AH y AF determinado mediante 

espectroscopia de 13C-RMN DPMAS. 

C (%) Distribución del C 

en el espectro 

Intervalo 

(ppm) AH AF 

Alifático 0-45 21,6 18,4 

N-alifático/metoxi 45-60 3,6 6,5 

O-alifático 60-95 3,1 42,0 

di-O-alifático 95-110 7,5 6,6 

Aromático 110-145 43,9 10,8 

Fenólico 145-165 7,6 1,9 

Carboxílico/amida 165-190 11,3 12,3 

Carbonílico 190-215 1,4 1,4 

*Aromaticidad (%) 59 15 

*(C aromático + C fenólico)/ (C aromático + C fenólico + C alifático)·100 (Nardi et 

al., 2002). 

 

 

 

Figura III.1. Espectros de 13C-RMN correspondientes a la fracción húmica de 

lignitos, usando la técnica DP-MAS. 
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Figura III.2. Espectros de 13C-RMN correspondientes a la fracción fúlvica de 

residuos vegetales, usando la técnica DP-MAS. 

 

III.2. QUELATOS DE HIERRO. 

 

En este estudio se han empleado dos quelatos de hierro, uno 

considerado poco eficaz en medios calizos (FeEDTA) y otro eficaz en dichos 

medios (FeEDDHA). El quelato FeEDTA fue sintetizado en el laboratorio de 

acuerdo con la metodología recogida en el Apéndice I (VII.2.1). El FeEDDHA 

es un producto comercial (Greental®), se trata de un sólido microgranulado 

homogéneo de color rojizo oscuro, con una riqueza en Fe del 5,7 % (Tabla 

III.4), en el cual todo el hierro está quelado por o,o-EDDHA y presenta 

pequeños contenidos de Zn y Mn. La cuantificación de Fe, Cu, Zn y Mn totales 

se realizó por ICP y el Fe quelado por o,o-EDDHA por HPLC según el método 

descrito por Lucena et al. (1996) (Apéndice I, VII.2.2; VII.2.3).  

 

Tabla III.4. Características del quelato comercial de FeEDDHA (Greental). 

Agente 

Quelante 

Fe Total 

% (p/p) 

Fe (o,o-EDDHA) 

% (p/p) 

Cu % 

(p/p) 

Zn % 

(p/p) 

Mn % 

(p/p) 

EDDHA 5,7 ± 0,1 5,6 ± 0,2 nd 0,06 ± 0,03 0,027 ± 0,005 

nd:no detectado 
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III.3. MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CULTIVO. 

 
Todos los ensayos realizados en esta investigación con plántulas se 

han desarrollado en una cámara de cultivo SANYO MLR-350 H, bajo 

condiciones controladas de luz, temperatura y humedad relativa. Las plántulas 

de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) fueron de la variedad cv. Jaguar 

(Ramiro Arrendó S.A.) considerada de amplia difusión comercial, cuyo fruto es 

de calibre grueso. 

 
Las semillas germinaron en oscuridad a 27ºC y 80% de humedad 

relativa, en bandejas de plástico que contenían una capa de arena de sílice (∅ 

3-4 mm) de 5 cm de espesor, esterilizada y posteriormente humedecida con 

sulfato cálcico 1mM (Nardi et al., 2000b). Durante este periodo de germinación 

las semillas fueron regadas cada dos días con agua desionizada. Tras su 

germinación (entre 6-8 días), las plántulas permanecieron en arena de sílice 

durante 15 días (Figura III.3), siendo regadas cada dos días con disolución 

nutritiva cuya concentración en macronutrientes es la mitad de la propuesta 

por Martínez y García, (1993) para el cultivo del tomate desarrollado en 

hidroponía (Tabla III.5). Las condiciones ambientales del cultivo durante este 

periodo y en el transcurso de los ensayos fueron las mismas (Tabla III.6). 

 
Tabla III.5. Composición de la disolución nutritiva (Martínez y García,1993). 

Nutriente  Compuesto  C (mM) 

N-NO-
3 Ca(NO3)2·4 H2O, KNO3, NH4NO3 12 

N-NH+
4 NH4NO3 0,5 

P-PO4
3- KH2PO4 1,5 

K-K+ K2SO4, KNO3, KH2PO4 7,5 

Ca-Ca2+ Ca(NO3)2·4 H2O 3,5 

Mg-Mg 2+ MgSO4·7 H2O 1,25 

S-SO4
2- 

K2SO4, MnSO4 ·H2O, CuSO4 ·5 H2O, ZnSO4 ·7 H2O, 

MgSO4·7 H2O 
2 

Fe-quelado  FeEDDHA 3,6·10-2 

Mn-Mn 2+ MnSO4 ·H2O 1,3·10-2 

Cu-Cu 2+ CuSO4 ·5 H2O 3,1·10-4 

Zn-Zn 2+ ZnSO4 ·7 H2O 1,4·10-3 

B-Borato  H3BO3 4,6·10-2 

Mo-Molibdato  (NH4)6Mo7O24 ·4 H2O 5,9·10-5 
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Tabla III 6. Condiciones ambientales en la cámara de cultivo. 

Tiempo (h) Temperatura (ºC) Luz (µE·m -2·s-1) Humedad (%) 

12 25 >200 70 

2 21 150 70 

8 18 0 70 

2 21 150 70 

 

 

 

 

 

Figura III.3. Semillero de tomate. 

 

 

Finalizada la etapa del semillero se seleccionaron plántulas uniformes 

de aproximadamente 13 cm de longitud (Figura III.4) para desarrollar los 

ensayos durante 20 días bajo condiciones de hidroponía. Las plántulas fueron 

transplantadas a recipientes de plástico opacos de 100 mL de capacidad a los 

que se adicionaron 90 mL de la disolución nutritiva correspondiente (Figura 

III.5). 
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Figura III.4. Plántula de tomate seleccionada para el transplante. 

 

 

 

 
Figura III.5. Plántula de tomate transplantada en el recipiente de plástico. 

 

Las plántulas fueron distribuidas de forma aleatoria en la cámara de 

cultivo (Figura III.6), siendo el número de repeticiones por tratamiento de 9 

plantas. A lo largo de los ensayos, cada dos días, se repuso la disolución 
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nutritiva consumida por cada planta con agua desionizada, se midió el pH y la 

conductividad eléctrica (CE) de las disoluciones y se determinó el peso. 

Cuando el valor de la CE fue ≤ 0,8 dS·m-1 se reemplazó la disolución nutritiva.  

 

 

 

 
Figura III.6. Distribución de las plántulas de tomate en la cámara de cultivo. 
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Al final de cada ensayo se determinaron los siguientes parámetros en 

las plantas. La metodología usada se muestra en el Apéndice I (VII.3.1; 

VII.3.2). 

 

o Parámetros fisiológicos y nutricionales: 
 

� Análisis foliares: 

• Fe total. 

• Fe (II) activo. 

• Contenido en clorofilas. 

 

� Análisis radiculares: 

• Ácidos orgánicos. 

• Capacidad de reducción del Fe (III). 

• Permeabilidad de membranas. 

 

o Parámetros Morfológicos: 
 

� Peso fresco parte aérea 

� Peso fresco radicular. 

 

III.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

 

A fin de establecer las diferencias entre los tratamientos desarrollados 

sobre los distintos parámetros morfológicos, fisiológicos y nutricionales 

estudiados, se ha realizado el análisis estadístico de los datos con el 

programa SPSS  vs. 12,0, mediante el análisis de varianza de un factor 

(ANOVA) y el test de Duncan (P≤0,05) para comparar las medias cuando el 

test-F resultó significativo, y el análisis de varianza factorial por el 

procedimiento modelo lineal general multivariante (MANOVA) que proporciona 

un análisis de varianza cuando se dispone de dos o más factores (variables 

independientes) y varias variables dependientes. Este análisis permite evaluar 

el efecto individual y conjunto (interacción) de los factores sobre las variables 

dependientes. Cuando el test-F mostró significación las medias fueron 

comparadas por el test DMS (P≤0,05). 
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III.5. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL. 

 

En este trabajo de investigación se han desarrollado cuatro ensayos 

para evaluar la influencia de las sustancias húmicas fraccionadas y purificadas 

en la nutrición férrica de plántulas de tomate cv. Jaguar bajo condiciones de 

hidroponía. 

 

ENSAYO I: Efectos de los ácidos húmicos y fúlvicos en la to ma y 

asimilación del Fe por plántulas de tomate crecidas  bajo nutrición férrica 

adecuada. 

 

La finalidad de este ensayo consistió en estudiar la incidencia de las 

sustancias húmicas fraccionadas en los mecanismos de toma y asimilación 

del Fe, cuando se adicionaron vía radicular en condiciones de hidroponía con 

nutrición férrica adecuada (Objetivo 1.A ).  

 

La composición de las disoluciones nutritivas en macro y 

micronutrientes fue la propuesta por Martínez y García, (1993) para el 

desarrollo de este cultivo en hidroponía (Tabla III.5), siendo el hierro 

adicionado como FeEDDHA. El pH de las disoluciones nutritivas se ajustó a 

6,0 con KOH 0,1 M. A su vez, se desarrollaron tratamientos en los que se 

adicionaron a la disolución nutritiva las fracciones húmicas en tres dosis: 2,5, 

5,0 y 10,0 µg Corg·mL-1 (Pinton et al., 1999; Cesco et al., 2002). En la Tabla 

III.7 se muestran los tratamientos experimentales de este ensayo. 

 

Tabla III.7. Tratamientos del ensayo I. 

TRATAMIENTOS Dosis SH (µg Corg ·mL -1) 

Ctrl disolución nutritiva adecuada 0 

AH1 Ctrl + AH 2,5 

AF1 Ctrl + AF 2,5 

AH2 Ctrl + AH 5,0 

AF2 Ctrl + AF 5,0 

AH3 Ctrl + AH 10,0 

AF3 Ctrl + AF 10,0 
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ENSAYO II:  Efectos de los ácidos húmicos y fúlvicos en la tom a y 

asimilación del Fe por plántulas de tomate crecidas  bajo deficiencia 

férrica inducida por el ión HCO 3
-. 

 
En este segundo ensayo se estudiaron los efectos de las fracciones 

húmicas en los mecanismos de toma y asimilación del hierro, cuando se 

simularon las condiciones de los suelos calizos (Objetivo 1.B ). 

 
Se desarrollaron dos experiencias, donde la composición de las 

disoluciones nutritivas en macro y micronutrientes fue la propuesta por 

Martínez y García, (1993) para este cultivo en hidroponía (Tabla III.5). El 

hierro fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia II.1 y como FeEDTA 

en la Experiencia II.2. Con el fin de simular las condiciones de los suelos 

calizos y provocar deficiencia en hierro inducida por el ión bicarbonato en las 

plántulas, se adicionaron a las disoluciones nutritivas carbonato cálcico 

(CaCO3 0,5 g·L-1) y bicarbonato sódico (NaHCO3 10mM) (Alcántara et al., 

2000; De la Guardia et al., 2000; Nikolic et al., 2000; Chouliaras et al., 2004), 

siendo el pH resultante de estos tratamientos 7,5-8,0 y de 6,0 para el control. 

A su vez, se desarrollaron tratamientos con las fracciones húmicas 

adicionadas a las disoluciones nutritivas en tres dosis: 2,5, 5,0 y 10,0 µg 

Corg·mL-1. En la Tabla III.8 se muestran los tratamientos experimentales de 

este ensayo. 

 
Tabla III.8. Tratamientos del ensayo II. 

TRATAMIENTOS CaCO3 
(g·L-1) 

NaHCO3
 

(mM) 
Dosis SH 

(µg Corg ·mL -1) 
Ctrl disolución nutritiva adecuada 0,0 0,0 0,0 

Bic Ctrl + CaCO3 + NaHCO3
 0,5 10,0 0,0 

BAH1 Bic + AH 0,5 10,0 2,5 

BAF1 Bic + AF 0,5 10,0 2,5 

BAH2 Bic + AH 0,5 10,0 5,0 

BAF2 Bic + AF 0,5 10,0 5,0 

BAH3 Bic + AH 0,5 10,0 10,0 

BAF3 Bic + AF 0,5 10,0 10,0 

Fe(III) suministrado como FeEDDHA (Experiencia II.1) y FeEDTA (Experiencia II.2) 

 



Materiales y Métodos 

82 

ENSAYO III: Efectos de los ácidos húmicos y fúlvicos en la to ma y 

asimilación de Fe por plántulas de tomate crecidas bajo deficiencia 

férrica inducida por una concentración en el medio mil veces inferior a la 

adecuada. 

 

En esta experiencia se estudiaron los efectos de las fracciones 

húmicas en los mecanismos de toma y asimilación del Fe bajo deficiencia 

férrica severa producida por una concentración de hierro en el medio mil 

veces inferior a la adecuada (Objetivo 1.C ).  

 

La composición de las disoluciones nutritivas en macro y 

micronutrientes fue la propuesta por Martínez y García, (1993) para el 

desarrollo de este cultivo en hidroponía (Tabla III.5) a excepción del hierro, 

adicionado como FeEDDHA a concentración mil veces inferior a la adecuada 

en todos los tratamientos menos el control. El pH de las disoluciones nutritivas 

se ajustó a 6,0 con KOH 0,1 M. Se desarrollaron tratamientos con las 

sustancias húmicas fraccionadas en tres dosis: 2,5, 5,0 y 10,0 µg Corg·mL-1. La 

Tabla III.9 muestra los tratamientos experimentales de este ensayo. 

 

Tabla III.9. Tratamientos del ensayo III. 

TRATAMIENTOS Dosis Fe (mol ·L-1) Dosis SH 
(µg Corg ·mL -1) 

Ctrl disolución nutritiva adecuada 3·10-5 0 

DFe disolución nutritiva - Fe 3·10-8 0 

DAH1 DFe + AH 3·10-8 2,5 

DAF1 DFe + AF 3·10-8 2,5 

DAH2 DFe + AH 3·10-8 5,0 

DAF2 DFe + AF 3·10-8 5,0 

DAH3 DFe + AH 3·10-8 10,0 

DAF3 DFe + AF 3·10-8 10,0 
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ENSAYO IV: Efectos del Fe endógeno de los ácidos húmicos y f úlvicos 

en la toma y asimilación del Fe por plántulas de to mate crecidas bajo 

deficiencia férrica inducida por una concentración en el medio mil veces 

inferior a la adecuada. 

 
Los resultados obtenidos en los ensayos anteriores dieron lugar a un 

cuarto ensayo a fin de estudiar si los efectos beneficiosos de las fracciones 

húmicas en la nutrición férrica, se deben al contenido de Fe endógeno que 

estas fracciones contienen y que resulta imposible de eliminar por completo 

mediante procesos de purificación (Kodama et al., 1988; Stevenson, 1991; 

Pinton et al., 1998). Para ello, se ha desarrollado una experiencia con 

deficiencia férrica severa producida por una concentración de hierro mil veces 

inferior a la adecuada (3·10-8 M de Fe), adicionando el hierro como FeEDDHA. 

A su vez, el hierro endógeno de las sustancias húmicas fraccionadas se 

suministró como FeEDDHA a la concentración que se encuentra en las dosis 

de aplicación de las fracciones húmica y fúlvica: 2,5, 5,0 y 10,0 µg Corg mL-1. 

La composición para el resto de nutrientes fue la propuesta por Martínez y 

García (1993) (Tabla III.5), siendo el pH de las disoluciones nutritivas ajustado 

a 6,0 con KOH 0,1 M. En la Tabla III.10 se muestra los tratamientos 

experimentales de este ensayo. 

 

Tabla III.10. Tratamientos del ensayo IV. 

TRATAMIENTOS Dosis Fe(SH) 
(mol ·L-1) 

Dosis Fe(EDDHA)  
(mol ·L-1) 

Ctrl disolución nutritiva adecuada 0,0 3·10-5 

DFe disolución nutritiva - Fe 0,0 3·10-8 

DFeH1 DFe + Fe(AH) 0,6·10-6 3·10-8 

DFeF1 DFe + Fe(AF) 0,05·10-6 3·10-8 

DFeH2 DFe + Fe(AH) 1,2·10-6 3·10-8 

DFeF2 DFe + Fe(AF) 0,1·10-6 3·10-8 

DFeH3 DFe + Fe(AH) 2,5·10-6 3·10-8 

DFeF3 DFe + Fe(AF) 0,2·10-6 3·10-8 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

 
IV.1. ENSAYO I: EFECTOS DE LOS ÁCIDOS HÚMICOS Y FÚLVICOS EN 

LA TOMA Y ASIMILACIÓN DEL Fe POR PLÁNTULAS DE TOMAT E 

CRECIDAS BAJO NUTRICIÓN FÉRRICA ADECUADA. 

 

 En este primer ensayo se han estudiado los efectos de los ácidos 

húmicos de origen lignitos y fúlvicos de residuos vegetales, purificados a partir 

de SH comerciales sobre aquellos parámetros morfológicos, fisiológicos y 

nutricionales implicados directamente en la toma y asimilación del hierro, en 

plántulas de tomate desarrolladas en nutrición férrica adecuada. De este 

modo, se evaluará si estas fracciones producen efectos bioestimulantes sobre 

el vegetal en los parámetros relacionados con el Fe cuando las plantas no 

están sometidas a un estrés férrico y por tanto, no han activado los 

mecanismos de la estrategia I. 

 

 Como fuente de hierro se ha usado el quelato sintético FeEDDHA, 

considerado una de las soluciones más eficaces disponibles en el mercado 

frente a la deficiencia de hierro, tanto en aplicación directa al suelo como en 

fertirrigación (Goos y Germain, 2001; Lucena, 2003; Abadía et al., 2004). 

También, ha sido demostrado el efecto sinérgico de la aplicación conjunta 

sustancias húmicas-quelato, mejorando la nutrición y el crecimiento de las 

plantas (Sánchez-Sánchez et al. 2005, 2006; Cerdán et al., 2007). Su empleo 

en esta experiencia nos permitirá comparar los resultados obtenidos bajo 

nutrición férrica adecuada con los del resto de las experiencias, donde las 

plantas sometidas a deficiencia de Fe, activarán sus mecanismos de 

estrategia I. 

 

 Como se ha comentado en el apartado Materiales y Métodos, en todos 

los ensayos conjuntamente con el tratamiento estadístico ANOVA de un factor 

y el test de Duncan (P≤0,05), los cuales permiten estudiar para cada sustancia 

húmica el efecto de la dosis, así como las diferencias estadísticamente 

significativas de los tratamientos con SH respecto al tratamiento control, 

también se ha realizado un análisis de varianza factorial (MANOVA) dónde las 

medias se han comparado por el test DMS (P≤0,05), con el fin de determinar 

que fracción resulta más activa en función de su origen para cada parámetro 
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estudiado. Este tratamiento estadístico ha permitido el estudio conjunto de los 

efectos de las fracciones purificadas en condiciones de nutrición férrica 

adecuada, así como en deficiencia férrica severa inducida por una 

concentración en el medio mil veces inferior a la adecuada (Ensayo I y III, 

respectivamente), ya que ha constado de la interacción de tres factores 

(TxDxF), siendo T, los tratamientos (Ctrl, DFe, AH, AF); D, la dosis de SH (0, 

2,5, 5,0, 10,0 µg Corg·mL-1) y F, la concentración de Fe en el medio ((+ Fe) 2 

mg·L-1 y (- Fe) 0,002 mg·L-1). Este análisis posibilita evaluar el efecto individual 

de los tres factores sobre cada una de las variables dependientes analizadas. 

 

 A continuación, se tratará de mostrar y justificar los resultados 

obtenidos en los parámetros analizados. 

 

IV.1.1. PARÁMETROS FISIOLÓGICOS Y NUTRICIONALES. 

 

ANÁLISIS FOLIARES:  

 

Fe total, Fe (II) y relación Fe(II)/Fe (total).   

 

Los análisis de los niveles de los tres parámetros (Tabla IV.1) 

muestran que el contenido foliar de Fe total no se diferencia del tratamiento 

Ctrl con las dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1) y 2 (5,0 µg Corg·mL-1) del AH y las tres 

dosis del AF, mientras que la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) de la fracción húmica 

reduce el contenido de este parámetro. Sin embargo, la concentración de Fe 

total en hojas no es un buen indicador del estado nutricional de la planta 

(Yildiz et al., 2003), siendo más adecuada la determinación del contenido foliar 

de Fe (II) también denominado “hierro activo” (Abadía, 1992). Los resultados 

obtenidos para este parámetro indican menores contenidos en Fe (II) con los 

tratamientos AH3 y AF2, no siendo diferentes al Ctrl para el resto de los 

tratamientos. 

 

Con el estudio de la relación Fe(II)/Fe(total) se comprueba que el 

tratamiento AH1 es capaz de incrementar significativamente este cociente, 

mientras que los tratamientos AH2 y AH3 no ofrecen diferencias respecto al 

tratamiento Ctrl. La aplicación del ácido fúlvico a la disolución nutritiva no 
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modifica este cociente respecto al Ctrl, tan sólo la dosis intermedia AF2 

provoca un descenso en esta relación. 

 

Tabla IV.1. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los 

contenidos foliares de Fe total (mg/Kg), Fe (II) (mg/Kg) y el cociente Fe 

(II)/Fetotal. 

TRATAMIENTO Fe (total) 
(mg/kg)  

Fe (II) 
(mg/kg)  

Fe(II)/Fe 

(total)  
Ctrl (1)121 ± 2bc  43 ± 2b 0,36 ± 0,01a 

AH1 118 ± 6b  47 ± 5b 0,44 ± 0,03b 

AH2 128 ± 5c 50 ± 5b 0,39 ± 0,03ab 
AH3 90 ± 3a 32 ± 3a 0,35 ± 0,03a 

(2)SIGNIFICACIÓN *** ** * 

Ctrl 121 ± 2a 43 ± 2b 0,36 ± 0,01b 
AF1 139 ± 11a 46± 1b 0,33 ± 0,02b 
AF2 152 ± 19a 35 ± 2a 0,24 ± 0,03a 
AF3 129 ± 19a 44 ± 3b 0,35 ± 0,06b 

SIGNIFICACIÓN ns ** * 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 

≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 

 

Al comparar el efecto de las dos fracciones en estos parámetros 

analizados, se observa que la concentración foliar de Fe total difiere según la 

fracción utilizada, donde los valores más altos coinciden con la fracción fúlvica 

para las tres dosis empleadas en este estudio (Figura IV.1; interacción T×D×F, 

P≤0,05, Tabla IV.A.1, Apéndice II). En cuanto al contenido de Fe (II) en hojas, 

con la dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1) la respuesta es similar para ambas fracciones, 

para la dosis intermedia (5,0 µg Corg·mL-1) es el AH el que proporciona una 

mayor concentración, mientras que con la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) el AF 

alcanza una concentración más elevada de este parámetro (Figura IV.2; 

interacción T×D×F, P≤0,001, Tabla IV.A.1, Apéndice II).  

 

Si nos fijamos en la relación Fe (II)/Fe(total), para las dosis 1 y 2 (2,5 y 

5,0 µg Corg·mL-1) el AH incrementa este cociente respecto a los valores 

obtenidos con el AF, no mostrando diferencias significativas entre ambas 
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fracciones con la dosis más alta (Figura IV.3; interacción T×D×F, 

P≤0,05,Tabla IV.A.1, Apéndice II). 
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Figura IV.1. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos foliares 

de Fe total (mg/Kg). 
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Figura IV.2. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos foliares 

de Fe (II) (mg/Kg). 
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Figura IV.3. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos foliares 

del cociente Fe (II)/Fetotal. 

 

La respuesta obtenida para la concentración foliar de Fe total está en 

concordancia con estudios previos realizados por Adani et al. (1998), donde la 

aplicación de dos ácidos húmicos purificados ambos procedentes de 

productos comerciales de origen turba (CP-A) y leonarditas (CP-B), sobre 

cultivos de tomate desarrollados en hidroponía en condiciones de nutrición 

adecuada y en dosis de 20 y 50 mg·L-1, no produjeron diferencias 

significativas respecto al tratamiento testigo en los niveles foliares de este 

parámetro, a pesar de contener 104 y 50 mg Fe·100 g-1 peso seco en CP-A y 

CP-B respectivamente. Además, se observó una tendencia inhibitoria, no 

resultando significativa con la dosis 50 mg·L-1 de la fracción de origen turba 

(CP-A). También, Pinton et al. (1998) encontraron en plantas de pepino 

crecidas en hidroponía bajo nutrición férrica adecuada, que la adición de dos 

sustancias húmicas de diferentes orígenes en dosis 5 µg Corg·mL-1, no 

modificaron el contenido foliar de Fe total con SH-WE, sustancia húmica 

soluble en agua (19,37 mg Fe·100 g-1 p.s), mientras que la adición de SH-PE, 

sustancia húmica extraída con pirofosfato (209,81 mg Fe·100 g-1 p.s) resultó 

inhibitoria.  

 

Este comportamiento pone de manifiesto que en condiciones de 

nutrición férrica adecuada, las fracciones húmicas no incrementan el 

contenido foliar de Fe a pesar de poseer grandes cantidades de Fe endógeno 



Resultados y Discusión 

90 

en sus estructuras moleculares, que no han sido eliminados por completo tras 

los procesos de purificación mediante diálisis, siendo 47 y 610 mg Fe·100 g-1 

p.s para los AF y AH respectivamente (Tabla III.2). La dificultad en obtener AH 

y AF libres de Fe con las técnicas de fraccionamiento y purificación, evidencia 

la formación de complejos estables de Fe-SH (Kodama et al., 1988; 

Stevenson, 1991). Así, los complejos Fe-AH y Fe-AF parecen ser más 

estables que el quelato sintético FeEDDHA y por lo tanto, en condiciones de 

nutrición férrica adecuada a las plantas les resulta más fácil la asimilación del 

hierro procedente del quelato sintético FeEDDHA antes que del propio Fe 

endógeno de las SH. También, Pinton et al. (1998) en base a los resultados 

que obtuvieron supusieron que el complejo SH-Fe resultaba más estable que 

el de FeEDTA para la nutrición de las plantas. 

 

Además, hay que destacar una reducción con la dosis 3 del AH (10,0 

µg Corg·mL-1) de la concentración de Fe total foliar, así como de otros 

parámetros analizados, implicados en la nutrición férrica, como son los niveles 

radiculares de ácidos cítrico y succínico, los cuales se discutirán más 

adelante. También, el tratamiento AF2 ha disminuido significativamente los 

niveles foliares de Fe (II) y de la relación Fe (II)/Fe(total). 

 

Los resultados obtenidos en este ensayo contrastan con numerosas 

investigaciones que ponen de manifiesto la capacidad de las SH en estimular 

la nutrición de las plantas en condiciones de nutrición adecuada, aumentando 

el contenido de: N, P, K, Ca, Mg, Cu, Fe y Zn en la parte aérea de varias 

especies vegetales (Rauthan y Schnitzer, 1981; Vaughan y Malcom, 1985). 

Estos efectos se han observado no solamente en hidroponía (Ayuso et al., 

1996), sino también en plantas cultivadas en suelo (Fagbenro y Agboola, 

1993) y en cultivos in vitro (Irintoto et al., 1993). Sin embargo, se ha 

demostrado que el papel directo de las SH en la nutrición férrica y en la 

nutrición en general, resulta más evidente en condiciones de limitada 

disponibilidad de nutrientes (David et al., 1994; Pinton et al., 1998; Chen et al., 

2004a). Además, son numerosos los estudios que muestran respuestas 

diferentes en los parámetros relacionados con la nutrición del hierro por la 

adición de sustancias húmicas según: el tipo de fracción empleada (AH o AF), 

la dosis (Ernst et al., 1987; Linehan y Sherpherd, 1979), origen de la SH 
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(Dormaar, 1975), los diferentes procesos de purificación utilizados (Lee y 

Bartlett, 1976), así como la especie vegetal tratada, edad y estado nutricional 

de la misma (Vaughan y Malcom, 1985; Albuzio et al., 1986).  

 

El tratamiento estadístico de los datos revela que la respuesta obtenida 

en la concentración foliar de Fe total, Fe (II) y en la relación Fe (II)/Fe(total), 

difiere según la fracción húmica utilizada. Esto pone de manifiesto que ante 

las mismas dosis y especie vegetal tratada, el origen, estructura y/o contenido 

en hierro de la fracción húmica usada resultan decisivos en su respuesta a 

estos parámetros analizados.  

 

Contenido en clorofilas. 

 

Los resultados relativos a la concentración de clorofila total, a y b se 

muestran en la Tabla IV.2, donde se aprecia que en estas condiciones de 

nutrición férrica adecuada los tratamientos húmicos y fúlvicos no inciden en 

los niveles de clorofila total y clorofila a, mientras que el AF produce un 

incremento de la clorofila b con las dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1), no 

incidiendo en este parámetro la fracción húmica. 

 

Por otra parte, comparando el comportamiento de las dos fracciones 

purificadas, se observa que la concentración de clorofila total, para las tres 

dosis empleadas es distinta según la fracción, siendo significativamente más 

elevada para los tratamientos con AF (Figura IV.4; interacción T×D×F, 

P≤0,001; Tabla IV.A.2, Apéndice II). En cuanto a la concentración de clorofila 

a, los valores obtenidos con el AF fueron significativamente mayores a los del 

AH independientemente de la dosis de SH (Figura IV.5; interacciones T×D×F, 

P>0,05; T×F, P≤0,001, Tabla IV.A.2, Apéndice II). Referente a la clorofila b, su 

concentración fue más elevada significativamente con la fracción fúlvica con 

las dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1), mientras para la dosis 3 (10,0 µg 

Corg·mL-1) no existieron diferencias significativas entre ambas fracciones 

(Figura IV.6; interacción T×D×F, P≤0,01; Tabla IV.A.2, Apéndice II).  
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Tabla IV.2. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en la concentración de 
clorofila (mg/g m.f). 

TRATAMIENTO Clorofila Total 
(mg/g m.f)  

Clorofila a 
(mg/g m.f)  

Clorofila b 
(mg/g m.f)  

Ctrl (1)1,7 ± 0,2a 1,3 ± 0,1a 0,44 ± 0,07a 

AH1 1,4 ± 0,2a 1,0 ± 0,1a 0,4 ± 0,1a 

AH2 1,4 ± 0,1a 1,0 ± 0,1a 0,3 ± 0,1a 

AH3 1,5 ± 0,1a 1,0 ± 0,2a 0,52 ± 0,05a 

(2)SIGNIFICACIÓN ns ns ns 

Ctrl 1,7 ± 0,2a 1,3 ± 0,1a 0,44 ± 0,07a 

AF1 1,9 ± 0,2a 1,3 ± 0,2a 0,6 ± 0,1b 

AF2 2,1 ± 0,2a 1,4 ± 0,2a 0,68 ± 0,07b 

AF3 1,8 ± 0,1a 1,2 ± 0,1a 0,58 ± 0,06ab 

SIGNIFICACIÓN ns ns * 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 

≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Figura IV.4. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos foliares 

de clorofila total (mg/g m.f). 
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Figura IV.5. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos foliares 

de clorofila a (mg/g m.f). 
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Figura IV.6. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos foliares 

de clorofila b (mg/g m.f). 

 

A pesar de resultar significativamente mayor la concentración de 

clorofila total con los tratamientos fúlvicos respecto a los húmicos, no son 

estadísticamente diferentes del tratamiento testigo (Ctrl), por lo que en 

condiciones de nutrición adecuada ambas fracciones no inciden en los niveles 

de clorofila en hojas. Este comportamiento coincide con los resultados 

obtenidos por Pinton et al. (1998), dónde la adición de SH a disoluciones con 
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nutrición férrica adecuada no afectaron a los niveles de clorofila en hojas, 

mientras en condiciones de deficiencia de Fe, sí fueron capaces de 

incrementar la concentración de clorofila respecto al tratamiento testigo.  

 

Existen numerosos estudios que muestran los efectos beneficiosos de 

las sustancias húmicas en la fotosíntesis, al aumentar los niveles de clorofila 

(Sladky, 1959; Albuzio et al., 1994; Nardi et al., 2002). El hierro y más 

concretamente el Fe (II) es responsable directo de la síntesis de clorofila, así 

autores como Chen et al. (2001) y Pinton et al. (1998, 1999) sugieren que los 

incrementos de clorofila total en hojas resultan más evidentes en situaciones 

de deficiencia de hierro, ya que las sustancias húmicas suelen mejorar la 

solubilidad del Fe en el medio y también pueden proporcionar su hierro 

endógeno, aumentando de esta manera la cantidad disponible y su 

asimilación por las plantas. Así, la no incidencia de las fracciones estudiadas 

en la concentración de clorofila se puede deber a que los tratamientos con 

ambas fracciones no han incrementado respecto al tratamiento Ctrl los 

contenidos foliares de Fe (II) (Tabla IV.1).  

 

ANÁLISIS RADICULAR:  

 

Ácidos orgánicos. 

 

Los resultados obtenidos para las concentraciones radiculares de 

ácidos orgánicos se encuentran en la Tabla IV.3, donde en primer lugar para 

el ácido cítrico se aprecia un incremento de su concentración respecto al 

tratamiento Ctrl con la adición de AH a la disolución nutritiva en dosis 1 y 2 

(2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1), aunque sin mostrar diferencias significativas entre la 

respuesta obtenida por ambas dosis. Por el contrario, el tratamiento con la 

dosis más alta (AH3) ha reducido este parámetro en relación a las dosis 

anteriores y al Ctrl, hecho que coincide con las respuestas obtenidas con este 

tratamiento en los niveles de ácido succínico, Fe total y Fe (II) foliar (Tablas 

IV.3 y IV.1, respectivamente). El AF tan sólo ha incidido en este parámetro 

con la dosis más alta (10,0 µg Corg·mL-1), resultando estadísticamente su 

concentración superior al tratamiento Ctrl. 

 



Resultados y Discusión 

95 

Tabla IV.3. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en la concentración 
radicular de ácidos orgánicos (µmol/g m.f). 

TRATAMIENTO Ac. Cítrico 
(µmol/g m.f)  

Ac. Málico 
(µmol/g m.f)  

Ac. Succínico 
(µmol/g m.f)  

Ac. Fumárico 
(µmol/g m.f)  

Ctrl (1)5,9 ± 0,7b 2,9 ± 0,7a 7,5 ± 0,3c 0,08 ± 0,01a 
AH1 7,7 ± 0,5c 5,7 ± 0,8b 5 ± 1ab 0,101 ± 0,003b 
AH2 8,4 ± 0,8c 5,7 ± 0,6b 7 ± 1bc 0,101 ± 0,001b 
AH3 4,4 ± 0,5a 3,3 ± 0,3a 4,3 ± 0,9a 0,112 ± 0,009b 

(2)SIGNIFICACIÓN *** *** ** ** 
Ctrl 5,9 ± 0,7a 2,9 ± 0,7a 7,5 ± 0,3b 0,08 ± 0,01b 
AF1 3,73 ± 0,06a 5,5 ± 0,9b 5,4 ± 0,5a 0,072 ± 0,003b 
AF2 5 ± 1a 4 ± 1ab 5 ± 1a 0,042 ±0,008a 
AF3 10 ± 2b 8 ± 1c 5,5 ± 0,7a 0,044 ± 0,006a 

  SIGNIFICACIÓN *** *** ** *** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 
≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 

 

Cuando se compara el comportamiento de las dos fracciones para 

cada dosis, se observa que la concentración de ácido cítrico difiere según la 

fracción utilizada, siendo significativamente mayor para los tratamientos con 

AH en dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1) y con AF para la dosis más alta 3 

(10,0 µg Corg·mL-1) (Figura IV.7; interacción T×D×F, P≤0,001; Tabla IV.A.3, 

Apéndice II). 
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Figura IV.7. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos 

radiculares de ácido cítrico (µmol/g m.f). 

 

Los niveles radiculares de ácido málico aumentan con los tratamientos 

AH1 y AH2 sin mostrar efecto la dosis, mientras el tratamiento AH3 no ha 



Resultados y Discusión 

96 

incidido en este parámetro. Con el AF la concentración de este ácido 

incrementa con todas las dosis estudiadas, aunque la dosis intermedia (AF2) 

no difiere significativamente del tratamiento Ctrl (Tabla IV.3). 

 

Al estudiar para cada dosis el efecto de las dos fracciones purificadas 

en la concentración radicular de ácido málico, se observa que con la dosis 

más pequeña (2,5 µg Corg·mL-1) la respuesta de las dos fracciones no difiere, 

siendo en la dosis intermedia (5,0 µg Corg·mL-1) más elevada para la fracción 

húmica y correspondiendo a la fracción fúlvica el contenido mayor a la dosis 

más alta (10 µg Corg·mL-1) (Figura IV.8; interacción T×D×F, P≤0,001, Tabla 

IV.A.3, Apéndice II). 
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Figura IV.8. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos 

radiculares de ácido málico (µmol/g m.f). 

 

En cuanto a la concentración radicular de ácido succínico, los 

tratamientos con las dos fracciones han disminuido este parámetro respecto al 

tratamiento Ctrl, no resultando estadísticamente significativa con la dosis 

intermedia del AH. Esta respuesta fue más acusada con la dosis mayor (10,0 

µg Corg·mL-1) del AH y no mostró tendencia la dosis para el AF (Tabla IV.3). No 

se aprecian diferencias en la concentración del ácido succínico al comparar la 

respuesta obtenida con las dos fracciones independientemente de la dosis 

(Figura IV.9; interacciones T×D×F, P>0,05; T×F, P≤0,001, Tabla IV.A.4, 

Apéndice II). 
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Figura IV.9. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos 

radiculares de ácido succínico (µmol/g m.f). 

 

Para el ácido fumárico su concentración aumenta con las tres dosis de 

AH sin mostrar tendencia la dosis. En cuanto a la fracción fúlvica, el 

tratamiento AF1 no difiere del Ctrl, mientras las dosis 2 y 3 (2,5 y 5,0 µg 

Corg·mL-1) reducen este parámetro sin mostrar tendencia la dosis (Tabla IV.3). 

Además, la concentración del ácido fumárico difiere según la fracción 

utilizada, siendo con los tratamientos AH mayor para todas las dosis 

analizadas (Figura IV.10; interacción T×D×F, P≤0,05; Tabla IV.A.4, Apéndice 

II). 
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Figura IV.10. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos 

radiculares de ácido fumárico (µmol/g m.f). 
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En general, ambas fracciones han incrementado la síntesis de los 

ácidos cítrico y málico respecto al tratamiento Ctrl (Tabla IV.3), siendo más 

acusado este efecto para la fracción húmica a pesar de reducirse la 

concentración de ácido cítrico con la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1).  

 

La respuesta negativa del tratamiento AH3 también se ha observado en 

la reducción significativa de los niveles foliares de Fe total y Fe (II) (Tabla 

IV.1), que puede estar ocasionada a su vez por la disminución significativa de 

la concentración radicular de ácido cítrico respecto al tratamiento Ctrl, ya que 

una de sus funciones dentro de la planta consiste en el transporte del Fe 

desde las raíces vía xilema a las partes superiores de la planta (López-Millán 

et al., 2000b).  

 

En cuanto al ácido succínico las dos fracciones han disminuido su 

concentración radicular, mientras que para el ácido fumárico el AH ha incidido 

positivamente en su síntesis independientemente de la dosis y por el 

contrario, el AF ha reducido este parámetro con las dosis media (AF2) y alta 

(AF3). 

 

Si se estudia el efecto de las fracciones húmica y fúlvica en los 

contenidos totales de ácidos orgánicos radiculares (Tabla IV.4), se observa 

que el AH incrementa los niveles de ácidos orgánicos con las dosis 1 y 2 (2,5 

y 5,0 µg Corg·mL-1) respecto al tratamiento Ctrl, no resultando este aumento 

estadísticamente significativo para la dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1).  

 

Por otra parte, el tratamiento AH3 produce un efecto negativo en este 

parámetro, al reducir su concentración significativamente en relación al Ctrl y 

a las dosis inferiores de esta fracción, como también se ha puesto de 

manifiesto, a nivel individual, con los contenidos radiculares de los ácidos 

cítrico, málico y succínico para esta dosis (Tabla IV.3). La fracción fúlvica, sin 

embargo, sólo incide y de forma positiva en la concentración radicular de 

ácidos orgánicos totales con la dosis mayor AF3 (10,0 µg Corg·mL-1). 
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Tabla IV.4. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en la concentración 
radicular de ácidos orgánicos totales (µmol/g m.f). 

TRATAMIENTO Ácidos orgánicos totales 
(µmol/g m.f)  

Ctrl (1)16,4 ± 0,7b 
AH1 19 ± 2bc  
AH2 21 ± 2c 
AH3 12 ± 2a 

(2)SIGNIFICACIÓN ** 
Ctrl 16,4 ± 0,7a 
AF1 15 ± 1a 
AF2 14 ± 2a 
AF3 24 ± 2b 

SIGNIFICACIÓN *** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 
≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 

 

Si comparamos el comportamiento de ambas fracciones en los 

contenidos totales de ácidos orgánicos en raíces (Figura IV.11; interacción 

T×D×F, P≤0,001; Tabla IV.A.5, Apéndice II), se aprecia que es el AH el que 

proporciona una mayor concentración con las dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg 

Corg·mL-1), siendo para la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) más elevado este 

parámetro con el AF. 
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Figura IV.11. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos 

radiculares de ácido orgánicos totales (µmol/g m.f). 
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Los resultados de las Tablas IV.4 y IV.A.5 ponen de manifiesto que las 

dos fracciones estudiadas pueden intervenir en los procesos bioquímicos que 

estimulan o reducen la síntesis de los ácidos orgánicos a nivel radicular en 

condiciones de nutrición adecuada, siendo la respuesta obtenida para cada 

dosis diferente según la fracción utilizada y resultando más efectivo el AH para 

la síntesis radicular de los ácidos orgánicos. 

 

Las diferencias de comportamiento de las dos fracciones ante las 

mismas condiciones experimentales (especie vegetal, dosis,…) se pueden 

deber a sus diferencias en composición y estructura (Tablas III.2 y III.3). 

 

Capacidad de reducción del Fe (III). 

 

Los resultados de la actividad de la enzima radicular Fe (III)-reductasa 

se encuentran en la Tabla IV.5, donde se aprecia que las fracciones húmica y 

fúlvica no inciden en la actividad de esta enzima bajo condiciones de nutrición 

de Fe adecuadas.  

 

Estos resultados pueden deberse a que la actividad de esta enzima se 

incrementa cuando las plantas se encuentran en situaciones de deficiencia de 

hierro, como consecuencia de la activación de los mecanismos de defensa de 

las plantas de estrategia I frente al estrés férrico. Además, en estas 

condiciones de nutrición adecuada los datos hacen pensar que la planta 

asimila tan sólo el Fe procedente del quelato sintético FeEDDHA, ya que no 

se han observado aumentos en los niveles foliares de Fe total con la 

aplicación de las dos fracciones respecto al tratamiento Ctrl (Tabla IV.1).  

 

Si comparamos el comportamiento de ambas fracciones para este 

parámetro analizado (Figura IV.12; interacción T×D×F, P≤0,001; Tabla IV.A.6, 

Apéndice II), observamos que no existen diferencias entre el comportamiento 

obtenido por las dos fracciones en la actividad de la enzima radicular Fe (III)-

reductasa bajo condiciones de nutrición férrica adecuada con las tres dosis 

estudiadas. 
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Tabla IV.5. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en la actividad de la Fe 
(III)-reductasa radicular (µmol Fe(II)/g raíz·h). 

TRATAMIENTO Actividad Fe (III)-reductasa 
(µmol Fe (II)/g raíz·h)  

Ctrl (1)0,11 ± 0,01ab 
AH1 0,10 ± 0,02ab 
AH2 0,14 ± 0,02b 
AH3 0,082 ± 0,007a 

(2)SIGNIFICACIÓN * 
Ctrl 0,11 ± 0,01a 
AF1 0,091 ± 0,008a 
AF2 0,11 ± 0,01a 
AF3 0,090 ± 0,006a 

  SIGNIFICACIÓN ns 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 

≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Figura IV.12. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en la actividad de la 

enzima radicular Fe (III)-reductasa (µmol Fe(II)/g raíz·h). 

 

La medida del pH de las disoluciones nutritivas de los tratamientos 

durante el transcurso del ensayo muestra que se mantuvo durante toda la 

experiencia en torno a 6, no obteniéndose diferencias significativas para este 

parámetro con los tratamientos húmicos y fúlvicos en relación al tratamiento 

Ctrl. Estos resultados indican la no activación de la extrusión de H+ por las 
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raíces mediante la enzima H+-ATPasa (Toulon et al., 1992), como parte de la 

estrategia I. 

 

Permeabilidad de las membranas. 

 

En la Tabla IV.6 se comprueba que la permeabilidad de las 

membranas plasmáticas radiculares no difiere del tratamiento Ctrl con el 

empleo de las fracciones húmicas y fúlvicas en condiciones de nutrición férrica 

adecuada. La respuesta obtenida por ambas fracciones en este parámetro 

analizado fue la misma para las dosis 2 y 3 (5,0 y 10,0 µg Corg·mL-1), mientras 

que con la dosis más pequeña (2,5 µg Corg·mL-1) el AF mostró una mayor 

respuesta que el AH, aunque las dos fracciones no se diferenciaron del 

tratamiento Ctrl (Figura IV.13; interacción T×D×F, P≤0,05; Tabla IV.A.7, 

Apéndice II). 

 

Tabla IV.6 Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en la permeabilidad de la 
membrana radicular (CE1/CE2). 

TRATAMIENTO Permeabilidad de membrana radicular 
(CE1/CE2) 

Ctrl (1)0,91 ± 0,01a 

AH1 0,88 ± 0,02a 

AH2 0,97 ± 0,07a 

AH3 0,99 ± 0,05a 
(2)SIGNIFICACIÓN ns 

Ctrl 0,91 ± 0,01a 

AH1 1,02 ± 0,04a 

AH2 0,97 ± 0,08a 

AH3 1,00 ± 0,03a 

SIGNIFICACIÓN ns 
(1)Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 

 



Resultados y Discusión 

103 

0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

1,25

0,0 2,5 5,0 10,0

Dosis de SH ( µµµµg Corg/mL)

C
E

1/
C

E
2

Ctrl AH AF

Figura IV.13. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en la permeabilidad de 

la membrana radicular. 

Aunque está documentado que la permeabilidad de las membranas 

plasmáticas radiculares puede aumentar por efecto de las sustancias 

húmicas, facilitando así la toma de nutrientes (Chen y Aviad, 1990; Pinton et 

al., 1992; Varanini y Pinton, 2000), en estas condiciones de nutrición 

adecuada las dos fracciones de origen lignitos y residuos vegetales 

estudiadas no han incidido en este parámetro. 

IV.1.2. PARÁMETROS MORFOLÓGICOS. 

 

Peso fresco parte aérea y radicular. 

 

Los resultados de los pesos frescos de la parte aérea y radicular se 

encuentran en la Tabla IV.7, dónde se aprecia un efecto positivo de la fracción 

húmica con las tres dosis empleadas para el peso de la parte aérea, al ser 

capaz de aumentarlo ligeramente respecto al tratamiento Ctrl sin mostrar 

tendencia la dosis. Por el contrario, la fracción fúlvica ha resultado inhibitoria 

para este parámetro, no mostrando tendencia las dosis empleadas. Este 

hecho podría justificar el incremento de los niveles de clorofila b con los 

tratamientos con AF (Tabla IV.2), debido a un efecto de concentración como 

consecuencia de la reducción del peso fresco foliar. 
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Tabla IV.7. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los pesos frescos 
radiculares y de la parte aérea (g/planta). 

TRATAMIENTO 
 

PESO AÉREO 
(g/planta) 

 

PESO RADICULAR 
(g/planta) 

Ctrl (1)13 ± 1a 6,3 ± 0,7a 

AH1 15 ± 1b 6 ± 1a 

AH2 14,7 ± 0,9b 6 ± 1a 

AH3 14,7 ± 0,9b 6 ± 1a 
(2)SIGNIFICACIÓN ** ns 

Ctrl 13 ± 1b 6,3 ± 0,7a 

AF1 10,6 ± 0,9a 6,5 ± 0,8a 

AF2 9,4 ± 0,8a 5,4 ± 0,8a 

AF3 10,5 ± 0,5a 6,3 ± 0,7a 

SIGNIFICACIÓN *** ns 
(1) Media ± error Standard (n=9). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 

≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 

 

Cuando se compara el efecto de las dos fracciones purificadas vemos 

que sus comportamientos difieren, siendo significativamente mayor el peso 

fresco de la parte aérea con el AH para las tres dosis empleadas (Figura 

IV.14; Interacción T×D×F, P≤0,01; Tabla IV.A.8, Apéndice II). 
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Figura IV.14. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en el peso fresco de la 

parte aérea. 
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Respecto al peso fresco radicular, ninguna de las fracciones ha 

incidido en este parámetro (Tabla IV.7), ni presentan un comportamiento 

diferente entre sí independientemente de la dosis (Figura IV.15; Interacción 

T×D×F, P>0,05, T×F, P≤0,01; Tabla IV.A.8, Apéndice II). 
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Figura IV.15. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en el peso fresco 

radicular. 

 

A pesar de los resultados encontrados en este ensayo donde tan sólo 

la fracción húmica ha incrementado ligeramente el peso fresco de la parte 

aérea (Tabla IV.7), los efectos estimulantes de las SH en el crecimiento de las 

plantas han sido documentados en numerosos estudios (Vaughan y Malcolm, 

1985; Chen 1996; Nardi et al., 2002; Cesco et al., 2002). Así, Chen et al. 

(2004a) encontraron efectos positivos del AH en el crecimiento de la parte 

aérea y radicular de plántulas de trigo, cuando se adicionaron a una disolución 

Hoagland en dosis 50 mg·L-1, obteniéndose mejoras del 25% que evidencian 

el efecto sinérgico de adicionar SH a la disolución nutritiva. También, Tan y 

Nopamornbodi, (1979) observaron que se había triplicado el peso de plantas 

de maíz crecidas durante 16 días en disolución nutritiva adecuada junto con 

640 mg/L de AH. Asimismo, se han obtenido resultados similares con el 

empleo de SH comerciales, Adani et al. (1998) observaron en cultivos de 

tomate desarrollados en hidroponía, con la aplicación de AH purificados a 

partir de dos productos comerciales de origen turba (CP-A) y leonarditas (CP-

B) en dosis 20 y 50 mg·L-1, que ambos productos habían producido un 



Resultados y Discusión 

106 

estímulo del crecimiento radicular, mientras que sólo el producto CP-B 

aumentó también el crecimiento de la parte aérea. En estos estudios los 

autores justifican las mejoras del crecimiento de las plantas, con la mayor 

disponibilidad de micronutrientes principalmente Fe y Zn mediante dos vías: 

complejación y conformaciones coloidales de los hidróxidos metálicos con las 

SH.  

 

En este ensayo desarrollado en condiciones de nutrición férrica 

adecuada, se ha obtenido una incidencia en el peso fresco de la parte aérea 

con el uso de las dos fracciones, siendo positiva para el AH. Estos resultados 

no se pueden atribuir a una capacidad mayor o menor de la planta para tomar 

Fe, ya que la actividad de la enzima radicular Fe (III)-reductasa (Tabla IV.5), 

así como el contenido foliar de Fe total (Tabla IV.1) no difieren 

significativamente del tratamiento Ctrl con el uso de ambas fracciones. 

Además, se ha trabajado en condiciones de pH 6 donde el quelato FeEDDHA 

es considerado eficaz para mantener al Fe soluble y disponible para la planta, 

por tanto los efectos obtenidos tampoco se pueden atribuir a mejoras en la 

disponibilidad de este nutriente por la fracción húmica, pero sí pueden estar 

relacionados con la incidencia directa de las SH en los mecanismos 

implicados en el crecimiento de las plantas. El menor peso fresco de la parte 

aérea con el tratamiento AF2 puede deberse a su vez a la reducción 

significativa de los niveles foliares de Fe (II) con este tratamiento (Tabla IV.1). 

 

Como ya se ha indicado ambas fracciones no han incidido en el peso 

radicular, sino en el crecimiento de la parte aérea. Estos resultados se oponen 

a otros estudios donde el crecimiento de la raíz resulta mayor que el de la 

parte aérea, siendo atribuido por Nardi et al. (1996, 2000b, 2002) a que las 

sustancias húmicas de mayor tamaño estimulan la actividad enzimática en 

raíces, produciendo una mayor diferenciación radicular. 
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En base a los resultados expuestos se pueden extraer las siguientes 

conclusiones: 

 
• Para las condiciones de este ensayo, los niveles foliares de clorofila, la 

permeabilidad de las membranas radiculares y la actividad de la 

enzima radicular Fe(III)-reductasa, no se han visto afectados por los 

tratamientos con los AH y AF en ninguna de sus dosis. 

 

• Los tratamientos tanto con AH como con AF no han incrementado los 

niveles foliares de Fe total y Fe (II), a pesar de poseer ambas 

fracciones grandes contenidos de Fe endógeno, que no han sido 

eliminados en los procesos de purificación. Este hecho parece indicar 

que bajo nutrición adecuada las plantas no asimilan el Fe procedente 

de las fracciones húmicas y fúlvicas, produciendo además el 

tratamiento AH3 un efecto negativo en la concentración foliar de Fe. 

 

• Ambas fracciones han intervenido aumentando o disminuyendo los 

contenidos radiculares de ácidos orgánicos, no repercutiendo este 

hecho en los niveles de otros parámetros analizados relacionados con 

la toma y asimilación del hierro. 

 

• La presencia de AH y AF no produce diferencias significativas respecto 

al Ctrl en los pesos frescos radiculares, por el contrario, ambas 

fracciones han incidido en el peso de la parte aérea, donde 

independientemente de las dosis, el AH ha producido un efecto 

positivo leve mientras el AF disminuye este parámetro.  

 

• En general, la respuesta obtenida en los parámetros analizados difiere 

según la fracción empleada, hecho que demuestra que ante las 

mismas condiciones experimentales, la composición y estructura de 

las SH resultan decisivas en su comportamiento. 
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IV.2. ENSAYO II: EFECTOS DE LOS ÁCIDOS HÚMICOS Y FÚLVICOS EN 

LA TOMA Y ASIMILACIÓN DEL Fe POR PLÁNTULAS DE TOMAT E 

CRECIDAS BAJO DEFICIENCIA FÉRRICA INDUCIDA POR EL I ÓN HCO3
-. 

 

En este ensayo se han estudiado los efectos de las fracciones húmica 

y fúlvica purificadas en los mecanismos de toma y asimilación del hierro, al ser 

simuladas las condiciones de los suelos calizos mediante la adición a las 

disoluciones nutritivas de 0,5 g·L-1 CaCO3 y 10mM NaHCO3. El hierro se ha 

aportado como FeEDDHA en la Experiencia II.1, y como FeEDTA en la 

Experiencia II.2. 

 

EXPERIENCIA II.1  

 

IV.2.1. PARÁMETROS FISIOLÓGICOS Y NUTRICIONALES. 

 

ANÁLISIS FOLIARES:  

 

Fe total, Fe (II) y relación Fe(II)/Fe (total).   

 

El estudio de los niveles de los tres parámetros (Tabla IV.8) muestra 

que el tratamiento Bic no incide en el contenido foliar de Fe total, al no 

diferenciarse significativamente del Ctrl. Las fracciones húmica y fúlvica no 

afectaron a este parámetro con las dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1) al no 

mostrar diferencias respecto a los tratamientos Bic y Ctrl, mientras para la 

dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1), el AH disminuyó su concentración respecto al Ctrl, 

incrementándose por el contrario con el AF en relación a los tratamientos Bic y 

Ctrl. 

 

Referente a la concentración de Fe (II) foliar y la relación Fe(II)/Fe(total), 

se comprueba que tanto los tratamientos húmicos y fúlvicos como el Bic no 

influyen en estos parámetros, a pesar de reducir el tratamiento BAH3 la 

concentración de Fe (II) en hojas en relación a las dosis anteriores (Tabla 

IV.8).  
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Tabla IV.8. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos foliares de Fe total (mg/Kg), Fe (II) (mg/Kg) y el cociente Fe 

(II)/Fetotal. El hierro fue adicionado como FeEDDHA. 

TRATAMIENTO 
Fe (total) 

(mg/kg)  

Fe (II) 

(mg/kg)  

Fe(II)/Fe 

(total)  

Ctrl (1)121 ± 2b 43 ± 2ab 0,36 ± 0,01a 

Bic 114 ± 11ab 43 ± 2ab 0,38 ± 0,03a 

BAH 1 120 ± 3b 48 ± 6b 0,40 ± 0,05a 

BAH 2 127 ± 3b 48 ± 3b 0,37 ± 0,02a 

BAH 3 100 ± 8a 38 ± 3a 0,38 ± 0,05a 
(2)SIGNIFICACIÓN ** * ns 

Ctrl 121 ± 2a 43 ± 2a 0,36 ± 0,01a 

Bic 114 ± 11a 43 ± 2a 0,38 ± 0,03a 

BAF 1 123 ± 8ab 43 ± 1a 0,35 ± 0,03a 

BAF 2 119 ± 3a 47 ± 5a 0,40 ± 0,04a 

BAF 3 135 ± 4b 46 ± 6a 0,34 ± 0,05a 
  SIGNIFICACIÓN * ns ns 

(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2) Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
 

 

Al comparar el comportamiento de las fracciones húmica y fúlvica 

(Figura IV.16; interacción T×D, P≤0,001, Tabla IV.A.9, Apéndice II), se 

observa que con las dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1) los niveles foliares de 

Fe total son similares con ambas fracciones, mientras para la dosis 3 (10,0 µg 

Corg·mL-1) el AF alcanza una concentración más elevada de este parámetro. Si 

nos fijamos en el contenido de Fe (II) en hojas y en la relación Fe (II)/Fe(total) 

(Figuras IV.17 y IV.18; interacción T×D, P>0,05, Tabla IV.A.9, Apéndice II), la 

respuesta no difiere entre ambas fracciones con todas las dosis estudiadas. 
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Figura IV.16. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos foliares de Fe total (mg/Kg). 
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Figura IV.17. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos foliares de Fe (II) (mg/Kg). 
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Figura IV.18. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos foliares del cociente Fe (II)/Fetotal. 
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La principal causa de la aparición del déficit de hierro en el vegetal se 

debe a la presencia de altos niveles de carbonatos e iones bicarbonato en 

suelos y aguas de riego (Inskeep y Bloom, 1984; Marschner y Römheld, 1994; 

Nikolic y Kastori, 2000; Welkie, 2000; Hansen et al., 2003), que tamponan el 

pH a valores alcalinos (7,5-8,5) (Lindsay, 1979; Lucena, 2000), lo que da lugar 

a la insolubilización del Fe en el medio y a la ineficacia de los mecanismos de 

toma y asimilación del Fe en las plantas (Reynier, 1997; Lucena, 2000) y por 

tanto, a una pérdida en la calidad de los cultivos (Zuo et al., 2000). En esta 

experiencia donde a las disoluciones nutritivas de los tratamientos Bic, BAH y 

BAF se les han adicionado 0,5 g·L-1 CaCO3 y 10 mM NaHCO3 a fin de 

representar las condiciones de los suelos calizos, las plantas no han visto 

reducida la concentración de Fe total en hojas y más concretamente de Fe (II) 

respecto al Ctrl (Tabla IV.8), no reflejándose además ningún síntoma visual 

característico de la deficiencia de Fe discutidos más adelante (Figura IV.19). 

Esta respuesta debe estar condicionada a que el Fe ha sido aportado como 

FeEDDHA, siendo este quelato uno de los más eficaces para evitar y corregir 

la carencia de Fe en los cultivos, por su relativamente baja reactividad con los 

constituyentes del suelo y alta estabilidad en un amplio rango de pH (4-9) que 

le permite mantener al Fe en disolución (Álvarez-Fernández et al., 2002; 

Sánchez-Sánchez, 2002; García-Mina et al., 2003) y en consecuencia, 

disponible para las plantas evitando que sufran estrés férrico. 

 

 

Figura IV.19. Efectos visuales de los tratamientos Ctrl y Bic, 

siendo el hierro aportado como FeEDDHA. 
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En general, las fracciones húmica y fúlvica no han afectado a los 

contenidos de Fe en hojas del mismo modo que en el Ensayo I (Tabla IV.1), 

mostrando tan sólo el tratamiento BAF3 un aumento significativo de la 

concentración foliar de Fe total respecto a los tratamientos Bic y Ctrl, que no 

se corresponde con un mayor nivel de Fe (II) en hojas (Tabla IV.8). Estos 

resultados contrastan con numerosos estudios que manifiestan un papel 

directo de las sustancias húmicas en la nutrición férrica, al aumentar la 

concentración de Fe en las plantas (Vaughan y Malcom, 1985; Abad et al., 

1991; Fagbenro et al., 1993).  

 

Aunque las dos fracciones analizadas poseen grandes cantidades de 

Fe endógeno en sus estructuras moleculares (Tabla III.2), no han 

incrementado los niveles foliares de este nutriente, siendo esta respuesta 

similar al Ensayo I (Tabla IV.1), lo que parece indicar que a las plantas les 

resulta más fácil la asimilación del Fe procedente del quelato sintético antes 

que de las fracciones húmica y fúlvica. Así, Chen et al. (2004b) observaron en 

plantas de soja desarrolladas durante 14 días en una disolución nutritiva con 

50 µM de Fe (FeEDDHA), que la adición de 50 mg·L-1 de AH y AF no 

aumentaron la concentración de clorofila, a pesar de poseer estas fracciones 

0,02 y 0,015% de Fe endógeno respectivamente. Sin embargo, cuando se 

adicionaron a una disolución nutritiva carente de Fe y en presencia de CaCO3, 

si aumentaron los contenidos de clorofila en relación al tratamiento control, 

sugiriendo los autores que el Fe quelado por las sustancias húmicas es 

extremadamente difícil de movilizar.  

 

Por su parte, la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) del AH ha reducido la 

concentración de Fe total y Fe (II) en hojas respecto a las dosis anteriores y al 

tratamiento Bic, aunque sin ser de forma significativa para este último. Esta 

respuesta negativa también se aprecia en los niveles radiculares de los ácidos 

cítrico y málico discutidos a continuación (Tabla IV.10) y coincide con los 

resultados del Ensayo I (Tablas IV.1 y IV.3). 
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Contenido en clorofilas. 

 

El tratamiento Bic así como los tratamientos con las fracciones húmica 

y fúlvica (Tabla IV.9), no afectan a los niveles de clorofila total y clorofila a, 

mientras la clorofila b aumenta con las dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1) del 

AH respecto a los tratamientos Bic y Ctrl, no incidiendo en este parámetro la 

fracción fúlvica. 

 

Al estudiar el efecto de las dos fracciones purificadas, se observa que 

no existieron diferencias significativas entre ambas en los contenidos de 

clorofila total, a y b para las tres dosis empleadas (Figuras IV.20; IV.21 y 

IV.22; interacción T×D, P>0,05; Tabla IV.A.10, Apéndice II). 

 

 

Tabla IV.9. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la 
concentración de clorofila (mg/g m.f). El hierro fue adicionado como 
FeEDDHA. 

TRATAMIENTO 
Clorofila Total 

(mg/g m.f)  

Clorofila a 

(mg/g m.f)  

Clorofila b 

(mg/g m.f)  

Ctrl (1)1,7 ± 0,2a 1,3 ± 0,1a 0,44 ± 0,07a 

Bic 1,8 ± 0,1a 1,39 ± 0,05a 0,46 ± 0,03a 

BAH 1 2,0 ± 0,2a 1,35 ± 0,09a 0,61 ± 0,08b 

BAH 2 2,0 ± 0,2a 1,4 ± 0,1a 0,59 ± 0,07b 

BAH 3 1,9 ± 0,2a 1,37 ± 0,05a 0,52 ± 0,07ab 
(2)SIGNIFICACIÓN ns ns ** 

Ctrl 1,7 ± 0,2a 1,3 ± 0,1a 0,44 ± 0,07a 

Bic 1,8 ± 0,1a 1,39 ± 0,05a 0,46 ± 0,03a 

BAF 1 2,0 ± 0,3a 1,5 ± 0,2a 0,5 ± 0,1a 

BAF 2 1,7 ± 0,1a 1,30 ± 0,03a 0,44 ± 0,08a 

BAF 3 2,0 ± 0,2a 1,5 ± 0,2a 0,50 ± 0,04a 
  SIGNIFICACIÓN ns ns ns 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2) Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** 
P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Figura IV.20. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos foliares de clorofila total (mg/g mf). 
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Figura IV.21. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos foliares de clorofila a (mg/g mf). 
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Figura IV.22. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos foliares de clorofila b (mg/g mf). 

 

Que la concentración de clorofila no se vea modificada por los distintos 

tratamientos (Bic, BAH y BAF), está de acuerdo con la no incidencia de dichos 

tratamientos en los niveles de Fe (II) foliar (Tabla IV.8), que según distintos 

autores (Häussling et al., 1985; Abadía et al., 1989; Bavaresco et al., 1992, 

1993; Köseoglu y Açikgöz, 1995) es el responsable directo de la síntesis de 

clorofilas, y como se ha indicado anteriormente parece deberse a que el Fe es 

aportado en forma de quelato estable y soluble a los pH del medio de 

desarrollo. 

 

ANÁLISIS RADICULARES:  

 

Ácidos orgánicos. 

 

Referente a los niveles radiculares de ácidos orgánicos (Tabla IV.10), 

se observa en primer lugar para el ácido cítrico que el tratamiento Bic 

aumenta su concentración respecto al Ctrl, mostrando la adición del AH en las 

dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1) un incremento significativo de este 

parámetro en relación a los tratamientos Bic y Ctrl. Por el contrario, la dosis 3 

(10,0 µg Corg·mL-1) no ha seguido esta tendencia al reducir su concentración 

respecto a la obtenida con las dosis anteriores y el tratamiento Bic. La fracción 

fúlvica, sin embargo, no incide en este parámetro. La respuesta del AH y AF 
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en los niveles radiculares de este ácido está en concordancia con la 

encontrada en ausencia de bicarbonato (Tabla IV.3, Ensayo I). 

 

 

Tabla IV.10. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la 
concentración radicular de ácidos orgánicos (µmol/g m.f). El hierro fue 
adicionado como FeEDDHA. 

TRATAMIENTO 
Ac. Cítrico 

(µmol/g m.f)  

Ac. Málico 

(µmol/g m.f)  

Ac. Succínico 

(µmol/g m.f)  

Ac. Fumárico 

(µmol/g m.f)  

Ctrl (1)5,9 ± 0,7a 2,9 ± 0,7a 7,5 ± 0,3b 0,08 ± 0,01a 

Bic 11,1 ± 0,2c 5,4 ± 0,4b 12 ± 1c 0,18 ± 0,01b 

BAH 1 12,1 ± 0,2d 7,9 ± 0,6c 6 ± 1a 0,18 ± 0,01b 

BAH 2 15,1 ± 0,2e 8,4 ± 0,1c 5,3 ± 0,6a 0,23 ± 0,02c 

BAH 3 7,1 ± 0,4b 5,9 ± 0,9b 6 ± 1a 0,18 ± 0,01b 
(2)SIGNIFICACIÓN *** *** *** *** 

Ctrl 5,9 ± 0,7a 2,9 ± 0,7a 7,5 ± 0,3a 0,08 ± 0,01b 

Bic 11,1 ± 0,2b 5,4 ± 0,4c 12 ± 1b 0,18 ± 0,01c 

BAF 1 11,1 ± 0,8b 4,3 ± 0,3b 12 ± 2b 0,031 ± 0,002a 

BAF 2 11,4 ± 0,6b 5,6 ± 0,3c 12 ± 1b 0,035± 0,005a 

BAF 3 11 ± 1b 4,2 ± 0,2b 12,6 ± 0,6b 0,033 ± 0,002a 

SIGNIFICACIÓN *** *** *** *** 

(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2) Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
 

 

El comportamiento de las dos fracciones en la concentración radicular 

del ácido cítrico (Figura IV.23; interacción T×D, P≤0,001, Tabla IV.A.11, 

Apéndice II) refleja una respuesta similar para la dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1), 

con la dosis 2 (5,0 µg Corg·mL-1) el AH proporciona una mayor concentración, 

mientras que para la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) la concentración es más 

elevada con el AF.  
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Figura IV.23. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos radiculares de ácido cítrico (µmol/g m.f). 

 

 

Los niveles radiculares de ácido málico han aumentado con el 

tratamiento Bic, mientras las dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1) del AH 

también lo incrementaron en relación a los tratamientos Bic y Ctrl, no 

afectando la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) a este parámetro respecto al 

tratamiento Bic, siendo este comportamiento similar al encontrado por esta 

fracción en ausencia de bicarbonato (Tabla IV.3, Ensayo I). En la fracción 

fúlvica por el contrario, hay un descenso de su concentración en relación al 

tratamiento Bic con las dosis 1 y 3 (2,5 y 10,0 µg Corg·mL-1), no incidiendo la 

dosis 2 (2,5 µg Corg·mL-1) respecto a este tratamiento (Tabla IV.10). Cuando se 

comparan las dos fracciones en estudio (AH y AF), se observa que los 

contenidos en ácido málico son más elevados con las tres dosis del AH 

(Figura IV.24; interacción T×D, P≤0,05; Tabla IV.A.11, Apéndice II).  
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Figura IV.24. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos radiculares de ácido málico (µmol/g m.f). 

 

El tratamiento Bic aumentó la concentración radicular del ácido 

succínico, reduciendo la adición del AH este parámetro en relación a los 

tratamientos Bic y Ctrl sin mostrar tendencia la dosis, comportamiento que 

concuerda con el obtenido en el Ensayo I (Tabla IV.3). La fracción fúlvica por 

el contrario, no incide en este parámetro respecto al tratamiento Bic (Tabla 

IV.10). Al comparar la respuesta obtenida con las dos fracciones, se aprecia 

una concentración de ácido succínico más elevada con la fracción fúlvica para 

las tres dosis estudiadas (Figura IV.25; interacciones T×D, P≤0,05, Tabla 

IV.A.12, Apéndice II).  
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Figura IV.25. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos radiculares de ácido succínico (µmol/g m.f). 
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En la Tabla IV.10 se comprueba que el ácido fumárico aumenta con el 

tratamiento Bic, la fracción húmica mantiene los niveles del tratamiento Bic e 

incluso con la dosis 2 (5,0 µg Corg·mL-1) los incrementa en relación a los 

tratamientos Bic y Ctrl, mientras la fracción fúlvica disminuye su concentración 

respecto a los tratamientos Bic y Ctrl, sin mostrar tendencia la dosis. Cuando 

se compara el efecto de las dos fracciones en los contenidos radiculares de 

este ácido, se observan mayores niveles con el AH para todas las dosis 

estudiadas (Figura IV.26; interacción T×D, P≤0,01; Tabla IV.A.12, Apéndice 

II), coincidiendo esta respuesta con la encontrada en ausencia de bicarbonato 

(Figura IV.10, Ensayo I). 
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Figura IV.26. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos radiculares de ácido fumárico (µmol/g m.f). 

 

 

Si se analiza el efecto de las fracciones húmica y fúlvica en los 

contenidos totales de los ácidos orgánicos radiculares (Tabla IV.11), se 

aprecia que la dosis 2 del AH (5,0 µg Corg·mL-1) no muestra incidencia en este 

parámetro respecto al tratamiento Bic, mientras las dosis 1 y 3 (2,5 y 10,0 µg 

Corg·mL-1) lo reducen significativamente en relación al tratamiento Bic, siendo 

mayor la disminución con el tratamiento BAH3, aunque estos valores no 

resultan inferiores al Ctrl. Por el contrario, la fracción fúlvica no afecta a la 

concentración total de ácidos orgánicos radiculares en relación al tratamiento 

Bic.  
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Tabla IV.11. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la 
concentración radicular de ácidos orgánicos totales (µmol/g m.f). El hierro 
fue adicionado como FeEDDHA. 

TRATAMIENTO Ácidos orgánicos totales 
(µmol/g m.f)  

Ctrl (1)16,4 ± 0,7a 
Bic 28,6 ± 0,6d 

BAH 1 25,7 ± 0,8c 
BAH 2 29,0 ± 0,6d 
BAH 3 19 ± 1b 

(2)SIGNIFICACIÓN *** 
Ctrl 16,4 ± 0,7a 
Bic 28,6 ± 0,6b 

BAF 1 28 ± 2b 
BAF 2 29 ± 2b 
BAF 3 28 ± 2b 

  SIGNIFICACIÓN *** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 

≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 

 

 Al comparar el efecto de las dos fracciones en la concentración total de 

ácidos orgánicos radiculares (Figura IV.27; interacción T×D, P≤0,001; Tabla 

IV.A.13, Apéndice II), se observa una respuesta similar para ambas fracciones 

con las dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1, mientras con la dosis 3 (10,0 µg 

Corg·mL-1) el AF alcanza una concentración más elevada de este parámetro. 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

0,0 2,5 5,0 10,0

Dosis de SH ( µµµµg Corg/mL)

ac
. o

rg
án

ic
os

 to
ta

le
s 

( µµ µµ
m

ol
/g

 m
.f)

Ctrl Bic BAH BAF

Figura IV.27. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos radiculares de ácidos orgánicos totales (µmol/g m.f). 
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Cuando se consideran los resultados obtenidos (Tablas IV.10 y IV.11), 

se aprecia en el tratamiento Bic un aumento en la concentración radicular de 

los ácidos orgánicos en relación al Ctrl, a pesar de que las plantas sometidas 

a este tratamiento no desarrollan deficiencia de Fe, por ser el FeEDDHA 

estable a valores de pH alcalinos como se ha comentado con anterioridad. 

Esta repuesta puede deberse al pH alcalino junto con el ión HCO3
- del medio 

hidropónico, que podrían activar la enzima radicular fosfoenolpiruvato 

carboxilasa (PEPC), responsable de la síntesis de los ácidos orgánicos en 

plantas dicotiledóneas mediante la fijación del ión HCO3
- (De Nisi y Zocchi, 

2000; López-Millán et al., 2000a; Rombolà et al., 2002; Ollat et al., 2003).  

 

El ión HCO3
- siempre se ha considerado la principal causa de la 

deficiencia de hierro (Mengel, 1994), sin embargo, al ser asimilado por las 

raíces e incorporado por la PEPC (Rombolà et al., 2002; Ollat et al., 2003), 

hace suponer que pueda formar parte de las estrategias de adaptación de las 

plantas dicotiledóneas a los suelos calizos (De Nisi y Zocchi, 2000; López-

Millán et al., 2000a; Ollat et al., 2003; Rombolà et al., 2002). Además, al ser 

en torno a 8 el pH óptimo de la PEPC (De Nisi y Zocchi, 2000; López-Millán et 

al., 2000b; Abadía et al., 2002), un factor que puede incrementar su actividad 

es el aumento de pH del citoplasma radicular, ocasionado en este caso por el 

CaCO3 y NaHCO3 del medio. Así, el incremento de la síntesis radicular de 

ácidos orgánicos con el tratamiento Bic, podría estar relacionado con la 

posible regulación del pH en el citoplasma de las células radiculares (Teoría 

pH-stat, Davies, 1986). 

La incorporación de las fracciones húmica y fúlvica al tratamiento Bic 

(Tabla IV.11), pone de manifiesto que la fracción fúlvica no incide en la 

concentración total de los ácidos orgánicos radiculares, mientras las dosis 1 y 

3 del AH (2,5 y 10,0 µg Corg·mL-1) muestran un efecto negativo en relación al 

tratamiento Bic, siendo consecuencia de la reducción significativa de la 

concentración radicular de ácido succínico y cítrico con la dosis más alta (10,0 

µg Corg·mL-1) (Tabla IV.10). Esta respuesta concuerda con la encontrada en 

ausencia de bicarbonato (Tabla IV.3), y también se ha observado con el 

tratamiento BAH3 en los niveles foliares de Fe total y Fe (II) (Tabla IV.8), de 

igual modo que en el Ensayo I (Tabla IV.1). 
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Los resultados obtenidos con los tratamientos húmicos y fúlvicos de 

esta experiencia (Tabla IV.11) contrastan con los del Ensayo I (Tabla IV.4), 

donde las dos fracciones pueden incrementar la síntesis radicular de ácidos 

orgánicos totales. Este comportamiento puede deberse a que en las 

condiciones experimentales de este ensayo (pH alcalino y la presencia del ión 

HCO3
- en el medio) la síntesis radicular de los ácidos orgánicos puede pasar a 

estar regulada por la enzima radicular PEPC. Además, el tamaño y 

conformación de las sustancias húmicas dependen del pH del medio (Pinheiro 

et al., 1996; Wang et al., 2001; García-Mina et al., 2004), produciendo los 

valores de pH alcalinos la disociación de los grupos funcionales, 

fundamentalmente carboxílicos y fenólicos, dando lugar a la aparición de 

cargas negativas en las sustancias húmicas (Baalousha et al., 2006) que 

causarían cambios conformacionales en las moléculas húmicas, reduciendo 

su estabilidad y solubilidad (García-Mina et al., 2004). Asimismo, los cationes 

Ca2+ presentes en el medio pueden actuar neutralizando las cargas negativas 

de las sustancias húmicas, originando su floculación y formación de 

agregados de mayor peso molecular (Spark et al., 1997; Yuan y Sydney, 

1999; Baaloushe et al., 2006), que reducirían la acción fisiológica de estas 

fracciones en la síntesis de ácidos orgánicos radiculares. Esta hipótesis se 

podría justificar con el precipitado obtenido del AH y AF junto con el CaCO3 y 

NaHCO3, tras filtrar las disoluciones nutritivas de los tratamientos BAH y BAF 

una vez agotadas por la planta.  

Capacidad de reducción del Fe (III). 

 

Referente a la actividad de la Fe (III)-reductasa radicular, en la Tabla 

IV.12 se aprecia que el tratamiento Bic no incide en este parámetro, al no 

ofrecer diferencias significativas respecto al Ctrl. En cuanto al AH con la dosis 

1 (2,5 µg Corg·mL-1) su actividad fue estadísticamente mayor que los 

tratamientos Bic y Ctrl, mientras con las dosis 2 y 3 (5,0 y 10,0 µg Corg·mL-1) 

los valores fueron semejantes al Ctrl. Los tratamientos fúlvicos incrementaron 

este parámetro respecto a los tratamientos Bic y Ctrl, sin mostrar tendencia la 

dosis. Si bien, este aumento no fue estadísticamente significativo respecto al 

Ctrl con las dosis 2 y 3 (5,0 y 10,0 µg Corg·mL-1).  
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Tabla IV.12. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la actividad 
de la Fe (III)-reductasa radicular (µmol Fe(II)/g raíz·h). El hierro fue 
adicionado como FeEDDHA. 

TRATAMIENTO Actividad Fe (III)-reductasa 
(µmol Fe (II)/g raíz·h)  

Ctrl (1)0,11 ± 0,01ab 

Bic 0,096 ± 0,003a 

BAH 1 0,15 ± 0,01c 

BAH 2 0,113 ± 0,005b 

BAH 3 0,113 ± 0,007b 
(2)SIGNIFICACIÓN *** 

Ctrl 0,11± 0,01ab 

Bic 0,096 ± 0,003a 

BAF 1 0,132 ± 0,005c 

BAF 2 0,123 ± 0,004bc  

BAF 3 0,126 ± 0,006bc  

SIGNIFICACIÓN *** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2) Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 

 

 

Si estudiamos el comportamiento de las dos fracciones en este 

parámetro (Figura IV.28; interacción T×D, P≤0,05; Tabla IV.A.14, Apéndice II), 

se observa que con la dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1) la actividad fue mayor con la 

fracción húmica, mientras con las dosis 2 y 3 (5,0 y 10,0 µg Corg·mL-1) no 

existieron diferencias entre las dos fracciones. 
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Figura IV.28. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la actividad 

de la enzima radicular Fe (III)-reductasa (µmol Fe(II)/g raíz·h). 

 

Los resultados de esta experiencia muestran que con el tratamiento 

Bic la actividad de la Fe(III)-reductasa radicular no difiere respecto al Ctrl 

(Tabla IV.12), este hecho se puede justificar por la capacidad del quelato 

FeEDDHA para mantener el Fe disponible para las plantas y evitar que sufran 

su deficiencia a valores de pH alcalinos. Los tratamientos húmicos y fúlvicos 

analizados no han afectado a este parámetro del mismo modo que en el 

Ensayo I (Tabla IV.5), con excepción de la dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1) que 

aumenta su actividad respecto a los tratamientos Bic y Ctrl, aunque no se ha 

encontrado relación de este efecto con el resto de los parámetros analizados 

implicados con la nutrición férrica.  

 

La medida del pH de las disoluciones nutritivas con 0,5 g·L-1 de CaCO3 

y 10 mM de NaHCO3, indica que se mantuvo tamponado (7,5-8,5) durante el 

transcurso de toda la experiencia, no obteniéndose diferencias significativas 

para este parámetro con los tratamientos húmicos y fúlvicos en relación al 

tratamiento Bic.  

 

Permeabilidad de membranas. 

 

En la Tabla IV.13 se comprueba que la permeabilidad de las 

membranas plasmáticas radiculares no difiere del Ctrl con el tratamiento Bic, 
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así como con los tratamientos húmicos y fúlvicos. Además, la respuesta 

obtenida por ambas fracciones en este parámetro fue la misma para las tres 

dosis analizadas (Figura IV.29; interacción T×D, P>0,05; Tabla IV.A.15, 

Apéndice II). 

 

Tabla IV.13. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la en la 
permeabilidad de la membrana radicular (CE1/CE2). El hierro fue adicionado 
como FeEDDHA. 

TRATAMIENTO 
Permeabilidad de membrana radicular 

(CE1/CE2) 

Ctrl (1)0,91 ± 0,01a 
Bic 0,87 ± 0,03a 

BAH 1 0,82 ± 0,02a 
BAH 2 0,82 ± 0,09a 
BAH 3 0,86 ± 0,07a 

(2)SIGNIFICACIÓN ns 
Ctrl 0,91 ± 0,01a 
Bic 0,87 ± 0,03a 

BAF 1 0,89 ± 0,06a 
BAF 2 0,92 ± 0,03a 
BAF 3 0,89 ± 0,01a 

SIGNIFICACIÓN ns 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2) Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Figura IV.29. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la 

permeabilidad de la membrana radicular. 
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Estos resultados (Tabla IV.13) muestran que la presencia de 

carbonatos y bicarbonatos así como el pH alcalino del tratamiento Bic, no 

repercuten negativamente en la permeabilidad de las membranas plasmáticas 

radiculares, al no encontrarse las plantas sometidas a estrés férrico por el 

empleo del quelato FeEDDHA.  

Está documentado que las sustancias húmicas pueden aumentar la 

permeabilidad de las membranas plasmáticas radiculares y facilitar así la toma 

de nutrientes (Chen y Aviad, 1990; Pinton et al., 1992; Varanini y Pinton, 

2000). No obstante, las fracciones húmica y fúlvica estudiadas no han incidido 

en este parámetro, coincidiendo esta respuesta con la del Ensayo I (Tabla 

IV.6). Estos resultados pueden deberse a que en esta experiencia las plantas 

no sufren déficit de Fe, siendo la mayoría de los estudios realizados sobre los 

efectos de las sustancias húmicas en la permeabilidad de las membranas 

radiculares desarrollados en deficiencia de algún nutriente. 

 

IV.2.2. PARÁMETROS MORFOLÓGICOS. 

 

Peso fresco parte aérea y radicular. 

 

Los resultados de los pesos frescos de la parte aérea y radicular se 

encuentran en la Tabla IV.14, donde se observa que el tratamiento Bic así 

como los tratamientos con las fracciones húmica y fúlvica no afectan al peso 

fresco aéreo y radicular. Cuando se compara el efecto de las dos fracciones 

en estos parámetros, se aprecia que la respuesta obtenida fue la misma para 

las tres dosis analizadas (Figura IV.30 y IV.31; interacción T×D, P>0,05; Tabla 

IV.A.16, Apéndice II). 
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Tabla IV.14. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los pesos 
frescos radiculares y de la parte aérea (g/planta). El hierro fue adicionado 
como FeEDDHA. 

TRATAMIENTO 
 

PESO AÉREO  
(g/planta) 

 

PESO RADICULAR 
(g/planta) 

Ctrl (1)13 ± 1a 6,3 ± 0,5b 
Bic 13 ± 1a 5,9 ± 0,9ab 

BAH 1 14 ± 2a 5,8 ± 0,7ab 
BAH 2 14 ± 1a 6 ± 1ab 
BAH 3 13,4 ± 0,9a 4,9 ± 0,9a 

(2)SIGNIFICACIÓN ns * 
Ctrl 13 ± 1a 6,3 ± 0,5ab 
Bic 13 ± 1a 5,9 ± 0,9ab 

BAF 1 14,2 ± 0,8a 6,8 ± 0,5b 
BAF 2 12 ± 2a 5 ± 1a 
BAF 3 13 ± 2a 6,9 ± 0,9b 

SIGNIFICACIÓN ns ** 
(1) Media ± error Standard (n=9). 
(2) Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 

 

 

0

5

10

15

20

0,0 2,5 5,0 10,0

Dosis de SH ( µµµµg Corg/mL)

P
es

o 
F

re
sc

o 
P

ar
te

 A
ér

ea
 

(g
/p

la
nt

a)

Ctrl Bic BAH BAF

Figura IV.30. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en el peso 

fresco de la parte aérea. 
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Figura IV.31. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en el peso 

fresco de la parte radicular. 

 

 

La no reducción del desarrollo vegetal con el tratamiento Bic parece 

deberse a que no se ha producido deficiencia de Fe por el empleo del quelato 

FeEDDHA. Asimismo, están ampliamente documentados los efectos 

estimulantes de las sustancias húmicas en el crecimiento de las plantas 

(Vaughan y Malcolm, 1985; Chen, 1996; Adani et al., 1998; Nardi et al., 2002; 

Cesco et al., 2002). Sin embargo, en esta experiencia las fracciones húmica y 

fúlvica estudiadas no han incidido en los pesos frescos de la parte aérea y 

radicular (Tabla IV.14), mientras si lo hicieron en el peso fresco de la parte 

aérea bajo nutrición férrica adecuada (Tabla IV.7). Esta respuesta puede 

atribuirse como se ha comentado con anterioridad a la precipitación de parte 

de las fracciones húmicas como consecuencia del pH alcalino y de los 

cationes Ca2+ del medio. Los resultados obtenidos permiten confirmar que los 

efectos directos de las sustancias húmicas en el crecimiento de las plantas 

van a depender de las condiciones experimentales, resultando estas decisivas 

en su comportamiento. 
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Del análisis de los resultados obtenidos se llegan a las siguientes 

conclusiones:   

 
• Los niveles foliares de Fe total, Fe (II) y clorofila, el peso fresco de la 

planta y a nivel radicular, la permeabilidad de las membranas 

plasmáticas y la actividad de la Fe(III)-reductasa, no se han visto 

afectados negativamente por el tratamiento Bic. Este comportamiento 

está condicionado por el quelato FeEDDHA que mantiene al Fe en 

disolución a pH alcalino, evitando su déficit en las plantas. En general, 

la incorporación de las fracciones húmica y fúlvica al tratamiento Bic, 

no afecta a estos parámetros analizados. 

 

• Las fracciones húmica y fúlvica no aumentan los contenidos de Fe total 

y Fe (II) en hojas, a excepción del tratamiento BAF3, si bien, no se 

corresponde con un mayor nivel de Fe (II) foliar. Además, el 

tratamiento BAH3 reduce estos parámetros respecto a las dosis 

inferiores. 

 

• Los tratamientos con AH y AF no inciden en la concentración de 

clorofila en hojas, al no ejercer estas fracciones ningún incremento en 

los niveles foliares de Fe (II) respecto al tratamiento Bic.  

 

• El tratamiento Bic aumenta la concentración de los ácidos orgánicos 

radiculares, este hecho puede estar relacionado con la presencia del 

ión HCO3
- y el pH alcalino del medio. Ambas fracciones no 

incrementan los niveles radiculares de ácidos orgánicos totales, no 

obstante, si lo hacen bajo nutrición férrica adecuada (Ensayo I), 

pudiendo deberse esta respuesta a su floculación en medio calizo. 

 

• En general, los tratamientos húmicos y fúlvicos no afectan a la 

actividad de la Fe(III)-reductasa radicular y a la permeabilidad de las 

membranas plasmáticas radiculares, del mismo modo que en el 

Ensayo I. 
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• Las fracciones húmica y fúlvica no inciden en los pesos frescos de la 

parte aérea y radicular. Sin embargo, sí lo hacen en el peso fresco de 

la parte aérea bajo nutrición férrica adecuada (Ensayo I), 

confirmándose así que los efectos de las SH en el crecimiento de las 

plantas, van a depender de las condiciones experimentales (pH y 

cationes Ca2+ en el medio). 

 

 

 

EXPERIENCIA II.2  

 

IV.2.3. PARÁMETROS FISIOLÓGICOS Y NUTRICIONALES. 

 

ANÁLISIS FOLIARES:  

 

Fe total, Fe (II) y relación Fe(II)/Fe (total).   

 

En la Tabla IV.15 se muestran los niveles de los tres parámetros, 

donde se observa que el tratamiento Bic aumenta la concentración foliar de Fe 

total respecto al Ctrl. El AH afecta negativamente a este parámetro con la 

dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1), al reducir su concentración respecto a los 

tratamientos Bic y Ctrl. Por el contrario, con la dosis 2 (5,0 µg Corg·mL-1) se 

incrementa significativamente en relación a ambos tratamientos, 

disminuyendo su concentración la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) respecto a la 

dosis anterior, aunque no difiere del Ctrl. Para el AF el contenido foliar de Fe 

total no se diferencia del tratamiento Bic para las tres dosis analizadas, siendo 

la concentración de este parámetro superior al Ctrl con la dosis 3 (10,0 µg 

Corg·mL-1). Los niveles de Fe (II) en hojas así como el cociente Fe(II)/Fe(total) del 

tratamiento Bic disminuyen respecto al Ctrl, no incidiendo en estos parámetros 

los tratamientos con ambas fracciones en relación al tratamiento Bic, a 

excepción del BAH2 que reduce significativamente el cociente Fe(II)/Fe(total) 

respecto a los tratamientos Bic y Ctrl. 
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El comportamiento de los AH y AF (Tabla IV.A.9, Apéndice II) revela 

que la concentración de Fe total en hojas difiere según la fracción utilizada, 

siendo más elevada significativamente con la fracción fúlvica para las dosis 1 

y 3 (2,5 y 10,0 µg Corg·mL-1), mientras con la dosis 2 (2,5 µg Corg·mL-1) la 

fracción húmica produce niveles más elevados de este parámetro (Figura 

IV.32; interacción T×D, P≤0,010; Tabla IV.A.9, Apéndice II). Referente al 

contenido foliar de Fe (II) y la relación Fe (II)/Fe(total), la respuesta es similar 

entre ambas fracciones para todas las dosis estudiadas (Figuras IV.33 y IV.34; 

interacción T×D, P>0,05, Tabla IV.A.9, Apéndice II).  

 

 

Tabla IV.15. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 
contenidos foliares de Fe total (mg/Kg), Fe (II) (mg/Kg) y el cociente Fe 
(II)/Fetotal. El hierro fue adicionado como FeEDTA. 

TRATAMIENTO 
Fe (total) 

(mg/kg)  

Fe (II) 

(mg/kg)  

Fe(II)/Fe 

(total)  

Ctrl (1)126 ± 3b 47 ± 7b 0,37 ± 0,05c 

Bic 134 ± 1c 33 ± 4a 0,25 ± 0,03b 

BAH 1 116 ± 6a 31 ± 1a 0,27 ± 0,01b 

BAH 2 174 ± 2d 32 ± 2a 0,18 ± 0,01a 

BAH 3 126 ± 3b 33 ± 3a 0,26 ± 0,03b 
(2)SIGNIFICACIÓN *** ** *** 

Ctrl 126 ± 3a 47 ± 7b 0,37 ± 0,05b 

Bic 134 ± 1b 33 ± 4a 0,25 ± 0,03a 

BAF 1 133 ± 6ab 35 ± 4a 0,26 ± 0,03a 

BAF 2 135 ± 17ab 34 ± 5a 0,26 ± 0,05a 

BAF 3 144± 8b 34 ± 5a 0,23 ± 0,05a 
  SIGNIFICACIÓN * * * 

(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2) Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Figura IV.32. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos foliares de Fe total (mg/Kg). 
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Figura IV.33. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos foliares de Fe (II) (mg/Kg). 
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Figura IV.34. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos foliares del cociente Fe (II)/Fetotal. 
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Los datos de esta experiencia muestran una reducción de los niveles 

foliares de Fe (II) con el tratamiento Bic, siendo por el contrario, su 

concentración de Fe total en hojas estadísticamente mayor que el Ctrl (Tabla 

IV.15). Esta respuesta es característica de las plantas sometidas a una 

deficiencia de Fe inducida por el ión HCO3
- (Nikolic y Kastori, 2000; Römheld, 

2000; Ksouri et al., 2005; Ma et al.,2006), siendo en este caso consecuencia 

del aporte de Fe como FeEDTA, al ser este quelato inestable a valores de pH 

superiores a 6,5 para disoluciones hidropónicas aireadas (Lindsay, 1979).  

Estos resultados concuerdan con lo establecido con anterioridad por 

numerosos autores (Köseoglu y Açigöz, 1995; Bavaresco y Poni, 2003), que 

muestran que la concentración de Fe total en hojas no es un buen indicador 

del estado nutricional en Fe de la planta, mientras sí lo es el contenido foliar 

de Fe (II). Los efectos negativos del tratamiento Bic quedan también reflejados 

visualmente con la reducción del crecimiento de la planta y su aspecto 

clorótico en relación al Ctrl (Figura IV.35).  

 

Figura IV.35. Efectos visuales de los tratamientos Ctrl y Bic, 

siendo el hierro aportado como FeEDTA. 

En general, a excepción del tratamiento BAH2, ambas fracciones no 

han aumentado el contenido foliar de Fe, a pesar de poseer grandes 

cantidades de Fe endógeno en sus estructuras moleculares (Tabla III.2). Esta 

respuesta es similar a la encontrada bajo nutrición adecuada (Tabla IV.1), sin 
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embargo, está en desacuerdo con otros estudios donde los efectos de las SH 

en la nutrición férrica de las plantas resultan más pronunciados en 

condiciones de limitada disponibilidad de este nutriente, como resultado de las 

cantidades variables de Fe endógeno que las plantas asimilan (Pinton et al., 

1998; Chen et al., 2001, 2004b). El comportamiento de los tratamientos 

húmicos y fúlvicos en esta experiencia puede deberse como se ha citado con 

anterioridad en la Experiencia II.1, a que el tamaño y conformación de las 

sustancias húmicas dependen del pH del medio (García-Mina et al., 2004), 

produciendo los valores de pH alcalinos la aparición de cargas negativas en 

las sustancias húmicas (Baalousha et al., 2006) que reducirían su solubilidad 

(García-Mina et al., 2004). Asimismo, se pueden formar iones Fe(OH)-
4 que 

podrían cambiar la interacción química entre el Fe y los grupos complejantes 

(García-Mina et al., 2004). Además, los cationes Ca2+ del medio pueden 

actuar neutralizando las cargas negativas de las sustancias húmicas, 

originando su floculación (Yuan y Sydney, 1999; Baaloushe et al., 2006), que 

impedirían el aporte de Fe endógeno a las plantas. Esta hipótesis se podría 

justificar con el precipitado obtenido del AH y AF junto con el CaCO3 y 

NaHCO3, tras filtrar las disoluciones nutritivas de los tratamientos BAH y BAF 

de las Experiencias II.1 y II.2 una vez agotadas por la planta. Este precipitado 

fue menor en ambas fracciones cuando el Fe se aportó como FeEDDHA 

(Experiencia II.1). 

Contenido en clorofilas. 

  

Los resultados relativos a los contenidos de clorofila total, a y b se 

muestran en la Tabla IV.16, donde se aprecia el efecto negativo del 

tratamiento Bic, mientras las fracciones húmica y fúlvica no inciden en los 

niveles de los tres parámetros en relación al tratamiento Bic. El estudio del 

comportamiento de las dos fracciones purificadas, refleja que no existieron 

diferencias significativas entre ambas en las concentraciones foliares de 

clorofila total, a y b para las tres dosis empleadas (Figuras IV.36, IV.37 y 

IV.38; interacción T×D, P>0,05; Tabla IV.A.10, Apéndice II). 
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Tabla IV.16. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la 
concentración de clorofila (mg/g m.f). El hierro fue adicionado como 
FeEDTA. 

TRATAMIENTO Clorofila Total 
(mg/g m.f)  

Clorofila a 
(mg/g m.f)  

Clorofila b 
(mg/g m.f)  

Ctrl (1)1,9 ± 0,1b 1,22 ± 0,07b 0,67 ± 0,05c 
Bic 1,3 ± 0,2 a 0,8 ± 0,2 a 0,53 ± 0,07ab 

BAH 1 1,3 ± 0,1a 0,69 ± 0,05a 0,61 ± 0,09bc 
BAH 2 1,0 ± 0,2a 0,6 ± 0,1a 0,42 ± 0,07a 
BAH 3 1,11 ± 0,08a 0,68 ± 0,09a 0,44 ± 0,02a 

(2)SIGNIFICACIÓN ** ** ** 
Ctrl 1,9 ± 0,1b 1,22 ± 0,07b 0,67 ± 0,05b 
Bic 1,3 ± 0,2a 0,8 ± 0,2a 0,53 ± 0,07a 

BAF 1 1,17 ± 0,03a 0,71 ± 0,09a 0,46 ± 0,05a 
BAF 2 1,22 ± 0,06a 0,74 ± 0,04a 0,52 ± 0,02a 
BAF 3 1,15 ± 0,01a 0,72 ± 0,03a 0,48 ± 0,02a 

  SIGNIFICACIÓN *** *** ** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2) Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Figura IV.36. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos foliares de clorofila total (mg/g mf). 
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Figura IV.37. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos foliares de clorofila a (mg/g mf). 
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Figura IV.38. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos foliares de clorofila b (mg/g mf). 

 

La deficiencia de hierro ocasionada por el ión HCO3
- cuando el hierro 

es aportado como FeEDTA, afecta negativamente a los niveles de clorofila en 

hojas, al disminuir su concentración con el tratamiento Bic (Tabla IV.16). Estos 

resultados coinciden con otros estudios (Nikolic y Kastori, 2000; Ksouri et al., 

2005; Ma et al., 2006) y son debidos a la reducción significativa del Fe (II) 

foliar con el tratamiento Bic (Tabla IV.15), al existir una correlación positiva 

entre ambos parámetros. La incorporación de las fracciones húmica y fúlvica 

al tratamiento Bic, no afectaron a la concentración de clorofila en hojas, siendo 
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esta respuesta como se ha citado anteriormente, resultado de la floculación de 

ambas fracciones como consecuencia del pH alcalino junto con la presencia 

de los cationes Ca2+ del medio, que dificultarían la disponibilidad del Fe 

endógeno de las fracciones estudiadas para las plantas.  

 

ANÁLISIS RADICULARES:  

 

Ácidos orgánicos. 

 

Los resultados obtenidos para las concentraciones radiculares de los 

ácidos orgánicos se encuentran en la Tabla IV.17, donde se observa en 

primer lugar que el tratamiento Bic incrementa estadísticamente la 

concentración de ácido cítrico respecto al Ctrl. Los tratamientos con las 

fracciones húmica y fúlvica no han afectado a este parámetro respecto al 

tratamiento Bic, a excepción de la dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1) del AH que lo ha 

aumentado en relación a los tratamientos Bic y Ctrl. 

 

Tabla IV.17. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la 
concentración radicular de ácidos orgánicos (µmol/g m.f). El hierro fue 
adicionado como FeEDTA. 

TRATAMIENTO Ac. Cítrico 
(µmol/g m.f)  

Ac. Málico 
(µmol/g m.f)  

Ac. Succínico 
(µmol/g m.f)  

Ac. Fumárico 
(µmol/g m.f)  

Ctrl (1)4,7 ± 0,8a 2,0 ± 0,2a 8,0 ± 0,2a 0,11 ± 0,01a 

Bic 10 ± 2b 5,1 ± 0,5b 12,0 ± 0,8b 0,25 ± 0,04b 

BAH 1 13 ± 1c 5,6 ± 0,8b 12 ± 1b 0,27 ± 0,04b 

BAH 2 10,0 ± 0,9b 5,2 ± 0,3b 17 ± 1c 0,23 ± 0,03b 

BAH 3 11 ± 1bc 4,7 ± 0,8b 16 ± 2c 0,30 ± 0,06b 
(2)SIGNIFICACIÓN *** *** *** *** 

Ctrl 4,7 ± 0,8a 2,0 ± 0,2a 8,0 ± 0,2a 0,11 ± 0,01a 

Bic 10 ± 2b 5,1 ± 0,5bc 12,0 ± 0,8b 0,25 ± 0,04b 

BAF 1 11,3± 0,8b 4,3 ± 0,3b 11 ± 1b 0,24 ± 0,04b 

BAF 2 9,9 ± 0,6b 6,0 ± 0,7c 11,4 ± 0,5b 0,27 ± 0,02b 

BAF 3 9 ± 2b 4,8 ± 0,1b 11,1 ± 0,1b 0,28 ± 0,01b 

SIGNIFICACIÓN *** *** *** *** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2) Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Cuando se estudia el efecto de las dos fracciones purificadas, se 

aprecia que no existieron diferencias significativas entre ambas, en la 

concentración de ácido cítrico para las tres dosis empleadas (Figura IV.39; 

interacción T×D, P>0,05; Tabla IV.A.11, Apéndice II), no coincidiendo esta 

respuesta con la encontrada en ausencia de bicarbonato (Figura IV.17, 

Ensayo I). 
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Figura IV.39. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos radiculares de ácido cítrico (µmol/g m.f). 

 

En cuanto a los niveles radiculares de ácido málico (Tabla IV.17), el 

tratamiento Bic también aumenta su concentración respecto al Ctrl, no 

afectando las fracciones húmica y fúlvica a este parámetro en relación al 

tratamiento Bic. Este comportamiento difiere del encontrado en ausencia de 

bicarbonato (Tabla IV.3, Ensayo I), donde ambas fracciones mostraron un 

efecto positivo en la síntesis de este ácido. Al comparar el efecto de las dos 

fracciones en la concentración radicular de ácido málico para cada dosis 

analizada, se observa que con la dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1) los niveles 

radiculares de este ácido resultaron mayores con la fracción húmica, mientras 

con las dosis 2 y 3 (5,0 y 10,0 µg Corg·mL-1) la respuesta fue similar con las 

dos fracciones (Figura IV.40; interacción T×D, P≤0,05, Tabla IV.A.11, 

Apéndice II). 
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Figura IV.40. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos radiculares de ácido málico (µmol/g m.f). 

 

 

Para el ácido succínico, el tratamiento Bic incrementó su concentración 

respecto al Ctrl, mientras la fracción húmica dio lugar a un mayor contenido de 

este ácido con las dosis 2 y 3 (5,0 y 10,0 µg Corg·mL-1) respecto a los 

tratamientos Bic y Ctrl, no incidiendo el AF en este parámetro en relación al 

tratamiento Bic (Tabla IV.17).  

 

Al estudiar la respuesta de los AH y AF en la concentración radicular 

del ácido succínico (Figura IV.41; interacciones T×D, P≤0,01, Tabla IV.A.12, 

Apéndice II), se refleja que con la dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1) no existieron 

diferencias entre ambas fracciones, siendo mayores los niveles radiculares de 

este ácido con las dosis 2 y 3 (5,0 y 10,0 µg Corg·mL-1) del AH. Sin embargo, 

bajo nutrición férrica adecuada y en ausencia de bicarbonato (Figura IV.9, 

Ensayo I), la concentración de este ácido fue similar con las dos fracciones 

con independencia de la dosis empleada. 
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Figura IV.41. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos radiculares de ácido succínico (µmol/g m.f). 

 

 

Los resultados relativos a la concentración radicular de ácido fumárico 

(Tabla IV.17) muestran que el tratamiento Bic la aumenta en relación al Ctrl, 

no incidiendo las fracciones húmica y fúlvica en este parámetro respecto al 

tratamiento Bic.  

 

El comportamiento de las dos fracciones en la concentración de este 

ácido (Figura IV.42; interacción T×D, P>0,05; Tabla IV.A.12, Apéndice II), 

revela que no existieron diferencias significativas entre ambas para las tres 

dosis estudiadas, no coincidiendo esta respuesta con la encontrada en 

ausencia de bicarbonato (Figura IV.10, Ensayo I), donde la concentración de 

ácido fumárico resultó mayor con los tratamientos húmicos para todas las 

dosis analizadas y además, ambas fracciones incidieron en los contenidos 

radiculares de este ácido (Tabla IV.3, Ensayo I).  
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Figura IV.42. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos radiculares de ácido fumárico (µmol/g m.f). 

 

Cuando se estudia el efecto de las fracciones húmica y fúlvica en los 

contenidos totales de los ácidos orgánicos radiculares (Tabla IV.18), se 

aprecia que los tratamientos con ambas fracciones no difieren 

significativamente del tratamiento Bic.  

 

Tabla IV.18. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la 
concentración radicular de ácidos orgánicos totales (µmol/g m.f). El hierro 
fue adicionado como FeEDTA. 

TRATAMIENTO Ácidos orgánicos totales 
(µmol/g m.f)  

Ctrl (1)14,8 ± 0,8a 
Bic 28 ± 3b 

BAH 1 31 ± 3b 
BAH 2 32 ± 3b 
BAH 3 31 ± 4b 

(2)SIGNIFICACIÓN *** 
Ctrl 14,8 ± 0,8a 
Bic 28 ± 3b 

BAF 1 27 ± 2b 
BAF 2 28 ± 1b 
BAF 3 25 ± 2b 

  SIGNIFICACIÓN *** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 

≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 

Si relacionamos el comportamiento de las fracciones húmica y fúlvica 

en la concentración radicular de ácidos orgánicos totales para cada dosis 
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analizada (Figura IV.43; interacción T×D, P>0,05; Tabla IV.A.13 Apéndice II), 

se pone de manifiesto que no difiere entre ambas fracciones con todas las 

dosis estudiadas. 
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Figura IV.43. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los 

contenidos radiculares de ácidos orgánicos totales (µmol/g m.f). 

El incremento de los ácidos orgánicos radiculares con el tratamiento 

Bic (Tablas IV.17 y IV.18) concuerda con la bibliografía, según la cual bajo 

deficiencia de hierro la síntesis de los ácidos orgánicos aumenta y pasa a 

estar regulada por la enzima radicular PEPC (Rabotti et al., 1995; López-

Millán et al., 2000a; Agnolon et al., 2001; Abadía et al., 2002; Rombolà et al., 

2005; Zocchi, 2006), la cual cataliza la incorporación del ión HCO3
- a 

fosfoenolpiruvato (PEP) para producir oxalacetato, que es convertido en 

malato por la malato deshidrogenasa (Lance y Rustin, 1984), siendo este 

último transportado a la mitocondria donde se sintetizan los ácidos orgánicos, 

obteniéndose en última instancia el citrato (López-Milán et al., 2000b).  

Esta respuesta no parece depender exclusivamente de la baja 

disponibilidad de Fe en el medio hidropónico, al obtenerse también con el 

tratamiento Bic de la Experiencia II.1 (Tablas IV.10 y IV.11) donde el Fe se ha 

adicionado como FeEDDHA, quelato eficaz a valores de pH alcalinos, y puede 

estar relacionada a su vez con la presencia del ión HCO3
- y el pH alcalino del 

medio hidropónico como se ha comentado en la Experiencia II.1. 
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Los tratamientos húmicos y fúlvicos no aumentaron los niveles 

radiculares de los ácidos orgánicos totales (Tabla IV.18), de igual modo que 

en la Experiencia II.1 (Tabla IV.11) y a diferencia del Ensayo I (Tabla IV.4). 

Estos resultados pueden deberse a la precipitación del AH y AF como 

consecuencia del pH alcalino y los cationes Ca2+ del medio. 

 

Capacidad de reducción del Fe (III). 

 

La actividad de la enzima radicular Fe (III)-reductasa incrementa 

significativamente con el tratamiento Bic respecto al Ctrl, mientras las 

fracciones húmica y fúlvica no inciden en este parámetro respecto al 

tratamiento Bic, a excepción de la dosis 2 (5,0 µg Corg·mL-1) del AH que lo 

aumenta en relación a los tratamientos Bic y Ctrl (Tabla IV.19). 

 

Comparando el efecto de las dos fracciones en la actividad de esta 

enzima radicular (Figura IV.44; interacción T×D, P≤0,05; Tabla IV.A.14, 

Apéndice II), se observa que para las dosis 1 y 3 (2,5 y 10,0 µg Corg·mL-1) 

ambas fracciones no difieren en su comportamiento, mientras con la dosis 2 

(5,0 µg Corg·mL-1) la actividad de la Fe (III)-reductasa es más elevada con la 

fracción húmica.  

 

Tabla IV.19. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la actividad 
de la Fe (III)-reductasa radicular (µmol Fe(II)/g raíz·h). El hierro fue 
adicionado como FeEDTA. 

TRATAMIENTO Actividad Fe (III)-reductasa 
(µmol Fe (II)/g raíz·h)  

Ctrl (1)0,11 ± 0,01a 
Bic 0,23 ± 0,02b 

BAH 1 0,22 ± 0,02b 
BAH 2 0,271 ± 0,005c 
BAH 3 0,25 ± 0,01b 

(2)SIGNIFICACIÓN *** 
Ctrl 0,11 ± 0,01a 
Bic 0,23 ± 0,02b 

BAF 1 0,232 ± 0,009b 
BAF 2 0,23 ± 0,02b 
BAF 3 0,22 ± 0,02b 

SIGNIFICACIÓN *** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2) Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Figura IV.44. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la actividad 

de la enzima radicular Fe (III)-reductasa (µmol Fe(II)/g raíz·h). 

 

Los resultados obtenidos concuerdan con otras investigaciones, donde 

la actividad de la Fe(III)-reductasa radicular aumenta en plantas de estrategia I 

como consecuencia de la deficiencia de hierro (Romera y Alcántara, 2004; 

Hall y Guerinot, 2006; Ma et al., 2006; Schmidt, 2006). 

 

En esta experiencia se comprueba que las fracciones húmica y fúlvica 

no inciden en este parámetro en medio calizo, a excepción del tratamiento 

BAH2, este hecho puede justificar el mayor contenido de Fe total en hojas de 

este tratamiento respecto a los tratamientos Bic y Ctrl (Tabla IV.15). Sin 

embargo, este incremento no ha repercutido en el resto de los parámetros 

analizados relacionados con la nutrición férrica, al no diferenciarse 

significativamente los niveles foliares de Fe (II) de este tratamiento respecto al 

Bic (Tabla IV.15).  

 

La medida del pH de las disoluciones nutritivas con NaHCO3 y CaCO3, 

indica que se mantuvo tamponado (7,5-8,5) durante el transcurso de toda la 

experiencia, no obteniéndose diferencias significativas para este parámetro 

con los tratamientos húmicos y fúlvicos en relación al tratamiento Bic.  
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Permeabilidad de membranas. 

 

En la Tabla IV.20, se manifiesta que el tratamiento Bic disminuye la 

permeabilidad de las membranas plasmáticas radiculares respecto al Ctrl. 

 

La fracción húmica aumenta este parámetro en relación al tratamiento 

Bic con las tres dosis estudiadas, siendo significativo con la dosis 2 (5,0 µg 

Corg·mL-1) y alcanzando los valores del Ctrl. La fracción fúlvica también 

incrementa la permeabilidad de las membranas radiculares respecto al 

tratamiento Bic, sin mostrar tendencia la dosis y logrando los valores 

obtenidos por el Ctrl. 

 

Al comparar el efecto de las dos fracciones en este parámetro, se 

aprecia que la respuesta de ambas no difiere para las tres dosis analizadas 

(Figura IV.45; interacción T×D, P>0,05; Tabla IV.A.15, Apéndice II). 

 

 

Tabla IV.20. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la en la 
permeabilidad de la membrana radicular (CE1/CE2). El hierro fue adicionado 
como FeEDTA. 

TRATAMIENTO Permeabilidad de membrana radicular 
(CE1/CE2) 

Ctrl (1)0,95 ± 0,03c 

Bic 0,83 ± 0,03a 

BAH 1 0,89 ± 0,04abc 

BAH 2 0,92 ± 0,03bc 

BAH 3 0,87 ± 0,03ab 
(2)SIGNIFICACIÓN ** 

Ctrl 0,95 ± 0,03b 

Bic 0,83 ± 0,03a 

BAF 1 0,96 ± 0,03b 

BAF 2 0,96 ± 0,04b 

BAF 3 0,97 ± 0,05b 

SIGNIFICACIÓN *** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2) Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Figura IV.45. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la 

permeabilidad de la membrana radicular. 

 

El análisis de los resultados (Tabla IV.20), revela que la permeabilidad 

de las membranas plasmáticas radiculares se ve afectada negativamente por 

la baja disponibilidad de Fe en el medio, al ser el quelato FeEDTA ineficaz en 

condiciones alcalinas como ya se ha indicado anteriormente. Sin embargo, la 

presencia de bicarbonato y el pH alcalino del medio hidropónico no inciden en 

este parámetro, al no diferenciarse significativamente del Ctrl el tratamiento 

Bic de la Experiencia II.1 (Tabla IV.13) donde el Fe ha sido aportado como 

FeEDDHA.  

 

El tratamiento BAH2 así como los tres tratamientos con el AF han 

recuperado este parámetro dañado (Tabla IV.20), manifestando estos 

resultados una incidencia positiva de las dos fracciones estudiadas en la 

permeabilidad de las membranas radiculares, a pesar de que el pH alcalino y 

los cationes Ca2+ del medio tienden a originar la floculación de los AH y AF, 

que ven reducida su solubilidad. El incremento de la permeabilidad de 

membrana con el tratamiento BAH2 en relación al tratamiento Bic, parece estar 

relacionado con el aumento de la actividad reductasa radicular y los niveles 

foliares de Fe total (Tablas IV.19 y IV.15), mientras para la fracción fúlvica 

esta respuesta positiva no se corresponde con un aumento de la toma del Fe 

por la planta, pues los niveles foliares de Fe total (Tablas IV.15), así como la 
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actividad de la Fe(III)-reductasa radicular (Tablas IV.19) no se han 

diferenciado significativamente del tratamiento Bic, demostrándose de este 

modo la acción fisiológica del AF para restaurar la permeabilidad de las 

membranas plasmáticas radiculares. Esta respuesta contrasta con la obtenida 

por ambas fracciones en el Ensayo I y la Experiencia II.1 (Tablas IV.6 y IV.13), 

donde los tratamientos húmicos y fúlvicos no afectaron a la permeabilidad de 

las membranas plasmáticas radiculares, de esta manera, los efectos 

beneficiosos de las SH en este parámetro parecen limitarse a su recuperación 

cuando se encuentra dañado. 

 

IV.2.4. PARÁMETROS MORFOLÓGICOS. 

 

Peso fresco parte aérea y radicular. 

 

En la Tabla IV.21 se aprecia un efecto negativo con el tratamiento Bic, 

al reducirse significativamente los pesos aéreos y radiculares respecto al Ctrl, 

mientras las fracciones húmica y fúlvica no han mejorado el desarrollo vegetal 

en medio calizo.  

 

 

Tabla IV.21. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los pesos 
frescos radiculares y de la parte aérea (g/planta). El hierro fue adicionado 
como FeEDTA. 

TRATAMIENTO PESO AÉREO 
(g/planta) 

PESO RADICULAR 
(g/planta) 

Ctrl (1)10 ± 1b 5 ± 1b 
Bic 6,6 ± 0,7a 3,7 ± 0,7a 

BAH 1 6 ± 1a 3,6 ± 0,8a 
BAH 2 6,8± 0,8a 3,6 ± 0,7a 
BAH 3 6,7 ± 0,9a 3,7 ± 0,7a 

(2)SIGNIFICACIÓN *** *** 
Ctrl 10 ± 1c 5 ± 1b 
Bic 6,6 ± 0,7ab 3,7 ± 0,7a 

BAF 1 8 ± 1b 3,4 ± 0,4a 
BAF 2 6 ± 1a 3,1 ± 0,6a 
BAF 3 6,2 ± 0,8ab 2,9 ± 0,7a 

SIGNIFICACIÓN *** *** 
(1) Media ± error Standard (n=9). 
(2) Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Al comparar el efecto de las dos fracciones en estos parámetros 

(Figuras IV.46 y IV.47 interacción T×D, P>0,05, Tabla IV.A.16, Apéndice II), no 

se aprecian diferencias significativas entre ambas para las tres dosis 

analizadas. 
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Figura IV.46. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en el peso 

fresco de la parte aérea. 
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Figura IV.47. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en el peso 

fresco radicular. 
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A la vista de los resultados, la deficiencia de hierro inducida por el ión 

HCO3
- afecta negativamente al crecimiento de las plantas cuando el Fe es 

suministrado como FeEDTA, al reducirse significativamente el peso fresco de 

la parte aérea y radicular con el tratamiento Bic respecto al Ctrl (Tabla IV.21). 

Asimismo, Ma et al. (2006) encontraron una disminución del peso fresco en 

dos portainjertos de pera P. xerophila y P. betulaefolia, desarrollados en 

hidroponía con 10 mM NaHCO3, 0,5 mg·L-1 CaCO3
 y 100 µM FeEDTA. 

También, Ksouri et al. (2005) observaron una reducción de la biomasa y de la 

longitud de la parte aérea en vid crecida con 10 mM NaHCO3 y 20 µM 

FeEDTA. 

 

Por otra parte, las fracciones húmica y fúlvica no han paliado los 

efectos negativos del medio calizo en estos parámetros analizados (Tabla 

IV.21), de igual modo que no inciden en la Experiencia II.1 (Tabla IV.14) y 

contrariamente a otros estudios donde las sustancias húmicas si estimulan el 

crecimiento de las plantas, principalmente en condiciones de limitada 

disponibilidad de Fe (Kuiters y Mulder, 1993; David et al., 1994). Esta 

respuesta puede atribuirse como se ha comentado con anterioridad a la 

precipitación de parte de las fracciones húmicas como resultado del pH 

alcalino y de los cationes Ca2+ del medio. 

En base a los resultados expuestos se pueden extraer las siguientes 

conclusiones: 

 
• Con el tratamiento Bic se han desarrollado las respuestas 

características de las plantas dicotiledóneas sometidas a estrés férrico 

como son: aumento de la concentración de Fe total en hojas, de la 

actividad radicular de la Fe(III)-reductasa y de los niveles radiculares 

de ácidos orgánicos y reducción de los contenidos de Fe (II) y clorofila 

en hojas, permeabilidad de las membranas plasmáticas radiculares y 

crecimiento de la planta. 

 

• Las fracciones húmica y fúlvica no afectan a la actividad de la Fe(III)-

reductasa radicular, con excepción del tratamiento BAH2 que la 

incrementa. Esta respuesta también se corresponde con un aumento 
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de la permeabilidad de las membranas plasmáticas radiculares y de 

los contenidos de Fe total en hojas y parece indicar un incremento en 

la toma de Fe por las plantas, bien al mejorar su solubilidad en el 

medio o al aportar esta fracción su Fe endógeno. Por su parte, los 

tratamientos fúlvicos han restaurado la permeabilidad de las 

membranas radiculares, al lograr los valores obtenidos por el Ctrl, 

demostrándose así su acción fisiológica. 

 

• En general, los tratamientos húmicos y fúlvicos no han incidido en los 

niveles foliares de Fe (II), clorofila, el peso fresco de la planta y en la 

concentración radicular de ácidos orgánicos en medio calizo. Estos 

resultados sugieren que ambas fracciones no muestran efectos 

fisiológicos en los mecanismos relacionados con estos parámetros y 

además, las plantas tienen dificultad para asimilar el Fe endógeno 

presente en ambas fracciones, pudiendo deberse esta respuesta a la 

floculación del AH y AF como consecuencia de las condiciones 

experimentales (pH alcalino y cationes Ca2+ en el medio). 
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IV.3. ENSAYO III: EFECTOS DE LOS ÁCIDOS HÚMICOS Y FÚLVICOS EN 

LA TOMA Y ASIMILACIÓN DEL Fe POR PLÁNTULAS DE TOMAT E 

CRECIDAS BAJO DEFICIENCIA FÉRRICA INDUCIDA POR UNA 

CONCENTRACIÓN EN EL MEDIO MIL VECES INFERIOR A LA 

ADECUADA.  

 

En este ensayo, se han estudiado los efectos de las fracciones 

húmicas y fúlvicas purificadas en los mecanismos de toma y asimilación del 

Fe bajo deficiencia férrica severa, producida por una concentración de hierro 

en el medio hidropónico mil veces inferior a la adecuada, siendo el Fe 

aportado como FeEDDHA.  

 

IV.3.1. PARÁMETROS FISIOLÓGICOS Y NUTRICIONALES. 

 

ANÁLISIS FOLIARES:  

 

Fe total, Fe (II) y relación Fe(II)/Fe (total).   

 

En la Tabla IV.22, se muestran los contenidos foliares de Fe total y Fe 

(II), donde se observa que el tratamiento DFe incide negativamente en los 

niveles foliares de Fe total, al disminuir en orden de 4,8 veces este parámetro. 

Sin embargo, todas las dosis de los tratamientos con ambas fracciones 

aumentan el contenido foliar de Fe total, aunque sin alcanzar los valores del 

tratamiento Ctrl y mostrando una tendencia positiva con la dosis, que 

disminuye con la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) del AH. El tratamiento DFe 

también reduce la concentración foliar de Fe (II), siendo capaz de 

incrementarla significativamente las fracciones húmicas y fúlvicas estudiadas, 

no alcanzando los niveles del tratamiento Ctrl y sin mostrar tendencia las 

dosis. Con el estudio de la relación Fe(II)/Fe(total) se comprueba que el 

tratamiento DFe disminuye ligeramente este cociente, aunque no de forma 

significativa, no incidiendo en él ninguna fracción. 

 

Al comparar el comportamiento de las dos fracciones en deficiencia de 

Fe, se observa que la concentración foliar de Fe total difiere según la fracción 

utilizada, siendo los niveles más altos con el AH para las tres dosis empleadas 

en este estudio (Figura IV.48; interacción T×D×F, P≤0,05, Tabla IV.A.1, 

Apéndice II). Referente al contenido foliar de Fe (II) se aprecia la misma 
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conducta, al ser los niveles de este parámetro mayores para todas las dosis 

analizadas con la fracción húmica (Figura IV.49; interacción T×D×F, P≤0,001, 

Tabla IV.A.1, Apéndice II). En la relación Fe(II)/Fe(total) la respuesta no difiere 

entre ambas fracciones para todas las dosis estudiadas (Figura IV.50; 

interacción T×D×F, P≤0,05,Tabla IV.A.1, Apéndice II). 

 

Tabla IV.22. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los 
contenidos foliares de Fe total (mg/Kg), Fe (II) (mg/Kg) y el cociente Fe 
(II)/Fetotal. 

TRATAMIENTO Fe (total) 
(mg/kg)  

Fe (II) 
(mg/kg)  

Fe(II)/Fe 

(total)  
Ctrl (1)121 ± 2e 43 ± 2c 0,36 ± 0,01b 
DFe 25 ± 3a 7,9 ± 0,3a 0,30 ± 0,02ab 

DAH1 48 ± 5b 19 ± 2b 0,38 ± 0,05b 
DAH2 98 ± 5d 23 ± 5b 0,26 ± 0,03a 
DAH3 84 ± 4c 25 ± 5b 0,30 ± 0,07ab 

(2)SIGNIFICACIÓN *** *** * 
Ctrl 121 ± 2e 43 ± 2c 0,36 ± 0,01c 
DFe 25± 3a 7,9 ± 0,3a 0,30 ± 0,02bc 
DAF1 34 ± 3b 12 ± 1b 0,36 ± 0,02c 
DAF2 41 ± 2c 12 ± 2b 0,30 ± 0,03bc 
DAF3 47 ± 3d 11 ± 1b 0,24 ± 0,03b 

  SIGNIFICACIÓN *** *** *** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 

≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Figura IV.48. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los 

contenidos foliares de Fe total (mg/Kg). 



Resultados y Discusión 

155 

0

10

20

30

40

50

0,0 2,5 5,0 10,0

Dosis de SH ( µµµµg Corg/mL)

F
e(

II)
 (

m
g/

K
g)

Ctrl DFe DAH DAF

Figura IV.49. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los 

contenidos foliares de Fe (II) (mg/Kg). 
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Figura IV.50. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los 

contenidos foliares del cociente Fe (II)/Fetotal. 

Los resultados obtenidos en este ensayo, muestran que el estrés 

férrico debido a concentraciones de Fe extremadamente bajas en el medio 

hidropónico, reduce significativamente los niveles foliares de Fe total. Sin 

embargo, la adición de las fracciones húmica y fúlvica a la disolución nutritiva 

producen un efecto positivo, al incrementar la concentración de este 

parámetro con todas las dosis estudiadas, aunque sin alcanzar los valores 
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obtenidos por el tratamiento Ctrl. Los efectos de la deficiencia severa de Fe 

también quedan reflejados visualmente en el tratamiento DFe, con la 

reducción del crecimiento de la planta y la pérdida de clorofila que produce un 

amarillamiento casi completo de la parte aérea, apareciendo incluso zonas 

necróticas (Figura IV.51). La aplicación de las fracciones húmica y fúlvica 

permite la recuperación parcial de estos síntomas discutidos más adelante 

(Figura IV.52 a y b, respectivamente).  

Esto confirma la incidencia de las sustancias húmicas en las plantas y, 

más concretamente, en la nutrición del hierro, como ya ha sido demostrado en 

diversas investigaciones que ponen de manifiesto la importancia de las 

sustancias húmicas en la nutrición férrica de especies dicotiledóneas 

(Lobartini y Orioli, 1988; Chen y Aviad, 1990; Bar-Ness y Chen, 1991a,b). Sin 

embargo, cuando la nutrición férrica fue la adecuada (Ensayo I), estas 

fracciones no incrementaron los niveles foliares de Fe (Tabla IV.1), 

coincidiendo esta respuesta con los estudios desarrollados por Pinton et al. 

(1998) en plantas de pepinos crecidas en hidroponía, donde la adición de dos 

sustancias húmicas de diferentes orígenes en dosis 5 (µg Corg/mL) a una 

disolución nutritiva sin hierro, incrementaron la concentración foliar de este 

parámetro, siendo mayor con SH-PE, mientras que bajo nutrición adecuada 

ambas fracciones no lo hicieron, resultando incluso inhibitoria la adición de 

SH-PE. Este comportamiento pone de manifiesto que los efectos de las 

sustancias húmicas en la nutrición férrica de las plantas, resultan más 

pronunciados en condiciones de limitada disponibilidad de este nutriente 

(Kuiters y Mulder, 1993; David et al., 1994; Chen et al., 2004b), hecho que se 

puede atribuir a que las SH tienen cantidades variables de Fe en sus 

estructuras moleculares que las plantas asimilarían bajo estrés férrico (Pinton 

et al., 1998, 1999; Chen et al., 2001, 2004b).  

Asimismo, el tratamiento estadístico de los datos revela que el 

contenido foliar de Fe total ha sido mayor con los tratamientos con AH, para 

todas las dosis estudiadas (Figura IV.48; interacción T×D×F, P≤0,05, Tabla 

IV.A.1, Apéndice II) lo que estaría en concordancia con el mayor contenido en 

Fe endógeno de sus estructuras moleculares (Tabla III.2). 
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Figura IV.51. Efectos visuales de los tratamientos Ctrl y 

DFe. 

 
 

 
 

Figura IV.52. Efectos visuales de los tratamientos Ctrl y DFe y de las dosis 

(1:2,5; 2:5,0 y 3: 10,0 µg Corg/mL) de los tratamientos DAH (a) y DAF (b).  
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Por otra parte, con la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) de la fracción húmica 

a pesar de obtenerse mayor concentración de Fe foliar que el tratamiento 

DFe, se ha visto reducido este parámetro respecto a la tendencia positiva 

obtenida con las dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1). Esta reducción podría ser 

consecuencia del efecto dilución producido por el incremento del peso fresco 

de la parte aérea respecto al tratamiento DFe, conforme lo hace la dosis del 

AH (Tabla IV.28). 

En cuanto al Fe (II) foliar, también se ha obtenido un descenso 

significativo en su concentración con el tratamiento DFe, que puede ser 

resultado de los niveles extremadamente bajos de Fe en el medio hidropónico, 

ya que la relación Fe (II)/Fe(total), aunque disminuye con este tratamiento 

respecto al tratamiento Ctrl, no lo hace de forma significativa, indicando que la 

concentración de Fe (II) encontrada está en proporción con el contenido de Fe 

total presente en las hojas del tratamiento DFe. 

 

Cuando se adicionan las fracciones húmica y fúlvica a las disoluciones 

nutritivas deficientes en Fe, se obtienen incrementos significativos de los 

niveles de Fe (II) foliar con todas las dosis analizadas, aunque sin alcanzar los 

valores obtenidos por el tratamiento Ctrl y sin mostrar tendencia la dosis 

(Tabla IV.22). Estos resultados pueden ser consecuencia del Fe endógeno 

que ambas fracciones han proporcionado a las plantas. Por otro lado, cuando 

se comparan los niveles de Fe (II) en hojas obtenidos con ambas fracciones 

(Figura IV.49), se aprecia que han resultado significativamente mayores con la 

fracción húmica para todas las dosis, debido posiblemente a que esta fracción 

tiene más Fe endógeno que el AF (Tabla III.2).  

 

Contenido en clorofilas. 

 

El análisis de los niveles de clorofila total, a y b (Tabla IV.23) muestra 

la incidencia negativa del tratamiento DFe, mientras que la adición de la 

fracción húmica a la disolución nutritiva en dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1) 

ha incrementado la concentración de clorofila total respecto al tratamiento 

DFe, aunque sin alcanzar los valores obtenidos por el tratamiento Ctrl. No se 

observa influencia de la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) en este parámetro.  
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En cuanto a la concentración de clorofila a, también aumentó con 

todas las dosis del AH. Sin embargo, la clorofila b sólo incrementó respecto al 

tratamiento DFe con la dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1). Por otra parte, los 

tratamientos con ácidos fúlvicos no mejoraron las concentraciones de clorofila 

total, a y b bajo estas condiciones de deficiencia férrica severa. 

 

Al estudiar el efecto de las dos fracciones purificadas (Figura IV.53; 

interacción T×D×F, P≤0,001; Tabla IV.A.2, Apéndice II), se observa que la 

concentración foliar de clorofila total es significativamente mayor para el 

tratamiento DAH con las dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1), mientras que para 

la 3 (10,0 µg Corg·mL-1) no existieron diferencias sustanciales entre ambas 

fracciones. 

 

En cuanto a la concentración de clorofila a, los valores obtenidos con 

el AH fueron significativamente mayores a los del AF, sin incidir la dosis 

(Figura IV.54; interacciones T×D×F, P>0,05; T×F, P≤0,001, Tabla IV.A.2, 

Apéndice II). Por último, la concentración de clorofila b resultó mayor con la 

dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1) del AH, no existiendo diferencias significativas entre 

ambas fracciones para las dosis 2 (5,0 µg Corg·mL-1), siendo mayor con el AF 

para la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) (Figura IV.55; interacción T×D×F, P≤0,01; 

Tabla IV.A.2, Apéndice II). 

 

Tabla IV.23. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en la 
concentración de clorofila (mg/g m.f). 

TRATAMIENTO Clorofila Total 
(mg/g m.f)  

Clorofila a 
(mg/g m.f)  

Clorofila b 
(mg/g m.f)  

Ctrl (1)1,7 ± 0,2d 1,3 ± 0,1d 0,44 ± 0,07d 
DFe 0,24 ± 0,07a 0,14 ± 0,03a 0,10 ± 0,04ab 

DAH1 0,93 ± 0,06c 0,55 ± 0,08c 0,29 ± 0,09c 
DAH2 0,53 ± 0,02b 0,4 ± 0,1c 0,19 ± 0,07bc 
DAH3 0,32 ± 0,03a 0,26 ± 0,01b 0,06 ± 0,02a 

(2)SIGNIFICACIÓN *** *** *** 
Ctrl 1,7 ± 0,2b 1,3 ± 0,1b 0,44 ± 0,07b 
DFe 0,24 ± 0,07a 0,14 ± 0,03a 0,10 ± 0,04a 
DAF1 0,35 ± 0,05a 0,21 ± 0,02a 0,14 ± 0,04a 
DAF2 0,34 ± 0,04a 0,20 ± 0,02a 0,14 ± 0,02a 
DAF3 0,33 ± 0,05a 0,20 ± 0,05a 0,13 ± 0,02a 

SIGNIFICACIÓN *** *** *** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 

≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Figura IV.53. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los 

contenidos foliares de clorofila total (mg/g mf). 
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Figura IV.54. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los 

contenidos foliares de clorofila a (mg/g mf). 
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Figura IV.55. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los 

contenidos foliares de clorofila b (mg/g mf). 

 

 

La respuesta obtenida pone de manifiesto que la deficiencia de hierro 

como consecuencia de una concentración mil veces inferior a la adecuada en 

el medio hidropónico, afecta negativamente a los niveles foliares de clorofila, 

produciendo reducciones en torno a 7 veces respecto al tratamiento Ctrl para 

la clorofila total, y de 9,3 y 4,4 veces para las clorofilas a y b respectivamente 

(Tabla IV.23). Estos resultados reflejan una mayor incidencia negativa en los 

niveles de clorofila a, hecho importante si se tiene en cuenta que su 

concentración oscila entre el doble y el triple de la clorofila b, siendo esta 

última un metabolito directo de la clorofila a (Barceló-Coll et al., 2001). 

 

El descenso de la concentración de clorofila puede ser consecuencia 

directa de la reducción significativa del Fe (II) foliar con el tratamiento DFe 

(Tabla IV.22), al existir una correlación positiva entre ambos como indican 

varios autores, que sugieren que la concentración de Fe (II), o hierro activo en 

hojas, es el mejor indicador del estado nutricional en hierro de las plantas 

(Häussling et al., 1985; Abadía et al., 1989; Bavaresco et al., 1992, 1993; 

Köseoglu y Açikgöz, 1995). 
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Por otra parte, la incorporación de la fracción húmica a la disolución 

nutritiva del tratamiento DFe, ha aumentado la concentración de clorofila total 

con las dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1), no resultando estadísticamente 

diferente al tratamiento DFe con la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1). Esta tendencia 

negativa de la dosis parece ser consecuencia del efecto dilución producido por 

el incremento del peso fresco de la parte aérea respecto al tratamiento DFe, 

conforme lo hace la dosis del AH (Tabla IV.28). La respuesta positiva obtenida 

con el AH en la concentración de este parámetro, se puede deber a que las 

plantas, en condiciones de limitada disponibilidad de Fe, son capaces de 

movilizar el Fe endógeno de esta fracción, aumentando así los niveles foliares 

de Fe total y, más concretamente, de Fe (II) (Tabla IV.22), responsable directo 

de la biosíntesis de clorofila. Si bien, la fracción húmica también ha podido 

actuar sobre enzimas relacionadas con la actividad fotosintética siendo, por 

tanto, necesario un estudio que permita conocer si los efectos positivos de 

esta fracción en los niveles de clorofila bajo estrés férrico, se deben al aporte 

de Fe endógeno o su acción fisiológica (Ensayo IV). Sin embargo, a pesar de 

que la fracción fúlvica también ha incrementado la concentración de Fe (II) en 

hojas (Tabla IV.22), no ha afectado a los niveles de clorofila. Posiblemente 

este hierro asimilado resulta todavía insuficiente para cubrir todas las 

necesidades nutricionales de la planta, y se ha usado en restaurar otros 

parámetros dañados por el estrés férrico, como son el peso fresco de la parte 

aérea y la permeabilidad de las membranas radiculares, que se discuten más 

adelante.  

 

Son numerosos los estudios que demuestran los efectos beneficiosos 

de las SH en la fotosíntesis, al incrementar los niveles de clorofila (Sladky, 

1959; Albuzio et al., 1994; Chen el al., 2001). Así, Chen et al. (2004a) 

observaron aumentos en la concentración de clorofila de plantas de soja 

cuando se adicionaron ácidos húmicos y fúlvicos en dosis de 50 mg·L-1 a una 

disolución nutritiva carente de Fe, concluyendo que estos resultados fueron 

consecuencia directa de la asimilación por parte de las plantas del Fe 

endógeno de estas fracciones (0,02 y 0,015 mg Fe·100 g-1 p.s para el AH y AF 

respectivamente). También, Pinton et al. (1998) encontraron que la adición de 

dos SH de diferentes orígenes en plantas de pepino no modificaron el 
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contenido de clorofila bajo nutrición adecuada, mientras que lo incrementaron 

en plantas sometidas a estrés férrico al proporcionarles su Fe endógeno.  

 

ANÁLISIS RADICULARES:  

 

Ácidos orgánicos. 

 

Los resultados referentes a las concentraciones radiculares de ácidos 

orgánicos se encuentran en la Tabla IV.24, donde se observa en primer lugar 

que el tratamiento DFe afecta negativamente al ácido cítrico, mientras que los 

tres tratamientos con la fracción húmica han incrementado su concentración, 

alcanzado valores significativamente superiores al tratamiento Ctrl, sin mostrar 

tendencia la dosis. La fracción fúlvica también ha aumentando la 

concentración radicular de este ácido respecto al tratamiento DFe con las tres 

dosis empleadas, obteniéndose valores superiores al tratamiento Ctrl, donde 

el tratamiento DAF2 dio lugar al mayor incremento de este parámetro. 

 

Tabla IV.24. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en la 
concentración radicular de ácidos orgánicos (µmol/g m.f). 

TRATAMIENTO Ac. Cítrico 
(µmol/g m.f)  

Ac. Málico 
(µmol/g m.f)  

Ac. Succínico 
(µmol/g m.f)  

Ac. Fumárico 
(µmol/g m.f)  

Ctrl (1)5,9 ± 0,7b 2,9 ± 0,7b 7,5 ± 0,3b 0,08 ± 0,01b 

DFe 2,3 ± 0,2a 0,9 ± 0,3a 6,2 ± 0,7a 0,05 ± 0,01a 

DAH1 9 ± 1c 10,7 ± 0,8d 7,6 ± 0,7b 0,05 ± 0,03ab 

DAH2 8,6 ± 0,4c 7 ± 1c 7,3 ± 0,4b 0,060±0,007ab 

DAH3 10 ± 1c 3,4 ± 0,7b 8,2 ± 0,8b 0,04 ± 0,01a 
(2)SIGNIFICACIÓN *** *** ** * 

Ctrl 5,9 ± 0,7b 2,9 ± 0,7b 7,5 ± 0,3b 0,08 ± 0,01b 

DFe 2,3 ± 0,2a 0,9 ± 0,3a 6,2 ± 0,7a 0,05 ± 0,01a 

DAF1 10,1± 0,7d 0,9 ± 0,4a 17 ± 2d 0,06 ± 0,01ab 

DAF2 13 ± 1e 1,2 ± 0,3a 13 ± 2cd  0,07 ± 0,01ab 

DAF3 8 ± 1c 0,9 ± 0,1a 15,9 ± 0,8d 0,070±0,009ab 
  SIGNIFICACIÓN *** *** *** * 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 

≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Cuando se compara el comportamiento de este parámetro con las dos 

fracciones, se observa que con la dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1) la respuesta es 

similar con ambas, con la dosis 2 (5,0 µg Corg·mL-1) el AF proporciona una 

mayor concentración, mientras para la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) la 

concentración mayor corresponde al AH (Figura IV.56; interacción T×D×F, 

P≤0,001, Tabla IV.A.3, Apéndice II). 
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Figura IV.56. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los 

contenidos radiculares de ácido cítrico (µmol/g m.f). 

 

En cuanto a los niveles radiculares de ácido málico, también se aprecia 

un efecto negativo con el tratamiento DFe, mientras que el AH, aunque 

muestra una tendencia negativa con la dosis, es capaz de incrementarlo con 

las tres dosis analizadas, resultando su concentración significativamente 

superior al tratamiento Ctrl con las dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1), no 

diferenciándose de este con la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1). Por el contrario, la 

fracción fúlvica no incide en este parámetro en estas condiciones de estrés 

férrico (Tabla IV.24).  

 

Al comparar el efecto de las dos fracciones purificadas en este 

parámetro, se observa que su concentración difiere según la fracción 

empleada, al ser significativamente mayor para las tres dosis de la fracción 

húmica (Figura IV.57; interacción T×D×F, P≤0,001; Tabla IV.A.3, Apéndice II).  
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Figura IV.57. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los 

contenidos radiculares de ácido málico (µmol/g m.f). 

 

 

Para el ácido succínico, el tratamiento DFe redujo ligeramente su 

concentración, mientras que la adición de AH a la disolución nutritiva la 

incrementó alcanzando los valores obtenidos por el tratamiento Ctrl, sin 

mostrar tendencia la dosis. En cuanto a la fracción fúlvica, también aumentó 

este parámetro con todas las dosis analizadas, obteniéndose niveles 

significativamente superiores al tratamiento Ctrl, aunque sin mostrar tendencia 

la dosis (Tabla IV.24).  

 

Comparando la respuesta obtenida con las dos fracciones purificadas, 

se aprecia que los niveles obtenidos para este parámetro fueron mayores con 

la fracción fúlvica, sin mostrar efecto las dosis estudiadas (Figura IV.58; 

interacciones T×D×F, P>0,05; T×F, P≤0,001, Tabla IV.A.4, Apéndice II).  
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Figura IV.58. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los 

contenidos radiculares de ácido succínico (µmol/g m.f). 

 

 

En la Tabla IV.24 se comprueba que el tratamiento DFe ha reducido la 

concentración radicular de ácido fumárico, mientras la adición de las 

fracciones húmicas y fúlvicas a la disolución nutritiva en las tres dosis 

estudiadas, no han incidido en los niveles radiculares de ácido fumárico bajo 

estas condiciones de estrés férrico. 

 

Al estudiar el efecto de ambas fracciones en deficiencia de hierro, se 

observa que con las dosis 1 y 2 (2,5 y 5,0 µg Corg·mL-1) los niveles de ácido 

fumárico no difieren, mientras que para la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) la 

fracción fúlvica da lugar a niveles más elevados de este parámetro (Figura 

IV.59; interacción T×D×F, P≤0,05; Tabla IV.A.4, Apéndice II).  
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Figura IV.59. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los 

contenidos radiculares de ácido fumárico (µmol/g m.f). 

 

Si se analiza el efecto de las fracciones húmica y fúlvica en el 

contenido radicular de ácidos orgánicos totales (Tabla IV.25), se observa que 

ambas fracciones producen un efecto positivo en este parámetro para las tres 

dosis estudiadas, al incrementar significativamente la concentración de los 

ácidos orgánicos totales en raíces respecto a los tratamientos DFe y Ctrl. 

 

Tabla IV.25. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en la 
concentración radicular de ácidos orgánicos totales (µmol/g m.f). 

TRATAMIENTO Ácidos orgánicos totales 
(µmol/g m.f)  

Ctrl (1)16,4 ± 0,7b 
DFe 9,5 ± 0,7a 

DAH1 27 ± 2d 
DAH2 23 ± 1c 
DAH3 21 ± 2c 

(2)SIGNIFICACIÓN *** 
Ctrl 16,4 ± 0,7b 
DFe 9,5 ± 0,7a 
DAF1 28 ± 1d 
DAF2 27 ± 1cd 
DAF3 25 ± 1c 

  SIGNIFICACIÓN *** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 
≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 

 

Al comparar el efecto de las dos fracciones en la concentración total de 

ácidos orgánicos radiculares (Figura IV.60; interacción T×D×F, P≤0,001; Tabla 
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IV.A.5, Apéndice II), se observa una respuesta similar para ambas fracciones 

con la dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1), mientras con las dosis 2 y 3 (5,0 y 10,0 µg 

Corg·mL-1) el AF alcanza una concentración más elevada de este parámetro. 
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Figura IV.60. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los 

contenidos radiculares de ácidos orgánicos totales (µmol/g m.f). 

De acuerdo con la bibliografía, la concentración radicular de ácidos 

orgánicos, fundamentalmente cítrico y málico, aumenta por efecto de la 

deficiencia de hierro, facilitando así la toma y transporte de este nutriente en 

las plantas de estrategia I (Landsberg, 1986; Fournier et al., 1992; Rabotti et 

al., 1995). A pesar de esto, en las condiciones de estrés férrico severo de este 

ensayo, el comportamiento general ha sido la reducción en el contenido 

radicular de ácidos orgánicos con el tratamiento DFe. De esta manera, los 

niveles de ácido málico se han reducido en torno a 3,2 veces y los del ácido 

cítrico y succínico lo han hecho 2,6 y 1,2 veces respectivamente, no 

afectando, la deficiencia de Fe a la concentración de ácido fumárico (Tabla 

IV.24). 

Estos resultados se oponen a numerosos estudios (Rabotti et al. 1995; 

Alhendawi et al., 1997; López-Millán et al., 2000b; Abadía et al., 2002), así 

como al Ensayo II, donde con el fin de simular las condiciones de los suelos 

calizos, se añadieron CaCO3 y NaHCO3 a las disoluciones nutritivas, siendo el 

Fe adicionado como FeEDDHA en la Experiencia II.1 y como FeEDTA en la 
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Experiencia II.2, ya que en ambos casos la concentración radicular de los 

ácidos orgánicos incrementó con el tratamiento Bic (Tablas IV.10 y IV.17). Sin 

embargo, hay que tener en cuenta que en estos estudios la deficiencia de Fe 

ha sido inducida por la presencia de carbonatos y bicarbonatos en el medio, 

donde el incremento de la síntesis de los ácidos orgánicos radiculares no 

parece depender exclusivamente de la baja disponibilidad de Fe en el medio, 

sino también del aporte de iones H+ para neutralizar el pH alcalino del medio 

radicular. 

Asimismo, el nivel de Fe en el medio radicular afecta a la inducción de 

los mecanismos de respuesta radicular ante la deficiencia de Fe en plantas de 

estrategia I y en general, la absoluta ausencia es menos efectiva que 

concentraciones de Fe extremadamente pequeñas (Romera et al., 1992b; 

Gorgocena et al., 2000; Li et al., 2000; Schmidt, 2001).  

Las consideraciones anteriormente expuestas nos llevan a suponer 

que cuando la deficiencia de hierro es inducida por carbonatos, los niveles de 

Fe del medio, aunque inferiores al requerimiento óptimo de la planta, pueden 

ser suficientes para activar la síntesis de los ácidos orgánicos radiculares. Sin 

embargo, cuando la concentración de Fe en el medio es extremadamente baja 

(Ensayo III), las plantas no pueden activar la síntesis de ácidos orgánicos al 

ser necesario superar cierta concentración umbral de Fe, a partir de la cual las 

plantas pueden sintetizarlos. Del análisis de los resultados obtenidos (Tablas 

IV.24 y IV.25), se deduce que los contenidos de ácidos orgánicos en raíces se 

ven reducidos con el tratamiento DFe, como consecuencia de la inactivación 

de la señal o señales que desencadenan su síntesis, que pueden ser bien 

niveles más altos de Fe en el medio, bien la presencia del ión HCO3
- que 

permitiría la activación de la PEPC responsable de la síntesis de ácidos 

orgánicos (Abadía et al., 2002) y/o el hecho de no haber un pH alcalino en el 

citoplasma radicular, ya que el pH óptimo de esta enzima está en torno a 8 

(De Nisi y Zocchi, 2000; López-Millán et al., 2000b; Abadía et al., 2002), y está 

documentado que aumenta la síntesis de ácidos orgánicos en raíces como 

mecanismo de regulación del pH del citoplasma radicular (teoría pH-stat, 

Davies, 1986). 
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Si nos centramos en los efectos obtenidos por la incorporación de las 

fracciones húmica y fúlvica a las disoluciones nutritivas deficientes en Fe, se 

pone de manifiesto que ambas fracciones pueden estimular la síntesis de los 

ácidos orgánicos a nivel radicular, con excepción del ácido fumárico, al cual 

no le ha incidido la incorporación de estas fracciones (Tabla IV.24), a pesar de 

que en condiciones de nutrición adecuada el AH estimuló su síntesis, mientras 

que el AF la redujo (Tabla IV.3). El ácido cítrico ha incrementado su 

concentración con ambas fracciones, aunque la fracción fúlvica bajo nutrición 

férrica adecuada sólo aumentó este parámetro con el tratamiento AF3 (Tabla 

IV.3). La concentración de ácido málico no se ha visto afectada por el AF 

(Tabla IV.24), sin embargo, en condiciones de nutrición férrica adecuada sí 

mostró una incidencia positiva (Tabla IV.3). Por el contrario, el AH sí ha 

incrementado de forma significativa la síntesis radicular de ácido málico con 

las tres dosis estudiadas (Tabla IV.24). Por último, el ácido succínico también 

se ha visto aumentado por la adición de ambas fracciones bajo estrés férrico 

severo, siendo mayor con la fracción fúlvica (Tabla IV.24), a pesar de ser la 

respuesta obtenida por ambas fracciones inhibitoria con nutrición férrica 

adecuada (Tabla IV.3). 

 

En general, bajo deficiencia severa de Fe las fracciones húmica y 

fúlvica presentan la misma tendencia positiva en la síntesis total de ácidos 

orgánicos en raíces (Tabla IV.25). Esta respuesta puede ser resultado del 

aporte de Fe endógeno por ambas fracciones, permitiendo a las plantas 

superar la concentración de Fe umbral a partir del cual se desencadenaría la 

síntesis de ácidos orgánicos. Este hecho, hace necesario estudiar si los 

efectos positivos de las dos fracciones en la síntesis de ácidos orgánicos son 

sólo consecuencia del aporte de Fe por parte de ambas fracciones y/o 

también se deben a su acción fisiológica en los mecanismos relacionados con 

la síntesis de ácidos orgánicos en estas condiciones de estrés férrico severo 

(Ensayo IV). 
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Capacidad de reducción del Fe (III). 

 

Los resultados referentes a la actividad de la enzima radicular Fe (III)-

reductasa se encuentran en la Tabla IV.26, donde se aprecia que el 

tratamiento DFe incrementa significativamente este parámetro respecto al 

tratamiento Ctrl, como consecuencia del estrés férrico. 

 

La incorporación de las fracciones húmica y fúlvica a las disoluciones 

nutritivas deficientes en Fe produjeron una activación mayor de esta enzima 

que el tratamiento deficiente en hierro (DFe) con todas las dosis estudiadas, 

siendo la dosis 2 (5,0 µg Corg·mL-1) del AH y la 3 (10,0 µg Corg·mL-1) del AF las 

que más lo incrementaron. 

 

Cuando se compara el efecto de las dos fracciones sobre la actividad 

de esta enzima radicular, se pone de manifiesto que para la dosis 1 (2,5 µg 

Corg·mL-1) la respuesta es similar con las dos fracciones, con las dosis 2 (5,0 

µg Corg·mL-1) de la fracción húmica la actividad de la Fe (III)-reductasa es más 

elevada, mientras que es la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) de la fracción fúlvica la 

que produce mayor actividad (Figura IV.61; interacción T×D×F, P≤0,001; 

Tabla IV.A.6, Apéndice II).  

 

Tabla IV.26. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en la 
actividad de la Fe (III)-reductasa radicular (µmol Fe(II)/g raíz·h).  

TRATAMIENTO Actividad Fe (III)-reductasa 
(µmol Fe (II)/g raíz·h)  

Ctrl (1)0,11 ± 0,01a 
DFe 0,46 ± 0,04b 

DAH1 0,76 ± 0,04c 
DAH2 0,86 ± 0,07d 
DAH3 0,75 ± 0,02c 

(2)SIGNIFICACIÓN *** 
Ctrl 0,11 ± 0,01a 
DFe 0,46 ± 0,04b 
DAF1 0,67 ± 0,08c 
DAF2 0,65 ± 0,02c 
DAF3 0,89 ± 0,09d 

  SIGNIFICACIÓN *** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 

≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 

 



Resultados y Discusión 

172 

0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

0,0 2,5 5,0 10,0
Dosis de SH ( µµµµg Corg/mL)

A
ct

iv
id

ad
 F

e(
III

)-
re

du
ct

as
a 

( µµ µµ
m

ol
 F

e(
II)

/g
 r

aí
z
·h

)

Ctrl DFe DAH DAF

Figura IV.61. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en la actividad 

de la enzima radicular Fe (III)-reductasa (µmol Fe(II)/g raíz·h). 

 

Con los resultados de este ensayo, se comprueba que la actividad de 

la Fe(III)-reductasa radicular ha incrementado en orden de 4,2 veces con la 

deficiencia de hierro. Este comportamiento es característico de las plantas de 

estrategia I, las cuales desarrollan mecanismos de respuesta ante situaciones 

de estrés férrico, que incluyen el aumento de la actividad de esta enzima 

(Johnson y López, 2002; Hu et al., 2004; Romera y Alcántara, 2004; Hall y 

Guerinot, 2006; Schmidt, 2006). 

 

También, se observa que tanto la fracción húmica como la fúlvica han 

aumentado significativamente la actividad de esta enzima radicular con todas 

las dosis analizadas. Estos resultados concuerdan con investigaciones que 

sugieren que las sustancias húmicas pueden intervenir en los procesos 

metabólicos implicados en la absorción activa de nutrientes, principalmente 

del Fe, al aumentar la actividad de la enzima radicular Fe (III)-reductasa 

(Aguirre et al., 2006; Varanini y Pinton, 2006).  

 

Los datos de este ensayo, parecen indicar que las plántulas de tomate 

sometidas a estrés férrico severo, han asimilado el Fe endógeno procedente 

de ambas fracciones purificadas, aumentando así de forma significativa los 

niveles foliares de Fe total y Fe (II) respecto al tratamiento DFe (Tabla IV.22), 

con lo cual, los incrementos en la actividad de la Fe(III)-reductasa radicular, 
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pueden ser consecuencia directa del suministro por parte de ambas fracciones 

de su Fe endógeno, que actuaría como sustrato natural de esta enzima, como 

también lo sugieren otros autores (Pinton et al. 1998, 1999). Esta hipótesis, 

justificaría también por qué se ha obtenido mayor actividad de esta enzima 

con el AH, al ser la fracción que más Fe endógeno proporciona a las plantas 

(Tabla IV.22). Sin embargo, con la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) la actividad de la 

Fe(III)-reductasa radicular ha resultado significativamente mayor con el 

tratamiento DAF3. Este descenso con el tratamiento DAH3, implicaría que los 

efectos directos de esta fracción en la nutrición férrica, tales como el aporte de 

Fe endógeno, han sido suficientes para frenar este mecanismo de estrategia I, 

no siendo así con la fracción fúlvica, donde el suministro de su Fe endógeno 

ha sido insuficiente para reducir la actividad de esta enzima.  

 

Además, existen estudios que muestran que el nivel del Fe en el medio 

afecta a la inducción de los mecanismos de respuesta radicular ante la 

deficiencia de Fe, ya que se ha comprobado que la aplicación de Fe en 

plantas deficientes, estimula transitoriamente las respuestas de estrategia I 

(Romera et al., 2006). Así, la adición de 40 µM de FeEDTA a plantas de 

alubias deficientes en Fe, incrementó la actividad radicular de la Fe (III)-

reductasa, así como la acidificación del medio (Sijmons y Bienfait, 1986). 

Similares resultados se han encontrado en guisantes (Schmidt et al., 1996) y 

en otras especies (Romera et al., 1996; Gorgocena et al., 2004).  

 

La medida del pH de las disoluciones nutritivas de los tratamientos 

durante el transcurso del ensayo (Figuras IV.62 y IV.63), indica que con el 

tratamiento DFe a partir del tercer o cuarto día se produjo una acidificación 

respecto al tratamiento Ctrl como consecuencia de la excreción de H+ por las 

raíces mediante la activación de la enzima H+-ATPasa de la membrana 

plasmática radicular, siendo esta respuesta un mecanismo característico de 

las plantas de estrategia I sometidas a estrés férrico, para así facilitar tanto la 

solubilización del Fe presente en el suelo como la optimización de la actividad 

de la Fe (III)-reductasa radicular (Rabotti y Zocchi, 1994; Nikolic et al., 2000; 

Dasgan et al., 2002). Con la incorporación del AH al tratamiento DFe con las 

tres dosis analizadas (Figura IV.62), se observó que la extrusión de H+ 

disminuyó a partir del quinto o sexto día, hecho que demuestra que las 
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plántulas de tomate están cesando sus mecanismos de respuesta ante la 

deficiencia de Fe, posiblemente resultado del aporte de Fe endógeno por esta 

fracción. Sin embargo, con la fracción fúlvica el pH no se diferenció 

estadísticamente del tratamiento DFe durante el transcurso de toda la 

experiencia (Figura IV.63), lo que sugiere que el suministro de Fe endógeno 

de esta fracción es todavía insuficiente como para frenar este mecanismo de 

estrategia I responsable de la liberación de H+. 
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Figura IV.62. Evolución del pH de las disoluciones nutritivas de los 

tratamientos: Ctrl, DFe, DAH1, DAH2, DAH3 durante los primeros 9 días del 

ensayo. 
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Figura IV.63. Evolución del pH de las disoluciones nutritivas de los 

tratamientos: Ctrl, DFe, DAF1, DAF2, DAF3 durante los primeros 9 días del 

ensayo. 
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Permeabilidad de membranas. 

 

En la Tabla IV.27, se comprueba que la permeabilidad de las 

membranas plasmáticas radiculares también se reduce significativamente con 

el tratamiento DFe respecto al tratamiento Ctrl, produciendo la adición de las 

dos fracciones a las disoluciones nutritivas del tratamiento DFe un incremento 

de este parámetro con todas las dosis analizadas, siendo la dosis 3 (10,0 µg 

Corg·mL-1) de la fracción húmica del mismo orden que el tratamiento Ctrl. 

 

Al comparar el efecto de las dos fracciones purificadas en la 

permeabilidad de las membranas bajo estrés férrico, se observan mayores 

niveles de este parámetro con la fracción húmica para todas las dosis 

estudiadas (Figura IV.64; interacción T×D×F, P≤0,05; Tabla IV.A.7, Apéndice 

II).  

 

Tabla IV.27. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en la en la 
permeabilidad de la membrana radicular (CE1/CE2). 

TRATAMIENTO Permeabilidad de membrana radicular 
(CE1/CE2) 

Ctrl (1)0,91 ± 0,01c 

DFe 0,44 ± 0,02a 

DAH1 0,87 ± 0,01b 

DAH2 0,86 ± 0,03b 

DAH3 0,93 ± 0,04c 
(2)SIGNIFICACIÓN *** 

Ctrl 0,91 ± 0,01d 

DFe 0,44 ± 0,02a 

DAF1 0,53 ± 0,06b 

DAF2 0,55 ± 0,02b 

DAF3 0,64 ± 0,04c 

SIGNIFICACIÓN *** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 

≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Figura IV.64. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en la 

permeabilidad de la membrana radicular. 

 

Los resultados de este ensayo indican que la permeabilidad de las 

membranas radiculares se ha visto afectada negativamente por la baja 

disponibilidad de hierro en el medio hidropónico. Esta respuesta también se 

ha observado con el tratamiento Bic de la Experiencia II.2 (Tabla IV.20), al ser 

el quelato FeEDTA ineficaz en condiciones alcalinas, si bien, los niveles de Fe 

en el medio con este tratamiento son mayores que los del tratamiento DFe, 

resultando, de este modo, menor la reducción de la permeabilidad de las 

membranas radiculares con el tratamiento Bic.  

 

Los tratamientos húmicos y fúlvicos evitan daños en la permeabilidad 

de las membranas radiculares, al incrementar significativamente este 

parámetro con todas las dosis estudiadas respecto al tratamiento DFe, 

resultando más eficaz la fracción húmica (Figura IV.64). El hecho de que bajo 

condiciones de nutrición férrica adecuada no hayan incidido las dos fracciones 

estudiadas en este parámetro (Tabla IV.6), y habiendo comprobado que la 

limitada disponibilidad de hierro afecta negativamente a la permeabilidad de 

las membranas radiculares; hace suponer que los efectos beneficiosos 

obtenidos por la adición de las fracciones húmica y fúlvica a las disoluciones 

nutritivas deficientes en Fe, sean consecuencia directa del aporte de Fe 

endógeno por las dos fracciones empleadas, justificándose así por qué la 

fracción húmica ha sido la más eficaz.  
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IV.3.2. PARÁMETROS MORFOLÓGICOS. 

 

Peso fresco parte aérea y radicular. 

 

Los resultados de los pesos frescos de la parte aérea y radicular se 

encuentran en la Tabla IV.28, donde se observa en primer lugar, para el peso 

fresco de la parte aérea, un efecto negativo con el tratamiento DFe al 

reducirse este parámetro 3,7 veces en relación al Ctrl, siendo la adición de la 

fracción húmica al tratamiento DFe capaz de incrementarlo de forma 

significativa conforme lo hizo su dosis, aunque sin alcanzar los valores 

obtenidos por el tratamiento Ctrl. La fracción fúlvica también incidió 

positivamente en este parámetro con los tratamientos DAF2 y DAF3, sin 

mostrar tendencia la dosis y sin alcanzar los valores obtenidos por el 

tratamiento Ctrl. Por el contrario, con la dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1) no se han 

obtenido diferencias significativas respecto al tratamiento DFe.  

 

Si se analiza el peso fresco de la parte aérea según la fracción 

utilizada, se observa que éste difiere, alcanzando los valores más altos con la 

fracción húmica para las tres dosis empleadas en este estudio (Figura IV.65; 

Interacción T×D×F, P≤0,01; Tabla IV.A.8, Apéndice II). 

 

Tabla IV.28. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los pesos 
frescos radiculares y de la parte aérea (g/planta). 

TRATAMIENTO PESO AÉREO 
(g/planta) 

PESO RADICULAR 
(g/planta) 

Ctrl (1)13 ± 1e 6,3 ± 0,7c 
DFe 3,5 ± 0,6a 3 ± 1a 

DAH1 7 ± 1b 4 ± 1ab 
DAH2 9 ± 1c 5 ± 1bc 
DAH3 11 ± 1d 5,7 ± 0,9c 

(2)SIGNIFICACIÓN *** *** 
Ctrl 13 ± 1c 6,3 ± 0,7b 
DFe 3,5 ± 0,6a 3 ± 1a 
DAF1 4,0 ± 0,6ab 3,4 ± 0,7a 
DAF2 4,7 ± 0,7b 3,6 ± 0,8a 
DAF3 4,7 ± 0,4b 3,8 ± 0,9a 

SIGNIFICACIÓN *** *** 
(1) Media ± error Standard (n=9). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 

≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Figura IV.65. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en el peso 

fresco de la parte aérea. 

 

También el peso fresco radicular (Tabla IV.28), se ha visto afectado 

negativamente por el tratamiento DFe, reduciéndose a la mitad este 

parámetro con la deficiencia de hierro, mientras que la fracción fúlvica no ha 

mostrado ningún efecto en este parámetro, Por el contrario, con la fracción 

húmica se ha producido una tendencia positiva conforme aumentó la dosis, 

alcanzándose los niveles obtenidos por el tratamiento Ctrl con las dosis 2 y 3 

(5,0 y 10,0 µg Corg·mL-1) y no resultando este incremento significativo para la 

dosis 1 (2,5 µg Corg·mL-1) en relación a los tratamientos DFe y Ctrl. 

 

Cuando se compara el efecto de las dos fracciones purificadas vemos 

que sus comportamientos difieren, siendo el peso fresco radicular mayor con 

la fracción húmica, sin incidir las dosis empleadas (Figura IV.66; Interacción 

T×D×F, P >0,05, T×F, P ≤0,01; Tabla IV.A.8, Apéndice II). 
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Figura IV.66. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en el peso 

fresco radicular. 

 

El déficit de hierro reduce el crecimiento, limitándose así la producción 

óptima y calidad de los frutos (Loupassaki et al., 1997; Morales et al., 1998; 

Mengel et al., 2001; Álvarez-Fernández et al., 2006). En este ensayo, el 

crecimiento de las plantas se ha visto más afectado negativamente por la 

deficiencia severa de hierro en el peso fresco de la parte aérea, al ser su 

reducción del doble de la producida en el peso fresco radicular (Tabla IV.28). 

 

Si se estudia el comportamiento de las fracciones húmicas y fúlvicas 

en el crecimiento de las plántulas de tomate sometidas a estrés férrico, vemos 

que han incidido positivamente en este parámetro. De este modo, en cuanto al 

peso fresco de la parte aérea, ambas fracciones lo han incrementado, aunque 

sin alcanzar el peso del tratamiento Ctrl. Por el contrario, para el peso fresco 

radicular sólo se ha visto incrementado por la fracción húmica, obteniéndose 

incluso con las dosis 2 y 3 (5,0 y 10,0 µg Corg·mL-1) el peso radicular del 

tratamiento Ctrl.  

 

Son numerosas las investigaciones que muestran los efectos 

bioestimulantes de las sustancias húmicas en el crecimiento de las plantas 

(Vaughan y Malcom, 1985; Chen y Aviad, 1990; Chukov et al., 1996; Adani et 

al., 1998; Clapp et al., 2001; Nardi et al., 2002), siendo la mayoría de ellas 

desarrolladas bajo deficiencia de algún nutriente, donde los efectos de las SH 



Resultados y Discusión 

180 

en las plantas suelen ser más pronunciados (Kuiters y Mulder, 1993; David et 

al., 1994).  

 

El papel esencial del Fe en el crecimiento de las plantas está 

ampliamente reconocido, al tratarse de un componente estructural de ciertas 

enzimas, como las peroxidas e invertasas, que intervienen directamente en 

los procesos metabólicos relacionados con dicho crecimiento (Bar-Akiva et al., 

1967), con lo cual, bajo deficiencia de Fe, la actividad de estas enzimas 

disminuye (Römheld y Marschner, 1991; Chouliaras et al., 2004), 

reduciéndose así el crecimiento. De este modo, autores como Chen et al. 

(2004a) sugieren que los resultados positivos en el crecimiento de las plantas 

encontrados por las SH en condiciones de deficiencia de algún mineral, están 

directamente relacionados con la incorporación de nutrientes a la disolución 

nutritiva procedentes de las SH, las cuales no son siempre purificadas antes 

de emplearse.  

 

Las consideraciones anteriormente expuestas nos llevan a plantear 

que los resultados positivos obtenidos en este ensayo por la adición de las 

fracciones purificadas en el crecimiento vegetal, son consecuencia, al menos 

en parte, del Fe endógeno presente en ambas fracciones, capaz de ser 

asimilado por las plántulas de tomate en estas condiciones de estrés férrico. 

Esto puede comprobarse si se tiene en cuenta que la actividad de la Fe(III)-

reductasa radicular ha aumentado con la presencia de las dos fracciones 

purificadas (Tabla IV.26), como también lo han hecho los niveles foliares de 

Fe total y Fe (II) en hojas (Tabla IV.22). Además, hay que señalar que la 

fracción húmica ha sido la que ha mostrado un mayor incremento del peso 

fresco de las plantas en estas condiciones de estrés férrico, lo cual es lógico si 

se tiene en cuenta que se trata de la fracción con la que se obtienen mayores 

niveles foliares de hierro, resultado de su mayor contenido en sus estructuras 

moleculares (Tabla III. 2). Por ello, ha sido necesario estudiar si los efectos 

positivos de las dos fracciones en el crecimiento y, en general, en todos los 

parámetros relacionados con la nutrición férrica analizados, son tan sólo 

consecuencia del aporte de Fe por parte del AH y AF, o también se deben a 

su acción fisiológica en los mecanismos relacionados con la toma y 

asimilación del Fe en estas condiciones de estrés férrico severo (Ensayo IV). 
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Finalmente, hay que destacar que, a diferencia de otros estudios que 

muestran un mayor efecto de las SH en el crecimiento radicular (Chen et al., 

2004a), en este ensayo las fracciones empleadas han mostrado una mayor 

incidencia sobre el peso de la parte aérea, hecho importante si se tiene en 

cuenta que este se ha reducido el doble de lo que lo hizo el peso radicular. 

Además, estos resultados están en concordancia con los obtenidos en 

nutrición férrica adecuada (Ensayo I), donde ambas fracciones sólo incidieron 

en el peso fresco de la parte aérea. 

 

Del análisis de los resultados obtenidos se llegan a las siguientes 

conclusiones:     

 
• El tratamiento DFe reduce los niveles foliares de Fe total y Fe (II) como 

consecuencia de la concentración extremadamente baja de Fe en el 

medio hidropónico. Los tratamientos con AH y AF han incrementado 

estos parámetros, confirmándose así la asimilación por parte de las 

plantas bajo estrés férrico, del Fe endógeno presente en ambas 

fracciones. 

 

• Las concentraciones foliares de clorofila total, a y b disminuyen con el 

tratamiento DFe, si bien, la presencia del AH las aumenta, mientras 

que el AF no ha incidido en estos parámetros a pesar de incrementar 

los niveles de Fe (II) en hojas. 

 

• La concentración de los ácidos orgánicos radiculares se reduce con el 

tratamiento DFe. Ambas fracciones han incrementado los niveles 

radiculares de los ácidos orgánicos totales. Este comportamiento 

positivo puede deberse al aporte de Fe endógeno por las dos 

fracciones. 

 

• El tratamiento DFe aumenta la actividad de la Fe(III)-reductasa 

radicular, mostrando los tratamientos con el AH y AF un incremento de 

este parámetro con todas las dosis estudiadas, posiblemente al actuar 
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el Fe aportado por estas fracciones como sustrato natural de esta 

enzima. 

 

• El tratamiento DFe parece activar la enzima H+-ATPasa radicular, al 

disminuir el pH en relación al Ctrl. Los tratamientos con el AH 

aumentan el pH respecto al tratamiento DFe, frenando la extrusión de 

H+, mientras con el AF no se diferenció del tratamiento DFe durante el 

transcurso del ensayo, lo que sugiere que el Fe suministrado por esta 

fracción es todavía insuficiente para frenar este mecanismo. 

 

• La permeabilidad de las membranas plasmáticas radiculares se ve 

reducida con la deficiencia de Fe. La incorporación de ambas 

fracciones la incrementan con todas las dosis estudiadas, siendo más 

eficaz la fracción húmica. 

 

• El déficit de Fe ha inhibido el crecimiento de las plantas, afectando 

más al peso fresco de la parte aérea que al radicular. Los tratamientos 

con el AH y AF han aumentado el peso de la parte aérea, por el 

contrario, el peso radicular sólo se ha visto afectado, y de forma 

positiva, por el AH. 

 

• Por último, dados los efectos positivos encontrados por el AH y AF en 

los parámetros analizados, ha sido necesario estudiar (Ensayo IV) si 

se deben al aporte de Fe por ambas fracciones, o también a su acción 

fisiológica en los mecanismos relacionados con la toma y asimilación 

del Fe en estas condiciones de estrés férrico severo.  
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IV.4. ENSAYO IV: EFECTOS DEL Fe ENDÓGENO DE LOS ÁCIDOS 

HÚMICOS Y FÚLVICOS EN LA TOMA Y ASIMILACIÓN DEL Fe POR 

PLÁNTULAS DE TOMATE CRECIDAS BAJO DEFICIENCIA FÉRRI CA 

INDUCIDA POR UNA CONCENTRACIÓN EN EL MEDIO MIL VECE S 

INFERIOR A LA ADECUADA.  

 

En este ensayo, se ha estudiado la posible incidencia del hierro 

endógeno de las fracciones húmica y fúlvica en la nutrición férrica de los 

cultivos en condiciones de estrés férrico severo, siendo el Fe aportado como 

FeEDDHA, tanto para inducir una deficiencia de hierro por una concentración 

en el medio hidropónico mil veces inferior a la adecuada (3·10-8 mol Fe·L-1), 

como para proporcionar la concentración de hierro presente en las tres dosis 

de aplicación de las dos fracciones purificadas (Tabla III.10). 

 
El tratamiento estadístico ANOVA de un factor y el test de Duncan 

(P≤0,05), han permitido analizar el efecto de la dosis de Fe en el medio 

hidropónico proporcionada como FeEDDHA (tratamientos DFeH+Q y 

DFeF+Q) en los parámetros analizados, siendo la concentración de Fe en 

ellos la misma que es aportada como humato y fulvato (tratamientos DAH y 

DAF respectivamente, Ensayo III).  

 

Asimismo, se ha realizado un análisis de varianza factorial (MANOVA) 

dónde las medias se han comparado por el test DMS (P≤0,05), con el fin de 

determinar si los efectos positivos encontrados por el AH y AF en los 

parámetros analizados bajo deficiencia férrica severa, se deben al contenido 

de Fe endógeno que poseen estas fracciones, o a su acción fisiológica en los 

mecanismos relacionados con la toma y asimilación del Fe, o bien a su acción 

conjunta. Este tratamiento estadístico ha constado de la interacción de dos 

factores (TxD), siendo T, los tratamientos (DAH, DFeH+Q; DAF, DAF+Q) y D, 

(1, 2 y 3) la concentración de Fe presente en cada dosis de los AH y AF 

(Tabla III.10). 
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IV.4.1. PARÁMETROS FISIOLÓGICOS Y NUTRICIONALES. 

 
ANÁLISIS FOLIARES:  

 
Fe total, Fe (II) y relación Fe(II) / Fe (total).   

 
El análisis de los niveles de los tres parámetros (Tabla IV.29) muestra 

que el contenido foliar de Fe total y Fe (II) disminuye significativamente con el 

tratamiento DFe respecto al tratamiento Ctrl. Sin embargo, los tratamientos 

DFeH+Q y DFeF+Q produjeron un incremento de estos parámetros con todas 

las dosis analizadas, aunque sin alcanzar los valores del Ctrl. Este 

comportamiento es similar al encontrado en el Ensayo III (Tabla IV.22), donde 

el Fe se adiciona como humato y fulvato (tratamientos DAH y DAF, 

respectivamente). 

 

Con el estudio de la relación Fe(II)/Fe(total) se comprueba que el 

tratamiento DFe disminuye ligeramente este cociente, aunque no de forma 

significativa, no incidiendo en él los tratamientos DFeH+Q y DFeF+Q, lo cual 

indica que la concentración de Fe (II) en estos tratamientos está en proporción 

con el nivel de Fe total presente en las hojas. Esta respuesta concuerda con la 

obtenida en el Ensayo III (Tabla IV.22). 

 

Tabla IV.29. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DFeH+Q y DFeF+Q) en 
los niveles foliares de Fe total, Fe (II) (mg/Kg) y en el cociente Fe (II)/Fetotal. 

TRATAMIENTO Fe (total) 
(mg/kg)  

Fe (II) 
(mg/kg)  

Fe(II)/Fe 

(total)  
Ctrl (1)121 ± 2d 43 ± 2d 0,36 ± 0,01a 
DFe 25 ± 3a 7,9 ± 0,3a 0,30 ± 0,02a 

DFeH1+Q 57 ± 7b 15 ± 1b 0,27 ± 0,05a 
DFeH2+Q 89 ± 8c 26 ± 3c 0,30 ± 0,04a 
DFeH3+Q 87 ± 10c 29 ± 1c 0,33 ± 0,03a 

(2)SIGNIFICACIÓN *** *** ns 
Ctrl 121 ± 2d 43 ± 2d 0,36 ± 0,01a 
DFe 25 ± 3a 7,9 ± 0,3a 0,30 ± 0,02a 

DFeF1+Q 38 ± 3b 12,9 ± 0,6b 0,34 ± 0,03a 
DFeF2+Q 43 ± 1c 16 ± 3c 0,34 ± 0,03a 
DFeF3+Q 46 ± 4c 15,8 ± 0,7bc  0,34 ± 0,03a 

SIGNIFICACIÓN *** *** ns 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** 
P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Los resultados obtenidos (Tabla IV.29) revelan que el estrés férrico 

reduce los niveles foliares de Fe total y Fe (II), mostrando la adición de Fe 

como FeEDDHA (tratamientos DFeH+Q y DFeF+Q) una recuperación de 

estos parámetros, al aumentar sus niveles en hojas con todas las dosis 

estudiadas, consecuencia de la mayor concentración de Fe disponible para 

las plantas en el medio hidropónico.  

 

Al estudiar los efectos del Fe endógeno de los AH y AF en deficiencia 

férrica severa (Tabla IV.30), se aprecia que los contenidos de Fe total y Fe (II) 

en hojas cuando el Fe es aportado como humato y fulvato (tratamientos DAH 

y DAF respectivamente), no difieren de los encontrados cuando se suministra 

como FeEDDHA (tratamientos DFeH+Q y DFeF+Q) para cada dosis analizada 

(interacción T×D, P>0,05, Tabla IV.30). 

 

El análisis de los datos de la Tabla IV.30, pone de manifiesto que las 

plantas sometidas a estrés férrico severo pueden asimilar el Fe presente en 

las fracciones húmica y fúlvica estudiadas. 
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Tabla IV.30. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q; DAF, DFeF+Q) y de 
la concentración de Fe endógeno en cada dosis de los AH y AF: (1) 2,5, (2) 
5,0 y (3) 10,0 (µg Corg/mL) en los contenidos foliares de Fe total (mg/Kg), Fe 
(II) (mg/Kg) y el cociente Fe (II)/Fetotal. 

Dosis de Fe endógeno  Fe (total) 
(mg/kg) 1 2 3 

TRATAMIENTO  
DAH (1)48±5 98±5 84±4 
DFeH+Q 57±7 89±8 87±10 
(2)SIGNIFICACIÓN  
Tratamiento (T) ns 
Dosis Fe (D) *** 
TxD ns 
TRATAMIENTO   
DAF 34±3 41±2 47±3 
DFeF+Q 38±3 43±1 46±4 

SIGNIFICACIÓN  
Tratamiento (T) ns 
Dosis Fe (D) *** 
TxD ns 

Dosis de Fe endógeno  Fe (II) 
(mg/kg)  1 1 1 

TRATAMIENTO    
DAH 19±2 23±5 25±5 
DFeH+Q 15±1 26±3 29±1 

SIGNIFICACIÓN  
Tratamiento (T) ns 
Dosis Fe (D) *** 
TxD ns 
TRATAMIENTO     
DAF 12±1 12±2 11±1 
DFeF+Q 12,9±0,6 16±4 15,8±0,7 

SIGNIFICACIÓN  
Tratamiento (T) *** 
Dosis Fe (D) ns 
TxD ns 

Dosis de Fe endógeno  Fe(II)/Fe (total)  1 1 1 
TRATAMIENTO    
DAH 0,38±0,05 0,26±0,03 0,30±0,07 
DFeH+Q 0,27±0,05 0,30±0,01 0,33±0,03 

SIGNIFICACIÓN  
Tratamiento (T) ns 
Dosis Fe (D) ns 
TxD ns 
TRATAMIENTO     
DAF 0,36±0,02 0,30±0,03 0,24±0,03 
DFeF+Q 0,34±0,03 0,34±0,03 0,34±0,03 

SIGNIFICACIÓN  
Tratamiento (T) * 
Dosis Fe (D) * 
TxD * 

(1)Media ± error Standard (n=3). 

(2)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P≤0,01; *** P≤0,001; ns P>0,05 (test de DMS). 



Resultados y Discusión 

187 

Contenido en clorofilas. 

 

El análisis de los resultados obtenidos cuando el Fe es suministrado 

como FeEDDHA (Tabla IV.31), revela que la deficiencia de hierro reduce los 

niveles de clorofila total, a y b en hojas, produciendo los tratamientos 

DFeH2+Q y DFeH3+Q un incremento de estos parámetros respecto al 

tratamiento DFe, como consecuencia de la mayor disponibilidad de Fe para la 

planta en el medio hidropónico, que da lugar al incremento significativo de los 

contenidos de Fe (II) en hojas respecto al tratamiento DFe (Tabla IV.29). Por 

otra parte, los tratamientos DFeF+Q (Tabla IV.31) no inciden en la síntesis de 

clorofila con las tres dosis estudiadas, del mismo modo que en el Ensayo III 

donde el Fe es aportado como fulvato (tratamientos DAF, Tabla IV.23), y a 

pesar de poseer estos tratamientos niveles foliares de Fe total y más 

concretamente de Fe (II) mayores que el tratamiento DFe (Tablas IV.22 y 

IV.29). Esta respuesta puede deberse a que el Fe asimilado por las plantas 

con estos tratamientos es todavía insuficiente para restaurar los contenidos de 

clorofila en hojas, y podría emplearse en primer lugar en restablecer otros 

parámetros dañados como la permeabilidad de las membranas plasmáticas 

radiculares (Tablas IV. 27 y IV.42) y el peso fresco de la parte aérea (Tablas 

IV.28 y IV.44).  

 

Tabla IV.31. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DFeH+Q y DFeF+Q) en la 
concentración de clorofila (mg/g m.f). 

TRATAMIENTO Clorofila Total 
(mg/ g m.f) 

Clorofila a 
(mg/ g m.f) 

Clorofila b 
(mg/ g m.f) 

Ctrl (1)1,7± 0,2c 1,3 ± 0,1c 0,44 ± 0,07c 
DFe 0,24± 0,07a 0,14 ± 0,03a 0,10 ± 0,04a 

DFeH1+Q 0,35 ± 0,03a 0,22 ± 0,02a 0,13 ± 0,02a 
DFeH2+Q 0,55 ± 0,06b 0,30 ± 0,04b 0,21 ± 0,01b 
DFeH3+Q 0,68 ± 0,04b 0,44 ± 0,03b 0,26 ± 0,01b 

(2)SIGNIFICACIÓN *** *** *** 
Ctrl 1,7 ± 0,2b 1,3 ± 0,1b 0,44 ± 0,07b 
DFe 0,24 ± 0,07a 0,14 ± 0,03a 0,10 ± 0,04a 

DFeF1+Q 0,23± 0,01a 0,12 ± 0,01a 0,105 ± 0,002a 
DFeF2+Q 0,23 ± 0,02a 0,11 ± 0,01a 0,11 ± 0,01a 
DFeF3+Q 0,25 ± 0,01a 0,13 ± 0,01a 0,12 ± 0,01a 

SIGNIFICACIÓN *** *** *** 
(1)Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Cuando se estudia el efecto del Fe endógeno del AH y AF en los 

niveles de clorofila total, a y b (Tabla IV.32), se observa que la fracción húmica 

no presenta una tendencia clara de sus efectos con la dosis (interacción T×D, 

P ≤0,001,Tabla IV.32), obteniéndose con el tratamiento DAH3 una reducción 

de la concentración foliar de estos parámetros en relación al tratamiento 

DFeH3+Q, a pesar de poseer ambos tratamientos la misma concentración de 

Fe total y Fe (II) en hojas (Tabla IV.30) y el mismo peso fresco de la parte 

aérea (Tabla IV.45). Esta respuesta parece indicar que la dosis 3 (10,0 µg 

Corg·mL-1) del AH afecta negativamente a la síntesis de clorofila y más 

concretamente de clorofila b, al reducirse los niveles de clorofilas a y b en 

torno a 1,7 y 4,3 veces respectivamente, en relación al tratamiento DFeH3+Q 

(Tabla IV.32). El efecto negativo de la dosis 3 (10,0 µg Corg·mL-1) del AH ya se 

ha puesto de manifiesto en los ensayos anteriores, y en este caso hace 

suponer que esté relacionado con la posible inhibición de las enzimas 

responsables de la síntesis de clorofilas.  

 

Al comparar los tratamientos DAF y DFeF+Q, se aprecia que los 

contenidos de clorofila total y clorofila a han sido mayores con el tratamiento 

DAF para las tres dosis estudiadas (interacción T×D, P≤0,05, Tabla IV.32). Sin 

embargo, los tratamientos DAF no difieren estadísticamente del tratamiento 

DFe (Tabla IV.23), por lo que a pesar de mostrar el AF un ligero efecto 

positivo en la síntesis de clorofila a (Tabla IV.32), no es suficiente como para 

incrementar la concentración de clorofila total en hojas respecto al tratamiento 

DFe. 
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Tabla IV.32. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q; AF, DFeF+Q) y de la 
concentración de Fe endógeno en cada dosis de los AH y AF: (1) 2,5, (2) 5,0 
y (3) 10,0 (µg Corg/mL) en la concentración de clorofila (mg/g m.f). 

Dosis de Fe endógeno  Clorofila Total 
(mg/g m.f) 1 2 3 

TRATAMIENTO  
DAH (1)0,93 ±0,06 0,53 ± 0,02 0,32 ± 0,03 
DFeH+Q 0,35 ± 0,03 0,55 ± 0,06 0,68 ± 0,04 
(2)SIGNIFICACIÓN  
Tratamiento (T) ** 
Dosis Fe (D) *** 
TxD *** 
TRATAMIENTO   
DAF 0,35 ± 0,05 0,34 ± 0,04 0,33 ± 0,05 
DFeF+Q 0,23 ± 0,01 0,23 ± 0,02 0,25 ± 0,01 

SIGNIFICACIÓN  
Tratamiento (T) *** 
Dosis Fe (D) ns 
TxD * 

Dosis de Fe endógeno  Clorofila a 
(mg/g m.f)  1 2 3 

TRATAMIENTO    
DAH 0,55 ± 0,08 0,4 ± 0,1 0,26 ± 0,01 
DFeH+Q 0,22 ± 0,02 0,34 ± 0,04 0,44 ± 0,03 

SIGNIFICACIÓN  
Tratamiento (T) ** 
Dosis Fe (D) * 
TxD *** 
TRATAMIENTO     
DAF 0,21 ± 0,02 0,20 ± 0,02 0,20 ± 0,05 
DFeF+Q 0,12 ± 0,01 0,11 ± 0,01 0,13 ± 0,01 

SIGNIFICACIÓN  
Tratamiento (T) *** 
Dosis Fe (D) ns 
TxD * 

Dosis de Fe endógeno  Clorofila b 
(mg/g m.f)  1 2 3 

TRATAMIENTO    
DAH 0,29 ± 0,09 0,19 ± 0,07 0,06 ± 0,02 
DFeH+Q 0,13 ± 0,02 0,21 ± 0,01 0,26 ± 0,01 

SIGNIFICACIÓN  
Tratamiento (T) ns 
Dosis Fe (D) ns 
TxD *** 
TRATAMIENTO     
DAF 0,14 ± 0,04 0,14 ± 0,02 0,13 ± 0,02 
DFeF+Q 0,105 ± 0,002 0,11 ± 0,01 0,12 ± 0,01 

SIGNIFICACIÓN  
Tratamiento (T) * 
Dosis Fe (D) ns 
TxD ns 

(1)Media ± error Standard (n=3). 

(2)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05 (test de 
DMS). 



Resultados y Discusión 

190 

ANÁLISIS RADICULARES:  

 

Ácidos orgánicos. 

 

Los resultados referentes a las concentraciones radiculares de los 

ácidos orgánicos se encuentran en la Tabla IV.33, donde se observa que para 

las condiciones de estrés férrico severo de este ensayo, el comportamiento 

general ha sido la reducción de la síntesis radicular de ácidos orgánicos con el 

tratamiento DFe. Los tratamientos DFeH+Q y DFeF+Q, han incrementado la 

concentración radicular de los ácidos cítrico y málico respecto a los 

tratamientos DFe y Ctrl. La concentración radicular del ácido succínico ha 

resultado estadísticamente mayor respecto a los tratamientos DFe y Ctrl con 

las dosis 2 y 3 del tratamiento DFeH+Q y la dosis 3 del tratamiento DFeF+Q. 

Por último, con el ácido fumárico tan sólo el tratamiento DFeH3+Q ha 

incrementado significativamente este parámetro en relación a los tratamientos 

DFe y Ctrl. 

 

Tabla IV.33. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DFeH+Q y DFeF+Q) en la 
concentración radicular de ácidos orgánicos (µmol/g m.f). 

TRATAMIENTO Ac. Cítrico 
(µmol/g m.f) 

Ac. Málico 
(µmol/g m.f) 

Ac. Succínico 
(µmol/g m.f) 

Ac. Fumárico 
(µmol/g m.f) 

Ctrl (1)5,9±0,7b 2,9 ± 0,7b 7,5 ± 0,3b 0,08 ± 0,01b 
DFe 2,3 ± 0,2a 0,9 ± 0,3a 6,2 ± 0,7a 0,05 ± 0,01a 

DFeH1+Q 12 ± 1c 6,7 ± 0,7d 6,1 ± 0,4a 0,07±0,01ab 
DFeH2+Q 15,7 ± 0,1d 7,7 ± 0,5e 10,7 ± 0,3c 0,07±0,01ab 
DFeH3+Q 18 ± 1e 4,5 ± 0,5c 14 ± 1d 0,12 ± 0,01c 

(2)SIGNIFICACIÓN *** *** *** *** 
Ctrl 5,9 ± 0,7b 2,9 ± 0,7b 7,5 ± 0,3c 0,08 ± 0,01c 
DFe 2,3 ± 0,2a 0,9 ± 0,3a 6,2 ± 0,7ab 0,05±0,01ab 

DFeF1+Q 10 ± 1c 4,5 ± 0,4c 5,2±0,5a 0,04±0,01a 
DFeF2+Q 9,9 ± 0,2c 4,15±0,08c 5,3±0,1ab 0,060±0,008bc  
DFeF3+Q 12,9 ± 0,5d 4 ± 2bc  8,7±0,6d 0,07±0,01bc  

SIGNIFICACIÓN *** *** *** ** 
(1)Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P≤0,01; *** 
P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
 

Cuando se analiza el efecto de la concentración de Fe en el medio 

hidropónico en los niveles totales de ácidos orgánicos radiculares (Tabla 

IV.34), se observa que el tratamiento DFe reduce su síntesis, mientras que los 

tratamientos DFeH+Q y DFeF+Q la incrementan, alcanzando valores 

significativamente superiores a los tratamientos DFe y Ctrl, siendo este 
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comportamiento similar al encontrado en el Ensayo III (Tabla IV.25). Esta 

respuesta positiva parece deberse a la mayor concentración de Fe disponible 

en el medio hidropónico, que permitiría a las plantas superar la concentración 

de Fe umbral a partir del cual se desencadenaría la síntesis de los ácidos 

orgánicos radiculares. De esta manera, se han obtenido niveles más elevados 

de los ácidos orgánicos con el tratamiento DFeH+Q (Tabla IV.34), al 

proporcionar mayor concentración de Fe a las plantas.  

 

Tabla IV.34. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DFeH+Q y DFeF+Q) en 
la concentración radicular de ácidos orgánicos totales (µmol/g m.f). 

TRATAMIENTO Ácidos orgánicos totales 
(µmol/g m.f)  

Ctrl (1)16,4 ± 0,7b 
DFe 9,5 ± 0,7a 

DFeH1+Q 25 ± 1c 
DFeH2+Q 34,2 ± 0,2d 
DFeH3+Q 36 ± 2e 

(2)SIGNIFICACIÓN *** 
Ctrl 16,4 ± 0,7b 
DFe 9,5 ± 0,7a 

DFeF1+Q 20 ± 2c 
DFeF2+Q 19,4 ± 0,1c 
DFeF3+Q 26 ± 2d 

  SIGNIFICACIÓN *** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 

 

Cuando se estudia la incidencia del Fe endógeno de las fracciones 

húmica y fúlvica en los niveles radiculares de los ácidos orgánicos bajo 

deficiencia de Fe, se aprecia en primer lugar, que la concentración de ácido 

cítrico es menor cuando el Fe es aportado como humato (tratamiento DAH) 

que cuando se adiciona como FeEDDHA (tratamiento DFeH+Q), para las tres 

dosis de Fe analizadas (interacción T×D, P≤0,001, Tabla IV.35). Con la 

fracción fúlvica no se ha obtenido una tendencia clara con la dosis para este 

parámetro, al no existir con la dosis 1 diferencias significativas entre los 

tratamientos DAF1 y DFeF1+Q, siendo sin embargo, más elevado este 

parámetro con los tratamiento DAF2 y DFeF3+Q (interacción T×D, P≤0,001, 

Tabla IV.35).  
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En cuanto a los niveles radiculares de ácido málico, se aprecia una 

respuesta similar con los tratamientos DAH y DFe+Q, a excepción de la dosis 

1 donde el tratamiento DAH1 aumenta este parámetro respecto al tratamiento 

DFeH1+Q (interacción T×D, P≤0,001, Tabla IV.35). Por otra parte, la 

concentración de este ácido es significativamente mayor con las tres dosis del 

tratamiento DFeF+Q en relación al tratamiento DAF (interacción T×D, P≤0,05, 

Tabla IV.35).  

 

Tabla IV.35. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q, DAF, DFeF+Q) y de 
la concentración de Fe endógeno en cada dosis de los AH y AF: (1) 2,5, (2) 
5,0 y (3) 10,0 (µg Corg/mL) en la concentración radicular de ácidos orgánicos 
(µmol/g m.f).  

Ac. Cítrico 

(µmol/g m.f)  

 Ac. Málico 

(µmol/g m.f)  

Dosis de Fe endógeno  
TRATAMIENTO  

1 2 3  1 2 3 

DAH (1)9±1 8,6±0,4 10±1  10,7±0,8 7±1 3,4±0,7 

DFeH+Q 12±1 15,7±0,1 18±1  6,7±0,7 7,7±0,5 4,5±0,5 
(2)SIGNIFICACIÓN        

Tratamiento (T) ***  ns 

Dosis Fe (D) ***  *** 

TxD ***  *** 

DAF 10,1±0,7 13±1 8±1  0,9±0,4 1,2±0,3 0,9±0,1 

DFeF+Q 10±1 9,9±0,2 12,9±0,5  4,5±0,4 4,15±0,08 4±2 

SIGNIFICACIÓN        

Tratamiento (T) *  *** 

Dosis Fe (D) ns  ns 

TxD ***  * 

(1)Media ± error Standard (n=3). 

(2)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P≤0,01; *** P≤0,001; 
ns P>0,05 (test de DMS). 

 

Para el ácido succínico, se observa una concentración mayor cuando 

el Fe se aporta como FeEDDHA (tratamientos DFeH+Q), a excepción de la 

dosis 1 donde este parámetro resulta mayor con el tratamiento DAH1 

(interacción T×D, P ≤0,001, Tabla IV.36). Al comparar los tratamientos donde 
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el Fe se suministra como fulvato y FeEDDHA (DAF y DFeF+Q 

respectivamente), se aprecia que los contenidos radiculares de este ácido son 

significativamente mayores con el tratamiento DAF para las tres dosis 

analizadas (interacción T×D, P≤0,01, Tabla IV.36). 

 

La concentración radicular de ácido fumárico no difiere con los 

tratamientos DAF y DFeF+Q para las tres dosis estudiadas (interacción T×D, 

P>0,05, Tabla IV.36), de igual modo que los tratamientos DAH y DFeH+Q, a 

excepción de la dosis 3 donde los contenidos radiculares de este parámetro 

han sido mayores con el tratamiento DFeH3+Q (interacción T×D, P≤0,01, 

Tabla IV.36).  

 

Tabla IV.36. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q; DAF, DFeF+Q) y de 
la concentración de Fe endógeno en cada dosis de los AH y AF: (1) 2,5, (2) 
5,0 y (3) 10,0 (µg Corg/mL) en la concentración radicular de ácidos orgánicos 
(µmol/g m.f). 

Ac. Succínico 
(µmol/g m.f)  

 Ac. Fumárico 
(µmol/g m.f)  

Dosis de Fe endógeno  
TRATAMIENTO  

1 2 3  1 2 3 

DAH (1)7,6±0,7 7,3±0,4 8,2±0,8  0,05±0,03 0,060±0,007 0,04±0,01 

DFeH+Q 6,1±0,4 10,7±0,3 14±1  0,07±0,01 0,07±0,01 0,12±0,01 
(2)SIGNIFICACIÓN        

Tratamiento (T) ***  *** 

Dosis Fe (D) ***  ns 

TxD ***  ** 

DAF 17±2 13±2 15,9±0,8  0,06±0,01 0,07±0,01 0,070±0,009 

DFeF+Q 5,2±0,6 5,3±0,1 8,7±0,6  0,04±0,01 0,060±0,008 0,07±0,01 

SIGNIFICACIÓN        

Tratamiento (T) ***  ns 

Dosis Fe (D) **  ** 

TxD **  ns 

(1)Media ± error Standard (n=3). 

(2)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P≤0,01; *** P≤0,001; 
ns P>0,05 (test de DMS). 
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Por último, al estudiar el efecto del Fe endógeno de las fracciones 

húmica y fúlvica en los contenidos totales de ácidos orgánicos radiculares 

(Tabla IV.37), se pone de manifiesto que para la dosis 1 los niveles de ácidos 

orgánicos en raíces no difieren significativamente cuando el Fe es aportado 

como humato (tratamiento DAH1) de cuando se adiciona como FeEDDHA 

(tratamiento DAH1+Q), mientras con las dosis 2 y 3 la concentración de este 

parámetro es mayor cuando el Fe se suministra como FeEDDHA (interacción 

T×D, P≤0,001, Tabla IV.37). En cuanto a la fracción fúlvica, los niveles 

radiculares de ácidos orgánicos aumentan con las dosis 1 y 2 de los 

tratamientos donde el Fe se aporta como fulvato (tratamientos DAF1 y DAF2), 

siendo para la dosis 3 la concentración de este parámetro similar con los 

tratamientos DAF3 y DFeF3+Q (interacción T×D, P≤0,001, Tabla IV.37). 

 

Tabla IV.37. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q; DAF, DFeF+Q) y 
de la concentración de Fe endógeno en cada dosis de los AH y AF: (1) 2,5, 
(2) 5,0 y (3) 10,0 (µg Corg/mL) en la concentración radicular de ácidos 
orgánicos totales (µmol/g m.f). 

Dosis de Fe endógeno  TRATAMIENTO 
1 2 3 

DAH (1)27 ± 2 23 ± 1 21 ± 2 
DFeH+Q 25 ± 1 34,2 ± 0,2 36 ± 2 
(2)SIGNIFICACIÓN    
Tratamiento (T) *** 
Dosis Fe (D) * 
TxD *** 
DAF 28 ± 1 27 ± 1 25 ± 1 
DFeF+Q 20 ± 2 19,4 ± 0,1 26 ± 2 
SIGNIFICACIÓN    
Tratamiento (T) *** 
Dosis Fe (D) ns 
TxD *** 

(1)Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P≤0,01; *** 
P≤0,001; ns P>0,05 (test de DMS). 

 

Los resultados obtenidos en este ensayo (Tabla IV.37), hacen suponer 

que los efectos positivos encontrados con el AH en la síntesis radicular de 

ácidos orgánicos bajo estrés férrico severo (Tabla IV.25), se podría deber al 

aporte de Fe endógeno por esta fracción. Sin embargo, en la fracción fúlvica 

podrían a su vez estar relacionados con su acción fisiológica en las enzimas 

implicadas en la síntesis radicular de ácidos orgánicos, al ser con las dosis 1 y 

2 los contenidos de ácidos orgánicos totales en raíces (Tabla IV.37) y más 
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concretamente, del ácido succínico (Tabla IV.36), significativamente mayores 

cuando el Fe es aportado como fulvato (tratamientos DAF1 y DAF2). 

 

Capacidad de reducción del Fe (III). 

 

Los resultados de la actividad de la Fe (III)-reductasa radicular se 

encuentran en la Tabla IV.38, donde vemos que el tratamiento DFe aumenta 

este parámetro respecto al tratamiento Ctrl, siendo esta respuesta 

característica de los mecanismos de defensa de las plantas de estrategia I 

frente al estrés férrico (Hall y Guerinot, 2006; Schmidt, 2006). Por otra parte, 

el tratamiento DFeH+Q incrementó significativamente la actividad de esta 

enzima en relación a los tratamientos DFe y Ctrl con las tres dosis estudiadas, 

de igual forma que los tratamientos DAH del Ensayo III (Tabla IV.26). El 

tratamiento DFeF+Q sólo aumentó este parámetro respecto a los tratamientos 

DFe y Ctrl con la dosis 3, mientras el tratamiento DAF lo hizo con todas las 

dosis estudiadas (Tabla IV.26, Ensayo III). Estos efectos positivos de los 

tratamientos DFeH+Q y DFeF+Q parecen deberse a que el nivel de Fe en el 

medio radicular afecta a la inducción de respuesta de la Fe (III)-reductasa, ya 

que se ha comprobado que la aplicación de Fe en plantas deficientes, 

estimula transitoriamente la actividad de esta enzima (Sijmons y Bienfait, 

1986; Romera et al., 1996; Gorgocena et al., 2004). 

 

Tabla IV.38. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DFeH+Q y DFeF+Q) en 
la actividad de la Fe (III)-reductasa radicular (µmol Fe(II)/g raíz·h).  

TRATAMIENTO Actividad Fe (III)-reductasa 
(µmol Fe (II)/g raíz·h)  

Ctrl (1)0,11 ± 0,01a 
DFe 0,46 ± 0,04b 

DFeH1+Q  0,70 ± 0,08cd 
DFeH2+Q 0,81 ± 0,06d 
DFeH3+Q 0,65 ± 0,08c 

(2)SIGNIFICACIÓN *** 
Ctrl 0,11 ± 0,01a 
DFe 0,46 ± 0,04b 

DFeF1+Q 0,50 ± 0,08b 
DFeF2+Q 0,5 ± 0,1b 
DFeF3+Q 0,70 ± 0,08c 

  SIGNIFICACIÓN *** 
(1) Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P≤0,01; *** 
P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 
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Si se estudia la incidencia del Fe endógeno de los AH y AF bajo estrés 

férrico, se observa que la actividad de la Fe (III)-reductasa radicular no difiere 

significativamente entre los tratamientos DAH y DFeH+Q y los tratamientos 

DAF y DFeF+Q respectivamente, para cada dosis de Fe analizada 

(interacción T×D, P>0,05, Tabla IV.39). Esta respuesta muestra que los 

incrementos en la actividad de la Fe(III)-reductasa radicular bajo estrés férrico 

con las dos fracciones (Tabla IV.26), puede deberse al Fe endógeno aportado 

por estas con cada dosis, el cual actuaría como sustrato natural de la enzima 

como también lo sugieren otros autores (Pinton et al. 1998, 1999), 

aumentando así la concentración de Fe total y Fe (II) foliares respecto al 

tratamiento DFe (Tabla IV.22).  

 

Asimismo, queda justificado el haber obtenido una reducción 

significativa en la actividad de la Fe(III)-reductasa radicular con el tratamiento 

DAH3 respecto al tratamiento DAH2, no siendo así para el tratamiento DAF3 

(Tabla IV.26), al ser el Fe proporcionado por el tratamiento DFeH3+Q capaz 

de frenar este mecanismo de estrategia I, siendo el aportado por tratamiento 

DFeF3+Q todavía insuficiente (Tabla IV.38).  

 

Tabla IV.39. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q; DAF, DFeF+Q) y 
de la concentración de Fe endógeno en cada dosis de los AH y AF: (1) 2,5, 
(2) 5,0 y (3) 10,0 (µg Corg/mL) en la actividad de la Fe (III)-reductasa 
radicular (µmol Fe(II)/g raíz·h).  

Dosis de Fe endógeno  TRATAMIENTO 
1 2 3 

DAH (1)0,76 ± 0,04 0,86 ± 0,07 0,75 ± 0,02 
DFeH+Q 0,70 ± 0,08 0,81 ± 0,06 0,65 ± 0,08 
(2)SIGNIFICACIÓN    
Tratamiento (T) ** 
Dosis Fe (D) * 
TxD ns 
DAF 0,67 ± 0,08 0,65 ± 0,02 0,89 ± 0,09 
DFeF+Q 0,50 ± 0,08 0,5 ± 0,1 0,70 ± 0,08 
SIGNIFICACIÓN    
Tratamiento (T) *** 
Dosis Fe (D) *** 
TxD ns 
(1)Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** 
P≤0,001; ns P>0,05 (test de DMS). 
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La medida del pH de las disoluciones nutritivas de los tratamientos 

durante el transcurso del ensayo (Figuras IV.67 y IV.68), muestra que con el 

tratamiento DFe entre el tercer y cuarto día se produjo una acidificación 

respecto al tratamiento Ctrl como resultado de la excreción de H+ por las 

raíces mediante la activación de la enzima H+-ATPasa de la membrana 

plasmática radicular, respuesta característica de las plantas de estrategia I 

sometidas a estrés férrico para facilitar la toma de Fe. Con la incorporación del 

Fe como FeEDDHA al tratamiento DFe (tratamientos DFeH+Q) (Figura IV.67), 

se observó con las tres dosis analizadas que la extrusión de H+ disminuyó a 

partir del quinto o sexto día, hecho que demuestra que el aporte de Fe está 

cesando este mecanismo de respuesta ante la deficiencia de Fe. Sin 

embargo, con los tratamientos DFeF+Q el pH no se diferenció 

estadísticamente del tratamiento DFe durante el transcurso de toda la 

experiencia (Figura IV.68), lo que sugiere que el aporte de Fe con las tres 

dosis de este tratamiento es todavía insuficiente para frenar este mecanismo 

de estrategia I responsable de la liberación de H+. 
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Figura IV.67. Evolución del pH de las disoluciones nutritivas de los 

tratamientos: Ctrl, DFe, DFeH1+Q, DFeH2+Q, DFeH3+Q durante los primeros 9 

días del ensayo. 
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Figura IV.68. Evolución del pH de las disoluciones nutritivas de los 

tratamientos: Ctrl, DFe, DFeF1+Q, DFeHF2+Q, DFeF3+Q durante los primeros 

9 días del ensayo. 

 

 

Cuando se compara el efecto del Fe endógeno de los AH y AF en el 

pH del medio hidropónico (Tablas IV.40 y IV.41), se observa que no existen 

diferencias significativas en este parámetro con los tratamientos donde el Fe 

se adiciona como FeEDDHA (DFeH+Q y DFeF+Q) de los que es suministrado 

como humato y fulvato (tratamientos DAH y DAF, respectivamente). 

 

Esta respuesta parece poner de manifiesto que el aumento del pH del 

medio y por tanto, el cese de la extrusión de H+ con las dosis del tratamiento 

DAH a partir del quinto o sexto día (Figura IV.67), es consecuencia directa del 

Fe endógeno de esta fracción asimilado por las plantas en condiciones de 

estrés férrico severo (Tabla IV.40), mientras el suministro de Fe endógeno por 

el AF (Figura IV.68) es todavía insuficiente para frenar la liberación de H+ 

(Tabla IV.41). 
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Tabla IV.40. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q) en función de la 

concentración de Fe endógeno en cada dosis del AH: (1) 2,5, (2) 5,0 y (3) 

10,0 (µg Corg/mL), en el pH de las disoluciones nutritivas durante los 

primeros 9 días del ensayo. 

Días de tratamiento  pH 
1 3 5 7 9 

TRATAMIENTO       

DAH1 
(1)6,0±0,1a 6,1±0,1 a 4,4±0,6 a 5,4±0,4 a 6,0±0,7 a 

DFeH1+Q 6,0±0,1 a 5,4±0,6 a 4,3±0,7 a 4,9±0,5 a 5,9±0,2 a 
(2)SIGNIFICACIÓN      

Tratamiento (T) * 

Días (D) *** 

TxD ns 

TRATAMIENTO      

DAH2 6,0±0,1 a 6,2±0,2 a 5,2±0,3 a 5,5±0,7 a 6,6±0,1 a 

DFeH2+Q 6,0±0,1 a 5,9±0,1 a 5,3±0,3 a 5,4±0,4 a 5,7±0,3 a 

SIGNIFICACIÓN      

Tratamiento (T) * 

Días (D) ** 

TxD ns 

TRATAMIENTO      

DAH3 6,0±0,1 a 6,1±0,2 a 5,1±0,6 a 6,4±0,3 a 6,6±0,2 a 

DFeH3+Q 6,0±0,1 a 5,7±0,2 a 6,0±0,4 a 6,5±0,1 a 6,3±0,3 a 

SIGNIFICACIÓN      

Tratamiento (T) ns 

Días (D) ** 

TxD ns 
(1)Media ± error Standard (n=9). 

(2)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P 

≤0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS). 
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Tabla IV.41. Efecto de los tratamientos (DAF, DFeF+Q) en función de la 

concentración de Fe endógeno en cada dosis del AF: (1) 2,5, (2) 5,0 y (3) 

10,0 (µg Corg/mL), en el pH de las disoluciones nutritivas durante los 

primeros 9 días del ensayo. 

Días de tratamiento  pH 
1 3 5 7 9 

TRATAMIENTO       
DAF1 

(1)6,0±0,1a 6,1±0,1a 5,0±0,6a 3,8±0,3a 4,9±0,7a 
DFeF1+Q 6,0±0,1a 5,8±0,3a 4,0±0,3a 4,4±0,5a 4,6±0,6a 
(2)SIGNIFICACIÓN      
Tratamiento (T) * 
Días (D) *** 
TxD *** 
TRATAMIENTO      
DAF2 6,0±0,1a 6,0±0,1a 4,2±0,3a 3,6±0,3a 4,3±0,2a 
DFeF2+Q 6,0±0,1a 5,3±0,5a 4,2±0,2a 4,4±0,5a 4,7±0,3a 

SIGNIFICACIÓN      
Tratamiento (T) ns 
Días (D) *** 
TxD *** 
TRATAMIENTO      
DAF3 6,0±0,1a 6,0±0,1a 4,4±0,8a 3,8±0,4a 4,4±0,5a 
DFeF3+Q 6,0±0,1a 5,3±0,6a 4,4±0,5a 4,2±0,4a 4,8±0,6a 

SIGNIFICACIÓN      
Tratamiento (T) ns 
Días (D) *** 
TxD *** 
(1)Media ± error Standard (n=9). 

(2)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS). 

 

Permeabilidad de membranas. 

 

En la Tabla IV.42, se comprueba que la permeabilidad de las 

membranas plasmáticas radiculares se reduce significativamente con el 

tratamiento DFe respecto al Ctrl, produciendo los tratamientos DFeH+Q y 

DFeF+Q un incremento de este parámetro con todas las dosis analizadas, 

siendo esta respuesta similar a la obtenida cuando el Fe se adiciona como 

humato y fulvato (tratamientos DAH y DAF, respectivamente) (Tabla IV.27, 

Ensayo III). Los resultados positivos encontrados por los tratamientos 

DFeH+Q y DFeF+Q en este parámetro (Tabla IV.42), se pueden correlacionar 

con el aumento de la concentración de Fe en el medio hidropónico (Tabla 

III.10).  
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Tabla IV.42. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DFeH+Q y DFeF+Q) en la 
permeabilidad de membrana radicular (CE1/CE2). 

TRATAMIENTO Permeabilidad de membrana radicular 
(CE1/CE2) 

Ctrl (1)0,91 ± 0,01b 
DFe 0,44 ± 0,02a 

DFeH1+Q 0,90 ± 0,02b 
DFeH2+Q 0,92 ± 0,01b 
DFeH3+Q 0,94 ± 0,04b 

(2)SIGNIFICACIÓN *** 
Ctrl 0,91 ± 0,01e 
DFe 0,44 ± 0,02a 

DFeF1+Q 0,55 ± 0,08b 
DFeF2+Q 0,65 ± 0,07c 
DFeF3+Q 0,79 ± 0,04d 

SIGNIFICACIÓN *** 
(1)Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P≤0,01; *** 
P≤0,001; ns P>0,05 05 (test de Duncan). 
 

Al estudiar el efecto del Fe endógeno de las fracciones húmica y 

fúlvica en este parámetro en condiciones de deficiencia de Fe (Tabla IV.43), 

se aprecia que los valores encontrados con los tratamientos DAH y DAF 

donde el Fe es adicionado como humato y fulvato respectivamente, no difieren 

de los obtenidos por los tratamientos en los que es aportado como FeEDDHA 

(tratamientos DFeH+Q y DFeF+Q), para todas las dosis estudiadas 

(interacción T×D, P>0,05, Tabla IV.43). 

 

Tabla IV.43. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q; DAF, DFeF+Q) y 
de la concentración de Fe endógeno en cada dosis de los AH y AF: (1) 2,5, 
(2) 5,0 y (3) 10,0 (µg Corg/mL) en la permeabilidad de la membrana 
radicular (CE1/CE2).  

Dosis de Fe endógeno  TRATAMIENTO 
1 2 3 

DAH (1)0,87 ± 0,01 0,86 ± 0,03 0,93 ± 0,04 
DFeH+Q 0,90 ± 0,02 0,92 ± 0,01 0,94 ± 0,04 
(2)SIGNIFICACIÓN    
Tratamiento (T) *** 
Dosis Fe (D) * 
TxD ns 
DAF 0,53 ± 0,06 0,55 ± 0,02 0,64 ± 0,04 
DFeF+Q 0,55 ± 0,08 0,65 ± 0,07 0,79 ± 0,04 
SIGNIFICACIÓN    
Tratamiento (T) ** 
Dosis Fe (D) *** 
TxD ns 
(1)Media ± error Standard (n=3). 
(2)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P≤0,01; *** 
P≤0,001; ns P>0,05 (test de DMS). 
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Con este ensayo se pone de manifiesto que los efectos beneficiosos 

encontrados en este parámetro por la adición de las fracciones húmica y 

fúlvica a las disoluciones nutritivas deficientes en Fe (Tabla IV.27), son 

consecuencia del aporte de Fe endógeno por ambas fracciones (Tabla IV.43), 

justificándose de esta manera por qué el AH ha sido más eficaz (Tabla IV.A.7, 

Apéndice II). 

 

IV.4.2. PARÁMETROS MORFOLÓGICOS. 

 
Peso fresco parte aérea y radicular. 

 
Los resultados de los pesos frescos de la parte aérea y radicular se 

encuentran en la Tabla IV.44, donde se observa una disminución significativa 

de ambos parámetros con el tratamiento DFe, consecuencia de la baja 

disponibilidad de Fe en el medio hidropónico, que resulta más acusada en el 

peso de la parte aérea, al ser su reducción del doble de la producida en el 

peso fresco radicular.  

 

Los tratamientos DFeH+Q y DFeF+Q han recuperado el peso fresco 

aéreo con todas las dosis estudiadas, aunque sin alcanzar los valores 

obtenidos por el tratamiento Ctrl. Esta respuesta concuerda con la obtenida en 

el Ensayo III (Tabla IV.28).  

 

Por otra parte, el peso fresco radicular sólo ha incrementado respecto 

al tratamiento DFe con el tratamiento DFeH3+Q, alcanzando los valores 

obtenidos por el Ctrl.  

 

En base a esta respuesta se pone de manifiesto que el Fe 

suministrado por los tratamientos DFeH+Q y DFeF+Q se emplea en primer 

lugar en la restauración del peso aéreo, al estar este parámetro más dañado 

que el radicular. 
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Tabla IV.44. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DFeH+Q y DFeF+Q) en 

los pesos frescos radiculares y de la parte aérea (g/planta). 

TRATAMIENTO PESO AÉREO 
(g/planta) 

PESO RADICULAR  
(g/planta) 

Ctrl 13 ± 1e(1) 6,3 ± 0,7b 

DFe 3,5 ± 0,6a 3 ± 1a 

DFeH1+Q 7 ± 1b 4 ± 1a 

DFeH2+Q 8 ± 1c 4,2 ± 0,8a 

DFeH3+Q 12 ± 1d 5,7 ± 0,9b 
(2)SIGNIFICACIÓN *** *** 

Ctrl 13 ± 1d 6,3 ± 0,7b 

DFe 3,5 ± 0,6a 3 ± 1a 

DFeF1+Q 5,5 ± 0,7bc  3,5 ± 0,4a 

DFeF2+Q 4,7 ± 0,7b 3,4 ± 0,4a 

DFeF3+Q 5,8 ± 0,8c 3,2 ± 0,4a 

SIGNIFICACIÓN *** *** 

(1) Media ± error Standard (n=9). 

(2)Análisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significación: * P≤0,05; ** P≤0,01; *** 

P≤0,001; ns P>0,05 (test de Duncan). 

 

El estudio de la incidencia del Fe endógeno de las fracciones húmica y 

fúlvica en los pesos frescos de la parte aérea y radicular (Tabla IV.45), revela 

que los efectos positivos encontrados por ambas fracciones en estos 

parámetros, parecen estar directamente relacionados con su aporte de Fe 

endógeno a plantas sometidas a estrés férrico (interacción T×D, P>0,05, 

Tabla IV.45), como también lo sugieren otros autores (Pinton et al.,1998; Chen 

et al., 2004a). 
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Tabla IV.45. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q; DAF, DFeF+Q) y de la 
concentración de Fe endógeno en cada dosis de los AH y AF: (1) 2,5, (2) 5,0 y 
(3) 10,0 (µg Corg/mL) en los pesos frescos radiculares y de la parte aérea (g). 

Peso Fresco Parte Aérea 

(g) 

 Peso Fresco Radicular 

(g) 

Dosis de Fe endógeno  
TRATAMIENTO  

1 2 3  1 2 3 

DAH (1)7±1 9±1 11±1  4±1 5±1 5,7±0,9 

DFeH+Q 7±1 8±1 12±1  4±1 4,2±0,8 5,7±0,9 
(2)SIGNIFICACIÓN        

Tratamiento (T) ns   ns  

Dosis Fe (D) ***  ** 

TxD ns  ns 

DAF 4,0±0,6 4,7±0,7 4,7±0,4  3,4±0,7 3,6±0,8 3,8±0,9 

DFeF+Q 5,5±0,7 4,7±0,7 5,8±0,8  3,5±0,4 3,4±0,4 3,2±0,5 

SIGNIFICACIÓN        

Tratamiento (T) ***  ns 

Dosis Fe (D) ns  ns 

TxD ns  ns 

(1)Media ± error Standard (n=3). 

(2)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P≤0,01; *** P≤0,001; 
ns P>0,05 (test de DMS). 
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V. CONCLUSIONES. 

 

Con este estudio se aportan nuevos datos sobre los mecanismos de 

respuesta que presentan las plántulas de tomate cv. Jaguar ante diferentes 

situaciones de nutrición férrica, cuando son tratadas con las fracciones húmica 

y fúlvica vía radicular, extrayéndose las siguientes conclusiones: 

 

• En condiciones de nutrición férrica adecuada, los efectos de la 

aplicación radicular de las fracciones húmica y fúlvica en plántulas de 

tomate desarrolladas en hidroponía son prácticamente nulos. 

 

• En medio calizo y con niveles de Fe asimilable adecuados 

(FeEDDHA), la concentración radicular de ácidos orgánicos aumenta, 

pudiendo este hecho estar relacionado con la presencia del ión HCO3
- 

y el pH alcalino del medio, mientras ambas fracciones no muestran 

incidencia en este parámetro. Cuando se incorpora a este medio una 

fuente de Fe insoluble (FeEDTA), las SH no mejoran los parámetros 

dañados por el déficit de hierro, al precipitar a valores de pH alcalinos 

y en presencia de Ca2+, impidiéndose así tanto una posible acción 

fisiológica de estas fracciones, como la utilización por parte de la 

planta del hierro presente en el material húmico.  

 

• Bajo deficiencia férrica severa, las fracciones húmica y fúlvica mejoran 

el desarrollo vegetal y restauran en gran medida los mecanismos de 

toma y asimilación del hierro, como consecuencia de su aporte de 

hierro endógeno a las plantas.  

 

• En base a los resultados obtenidos, se establece que las sustancias 

húmicas estudiadas se comportan como fertilizantes férricos, 

dependiendo su eficacia de su solubilidad en el medio y por tanto, de 

las condiciones experimentales. 
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VII. APÉNDICE I 

 
VII.1. SUSTANCIAS HÚMICAS. 

  

VII.1.1. pH y Conductividad eléctrica.  

 

El pH y la conductividad eléctrica fueron medidos directamente en 

alícuotas para la sustancia húmica líquida (RV), mientras que en la sustancia 

húmica de lignitos (producto sólido) se pesaron 4 g y se disolvieron en 100 mL 

de agua destilada (1:25), agitándose a continuación durante treinta minutos y 

volviéndose a agitar justo antes de medir. Se utilizó un pH-metro CRISON 

Micro-pH 2000 y un conductrímetro CRISON Micro CM 2201.  

 

VII.1.2. Extracto húmico total y contenido en ácido s húmicos y fúlvicos. 

 

Los porcentajes del extracto húmico total, ácidos húmicos y fúlvicos de 

las dos sustancias húmicas empleadas se obtuvieron según el Método Oficial 

de Análisis de productos orgánicos fertilizantes (R.D 1110/1991). 

 

La sustancia húmica de residuos vegetales al ser un producto líquido 

como paso previo a la determinación del extracto húmico total fue desecada a 

50-60ºC durante 48 h en una estufa de aire forzado. A continuación, se 

pesaron 2 g de cada producto comercial y se introdujeron junto con 100 mL de 

disolución extractante (Na4P2O7  0,1M y NaOH 0,1N) en tarros de plástico de 

200 mL, estando en agitación durante 1 h en un agitador de vaivén. 

Posteriormente, se centrifugaron a 4.500 r.p.m. durante 5 min, no 

obteniéndose precipitado en ambos productos comerciales, por lo tanto se 

descartó la presencia de residuo sólido seco. El líquido resultante de cada 

extracción fue enrasado con agua destilada hasta 1L. A esta disolución se la 

denominó “Extracto Húmico Total”.  

 

El extracto húmico total se determinó mediante la oxidación del C 

orgánico con K2Cr2O7 en medio sulfúrico concentrado y posterior valoración 

con sal de Mohr (FeSO4(NH4)2SO4·6H2O) del exceso de dicromato. 
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Para ello, se tomaron 50 mL de cada extracto húmico y se llevaron a 

matraces erlenmeyer de 500 mL, evaporaron el baño de agua hasta 

sequedad. Seguidamente se añadieron 10 mL de dicromato potásico 1N y 20 

mL de ácido sulfúrico concentrado. Se dejó reaccionar durante treinta minutos 

y a continuación se adicionaron 200 mL de agua y 10 mL de ácido 

ortofosfórico concentrado. Una vez frío, se valoró el dicromato en exceso con 

sal de Mohr 0,5 N, usando como indicador difenilamina (0,5% en sulfúrico). El 

punto final de la valoración vira de azul a verde intenso. A su vez, se 

prepararon blancos sin adicionar los extractos húmicos para medir el gasto de 

sal de Mohr con todo el dicromato. 

 

El extracto húmico total (EHT) se obtuvo según la siguiente expresión: 

 

%C.O = (VB-VM)(1/2)(12/4000)(1/P)(100/0,77) 

%E.H.T. = %C.O·1,724 

 

Donde C.O corresponde al carbono orgánico, VB es el volumen del valorante 

consumido por el blanco, VM es el consumido por la muestra y P es el peso de 

la muestra. 

 

Para la obtención del porcentaje en ácidos húmicos y fúlvicos de las 

dos sustancias húmicas comerciales se fraccionaron a partir de 200 mL de 

cada disolución de extracto húmico total, de acuerdo con el proceso descrito 

en el apartado VII.1.4 de este apéndice. A continuación, los AH precipitados 

procedentes de las dos sustancias húmicas se disolvieron con NaOH 0,5 N y 

se llevaron a matraces aforados de 50 mL, enrasando con agua destilada. A 

estas disoluciones se las denominó “Disolución de ácidos húmicos”. 

 

Tras el fraccionamiento, se midieron en las disoluciones de ácidos 

húmicos procedentes de las dos sustancias húmicas, su porcentaje en 

carbono orgánico oxidable y en ácidos húmicos según la metodología descrita 

anteriormente. El porcentaje de ácidos fúlvicos se calculó por diferencia entre 

el extracto húmico total y el contenido en los ácidos húmicos. 
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VII.1.3. Relación E 4/E6. 

 

La determinación de esta relación óptica se llevó a cabo siguiendo el 

método propuesto por Stevenson (1994). En primer lugar, se pesaron 30 mg 

de las dos sustancias húmicas comerciales, dónde la procedente de residuos 

vegetales fue previamente secada (vacío y 40 ºC) por encontrarse en estado 

líquido. A continuación, se disolvieron en 100 mL de NaHCO3 0,05 M 

midiéndose las absorbancias a 465 nm (E4) y 665 mn (E6). 

 

VII.1.4 Fraccionamiento y purificación de los ácido s húmicos y fúlvicos. 

 

Las sustancias húmicas comerciales fueron dializadas basándonos en 

la metodología descrita por Eyheraguibel, (2004). Para ello, se introdujeron 50 

mL de cada SH comercial en membranas para diálisis de aproximadamente 

30 cm de longitud y 3.500 Daltons de porosidad (Spectra/Por), siendo 

previamente la sustancia húmica de origen lignitos disuelta en agua 

desionizada en proporción 1:10 (p/v). Las membranas fueron sumergidas 

completamente en recipientes de 1 L de capacidad con agua desionizada, 

tomándose medidas de la conductividad eléctrica cada 24 h para evaluar la 

progresión del proceso y cambiándose posteriormente el agua en el que 

estaban sumergidas. La diálisis se dio por finalizada cuando la conductividad 

eléctrica permaneció constante y próxima a 0 (entre 20-25 días).  

 

Tras la diálisis, las sustancias húmicas se liofilizaron en un liofilizador 

Virtis, siendo anteriormente congeladas ya que la etapa de liofilización permite 

eliminar las moléculas de agua mediante sublimación. Este proceso se 

desarrolló durante 5 días, a continuación las muestras fueron conservadas en 

oscuridad a 4ºC. 

 

Después de la diálisis y liofilización de las sustancias húmicas se 

realizó el fraccionamiento de los ácidos húmicos y fúlvicos utilizando 

disoluciones 1:25 (p/v), siendo el disolvente agua destilada. En primer lugar se 

acidificaron con H2SO4 (50%) hasta pH 1, seguidamente se dejaron reposar 

durante 48 h a 4ºC y posteriormente se centrifugaron a 4.500 r.p.m., con el fin 

de separar los ácidos húmicos (precipitado) de los ácidos fúlvicos en 
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disolución. La fracción húmica procedente de la sustancia húmica de lignitos 

se redisolvió en la mínima cantidad de agua basificada (NaOH 0,5 N), 

desechándose la fracción fúlvica por ser la minoritaria. Mientras, de la 

sustancia húmica procedente de residuos vegetales se conservó la fracción 

fúlvica al ser la mayoritaria. Finalizado el fraccionamiento, los ácidos húmicos 

de lignito y los fúlvicos de residuos vegetales se sometieron a un proceso de 

purificación, volviéndose a repetir la diálisis y liofilización tal y como se ha 

descrito anteriormente y se conservaron en oscuridad a 4ºC. 

 

VII.1.5. Determinación de la concentración de macro  y micronutrientes. 

 

Una vez obtenidas las fracciones mayoritarias de las dos sustancias 

húmicas comerciales se mineralizaron. Para ello en primer lugar se pesaron 

0,1 g de cada fracción, se introdujeron en crisoles de porcelana y se 

sometieron a su calcinación en un horno mufla Labotherm L9/S27 con el 

programa que aparece en la siguiente tabla: 

 

 

Posteriormente, los crisoles con las cenizas de la mineralización se les 

adicionó a cada uno 4 mL de HCl 6 M y se calentaron en un baño térmico de 

arena. Este proceso se mantuvo durante dos horas reponiendo el volumen 

evaporado con agua destilada. Por último, el mineralizado una vez frío se filtró 

con papel lavado a los ácidos y se enrasó en matraces de 25 mL, 

procediéndose a la determinación en ICP (inductively coupled argon plasma 

emision spectroscopy) los contenidos de: Ca, Mg, Mn, Fe, Cu y Zn.  

 

 

 

Rampa 
(min.) 

Temperatura 
(ºC) 

Tiempo de permanencia 
(min.) 

15 100 15 

20 200 30 

20 350 30 

30 550 300 
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VII.1.6. Análisis elemental. 

 

Mediante el análisis de los gases procedentes de la combustión de los 

ácidos húmicos y fúlvicos purificados, se determinaron los porcentajes en 

peso de: C, N, H, S. El aparato utilizado en este análisis fue un Carlo Erba 

modelo CHNS-O EA1108.  

 

VII.1.7. Determinación de grupos funcionales. 

 

La determinación de los grupos funcionales que constituyen la 

estructura molecular de las fracciones húmicas y fúlvicas y el porcentaje en 

que se encuentran, se obtuvieron mediante espectroscopia de 13C-RMN en 

estado sólido y en una dimensión, con la técnica de polarización directa (DP-

MAS) donde la magnetización se hace directamente sobre el carbono (13C) y 

basándonos en la metodología propuesta por Smernik y Oades (2000a). 

 

Los análisis de RMN se realizaron con un espectrómetro Bruker 

Avance DRX-500, trabajando con una frecuencia de 125,8 MHz. En primer 

lugar, se tomaron 100 mg de los ácidos húmicos y fúlvicos dializados y 

liofilizados y se introdujeron en un rotor de óxido de zirconia de 4 mm de 

diámetro cuya tapa era de Kel-F. Las condiciones empleadas para realizar los 

espectros 13C DP-MAS fueron: velocidad de rotación 10.000±100 Hz; el 

tiempo de espera entre experimentos “time recycle” fue de 90 s, el tiempo de 

adquisición fue de 15 ms. Se recogieron 1369 puntos con una anchura 

espectral de 50 kHz y se tomó como referencia para las variaciones químicas 

los picos de alta frecuencia del sólido adamantano (δ: 38,4 ppm).  

 

Los espectros obtenidos para las dos fracciones se dividieron en las 

siguientes áreas: de 0 a 45 ppm C alifático, de 45 a 60 ppm C unido a N 

alifático/metoxi, de 60 a 95 ppm C unido a O alifático, de 95 a 110 ppm C 

unido a di-O alifático, de 110 a 145 ppm C aromático, de 145 a 165 ppm C 

fenólico, de 165 a 190 ppm C carboxílico/amida y de 190 a 215 ppm C 

carbonílico (Baldock y Smernik, 2002).  
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VII.2. QUELATOS DE HIERRO. 

 

VII.2.1. Síntesis del quelato FeEDTA. 

 

Para sintetizar el quelato FeEDTA en primer lugar se disolvió en agua 

destilada el ácido EDTA a partir de su sal disódica y di hidratada (Panreac 

para análisis), una vez disuelto se añadió el Fe (III) en forma de FeCl3·6H2O 

(Panreac para análisis) en cantidad suficiente para obtener una concentración 

de 10-3 M del quelato de hierro. Para ello, se adicionó un 105% molar de la sal 

frente al 100% molar del agente quelante EDTA, a fin de asegurar la completa 

quelación. Una vez obtenida la disolución del quelato se dejó a 4ºC 

protegiéndolo de la luz durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se filtró 

con filtros de 0,45 µm (Millipore) y se ajustó al volumen deseado con agua 

destilada. 

 

VII.2.2. Determinación de la concentración de Cu, M n, Zn y Fe total en el 

producto comercial de FeEDDHA. 

 

De acuerdo con la metodología oficial de análisis de fertilizantes (EN 

13366:2001), se pesó por triplicado 2 g del producto comercial y se disolvieron 

en 500 mL de agua destilada. A continuación, se pipetearon 50 mL del 

extracto anterior, se ajustó a 7 el pH usando HNO3 y se enrasó a 100 mL con 

agua destilada. Por último, se llevaron a cabo diluciones y se determinaron 

mediante ICP (inductively coupled argon plasma emision spectroscopy) los 

contenidos en Cu, Mn, Zn y Fe. 

 

VII.2.3. Determinación de la concentración de Fe qu elado en el producto 

comercial de FeEDDHA. 

 

Siguiendo la metodología descrita por Lucena et al. (1996) para HPLC 

se determinó la concentración de Fe quelado por el producto comercial de 

FeEDDHA. Para ello, se prepararon por triplicado disoluciones del producto 

con una concentración de 100 mg Fe/L teniendo en cuenta la composición de 

Fe quelado que aparece en la etiqueta. Estas disoluciones se prepararon con 

agua ultrapura y se filtraron previamente a ser inyectadas en la columna con 
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filtros de 0,22 µm (Osmonics). Se realizó una recta patrón de FeEDDHA 

estándar, a fin de cuantificar el contenido de Fe quelado. 

 

La fase móvil utilizada, se preparó adicionando 20 mL de trióxido de 

tetrabutilamonio al 40% (p/v) (Acros), a 650 mL de agua ultrapura. A 

continuación, se ajustó el pH a 6 con HCl (1:1) para análisis (Panreac) a fin de 

mantener la estabilidad del quelato y seguidamente, se adicionó 300 mL de 

Acetonitrilo para HPLC (Scharlau FEROSA). Por último, el volumen se ajustó 

a 1 L y se filtró con filtros de 0,22 µm (Osmonics). 

 

Se usó una columna Chromspher C18, siendo el volumen de inyección 

de 20 µL y la velocidad de flujo de 1,5 mL/min. 

 

VII.3. DETERMINACIONES ANALÍTICAS EN PLANTAS. 

 

VII.3.1. Análisis Foliares . 

 

VII.3.1.1. Determinación del Fe total y Fe (II) act ivo en hojas. 

 

Para la determinación del Fe total en hojas se pesaron en crisoles de 

porcelana 0,3 g de material foliar molido y seco (secado en estufa de aire 

forzado 70ºC). A continuación, las muestras foliares se calcinaron en un horno 

mufla (Labotherm L9/S27) con el programa de temperaturas que se indica en 

la tabla del apartado VII.1.5 de este Apéndice. 

 

Transcurrido este tiempo se adicionó 4 mL de HCl (50%) a los crisoles 

con las cenizas de la mineralización y se calentaron en un baño térmico de 

arena, a fin de conseguir su completa disolución. Este proceso se mantuvo 

durante dos horas reponiendo el volumen evaporado con agua destilada. Por 

último, el mineralizado una vez frío fue filtrado con papel lavado a los ácidos y 

se enrasó en matraces de 25 mL, determinándose el Fe total mediante ICP 

(inductively coupled argon plasma emision spectroscopy). 

 

La determinación del Fe (II) foliar activo se llevó a cabo siguiendo la 

metodología propuesta por Oserkawsky (1933) y posteriormente modificada 
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por LLorente el al. (1976). Para ello, se pesaron 0,3 g de material foliar seco 

(secado en estufa de aire forzado 70ºC), introduciéndose en tarros de plástico 

de 50 mL de capacidad con 5 mL de HCl 1N y se mantuvieron en agitación 

durante 4 h. A continuación, se filtró sobre papel lavado a los ácidos y se 

enrasó en matraces de 10 mL, determinándose el Fe (II) mediante ICP 

(inductively coupled argon plasma emision spectroscopy). 

 

VII.3.1.2. Determinación de clorofilas en hoja. 

 

De acuerdo con el método de Abadía et al. (1984), se pesó 1 g de 

material foliar fresco y troceado, introduciéndose en un vaso de 50 mL con 25 

mL de metanol y 0,1 g de CaCO3. Cuando el material vegetal presentó un 

color blanco como consecuencia de la pérdida de los pigmentos (3 horas) se 

tomaron 1 mL de la disolución y se llevó a 25 mL con agua destilada. A 

continuación fueron medidas las absorbancias a dos longitudes de onda: 663 

y 645 nm. Los resultados se expresan en primer lugar como mg clorofila/L 

extracto y finalmente como mg clorofila/g materia foliar fresca. 

 

El contenido de clorofilas se obtiene según las siguientes expresiones: 

Clorofila Total = 8,02·A663 + 20,21·A645 (mg clorofila/L extracto) 

Clorofila a = 12,7· A663 - 2,69·A645 (mg clorofila/L extracto) 

Clorofila b = 22,9·A645 - 4,68·A663 (mg clorofila/L extracto) 

 

VII.3.2. Análisis Radiculares . 

 

VII.3.2.1. Determinación de ácidos orgánicos en las  raíces. 

 

Siguiendo el método de López-Millán et al. (2000b) se pesaron 100 mg 

de material radicular, congelándose en criotubos con nitrógeno líquido y 

manteniendo las muestras a -80ºC hasta su determinación. A continuación, se 

trituraron las raíces con H2SO4 8 mM calentándose durante 10 minutos en un 

baño de agua a 100ºC. Seguidamente, se dejaron enfriar y se filtraron sobre 

filtros de 0,2 µm de fluoruro de polivinilo (LIDA, Kenosha, WI), enrrasando a 

un volumen final de 2 mL con H2SO4 8 mM y se analizaron por Cromatografía 

Líquida de Alta Eficacia (HPLC). Se empleó una columna de intercambio 
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iónico Aminex (300 x 7,8 mm HPX-87H, Bio-Rad, Hercules, CA), un detector 

UV de 210 nm, el volumen de inyección fue de 40 µL, la velocidad de flujo de 

0,4 mL/min y el eluyente 8 mM H2SO4. 

 

Los ácidos orgánicos analizados en raíces fueron: ácido cítrico (tretención: 

12,3 min.), ác. málico (tretención: 14,7 min.); ác. succínico (tretención: 18,4 min.) y 

ác. fumárico (tretención: 22,7 min.). Para ello, se prepararon cuatro multipatrones 

con las siguientes concentraciones: (1) 2·10-4 M para los ácidos cítrico, málico 

y succínico y 2·10-5 M para el ácido fumárico; (2) 4·10-4 M para los ácidos 

cítrico, málico y succínico y 4·10-5 M para el ácido fumárico; (3) 6·10-4 M para 

los ácidos cítrico, málico y succínico y 6·10-5 M para el ácido fumárico; (4) 

8·10-4 M para los ácidos cítrico, málico y succínico y 8·10-5 M para el ácido 

fumárico. 

 

VII.3.2.2. Reducción radicular de Fe (III). 

 

De acuerdo con la metodología propuesta por De la Guardia y 

Alcántara, (2002) y Johnson et al. (2002) las raíces fueron lavadas con 

abundante agua destilada manteniéndose en disolución de CaSO4 0,5 mM 

durante 30 minutos (de esta forma se evita la precipitación de carbonatos 

sobre las raíces) sin separarlas de la parte aérea. A continuación, el sistema 

radicular de las plantas completas se sumergieron en 200 mL de una 

disolución que contiene: disolución nutritiva normal sin micronutrientes; 

ferrozina (3-(2-pyridyl)-5,6-bis(4-phenylsulfonic acid)-1,2,4-triazine) 0,3 mM y 

Fe (III)-EDTA 10-4 M, ajustada a pH 5,0 con MES (2-(N-morpholino)etane 

sulfonic acid) 10-3 M. Las raíces de las plantas completas se mantuvieron en 

esta disolución en oscuridad durante 2 horas y transcurrido este tiempo se 

midieron las absorbancias a 562 nm, usando un coeficiente de extinción molar 

(ε) de 27,9 mM/cm para calcular la concentración de [Fe(II)-Ferrozina]=A/b·ε, 

siendo “A” la absorbancia y “b” el camino óptico (1 cm). Al finalizar las 

medidas de absorbancia las raíces se lavaron con agua destilada y se 

pesaron.  

 

Las unidades en que se expresa la reducción radicular de Fe (III) son 

(µmoles Fe (II)·g-1 peso fresco raíz·h-1). 
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VII.3.2.3. Permeabilidad de membrana en raíces. 

 

Se realizó de acuerdo con los métodos propuestos por Lutts et al. 

(1995) y Kaya et al. (2002) en el que se utiliza la pérdida de electrolito para 

estudiar la permeabilidad de membrana. La pérdida de electrolito se mide a 

través de la conductividad eléctrica como cociente entre CE1/CE2, de manera 

que conforme aumenta este cociente mayor será la permeabilidad de 

membrana  

 

En primer lugar, se lavaron las raíces con abundante agua destilada 

siendo sumergidas sin separarlas de la parte aérea en una disolución de 

CaSO4 0,5 mM durante 30 minutos (para evitar la precipitación de carbonatos 

sobre las raíces). Las raíces se secaron con papel de filtro pesándose y 

cortándose después en pequeños segmentos, siendo introducidas en tubos de 

centrífuga con 25 ml de agua destilada y agitándose a temperatura constante 

(100 rpm y 25ºC, respectivamente) durante 24 horas. Posteriormente, se midió 

la conductividad eléctrica (CE1) y a continuación los tubos tapados con 

algodón y gasa se incubaron en autoclave a 120ºC durante 20 minutos. Por 

último, se realizó la segunda medida de conductividad eléctrica (CE2) a 

temperatura ambiente. 
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Tabla IV.A.1. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, AH, AF), de la dosis de SH (0, 2,5, 5,0 y 10,0 µg Corg/mL) y de la concentración de Fe en el 

medio ((+ Fe) 2 mg/L y (- Fe) 0,002 mg/L) en los contenidos foliares de Fe total (mg/Kg), Fe (II) (mg/Kg) y el cociente Fe (II)/Fetotal.  

Fe (total) (mg/kg)   Fe (II) (mg/kg)   Fe(II)/Fe (total)  
  Dosis de SH (µg Corg/mL)    Tratamiento Dosis 

Fe 
0 2,5 5,0 10,0  0 2,5 5,0 10,0  0 2,5 5,0 10,0 

+ Fe (3)121±2     43±2     0,36±0,01    (1)Sin SH 
- Fe 25±3     7,9±0,3     0,30±0,02    

                

+ Fe  118±6 128±5 90±3   47±5 50±5 32±3   0,44±0,03 0,39±0,03 0,35±0,03 AH 
- Fe  48±5 98±5 84±4   19±2 23±5 25±5   0,38±0,05 0,26±0,03 0,30±0,07 

                

+ Fe  139±11 152±19 129±19   46±1 35±2 44±3   0,33±0,03 0,24±0,03 0,35±0,06 AF 
- Fe  34±3 41±2 47±3   12±1 12±2 11±1   0,36±0,02 0,30±0,03 0,24±0,03 

                
(2)SIGNIFICACIÓN                
Tratamiento (T)  ns  ***  *** 
Dosis Fe (F)  ***  ***  *** 
Dosis SH (D)  ***  ns  *** 
TxDxF  **  ***  *** 
TxD  *  ***  *** 
TxF  ***  ***  *** 
DxF  ***  ***  ** 
(1)El tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (– Fe) al DFe. 
(2)Análisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS). 
(3)Media ± error Standard (n=3). 
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Tabla IV.A.2. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, AH, AF), de la dosis de SH (0, 2,5, 5,0 y 10,0 µg Corg/mL) y de la concentración de Fe en el 

medio ((+ Fe) 2 mg/L y (- Fe) 0,002 mg/L) en la concentración de clorofila (mg/g m.f).  

Clorofila Total (mg/g m.f)   Clorofila a (mg/g m.f)  Clorofila b (mg/g m.f)  
  Dosis de SH (µg Corg/mL)    Tratamiento Dosis 

Fe 
0 2,5 5,0 10,0  0 2,5 5,0 10,0  0 2,5 5,0 10,0 

+ Fe (3)1,7±0,2     1,3±0,1     0,44±0,07    (1)Sin SH 
- Fe 0,24±0,07     0,14±0,03     0,10±0,04    

                

+ Fe  1,4±0,2 1,4±0,1 1,5±0,1   1,0±0,1 1,0±0,1 1,0±0,2   0,4±0,1 0,3±0,1 0,52±0,05 AH 
- Fe  0,93±0,06 0,53±0,02 0,32±0,03   0,55±0,08 0,4±0,1 0,26±0,01   0,29±0,09 0,19±0,07 0,06±0,02 

                

+ Fe  1,9±0,2 2,1±0,2 1,8±0,1   1,3±0,2 1,4±0,2 1,24±0,06   0,6±0,1 0,68±0,07 0,58±0,06 AF 
- Fe  0,35±0,05 0,34±0,04 0,33±0,05   0,21±0,02 0,20±0,02 0,20±0,05   0,14±0,04 0,14±0,02 0,13±0,02 

                
(2)SIGNIFICACIÓN                
Tratamiento (T)  **  ns  *** 
Dosis Fe (F)  ***  ***  *** 
Dosis SH (D)  *  *  ns 
TxDxF  ***  ns  ** 
TxD  *  ns  ns 
TxF  ***  ***  *** 
DxF  **  ns  * 
(1)El tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (– Fe) al DFe. 
(2)Análisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS). 
(3)Media ± error Standard (n=3). 
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Tabla IV.A.3. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, AH, AF), de la dosis de SH (0, 2,5, 5,0 y 10,0 µg Corg/mL) y de la concentración de Fe en el 

medio ((+ Fe) 2 mg/L y (- Fe) 0,002 mg/L) en la concentración radicular de ácidos cítrico y málico (µmol/g m.f).  

Ac. Cítrico (µmol/g m.f)   Ac. Málico (µmol/g m.f)  
Dosis de SH (µg Corg/mL)  Tratamiento Dosis Fe 

0 2,5 5,0 10,0  0 2,5 5,0 10,0 
+ Fe (3)5,9±0,7     2,9±0,7    (1)Sin SH 
- Fe 2,3±0,2     0,9±0,3    

           
+ Fe  7,7±0,5 8,4±0,8 4,4±0,5   5,7±0,8 5,7±0,6 3,3±0,3 AH 
- Fe  9±1 8,6±0,4 10±1   10,7±0,8 7±1 3,4±0,7 

           
+ Fe  3,73±0,06 5±1 10±2   5,5±0,9 4±1 8±1 AF 
- Fe  10,1±0,7 13±1 8±1   0,9±0,4 1,2±0,3 0,9±0,1 

           
(2)SIGNIFICACIÓN           
Tratamiento (T)  ns  *** 
Dosis Fe (F)  ***  *** 
Dosis SH (D)  ns  *** 
TxDxF  ***  *** 
TxD  ***  *** 
TxF  *  *** 
DxF  **  *** 
(1)El tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (– Fe) al DFe. 
(2)Análisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS). 
(3)Media ± error Standard (n=3). 
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Tabla IV.A.4. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, AH, AF), de la dosis de SH (0, 2,5, 5,0 y 10,0 µg Corg/mL) y de la concentración de Fe en el 

medio ((+ Fe) 2 mg/L y (- Fe) 0,002 mg/L) en la concentración radicular de ácidos succínico y fumárico (µmol/g m.f).  

Ac. Succínico (µmol/g m.f)   Ac. Fumárico (µmol/g m.f)  
Dosis de SH (µg Corg/mL)  Tratamiento Dosis Fe 

0 2,5 5,0 10,0  0 2,5 5,0 10,0 
+ Fe (3)7,5±0,3     0,08±0,01    (1)Sin SH 
- Fe 6,2±0,7     0,05±0,01    

           
+ Fe  5±1 7±1 4,3±0,9   0,101±0,003 0,101±0,001 0,113±0, 009 AH 
- Fe  7,6±0,7 7,3±0,4 8,2±0,8   0,06±0,01 0,060±0,007 0, 04±0,01 

           
+ Fe  5,4±0,5 5±1 5,5±0,7   0,072±0,003 0,042±0,008 0,04 4±0,006 AF 
- Fe  17±2 13±2 15,9±0,8   0,06±0,01 0,07±0,01 0,070±0,0 09 

           
(2)SIGNIFICACIÓN           
Tratamiento (T)  ***  *** 
Dosis Fe (F)  ***  *** 
Dosis SH (D)  ns  ns 
TxDxF  ns  * 
TxD  **  ns 
TxF  ***  *** 
DxF  ***  ns 
(1)El tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (– Fe) al DFe. 
(2)Análisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS). 
(3)Media ± error Standard (n=3) 
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Tabla IV.A.5. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, AH, AF), de la dosis de SH (0, 2,5, 5,0 y 10,0 µg Corg/mL) y de la concentración de Fe en el 

medio ((+ Fe) 2 mg/L y (- Fe) 0,002 mg/L) en la concentración radicular de ácidos orgánicos totales (µmol/g m.f). 

Dosis de SH (µg Corg/mL)  Tratamiento Dosis Fe 
0 2,5 5,0 10,0 

+ Fe (3)16,4 ± 0,7    (1)Sin SH 
- Fe 9,5 ± 0,7    

      
+ Fe  19 ± 2 21± 2 12 ± 2 AH 
- Fe  27 ± 2 23 ± 1 21 ± 2 

      
+ Fe  15 ± 1 14 ± 2 24 ± 2 

AF 
- Fe  28 ± 1 27 ± 1 25 ± 1 

      
(2)SIGNIFICACIÓN      
Tratamiento (T)  ** 
Dosis Fe (F)  *** 
Dosis SH (D)  * 
TxDxF  *** 
TxD  *** 
TxF  * 
DxF  *** 
(1)El tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (– Fe) al DFe. 
(2)Análisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS). 
(3)Media ± error Standard (n=3). 
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Tabla IV.A.6. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, AH, AF), de la dosis de SH (0, 2,5, 5,0 y 10,0 µg Corg/mL) y de la concentración de Fe en el 

medio ((+ Fe) 2 mg/L y (- Fe) 0,002 mg/L) en la actividad de la Fe (III)-reductasa radicular (µmol Fe(II)/g raíz·h).  

Dosis de SH (µg Corg/mL)  Tratamiento Dosis Fe 
0 2,5 5,0 10,0 

+ Fe (3)0,11±0,01    (1)Sin SH 
- Fe 0,46±0,04    

      
+ Fe  0,10±0,02 0,14±0,02 0,082±0,007 AH 
- Fe  0,76±0,04 0,86±0,07 0,75±0,02 

      
+ Fe  0,091±0,008 0,11±0,01 0,090±0,006 AF 
- Fe  0,67±0,08 0,65±0,02 0,89±0,09 

      
(2)SIGNIFICACIÓN      
Tratamiento (T)  * 
Dosis Fe (F)  *** 
Dosis SH (D)  * 
TxDxF  *** 
TxD  *** 
TxF  ns 
DxF  ** 
(1)El tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (– Fe) al DFe. 
(2)Análisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS). 
(3)Media ± error Standard (n=3). 
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Tabla IV.A.7. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, AH, AF), de la dosis de SH (0, 2,5, 5,0 y 10,0 µg Corg/mL) y de la concentración de Fe en el 

medio ((+ Fe) 2 mg/L y (- Fe) 0,002 mg/L) en la permeabilidad de la membrana radicular (CE1/CE2).  

Dosis de SH (µg Corg/mL)  Tratamiento Dosis Fe 
0 2,5 5,0 10,0 

+ Fe (3)0,91±0,01    (1)Sin SH 
- Fe 0,44±0,02    

      
+ Fe  0,88±0,02 0,97±0,07 0,99±0,05 AH 
- Fe  0,87±0,01 0,86±0,03 0,93±0,04 

      
+ Fe  1,02±0,04 0,97±0,08 1,00±0,03 AF 
- Fe  0,53±0,06 0,55±0,02 0,64±0,04 

      
(2)SIGNIFICACIÓN      
Tratamiento (T)  *** 
Dosis Fe (F)  *** 
Dosis SH (D)  ** 
TxDxF  * 
TxD  ns 
TxF  *** 
DxF  ns 
(1)El tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (– Fe) al DFe. 
(2)Análisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS). 
(3)Media ± error Standard (n=3). 
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Tabla IV.A.8. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, AH, AF), de la dosis de SH (0, 2,5, 5,0 y 10,0 µg Corg/mL) y de la concentración de Fe en el 

medio ((+ Fe) 2 mg/L y (- Fe) 0,002 mg/L) en los pesos frescos radiculares y de la parte aérea (g).  

Peso Fresco Parte Aérea (g)   Peso Fresco Radicular (g)  
Dosis de SH (µg Corg/mL)  Tratamiento Dosis Fe 

0 2,5 5,0 10,0  0 2,5 5,0 10,0 
+ Fe (3)13±1     6,3±0,7    (1)Sin SH 
- Fe 3,5±0,6     3±1    

           
+ Fe  15±1 14,7±0,9 14,7±0,9   6±1 6±1 6±1 AH 
- Fe  7±1 9±1 11±1   4±1 5±1 5,7±0,9 

           
+ Fe  10,6±0,9 9,4±0,8 10,5±0,5   6,5±0,8 5,4±0,8 6,3±0, 7 AF 
- Fe  4,0±0,6 4,7±0,7 4,7±0,4   3,4±0,7 3,6±0,8 3,8±0,9 

           
(2)SIGNIFICACIÓN           
Tratamiento (T)  ***  ** 
Dosis Fe (F)  ***  *** 
Dosis SH (D)  ***  ns 
TxDxF  **  ns 
TxD  *  ns 
TxF  ns  ** 
DxF  ***  ns 
(1)El tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (– Fe) al DFe. 
(2)Análisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS). 
(3)Media ± error Standard (n=9). 



 
 
 
 
 
Apéndice II    271 

 

 
 
 
 
 
Tabla IV.A.9. Efecto de los tratamientos (BAH, BAF) y de la dosis de SH (2,5, 5,0, 10,0) (µg Corg/mL) en los contenidos foliares de Fe total 

(mg/Kg), Fe (II) (mg/Kg) y el cociente Fe (II)/Fetotal. El Fe (2 mg/L) fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia II.1 y como FeEDTA en la 

Experiencia II.2. 

Fe (total) (mg/kg)   Fe (II) (mg/kg)   Fe(II)/Fe (total)  
  Dosis de SH (µg Corg/mL)    Tratamiento 

Experiencia II.1 
2,5 5,0 10,0  2,5 5,0 10,0  2,5 5,0 10,0 

BAH  (2)120±3 127±4 100±8  48±6 48±3 38±3  0,40±0,05 0,37±0 ,02 0,38±0,05 
BAF  123±8 119±3 135±4  43±1 47±5 46±6  0,35±0,03 0,40±0 ,04 0,34±0,05 

(1)SIGNIFICACIÓN            
Tratamiento (T) **  ns  ns 
Dosis SH (D) ns  ns  ns 
TxD ***  ns  ns 
Experiencia II.2            

BAH 116±6 174±2 126±3  31±1 32±2 33±3  0,27±0,01 0,18±0 ,01 0,26±0,03 
BAF 133±6 135±17 144±8  35±4 34±5 34±5  0,26±0,03 0,26± 0,05 0,23±0,05 

SIGNIFICACIÓN            
Tratamiento (T) ns  ns  ns 
Dosis SH (D) ***  ns  ns 
TxD ***  ns  ns 
(1)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05. 
(2)Media ± error Standard (n=3). 
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Tabla IV.A.10. Efecto de los tratamientos (BAH, BAF) y de la dosis de SH (2,5, 5,0, 10,0) (µg Corg/mL) en la concentración de clorofila (mg/g 

m.f). El Fe (2 mg/L) fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia II.1 y como FeEDTA en la Experiencia II.2. 

Clorofila Total  
(mg/g m.f) 

 Clorofila a  
(mg/g m.f) 

 Clorofila b  
(mg/g m.f) 

  Dosis de SH (µg Corg/mL)    
Tratamiento 

Experiencia II.1 
2,5 5,0 10,0  2,5 5,0 10,0  2,5 5,0 10,0 

BAH  (2)2,0 ± 0,2 2,0 ± 0,2 1,9 ± 0,2  1,35 ± 0,09 1,4 ± 0,1 1,37 ± 0,05  0,61 ± 0,08 0,59 ± 0,07 0,52 ± 0,07 
BAF  2,0 ± 0,3 1,7 ± 0,1 2,0 ± 0,2  1,5 ± 0,2 1,30 ± 0,03 1,5 ± 0,2  0,5 ± 0,1 0,44 ± 0,08 0,50 ± 0,04 

(1)SIGNIFICACIÓN            
Tratamiento (T) ns  ns  ** 
Dosis SH (D) ns  ns  ns 
TxD ns  ns  ns 
Experiencia II.2            

BAH 1,3 ± 0,1 1,0 ± 0,2 1,11 ± 0,08  0,69 ± 0,05 0,6 ± 0,1 0,68 ± 0,09  0,61 ± 0,09 0,42 ± 0,07 0,44 ± 0,02 
BAF 1,17 ± 0,03 1,22 ± 0,06 1,15 ± 0,01  0,71 ± 0,09 0,74 ± 0,04 0,72 ± 0,03  0,46 ± 0,05 0,52 ± 0,02 0,48 ± 0,02 

SIGNIFICACIÓN            
Tratamiento (T) ns  *  ns 
Dosis SH (D) ns  ns  ns 
TxD ns  ns  ns 
(1)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05. 
(2)Media ± error Standard (n=3). 
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Tabla IV.A.11. Efecto de los tratamientos (BAH, BAF) y de la dosis de SH (2,5, 5,0, 10,0) (µg Corg/mL) en la concentración radicular de ácidos 

orgánicos (µmol/g m.f). El Fe (2 mg/L) fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia II.1 y como FeEDTA en la Experiencia II.2. 

Ac. Cítrico (µmol/g m.f)   Ac. Málico (µmol/g m.f)  
Dosis de SH (µg Corg/mL)  Tratamiento 

Experiencia II.1 
2,5 5,0 10,0  2,5 5,0 10,0 

BAH  (2)12,1 ± 0,2 15,1 ± 0,2 7,1 ± 0,4  7,9 ± 0,6 8,4 ± 0,1 5,9 ± 0,9 
BAF  11,1 ± 0,8 11,4 ± 0,6 11 ± 1  4,3 ± 0,3 5,6 ± 0,3 4,2 ± 0,2 

(1)SIGNIFICACIÓN        
Tratamiento (T) ns  *** 
Dosis SH (D) ***  *** 
TxD ***  * 

Experiencia II.2     5,6 ± 0,8 5,2 ± 0,3 4,7 ± 0,8 
BAH 13 ± 1 10,0 ± 0,9 11 ± 1  4,3 ± 0,3 6,0 ± 0,7 4,8 ± 0,1 
BAF 11,3 ± 0,8 9,9 ± 0,6 9 ± 2     

SIGNIFICACIÓN        
Tratamiento (T) ns  ns 
Dosis SH (D) *  ns 
TxD ns  * 
(1)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05. 
(2)Media ± error Standard (n=3). 
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Tabla IV.A.12. Efecto de los tratamientos (BAH, BAF) y de la dosis de SH (2,5, 5,0, 10,0) (µg Corg/mL) en la concentración radicular de ácidos 

orgánicos (µmol/g m.f). El Fe (2 mg/L) fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia II.1 y como FeEDTA en la Experiencia II.2. 

Ac. Succínico (µmol/g m.f)   Ac. Fumárico (µmol/g m.f)  
Dosis de SH (µg Corg/mL)  Tratamiento 

Experiencia II.1 
2,5 5,0 10,0  2,5 5,0 10,0 

BAH  (2)6 ± 1 5,3 ± 0,6 6 ± 1  0,18 ± 0,01 0,23 ± 0,02 0,18 ± 0,01 
BAF  12 ± 2 12 ± 1 12,6 ± 0,6  0,031 ± 0,002 0,035± 0,005 0,033 ± 0,002 

(1)SIGNIFICACIÓN        
Tratamiento (T) ***  *** 
Dosis SH (D) ns  ** 
TxD *  ** 

Experiencia II.2 12 ± 1 17 ± 1 16 ± 2  0,27 ± 0,04 0,23 ± 0,03 0,30 ± 0,06 
BAH 11 ± 1 11,4 ± 0,5 11,1 ± 0,1  0,24 ± 0,04 0,27 ± 0,02 0,28 ± 0,01 
BAF        

SIGNIFICACIÓN        
Tratamiento (T) ***  ns 
Dosis SH (D) **  ns 
TxD **  ns 
(1)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05. 
(2)Media ± error Standard (n=3). 
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Tabla IV.A.13. Efecto de los tratamientos (BAH, BAF) y de la dosis de SH (2,5, 5,0, 10,0) (µg Corg/mL) en la concentración radicular de ácidos 

orgánicos totales (µmol/g m.f). El Fe (2 mg/L) fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia II.1 y como FeEDTA en la Experiencia II.2. 

Dosis de SH (µg Corg/mL)  Tratamiento 

Experiencia II.1 
2,5 5,0 10,0 

BAH  (2) 25,7 ± 0,8 29,0 ± 0,6 19 ± 1 
BAF  28 ± 2 29 ± 2 28 ± 2 

(1)SIGNIFICACIÓN    
Tratamiento (T) *** 
Dosis SH (D) *** 
TxD *** 

Experiencia II.2 31 ± 3 32 ± 3 31 ± 4 
BAH 27 ± 2 28 ± 1 25 ± 2 
BAF    

SIGNIFICACIÓN    
Tratamiento (T) *** 
Dosis SH (D) ns 
TxD ns 
(1)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05. 
(2)Media ± error Standard (n=3). 
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Tabla IV.A.14. Efecto de los tratamientos (BAH, BAF) y de la dosis de SH (2,5, 5,0, 10,0) (µg Corg/mL) en la actividad de la Fe(III)-reductasa 

radicular (µmol Fe(II)/g raíz·h). El Fe (2 mg/L) fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia II.1 y como FeEDTA en la Experiencia II.2. 

Dosis de SH (µg Corg/mL)  Tratamiento 

Experiencia II.1 
2,5 5,0 10,0 

BAH  (2)0,15 ± 0,01 0,113 ± 0,005 0,113 ± 0,007 
BAF  0,132 ± 0,005 0,123 ± 0,004 0,126 ± 0,006 

(1)SIGNIFICACIÓN    
Tratamiento (T) ns 
Dosis SH (D) * 
TxD * 

Experiencia II.2 0,22 ± 0,02  0,271 ± 0,005  0,25 ± 0,01  
BAH 0,232 ± 0,009  0,23 ± 0,02  0,22 ± 0,02 
BAF    

SIGNIFICACIÓN    
Tratamiento (T) * 
Dosis SH (D) ns 
TxD * 
(1)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05. 
(2)Media ± error Standard (n=3). 
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Tabla IV.A.15. Efecto de los tratamientos (BAH, BAF) y de la dosis de SH (2,5, 5,0, 10,0) (µg Corg/mL) en la permeabilidad de membrana radicular 

CE1/CE2. El Fe (2 mg/L) fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia II.1 y como FeEDTA en la Experiencia II.2. 

Dosis de SH (µg Corg/mL)  Tratamiento 

Experiencia II.1 
2,5 5,0 10,0 

BAH  (2)0,82 ± 0,02 0,82 ± 0,09 0,86 ± 0,07 
BAF  0,89 ± 0,06 0,92 ± 0,03 0,89 ± 0,01 

(1)SIGNIFICACIÓN    
Tratamiento (T) * 
Dosis SH (D) ns 
TxD ns 

Experiencia II.2 0,89 ± 0,04 0,92 ± 0,03 0,87 ± 0,03 
BAH 0,96 ± 0,03 0,96 ± 0,04 0,97 ± 0,05 
BAF    

SIGNIFICACIÓN    
Tratamiento (T) *** 
Dosis SH (D) ns 
TxD ns 
(1)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05. 
(2)Media ± error Standard (n=3). 
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Tabla IV.A.16. Efecto de los tratamientos (BAH, BAF) y de la dosis de SH (2,5, 5,0, 10,0) (µg Corg/mL) en los pesos frescos radiculares y de la 

parte aérea (g). El Fe (2 mg/L) fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia II.1 y como FeEDTA en la Experiencia II.2. 

Peso Fresco Parte Aérea (g)   Peso Fresco Radicular (g)  
Dosis de SH (µg Corg/mL)  Tratamiento 

Experiencia II.1 
2,5 5,0 10,0  2,5 5,0 10,0 

BAH  (2)14 ± 2 14 ± 1 13,4 ± 0,9  5,8 ± 0,7 6 ± 1 4,9 ± 0,9 
BAF  14,2 ± 0,8 12 ± 2 13 ± 2  6,8 ± 0,5 5 ± 1 6,9 ± 0,9 

(1)SIGNIFICACIÓN        
Tratamiento (T) ns  ** 
Dosis SH (D) *  ns 
TxD ns  ns 

Experiencia II.2     3,6 ± 0,8 3,6 ± 0,7 3,7 ± 0,7 
BAH 6 ± 1 6,8 ± 0,8 6,7 ± 0,9  3,4 ± 0,4 3,1 ± 0,6 2,9 ± 0,7 
BAF 8 ± 1 6 ± 1 6,2 ± 0,8     

SIGNIFICACIÓN        
Tratamiento (T) ns  * 
Dosis SH (D) ns  ns 
TxD ns  ns 
(1)Análisis de varianza MANOVA (TxD). Significación: * P≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001; ns P>0,05. 
(2)Media ± error Standard (n=9). 
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