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|. INTRODUCCION.

La concentracion de nutrientes en la disolucion del suelo debe ser la
adecuada para el buen desarrollo de los cultivos, pero existen numerosos
factores (suelos pobremente drenados, con alta alcalinidad, estrés hidrico,...),
que alteran dicha concentracion ocasionando deficiencias nutricionales,

principalmente de micronutrientes.

El hierro es un elemento esencial en la nutricion de las plantas al estar
implicado en numerosos procesos metabdlicos, su déficit da lugar a la
disminuciéon o inactivacion de estos procesos, ocasionando uno de los
problemas mas graves a los que se enfrenta la agricultura en amplias zonas

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

El efecto méas evidente de la deficiencia de hierro es el color
amarillento entre las nervaduras de las hojas jovenes (Abadia y Abadia, 1993;
Marschner, 1995; Morales et al., 1998; Mengel et al., 2001), causado por una
disminucion a nivel foliar de todos los pigmentos fotosintéticos que recogen la
luz (clorofilas y carotenos) (Spiller y Terry, 1980; Terry y Abadia, 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
necroéticas, caida precoz de las hojas e incluso una desfoliacion total y entre
otros sintomas visuales, una reduccién del crecimiento de la planta que ve
restringida su produccién éptima y la calidad de los frutos (Carpena et al.,
1965; Loupassak et al., 1997; Tagliavini et al., 2000; Mengel et al., 2001;
Alvarez-Fernandez 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 aparicion 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 mayoria de los
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casos insuficiente para satisfacer las necesidades del vegetal, y en la
inhibicion 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 aridas y
semiaridas con bajas precipitaciones anuales (<500 mm), hecho que agrava la

situacion.

Este desorden nutricional presenta una destacada incidencia en un
gran numero de cultivos, siendo mas susceptibles los arboles frutales de hoja
caduca (melocotoneros, ciruelos, manzanos, Kiwi,...), olivos, uva, arroz,
citricos, tomates, etc. (Sanz et al.,, 1992; Mengel et al.,, 2001; Rombola y
Tagliavini, 2006). En Europa, el area mediterranea es una de las zonas mas
afectadas Esto hace que muchos cultivos de gran relevancia econdémica
necesiten ser tratados con compuestos de hierro, lo que supone altos costes
econémicos en la agricultura para su correccion, que ascienden
aproximadamente a 100 millones de euros cada afio solo en la zona del

Mediterraneo.

En los suelos calizos la mejor forma de evitar y corregir la carencia de
hierro en los cultivos, consiste en la aplicacion de quelatos sintéticos de hierro,
siendo los mas eficaces los constituidos a base de FeEDDHA (etilendiamino-
di-o-hidroxifenilacetato ferrato(lll)) y FeEDDHMA (etilendiamino-di-(o-hidroxi-
p-metilfenilacetato) ferrato(lll)), ya que son estables frente al pH en un rango
de 4-9 (Halvorson y Lindsay, 1972; Norvell, 1991) y presentan minima
reactividad con los materiales edaficos (Alvarez-Fernandez 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 Espafa 2/3 de los
quelatos vendidos en Europa. Ademas, la inclusion al suelo de grandes
cantidades de quelatos sintéticos de hierro podria desencadenar riesgos
medio ambientales al tratarse de productos de sintesis muy solubles, poco
degradables por los microorganismos del suelo y con gran potencial
solubilizador de metales pesados que pueden ser lixiviados (Tagliavini y
Rombola, 2001; Orera et al., 2006), es por tanto necesario encontrar métodos

gque permitan reducir costes y minimizar su impacto ambiental.
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En las ultimas décadas se han ido estableciendo una serie de efectos
bioestimulantes de las sustancias humicas 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 ¢) modificacion de determinadas actividades enziméticas implicadas
en la toma y el metabolismo de nutrientes, especialmente hierro y nitrégeno
(Pinton et al., 1997; Varanini et al., 1993; Varanini y Pinton 2000).

[.1. HIERRO EN EL SUELO.

El hierro es el cuarto elemento més abundante de la corteza terrestre
(3,8%) después del oxigeno, silicio y aluminio (Lindsay, 1979). Representa el
5,1% del peso total de la corteza terrestre, encontrandose mayoritariamente
en las estructuras cristalinas de numerosos minerales. En el suelo esta
presente en sus dos estados de oxidacion, siendo el Fe (lll) la especie soluble
predominante en condiciones aerdbicas. Su punto de partida en el suelo son
los minerales primarios (Figura 1.1) que incluyen silicatos ferromagnéticos
como: olivino, homblenda, augita y biotita, donde generalmente se encuentra
como Fe (ll), pero en presencia de oxigeno atmosférico estos minerales se
meteorizan lentamente obteniéndose hierro soluble que puede ser utilizado
por los organismos del suelo, unirse a distintos ligandos orgéanicos, o bien ser
transformado a minerales secundarios como: carbonatos, sulfuros y silicatos,
pero fundamentalmente se transforma en oxidos e hidroxidos de Fe (lll), de
distinta composicién y grados de cristalizacion que seran los que controlen
principalmente su solubilidad en el suelo (Murad y Fischer, 1988; Lindsay,
1979).
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Fe en minerales :
o —® Fe en organismos
primarios
Meteorizacion Asimilacion | Descomposicion tras la muerte

Fe en la disolucion del suelo

Reduccion
Complejacion Oxidacion
Hidralisis
Fe (Ill} oxidos [
A

Reduccién por organismos

v Oxidacidn ¢ ¢

Fe en rios y
aguas superficiales

minerales Fe (Il)

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

La precipitacion del Fe (lll) en el suelo forma hidréxido de hierro (lll)
amorfo en primer lugar. Con el tiempo evoluciona a una forma cristalina mas
ordenada y menos soluble que la anterior denominada Fe-suelo, oxido de Fe
(1) amorfo que podria corresponder a la ferhidrita (Lindsay, 1995), y controla
la solubilidad del Fe (lll) en suelos bien aireados mediante la siguiente

reaccion:

Fe-suelo + 3H" =2 Fe** + H,0 Log K =2,70

La solubilidad de los 6xidos e hidréxidos del Fe (lll) esta condicionada
por el pH y de acuerdo con Chen y Barak (1982) disminuye en el siguiente
orden: Fe(OH); amorfo > Fe(OH); del suelo > y-Fe,O; maghemita > y-FeOOH
lepidocrocita > a-Fe,O3; haemita > goetita. Por su naturaleza quimica y su gran
superficie especifica los Oxidos 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 descomposicion oxidativa de la materia organica pueden utilizar los
oxidos de Fe (lll) como aceptores finales de electrones, reduciéndose el Fe
() a Fe (I) que generalmente es mas soluble y facilita la solubilidad de los

Oxidos (Schwertmann y Taylor, 1989).

[.2. EL HIERRO EN LA PLANTA.

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

funciones metabdlicas del hierro en la planta.

1.2.1. ASIMILACION DEL HIERRO POR LA PLANTA.

Aunque el hierro en el suelo se encuentra soluble en sus dos estados
de oxidacion, las plantas preferiblemente lo toman en forma de Fe (Il
(Marschner, 1995), por lo que en suelos bien aireados donde predomina el i6n
férrico, es necesario su reduccibn como paso previo a la nutricion de hierro.
Esta reduccion tiene lugar en la membrana plasmaética radicular por la enzima
Fe (ll)-reductasa estandar (Bienfait, 1985; Romheld, 1987). A continuacion
mediante una serie de procesos que citaremos mas adelante, el Fe es

distribuido por toda la planta.

Las plantas se pueden clasificar en funcién de su adaptacion a la
disponibilidad de hierro en el medio en calcifugas y calcicolas (Figura 1.2). 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 (1), estas plantas se localizan principalmente
en suelos acidos. Las plantas calcicolas pueden crecer en suelos con gran

contenido de CaCOg, ya que en estas situaciones de deficiencia de hierro, han

5
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desarrollado una serie de mecanismos que permiten incrementar los niveles
de Fe en la disolucién del suelo. Estas plantas segun los mecanismos que
desarrollen en su adaptacion a la carencia de hierro se clasifican en dos
grupos: plantas de estrategia | y de estrategia Il (Chaney et al., 1972;
Marschner et al., 1986; Rémheld, 1987; Bienfait, 1988; Brown y Joley, 1988;
Hopkins et al 1992; Marschner y Rémheld, 1995).

_PLANTAS)
CALCIFUGAS CALCICOLAS
Mo desarrollan
ningln tipo de
respuesta a la
baja disponibilidad
de Fe
_ ESTRATEGIA | ) ESTRATEGIA |l
Dicotiledoneas y
Monocotileddneas Gramineas

(no gramineas)

Figura 1.2. Clasificacion de las plantas segun su adaptacion a la disponibilidad

de Fe en el medio.

Estrategia |.

Esta respuesta corresponde a las plantas di- y monocotiledéneas a
excepcion de las gramineas, estando a su vez constituida al menos por dos

subestrategias y en muchos casos por una tercera.

En general, las plantas de estrategia | experimentan como respuesta a
la deficiencia de Fe cambios fisiolégicos como son la liberacién de H* y

sustancias reductoras y/o quelantes, asi como el incremento de la actividad de
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la enzima Fe (lll)-reductasa (Figura 1.3), y cambios morfolégicos como la
proliferacion de raices laterales para incrementar el area de absorcion de Fe y
aumento del diametro de la zona apical radicular (Kramer et al.,1980;

Robinson et al., 1999; Schmidt, 1999; Lopez-Millan et al., 2001; Dell'Orto et
al., 2003).

NAD(PIH

Quelante =

NAD(P)*

| I Tr|—=Fe (ll)

|

|| ATP
| | :

I'll:_: H ATPaza / H

\ADP

~\
,.'KFE [III]\\ f: Reductores

. .o 8 Quelantes
Y| inorganico

e

rizosfera apoplasma mp. citoplasma
m.p. = membrana plasmatica R = reductasa Tr = transpotador de Fe ()

Figura 1.3. Modelo de respuesta de las plantas de estrategia | ante la
deficiencia de Fe (Marschner, 1995).

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

enzima Fe(lll)-reductasa situada en la membrana plasmatica radicular,
responsable de la reduccion del Fe (lll), lo que da lugar al aumento en la
velocidad de descomposicién de los quelatos de Fe (Ill) y por consiguiente de

la toma de Fe reducido por la planta (Moog y Briiggemann, 1994; Robinson et
al., 1999; Schmidt, 1999; Rombola et al., 2002).
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Este aumento en la actividad reductasa radicular se atribuye a la
mayor actividad de la reductasa estdndar junto con la activacion de una
enzima transmembrana llamada reductasa turbo (Bienfait, 1985). Existen dos
hipotesis respecto a la enzima reductasa turbo, por una parte autores como
Bienfait (1985) y Susin et al. (1996) consideraron que se encuentra localizada
en células de la epidermis de las raices 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 Briggemann (1994)
piensan que la reductasa turbo se encuentra en todo el sistema radicular de
las plantas y sélo se activa bajo deficiencia férrica. Asi, 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 (Romheld y Marschner, 1983) y 6 veces para
la cebada (Bienfait et al., 1983).

La seqgunda subestrategia consiste en la extrusion de H* por las raices

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

Estas dos primeras subestrategias parecen estar correlacionadas, ya
que la excrecion de H* produce la acidificacion 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 éptimo para la reductasa turbo
es 6,5 (Holden et al., 1991) y para la reductasa estandar alrededor de 5,5
(Cohen et al., 1997). Por lo tanto, en medios calizos las concentraciones
elevadas de HCOj; contrarrestan esta respuesta de las plantas de estrategia |,

e inducen la aparicion de los sintomas de la deficiencia de hierro.

La extrusion de H* va unida a cambios morfolégicos en la raiz, como
son el incremento de raices laterales y el engrosamiento de las zonas
subapicales, que permiten una mayor absorcidbn del Fe al aumentar la
superficie de contacto (Kramer et al., 1980; Welkie y Miller, 1993; Schmidt,
2001).
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Por ultimo, la_tercera subestrategia aparece en ciertas especies

(tomate, sorgo, maiz,...), y consiste en la liberacion de sustancias reductoras
y/o quelantes por parte de las raices, principalmente de naturaleza fendlica.
Su importancia radica mas en su poder quelante que en su caracter reductor
(Welkie y Miller, 1960; Mori, 1999; Dasgan et al., 2002). Esta liberacion de
sustancias reductoras y/o quelantes al medio es escasa cuando la planta
dispone de hierro suficiente para su nutricion éptima, mientras que en

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

Entre los acidos organicos exudados por las raices se encuentran
mayoritariamente acidos di- y tricarboxilicos, principalmente el acido oxalico,
malico y citrico, potentes quelantes del Fe (Tyler y Strom, 1995; Abadia et al.,
2002; Rombola et al., 2002; Ollat et al., 2003). Segun Zohlen y Tyler, (2000) el
citrato liberado por las raices de las plantas solubiliza mas 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 acido caféico.

También cabe destacar que bajo deficiencia férrica la concentracion de
acidos organicos es mayor en hojas y raices (Abadia et al., 2002)
principalmente citrato y malato (Alhendawi et al., 1997). El acido citrico juega
un papel importante en el transporte del Fe via xilema desde las raices a las
partes superiores de la planta (Nikolic y Romheld, 1999; Ojeda et al., 2004).
Segun Landsberg (1981), en plantas de estrategia | la concentracién de
acidos organicos en raices aumento 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 raices de
manzanos, la concentracién 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 concentracién de acidos organicos no se encuentra restringido a malato y
citrato. Asi, Alhendawi et al., (1997) encontraron que bajo deficiencia de Fe
inducida por carbonatos, se increment6 la concentracion radicular de citrato,
malato, aconitato y succinato para los cultivos de maiz y cebada. En

remolacha la concentracién de los &cidos orgéanicos: aconitato, succinato,
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fumarato, oxalato, ascorbato, citrato, 2-oxoglutarato y malato aumento en las

raices con la deficiencia de Fe (Lopez-Millan 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 mas frecuente (Brown
y Jolley, 1988). Sin embargo, su eficacia puede verse reducida en suelos
calizos, al neutralizarse los protones liberados por las raices con los iones
bicarbonato de estos suelos, disminuyendo la disponibilidad de Fe para la

planta, asi como la actividad de la Fe (lll)-reductasa.

Estrategia Il.

Este mecanismo de respuesta lo desarrollan exclusivamente las
gramineas y se caracteriza por la biosintesis y secrecion en la zona radicular
como respuesta a la deficiencia de Fe, de agentes quelantes naturales
altamente efectivos para solubilizar el Fe (lll) de los compuestos inorganicos
del suelo (Marschner y Rémheld, 1995). A estos compuestos se les denomina
fitosideroforos (FS) (Figura 1.4), debido al parecido que presentan con los
sideroforos, moléculas de captacion y transporte del Fe mediante quelacion de
los microorganismos del suelo (Neilands y Leong, 1996; Marschner et al.,
1990). Como segundo paso de esta estrategia, las gramineas poseen una
proteina transportadora (Tr) en la membrana plasmatica de las células
radiculares, que se caracteriza por su elevada afinidad por los quelatos Fe
(ln)-fitosideréforos (Rémheld y Marschner, 1990) y que los trasfiere hacia el
citoplasma, para proporcionar el Fe requerido por la planta en situaciones de
carencia. Esta proteina no la presentan las plantas de estrategia |. Los
fitosideréforos también pueden formar complejos con otros cationes metalicos
como Mn, Cu y Zn, sin embargo, las plantas no disponen de un transportador
especifico para estos nutrientes como ocurre con el Fe, por tanto, la captacion
del complejo Fe (lll)-fitosideréforos es muy selectiva comparada con la del
complejo formado por los fitosider6foros con otros metales (Marschner y
Romheld, 1995).
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F5 = fitosiderdforo m.p. = membrana plasmatica

Figura 1.4. Modelo de respuesta de las plantas de estrategia Il ante la

deficiencia de Fe (Marschner y Rémheld, 1995).

Los fitosider6foros son aminoacidos no proteinogénicos de bajo peso
molecular. Su calidad y cantidad difiere entre las distintas especies de
gramineas (Schmidt, 2003). El acido muginéico (MA) (Figura 1.5) fue el primer
fitosideroforo identificado en los exudados de cebada, su liberacion
aumentaba en condiciones de deficiencia de Fe y disminuia rapidamente
después del suministro férrico (Takemoto et al., 1978). Pero realmente el
descubrimiento de los fitosideréforos fue realizado por Takagi (1972), cuando
observo la liberacion de sustancias solubilizadoras del Fe por las raices de
plantas de arroz deficientes en hierro. Tras la identificacion del acido
muginéico prosiguio la de otros fitosideroforos: acido avénico (AVA) (Fushiya
et al.,, 1980), acido 3-hidroximuginéico (HMA) (Nomoto et al.,, 1979), 3-
epihidroximuginéico (epiHMA) (Nomoto et al., 1981), acido 2 -desoximuginéico
(DMA) (Nomoto et al., 1981) y acido disticénico (Nomoto, 1987).
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Figura 1.5. Estructura del fitosideroforo, acido muginéico (MA) y su quelato de

Fe (II) correspondiente (Marschner, 1995).

Los fitosideroforos se sintetizan a partir de la L-metionina (Met) via
nicotianamina (NA) (Figura 1.6). La nicotianamina sintasa (NAS) y la
nicotinamina aminotransferasa (NAAT) son las enzimas criticas de la
biosintesis de los fitosideroforos. En condiciones de deficiencia de Fe,
incrementan su actividad dando como resultado la secrecion creciente de
fitosideréforos (Mori, 1999). Cuando el suministro de Fe es suficiente, estas
enzimas inhiben la secrecién. Este mecanismo de sintesis esta bajo control
genético y ya se han identificado los cromosomas responsables de la

regulacién de la transformacién de DMA hacia MA (Mori, 1999).
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Figura 1.6. Biosintesis de los fitosideroforos de la familia del acido muginéico,
en raices de cebada (estrategia Il), bajo condiciones de deficiencia de Fe
(Mori, 1999).

Por otra parte, los fitosideréforos estan sujetos a la degradacion
microbiana que puede ocurrir en un periodo de horas (Watanabe et al., 1989),
asi como al intercambio de Fe con los sideroforos (Guerinot y Yi, 1994).
Autores como Rémheld (1991) piensan que las raices estan colonizadas por
bacterias que protegen a los fitosideroforos de la degradacién microbiol6gica,
asi como de la competencia del Fe con los sideroforos. Otros autores como
Mori (1994) creen que las plantas superan la competencia por el Fe con los
sideré6foros de los microorganismos del suelo al segregar fitosideroforos en

13



Introduccién

cantidades molares 1000 veces superiores a la concentracion tomada por la

planta.

También algunos autores han encontrado plantas capaces de adquirir
el Fe de los sider6foros microbianos, debido a que los microorganismos que
colonizan las raices 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 dltimo, 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 nutricion (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 varia bastante entre especies, asi como entre cultivos, cepas o

variedades dentro de cada especie (Bienfait, 1988).

.2.2. DISTRIBUCION 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 inactivacion del Fe en los érganos vegetales, ya que en muchas
ocasiones se ha observado que la concentracién de Fe en las hojas cloréticas
es similar e incluso mayor a la de las hojas verdes. Este fendbmeno Rémheld
(1997) lo denominé “Chlorosis Paradox . Autores como Toselli et al. (2000)
sugieren que este hecho puede ser consecuencia del menor tamafio que
presentan las hojas cloréticas respecto a las verdes, sin embargo, la
disminucién de los niveles de clorofila en estas hojas hizo pensar a autores
como Mengel (1995) y Kosegarten et al. (1999) que este fendmeno se debia a
la alcalinizacion del apoplasma que perjudicaba la reduccién del Fe (lll) a Fe
(I por la enzima reductasa. Siendo esta reduccion necesaria para la entrada
del Fe desde el xilema al interior de la célula. Esta teoria daria explicacion al
hecho de que las hojas cloréticas tienen los nervios verdes y los espacios

internervales amarillos.
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La toma y distribuciébn del Fe desde la raiz al resto de 6rganos
vegetales, presenta varias etapas criticas. En primer lugar, para que sea
asimilado desde el suelo por la raiz debe estar en forma de Fe (ll), por tanto
se requiere la reduccién del Fe (lll) por parte de la enzima Fe (lll)-reductasa
situada en la membrana plasmética de las células radiculares. Esta enzima
disminuye su actividad a valores de pH alcalinos. Ademas, esto trae como
consecuencia valores de pH elevados en el apoplasma de las células
radiculares que producen la precipitacion del Fe, impidiendo asi su transporte
al resto de la planta (Mengel, 1995; Nikolic y R6mheld, 1999). A continuacion
el Fe (II) es oxidado a Fe (lll) en el simplasma del sistema radicular (Brown et
al., 1979) y es complejado por el citrato, formando el complejo soluble Fe (l11)-
citrato que se transporta via xilema a las partes superiores de cada planta
(Chaney et al., 1972; Fox y Guerinot, 1998; Ojeda et al., 2004).

Cuando el Fe (lll) llega a las hojas, para poder atravesar la membrana
plasmética hacia el citoplasma se precisa de nuevo la reduccién a Fe (ll), este
proceso lo realiza una enzima Fe reductasa similar a la que se encuentra en la
membrana plasmatica 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;
Rombola et al.,, 1997). Esta relacion entre la deficiencia de Fe y la
alcalinizacion del apoplasma foliar, también ha podido ser confirmada por
Lopez-Millan et al. (2001) al encontrar en perales crecidos en suelos calizos,
un incremento del pH del apoplasma que paso de 5,5-5,9 a 6,5-6,6. Se ha de
tener en cuenta que el pH éptimo para la actividad de la Fe (lll)-reductasa en
el apoplasma del mesofilo foliar esta en el rango 5,5 a 6,0, por encima de pH
6,0 la actividad de esta enzima disminuye considerablemente (Gonzélez-
Vallejo et al., 2000). A continuacion el Fe (ll) en el citoplasma es complejado
por la nicotianamina y es distribuido en el simplasma de las hojas hacia todos
los procesos metabdlicos que lo requieren (Stephan y Sholz, 1993) (Figura
1.7).
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Figura I.7. Mecanismo propuesto de la toma de Fe hacia el simplasma de la
hoja (Nikolic y Romheld, 1999).

[.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 metabdlicos
(Terry y Zayed, 1995). Forma parte de numerosos sistemas enzimaticos con y
sin grupos hemo, participando en procesos de Oxido-reduccion especialmente
en mitocondrias y cloroplastos. Dentro de las hemo-proteinas, 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 (ROmheld y Marschner, 1991). La peroxidasa
cataliza la sintesis de lignina y suberina (Marschner, 1995) y favorece la
eliminacién de H,O, en los cloroplastos. Si su actividad disminuye se produce
la acumulacion de grupos fendlicos en la rizodermis (Rémheld y Marschner,
1981), mientras que la catalasa interviene en el ciclo de Calvin y en la

fotorrespiracion.
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Se consideran proteinas sin grupos hemo, aquellas que tienen enlaces
Fe-S, donde el Fe esta coordinado al grupo tiol de la cisteina y/o al azufre
inorganico. A este grupo de proteinas pertenecen la ferredoxina, xantina
oxidasa, aconitasa y peroxido dismutasa. De todas, la mas conocida es la
ferredoxina que se encuentra en los cloroplastos y mitocondrias (Droillard et
al., 1990) y actia como aceptor final de electrones en un gran namero de
procesos metabdlicos como: la fotosintesis, asimilacion reductora del nitrato y
sulfato y en la fijacién del nitrdgeno atmosférico. El resto de los sistemas
enzimaticos citados sin grupos hemo, intervienen en los procesos metabdlicos

de la fotosintesis, la respiracién mitocondrial y en la fijacion del N,, etc.

El Fe es esencial para la sintesis de proteinas. En hojas deficientes en
hierro desciende el contenido de proteinas, debido a que el nimero de
ribosomas en estas condiciones disminuye (Lin et al., 1978). Cuando la
deficiencia de Fe es severa, el tamafo de las hojas se reduce al inhibirse la
divisiéon celular (Abbott, 1967), y disminuye la formacién de complejos
clorofila-proteinas que sirven de componentes estructurales para las

membranas tilacoidales.

También se ve implicado en la activacion de enzimas responsables de
la sintesis de ARN (Romheld y Marschner, 1991) e interviene en la sintesis de
etileno (Bouzayen et al., 1991), y asimismo, forma parte de la fitoferritina,
fosfoproteina férrica insoluble que puede almacenar alrededor de 5000
atomos de Fe (lll), siendo de esta forma una reserva de Fe en hojas (Andrews
et al., 1992).

El Fe a su vez interviene en la fotosintesis, debido a que cataliza la
sintesis de clorofila (Miller et al., 1984) e influye en la morfologia de los
cloroplastos (Terry y Abadia, 1986; Marschner, 1995). Su deficiencia produce
la alteracién de la estructura y funciones de los cloroplastos, dando lugar a
una reduccion del nimero de tilacoides y granas (Terry y Abadia, 1986) que
visualmente se manifiesta por el amarillamiento de las hojas jévenes,
producido por la disminucién de todos los pigmentos fotosintéticos que

recogen la luz: clorofilas a y b y carotenos, sin bien estos ultimos disminuyen
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en menor proporcion 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 reduccion de la capacidad fotosintética de la planta, dando
lugar a la disminucion de azlcares, almidén y algunos aminoéacidos, y
acumulacion de otros, con la consiguiente alteracion en la sintesis de
proteinas y enriquecimiento de los lipidos en &cidos grasos insaturados (Terry
y Abadia, 1986).

[.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 moviles del hierro, su concentracion
en la disolucién del suelo resulta inferior a la que requieren las plantas para su
crecimiento optimo (Lindsay y Schwab, 1982; Romheld y Marschner, 1986;
Kochian, 1991; Marschner, 1995). A pesar de ello, estas concentraciones
pueden ser mayores de las esperadas termodinAmicamente como
consecuencia de su complejacion con: compuestos organicos de bajo peso
molecular procedentes de la degradacion de la materia orgénica (&cidos
humicos, fulvicos, aminoacidos, etc....) (Lobartini y Orioli, 1988; Lindsay,
1991; Cesco et al, 2000), con los sideréforos segregados por los
microorganismos del suelo y con los fitosideréforos exudados por las raices

de las plantas (Stevenson, 1991).

Basandose en su movilidad, Uren (1984) establecié las distintas
formas en las que se encuentra el hierro en el suelo (Figura 1.8), considerando
que las formas moviles eran las que podian ser asimiladas por la planta,

incidiendo directamente en la nutricion férrica.
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Figura 1.8. Formas de hierro en el suelo (Uren, 1984).

Al estar la solubilidad del hierro condicionada por el pH (Figura 1.9) con
valores de pH superiores a 6,5 la cantidad de Fe (Ill) disponible en el suelo es
inferior a la que requieren las plantas para su correcta nutricion, 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 concentracion
de Fe (Ill) mévil es aproximadamente 10*%* M, siendo insuficiente para cubrir
las necesidades del vegetal, que segun Guerinot et al. (1994) se encuentran
entre 10°y 10* M.

4
® Requerimiento de hierro para un desarrollo optimo de la planta
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Figura 1.9. Especies hidrolizadas de Fe (lll) en equilibrio con el Fe-suelo
(Guerinot et al., 1994).
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En suelos saturados de agua, donde las condiciones resultan muy
reductoras, el contenido total de hierro en la fase mévil es adecuado para la
nutricion vegetal, siendo las especies de Fe (ll) hidratadas (Fe(OH),, FeOH"),

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

Concentracioén del ién bicarbonato.

Los suelos calizos son una de las principales causas de la deficiencia
de hierro, como consecuencia de la presencia del ion bicarbonato (HCO3)
producido por la disolucién del CO, segun las siguientes reacciones de

equilibrio (Loeppert et al., 1994):

2H* (aqg) + CaCO; (s) = Ca*' (aq) + CO, (g) + H,O (I)

CO, (g) + H,O (I) = HCO5 (aq) + H' (aq)

Las concentraciones de carbonato célcico en estos suelos pueden
superar el 80%, siendo el i6n 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 plasmatica radicular, limitando asi
la movilidad del hierro en el suelo y por tanto, produciendo grandes
alteraciones en la absorcion y transporte de Fe por el vegetal (Figura 1.10)
(Sanz et al., 1992; Mengel, 1995; Lucena 2000).

La neutralizacion de los H' por el HCO; también produce la
alcalinizacion del apoplasma y del citoplasma radicular (Romera et al., 1992a;
Mengel, 1995), pudiendo causar la precipitacion del hierro en estos
compartimentos, impidiendo de esta forma su transporte al resto de los
organos vegetales (Dockendorf y Hoéfner, 1990; Mengel, 1995; Rdmheld,
2000; Kosegarten y Koyro, 2001). Ademas, la enzima Fe (lll)-reductasa ve
inhibida su actividad, disminuyendo asi la toma de hierro por las raices
(Romera et al., 1992a) y los mecanismos de respuesta de las plantas ante la

deficiencia de hierro (Susin et al., 1996).
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En las hojas cloréticas también se produce la inactivacion del hierro en
forma de Fe (Ill), como consecuencia del aumento del pH en el apoplasma
que produce la inhibicidon de la enzima Fe (lll)-reductasa foliar. Por otro lado,
debe tenerse en cuenta que la deficiencia de Fe no aumenta la actividad de la

Fe (lll)-reductasa foliar como si lo hace a nivel radicular (Rombola et al.,
2000).
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disolucidn m.p. raiz tallo
externa
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Figura 1.10. Principales efectos de la alta concentracion de HCOj3 en la toma,
transporte y el uso de Fe por las plantas (Marschner, 1995). 1. Neutralizacién
de los H* del medio, 2. Neutralizacion de los H* liberados por las raices de las
plantas, 3. Disminucién de la reduccién de Fe (lll) en la membrana plasmatica
radicular, 4. Retencion del Fe en las vacuolas por ciertos acidos organicos, 5.
Inhibicion del trasporte de Fe, 6. Distribucion desigual del Fe en tallos y hojas
en crecimiento, 7. Inhibicion 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
movilizacion y toma, al inhibir la actividad de la Fe (lll)-reductasa (Alcantara et
al.,1994).

Niveles altos en Na y K contribuyen a la aparicién de deficiencia de Fe,
al producirse un deterioro en la estructura del suelo como consecuencia de la
dispersion de las arcillas con la consiguiente alteracion de las relaciones
suelo-agua y fase liquida-gaseosa, (Kramer, 1983; Loeppert et al., 1994). Por
otra parte, la forma en que se suministra el nitrdgeno puede alterar la toma y
distribucion del Fe por la planta (Zaharieva y Rémheld, 1991). Los iones
nitrato pueden inducir deficiencia de Fe cuando se encuentran en la disolucion
del suelo en dosis elevadas debido a que la reduccion de Fe (lll) a Fe (Il) en la
rizosfera se encuentra menos favorecida termodinamicamente que la
reduccion de nitrato a nitrito, adema&s, en este proceso se consumen dos
protones que pueden provenir tanto del medio, como de los liberados por las
raices de las plantas (Wallace et al.,, 1976; Mengel, 1995; Kosegarten y
Englisch, 1999). Como consecuencia, se produce la alcalinizacién de la
rizosfera que disminuye la disponibilidad del hierro y produce la inhibicion de
la actividad de la Fe (ll)-reductasa radicular, de esta forma, la planta ve
reducida la toma de Fe y aparecen los sintomas 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 raices y en el apoplasma
de las hojas, limitando asi su movilidad dentro de la planta y reduciendo la
sintesis de clorofila (Mengel y Kirkby, 1982; Alloush et al., 1990; Kosegarten y
Koyro, 2001). Por el contrario, si la fuente de nitrégeno es el ion NH,", su toma

disminuye el pH de la rizosfera, asi la cantidad de hierro disponible para las
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plantas aumenta al igual que la actividad de la Fe (lll)-reductasa (Briggemann

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

La adicion a suelos calizos de fertilizantes de fésforo en dosis
elevadas, también reduce la movilidad del Fe en el suelo, debido a la
formacion de fosfatos férricos o por la adsorcion de fosfatos sobre las
superficies de los coloides férricos (El-Garabby y El-Razek, 1982; Juarez y
Sanchez-Andreu, 1996). Ademas, niveles elevados de P en la planta,
disminuyen la movilidad del Fe y la relacion de P/Fe foliar parece estar
inversamente correlacionada con el contenido de Fe (IlI) foliar (Juarez y
Sanchez-Andreu, 1996), siendo mayor esta relacion en arboles cloréticos 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 (Romheld y Marschner, 1986; Inskeep y Bloom, 1986; Wel
et al.,, 1997). Chaney (1984) observd que las temperaturas bajas reducian el
desarrollo radicular y por tanto, la capacidad de absorcion del hierro por la
planta. Asimismo, las temperaturas extremas reducen la estabilidad de los
fitosider6foros exudados por las raices de las plantas de estrategia II,

disminuyendo asi la asimilacion del hierro (Awad et al., 1988).

|.4. CORRECCION DE LA DEFICIENCIA DE Fe.

Aunque no se ha logrado una metodologia para solucionar este
problema del todo satisfactoria, la deficiencia de hierro puede ser paliada a
través de dos vias que actian 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; Sanchez-
Sanchez et al., 2002).
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Mejora de los mecanismos de toma de Fe por la plant  a.

La manipulaciéon genética de los mecanismos de asimilacion de Fe por
las plantas, permitira obtener variedades mas 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 vy
clonados algunos genes relacionados con la actividad de las enzimas
implicadas en los mecanismos de toma de Fe por las plantas de estrategia | y
II. Sin embargo, la obtencién de plantas transgénicas mas resistentes a la
deficiencia de Fe, tiene todavia muchas piezas sin encontrar, por lo que se
trata de una solucion a largo plazo (Rogers y Guerinot, 2002; Wang et al.,
2002). Mientras tanto, se estan desarrollando nuevas técnicas alternativas,
gue permiten identificar las variedades de porta-injertos mas resistentes a la
deficiencia de Fe, basandose en las diferentes respuestas genéticas de los
mecanismos morfolégicos, fisiologicos y moleculares implicados en la
asimilacion del Fe (Cianzio, 1995; Abadia et al., 2004; Pestana et al., 2005).

El empleo de porta-injertos, ya se ha puesto en practica en arboles
frutales como el membrillo (Marino et al., 2000), perales y melocotoneros
(Cinelli et al., 1995; Marin y Marin, 1998) y en otras especies (Gogorcena et
al., 2000; Pestana et al., 2005), y algunos autores los consideran como la
mejor eleccion para resolver la deficiencia de Fe por tratarse de una solucién
econdmica y permanente (Socias et al., 1995; Abadia et al.,, 2004), sin
embargo, autores como Tagliavini y Rombola, (2001) y Lucena (2003)
sostienen que el uso de porta-injertos sélo puede prevenir la deficiencia de Fe
en algunos casos (arboles frutales de hoja caduca), no considerandose una
solucion apropiada desde el punto de vista agrondmico, ya que a menudo
produce un excesivo crecimiento del injerto reduciéndose asi la produccién de

fruta.

Otra solucién posible es la aplicacion a los cultivos de sustancias que

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

La adicion de fertilizantes permite incrementar el contenido de Fe en la
disolucion del suelo (Tagliavini et al., 2000; Tagliavini y Rombola, 2001). Las

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

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

FUENTE FORMULA % Fe
Sulfato ferroso FeSO,.7H,O 20
Sulfato férrico Fey(S04)s.4H,0 23

Sulfato ferroso amanico FeSO4(NH,).S046H,0 14
FEEDTA 5-14
FeHEDTA 5-12

Quelatos de hierro FeDTPA 10

FeEDDHA 6

FeEDDHMA 6

Lignosulfatos de hierro 4-8
Fenoles (Fe) 6-10
Poliflavonoides (Fe) 9-11

La incorporacion de acidificantes al suelo tales como: sales de amonio,
H,SO,, HNO; y disoluciones de urea con H3;PO,4 y/o H,SO,4, pueden aumentar
localmente la solubilidad del Fe facilitando asi su movilidad (Mortvedt, 1991;
Lucena, 2003). Sin embargo, este sistema no resulta efectivo en suelos
calizos, donde el i6n bicarbonato tampona el pH neutralizando su efecto
rapidamente (Lucena, 2003), ademas la adicidon prolongada de acidificantes,
puede aumentar los problemas de salinidad en las raices (Tagliavini et al.,
2000).

La adicion de materia organica al suelo, también mejora la
disponibilidad de Fe para las plantas, destacando entre sus efectos
beneficiosos su accion quelante por: citratos, humatos, fulvatos,

lignosufonatos, gluconatos, etc., capaces de mantener al Fe en disolucion 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 aplicacibn de compuestos inorganicos de Fe (II) al suelo o
directamente a los arboles (foliarmente o mediante inyecciones al tronco) es
una practica de bajo coste (Tagliavini et al., 2000), sin embargo, su adicion a
suelos calizos no resulta eficaz, ya que el Fe (ll) es rdpidamente oxidado y
precipitado como hidréxido o similares (Tagliavini y Rombola, 2001; Lucena,
2003), ocurriendo lo mismo al ser empleado con aguas ricas en carbonatos
(Abadia et al., 2004). La fuente inorganica de Fe mas comun es el FeSO,
(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 adicion del compuesto sintético Fes(PO,),-8H,0,

analogo 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 (Ill) estan considerados la
mejor solucion disponible, tanto si se aplican directamente al suelo, como en
fertirrigacion (Chaney y Bell, 1987; Alvarez-Fernandez et al., 2005; Garcia-
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, citricos y frutales. Se estima que en la zona mediterranea los
gquelatos de Fe representan un 60% del gasto total en fertilizantes,

ascendiendo a 250 € por hectérea al afio (Tagliaviniy Rombola, 2001).

La eficacia de estos compuestos esta condicionada por distintos
factores: su estabilidad, la interaccion con los distintos componentes del suelo
y de la disolucion nutritiva, y la capacidad de las plantas para tomar el Fe
aportado por el quelato. De los quelatos de hierro usados, los mas eficaces en
suelos y/lo aguas calizas son el FeEDDHA (etilendiamino-di-o-
hidroxifenilacetato ferrato (lll)) y el FeEEDDHMA (etilendiamino-di(o-hidroxi-p-
metilfenil) acetato ferrato (Ill)) y sus analogos (Juarez et al., 2001; Alvarez-
Ferndndez et al., 2005), debido a que presentan una relativamente baja

reactividad con el suelo y alta estabilidad en un amplio rango de pH (Figura

26



Introduccién

1.11) que les permite mantener al Fe en disolucion (Halvorson y Lindsay, 1972;
Norvell, 1991; Sé&nchez-Sanchez, 2002; Garcia-Mina et al., 2003) y

transportarlo a la raiz de las plantas (Lucena, 2003).
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Figura 1.11. 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 todavia inciertos, pero existen numerosas hipoétesis siendo la mas
aceptada en la actualidad la que afirma que el quelato sintético de Fe (lll) es
reducido a Fe (ll) por la enzima Fe(lll)-reductasa, situada en la membrana
plasmética de las células radiculares, dando lugar a la desestabilizacion del
quelato y por consiguiente, a su disociacion (Figura 1.12 [1]). El Fe (Il) es
absorbido por la raiz (Figura 1.12 [2]), mientras que el agente quelante (Q)
queda libre (Figura 1.12 [3]) (Lindsay y Schwab, 1982; Jorda, 1990; Moog vy
Briiggermann, 1994) y puede solubilizar el Fe (lll) de la fase solida del suelo
facilitandolo asi a la planta (Figura 1.12 [4]). Esto es conocido como “shuttle
effect”, siendo esta una caracteristica tipica de los quelatos férricos sintéticos
que los diferencia de otros fertilizantes de Fe, ya que permite una mejor

utilizacion del potencial nutritivo del suelo (Lucena, 2003).
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Tr |—=Fe (ll)

QFe (1)

(adicionado)

NAD(P)H
R
NAD(P)*
| QFe (1)
rizosfera apoplasma m.p. citoplasma
m.p. = membrana plasmatica R = reductasa [r = transpotador de Fe (Il
OFe = quelato de hierro 0 = agente quelante

Figura 1.12. Mecanismo propuesto para la toma de quelatos férricos sintéticos
por plantas de estrategia | (basado en Lindsay y Schwab, 1982; Lucena,
2003).

Ultimamente se ha planteado la duda de si el agente quelante podria
ser también asimilado por la planta, siendo capaz de producir efectos
fisiologicos y no ser tan solo un transportador del Fe hacia las raices (Chen y
Aviad, 1990; Adani et al., 1998; Cesco et al., 2000; Mackowiak et al., 2001).
Bienfait et al. (2004) encontraron que hojas y raices de plantas de tomate y
pimiento contenian agente quelante (0,0-EDDHA) en cantidades 0,27 veces la
concentracion 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. Asi, Krajncic y
Nemec, (2003) observaron que el agente quelante EDDHA puede inducir la
floracion en especies como Lemna minor, Lemna gibba y Spirodela polyrrhiza
cuando es adicionado a la disolucién nutritiva en dosis 20,5 pmol-L*, no

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

crecidos con el agente quelante EDDHA.

|.5. SITUACION DE LOS QUELATOS DE HIERRO EN LA AGRI CULTURA.

Con el aumento progresivo de preparados para tratar la deficiencia de
Fe, en Espafia se ha pasado de encontrar 108 productos simples en 1990, a
mas de 300 en la actualidad (De Lifian, 1990, 2008). El 83% de estos
productos contienen un agente quelante sintético, el 13% un agente
complejante tipo aminoacidos o lignosulfonatos y el 4% restante un

complejante no declarado.

La aplicacion en la agricultura de los quelatos férricos sintéticos para
prevenir y corregir la deficiencia de Fe es mayoritariamente directa al suelo,
siendo también utilizados via foliar proporcionando buenos resultados
(Sanchez-Andreu et al., 1989; Cuesta et al., 1993) y mediante fertirrigacion e
hidroponia, donde es imprescindible mantener al hierro soluble en la

disolucién nutritiva empleada y los quelatos son el modo mas efectivo.

El reglamento vigente sobre abonos de la Comunidad Europea (N°
2003/2003 D.O.U.E. 21/11/2003) denomina quelato de hierro, al producto
obtenido por combinacién quimica del Fe con un agente quelante reconocido
(Tabla 1.2), cuyo contenido minimo de Fe soluble en agua es de un 5%, del
cual la fraccion 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 fraccion quelada es estable, a la vez que sefalar el
contenido de Fe soluble en agua, la fraccibn quelada de acuerdo con EN
13366 y el Fe quelado por cada agente quelante, si se supera el 2% (EN
13368 partes 1y 2).
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Tabla 1.2. Agentes quelantes reconocidos por el reglamento sobre abonos de
la CE (N° 2003/2003 D.O.U.E. 21/11/2003).

AGENTES QUELANTES

ac. Etilendiaminotetraacético EDTA
ac. Etilentriaminopentaacético DTPA
ac. 2-hidroxietiletilendiaminotriacético HEEDTA
(0,0): &c. etilendiamino-di-(o-hidroxifenilacético) EDDHA
(0,p): &c. etilendiamino-di-(o-hidroxi-p-metilfenilacético) EDDHMA
(5,2): ac. etilendiamino-di (5-carboxi-2-hidroxifenilacético EDDCHA
ﬁ?&%xﬁgnﬁgférl%g;nmo N-(o-hidroxifenilacético)-N’-(p EDDHA
(0,0): &c. etilendiamino-di-(o-hidroxi-o-metilfenilacético) EDDHMA
(p,0): ac. etilendiamino-di-(p-hidroxi-o-metilfenilacético) EDDHMA
(2,4): &c. etilendiamino-di (2-hidroxi-4-carboxifenilacético) EDDCHA
(2,5): ac. etilendiamino-di (2-carboxi-5-hidroxifenilacético) EDDCHA
(2,5): &c. etilendiamino-di (2hidroxi-5-sulfofenilacético) y sus EDDHSA

productos de condensacion

La actual normativa en relacion 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 mas de un agente
quelante. 3) La fraccion quelada, pasa a quedar definida, segun la norma EN
13366. 4) El producto debe indicar el hierro quelado por cada uno de los
agentes quelantes, si se supera un minimo del 2%, ademas se debe citar en

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

El primer agente quelante usado para la obtencion de quelatos de Fe
fue EDTA (acido etilendiaminotetraacético), sin embargo su aplicacion en
suelos y aguas calizas resulta ineficaz, ya que no es estable a valores de pH
alcalinos (Figura 1.11), ademas, la presencia de Ca (Il) desplaza al Fe (Ill) del
quelato y éste precipita como 6xidos e hidréxidos de Fe insolubles (Lucena et
al., 1988). De manera que, ha sido necesario disefiar nuevos quelatos de Fe
con agentes quelantes capaces de permitir su aplicacion 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 1.13) es el agente
qguelante mas utilizado en la agricultura para la correccion de la deficiencia de

Fe en suelos calizos.

COOH COOH
I N
CH-NH NH-CH

OH HO

# Carbono quiral

Figura 1.13. Estructura de la molécula EDDHA.

La sintesis del agente quelante EDDHA da lugar a la obtencion de tres
isbmeros posicionales, ya que el grupo hidroxilo puede entrar en posicion orto
0 en posicién para en los anillos aromaticos (Figura 1.14). El isbmero 0,0-
EDDHA contiene los dos hidroxilos en posicién orto respecto a la cadena
aminocarboxilica; en el isémero p,p-EDDHA los dos hidroxilos se encuentran
en posicion para respecto a la cadena aminocarboxilica y por dltimo en el
isbmero o,p-.EDDHA, un grupo hidroxilo esta en posicion orto y el otro en para

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

COOH %OOH COOH COOH
| |
@iLH-NH ‘ ‘NH-CH:© CH-NH ~ ‘NH-CH:©
OH HO HO 0-p-EDDHA HO
0-0-EDDHA
COOH COOH
|
H-NH NH - CH \©\
/©/C OH
HO p-p-EDDHA

Figura 1.14. Isbmeros del agente quelante EDDHA.
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Cuando se forman quelatos a partir del isomero orto-orto, la posicion
de los grupos hidroxilos favorece la creacion del enlace Fe-fenol (Figura 1.14),
y por consiguiente el Fe puede formar seis enlaces de coordinacion con la
molécula de agente quelante (dos enlaces con los carboxilos, dos con los
atomos de nitrogeno y dos con los fenoles) obteniéndose una estructura de 5
anillos muy estable (2 anillos de 6 &tomos y 3 de 5 atomos) que protege al Fe
de su precipitacion y del ataque de oxidantes. Si los dos grupos hidroxilos del
EDDHA estan en posicion para (Figura 1.14), la formacion del enlace Fe-fenol
se encuentra estéricamente impedida, por lo que el hierro tan sélo podra
formar cuatro enlaces de coordinacion (dos con los carboxilos y dos con los
atomos de nitrdgeno), obteniéndose una estructura de 3 anillos de 5 &tomos
gue es menos estable, y por tanto menos eficaz como fertilizante. Por altimo,
si uno de los grupos hidroxilo se encuentra en posicion orto y el otro en para
(Figura 1.14), la estructura resultante es de 4 anillos (1 anillo de 6 atomos y 3
de 5 4&tomos) que dan lugar a un quelato menos estable que el orto-orto, pero
mas que el para-para. Esto hace que los quelatos comerciales de FeEEDDHA
sean una mezcla de estos isémeros posicionales en cantidades variables, lo
gue repercute en su eficacia (Herndndez-Apaloaza et al., 1997; Cremonini et
al., 2001; Gomez-Gallego et al., 2002; Lucena, 2003).

La normativa anterior (98/3/CE) tan solo reconocia al isémero o,0-
EDDHA como quelato aplicable en la agricultura, considerando a los otros dos
impurezas sin valor agronémico que repercutian 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 préxima a la del Fe(o,0-EDDHA) en condiciones de hidroponia
y en suelos con una concentracién normal de Cu (ll) disponible. La actual
normativa europea de fertilizantes (CE Regulacion N° 2003/2003) ha
autorizado la inclusién como agente quelante al o,p-EDDHA, debido al buen
comportamiento agronémico de los productos comerciales constituidos por los
agentes quelantes: o,p-EDDHA y 0,0-EDDHA. Estudios mas recientes
muestran también que el quelato Fe(o,p-EDDHA) es mejor sustrato para la
enzima radicular Fe(lll)-reductasa que los quelatos Fe(o,0-EDDHA), FeEDTA
y un quelato comercial de FeEEDDHA en plantas jovenes de pepino (Cucumis

sativus L.) sometidas a estrés férrico, ademas también resultd mas eficaz que
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el Fe(o,0-EDDHA) para reducir la deficiencia de Fe en hojas jovenes de soja
(Glycine max L.) desarrolladas en hidroponia (Garcia-Marco et al., 2006). Sin
embargo, es de esperar que su descomposicion en suelos y/o aguas calizas
sea mas rapida que la del quelato Fe(o,0-EDDHA) como consecuencia de su
baja constante de estabilidad. Este comportamiento esta relacionado con el
hecho de poseer sélo cinco enlaces coordinados con el Fe (lll) (Gomez-
Gallego et al., 2002).

La molécula del agente quelante EDDHA posee dos carbonos quirales
(Figura 1.13) que dan lugar a la formacion de dos is6meros geomeétricos
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 isémeros geométricos, pero su estabilidad,
reactividad en el suelo (Hernandez-Apaloaza y Lucena, 2001) y la respuesta

de las plantas es diferente.

[.6. EFICACIA DE LOS QUELATOS DE Fe.

Los quelatos férricos sintéticos se consideran eficaces desde el punto
de vista agricola si mantienen el Fe en una forma asimilable por la planta
durante un largo periodo de tiempo y en cantidad adecuada para su correcta
nutricion, a su vez tienen que ser capaces de transportarlo hacia la raiz de la
planta y cedérselo, ademas el agente quelante una vez libre debe solubilizar
el Fe de la fase sélida del suelo y proporcionarselo a la planta (Lucena, 2003).
Por lo tanto, la eficacia de los quelatos de hierro va a depender de: la
estabilidad, degradacién, reactividad con los materiales edéaficos 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 disoluciébn 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 méas afecta a la estabilidad de los quelatos de Fe (lll)
(Figura 1.11), y es de especial importancia en fertirrigacion donde posibles
cambios bruscos de pH dan lugar a la descomposicion y formacion de los
quelatos. Bermudez et al. (1999) observaron que el porcentaje de
descomposicion de los quelatos comerciales Fe(o,0-EDDHA) y Fe(o,p-
EDDHMA) era mayor cuanto menor era el pH del medio, siendo la
descomposicion del 90% a pH 1, ademas con valores de pH bajos (1 y 2), el
porcentaje de descomposicion del quelato disminuyé conforme aumenté su

concentracion.

¢ Presencia de iones interferentes en la disolucion: Tanto los
agentes quelantes como el Fe (lll), pueden sufrir la competencia de otros
aniones y metales presentes en el suelo o disolucion nutritiva. Tong et al.,
(1986) observaron que cuando la concentracion 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. Jorda (1990) encontro
en la interaccion del FeEEDDHA con CaCOg, que el Fe (lll) no fue desplazado
por el Ca del quelato, mientras que Lucena et al. (1987) observaron que la
concentracion de Cu habia aumentado ligeramente en la disolucién de un
suelo calizo al que se le habia adicionado FeEDDHA, mientras que la de
guelato férrico habia disminuido, esto se debe a que el Cu puede desplazar al
Fe del quelato, dando lugar a la precipitacion del hierro. Bermadez et al.
(1999) estudiaron el efecto de diferentes iones en la recomposicion 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.

Degradacion del quelato de Fe (l11).

Los quelatos férricos se pueden degradar por dos vias que afectan
principalmente al agente quelante: fotodegradacion, producida por la accion

de la luz, resultando importante en disoluciones nutritivas tanto en su
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preparacion como conservacion en los contenedores para fertirrigacion (Hill-
Cottingham, 1958) y biodegradacion, desarrollada en el suelo por la accién de

la poblacién 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 retencion con los materiales constituyentes de la fase
sélida (materia organica, silicatos, 6xidos e hidréxidos y carbonato calcico) y/o
el desplazamiento del Fe o el agente quelante por diferentes iones solubles de
la disolucion del suelo (Alvarez-Fernandez et al., 2002; Lucena, 2003). La
cinética del proceso de retencion va a estar condicionada principalmente por:
el tipo de suelo o sustrato y su textura, pH, tipo de agente quelante y del tipo

de interaccion entre el quelato y el sustrato (Juarez, 1983; Norvell, 1991).

Los distintos estudios realizados sobre el comportamiento de los
gquelatos comerciales de FeEDDHA en suelo y componentes del suelo, han
puesto de manifiesto que, un gran porcentaje del Fe(o,0-EDDHA) (>90%)
permanece en disolucion cuando dichos productos comerciales se adicionan
al suelo (Norvell, 1991; Sanchez-Andreu et al., 1991; Alvarez-Fernandez et al.,
1997; Cantera et al., 2002; Alvarez-Fernandez et al., 2002; Garcia-Mina, et al.,
2003; Lucena et al., 2003; Schenkeveld et al., 2007; Cerdan, et al., 2007),
mientras se producen grandes pérdidas del hierro unido a o,p-EDDHA vy al
resto de los subproductos de sintesis del quelante 0,0-EDDHA (Lucena et al.,
2003; Yunta, et al., 2003; Hernandez-Apaolaza et al., 2006; Cerdan et al.,
2007; Schenkeveld et al., 2007) que oscilan entre el 80 % y el 100 % para
Fe(o,p-EDDHA), vy el 60 % y el 90% para el resto de los subproductos del
FeEDDHA dependiendo de las propiedades del suelo (Schenkeveld et al.,
2007). Alvarez-Fernandez, et al. (2002) y Hernandez-Apaolaza y Lucena
(2001) encontraron que la ferrihidrita y la turba &cida son los constituyentes
del suelo mas eficaces en la retenciéon de los distintos componentes de los
gquelatos de FeEDDHA; mientras, Schenkeveld et al. (2007) han sugerido que
son los silicatos los principales responsables de la adsorciébn de Fe(o,p-
EDDHA y del resto de los subproductos de las sintesis de Fe(0,0-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 recuperacion total de la deficiencia de Fe en vid, tras la
aplicacion al suelo de los quelatos comerciales FeEDDHA y FeEDDHMA, no
encontrandose diferencias significativas en la eficacia de ambos como
correctores de la deficiencia de hierro en el vegetal. Hernandez-Apaloaza et
al. (1995) mostraron resultados similares al estudiar la aplicaciéon de ambos
gquelatos en cultivos de girasol y maiz bajo estrés férrico desarrollados en
hidroponia. Bafiuls et al. (2003) observaron con la aplicaciéon de un quelato
comercial de FeEDDHA a citricos un aumento en la produccién, en
parametros de calidad de los frutos, asi como de los niveles foliares de
clorofila, N, K, Mg, Fe y Mn, no apreciandose sintomas visuales de deficiencia
de Fe en el vegetal, del mismo modo Yehuda et al. (2003) también obtuvieron
resultados satisfactorios con la aplicacion de Fe(o,0-EDDHA) a dos
variedades diferentes de pepino. Alvarez-Fernandez 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 hidropdnico 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 Il no
muestran preferencia en cuanto a la toma de isbmero meso o racémico, lo que
indica que los fitosideroforos son capaces de desplazar en la misma medida el
hierro de ambos isémeros. Por el contrario, las plantas de estrategia | toman
preferentemente el isbmero menos estable, lo que se puede atribuir al menor
gasto de energia que el vegetal ha de realizar para descomponer el isbmero
de menor estabilidad (Cerdan et al., 2006).
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1.7. EFECTOS DE LA MATERIA ORGANICA EN LA TOMA DE F e
QUELADO.

La adicion al suelo de grandes cantidades de materia organica permite
aliviar los sintomas de deficiencia de Fe de las plantas, ya que mejora su
estructura lo que facilita el intercambio de gases que reducen la acumulacion
de CO, y por consiguiente, la produccion de bicarbonato. Asi la capacidad
tampdn del suelo y a su vez el pH disminuyen, facilitando la solubilizacién del
Fe (Sadana y Nayyar, 1997). También los microorganismos del suelo al
degradar la materia organica producen sideroforos 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 accion quelante capaz de mantener al Fe en disolucion incrementando asi
la capacidad de toma de este nutriente por parte de la planta (Cesco et al.,
2000; Lucena, 2003).

En la actualidad a la materia organica 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 modificacion de determinadas actividades enziméticas implicadas en
la toma y el metabolismo de nutrientes, especialmente Fe y N (Varanini, 1993;
Pinton et al.,, 1997; Varanini y Pinton, 2000). Asi, Adani et al. (1998)
encontraron aumentos en la toma de los nutrientes: N, P, Fe y Cu por la
presencia de acidos humicos procedentes de turba y lignitos en la disolucién
nutritiva de tomates desarrollados en hidroponia. Sanchez-Sanchez 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
via suelo, FeEDDHA y sustancias humicas procedentes de lignitos en una
proporcion del 50%. Los resultados han mostrado en tomate un aumento
respecto al tratamiento control (quelato sin &cido hdamico) del 15 % en la
concentracion 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% vy 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 sustitucion en los tres cultivos antes
mencionados, de parte del quelato por sustancias humicas en un 17%, 33%,
50% y 67% ha dado lugar a un aumento de los niveles foliares de Fey P y
una disminucion 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 humicas sobre el vegetal
que mejoran la nutricion férrica, del mismo modo que se aprecia un efecto
positivo de la aplicacidon conjunta de las sustancias humicas con los quelatos
férricos, permitiendo asi disminuir la concentracion de los quelatos de Fe
sintéticos en beneficio de su coste e impacto ambiental (SAnchez-Sanchez et
al., 2005).

.8. SUSTANCIAS HUMICAS.

Desde la mas remota antigledad se ha considerado a la materia
orgénica (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 razon 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 organica (Stevenson, 1994). Se las
denomina sustancias humicas (SH) (Figura 1.15), y a pesar que en la
actualidad aun no se ha logrado establecer de forma definitiva su estructura,
al ser macroestructuras constituidas por multiples 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 fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo (efectos indirectos), en las
tltimas décadas, también se ha propuesto una influencia directa en el
crecimiento y nutricidbn vegetal, incrementando asi la productividad de los
cultivos. A continuacion se presenta un estudio detallado sobre sus efectos y

constitucion.
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Las sustancias humicas provienen de desechos de animales y plantas
descompuestos microbial y quimicamente, son de color oscuro, con caracter
acido, 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 (1), Fe (lll) y Al (lll), combinados con los minerales de
las arcillas, o asociados a algunas sustancias no humicas (compuestos
organicos de composicion quimica definida procedentes de restos vegetales y
animales) como los carbohidratos, generalmente mediante uniones de
caracter débil (fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrogeno,...) aunque
también se pueden unir covalentemente (MacCarthy et al., 1990; Stevenson,
1994).

SUELD

FRACCION MINERAL FRACCION ORGAMNICA

o

MATERIA ORGANICA ORGANISMOS VIVOS
(Mo (BIOMASA)
MATERIALES
HUM
INALTERADODS Lot
SUSTAMNCIAS CUSTANCIAS
HOMICAS (SH) NO HOMICAS

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

El contenido de materia organica y por tanto en sustancias hdmicas
difiere con el tipo de suelo, asi 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 mecanizacion aplicado aumenta la mineralizacién
de la materia organica, siendo los nutrientes liberados asimilados por las
cosechas (Gallardo, 1982). En general, los contenidos de sustancias humicas
segun el tipo de suelo van a oscilar entre el 33-75% del total de materia
organica del suelo y dentro de un mismo suelo, el contenido y tipo de
sustancias humicas 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 razén de su dinamica se van transformando y evolucionando sin cesar. Asi,
la procedencia de las sustancias humicas va ha ser un factor determinante en
sus propiedades fisico-quimicas (Senesi et al., 1989), siendo en cuanto a
tamafio se refiere las de origen acuéatico mas pequefias que las aisladas del

suelo.

A su vez, las sustancias humicas estan constituidas por tres fracciones
en funcién de su solubilidad en agua con el pH (Aiken et al., 1985; Stevenson,
1994):

= Acidos Humicos: fraccion insoluble en medio &cido, pero soluble a pH

alcalinos.
= Acidos Fulvicos: fraccion soluble en agua a cualquier valor de pH.

= Humina: fraccién insoluble en agua a cualquier valor de pH.

1.8.1. COMPOSICION, ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS.

La determinacion de la composicion y estructura de las sustancias
humicas ha sido objeto de numerosas investigaciones para poder justificar y
entender sus propiedades fisico-quimicas. Debido a que su estudio requiere la
extraccion del suelo y su posterior fraccionamiento, la metodologia empleada
con estos fines puede modificar su estructura y/o composicion lo que unido a
su heterogeneidad (Stevenson, 1994), resulta de gran complejidad y dificultad
la determinacién de su composicion y estructura (Hayes, 1997), por lo que las
propiedades de las sustancias humicas se suelen presentar en intervalos de
valores (MacCarthy et al., 1990).

Los avances técnicos y analiticos han permitido que a lo largo del
tiempo se hayan ido empleando distintos métodos para el estudio de las
sustancias himicas como son: analisis elemental, IR (espectroscopia de
infrarrojos), RMN (resonancia magnética nuclear), Py-Ms (pirolisis-
espectroscopia de masas), RSE (resonancia de spin electrénico) y Py-GS/MS
(cromatografia gas-liquido unida a pirdlisis y espectroscopia de masas), junto

con programas informaticos que permiten el célculo de &ngulos y distancias
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de enlace, ademas del disefio de moléculas de gran complejidad. Esto ha
permitido establecer que estan constituidas fundamentalmente por: C, H, O,
N, Sy P (Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Intervalos usuales para la composicibn elemental de la
sustancias humicas (Steelink, 1985).

Elementos Acidos hiimicos (%) Acidos fllvicos (%)
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 0,1-15 0,1-3,6
P 0,1-1 0,1-1

El estudio realizado por Senesi y Loffredo, (1999) muestran la
composicion elemental de los &cidos humicos y fulvicos extraidos de suelos
con diferente clima (Tabla 1.4), donde se pone de manifiesto que los acidos
fulvicos contienen mayor proporcion de oxigeno y azufre y menor de carbono,
hidrégeno y nitrégeno que los acidos huamicos. El analisis elemental se debe
completar con la informacién que proporcionan las relaciones atémicas H/C y
O/C sobre la estructura (Steelink, 1985). La relacion O/C hace referencia al
contenido de grupos funcionales oxigenados, siendo 0,5 para los acidos
hamicos y 0,7 para los acidos fulvicos y la relacion H/C indica el caracter

alifatico, siendo 1,0 para los acidos humicos y 1,4 para los acidos fulvicos.

Tabla 1.4. Andlisis elemental de &cidos humicos y fulvicos de distintos
origenes (Senesi y Loffredo, 1999).

CLIMA FRIO
ELEMO/IOENTO ARTICO ’ SUBTROPICAL TROPICAL RANGO MEDIA EST'?,?BAR
S.ACIDO S. NEUTRO

A. HUMICOS
c 56,2 538587 557-56,7 53,6-55,0 54,4-54,9 53,6-58,7 56,2 58,1
H 6.2 3,2-5,8 4,4-55 4,4-5,0 4,8-5,6 3,2-6,2 47 37
N 43 08-2,4 4,5-5,0 3,3-4,6 4155 0,8-4,3 32 41
s 05 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 34,1-352 32,8383 355 34,1

A. FULVICOS
c 47,7 47,6-49,9 40,7-42,5 42,2-44,3 42,8506  40,7-50,6 457 50,6
H 54 44147 5963 5,9-7,0 3,853 3,8-7,0 5,4 3.8
N 11 0,9-1,3 23-2,8 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 1,3-36 0,1-3,6 1,9 0,6
o 442 436-47,0 47,1-49,8 43,1-46,2 39,7-47,8 39,7498 448 437

41



Introduccién

Los grupos funcionales mas frecuentes presentes en las sustancias
humicas son: quinonicos, cetbnicos, alcohdlicos, fendlicos, carboxilicos y
carbonilicos (Tabla I.5.). Los &cidos fulvicos presentan mayor caracter acido,
al contener mas grupos funcionales carboxilicos y alcohdlicos que los acidos

hamicos (Tabla 1.6).

Tabla 1.5. Grupos funcionales presentes en las sustancias humicas
(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 Anhidrido R-CO-0O-CO-R’
Aldehido R-CHO Imina R-CHNH
Carboxilo R-COOH
Carboxilato | R-COO- _ 0-{_>-C
Enol R-CH=CH-OH YR 0=_»
Cetona R-CO-R’ O
Ceto-acido | R-CO-COOH
Carbonilo -CH=CH-CHO Hidroxiquinona O Q c
Eter R-CHp-O-CHp-R’ o

Tabla 1.6. Distribucion de grupos funcionales oxigenados en sustancias
hamicas (meqg/100g) (Stevenson,1994).

Grupos funcionales Acidos himicos  Acidos fulvicos

Acidez total 560-890 640-1420
COOH 150-570 520-1120
OH acidicos 210-570 30-570
OH alcohdlicos y débilmente acidos 20-490 260-950
C=0 cetonicos y quindnicos 30-140 120-420
OCH, 30-80 30-120

Las sustancias hdmicas se caracterizan por tener una estructura
quimica compleja y amorfa, caracter acido y elevado peso molecular (Tabla
I.7). Se trata de macromoléculas constituidas fundamentalmente por un
esqueleto aromatico, a base de heterociclos nitrogenados, quinonas, fenoles y
acidos benzdicos, etc. que interaccionan con las cadenas alifaticas formando
una red flexible con grandes huecos que pueden ser ocupados por las
sustancias no humicas (carbohidratos, Ademas,

proteinas, lipidos...).

presentan gran cantidad de grupos funcionales entre los que predominan los
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grupos carboxilo e hidroxilo tanto en las cadenas alifaticas como en los anillos
aromaticos (Calace et al., 2000), considerandolos directamente implicados en
la interaccion con los compuestos organicos cationicos, con los Oxidos
metalicos y los minerales de las arcillas del suelo (Theng, 1974; Cornejo y
Hermosin, 1996), asi como con las plantas. Pero a pesar de que los &cidos
hamicos y fulvicos comparten en gran medida sus efectos sobre el vegetal y el
suelo, sus diferentes propiedades fisico-quimicas hacen que resulten unos u

otros mas eficaces para determinadas funciones (Figura 1.17).

Tabla 1.7. Propiedades Fisico-quimicas de las sustancias hamicas
(Stevenson y Cole, 1999).

Propiedades Acidos falvicos Acidos himicos
Color claro 0Scuro
Grado de polimerizacion bajo alto
Peso molecular (Da) <1.000 <300.000
Carbono 45% 62%
Oxigeno 48% 30%
Acidez total 1.400 <500
Grado de solubilidad alto Bajo
< ACDo FOLVICO ACIDO HOMICO HUMINA

Disminuye la intensidad del color
Disminuye el grado de polimerizacion
Disminuye el peso molecular
Disminuye la concentracion de C
Disminuye el contenido de N
Disminuye la semejanza al lignito
Aumenta el confenido en O

Aumenta la acidez y CIC

Figura 1.17. Propiedades fisico-quimicas de las sustancias humicas
(Stevenson, 1994).

Schulten, (1996) propuso una estructura quimica para los acidos

humicos, constituida por unidades pentadecdmeras donde predominan los
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anillos aromaticos que se encuentran enlazados con cadenas alifaticas de
diferente longitud. Este complejo estaria formado por 11.370 atomos, siendo
su composicion elemental Cj728Hs5223N7501344 ¥ 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 1.16). Las estructuras de los acidos humicos resultan mas
complejas (Yates y von Wandruszka, 1999; Calace et al., 2000), con mayor
porcentaje de aromaticidad, menor carga y polaridad que las de los acidos

falvicos (Varanini y Pinton, 1995).

Figura 1.16. Estructura quimica para un acido humico pentadecamero
propuesta por Schulten en 1996.

Sin embargo, la estructura de las sustancias hdmicas ha sido
recientemente descrita como la asociacion de moléculas heterogéneas y
pequefas, unidas mediante fuerzas dispersivas débiles (van der Waals, -1,
CH- 1) y enlaces de hidrégeno (Piccolo et al., 2002). Asi, las sustancias

hamicas tan sélo tendrian apariencia de macromoléculas, ya que se podrian
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separar en moléculas de menor tamafio mediante su interaccién con los
acidos organicos exudados por las raices de las plantas o por los

microorganismos de suelo (Cozzolino et al., 2001; Piccolo et al., 2003).

1.8.2. EXTRACCION, FRACCIONAMIENTO Y PURIFICACION.

Extraccion.

Para la extraccion de las sustancias humicas del suelo se han
desarrollado gran variedad de métodos que deben ser capaces de: extraerlas
sin alterar su estructura; evitar que contengan contaminantes inorganicos
como arcillas y/o cationes polivalentes; la extraccion ha de ser completa y
representar todas las fracciones de distinto peso molecular y ademas, el
método debe ser aplicable a todo tipo de suelos (Stevenson, 1994). Hay que
destacar que ningun método de extraccion (Tabla 1.8) es capaz de cumplir

todos los requisitos citados anteriormente.

Tabla 1.8. Reactivos usados en la extraccion de sustancias
humicas (Stevenson, 1994).

METODOS DE EXTRACCION MATERIA ORGANICA EXTRAIDA

BASES FUERTES

NaOH HASTA 80%
Na,CO; HASTA 30%
SALES NEUTRAS
Na,P,0; HASTA 30%
NaF HASTA 30%
Sales de acidos orgéanicos HASTA 30%

QUELATOS ORGANICOS
Acetilacetona HASTA 30%
Cupferrén
8-hidroxiquinolina
Acido férmico HASTA 55%
Acetona HASTA 20%
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La extraccion con disoluciones alcalinas (normalmente NaOH 0,1-0,5
N) es el método mas empleado, al permitir extraer hasta el 80% de las
sustancias humicas presentes en el suelo. Se suele realizar mediante
sucesivas extracciones para aumentar el rendimiento y precedido del lavado
con acido diluido, para aumentar la eficacia de extraccién al eliminar el calcio
y otros cationes polivalentes (Garcia et al., 1993). No obstante, esta técnica
tiene como inconveniente la contaminacion por: arcillas, componentes
estructurales y protoplasméticos de la biomasa, asi como por tejidos frescos.
También se pueden producir autooxidaciones de algunos constituyentes
organicos en contacto con el aire, asi como condensaciones entre
aminoacidos y los grupos carbonilo de quinonas o aldehidos aromaticos
(Stevenson, 1994). Ademas, la presencia de oxigeno incrementa la capacidad
de intercambio cationico y el estado de oxidacion de las sustancias humicas.
Todas estas alteraciones aumentan con la concentracion y tiempo de contacto
del extractante alcalino (Brenner, 1950). Los procesos de autooxidacion se

pueden minimizar al trabajar bajo atmdsfera de N..

Existen otras técnicas como alternativa a la extraccion con alcalis, tales
como: sales neutras (ej: Na,P,O;, NaF), agentes complejantes (EDTA,
cupferron, acetilacetona), disolventes organicos, etc. (Tabla 1.8). Ahora bien,
aunque las alteraciones que sufre la materia orgdnica son menores, su
efectividad también lo es. Algunos investigadores, prefieren aumentar la
eficacia de extraccion mediante una secuencia de distintos extractantes
(Schnitzer y Schuppli, 1989), aunque para fines comerciales se suele emplear

la extraccidn con productos alcalinos.

Fraccionamiento.

Una vez extraidas las sustancias humicas del suelo se pueden
fraccionar en base a las diferencias fisico-quimicas que presentan los acidos
huamicos, fulvicos y la humina en: solubilidad, tamafio molecular,
caracteristicas de adsorcion, densidad de carga y reacciones con iones
metdlicos. Normalmente la técnica de fraccionamiento mas usada es en
funcion de la solubilidad a diferentes pH (Figura 1.18). De las tres fracciones

obtenidas, la humina es la menos estudiada, por presentar menor actividad
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quimica y geoldgica que los &cidos humicos y fulvicos (Ayuso, 1995) y

permanecer insoluble a cualquier rango de pH.

(SUSTANCIAS HUMICAS

Extraccion de alcali

HUMINA
(insoluble)
(Soluble)
tratamiento con acido
ACIDOS HUMICOS ACIDOS FULVICOS
(insolubles) (solubles)

Figura 1.18. Fraccionamiento de las sustancias humicas en funcién de la

solubilidad a diferentes pH (Stevenson, 1994).

Purificacion.

Una vez fraccionadas las sustancias humicas, se deben someter a un
proceso de purificacion para eliminar aquellas sustancias: acidos grasos,
lipidos, aminoacidos, carbohidratos, etc. que se encuentran fisicamente
enlazadas a ellas. La purificacion de los &cidos humicos propuesta por la
Sociedad Internacional de las Sustancias Humicas (IHSS) se basa en su

precipitacién y posterior dialisis.
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Por otra parte, para la purificacion de los é&cidos fulvicos se suele
emplear una resina Amberlita de adsorcion/desorcion (XAD-8), que adsorbe la
fraccion fllvica para posteriormente ser eluida a pH béasico. Este
procedimiento de purificacion también se puede hacer mediante dialisis
(IHSS).

1.8.3. EFECTOS DE LAS SUSTANCIAS HUMICAS.

Numerosos autores han descrito los efectos directos e indirectos sobre
el desarrollo vegetal que ejercen las sustancias humicas (Chen y Aviad, 1990;
Stevenson, 1994; Varanini y Pinton, 2000; Cesco et al., 2002; Chen et al.,
2004a), siendo considerados efectos indirectos aquellos que actian sobre
las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas que determinan la fertilidad de
los suelos y efectos directos a los que actian sobre el vegetal en diferentes
procesos fisiologicos-bioquimicos que estimulan su crecimiento y la toma de
nutrientes. Sin embargo, a menudo los resultados obtenidos por estas
investigaciones difieren entre si, debido a que los efectos que ejercen las
sustancias humicas pueden variar en funcion: del origen (Garcia, 1990),
contenido en grupos funcionales (Piccolo et al., 1992) y concentracion de las
sustancias humicas, asi como de la especie vegetal, edad y estado nutricional
de la misma (Albuzio et al., 1986) (Figura 1.19).

( EFECTOS DE SH

DEPENDEN DE

O N

Sustancias Condiciones
D Plantas ,
hUmicas experimentales
- Origen - Especie vegetal - Modo de aplicacién
- Extraccién - Organe - Dosis
= [T - Edad - Condiciones de
cultivo

Figura 1.19. Efectos variables de las sustancias humicas.
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Para que las sustancias humicas puedan ejercer sus efectos directos
sobre el vegetal, deben ser absorbidas por las plantas. Los resultados
obtenidos usando sustancias himicas marcadas con *C han permitido
observar que tanto los acidos humicos como los fulvicos se pueden incorporar
al material vegetal, sin embargo, los acidos humicos se suelen acumular en
las raices donde actlan principalmente y sélo una pequefia fraccion se
transporta a la parte aérea (Vaughan y Linehan, 1976), mientras que los
acidos fulvicos al tratarse de moléculas de menor peso molecular, son
absorbidos mas activamente por las plantas (Vaughan y Malcom, 1985) y su
transporte a la parte aérea es mayor (Furh et al., 1967). Vaughan y Ord (1981)
encontraron que las sustancias humicas de bajo peso molecular eran
absorbidas preferentemente por las plantas, tanto de forma activa como
pasiva, mientras que los acidos humicos de PM >50.000 Da so6lo se absorbian
pasivamente. Aunque hay que tener en cuenta que los exudados de las raices
pueden ejercer un efecto de despolicondensacion de las sustancias hamicas
en fracciones de menor peso molecular, que pueden ser tomadas de forma

activa ejerciendo efectos biolégicos sobre las plantas (Albuzio et al., 1993).

EFECTOS SOBRE EL SUELO.

Las sustancias hamicas 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 formacion de agregados estables de elevada porosidad,
que aumentan la capacidad de retenciobn de agua y la buena aireacion,
proporcionando asi, un medio mas idoneo para el crecimiento de las plantas
(Stevenson, 1994; Canarutto et al., 1996; Piccolo y Méagwu, 1997). A su vez,
las sustancias humicas proporcionan una coloracion oscura al suelo que
facilita su calentamiento, hecho que estimula el crecimiento y produccion de
las plantas (Gallardo, 1980; Stevenson, 1994).
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Aumento de la capacidad tampon o buffer.

También evitan los cambios bruscos del pH del suelo, debido a que
poseen gran numero de grupos funcionales hidroxilo y carboxilo que pueden
sufrir procesos de disociacion-asociacién (Stevenson, 1994; Barén et al.,
1995), manteniendo unas condiciones de reactividad optimas para la vida en

los suelos.

Contribucién a la capacidad de intercambio catidnic o (CIC) del suelo.

Mejoran la fertilidad del suelo al contribuir en la CIC, ya que retienen
nutrientes (Fe**, Cu®, Mn?, zZn*, Mg®, K'..) en formas facilmente
disponibles para las plantas, pero que evitan sus pérdidas por lavado. Las
sustancias humicas 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
mineralizacidbn que sufre la materia organica por los microorganismos del
suelo (Varanini y Pinton, 1995; Akinremi et al.,, 2000). Ademas, forman
complejos naturales con los cationes (Sanchez-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). Asi, Pinton et al. (1998) encontraron una reduccion e incluso
eliminacion de los sintomas de deficiencia de hierro en plantas de pepino,
debido a la movilizacién del Fe procedente de hidréxidos insolubles por la

formacion de complejos solubles con las sustancias humicas.

También, facilitan la disponibilidad del fésforo a las plantas al
complejarse con el calcio (Gaur, 1964), ya que en el suelo el fésforo es poco
soluble y se fija a los componentes minerales (6xidos de aluminio y

carbonatos, arcillas...), siendo en suelos calizos su disponibilidad atn menor,
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por la formacién de fosfatos de calcio insolubles. Este proceso de

complejacion del calcio va a depender del pH (Brun et al., 1994) (Figura 1.20).
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Figura 1.20. Complejacion del calcio por las sustancias hamicas vs pH
(Brun et al., 1994).

Incremento de la poblacion microbiana.

Las sustancias humicas proporcionan carbono a los microorganismos
del suelo, hecho que permite incrementar la poblacion microbiana y su
actividad enzimética (Murzakow, 1988; Lizarazo, 2001), dando lugar a un
mayor aporte de nutrientes a las plantas, al favorecerse los procesos de
mineralizacién y humificaciébn de la materia organica, la fijacion bioldgica del
nitrdgeno y la reduccién del Fe (lll) al actuar como catalizadores quimicos en

su reduccidn bioldgica por las bacterias anaerobicas (Lovley et al., 1998).

Combinacion con xenobidticos y metales contaminante s del suelo.

Los radicales libres de las sustancias humicas permiten la
descomposicién 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). Ademas, contaminantes comunes de las

aguas subterrdneas como son el tri- y tetracloroetano cuya descomposicion
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produce cloruro de vinilo (potente cancerigeno) y dicloroetano, pueden
degradarse en condiciones aer@bicas por las sustancias himicas al actuar

éstas como aceptores de e (Bradley et al., 1998).

También, las sustancias humicas 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 organicas del suelo,

limitando asi su movilidad (Wang et al., 1997).

EFECTOS SOBRE LA PLANTA.

Los efectos bioestimulantes de las sustancias humicas sobre el

desarrollo vegetal se pueden agrupar en:

Germinacion.

Aumentan la proporcion de granos germinados. Asi, Csicsor et al.
(1994) observaron efectos beneficiosos en la germinacion in vitro de semillas
de tabaco, con la aplicacion de humatos potasicos y acidos fulvicos en
diferentes dosis, obteniéndose los mejores resultados con los humatos
potéasicos en dosis de 200 mg-L™* (Tabla 1.9). Ayuso et al. (1996), obtuvieron
incrementos en el indice de germinacién de pimientos tratados con sustancias
humicas procedentes de turba y leonardita, mientras que las sustancias
humicas procedentes de materiales menos humificados, inhibieron la

germinacion dependiendo de la dosis y del tipo de cultivo.
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Tabla 1.9. Porcentaje de germinacién in vitro de semillas de tabaco
(Csicsor et al., 1994).

TRATAMIENTOS ?n%?l'j GERMINACION (%) Gggg'ggﬂ%\lo(z@)
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 aplicacion
de sustancias humicas comerciales de diferentes origenes a semillas de
tomate cv. Daniela en condiciones in vitro, mejoraban el porcentaje de
germinacion, sin embargo, la dosis éptima fue diferente segun el origen de las
sustancias himicas e incluso para aquellas de la misma procedencia, la dosis
Optima varié considerablemente segun el producto comercial empleado (Tabla
1.10). Normalmente la germinacion se encuentra inhibida a dosis altas (Chen y
Aviad, 1990). Ramos (2000) también realiz6 estudios en condiciones salinas,
siendo las sustancias himicas procedentes de turba y residuos vegetales las
que mejoraron el indice de germinacion cuando el nivel salino fue moderado
(3 mS-cm), y alto (6 mS-cm™), mientras que las de origen lignito tan sélo lo

lograron en condiciones de salinidad moderada (3 mS-cm™).

Tabla 1.10. Porcentaje de germinacion de semillas de tomate cv Daniela
respecto al control. (Ramos, 2000).

Dosis % (v/v)
0 0,001 0,00 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 105¢ 87b 55a
AH de Turba 100a 127b 100a 98a 114ab

TRATAMIENTOS
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Chen y Aviad, (1990) atribuyeron los efectos beneficiosos sobre la
germinacion, A la capacidad de las sustancias humicas de incrementar la
actividad enzimatica de las semillas. Csicsor et al. (1994) consideran que las
sustancias humicas influyen también sobre la respiracion celular, al actuar en
los procesos de transferencia de electrones gracias a los radicales libres
presentes en todas las sustancias humicas. En relacion a este hecho, Chukov
et al. (1996) observaron que el indice de germinacién en condiciones in vitro
de semillas de lechuga, aumenté conforme lo hizo la concentracion de
radicales libres de las sustancias humicas, hasta una cierta dosis 6ptima a
partir de la cual el efecto resulté inhibitorio. Asi, Csicsor et al. (1994)
justificaron el hecho de que los humatos potésicos resultasen mas eficaces
que los 4cidos humicos sobre la germinacion, en la mayor concentracion de
radicales libres de los &cidos humicos. Segun Jurcsik (1994), el mecanismo de
accion fisiolégica consiste en la absorcion de O, atmosférico por los radicales
semiquindnicos que se transforman en radicales superoxido o
hidrogenoperoxido, capaces de donar electrones a las cadenas respiratorias,
incrementando asi el suministro de energia a las células (Figura 1.21). Los
electrones perdidos son repuestos por moléculas de agua o por los

microorganismos del suelo (Lovley et al., 1996).
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hidrogenoperoxido

Figura 1.21. Mecanismo de accién fisioldgica de las sustancias humicas
(Jurcsik, 1994).

54



Introduccién

Crecimiento radicular y desarrollo de la parte aére  a.

Los efectos bioestimulantes del las sustancias humicas en el
crecimiento de las plantas, han sido observados y documentados en gran
cantidad de articulos (Chen y Aviad, 1990; Chen, 1996; Nardi et al., 1996;
Cesco et al., 2002). Se ha demostrado que mejoran el crecimiento radicular
con su aplicacion foliar, en hidroponia o directamente al suelo (Sanchez-
Conde et al., 1972; Sanchez-Andreu et al., 1994; Cooper et al., 1998), aunque
sus efectos dependen del tipo y dosis de sustancias humicas empleadas. Asi,
Sladky (1959) observo al aplicar a la disolucién nutritiva de plantas de tomate
un extracto alcohdlico de la materia organica, acidos hamicos y fulvicos en
dosis de 10 y 50 mg-L?, un aumento significativo respecto al control
(disolucion nutritiva) de la longitud y peso radicular con las tres fracciones
empleadas. También Rauthan y Schnitzer (1981), encontraron en plantas de
pepino tratadas con &cidos falvicos en dosis de 100 a 300 mg-L™?, 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 &cidos humicos purificados de diferentes origenes, resultando
més efectivo la fraccion humica procedente de turba. La aplicacién al suelo de
sustancias humicas también permitio 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 humicas en el crecimiento de las raices y
tallos son muy diferentes, resultando mas evidentes en las raices. Chen et al.
(2004a) observaron una estimulacion del crecimiento del 25% en los tallos y
raices bajo condiciones de hidroponia, con la adicién a la disolucion nutritiva
Hoagland de &cidos hiimicos en dosis de 50 mg-L™, hecho que evidencia el
efecto sinérgico de la aplicacibn combinada de sustancias humicas junto a la
disolucion nutritiva. El crecimiento de los tallos normalmente esta
correlacionado con la respuesta radicular, independientemente del modo de

aplicacion de las sustancias humicas (Chen, 2006).
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Absorcion de nutrientes.

Las sustancias humicas proporcionan una mayor disponibilidad de
nutrientes para las plantas. Asi Gaur, (1964), observé incrementos en la
absorcion de N, P y K y descensos en la toma de Ca con la aplicacién de
acidos humicos procedentes de compost a plantas de centeno. Rauthan y
Schnitzer (1981), aplicaron diferentes dosis de acidos fulvicos hasta un
maximo de 2000 mg-L* a plantas cultivadas en disolucion Hoagland,
obteniéndose incrementos en la absorcion de: N, P, K, Ca y Mg, siendo la
maxima absorcion entre 100-300 mg-L™. Esto pone de manifiesto que las
concentraciones elevadas de sustancias hudmicas normalmente resultan
inhibitorias. Guminsky et al. (1983) observaron que las sustancias humicas
procedentes de compost en dosis de 100 mg-Kg™ incrementaron la absorcion
de Py K en plantas de tomate, no obteniéndose estos resultados con plantas
de maiz, dénde dosis similares inhibieron la absorcion de P. También David et
al. (1994) encontraron en plantas de tomate con la adicion de acidos humicos
en dosis 1280 mg-L‘l, incrementos en los niveles foliares de: P, Ca, Ky Mg,

asi como radiculares de Ca y N.

Ademas, las investigaciones muestran incrementos significativos en la
absorcion de micronutrientes, principalmente: Fe, Cuy Zn con la aplicacion de
sustancias humicas (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 adicién de acidos humicos y
Raina et al. (1998) encontraron resultados similares aplicando acidos falvicos.
Chen et al. (2004a), observaron en plantas de melén tratadas en hidroponia a
pH comprendidos entre 5 y 7,5 junto con acidos humicos procedentes de
leonarditas en dosis de 0 a 200 mg L™, una estimulacién del crecimiento
producida por la mayor disponibilidad de hierro. Estos resultados estan en
concordancia con los autores que sugieren la importancia de las sustancias
hamicas en la nutricién férrica de plantas dicotiledoneas (Chen y Aviad, 1990;
Bar-Ness y Chen 1991a). También Chen et al. (2004a), mostraron que la
adicion de AH o AF a una disoluciéon nutritiva sin hierro, incrementaba los

niveles de clorofila y desaparecian los sintomas 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 endégeno que contienen las sustancias humicas.

Adani et al. (1998), estudiaron la aplicacion a cultivos de tomate
desarrollados en hidroponia, de dos &cidos humicos purificados a partir de dos
productos comerciales de origen turba y leonarditas en dosis 20 y 50 mg L™,
observandose con el acido humico procedente de turba un incremento en la
absorcion de: N, P, Fe y Cu, mientras que con el de origen leonarditas se
incremento la absorcién 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™ respectivamente, del acido
hamico procedente de turba y del 31 y 46% respectivamente, para las dosis
20 y 50 mg L* del acido himico de leonardita, siendo en las raices el
incremento de Fe del 113 y 123% con las dosis 20 y 50 mg L™
respectivamente del 4cido hdamico de turba y un 135y 161% para las dosis 20
y 50 mg L™" del acido humico de leonarditas (Figura 1.22). Estos autores
sugieren que los efectos beneficiosos de las sustancias humicas en la toma
de hierro pueden deberse a su complejacion por las SH, asi como por la
presencia de radicales libres y grupos fendlicos de las sustancias humicas

capaces de reducir el Fe (Ill) a Fe (ll), facilitAndoselo a las plantas.
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Figura 1.22. Contenido radicular de hierro (mg-kg™ m.s.) frente a la aplicacion

de &cidos humicos (Adani et al. 1998).
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También, muestran un efecto bioprotector frente a la salinidad
(Chaminade, 1956), al disminuir la absorcion del sodio, responsable de
desajustes osmoticos en la planta que disminuyen su energia metabdlica,
reduciendo como consecuencia los rendimientos productivos. Sanchez-
Sanchez et al. (2005) observaron gue las sustancias humicas comerciales de
origen lignitos disminuyeron los niveles de sodio foliar en plantas de tomate
cv. Daniela cuando se reemplazé parte del quelato FeEEDDHA por la sustancia
hamica, siendo la aplicacién 33% FeEDDHA y 67% de la sustancia humica el
tratamiento que disminuyd la concentracion de sodio foliar en mayor medida,
protegiéndose asi a la planta de la salinidad. Igualmente, se encontraron
descensos en los niveles de sodio foliar cuando se aplicaron sustancias
humicas comerciales via foliar a plantas de tomate cv. Daniela, cv. Durinta y
cv. Jaguar (Ramos, 2000; Oliver et al., 2007).

Permeabilidad de la membrana plasmaética radicular.

Distintos estudios han puesto de manifiesto un aumento en la
permeabilidad de las membranas radiculares en presencia de sustancias
humicas 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 interaccion de las
sustancias humicas con las proteinas y los lipidos de membrana ya que
debido a las propiedades hidrofébicas e hidrofilicas de las sustancias
hamicas, podrian interactuar con las estructuras fosfolipidicas 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 humicas en los procesos metabdlicos energéticos como son:
la respiracion (Vaughan y Malcolm, 1985; Chukov et al., 1996; Lovley et al.,
1996; Nardi et al., 2002) y la fotosintesis (Sladky, 1959; Albuzio et al., 1994).

Existen trabajos que afirman que las sustancias humicas actian directamente
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sobre la respiracion, al intervenir en las cadenas respiratorias de las
mitocondrias (Csicsor et al., 1994; Pinton et al., 1999) como donadoras de €
(debido a los grupos quindénicos) aumentando la energia suministrada a las

células (Figura 1.21) de acuerdo con la reaccion siguiente:

HS + O,+ FADH,/NADH - HS + H,0+ FAD/NAD"

Sladky, (1959) observé aumentos en los niveles de clorofila cuando se
adicioné a la disolucién nutritiva de plantas de tomate acidos humicos y
falvicos y un extracto alcohdlico de la materia organica del suelo (Tabla 1.11).
También Albuzio et al. (1994), encontraron incrementos significativos en los
niveles foliares de clorofilas con la aplicacién de sustancias humicas (150 mg

L™) en plantas de avena.

Tabla I.11. Efecto de distintas sustancias humicas en la respiracion
y en los niveles de clorofila en plantas de tomate (Sladky, 1959).

NIVEL DE OXIGENO

TRATAMIENTO . CLOROFILA
HOJAS RAICES
% respecto al control
Control 100 100 100
Extracto alcohdlico 110 176 130
AH (50 mg/L) 124 123 163
AF (50 mg/L) 130 138 169

Proteinas, &cidos nucleicos y actividad enzimatica.

Malcolm y Vaughan (1979) y Visser (1985) observaron que las
sustancias humicas eran capaces de producir cambios estructurales en el
ADN. También influyen en la sintesis de ARN mensajero, esencial para
numerosos procesos bioquimicos de la célula (Nardi et al., 2002) que se
traducen en el crecimiento de las plantas. Asi, Vaughan y Malcolm (1979)
encontraron una mayor produccion de ARN-m con la adicion de acidos

hamicos. También intervienen en numerosos procesos bioquimicos que
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estimulan o inhiben la sintesis de proteinas, 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
hamicas sobre la actividad de las enzimas: catalasa, o-difenoloxidasa y
citocromo en tomates, mientras que en remolacha las sustancias humicas
participaron en los procesos bioquimicos de las enzimas peroxidasa e
invertasas (Vaughan, 1969; Vaughan et al., 1974). Bukvova y Tichy (1967)
observaron en plantas de maiz crecidas en suelos arenosos, aumentos en la
sintesis de fosforilasa cuando se adicionaron acidos huamicos en dosis de 10
mg L?, sin embargo, a dosis elevadas (100 mg L™) los efectos resultaron

inhibitorios.

A pesar de los numerosos articulos que describen los efectos que
producen las sustancias humicas sobre el desarrollo de las plantas (Vaughan
y Malcolm, 1985; Chen y Aviad, 1990; Varanini y Pinton, 2000; Clapp et al.,
2001), observandose estos efectos tanto en plantas cultivadas en suelo
(Fagbenro y Agboola, 1993) como en hidroponia (Ayuso et al., 1996), todavia
no estan claros sus mecanismos de accién. Una de las hipétesis existentes
les atribuye actividad hormonal, ya que su accion 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). Segun esta
hipotesis las sustancias humicas estimulan la produccion de auxina en el
vegetal, con el consiguiente estimulo del crecimiento, al inhibir la accién de la
enzima AIA oxidasa (acido 3-indol-acético) responsable de la degradacion de
la auxina (Mato et al., 1972). Sin embargo, otros autores rechazan esta
hip6tesis, debido a que en hidroponia estos resultados no son tan evidentes y
ademas, 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
raices, 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 humicas contienen en su estructura micronutrientes (Chen y
Aviad, 1990; Chen, 1996; Cesco et al. 2000, 2002; Chen et al., 2004a).

Otras hipotesis justifican los efectos positivos de las sustancias
hamicas 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 complejacion con ellos (Chen y Aviad, 1990; Pandeya et al., 1998)
gracias a la presencia en estas moléculas de grupos funcionales oxigenados y
nitrogenados que actian como donadores de electrones uniéndose mediante
varios enlaces con los cationes (Albuzio et al.,, 1994; Stevenson, 1994;
Sanchez-Andreu et al., 2000). Asi, en suelos calizos donde la concentracion
de micronutrientes es insuficiente para cubrir las necesidades de las plantas,
las sustancias humicas pueden estimular el desarrollo vegetal, al mantener en
disoluciéon niveles de micronutrientes (Cu, Zn, Mn, Fe,...) que eviten la

aparicion de sus carencias.

También estos efectos directos de las sustancias humicas tienen la
capacidad de modificar la morfologia 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 liberacion de
H" al medio que facilitan la solubilizacién de nutrientes en el suelo (Varanini et
al., 1993; Varanini y Pinton, 2000). Ademas pueden interferir en procesos
metabolicos implicados en la absorcidn activa de nutrientes (Canellas et al.,
2002) principalmente el Fe, aumentando la actividad de la enzimas como la Fe
(ln-reductasa (Aguirre et al., 2006).

1.8.4. SUSTANCIAS HUMICAS COMERCIALES.

Como resultado de todos los efectos beneficiosos de las sustancias
hamicas en el desarrollo vegetal ya mencionados, cada afio aparecen en el
mercado enmiendas organicas a base de sustancias humicas de diferentes
origenes, fundamentalmente: leonarditas, turbas y residuos vegetales
denominadas &cidos humicos, sustancias humicas o enmiendas hamicas. En

Espafia, la normativa que hace referencia a estas enmiendas humicas
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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, donde se clasifican en:

Enmiendas orgénicas humicas : productos de origen animal o vegetal, o por
tratamiento de leonardita, lignito o turba, con un contenido minimo en materia
organica parcialmente humificada, capaces de mejorar mediante su aplicacion

al suelo sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas, siendo su

composicion:
Materia organica total (% p/p) 225
Extracto humico total (% p/p)
, . o >5
(&c. humicos + fulvicos)
Acidos humicos (% p/p) >3
Humedad méaxima (% p/p) =40

Acidos humicos : productos que contienen fundamentalmente &cidos
humicos obtenidos por tratamiento o procesado de turba, lignito o leonardita,

siendo su composicion:

Extracto humico total (% p/p)

(4c. humicos + falvicos)

Acidos htimicos (% p/p) >7

Abonos con &cidos humicos : abono CE o abono del grupo 1 del anexo | del
Real Decreto 824/2005 de 8 de Julio, al que se le han incorporado acidos

hamicos, siendo su composicion:
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Acidos htimicos (% p/p) >3

Extracto humico total (% p/p)

(&c. humicos + fulvicos)

Todos los requisitos exigidos para el abono al que
se adicionan los acidos humicos.

Se han encontrado diferencias estructurales al comparar las sustancias
hamicas de origen natural con las de procedencia comercial (Malcolm y Mc
Carthy, 1986), fundamentalmente debidas a los procesos de extraccion. A
pesar de ello, se muestran similares en cuanto a composicién se refiere. Al
igual que con las sustancias humicas de procedencia natural, también se han
producido efectos negativos sobre las plantas con las sustancias humicas
comerciales (De Kreij y Basar, 1995), ocasionados segun Ramos (2000) por
su empleo en dosis elevadas. Sin embargo, numerosas investigaciones
manifiestan la influencia positiva sobre el desarrollo vegetal, analoga a la
producida por las sustancias humicas 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 aplicacion foliar de sustancias humicas comerciales sobre plantas de
tomate y pepino, incrementaban el desarrollo vegetal y reducian los niveles de
sodio en plantas sometidas a estrés salino. También su adicion al suelo junto
con FeEDDHA mejoraron la nutricion en tomate, vid y citricos (Sanchez-
Sanchez et al., 2002, 2005, 2006).

1.9. EL CULTIVO DEL TOMATE Y SU IMPORTANCIA ECONOMI CA.

El origen del tomate se sitla en las laderas de los Andes peruanos en
la costa occidental de Sudamérica, pero fue con su extensidbn a América
Central y Meridional cuando comenz6 a ser consumido, concretamente en
México 700 afios a.C. Su introduccién en Europa se produce durante la

primera parte del Siglo XVI, llegando a Espafia de la mano de conquistadores
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espafoles y aunque en un principio fue utilizado como planta ornamental y

medicinal, es en el Siglo XVIII cuando es cultivado con fines alimenticios.

Taxondmicamente, el tomate pertenece a la familia Solanaceae siendo
su nombre cientifico Licopersicum esculentum Mill. Morfolégicamente es una
planta perenne de porte arbustivo que se cultiva normalmente como anual,
pudiendo permanecer hasta dos afios. Requiere climas templados aunque el
desarrollo de técnicas de cultivo en invernadero, han favorecido su produccién
continuada a lo largo de todo el afio. 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 méas difundida en todo el mundo,
donde su valor nutricional y sus excelentes propiedades organolépticas (Tabla
[.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 paises europeos se consume cerca de 10 Kg
por persona y afio, mientras que en ltalia se triplica y en Espafia 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 econémico ya que su demanda aumenta
continuamente y con ella su cultivo, produccion y comercio. El tomate es un
producto basico en la horticultura espafiola, sus areas de produccién estan
centradas en: el sureste de la peninsula (Valencia, Alicante, Murcia y
Almeria), Valle del Ebro (Navarra, La Rioja y Zaragoza), Extremadura y
Canarias. Espafa ocupa el séptimo lugar en el mundo en su produccién, por
debajo de: China, E.E.U.U., Italia, Turquia, Egipto y la India, y un segundo
lugar en el comercio exportador dentro de los paises de la UE, siendo los
principales mercados espafioles: Alemania, Paises Bajos, Reino Unido y

Francia.
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Tabla 1.12. Valor nutricional medio por cada 100 g de tomate rojo fresco

(Gebhardt y Thomas, 2002).

Agua 94,5¢g
Valor cal6rico 18 kcal
Proteinas 09g
Glucidos 2849
Lipidos 02g
Provitamina A 0,38 mg
Vitamina B1 0,06 mg
Vitamina B2 0,04 mg
Vitamina B6 0,11 mg
Vitamina C 15 mg
Vitamina PP 0,7 mg

Fe 0,4 mg
Ca 10 mg
Mg 10 mg
p 24 mg
K 280 mg
Na 1,2 mg

Debido a su ciclo vegetativo relativamente corto, la planta de tomate es
idonea para la investigacion, siendo frecuentemente utilizada. Esto unido a los

factores econémicos y agronémicos, han determinado su utilizacion como

testigo en este trabajo.
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II. OBJETIVOS.

Como se ha puesto de manifiesto en el capitulo Introduccién, uno de
los problemas nutricionales mas graves que afectan al desarrollo de los
cultivos a nivel mundial es la deficiencia de hierro, responsable de la
reduccién del crecimiento de las plantas que ven limitada su produccion 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 mediterranea una de las areas mas afectadas. En Espafia, este
problema afecta a cultivos de gran interés comercial como es el caso del

tomate, provocando importantes pérdidas econémicas.

Una de las mejores opciones para su correccion son los quelatos
sintéticos de Fe. Sin embargo, son productos cuyo precio es muy superior al
resto de los fertilizantes de Fe y ademas 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 degradacion

en el medio, siendo por tanto necesario minimizar su impacto ambiental.

Las sustancias humicas han demostrado que mejoran el desarrollo de
las plantas, relaciondndose 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 Agroquimica y Bioquimica de la
Universidad de Alicante muestran, que la aplicacion conjunta de las
sustancias humicas con los quelatos sintéticos de Fe, producen un efecto
positivo en el crecimiento y en la nutricién de las plantas, estando favorecida
la toma de hierro por la sustitucion de parte del quelato por sustancias

himicas.

En base a la problematica que la nutricion férrica presenta
especialmente en suelos calizos, y al conocimiento actual de los posibles
efectos beneficiosos que las sustancias humicas pueden tener en la nutricion
vegetal, aspectos todos ellos puestos de manifiesto en el capitulo de
introduccion, el objetivo de esta investigacion es ampliar el estudio de las
sustancias humicas (&cidos humicos y fulvicos purificados) como
bioestimulantes en la toma y asimilacion de hierro por las plantas. A fin de
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poder mejorar la eficacia de los actuales quelatos sintéticos, permitiendo un
uso mas racional de los mismos, lo que puede dar lugar a una reduccion de la
dosis empleada que revertira en un menor coste econémico y principalmente

en una mayor proteccion del medio ambiente.

Con el fin de conseguir estos logros se plantean los siguientes

objetivos concretos:

1. Establecer si los &cidos humicos y fllvicos purificados,
procedentes de sustancias humicas comerciales de lignitos y
residuos vegetales, intervienen en los mecanismos de toma y
asimilaciéon del hierro, cuando se adicionan via radicular sobre
plantulas de tomate (Lycopersicum Esculentum Mill. cv Jaguar),

en condiciones de hidroponia bajo:
A) Nutricion férrica adecuada.
B) Deficiencia de hierro inducida por carbonatos.
C) Deficiencia severa de hierro.

2. Determinar qué fraccion es mas activa en funcién de su origen.

3. Establecer la dosis éptima de aplicacién de cada fraccion via

radicular.
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lIl. MATERIALES Y METODOS.

l1I.1. SUSTANCIAS HUMICAS.

Para la realizacion de este estudio fueron seleccionados dos productos
comerciales a base de sustancias humicas. Uno de ellos fue de origen lignitos
(Mol solido 85 WP®) al que denominamos L, producto con apariencia de
microgranulos cristalinos de color marrén oscuro, siendo el motivo de su
eleccion el hecho de estar constituido mayoritariamente por fraccion hamica.
El segundo preparado procedia de residuos vegetales (Mol®) al cual
denominamos RV, liquido de color marrén oscuro cuya caracteristica principal

para su eleccién fue estar compuesto principalmente por fraccién fulvica.

Como paso previo a la obtencién de las fracciones humica y fllvica se
caracterizaron las sustancias humicas comerciales, de acuerdo con la
metodologia descrita en el Apéndice | (VII.1.1; VII.1.2; VII.1.3). Debido a que
la sustancia humica procedente de lignitos es sdélida, las determinaciones de
pH y conductividad eléctrica (CE) se realizaron en una disolucién de la misma
1:25 (p/v)

Los datos correspondientes al andlisis (Tabla Ill.1) muestran que la
sustancia humica L presenté un pH fuertemente alcalino (9,6) debido
probablemente al empleo de una base fuerte (KOH) en su proceso de
extraccion a partir de lignitos. Mientras, el pH de la sustancia humica de
residuos vegetales fue acido (5,7), al tratarse de residuos vegetales y no sufrir
proceso de extraccion. La conductividad eléctrica en las dos sustancias
humicas comerciales tuvo valores elevados (Tabla IIl.1), indicando alta

concentracion.
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Tabla Ill.1. pH, conductividad eléctrica, niveles de extracto humico total,
acidos humicos y fulvicos y relacién oOptica E4J/Es de las dos sustancias

himicas analizadas.

CE Extracto himico total AH % AF %
SH H ] E4/Eq
P (ds-m™) % (p/p) (®lp)  (plp)
L o6 W 8 80,8 61,4 19,4 4,91
RV 57 37,6 19,2 1,4 17,8 6,43

Wrelacion 1:25 (p/v)

Los valores correspondientes a los contenidos en extracto himico, AH
y AF (Tabla Ill.1) indican que la SH procedente de L es mas rica en materiales
humificados que la de RV, y que presenta un mayor contenido en AH que en
AF. Por el contrario, la sustancia humica de residuos vegetales estaba
constituida mayoritariamente por &cidos falvicos. La relacion oOptica E4/Eg,
permite caracterizar las sustancias humicas al estar relacionada esta medida
con su grado de humificacion y condensacion. Segun Stevenson (1994), su
valor es inversamente proporcional al grado de aromaticidad, peso molecular
y condensacién de las moléculas, por tanto, valores bajos (E4/Es<5,0) se
deben a materiales evolucionados, altamente condensados y de fuerte
caracter aromatico, mientras que valores altos (6,0<E./E¢<8,5) indican baja
condensacion y una mayor proporcion de compuestos alifaticos. Este cociente
también esté relacionado con la acidez total y el contenido de C, O en grupos
carboxilicos. Asi, si la relacion E4/E¢ es baja se tratard de sustancias humicas
con elevado contenido de carbono, bajo de oxigeno en grupos carboxilicos y
con poca acidez total, estando fundamentalmente constituidas por acidos
humicos, mientras que si el cociente es alto indica todo lo contrario y seran

sustancias humicas constituidas principalmente por acidos falvicos.

Los resultados obtenidos con la relacion E4/Eg (Tabla 111.1) estan en
concordancia con los propuestos por Stevenson (1994), ya que la sustancia
hamica de lignitos tuvo una relacién éptica E4/E¢<5,0 y su fraccion mayoritaria
fue el AH, mientras que en la sustancia humica de residuos vegetales este
cociente estuvo comprendido entre 6,0-8,5, predominando por tanto la

fraccion fllvica.

70



Materiales y Métodos

l1.L1.1. FRACCIONAMIENTO, PURIFICACION Y CARACTERIZ ACION DE
LOS ACIDOS HUMICOS Y FULVICOS.

Con el fin de eliminar elementos minerales procedentes de los
procesos de extraccion y/o del enriquecimiento en nutrientes de las sustancias
humicas comerciales, se dializaron usando membranas para dialisis de 3.500
Daltons (Apéndice I, VII.1.4). A continuacion, se liofilizaron, siendo para ello
previamente congeladas ya que esta etapa permite eliminar las moléculas de

agua mediante sublimacion. Este proceso se desarroll6 durante 5 dias.

Finalizada la etapa anterior, las sustancias humicas se fraccionaron en
acidos humicos y falvicos en funcion del pH (Apéndice I, VII.1.4). Tras el
fraccionamiento, los acidos humicos de lignitos y los fllvicos de residuos
vegetales se sometieron a un proceso de purificacion mediante dialisis (para
eliminar sales como NaCl formadas durante el proceso de fraccionamiento,
asi como restos organicos que se encuentran enlazados fisicamente a las
fracciones) y liofilizacion. Las fracciones purificadas se conservaron en

oscuridad y a 4°C.

Los valores correspondientes a la caracterizacion de los AH y AF en
estudio, obtenidos de acuerdo con la metodologia descrita en el Apéndice |
(VII.1.5; VII.1.6), se muestran en la Tabla Ill.2. Estos datos indican que la
composicion elemental de las dos fracciones analizadas se encuentra dentro
de los intervalos usuales para la composicién 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
caracteristico de esta fraccion. También se observa que la concentracion de N
es mayor en la fraccion falvica, hecho que concuerda con el proceso natural
de humificacion que sufren los lignitos que hace descender la concentracion
de N en su seno (Varanini y Pinton, 1995), mientras que la fraccién falvica
procedente de residuos vegetales es un material joven y poco humificado,

siendo por tanto mas alto su contenido en N.
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Tabla 111.2. Composicion elemental y mineral de las fracciones

hdmica y fulvica.

AH AF
g-100 g peso seco
C 50,7 +0,3 459+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™ peso seco
Ca 316+24 354 +21
K 126 + 63 72 +2
Mg 36,76 £ 0,01 132 +2
Fe 610 +19 47 x5

Los resultados obtenidos en los andlisis de macro y micronutrientes
realizados en las dos fracciones (Tabla 111.2) indican que los acidos hdmicos
estan presentes fundamentalmente como humatos de hierro, calcio y potasio,
mientras los falvicos lo estan como fulvatos de calcio y magnesio. De acuerdo
con estos datos, el contenido de K y Fe es elevado en el AH, mientras la
concentracién de Mg es mucho mayor en el AF, siendo el contenido de Ca
similar en ambas fracciones. No se detect6 la presencia de Mn, Cu y Zn en

ninguna de las fracciones estudiadas.

Por otro lado, para determinar de que grupos funcionales esta
constituida la estructura molecular del AH y AF, asi como el porcentaje en que
se encuentran, se realizaron espectros de BBC-RMN con la técnica de
polarizacion directa (DP-MAS) (Apéndice 1, VII.1.7), siendo considerada la
mejor alternativa dentro de los andlisis de *C-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 1ll.3 se aprecia que la
fraccion humica presenta una estructura fundamentalmente aromatica y con
un mayor porcentaje de carbono fendlico que el AF (Figuras IIl.1 y 1ll.2),
siendo estos rasgos caracteristicos de los materiales muy humificados
(Fuentes et al., 2007). En la fraccién falvica por el contrario, predominan los
grupos heteroalifaticos, estando constituida principalmente por C unido a O-

alifafico, destacando en este intervalo un pico muy marcado a 71 ppm que
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indica la presencia de celulosa. En cuanto al contenido de C carboxilico/amida

y carbonilico se han obtenido valores similares en ambas fracciones.

Tabla 111.3. Distribucién del C (%) en los AH y AF determinado mediante
espectroscopia de *C-RMN DPMAS.

Distribucion del C Intervalo C (%)
en el espectro (ppm) AH AF
Alifatico 0-45 21,6 18,4
N-alifatico/metoxi 45-60 3,6 6,5
O-alifatico 60-95 3,1 42,0
di-O-alifatico 95-110 7,5 6,6
Aromético 110-145 43,9 10,8
Fendlico 145-165 7.6 1,9
Carboxilico/amida 165-190 11,3 12,3
Carbonilico 190-215 1,4 1,4
*Aromaticidad (%) 59 15

*(C aromatico + C fendlico)/ (C aromatico + C fendlico + C alifatico)-100 (Nardi et
al., 2002).

220 290 200 190 180 170 160 150 1490 130 120 110 100 @0 &0 7O 60 S50 40 30 20 W 0

ppm
1 1 ] L
C-carboxilico C-aromatico C-alifatico
famida fhetercaromatico Meteroalifatico

Figura I1l.1. Espectros de **C-RMN correspondientes a la fraccién hamica de
lignitos, usando la técnica DP-MAS.
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220 210 200 190 180170180 150 140130 1209110 100 90 80 70 60 S0 40 30 220 10 0
PR

L Il JL | )
C-carboxilico  C-aromatico/heteroaromatico C-heteroalifatico C-alifatico

famida
Figura l1.2. Espectros de *C-RMN correspondientes a la fraccion fulvica de

residuos vegetales, usando la técnica DP-MAS.
[11.2. 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 metodologia recogida en el Apéndice | (VI1.2.1). EIl FEEDDHA
es un producto comercial (Greental®), se trata de un sélido microgranulado
homogéneo de color rojizo oscuro, con una riqueza en Fe del 5,7 % (Tabla
[11.4), en el cual todo el hierro estd quelado por o0,0-EDDHA y presenta
pequefios contenidos de Zn y Mn. La cuantificacién de Fe, Cu, Zn y Mn totales
se realizé por ICP y el Fe quelado por 0,0-EDDHA por HPLC segun el método
descrito por Lucena et al. (1996) (Apéndice I, VII.2.2; VII.2.3).

Tabla Ill.4. Caracteristicas del quelato comercial de FeEDDHA (Greental).

Agente Fe Total Fe (0,0-EDDHA) Cu% Zn % Mn %
Quelante % (p/p) % (p/p) (P/p) (p/p) (p/p)
EDDHA 5,7+0,1 56+0,2 nd 0,06 +0,03 0,027 £ 0,005

nd:no detectado
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[11.3. MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CULTIVO.

Todos los ensayos realizados en esta investigacion con plantulas se
han desarrollado en una cdmara de cultivo SANYO MLR-350 H, bajo
condiciones controladas de luz, temperatura y humedad relativa. Las plantulas
de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) fueron de la variedad cv. Jaguar
(Ramiro Arrendo S.A.) considerada de amplia difusién comercial, cuyo fruto es

de calibre grueso.

Las semillas germinaron en oscuridad a 27°C y 80% de humedad
relativa, en bandejas de plastico que contenian una capa de arena de silice (O
3-4 mm) de 5 cm de espesor, esterilizada y posteriormente humedecida con
sulfato célcico 1ImM (Nardi et al., 2000b). Durante este periodo de germinacion
las semillas fueron regadas cada dos dias con agua desionizada. Tras su
germinacion (entre 6-8 dias), las plantulas permanecieron en arena de silice
durante 15 dias (Figura I11.3), siendo regadas cada dos dias con disolucion
nutritiva cuya concentracion en macronutrientes es la mitad de la propuesta
por Martinez y Garcia, (1993) para el cultivo del tomate desarrollado en
hidroponia (Tabla I1.5). Las condiciones ambientales del cultivo durante este

periodo y en el transcurso de los ensayos fueron las mismas (Tabla 111.6).

Tabla 111.5. Composicion de la disolucion nutritiva (Martinez y Garcia,1993).

Nutriente Compuesto C (mM)
N-NO’; Ca(NOs),-4 H,0, KNO3, NH,NO; 12
N-NH", NH,NO3 0,5
P-PO,* KH,PO, 1,5

K-K* K2SO4, KNO3 KH,PO, 7.5
Ca-Ca”* Ca(NO3),-4 H,0 35
Mg-Mg** MgSO,4-7 H,0 1,25

\. K»S04, MnSO, -H,0, CuSO, -5 H,0, ZnSO, -7 H,0,
S-S0, 2
MgSO,4-7 H,0
Fe-quelado FeEDDHA 3,6-10°

Mn-Mn?* MnSO, -H,0 1,3-107
Cu-Cu® CuSO0;, -5 H,0 3,1-10*
Zn-Zn* ZnSO, -7 H,0 1,4-10°

B-Borato HsBOs 4,6:107°

Mo-Molibdato (NH,)sM07024 -4 H,0 5,9-10°
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Tabla Ill 6. Condiciones ambientales en la camara de cultivo.

Tiempo (h) Temperatura (°C)  Luz (ME:-m 2s')  Humedad (%)

12 25 >200 70
2 21 150 70
8 18 0 70
2 21 150 70

Figura 111.3. Semillero de tomate.

Finalizada la etapa del semillero se seleccionaron plantulas uniformes
de aproximadamente 13 cm de longitud (Figura 1ll.4) para desarrollar los
ensayos durante 20 dias bajo condiciones de hidroponia. Las plantulas fueron
transplantadas a recipientes de plastico opacos de 100 mL de capacidad a los
gue se adicionaron 90 mL de la disolucion nutritiva correspondiente (Figura
[11.5).
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Figura Ill.4. Plantula de tomate seleccionada para el transplante.

AH24

-y

Figura Il.5. Plantula de tomate transplantada en el recipiente de plastico.

Las plantulas fueron distribuidas de forma aleatoria en la camara de
cultivo (Figura 111.6), siendo el numero de repeticiones por tratamiento de 9

plantas. A lo largo de los ensayos, cada dos dias, se repuso la disolucion
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nutritiva consumida por cada planta con agua desionizada, se midié el pH y la
conductividad eléctrica (CE) de las disoluciones y se determiné el peso.

Cuando el valor de la CE fue < 0,8 dS-m™se reemplazé la disolucién nutritiva.

!a - - g — M
S NS NTRAACY (L | el /. 26 AR

e S RSN S SRl LL AN O

Figura I11.6. Distribucion de las plantulas de tomate en la camara de cultivo.
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Al final de cada ensayo se determinaron los siguientes parametros en
las plantas. La metodologia usada se muestra en el Apéndice | (VII.3.1;
VI1.3.2).

o Paradmetros fisiolégicos y nutricionales:

= Andlisis foliares:

* Fe total.
e Fe (ll) activo.

+ Contenido en clorofilas.

= Andlisis radiculares:

+ Acidos organicos.
» Capacidad de reduccion del Fe (llI).

« Permeabilidad de membranas.

o Parametros Morfolégicos:

= Peso fresco parte aérea

=  Peso fresco radicular.

l11.4. ANALISIS ESTADISTICO.

A fin de establecer las diferencias entre los tratamientos desarrollados
sobre los distintos parametros morfologicos, fisiologicos y nutricionales
estudiados, se ha realizado el analisis estadistico de los datos con el
programa SPSS [ vs. 12,0, mediante el andlisis de varianza de un factor
(ANOVA) vy el test de Duncan (P<0,05) para comparar las medias cuando el
test-F resultd significativo, y el andlisis de varianza factorial por el
procedimiento modelo lineal general multivariante (MANOVA) que proporciona
un andlisis de varianza cuando se dispone de dos o més factores (variables
independientes) y varias variables dependientes. Este andlisis permite evaluar
el efecto individual y conjunto (interaccion) de los factores sobre las variables
dependientes. Cuando el test-F mostré significacion las medias fueron
comparadas por el test DMS (P<0,05).
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[11.5. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL.

En este trabajo de investigacién se han desarrollado cuatro ensayos
para evaluar la influencia de las sustancias humicas fraccionadas y purificadas
en la nutricién férrica de plantulas de tomate cv. Jaguar bajo condiciones de

hidroponia.

ENSAYO |: Efectos de los acidos humicos y fulvicos en la to ma y
asimilacion del Fe por plantulas de tomate crecidas bajo nutricién férrica

adecuada.

La finalidad de este ensayo consistié en estudiar la incidencia de las
sustancias humicas fraccionadas en los mecanismos de toma y asimilacion
del Fe, cuando se adicionaron via radicular en condiciones de hidroponia con

nutricion férrica adecuada (Objetivo 1.A ).

La composicion de las disoluciones nutritivas en macro y
micronutrientes fue la propuesta por Martinez y Garcia, (1993) para el
desarrollo de este cultivo en hidroponia (Tabla III.5), siendo el hierro
adicionado como FeEDDHA. El pH de las disoluciones nutritivas se ajusto a
6,0 con KOH 0,1 M. A su vez, se desarrollaron tratamientos en los que se
adicionaron a la disolucién nutritiva las fracciones humicas en tres dosis: 2,5,
5,0y 10,0 ug Co,g-mL'l (Pinton et al., 1999; Cesco et al., 2002). En la Tabla

[11.7 se muestran los tratamientos experimentales de este ensayo.

Tabla IIl.7. Tratamientos del ensayo |.

TRATAMIENTOS Dosis SH (ug Corg -mL™)

Citrl disolucion 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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ENSAYOQO lI: Efectos de los &cidos humicos y fulvicos en la tom ay
asimilacion del Fe por plantulas de tomate crecidas bajo deficiencia

férrica inducida por el ion HCO 3.

En este segundo ensayo se estudiaron los efectos de las fracciones
hamicas en los mecanismos de toma y asimilaciébn del hierro, cuando se

simularon las condiciones de los suelos calizos (Objetivo 1.B ).

Se desarrollaron dos experiencias, donde la composicion de las
disoluciones nutritivas en macro y micronutrientes fue la propuesta por
Martinez y Garcia, (1993) para este cultivo en hidroponia (Tabla 111.5). El
hierro fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia II.1 y como FEEDTA
en la Experiencia 11.2. Con el fin de simular las condiciones de los suelos
calizos y provocar deficiencia en hierro inducida por el ién bicarbonato en las
plantulas, se adicionaron a las disoluciones nutritivas carbonato calcico
(CaCO; 0,5 g-L™) y bicarbonato sédico (NaHCO; 10mM) (Alcantara 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 huUmicas
adicionadas a las disoluciones nutritivas en tres dosis: 2,5, 5,0 y 10,0 pg
Corg-mL'l. En la Tabla Ill.8 se muestran los tratamientos experimentales de

este ensayo.

Tabla 111.8. Tratamientos del ensayo Il.

TRATAMIENTOS CaCOg; NaHCO; Dosis SH
(@L™ (MM)  (ug Corg -mL™)
Ctrl disolucion nutritiva adecuada 0,0 0,0 0,0
Bic Ctrl + CaCO3 + NaHCO; 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(lll) suministrado como FeEDDHA (Experiencia I.1) y FEEDTA (Experiencia 11.2)
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ENSAYOQO llI: Efectos de los &cidos humicos y fulvicos en la to ma y
asimilacion de Fe por plantulas de tomate crecidas bajo deficiencia
férrica inducida por una concentracion en el medio mil veces inferior a la

adecuada.

En esta experiencia se estudiaron los efectos de las fracciones
humicas en los mecanismos de toma y asimilacion del Fe bajo deficiencia
férrica severa producida por una concentracion de hierro en el medio mil

veces inferior a la adecuada (Objetivo 1.C ).

La composicibn de las disoluciones nutritivas en macro y
micronutrientes fue la propuesta por Martinez y Garcia, (1993) para el
desarrollo de este cultivo en hidroponia (Tabla 1l1.5) a excepcién del hierro,
adicionado como FeEDDHA a concentracion mil veces inferior a la adecuada
en todos los tratamientos menos el control. El pH de las disoluciones nutritivas
se ajusté a 6,0 con KOH 0,1 M. Se desarrollaron tratamientos con las
sustancias humicas fraccionadas en tres dosis: 2,5, 5,0 y 10,0 ug Corg-mL'l. La

Tabla I11.9 muestra los tratamientos experimentales de este ensayo.

Tabla I11.9. Tratamientos del ensayo lll.

TRATAMIENTOS Dosis Fe (mol -L™) (ungiz _Sr':L.l)

Ctrl disolucion nutritiva adecuada 310° 0

DFe disolucion nutritiva - Fe 3108 0
DAH1 DFe + AH 310 2,5
DAF1 DFe + AF 310 2,5
DAH2 DFe + AH 310 5,0
DAF2 DFe + AF 310 5,0
DAH3 DFe + AH 3107 10,0
DAF3 DFe + AF 310 10,0
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ENSAYO 1V: Efectos del Fe enddgeno de los acidos humicos y f  Ulvicos
en la toma y asimilacion del Fe por plantulas de to  mate crecidas bajo
deficiencia férrica inducida por una concentracion 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
hamicas en la nutricion férrica, se deben al contenido de Fe enddégeno que
estas fracciones contienen y que resulta imposible de eliminar por completo
mediante procesos de purificacion (Kodama et al., 1988; Stevenson, 1991;
Pinton et al.,, 1998). Para ello, se ha desarrollado una experiencia con
deficiencia férrica severa producida por una concentracion de hierro mil veces
inferior a la adecuada (3-10®° M de Fe), adicionando el hierro como FEEDDHA.
A su vez, el hierro endoégeno de las sustancias humicas fraccionadas se
suministr6 como FeEDDHA a la concentracion que se encuentra en las dosis
de aplicacion de las fracciones himica y falvica: 2,5, 5,0 y 10,0 pg Corg mL™.
La composicion para el resto de nutrientes fue la propuesta por Martinez y
Garcia (1993) (Tabla 111.5), siendo el pH de las disoluciones nutritivas ajustado
a 6,0 con KOH 0,1 M. En la Tabla Ill.10 se muestra los tratamientos

experimentales de este ensayo.

Tabla I11.10. Tratamientos del ensayo IV.

TRATAMIENTOS Dosis Fe(SH)  Dosis Fe(EDDHA)

(mol-L™Y) (mol-L™)
Ctrl disolucién nutritiva adecuada 0,0 3-10°
DFe disolucion nutritiva - Fe 0,0 3-10°®
DFeH1 DFe + Fe(AH) 0,6-10° 310°
DFeF1 DFe + Fe(AF) 0,05:10° 310°
DFeH2 DFe + Fe(AH) 1,2:10° 310°
DFeF2 DFe + Fe(AF) 0,1-10° 310°
DFeH3 DFe + Fe(AH) 2,5-10° 310°
DFeF3 DFe + Fe(AF) 0,2:10° 310°
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

IV.1. ENSAYO |: EFECTOS DE LOS ACIDOS HUMICOS Y FULVICOS EN
LA TOMA Y ASIMILACION DEL Fe POR PLANTULAS DE TOMAT E
CRECIDAS BAJO NUTRICION FERRICA ADECUADA.

En este primer ensayo se han estudiado los efectos de los &cidos
humicos de origen lignitos y fulvicos de residuos vegetales, purificados a partir
de SH comerciales sobre aquellos parametros morfoldgicos, fisioloégicos y
nutricionales implicados directamente en la toma y asimilacion del hierro, en
plantulas de tomate desarrolladas en nutricion férrica adecuada. De este
modo, se evaluard si estas fracciones producen efectos bioestimulantes sobre
el vegetal en los parametros relacionados con el Fe cuando las plantas no
estan 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 mas eficaces disponibles en el mercado
frente a la deficiencia de hierro, tanto en aplicacion directa al suelo como en
fertirrigacion (Goos y Germain, 2001; Lucena, 2003; Abadia et al., 2004).
También, ha sido demostrado el efecto sinérgico de la aplicacion conjunta
sustancias humicas-quelato, mejorando la nutricién y el crecimiento de las
plantas (Sanchez-Sanchez et al. 2005, 2006; Cerdan et al., 2007). Su empleo
en esta experiencia nos permitira comparar los resultados obtenidos bajo
nutricion férrica adecuada con los del resto de las experiencias, donde las
plantas sometidas a deficiencia de Fe, activardn sus mecanismos de

estrategia I.

Como se ha comentado en el apartado Materiales y Métodos, en todos
los ensayos conjuntamente con el tratamiento estadistico ANOVA de un factor
y el test de Duncan (P<0,05), los cuales permiten estudiar para cada sustancia
himica el efecto de la dosis, asi como las diferencias estadisticamente
significativas de los tratamientos con SH respecto al tratamiento control,
también se ha realizado un analisis de varianza factorial (MANOVA) dénde las
medias se han comparado por el test DMS (P<0,05), con el fin de determinar

que fraccion resulta mas activa en funcién de su origen para cada parametro
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estudiado. Este tratamiento estadistico ha permitido el estudio conjunto de los
efectos de las fracciones purificadas en condiciones de nutricion férrica
adecuada, asi como en deficiencia férrica severa inducida por una
concentracién en el medio mil veces inferior a la adecuada (Ensayo | y lll,
respectivamente), ya que ha constado de la interaccion de tres factores
(TxDxF), siendo T, los tratamientos (Ctrl, DFe, AH, AF); D, la dosis de SH (0,
2,5, 5,0, 10,0 pg Corg'mL™) y F, la concentraciéon de Fe en el medio ((+ Fe) 2
mg-L™?y (- Fe) 0,002 mg-L™). Este anélisis posibilita evaluar el efecto individual

de los tres factores sobre cada una de las variables dependientes analizadas.

A continuacién, se tratara de mostrar y justificar los resultados

obtenidos en los pardmetros analizados.

IV.1.1. PARAMETROS FISIOLOGICOS Y NUTRICIONALES.

ANALISIS FOLIARES:

Fe total, Fe () y relacion Fe(ll)/Fe ot

Los analisis de los niveles de los tres parametros (Tabla 1V.1)
muestran que el contenido foliar de Fe total no se diferencia del tratamiento
Ctrl con las dosis 1 (2,5 ug CogmL™) y 2 (5,0 ug CogmL™) del AH y las tres
dosis del AF, mientras que la dosis 3 (10,0 ug Corg-mL'l) de la fraccion humica
reduce el contenido de este pardmetro. Sin embargo, la concentracion de Fe
total en hojas no es un buen indicador del estado nutricional de la planta
(Yildiz et al., 2003), siendo mas adecuada la determinacién del contenido foliar
de Fe (II) también denominado “hierro activo” (Abadia, 1992). Los resultados
obtenidos para este parametro indican menores contenidos en Fe (Il) con los
tratamientos AHs; y AF,, no siendo diferentes al Ctrl para el resto de los

tratamientos.

Con el estudio de la relacion Fe(ll)/Feyw) Se comprueba que el
tratamiento AH; es capaz de incrementar significativamente este cociente,
mientras que los tratamientos AH, y AH; no ofrecen diferencias respecto al

tratamiento Ctrl. La aplicacion del &cido fulvico a la disolucién nutritiva no

86



Resultados y Discusion

modifica este cociente respecto al Ctrl, tan sélo la dosis intermedia AF,

provoca un descenso en esta relacion.

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
(I I)/Fetota|.

TRATAMIENTO F(?ngflfg)l) (r';‘; /ﬂg) F(etgt'glll'):e
Ctrl 121 + 2bc 43 +2b 0,36 +0,01a
AH, 118 + 6b 47 +5b 0,44 +0,03b
AH, 128 + 5¢ 50 + 5b 0,39 + 0,03ab
AHj 90 + 3a 32+3a 0,35 +0,03a
@SIGNIFICACION ok o *
Ctrl 121 +2a 43 +2b 0,36 + 0,01b
AF, 139 +11a 46+ 1b 0,33 +0,02b
AF; 152 + 19a 35+2a 0,24 +0,03a
AF3 129 + 19a 44 +3b 0,35 + 0,06b
SIGNIFICACION ns * *

" Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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 pardmetros
analizados, se observa que la concentracion foliar de Fe total difiere segun la
fraccion utilizada, donde los valores mas altos coinciden con la fraccién fulvica
para las tres dosis empleadas en este estudio (Figura IV.1; interaccion TxDxF,
P<0,05, Tabla IV.A.1, Apéndice Il). En cuanto al contenido de Fe (Il) en hojas,
con la dosis 1 (2,5 ug Co,g-mL'l) la respuesta es similar para ambas fracciones,
para la dosis intermedia (5,0 pg Corg-mL'l) es el AH el que proporciona una
mayor concentracion, mientras que con la dosis 3 (10,0 ug Co,g-mL'l) el AF
alcanza una concentracion mas elevada de este parametro (Figura 1V.2;
interaccion TxDxF, P<0,001, Tabla IV.A.1, Apéndice Il).

Si nos fijamos en la relacion Fe (I1)/Feoa), para las dosis 1y 2 (2,5y

50 ug Corg'mL'l) 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 més alta (Figura IV.3; interaccion TxDxF,
P<0,05,Tabla IV.A.1, Apéndice II).

200 -
175 -
150 -
125 4 o
100 -
75 -
50
25 -

Fe(total) (mg/Kg)

0,0 2,5 5,0 10,0
Dosis de SH ( pg Corg/mL)

O Ctrl E AH B AF
Figura IV.1. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos foliares

de Fe total (mg/Kg).

75 -

< 50 -

g 1

T 25-

LL

0
0,0 2,5 5,0 10,0
Dosis de SH ( pg Corg/mL)
O Ctrl = AH B AF

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 (I)/Fea.

La respuesta obtenida para la concentracion foliar de Fe total esta en
concordancia con estudios previos realizados por Adani et al. (1998), donde la
aplicacion de dos &cidos humicos purificados ambos procedentes de
productos comerciales de origen turba (CP-A) y leonarditas (CP-B), sobre
cultivos de tomate desarrollados en hidroponia en condiciones de nutricion
adecuada y en dosis de 20 y 50 mg-L", no produjeron diferencias
significativas respecto al tratamiento testigo en los niveles foliares de este
parametro, a pesar de contener 104 y 50 mg Fe-100 g peso seco en CP-A 'y
CP-B respectivamente. Ademas, se observd una tendencia inhibitoria, no
resultando significativa con la dosis 50 mg-L™ de la fraccién de origen turba
(CP-A). También, Pinton et al. (1998) encontraron en plantas de pepino
crecidas en hidroponia bajo nutricion férrica adecuada, que la adicion de dos
sustancias humicas de diferentes origenes en dosis 5 g Corg-mL'l, no
modificaron el contenido foliar de Fe total con SH-WE, sustancia humica
soluble en agua (19,37 mg Fe-100 g™ p.s), mientras que la adicién de SH-PE,
sustancia himica extraida con pirofosfato (209,81 mg Fe-100 g* p.s) resultd

inhibitoria.

Este comportamiento pone de manifiesto que en condiciones de
nutricion férrica adecuada, las fracciones himicas no incrementan el

contenido foliar de Fe a pesar de poseer grandes cantidades de Fe endégeno
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en sus estructuras moleculares, que no han sido eliminados por completo tras
los procesos de purificacion mediante dialisis, siendo 47 y 610 mg Fe-100 g*
p.s para los AF y AH respectivamente (Tabla IIl.2). La dificultad en obtener AH
y AF libres de Fe con las técnicas de fraccionamiento y purificacidn, evidencia
la formacion de complejos estables de Fe-SH (Kodama et al., 1988;
Stevenson, 1991). Asi, los complejos Fe-AH y Fe-AF parecen ser mas
estables que el quelato sintético FEEDDHA y por lo tanto, en condiciones de
nutricién férrica adecuada a las plantas les resulta mas facil la asimilacion del
hierro procedente del quelato sintético FeEEDDHA antes que del propio Fe
enddgeno de las SH. También, Pinton et al. (1998) en base a los resultados
que obtuvieron supusieron que el complejo SH-Fe resultaba mas estable que

el de FeEDTA para la nutricion de las plantas.

Ademads, hay que destacar una reduccion con la dosis 3 del AH (10,0
Mg Corg-mL'l) de la concentracion de Fe total foliar, asi como de otros
parametros analizados, implicados en la nutricion férrica, como son los niveles
radiculares de acidos citrico y succinico, los cuales se discutiran mas
adelante. También, el tratamiento AF, ha disminuido significativamente los

niveles foliares de Fe (l) y de la relacion Fe (I1)/Feoay.-

Los resultados obtenidos en este ensayo contrastan con numerosas
investigaciones que ponen de manifiesto la capacidad de las SH en estimular
la nutricién de las plantas en condiciones de nutricion 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 hidroponia (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 nutricién férrica y en la
nutricion en general, resulta méas evidente en condiciones de limitada
disponibilidad de nutrientes (David et al., 1994; Pinton et al., 1998; Chen et al.,
2004a). Ademds, son numerosos los estudios que muestran respuestas
diferentes en los parametros relacionados con la nutriciobn del hierro por la
adicion de sustancias humicas segun: el tipo de fracciébn 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 purificacion utilizados (Lee y
Bartlett, 1976), asi como la especie vegetal tratada, edad y estado nutricional

de la misma (Vaughan y Malcom, 1985; Albuzio et al., 1986).

El tratamiento estadistico de los datos revela que la respuesta obtenida
en la concentracion foliar de Fe total, Fe (Il) y en la relacion Fe (II)/Feotay,
difiere segun la fracciébn humica utilizada. Esto pone de manifiesto que ante
las mismas dosis y especie vegetal tratada, el origen, estructura y/o contenido
en hierro de la fraccibn himica usada resultan decisivos en su respuesta a

estos pardmetros analizados.
Contenido en clorofilas.

Los resultados relativos a la concentracion de clorofila total, a y b se
muestran en la Tabla 1V.2, donde se aprecia que en estas condiciones de
nutricion férrica adecuada los tratamientos hamicos y fulvicos 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 1y 2 (2,5y 5,0 pg Corg-mL'l), no

incidiendo en este parametro la fraccién humica.

Por otra parte, comparando el comportamiento de las dos fracciones
purificadas, se observa que la concentracién de clorofila total, para las tres
dosis empleadas es distinta segun la fraccion, siendo significativamente mas
elevada para los tratamientos con AF (Figura IV.4; interaccion TxDxF,
P<0,001; Tabla IV.A.2, Apéndice Il). En cuanto a la concentracion 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 TxDxF,
P>0,05; TxF, P<0,001, Tabla IV.A.2, Apéndice Il). Referente a la clorofila b, su
concentracion fue mas elevada significativamente con la fraccién falvica con
las dosis 1y 2 (2,5y 5,0 pug Corg-mL'l), mientras para la dosis 3 (10,0 pg
Corg-mL'l) no existieron diferencias significativas entre ambas fracciones
(Figura IV.6; interaccién TxDxF, 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 concentracion de

clorofila (mg/g m.f).

TRATAMIENTO Clorofila Total Clorofila a Clorofila b
(mg/g m.f) (mg/g m.f) (mg/g m.f)
Ctrl 1,7 +0,2a 1,3+0,1a 0,44 +0,07a
AH; 1,4+£0,2a 1,0+0,1a 0,4+0,1a
AH, 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
@SIGNIFICACION ns ns ns
Ctrl 1,7 £0,2a 1,3£0,1a 0,44 £0,07a
AF, 1,9+0,2a 1,3+£0,2a 0,6 £0,1b
AF, 2,1+£0,2a 1,4+0,2a 0,68 +0,07b
AF; 1,8+0,1a 1,2+0,1a 0,58 £ 0,06ab
SIGNIFICACION ns ns *

" Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P
<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).

2,5

2,0

1,5+

1,0
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0,0
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Dosis de SH ( pg Corg/mL)

10,0

O Ctrl @ AH @ AF

Figura IV.4. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos foliares

de clorofila total (mg/g m.f).

92



Resultados y Discusién

2,0

1,5

1,0

Clorofila a
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0,0 2,5 5,0
Dosis de SH ( pug Corg/mL)

O Ctrl = AH B AF

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 concentracion de
clorofila total con los tratamientos fulvicos respecto a los himicos, no son
estadisticamente diferentes del tratamiento testigo (Ctrl), por lo que en
condiciones de nutriciobn adecuada ambas fracciones no inciden en los niveles
de clorofila en hojas. Este comportamiento coincide con los resultados

obtenidos por Pinton et al. (1998), donde la adicion de SH a disoluciones con
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nutricion férrica adecuada no afectaron a los niveles de clorofila en hojas,
mientras en condiciones de deficiencia de Fe, si fueron capaces de

incrementar la concentracion de clorofila respecto al tratamiento testigo.

Existen numerosos estudios que muestran los efectos beneficiosos de
las sustancias humicas en la fotosintesis, al aumentar los niveles de clorofila
(Sladky, 1959; Albuzio et al., 1994; Nardi et al., 2002). El hierro y mas
concretamente el Fe (Il) es responsable directo de la sintesis de clorofila, asi
autores como Chen et al. (2001) y Pinton et al. (1998, 1999) sugieren que los
incrementos de clorofila total en hojas resultan mas evidentes en situaciones
de deficiencia de hierro, ya que las sustancias humicas suelen mejorar la
solubilidad del Fe en el medio y también pueden proporcionar su hierro
endégeno, aumentando de esta manera la cantidad disponible y su
asimilacion por las plantas. Asi, la no incidencia de las fracciones estudiadas
en la concentracién 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).

ANALISIS RADICULAR:

Acidos orgénicos.

Los resultados obtenidos para las concentraciones radiculares de
acidos organicos se encuentran en la Tabla 1V.3, donde en primer lugar para
el acido citrico se aprecia un incremento de su concentracién respecto al
tratamiento Ctrl con la adicién de AH a la disolucién nutritiva en dosis 1y 2
(2,5y 5,0 ug Corg-mL'l), aungue sin mostrar diferencias significativas entre la
respuesta obtenida por ambas dosis. Por el contrario, el tratamiento con la
dosis mas alta (AHs) ha reducido este pardmetro en relacion a las dosis
anteriores y al Ctrl, hecho que coincide con las respuestas obtenidas con este
tratamiento en los niveles de &cido succinico, Fe total y Fe (ll) foliar (Tablas
IV.3 y IV.1, respectivamente). El AF tan sélo ha incidido en este parametro
con la dosis méas alta (10,0 ug Corg-mL'l), resultando estadisticamente su

concentracion superior al tratamiento Ctrl.
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Tabla 1V.3. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en la concentracion
radicular de 4cidos organicos (umol/g m.f).
TRATAMIENTO Ac. Citrico Ac. Mélico  Ac. Succinico Ac. Fumarico

(umol/g m.f) (umol/g m.f) (umol/g m.f) (umol/g m.f)
Ctrl W59+0,7b 2,9+0,7a 7,5+0,3c 0,08 + 0,01a
AH, 7,7+ 0,5¢C 5,7+0,8b 5+ lab 0,101 + 0,003b
AH, 8,4+ 0,8¢C 5,7 +0,6b 7 + 1bc 0,101 + 0,001b
AH, 44+05a  3,3+0,3a 4,3+0,9a 0,112 + 0,009b
@S|GNIFICACION ok ok ok
Ctrl 59+0,7a  2,9+0,7a 7,5+0,3b 0,08 + 0,01b
AF, 3,73+0,06a 5,5+0,9b 5,4 +0,5a 0,072 + 0,003b
AF, 5+1a 4 +1ab 5+1a 0,042 +0,008a
AF, 10 +2b 8+1c 55+0,7a 0,044 + 0,006a
SIGNIFICACION ok o

"' Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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 concentracion de acido citrico difiere segun la
fraccion utilizada, siendo significativamente mayor para los tratamientos con
AHendosis1y?2 (25y 5,0 ug Corg-mL'l) y con AF para la dosis mas alta 3
(10,0 pg Co,g-mL'l) (Figura IV.7; interaccion TxDxF, 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 &cido citrico (umol/g m.f).

Los niveles radiculares de acido malico aumentan con los tratamientos

AH; y AH, sin mostrar efecto la dosis, mientras el tratamiento AH; no ha
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incidido en este parametro. Con el AF la concentracion de este &cido
incrementa con todas las dosis estudiadas, aunque la dosis intermedia (AF,)

no difiere significativamente del tratamiento Ctrl (Tabla IV.3).

Al estudiar para cada dosis el efecto de las dos fracciones purificadas
en la concentracién radicular de acido malico, se observa que con la dosis
mas pequefia (2,5 ug Corg-mL'l) la respuesta de las dos fracciones no difiere,
siendo en la dosis intermedia (5,0 ug Corg-mL'l) mas elevada para la fraccién
humica y correspondiendo a la fraccién fulvica el contenido mayor a la dosis
més alta (10 ug Cog'mL™) (Figura IV.8; interaccion TxDxF, P<0,001, Tabla
IV.A.3, Apéndice II).
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Figura 1V.8. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos

radiculares de &cido malico (umol/g m.f).

En cuanto a la concentracion radicular de &cido succinico, los
tratamientos con las dos fracciones han disminuido este parametro respecto al
tratamiento Ctrl, no resultando estadisticamente significativa con la dosis
intermedia del AH. Esta respuesta fue mas acusada con la dosis mayor (10,0
Mg Corg-mL'l) del AH y no mostré tendencia la dosis para el AF (Tabla IV.3). No
se aprecian diferencias en la concentracion del &cido succinico al comparar la
respuesta obtenida con las dos fracciones independientemente de la dosis
(Figura IV.9; interacciones TxDxF, P>0,05; TxF, P<0,001, Tabla IV.A.4,
Apéndice II).
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Figura 1V.9. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos

radiculares de acido succinico (umol/g m.f).

Para el acido fuméarico su concentracion aumenta con las tres dosis de
AH sin mostrar tendencia la dosis. En cuanto a la fraccion falvica, el
tratamiento AF; no difiere del Ctrl, mientras las dosis 2 y 3 (2,5 y 5,0 ug
Cmg-mL'l) reducen este parametro sin mostrar tendencia la dosis (Tabla 1V.3).
Ademds, la concentracion del acido fumarico difiere segun la fraccién
utilizada, siendo con los tratamientos AH mayor para todas las dosis
analizadas (Figura 1V.10; interaccion TxDxF, P<0,05; Tabla IV.A.4, Apéndice

).
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Figura IV.10. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos
radiculares de acido fumarico (umol/g m.f).
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En general, ambas fracciones han incrementado la sintesis de los
acidos citrico y malico respecto al tratamiento Ctrl (Tabla 1V.3), siendo mas
acusado este efecto para la fraccion humica a pesar de reducirse la

concentracién de 4cido citrico con la dosis 3 (10,0 ug Corg-mL'l).

La respuesta negativa del tratamiento AHs; también se ha observado en
la reduccion significativa de los niveles foliares de Fe total y Fe (II) (Tabla
IV.1), que puede estar ocasionada a su vez por la disminucion significativa de
la concentracion radicular de acido citrico respecto al tratamiento Ctrl, ya que
una de sus funciones dentro de la planta consiste en el transporte del Fe
desde las raices via xilema a las partes superiores de la planta (Lopez-Millan
et al., 2000Db).

En cuanto al &cido succinico las dos fracciones han disminuido su
concentracion radicular, mientras que para el acido fumarico el AH ha incidido
positivamente en su sintesis independientemente de la dosis y por el
contrario, el AF ha reducido este pardmetro con las dosis media (AF,) y alta
(AF3).

Si se estudia el efecto de las fracciones hdmica y fdlvica en los
contenidos totales de acidos organicos radiculares (Tabla 1V.4), se observa
que el AH incrementa los niveles de acidos organicos con las dosis 1y 2 (2,5
y 5,0 ug Corg-mL'l) respecto al tratamiento Ctrl, no resultando este aumento

estadisticamente significativo para la dosis 1 (2,5 ug Corg-mL'l).

Por otra parte, el tratamiento AH; produce un efecto negativo en este
parametro, al reducir su concentracién significativamente en relacién al Ctrl y
a las dosis inferiores de esta fraccion, como también se ha puesto de
manifiesto, a nivel individual, con los contenidos radiculares de los é&cidos
citrico, mélico y succinico para esta dosis (Tabla 1V.3). La fraccién falvica, sin
embargo, sélo incide y de forma positiva en la concentracion radicular de

acidos organicos totales con la dosis mayor AF; (10,0 ug Corg-mL'l).
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Tabla 1V.4. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en la concentracion
radicular de 4cidos organicos totales (umol/g m.f).
Acidos orgéanicos totales

TRATAMIENTO

(umol/g m.f)
Ctrl 16,4 +0,7b
AH, 19 + 2bc
AH, 21+ 2c
AH, 12 +2a
@SIGNIFICACION ok
Ctrl 16,4 +0,7a
AF; 15+ 1a
AF, 14 +2a
AF, 24 +2Db
SIGNIFICACION sk

'Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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 acidos organicos en raices (Figura IV.11; interaccion
TxDxF, P<0,001; Tabla IV.A.5, Apéndice Il), se aprecia que es el AH el que
proporciona una mayor concentracion con las dosis 1y 2 (2,5 y 5,0 ug
Co,g-mL'l), siendo para la dosis 3 (10,0 pg Corg-mL'l) mas elevado este

pardmetro con el AF.

30

25

20

15

10

ac. organicos totales
(umol/g m.f)

0,0 2,5 5,0 10,0
Dosis de SH ( ug Corg/mL)
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Figura IV.11. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en los contenidos

radiculares de &cido organicos totales (umol/g m.f).
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Los resultados de las Tablas 1V.4 y IV.A.5 ponen de manifiesto que las
dos fracciones estudiadas pueden intervenir en los procesos bioquimicos que
estimulan o reducen la sintesis de los acidos organicos a nivel radicular en
condiciones de nutricibn adecuada, siendo la respuesta obtenida para cada
dosis diferente segun la fraccion utilizada y resultando mas efectivo el AH para

la sintesis radicular de los acidos organicos.

Las diferencias de comportamiento de las dos fracciones ante las
mismas condiciones experimentales (especie vegetal, dosis,...) se pueden

deber a sus diferencias en composicion y estructura (Tablas 111.2 y 111.3).

Capacidad de reduccién del Fe (ll1).

Los resultados de la actividad de la enzima radicular Fe (ll)-reductasa
se encuentran en la Tabla 1V.5, donde se aprecia que las fracciones hdamica y
fulvica no inciden en la actividad de esta enzima bajo condiciones de nutricion

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 activacion de los mecanismos de defensa de
las plantas de estrategia | frente al estrés férrico. Ademdas, en estas
condiciones de nutricion adecuada los datos hacen pensar que la planta
asimila tan sélo el Fe procedente del quelato sintético FeEDDHA, ya que no
se han observado aumentos en los niveles foliares de Fe total con la

aplicacion de las dos fracciones respecto al tratamiento Ctrl (Tabla IV.1).

Si comparamos el comportamiento de ambas fracciones para este
parametro analizado (Figura 1V.12; interaccion TxDxF, P<0,001; Tabla IV.A.6,
Apéndice Il), observamos que no existen diferencias entre el comportamiento
obtenido por las dos fracciones en la actividad de la enzima radicular Fe (l11)-
reductasa bajo condiciones de nutricion férrica adecuada con las tres dosis

estudiadas.
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Tabla 1V.5. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en la actividad de la Fe
(IIM-reductasa radicular (umol Fe(ll)/g raiz-h).

TRATAMIENTO

Actividad Fe (lll)-reductasa
(umol Fe (I1)/g raiz-h)

Ctrl
AH,
AH,

AH;
@SIGNIFICACION
Ctrl
AF,

AF,

AF
SIGNIFICACION

@p,11 + 0,01ab
0,10 + 0,02ab
0,14 + 0,02b

0,082 + 0,007a

*

0,11 +0,01a
0,091 +0,008a
0,11 +£0,01a
0,090 + 0,006a

ns

" Media + error Standard (n=3).

@analisis de varianza ANOVA de 1 Factor.

<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).

Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P

0,25 ~

0,20 +

0,15 +

0,10 +

0,05 +

(umol Fe(ll)/g raiz -h)

Actividad Fe(lll)-reductasa

0,00
0,0

OCtrl

2,5
Dosis de SH ( ug Corg/mL)

5,0

B AH

B AF

10,0

Figura 1V.12. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en la actividad de la

enzima radicular Fe (lll)-reductasa (umol Fe(ll)/g raiz-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

pardmetro con los tratamientos humicos y fulvicos en relacion al tratamiento

Ctrl. Estos resultados indican la no activacién de la extrusién de H" por las
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raices 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 plasmaticas radiculares no difiere del tratamiento Ctrl con el
empleo de las fracciones humicas y fulvicas en condiciones de nutricion férrica
adecuada. La respuesta obtenida por ambas fracciones en este parametro
analizado fue la misma para las dosis 2y 3 (5,0 y 10,0 ug Corg-mL'l), mientras
gue con la dosis mas pequefia (2,5 ug Co,g-mL'l) el AF mostré una mayor
respuesta que el AH, aunque las dos fracciones no se diferenciaron del
tratamiento Ctrl (Figura 1V.13; interaccion TxDxF, 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 (CE;/CE,).

TRATAMIENTO Permeabilidad de membrana radicular

(CE4/CE,)
Ctrl ®p,91 +0,01a
AH, 0,88 +0,02a
AH, 0,97 +0,07a
AH; 0,99 + 0,05a
@SIGNIFICACION ns
Ctrl 0,91 £0,01a
AH, 1,02 + 0,04a
AH, 0,97 + 0,08a
AH; 1,00 + 0,03a
SIGNIFICACION ns

“Media + error Standard (n=3).
@pnalisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).
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Figura 1V.13. Efecto de los tratamientos (Ctrl, AH, AF) en la permeabilidad de

la membrana radicular.

Aunque estd documentado que la permeabilidad de las membranas
plasmaticas radiculares puede aumentar por efecto de las sustancias
hamicas, facilitando asi la toma de nutrientes (Chen y Aviad, 1990; Pinton et
al.,, 1992; Varanini y Pinton, 2000), en estas condiciones de nutricion
adecuada las dos fracciones de origen lignitos y residuos vegetales

estudiadas no han incidido en este parametro.

IV.1.2. PARAMETROS MORFOLOGICOS.

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, donde se aprecia un efecto positivo de la fraccion
humica 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 fraccion falvica ha resultado inhibitoria
para este pardmetro, no mostrando tendencia las dosis empleadas. Este
hecho podria justificar el incremento de los niveles de clorofila b con los
tratamientos con AF (Tabla IV.2), debido a un efecto de concentracion como

consecuencia de la reduccién 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 AEREO PESO RADICULAR
(g/planta) (g/planta)

Ctrl W13+ 1a 6,3+0,7a
AH 4 15+1b 6+1a
AH, 14,7 + 0,9b 6+1a
AHj3 14,7 + 0,9b 6+1a

@SIGNIFICACION ** ns
Ctrl 13+1b 6,3+0,7a
AF 10,6 £0,9a 6,5+0,8a
AF, 9,4 +£0,8a 5,4 +0,8a
AF; 10,5 +0,5a 6,3+0,7a

SIGNIFICACION ok ns

" Media + error Standard (n=9).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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
gue sus comportamientos difieren, siendo significativamente mayor el peso
fresco de la parte aérea con el AH para las tres dosis empleadas (Figura
IV.14; Interaccion TxDxF, P<0,01; Tabla IV.A.8, Apéndice ).
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Figura 1V.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 pardmetro (Tabla IV.7), ni presentan un comportamiento
diferente entre si independientemente de la dosis (Figura IV.15; Interaccion
TxDxF, P>0,05, TxF, 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 soélo
la fraccién hdmica 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). Asi, Chen et al.
(2004a) encontraron efectos positivos del AH en el crecimiento de la parte
aérea y radicular de plantulas de trigo, cuando se adicionaron a una disolucién
Hoagland en dosis 50 mg-L™, obteniéndose mejoras del 25% que evidencian
el efecto sinérgico de adicionar SH a la disolucion nutritiva. También, Tan y
Nopamornbodi, (1979) observaron que se habia triplicado el peso de plantas
de maiz crecidas durante 16 dias en disolucién 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 hidroponia, con la aplicacién 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?, que ambos productos habian producido un
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estimulo del crecimiento radicular, mientras que solo el producto CP-B
aumento 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 vias:
complejacién y conformaciones coloidales de los hidroxidos metalicos con las
SH.

En este ensayo desarrollado en condiciones de nutricion 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 (lll)-reductasa (Tabla IV.5),
asi como el contenido foliar de Fe total (Tabla I1V.1) no difieren
significativamente del tratamiento Ctrl con el uso de ambas fracciones.
Ademas, 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 fracciébn humica, pero si 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 AF, puede deberse a su vez a la reduccion

significativa de los niveles foliares de Fe (Il) 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 raiz resulta mayor que el de la
parte aérea, siendo atribuido por Nardi et al. (1996, 2000b, 2002) a que las
sustancias humicas de mayor tamafo estimulan la actividad enzimatica en

raices, produciendo una mayor diferenciacion 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(lll)-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 (Il), a pesar de poseer ambas
fracciones grandes contenidos de Fe enddégeno, que no han sido
eliminados en los procesos de purificacion. Este hecho parece indicar
gue bajo nutricion adecuada las plantas no asimilan el Fe procedente
de las fracciones hudmicas y fllvicas, produciendo ademés el

tratamiento AH; un efecto negativo en la concentracion foliar de Fe.

« Ambas fracciones han intervenido aumentando o disminuyendo los
contenidos radiculares de &cidos organicos, no repercutiendo este
hecho en los niveles de otros pardmetros analizados relacionados con

la toma y asimilacion del hierro.

e 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 parametro.

* En general, la respuesta obtenida en los parametros analizados difiere
segun la fraccibn empleada, hecho que demuestra que ante las
mismas condiciones experimentales, la composicion y estructura de

las SH resultan decisivas en su comportamiento.
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IV.2. ENSAYO II: EFECTOS DE LOS ACIDOS HUMICOS Y FULVICOS EN
LA TOMA Y ASIMILACION DEL Fe POR PLANTULAS DE TOMAT E
CRECIDAS BAJO DEFICIENCIA FERRICA INDUCIDA POR EL | ON HCO3'.

En este ensayo se han estudiado los efectos de las fracciones humica
y falvica purificadas en los mecanismos de toma y asimilacion del hierro, al ser
simuladas las condiciones de los suelos calizos mediante la adicion a las
disoluciones nutritivas de 0,5 g-L'1 CaCOz y 10mM NaHCOs;. El hierro se ha
aportado como FeEDDHA en la Experiencia 1.1, y como FeEDTA en la

Experiencia 11.2.

EXPERIENCIA 1.1

IV.2.1. PARAMETROS FISIOLOGICOS Y NUTRICIONALES.

ANALISIS FOLIARES:

Fe total, Fe (II) y relacion Fe(ll)/Fe ota.

El estudio de los niveles de los tres parametros (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 himica y fulvica no
afectaron a este pardmetro con las dosis 1y 2 (2,5y 5,0 ug Corg-mL'l) al no
mostrar diferencias respecto a los tratamientos Bic y Ctrl, mientras para la
dosis 3 (10,0 ug Corg-mL'l), el AH disminuyd su concentracion respecto al Ctrl,
incrementandose por el contrario con el AF en relacion a los tratamientos Bic y
Ctrl.

Referente a la concentracion de Fe (ll) foliar y la relacion Fe(Il)/Feotay,
se comprueba que tanto los tratamientos humicos y falvicos como el Bic no
influyen en estos parametros, a pesar de reducir el tratamiento BAH; la
concentracion de Fe (II) en hojas en relacion a las dosis anteriores (Tabla
IV.8).
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Tabla 1V.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
(IN/Fey. El hierro fue adicionado como FeEDDHA.

TRATAMIENTO Fe (total) Fe (1) Fe(l)/Fe
(mg/kg) (mg/kg) (total)

Ctrl 121+ 2b 43 + 2ab 0,36 + 0,01a

Bic 114 + 11ab 43 + 2ab 0,38 + 0,03a

BAH 120 + 3b 48 + 6b 0,40 + 0,05a

BAH, 127 +3b 48 + 3b 0,37 + 0,02a

BAH, 100 + 8a 38 +3a 0,38 + 0,05a
@SIGNIFICACION o * ns

Ctrl 121+ 2a 43+ 2a 0,36 + 0,01a

Bic 114 + 11a 43+ 2a 0,38 + 0,03a

BAF, 123 + 8ab 43+ 1a 0,35 + 0,03a

BAF, 119 + 3a 47 + 5a 0,40 + 0,04a

BAF, 135 + 4b 46 + 6a 0,34 + 0,05a
SIGNIFICACION * ns ns

@ Media + error Standard (n=3).
@ Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; ***
P<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).

Al comparar el comportamiento de las fracciones hdmica y fulvica
(Figura IV.16; interaccibn TxD, P<0,001, Tabla IV.A.9, Apéndice Il), se
observa que con las dosis 1y 2 (2,5y 5,0 ug Corg-mL'l) los niveles foliares de
Fe total son similares con ambas fracciones, mientras para la dosis 3 (10,0 pg
Cog'mL™) el AF alcanza una concentracion mas elevada de este parametro. Si
nos fijamos en el contenido de Fe (II) en hojas y en la relacion Fe (Il)/Feotay
(Figuras IV.17 y IV.18; interaccion TxD, P>0,05, Tabla IV.A.9, Apéndice Il), la

respuesta no difiere entre ambas fracciones con todas las dosis estudiadas.
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Figura 1V.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 1V.18. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los
contenidos foliares del cociente Fe (Il)/Fea.
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La principal causa de la aparicion 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 Rémheld, 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 insolubilizacion del Fe en el medio y a la ineficacia de los mecanismos de
toma y asimilacion 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 CaCO; y 10 mM NaHCO; a fin de
representar las condiciones de los suelos calizos, las plantas no han visto
reducida la concentracion de Fe total en hojas y mas concretamente de Fe (ll)
respecto al Ctrl (Tabla 1V.8), no reflejandose ademas ningudn sintoma visual
caracteristico de la deficiencia de Fe discutidos mas adelante (Figura IV.19).
Esta respuesta debe estar condicionada a que el Fe ha sido aportado como
FeEDDHA, siendo este quelato uno de los mas 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 disolucién (AIvarez-Fernéndez et al., 2002;
Sanchez-Sanchez, 2002; Garcia-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 hamica y falvica no han afectado a los
contenidos de Fe en hojas del mismo modo que en el Ensayo | (Tabla IV.1),
mostrando tan solo el tratamiento BAF; un aumento significativo de la
concentracion 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 humicas en la nutricion férrica, al aumentar la
concentracién 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 enddgeno en sus estructuras moleculares (Tabla 111.2), no han
incrementado los niveles foliares de este nutriente, siendo esta respuesta
similar al Ensayo | (Tabla IV.1), lo que parece indicar que a las plantas les
resulta més fécil la asimilacion del Fe procedente del quelato sintético antes
que de las fracciones humica y fulvica. Asi, Chen et al. (2004b) observaron en
plantas de soja desarrolladas durante 14 dias en una disolucién nutritiva con
50 uM de Fe (FEEDDHA), que la adicion de 50 mg-L™ de AH y AF no
aumentaron la concentracion de clorofila, a pesar de poseer estas fracciones
0,02 y 0,015% de Fe enddgeno respectivamente. Sin embargo, cuando se
adicionaron a una disolucién nutritiva carente de Fe y en presencia de CaCOs3,
si aumentaron los contenidos de clorofila en relacion al tratamiento control,
sugiriendo los autores que el Fe quelado por las sustancias humicas es

extremadamente dificil de movilizar.

Por su parte, la dosis 3 (10,0 ug Corg-mL'l) del AH ha reducido la
concentracion de Fe total y Fe (Il) en hojas respecto a las dosis anteriores y al
tratamiento Bic, aunque sin ser de forma significativa para este Ultimo. Esta
respuesta negativa también se aprecia en los niveles radiculares de los 4cidos
citrico y malico discutidos a continuacién (Tabla 1V.10) y coincide con los

resultados del Ensayo | (Tablas IV.1y IV.3).
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Contenido en clorofilas.

El tratamiento Bic asi como los tratamientos con las fracciones humica
y fulvica (Tabla IV.9), no afectan a los niveles de clorofila total y clorofila a,
mientras la clorofila b aumenta con las dosis 1y 2 (2,5y 5,0 ug Corg-mL'l) del
AH respecto a los tratamientos Bic y Ctrl, no incidiendo en este parametro la

fraccion fllvica.

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 1V.20; IV.21 y
IV.22; interaccién TxD, P>0,05; Tabla IV.A.10, Apéndice II).

Tabla IV.9. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la
concentracién de clorofila (mg/g m.f). El hierro fue adicionado como

FeEDDHA.

TRATAMIENTO Clorofila Total Clorofila a Clorofila b
(mg/g m.f) (mg/g m.f) (mg/g m.f)
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
BAH 2,0+0,2a 1,35+ 0,09a 0,61 £+ 0,08b
BAH, 2,0+0,2a 1,4+0,1a 0,59 £ 0,07b
BAH; 1,9+0,2a 1,37 £ 0,05a 0,52 £ 0,07ab
@SIGNIFICACION ns ns ok
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; 2,0+0,3a 15+0,2a 0,5+0,1a
BAF, 1,7+0,1a 1,30 £ 0,03a 0,44 + 0,08a
BAF; 2,0+0,2a 15+0,2a 0,50 + 0,04a
SIGNIFICACION ns ns ns

) Media  error Standard (n=3).

@ Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; ***
P<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).
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Figura 1V.20. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los

contenidos foliares de clorofila total (mg/g mf).
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Figura 1V.21. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los

contenidos foliares de clorofila a (mg/g mf).
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Figura 1V.22. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los

contenidos foliares de clorofila b (mg/g mf).

Que la concentracién de clorofila no se vea modificada por los distintos
tratamientos (Bic, BAH y BAF), esta de acuerdo con la no incidencia de dichos
tratamientos en los niveles de Fe (ll) foliar (Tabla 1V.8), que segun distintos
autores (Haussling et al., 1985; Abadia et al., 1989; Bavaresco et al., 1992,
1993; Koseoglu y Acikgtz, 1995) es el responsable directo de la sintesis 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.

ANALISIS RADICULARES:

Acidos organicos.

Referente a los niveles radiculares de &cidos orgénicos (Tabla 1V.10),
se observa en primer lugar para el acido citrico que el tratamiento Bic
aumenta su concentracion respecto al Ctrl, mostrando la adicion del AH en las
dosis 1y 2 (25 y 50 ug Corg-mL'l) un incremento significativo de este
pardmetro en relacion a los tratamientos Bic y Ctrl. Por el contrario, la dosis 3
(10,0 pg Corg-mL'l) no ha seguido esta tendencia al reducir su concentracion
respecto a la obtenida con las dosis anteriores y el tratamiento Bic. La fraccion

falvica, sin embargo, no incide en este parametro. La respuesta del AH y AF
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en los niveles radiculares de este acido estd en concordancia con la

encontrada en ausencia de bicarbonato (Tabla IV.3, Ensayo I).

Tabla 1V.10. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la
concentracion radicular de &cidos organicos (umol/g m.f). El hierro fue

adicionado como FeEDDHA.

TRATAMIENTO Ac. Citrico  Ac. Médlico  Ac. Succinico Ac. Fumarico
(umol/g m.f) (umol/g m.f) (umol/g m.f) (umol/g m.f)
Ctrl W59+0,7a 29+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 12,1 +0,2d 7,9 +0,6¢C 6+1la 0,18 + 0,01b
BAH, 15,1+0,2e 8,4+0,1c 5,3+0,6a 0,23 £ 0,02c
BAH 3 7,1+0,4b 59 +0,9b 6+ 1la 0,18 £ 0,01b
@sIGNIFICACION Xk Kkk Kkk Kokk
Ctrl 59+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, 11,1+0,8b 4,3+0,3b 12+ 2b 0,031 £ 0,002a
BAF, 11,4 +0,6b 5,6 £0,3c 12 +1b 0,035+ 0,005a
BAF; 11+ 1b 4,2+0,2b 12,6 + 0,6b 0,033 + 0,002a
SIGNIFICACION rrx ek rrx ok

@ Media * error Standard (n=3).
@ Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; ***
P<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).

El comportamiento de las dos fracciones en la concentracion radicular
del &cido citrico (Figura 1V.23; interaccion TxD, P<0,001, Tabla IV.A.11,
Apéndice 1) refleja una respuesta similar para la dosis 1 (2,5 ug Corg-mL'l),
con la dosis 2 (5,0 ug Co,g-mL'l) el AH proporciona una mayor concentracion,
mientras que para la dosis 3 (10,0 pg Co,g-mL'l) la concentracién es mas

elevada con el AF.
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Figura 1V.23. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los

contenidos radiculares de acido citrico (umol/g m.f).

Los niveles radiculares de &cido malico han aumentado con el
tratamiento Bic, mientras las dosis 1y 2 (2,5 y 5,0 pg Corg-mL'l) del AH
también lo incrementaron en relaciébn a los tratamientos Bic y Ctrl, no
afectando la dosis 3 (10,0 ug Corg-mL'l) a este parametro respecto al
tratamiento Bic, siendo este comportamiento similar al encontrado por esta
fraccion en ausencia de bicarbonato (Tabla 1V.3, Ensayo 1). En la fraccién
falvica por el contrario, hay un descenso de su concentracion en relacién al
tratamiento Bic con las dosis 1y 3 (2,5 y 10,0 ug Co,g-mL'l), no incidiendo la
dosis 2 (2,5 ug Corg-mL'l) respecto a este tratamiento (Tabla IV.10). Cuando se
comparan las dos fracciones en estudio (AH y AF), se observa que los
contenidos en &cido malico son mas elevados con las tres dosis del AH
(Figura IV.24; interacciéon TxD, P<0,05; Tabla IV.A.11, Apéndice II).
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Figura 1V.24. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los

contenidos radiculares de acido malico (umol/g m.f).

El tratamiento Bic aumenté la concentracion radicular del acido
succinico, reduciendo la adicion del AH este pardmetro en relacion a los
tratamientos Bic y Ctrl sin mostrar tendencia la dosis, comportamiento que
concuerda con el obtenido en el Ensayo | (Tabla IV.3). La fraccion falvica por
el contrario, no incide en este pardmetro respecto al tratamiento Bic (Tabla
IV.10). Al comparar la respuesta obtenida con las dos fracciones, se aprecia
una concentracion de &cido succinico mas elevada con la fraccion fulvica para
las tres dosis estudiadas (Figura 1V.25; interacciones TxD, P<0,05, Tabla
IV.A.12, Apéndice II).
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Figura 1V.25. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los

contenidos radiculares de acido succinico (umol/g m.f).
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En la Tabla IV.10 se comprueba que el &cido fumarico aumenta con el
tratamiento Bic, la fraccién himica mantiene los niveles del tratamiento Bic e
incluso con la dosis 2 (5,0 ug Corg-mL'l) los incrementa en relacion a los
tratamientos Bic y Ctrl, mientras la fraccion fulvica disminuye su concentracion
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 acido, se observan mayores niveles con el AH para todas las dosis
estudiadas (Figura IV.26; interaccion TxD, P<0,01; Tabla IV.A.12, Apéndice
I), coincidiendo esta respuesta con la encontrada en ausencia de bicarbonato

(Figura 1V.10, Ensayo I).
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Figura 1V.26. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los

contenidos radiculares de acido fumarico (umol/g m.f).

Si se analiza el efecto de las fracciones humica y fllvica en los
contenidos totales de los acidos organicos radiculares (Tabla 1V.11), se
aprecia que la dosis 2 del AH (5,0 pg Corg-mL'l) no muestra incidencia en este
parametro respecto al tratamiento Bic, mientras las dosis 1y 3 (2,5y 10,0 ug
Corg-mL'l) lo reducen significativamente en relacion al tratamiento Bic, siendo
mayor la disminucién con el tratamiento BAH; aunque estos valores no
resultan inferiores al Ctrl. Por el contrario, la fraccién fllvica no afecta a la
concentracion total de acidos organicos radiculares en relacion al tratamiento
Bic.
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Tabla 1V.11. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la
concentracion radicular de acidos organicos totales (umol/g m.f). El hierro
fue adicionado como FEEDDHA.

TRATAMIENTO

Acidos organicos totales

(pmol/g m.f)
Ctrl W16,4 £ 0,7a
Bic 28,6 + 0,6d
BAH, 25,7 +0,8c
BAH, 29,0 + 0,6d
BAH 3 19+ 1b
@SIGNIFICACION sk
Ctrl 16,4 +0,7a
Bic 28,6 + 0,6b
BAF; 28 +2b
BAF; 29+ 2b
BAF 3 28 +2b
SIGNIFICACION sk

" Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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 concentracion total de
acidos orgéanicos radiculares (Figura IV.27; interaccion TxD, P<0,001; Tabla
IV.A.13, Apéndice Il), se observa una respuesta similar para ambas fracciones
conlas dosis 1y 2 (25y 5,0 ug Corg-mL'l, mientras con la dosis 3 (10,0 ug

Corg'mL'l) el AF alcanza una concentracion mas elevada de este parametro.
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Figura 1V.27. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los

contenidos radiculares de acidos organicos totales (umol/g m.f).
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Cuando se consideran los resultados obtenidos (Tablas 1V.10 y IV.11),
se aprecia en el tratamiento Bic un aumento en la concentracién radicular de
los acidos orgéanicos en relaciéon 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 ibn HCO;s™ del medio
hidropénico, que podrian activar la enzima radicular fosfoenolpiruvato
carboxilasa (PEPC), responsable de la sintesis de los acidos organicos en
plantas dicotiledoneas mediante la fijacion del ibn HCO3; (De Nisi y Zocchi,
2000; Lopez-Millan et al., 2000a; Rombola et al., 2002; Ollat et al., 2003).

El ibn HCO3; siempre se ha considerado la principal causa de la
deficiencia de hierro (Mengel, 1994), sin embargo, al ser asimilado por las
raices e incorporado por la PEPC (Rombola et al., 2002; Ollat et al., 2003),
hace suponer que pueda formar parte de las estrategias de adaptacion de las
plantas dicotiledoneas a los suelos calizos (De Nisi y Zocchi, 2000; Lépez-
Millan et al., 2000a; Ollat et al., 2003; Rombola et al., 2002). Ademas, al ser
en torno a 8 el pH 6ptimo de la PEPC (De Nisi y Zocchi, 2000; Lopez-Millan et
al., 2000b; Abadia et al., 2002), un factor que puede incrementar su actividad
es el aumento de pH del citoplasma radicular, ocasionado en este caso por el
CaCO; y NaHCO;3; del medio. Asi, el incremento de la sintesis radicular de
acidos orgéanicos con el tratamiento Bic, podria estar relacionado con la
posible regulacion del pH en el citoplasma de las células radiculares (Teoria
pH-stat, Davies, 1986).

La incorporacion de las fracciones hamica y fulvica al tratamiento Bic
(Tabla 1V.11), pone de manifiesto que la fraccion flalvica no incide en la
concentracion total de los 4cidos organicos radiculares, mientras las dosis 1y
3 del AH (2,5 y 10,0 ug Corg-mL'l) muestran un efecto negativo en relacion al
tratamiento Bic, siendo consecuencia de la reduccion significativa de la
concentracion radicular de 4cido succinico y citrico con la dosis mas alta (10,0
Mg Corg-mL'l) (Tabla 1V.10). Esta respuesta concuerda con la encontrada en
ausencia de bicarbonato (Tabla 1V.3), y también se ha observado con el
tratamiento BAH; en los niveles foliares de Fe total y Fe (ll) (Tabla 1V.8), de

igual modo que en el Ensayo | (Tabla IV.1).
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Los resultados obtenidos con los tratamientos humicos y fulvicos de
esta experiencia (Tabla 1V.11) contrastan con los del Ensayo | (Tabla IV.4),
donde las dos fracciones pueden incrementar la sintesis radicular de acidos
organicos totales. Este comportamiento puede deberse a que en las
condiciones experimentales de este ensayo (pH alcalino y la presencia del i6n
HCO3 en el medio) la sintesis radicular de los acidos organicos puede pasar a
estar regulada por la enzima radicular PEPC. Ademas, el tamafio y
conformacion de las sustancias humicas dependen del pH del medio (Pinheiro
et al.,, 1996; Wang et al.,, 2001; Garcia-Mina et al., 2004), produciendo los
valores de pH alcalinos la disociacion de los grupos funcionales,
fundamentalmente carboxilicos y fendlicos, dando lugar a la aparicion de
cargas negativas en las sustancias humicas (Baalousha et al., 2006) que
causarian cambios conformacionales en las moléculas himicas, reduciendo
su estabilidad y solubilidad (Garcia-Mina et al., 2004). Asimismo, los cationes
Ca®* presentes en el medio pueden actuar neutralizando las cargas negativas
de las sustancias humicas, originando su floculacion y formacion de
agregados de mayor peso molecular (Spark et al., 1997; Yuan y Sydney,
1999; Baaloushe et al., 2006), que reducirian la accién fisiol6gica de estas
fracciones en la sintesis de &cidos orgéanicos radiculares. Esta hipétesis se
podria justificar con el precipitado obtenido del AH y AF junto con el CaCO3 y
NaHCOs, tras filtrar las disoluciones nutritivas de los tratamientos BAH y BAF

una vez agotadas por la planta.

Capacidad de reduccion del Fe ().

Referente a la actividad de la Fe (lll)-reductasa radicular, en la Tabla
IV.12 se aprecia que el tratamiento Bic no incide en este parametro, al no
ofrecer diferencias significativas respecto al Ctrl. En cuanto al AH con la dosis
1 (2,5 ug Corg-mL'l) su actividad fue estadisticamente mayor que los
tratamientos Bic y Ctrl, mientras con las dosis 2y 3 (5,0 y 10,0 ug Corg-mL'l)
los valores fueron semejantes al Ctrl. Los tratamientos falvicos incrementaron
este pardmetro respecto a los tratamientos Bic y Ctrl, sin mostrar tendencia la
dosis. Si bien, este aumento no fue estadisticamente significativo respecto al
Ctrl con las dosis 2y 3 (5,0 y 10,0 pug CogmL™).
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Tabla 1V.12. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la actividad
de la Fe (lll)-reductasa radicular (umol Fe(ll)/g raiz-h). El hierro fue
adicionado como FeEDDHA.

TRATAMIENTO

Actividad Fe (lll)-reductasa
(umol Fe (11)/g raiz-h)

Ctrl @p,11 + 0,01ab
Bic 0,096 + 0,003a
BAH, 0,15+ 0,01c
BAH, 0,113 + 0,005b
BAH 0,113 + 0,007b
@SIGNIFICACION
Ctrl 0,11+ 0,01ab
Bic 0,096 + 0,003a
BAF, 0,132 + 0,005¢
BAF, 0,123 + 0,004bc
BAF; 0,126 + 0,006bc
SIGNIFICACION

" Media + error Standard (n=3).
@ Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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
parametro (Figura 1V.28; interaccién TxD, P<0,05; Tabla IV.A.14, Apéndice II),
se observa que con la dosis 1 (2,5 ug Corg-mL'l) la actividad fue mayor con la
fraccion humica, mientras con las dosis 2 y 3 (5,0 y 10,0 ug Corg-mL'l) 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 (lll)-reductasa (umol Fe(ll)/g raiz-h).

Los resultados de esta experiencia muestran que con el tratamiento
Bic la actividad de la Fe(lll)-reductasa radicular no difiere respecto al Ctrl
(Tabla 1V.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 humicos y fulvicos
analizados no han afectado a este parametro del mismo modo que en el
Ensayo | (Tabla IV.5), con excepcion de la dosis 1 (2,5 ug Corg-mL'l) gue
aumenta su actividad respecto a los tratamientos Bic y Ctrl, aunque no se ha
encontrado relacion de este efecto con el resto de los pardmetros analizados

implicados con la nutricion férrica.

La medida del pH de las disoluciones nutritivas con 0,5 g-L™ de CaCO,
y 10 mM de NaHCOQO;,, indica que se mantuvo tamponado (7,5-8,5) durante el
transcurso de toda la experiencia, no obteniéndose diferencias significativas
para este parametro con los tratamientos hamicos y fulvicos en relacion al
tratamiento Bic.

Permeabilidad de membranas.

En la Tabla IV.13 se comprueba que la permeabilidad de las

membranas plasméticas radiculares no difiere del Ctrl con el tratamiento Bic,
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asi como con los tratamientos humicos y fulvicos. Ademas, la respuesta
obtenida por ambas fracciones en este parametro fue la misma para las tres
dosis analizadas (Figura 1V.29; interaccion TxD, 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 (CE,/CE,). El hierro fue adicionado
como FeEDDHA.

Permeabilidad de membrana radicular

TRATAMIENTO (CE4/CE»)
Ctrl @Wp,91 + 0,01a
Bic 0,87 + 0,03a
BAH, 0,82 + 0,02a
BAH, 0,82 + 0,09a
BAH 0,86 + 0,07a
@SIGNIFICACION ns
Ctrl 0,91 £ 0,01a
Bic 0,87 £ 0,03a
BAF, 0,89 + 0,06a
BAF, 0,92 + 0,03a
BAF; 0,89 + 0,01a
SIGNIFICACION ns

" Media * error Standard (n=3).
@ Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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 1V.13) muestran que la presencia de
carbonatos y bicarbonatos asi como el pH alcalino del tratamiento Bic, no
repercuten negativamente en la permeabilidad de las membranas plasméticas
radiculares, al no encontrarse las plantas sometidas a estrés férrico por el

empleo del quelato FeEDDHA.

Esta documentado que las sustancias humicas pueden aumentar la
permeabilidad de las membranas plasmaticas radiculares y facilitar asi la toma
de nutrientes (Chen y Aviad, 1990; Pinton et al., 1992; Varanini y Pinton,
2000). No obstante, las fracciones humica y falvica estudiadas no han incidido
en este parametro, coincidiendo esta respuesta con la del Ensayo | (Tabla
IV.6). Estos resultados pueden deberse a que en esta experiencia las plantas
no sufren déficit de Fe, siendo la mayoria de los estudios realizados sobre los
efectos de las sustancias humicas en la permeabilidad de las membranas

radiculares desarrollados en deficiencia de algun nutriente.

IV.2.2. PARAMETROS MORFOLOGICOS.

Peso fresco parte aérea y radicular.

Los resultados de los pesos frescos de la parte aérea y radicular se
encuentran en la Tabla 1V.14, donde se observa que el tratamiento Bic asi
como los tratamientos con las fracciones hamica y falvica no afectan al peso
fresco aéreo y radicular. Cuando se compara el efecto de las dos fracciones
en estos parametros, se aprecia que la respuesta obtenida fue la misma para
las tres dosis analizadas (Figura IV.30 y IV.31; interaccion TxD, P>0,05; Tabla
IV.A.16, Apéndice II).
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Tabla 1V.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 AEREO PESO RADICULAR
(g/planta) (g/planta)
Ctrl W13+ 1a 6,3+ 0,5b
Bic 13+ 1a 5,9 + 0,9ab
BAH, 14 + 2a 5,8 +0,7ab
BAH, 14 + 1a 6 + lab
BAH, 13,4+ 0,9a 4,9+0,9a
@SIGNIFICACION ns *
Ctrl 13+ 1a 6,3 + 0,5ab
Bic 13+ 1a 5,9 + 0,9ab
BAF, 14,2 + 0,8a 6,8 + 0,5b
BAF, 12 +2a 5+1a
BAF; 13+ 2a 6,9 + 0,9b
SIGNIFICACION ns o

" Media + error Standard (n=9).
@ Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; ***
P<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).
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Figura 1V.30. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en el peso
fresco de la parte aérea.
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Figura 1V.31. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en el peso

fresco de la parte radicular.

La no reduccion 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, estan ampliamente documentados los efectos
estimulantes de las sustancias humicas 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 humica y
fulvica estudiadas no han incidido en los pesos frescos de la parte aérea y
radicular (Tabla 1V.14), mientras si lo hicieron en el peso fresco de la parte
aérea bajo nutricion férrica adecuada (Tabla IV.7). Esta respuesta puede
atribuirse como se ha comentado con anterioridad a la precipitacion de parte
de las fracciones humicas como consecuencia del pH alcalino y de los
cationes Ca** del medio. Los resultados obtenidos permiten confirmar que los
efectos directos de las sustancias humicas en el crecimiento de las plantas
van a depender de las condiciones experimentales, resultando estas decisivas

en su com portamiento.
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Del andlisis de los resultados obtenidos se llegan a las siguientes

conclusiones:

* Los niveles foliares de Fe total, Fe (Il) y clorofila, el peso fresco de la
planta y a nivel radicular, la permeabilidad de las membranas
plasméticas y la actividad de la Fe(lll)-reductasa, no se han visto
afectados negativamente por el tratamiento Bic. Este comportamiento
esta condicionado por el quelato FeEDDHA que mantiene al Fe en
disolucion a pH alcalino, evitando su déficit en las plantas. En general,
la incorporacion de las fracciones humica y fulvica al tratamiento Bic,

no afecta a estos parametros analizados.

e Las fracciones humica y falvica no aumentan los contenidos de Fe total
y Fe (I) en hojas, a excepcion del tratamiento BAF;, si bien, no se
corresponde con un mayor nivel de Fe (Il) foliar. Ademas, el
tratamiento BAH; reduce estos parametros respecto a las dosis

inferiores.

* Los tratamientos con AH y AF no inciden en la concentracion de
clorofila en hojas, al no ejercer estas fracciones ningun incremento en

los niveles foliares de Fe (ll) respecto al tratamiento Bic.

» El tratamiento Bic aumenta la concentracion de los &cidos organicos
radiculares, este hecho puede estar relacionado con la presencia del
ion HCOz; y el pH alcalino del medio. Ambas fracciones no
incrementan los niveles radiculares de &cidos organicos totales, no
obstante, si lo hacen bajo nutricion férrica adecuada (Ensayo 1),

pudiendo deberse esta respuesta a su floculaciébn en medio calizo.

« En general, los tratamientos humicos y falvicos no afectan a la
actividad de la Fe(lll)-reductasa radicular y a la permeabilidad de las
membranas plasmaticas radiculares, del mismo modo que en el

Ensayo I.
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» Las fracciones hdmica y fulvica no inciden en los pesos frescos de la
parte aérea y radicular. Sin embargo, si lo hacen en el peso fresco de
la parte aérea bajo nutricion férrica adecuada (Ensayo 1),
confirmandose asi que los efectos de las SH en el crecimiento de las
plantas, van a depender de las condiciones experimentales (pH vy

cationes Ca** en el medio).

EXPERIENCIA11.2

IV.2.3. PARAMETROS FISIOLOGICOS Y NUTRICIONALES.

ANALISIS FOLIARES:

Fe total, Fe (Il) y relacion Fe(ll)/Fe ot

En la Tabla V.15 se muestran los niveles de los tres parametros,
donde se observa que el tratamiento Bic aumenta la concentracion foliar de Fe
total respecto al Ctrl. EI AH afecta negativamente a este parametro con la
dosis 1 (2,5 pug Corg-mL'l), al reducir su concentracion respecto a los
tratamientos Bic y Ctrl. Por el contrario, con la dosis 2 (5,0 ug Corg-mL'l) se
incrementa  significativamente en relacibn a ambos tratamientos,
disminuyendo su concentracién la dosis 3 (10,0 ug Corg-mL'l) 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 concentracion de este parametro superior al Ctrl con la dosis 3 (10,0 ug
Corg-mL'l). Los niveles de Fe (II) en hojas asi como el cociente Fe(ll)/Fe ) del
tratamiento Bic disminuyen respecto al Ctrl, no incidiendo en estos parametros
los tratamientos con ambas fracciones en relacion al tratamiento Bic, a
excepcion del BAH, que reduce significativamente el cociente Fe(ll)/Feotay

respecto a los tratamientos Bic y Cirl.
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El comportamiento de los AH y AF (Tabla IV.A.9, Apéndice Il) revela
gue la concentracion de Fe total en hojas difiere segun la fraccion utilizada,
siendo mas elevada significativamente con la fraccién fulvica para las dosis 1
y 3 (2,5 y 10,0 pug CoymL™), mientras con la dosis 2 (2,5 pg CoymL™) la
fraccion humica produce niveles mas elevados de este parametro (Figura
IV.32; interaccion TxD, P<0,010; Tabla IV.A.9, Apéndice Il). Referente al
contenido foliar de Fe (Il) y la relacion Fe (ll)/Feqoa) la respuesta es similar
entre ambas fracciones para todas las dosis estudiadas (Figuras 1V.33 y 1V.34;
interaccion TxD, 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
(IN/Fewa. El hierro fue adicionado como FEEDTA.

TRATAMIENTO Fe (total) Fe (1) Fe(l)/Fe
(mg/kg) (mg/kg) (total)
Ctrl 126 + 3b 47+ 7b 0,37 + 0,05¢
Bic 134 + 1c 33 +4a 0,25 + 0,03b
BAH, 116 + 6a 31+1a 0,27 +0,01b
BAH, 174 + 2d 32+2a 0,18 + 0,01a
BAH; 126 + 3b 33+3a 0,26 + 0,03b
@SIGNIFICACION sk o
Ctrl 126 + 3a 47 £7b 0,37 + 0,05b
Bic 134 + 1b 33+4a 0,25 + 0,03a
BAF, 133 + 6ab 35+ 4a 0,26 + 0,03a
BAF, 135 + 17ab 34 +5a 0,26 + 0,05a
BAF; 144+ 8b 34 +5a 0,23 + 0,05a
SIGNIFICACION * * *

) Media  error Standard (n=3).
@ Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; ***
P<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).
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Figura 1V.32. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los

contenidos foliares de Fe total (mg/Kg).
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Figura 1V.33. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los
contenidos foliares de Fe (II) (mg/KQ).
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Figura 1V.34. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los

contenidos foliares del cociente Fe (Il)/Fea.
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Los datos de esta experiencia muestran una reduccién de los niveles
foliares de Fe (ll) con el tratamiento Bic, siendo por el contrario, Su
concentraciéon de Fe total en hojas estadisticamente mayor que el Ctrl (Tabla
IV.15). Esta respuesta es caracteristica de las plantas sometidas a una
deficiencia de Fe inducida por el ion HCO; (Nikolic y Kastori, 2000; Rémheld,
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 hidropénicas aireadas (Lindsay, 1979).

Estos resultados concuerdan con lo establecido con anterioridad por
numerosos autores (Késeoglu y Acigdz, 1995; Bavaresco y Poni, 2003), que
muestran que la concentracién de Fe total en hojas no es un buen indicador
del estado nutricional en Fe de la planta, mientras si lo es el contenido foliar
de Fe (ll). Los efectos negativos del tratamiento Bic quedan también reflejados
visualmente con la reduccion del crecimiento de la planta y su aspecto

clorotico en relacion al Ctrl (Figura 1V.35).

i

L

Figura 1V.35. Efectos visuales de los tratamientos Ctrl y Bic,

siendo el hierro aportado como FeEDTA.

En general, a excepcion del tratamiento BAH,, ambas fracciones no
han aumentado el contenido foliar de Fe, a pesar de poseer grandes
cantidades de Fe enddgeno en sus estructuras moleculares (Tabla I11.2). Esta

respuesta es similar a la encontrada bajo nutricion adecuada (Tabla IV.1), sin
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embargo, estd en desacuerdo con otros estudios donde los efectos de las SH
en la nutricion férrica de las plantas resultan mas pronunciados en
condiciones de limitada disponibilidad de este nutriente, como resultado de las
cantidades variables de Fe enddégeno que las plantas asimilan (Pinton et al.,
1998; Chen et al., 2001, 2004b). EI comportamiento de los tratamientos
hamicos y fulvicos en esta experiencia puede deberse como se ha citado con
anterioridad en la Experiencia Il.1, a que el tamafio y conformacion de las
sustancias humicas dependen del pH del medio (Garcia-Mina et al., 2004),
produciendo los valores de pH alcalinos la aparicion de cargas negativas en
las sustancias humicas (Baalousha et al., 2006) que reducirian su solubilidad
(Garcia-Mina et al., 2004). Asimismo, se pueden formar iones Fe(OH); que
podrian cambiar la interaccién quimica entre el Fe y los grupos complejantes
(Garcia-Mina et al., 2004). Ademas, los cationes Ca®* del medio pueden
actuar neutralizando las cargas negativas de las sustancias humicas,
originando su floculacién (Yuan y Sydney, 1999; Baaloushe et al., 2006), que
impedirian el aporte de Fe enddgeno a las plantas. Esta hipétesis se podria
justificar con el precipitado obtenido del AH y AF junto con el CaCO; y
NaHCOs;, tras filtrar las disoluciones nutritivas de los tratamientos BAH y BAF
de las Experiencias 11.1 y 1.2 una vez agotadas por la planta. Este precipitado
fue menor en ambas fracciones cuando el Fe se aport6 como FeEDDHA

(Experiencia 11.1).

Contenido en clorofilas.

Los resultados relativos a los contenidos de clorofila total, a y b se
muestran en la Tabla V.16, donde se aprecia el efecto negativo del
tratamiento Bic, mientras las fracciones humica y falvica no inciden en los
niveles de los tres pardmetros en relacién 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 V.36, IV.37 y
IV.38; interaccién TxD, P>0,05; Tabla IV.A.10, Apéndice II).
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Tabla 1V.16. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la
concentracion de clorofila (mg/g m.f). El hierro fue adicionado como

FeEDTA.
TRATAMIENTO Clorofila Total Clorofila a Clorofilab
(mg/g m.f) (mg/g m.f) (mg/g m.f)
Ctrl ®1,9+0,1b 1,22 +0,07b 0,67 + 0,05¢c
Bic 1,3+0,2a 08+02a 0,53 + 0,07ab
BAH, 1,3+0,1a 0,69 + 0,05a 0,61 + 0,09bc
BAH, 1,0 £0,2a 0,6 +0,1a 0,42 +0,07a
BAH; 1,11 + 0,08a 0,68 + 0,09a 0,44 + 0,02a
@SIGNIFICACION * o *
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, 1,17 + 0,03a 0,71 + 0,09a 0,46 + 0,05a
BAF 1,22 + 0,06a 0,74 + 0,04a 0,52 +0,02a
BAF3 1,15 + 0,01a 0,72 + 0,03a 0,48 + 0,02a
SIGNIFICACION ik o o

" Media + error Standard (n=3).
@ Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; ***
P<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).
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Figura 1V.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 1vV.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 ibn HCO3 cuando el hierro
es aportado como FeEDTA, afecta negativamente a los niveles de clorofila en
hojas, al disminuir su concentracion con el tratamiento Bic (Tabla 1V.16). Estos
resultados coinciden con otros estudios (Nikolic y Kastori, 2000; Ksouri et al.,
2005; Ma et al., 2006) y son debidos a la reduccién significativa del Fe (ll)
foliar con el tratamiento Bic (Tabla 1V.15), al existir una correlacion positiva
entre ambos parametros. La incorporacion de las fracciones hamica y fulvica

al tratamiento Bic, no afectaron a la concentracion de clorofila en hojas, siendo
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esta respuesta como se ha citado anteriormente, resultado de la floculacién de
ambas fracciones como consecuencia del pH alcalino junto con la presencia
de los cationes Ca? del medio, que dificultarian la disponibilidad del Fe

enddgeno de las fracciones estudiadas para las plantas.

ANALISIS RADICULARES:

Acidos organicos.

Los resultados obtenidos para las concentraciones radiculares de los
acidos organicos se encuentran en la Tabla V.17, donde se observa en
primer lugar que el tratamiento Bic incrementa estadisticamente la
concentracion de &cido citrico respecto al Ctrl. Los tratamientos con las
fracciones hamica y fulvica no han afectado a este parametro respecto al
tratamiento Bic, a excepcion de la dosis 1 (2,5 ug Co,g-mL'l) del AH que lo ha

aumentado en relacion a los tratamientos Bic y Ctrl.

Tabla 1V.17. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la
concentracion radicular de &cidos organicos (umol/g m.f). El hierro fue
adicionado como FeEDTA.

TRATAMIENTO A% Circe A Malee Al Sueciico Ao Fumanco
Ctrl W47+08a 2020,2a 8,0+0,2a 0,11 +0,01a

Bic 10+ 2b 5,1+ 0,5b 12,0+ 0,8b 0,25 + 0,04b

BAH, 13+ 1c 5,6 +0,8b 12+ 1b 0,27 + 0,04b
BAH, 10,0+09b 52+0,3b 17 + 1c 0,23 + 0,03b

BAH 11+1bc  4,7+0,8b 16 + 2¢ 0,30 + 0,06b

(Z)SIGNIFICACK’)N Kkk Kkk Hokk Hkk

Ctrl 47+08a 20+0.2a 8,0+0,2a 0,11 +0,01a

Bic 10+2b  51+05bc  12,0+0,8b 0,25 + 0,04b

BAF, 11,3+ 0,80  4,3+0,3b 11+1b 0,24 + 0,04b
BAF, 99+06b  6020,7c 11,4 +0,5b 0,27 + 0,02b
BAF; 9+ 2b 4,8+0,1b 11,1+0,1b 0,28 + 0,01b

SIGNIFICACION

*k*k

*%%

*kk

*%%

" Media + error Standard (n=3).
@ Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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
concentracién de acido citrico para las tres dosis empleadas (Figura 1V.39;
interaccion TxD, P>0,05; Tabla IV.A.11, Apéndice Il), no coincidiendo esta

respuesta con la encontrada en ausencia de bicarbonato (Figura V.17,

Ensayo I).
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Figura 1V.39. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los

contenidos radiculares de acido citrico (umol/g m.f).

En cuanto a los niveles radiculares de acido malico (Tabla 1V.17), el
tratamiento Bic también aumenta su concentracion respecto al Ctrl, no
afectando las fracciones humica y flulvica a este parametro en relacion al
tratamiento Bic. Este comportamiento difiere del encontrado en ausencia de
bicarbonato (Tabla 1V.3, Ensayo 1), donde ambas fracciones mostraron un
efecto positivo en la sintesis de este acido. Al comparar el efecto de las dos
fracciones en la concentracion radicular de acido malico para cada dosis
analizada, se observa que con la dosis 1 (2,5 ug Corg-mL'l) los niveles
radiculares de este acido resultaron mayores con la fraccion himica, mientras
con las dosis 2y 3 (5,0 y 10,0 pg Corg-mL'l) la respuesta fue similar con las
dos fracciones (Figura 1V.40; interaccion TxD, P<0,05, Tabla IV.A.11,
Apéndice II).
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Ac. Malico ( umol/g m.f)
N

0,0 2,5 5,0 10,0
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Figura 1V.40. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los

contenidos radiculares de acido malico (umol/g m.f).

Para el acido succinico, el tratamiento Bic incrementd su concentracion
respecto al Ctrl, mientras la fraccion hdmica dio lugar a un mayor contenido de
este acido con las dosis 2 y 3 (5,0 y 10,0 pg CoymL™) respecto a los
tratamientos Bic y Ctrl, no incidiendo el AF en este parametro en relacion al

tratamiento Bic (Tabla IV.17).

Al estudiar la respuesta de los AH y AF en la concentracién radicular
del acido succinico (Figura 1V.41; interacciones TxD, P<0,01, Tabla IV.A.12,
Apéndice Il), se refleja que con la dosis 1 (2,5 ug Co,g-mL'l) no existieron
diferencias entre ambas fracciones, siendo mayores los niveles radiculares de
este acido con las dosis 2y 3 (5,0 y 10,0 ug Co,g-mL'l) del AH. Sin embargo,
bajo nutricién férrica adecuada y en ausencia de bicarbonato (Figura IV.9,
Ensayo 1), la concentracidon de este acido fue similar con las dos fracciones

con independencia de la dosis empleada.
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Figura 1V.41. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los

contenidos radiculares de acido succinico (umol/g m.f).

Los resultados relativos a la concentracion radicular de &cido fumarico
(Tabla 1V.17) muestran que el tratamiento Bic la aumenta en relacion al Ctrl,
no incidiendo las fracciones humica y falvica en este parametro respecto al

tratamiento Bic.

El comportamiento de las dos fracciones en la concentracion de este
acido (Figura 1V.42; interaccion TxD, 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 1V.10, Ensayo 1), donde la concentracion de
acido fumérico resultd mayor con los tratamientos hamicos para todas las
dosis analizadas y ademas, ambas fracciones incidieron en los contenidos

radiculares de este &cido (Tabla IV.3, Ensayo ).
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Figura 1V.42. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los

contenidos radiculares de acido fumarico (umol/g m.f).

Cuando se estudia el efecto de las fracciones humica y falvica en los
contenidos totales de los acidos organicos radiculares (Tabla 1V.18), se
aprecia que los tratamientos con ambas fracciones no difieren

significativamente del tratamiento Bic.

Tabla 1v.18. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la
concentracién radicular de &cidos organicos totales (umol/g m.f). El hierro
fue adicionado como FEEDTA.

TRATAMIENTO

Acidos organicos totales

(umol/g m.f)
Ctrl W14,8+0,8a
Bic 28+ 3b
BAH, 31+3b
BAH, 32+3b
BAH 31+4b
@S|GNIFICACION
Ctrl 14,8 + 0,8a
Bic 28+ 3b
BAF, 27 +2b
BAF, 28+ 1b
BAF, 25+ 2b
SIGNIFICACION

" Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P
<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).

Si relacionamos el comportamiento de las fracciones humica y fulvica

en la concentracion radicular de &cidos organicos totales para cada dosis
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analizada (Figura 1V.43; interaccion TxD, P>0,05; Tabla IV.A.13 Apéndice Il),
se pone de manifiesto que no difiere entre ambas fracciones con todas las

dosis estudiadas.
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Figura 1V.43. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en los

contenidos radiculares de acidos organicos totales (umol/g m.f).

El incremento de los &cidos organicos radiculares con el tratamiento
Bic (Tablas IV.17 y 1V.18) concuerda con la bibliografia, segun la cual bajo
deficiencia de hierro la sintesis de los acidos organicos aumenta y pasa a
estar regulada por la enzima radicular PEPC (Rabotti et al., 1995; Lépez-
Millan et al., 2000a; Agnolon et al., 2001; Abadia et al., 2002; Rombola et al.,
2005; Zocchi, 2006), la cual cataliza la incorporacion del ion HCOs; a
fosfoenolpiruvato (PEP) para producir oxalacetato, que es convertido en
malato por la malato deshidrogenasa (Lance y Rustin, 1984), siendo este
ultimo transportado a la mitocondria donde se sintetizan los acidos organicos,

obteniéndose en dltima instancia el citrato (L6pez-Miléan et al., 2000b).

Esta respuesta no parece depender exclusivamente de la baja
disponibilidad de Fe en el medio hidroponico, al obtenerse también con el
tratamiento Bic de la Experiencia II.1 (Tablas 1V.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 ion HCOg3 y el pH alcalino del

medio hidroponico como se ha comentado en la Experiencia II.1.
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Los tratamientos humicos y fulvicos no aumentaron los niveles
radiculares de los acidos organicos totales (Tabla 1V.18), de igual modo que
en la Experiencia Il.1 (Tabla 1V.11) y a diferencia del Ensayo | (Tabla IV.4).
Estos resultados pueden deberse a la precipitacion del AH y AF como

consecuencia del pH alcalino y los cationes Ca?* del medio.
Capacidad de reduccion del Fe (l11).

La actividad de la enzima radicular Fe (lll)-reductasa incrementa
significativamente con el tratamiento Bic respecto al Ctrl, mientras las
fracciones humica y fulvica no inciden en este parametro respecto al
tratamiento Bic, a excepcion de la dosis 2 (5,0 pug Co,g-mL'l) del AH que lo

aumenta en relacion a los tratamientos Bic y Ctrl (Tabla IV.19).

Comparando el efecto de las dos fracciones en la actividad de esta
enzima radicular (Figura [V.44; interaccion TxD, P<0,05; Tabla IV.A.14,
Apéndice 1), se observa que para las dosis 1y 3 (2,5 y 10,0 pg Corg-mL'l)
ambas fracciones no difieren en su comportamiento, mientras con la dosis 2
(5,0 pg Corg-mL'l) la actividad de la Fe (lll)-reductasa es mas elevada con la

fraccién humica.

Tabla 1V.19. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la actividad
de la Fe (lll)-reductasa radicular (umol Fe(ll)/g raiz-h). El hierro fue
adicionado como FeEDTA.

TRATAMIENTO

Actividad Fe (lll)-reductasa
(umol Fe (11)/g raiz-h)

Ctrl @Wp,11 + 0,01a
Bic 0,23 +0,02b
BAH, 0,22 + 0,02b
BAH, 0,271 + 0,005¢
BAH 0,25 + 0,01b
@SIGNIFICACION ok
Ctrl 0,11 £ 0,01a
Bic 0,23 +0,02b
BAF, 0,232 + 0,009b
BAF, 0,23 + 0,02b
BAF; 0,22 + 0,02b
SIGNIFICACION ok

" Media * error Standard (n=3).
@ Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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 (lll)-reductasa (umol Fe(ll)/g raiz-h).

Los resultados obtenidos concuerdan con otras investigaciones, donde
la actividad de la Fe(lll)-reductasa radicular aumenta en plantas de estrategia |
como consecuencia de la deficiencia de hierro (Romera y Alcantara, 2004,
Hall y Guerinot, 2006; Ma et al., 2006; Schmidt, 2006).

En esta experiencia se comprueba que las fracciones humica y fulvica
no inciden en este parametro en medio calizo, a excepcion del tratamiento
BAH,, este hecho puede justificar el mayor contenido de Fe total en hojas de
este tratamiento respecto a los tratamientos Bic y Ctrl (Tabla 1V.15). Sin
embargo, este incremento no ha repercutido en el resto de los parametros
analizados relacionados con la nutricion 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 CaCOs,
indica que se mantuvo tamponado (7,5-8,5) durante el transcurso de toda la
experiencia, no obteniéndose diferencias significativas para este parametro

con los tratamientos hamicos y fulvicos en relacion 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 plasmaticas radiculares respecto al Ctrl.

La fraccion humica aumenta este parametro en relacion al tratamiento
Bic con las tres dosis estudiadas, siendo significativo con la dosis 2 (5,0 ug
Corg-mL'l) y alcanzando los valores del Ctrl. La fraccion fulvica 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 parametro, se
aprecia que la respuesta de ambas no difiere para las tres dosis analizadas
(Figura IV.45; interaccién TxD, P>0,05; Tabla IV.A.15, Apéndice ).

Tabla 1V.20. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en la en la
permeabilidad de la membrana radicular (CE,/CE,). El hierro fue adicionado
como FeEDTA.

TRATAMIENTO

Permeabilidad de membrana radicular

(CE4/CE))
Ctrl 0,95 + 0,03c
Bic 0,83 +0,03a
BAH 0,89 + 0,04abc
BAH, 0,92 + 0,03bc
BAH 0,87 + 0,03ab
@SIGNIFICACION o
Ctrl 0,95 + 0,03b
Bic 0,83 +0,03a
BAF, 0,96 + 0,03b
BAF, 0,96 + 0,04b
BAF; 0,97 + 0,05b
SIGNIFICACION s

" Media + error Standard (n=3).
@ Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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 andlisis de los resultados (Tabla 1V.20), revela que la permeabilidad
de las membranas plasmaticas 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 hidropénico no inciden en
este parametro, 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 BAH, asi como los tres tratamientos con el AF han
recuperado este parametro dafiado (Tabla 1V.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 Ca** del medio tienden a originar la floculaciéon de los AH y AF,
que ven reducida su solubilidad. El incremento de la permeabilidad de
membrana con el tratamiento BAH, en relacion 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 fraccion falvica
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), asi como la
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actividad de la Fe(lll)-reductasa radicular (Tablas 1V.19) no se han
diferenciado significativamente del tratamiento Bic, demostrdndose de este
modo la accion fisiolégica del AF para restaurar la permeabilidad de las
membranas plasmaticas radiculares. Esta respuesta contrasta con la obtenida
por ambas fracciones en el Ensayo | y la Experiencia Il.1 (Tablas IV.6 y 1V.13),
donde los tratamientos humicos y falvicos no afectaron a la permeabilidad de
las membranas plasméaticas radiculares, de esta manera, los efectos
beneficiosos de las SH en este parametro parecen limitarse a su recuperacion
cuando se encuentra dafado.

IV.2.4. PARAMETROS MORFOLOGICOS.

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 humica y fulvica 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 AEREO PESO RADICULAR
(g/planta) (g/planta)
Ctrl W10+ 1b 5+ 1b
Bic 6,6 +0,7a 3,7+0,7a
BAH 6+ 1a 3,6 £+0,8a
BAH, 6,8+ 0,8a 3,6 £0,7a
BAH 3 6,7 £0,9a 3,7+0,7a
@SIGNIFICACION sk sk
Ctrl 10+ 1c 5+1b
Bic 6,6 +0,7ab 3,7+0,7a
BAF, 8+1b 3,4 +0,4a
BAF, 6+1a 3,1+0,6a
BAF; 6,2 +0,8ab 29+0,7a
SIGNIFICACION il el

" Media + error Standard (n=9).
@ Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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 parametros
(Figuras IV.46 y IV.47 interaccion TxD, P>0,05, Tabla IV.A.16, Apéndice Il), no
se aprecian diferencias significativas entre ambas para las tres dosis
analizadas.
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Figura 1V.46. Efecto de los tratamientos (Ctrl, Bic, BAH, BAF) en el peso
fresco de la parte aérea.
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Figura 1V.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 ién
HCOgs 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 1V.21).
Asimismo, Ma et al. (2006) encontraron una disminucién del peso fresco en
dos portainjertos de pera P. xerophila y P. betulaefolia, desarrollados en
hidroponia con 10 mM NaHCO; 0,5 mg-L* CaCO; y 100 uM FeEDTA.
También, Ksouri et al. (2005) observaron una reduccion de la biomasa y de la
longitud de la parte aérea en vid crecida con 10 mM NaHCO; y 20 uM
FeEDTA.

Por otra parte, las fracciones humica y fulvica no han paliado los
efectos negativos del medio calizo en estos parametros analizados (Tabla
IV.21), de igual modo que no inciden en la Experiencia Il.1 (Tabla 1V.14) y
contrariamente a otros estudios donde las sustancias humicas 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
precipitacion de parte de las fracciones humicas como resultado del pH

alcalino y de los cationes Ca** del medio.

En base a los resultados expuestos se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

e Con el tratamiento Bic se han desarrollado las respuestas
caracteristicas de las plantas dicotiledéneas sometidas a estrés férrico
como son: aumento de la concentracion de Fe total en hojas, de la
actividad radicular de la Fe(lll)-reductasa y de los niveles radiculares
de acidos orgénicos y reduccion de los contenidos de Fe (ll) y clorofila
en hojas, permeabilidad de las membranas plasméaticas radiculares y

crecimiento de la planta.

e Las fracciones humica y fulvica no afectan a la actividad de la Fe(lll)-
reductasa radicular, con excepcion del tratamiento BAH, que la

incrementa. Esta respuesta también se corresponde con un aumento
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de la permeabilidad de las membranas plasméticas 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 fraccidbn su Fe enddgeno. Por su parte, los
tratamientos falvicos han restaurado la permeabilidad de las
membranas radiculares, al lograr los valores obtenidos por el Ctrl,

demostrandose asi su accidn fisiologica.

En general, los tratamientos humicos y falvicos no han incidido en los
niveles foliares de Fe (ll), clorofila, el peso fresco de la planta y en la
concentracion radicular de &cidos organicos en medio calizo. Estos
resultados sugieren que ambas fracciones no muestran efectos
fisiolégicos en los mecanismos relacionados con estos parametros y
ademas, las plantas tienen dificultad para asimilar el Fe enddgeno
presente en ambas fracciones, pudiendo deberse esta respuesta a la
floculacion del AH y AF como consecuencia de las condiciones

experimentales (pH alcalino y cationes Ca** en el medio).
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IV.3. ENSAYO lIl: EFECTOS DE LOS ACIDOS HUMICOS Y FULVICOS EN
LA TOMA Y ASIMILACION DEL Fe POR PLANTULAS DE TOMAT E
CRECIDAS BAJO DEFICIENCIA FERRICA INDUCIDA POR UNA
CONCENTRACION EN EL MEDIO MIL VECES INFERIOR A LA
ADECUADA.

En este ensayo, se han estudiado los efectos de las fracciones
hamicas y fulvicas purificadas en los mecanismos de toma y asimilacion del
Fe bajo deficiencia férrica severa, producida por una concentracion de hierro
en el medio hidropdnico mil veces inferior a la adecuada, siendo el Fe
aportado como FeEDDHA.

IV.3.1. PARAMETROS FISIOLOGICOS Y NUTRICIONALES.

ANALISIS FOLIARES:

Fe total, Fe (I) y relacion Fe(ll)/Fe  ota.

En la Tabla IV.22, se muestran los contenidos foliares de Fe total y Fe
(1), 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 parametro.
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 ug Corg-mL'l) del AH. El tratamiento DFe
también reduce la concentracién foliar de Fe (IlI), siendo capaz de
incrementarla significativamente las fracciones hamicas y falvicas estudiadas,
no alcanzando los niveles del tratamiento Ctrl y sin mostrar tendencia las
dosis. Con el estudio de la relacion Fe(ll)/Fegwny Se comprueba que el
tratamiento DFe disminuye ligeramente este cociente, aunque no de forma

significativa, no incidiendo en él ninguna fraccion.

Al comparar el comportamiento de las dos fracciones en deficiencia de

Fe, se observa que la concentracion foliar de Fe total difiere segun la fraccién

utilizada, siendo los niveles mas altos con el AH para las tres dosis empleadas

en este estudio (Figura 1V.48; interaccibn TxDxF, P<0,05, Tabla IV.A.1,

Apéndice 1l). Referente al contenido foliar de Fe (ll) se aprecia la misma
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conducta, al ser los niveles de este parametro mayores para todas las dosis
analizadas con la fraccion humica (Figura 1V.49; interaccion TxDxF, P<0,001,
Tabla IV.A.1, Apéndice Il). En la relacion Fe(ll)/Fea) la respuesta no difiere
entre ambas fracciones para todas las dosis estudiadas (Figura I1V.50;
interaccion TxDxF, P<0,05,Tabla IV.A.1, Apéndice II).

Tabla 1V.22. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los
contenidos foliares de Fe total (mg/Kg), Fe (ll) (mg/Kg) y el cociente Fe

(I)/Fega

Fe (total) Fe (1) Fe(l)/Fe
TRATAMIENTO (ma/kg) (mg/kg) (total)
Ctrl W121 + 2e 43 +2c 0,36 + 0,01b
DFe 25 + 3a 7,9+0,3a 0,30 + 0,02ab
DAH, 48 + 5b 19 + 2b 0,38 + 0,05b
DAH, 98 + 5d 23 +5b 0,26 + 0,03a
DAH; 84 + 4c 25+ 5b 0,30 + 0,07ab
@SIGNIFICACION ok ok *
Ctrl 121 + 2e 43+ 2c 0,36 + 0,01c
DFe 25+ 3a 7,.9+0,3a 0,30 + 0,02bc
DAF, 34+ 3b 12 + 1b 0,36 + 0,02¢c
DAF, 41+ 2c 12 + 2b 0,30 + 0,03bc
DAF, 47 + 3d 11 +1b 0,24 + 0,03b
SIGNIFICACION ok ok

" Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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).
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Figura IV.49. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los

contenidos foliares de Fe (II) (mg/KQ).
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Figura IV.50. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los

contenidos foliares del cociente Fe (Il)/Fea.

Los resultados obtenidos en este ensayo, muestran que el estrés

férrico debido a concentraciones de Fe extremadamente bajas en el medio

hidropdnico, reduce significativamente los niveles foliares de Fe total. Sin

embargo, la adicion de las fracciones humica y flulvica a la disolucion nutritiva

producen un efecto positivo, al incrementar la concentracion de este

pardmetro 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
reduccién del crecimiento de la planta y la pérdida de clorofila que produce un
amarillamiento casi completo de la parte aérea, apareciendo incluso zonas
necroéticas (Figura 1V.51). La aplicacion de las fracciones hamica y fulvica
permite la recuperacion parcial de estos sintomas discutidos mas adelante

(Figura IV.52 a y b, respectivamente).

Esto confirma la incidencia de las sustancias humicas en las plantas vy,
mas concretamente, en la nutricion del hierro, como ya ha sido demostrado en
diversas investigaciones que ponen de manifiesto la importancia de las
sustancias humicas en la nutricion férrica de especies dicotiledoneas
(Lobartini y Orioli, 1988; Chen y Aviad, 1990; Bar-Ness y Chen, 1991a,b). Sin
embargo, cuando la nutricion férrica fue la adecuada (Ensayo 1), estas
fracciones no incrementaron los niveles foliares de Fe (Tabla 1V.1),
coincidiendo esta respuesta con los estudios desarrollados por Pinton et al.
(1998) en plantas de pepinos crecidas en hidroponia, donde la adicion de dos
sustancias humicas de diferentes origenes en dosis 5 (ug C,¢/mL) a una
disolucién nutritiva sin hierro, incrementaron la concentracién foliar de este
parametro, siendo mayor con SH-PE, mientras que bajo nutricion adecuada
ambas fracciones no lo hicieron, resultando incluso inhibitoria la adicion de
SH-PE. Este comportamiento pone de manifiesto que los efectos de las
sustancias humicas en la nutricion férrica de las plantas, resultan mas
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 asimilarian bajo estrés férrico (Pinton
et al., 1998, 1999; Chen et al., 2001, 2004b).

Asimismo, el tratamiento estadistico 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 1V.48; interaccion TxDxF, P<0,05, Tabla
IV.A.1, Apéndice Il) lo que estaria en concordancia con el mayor contenido en

Fe enddgeno de sus estructuras moleculares (Tabla Il1.2).
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Iy

=

Figura IV.51. Efectos visuales de los tratamientos Ctrl y
DFe.

Figura 1V.52. Efectos visuales de los tratamientos Ctrl y DFe y de las dosis
(2:2,5; 2:5,0 y 3: 10,0 pg Corg/mL) de los tratamientos DAH (a) y DAF (b).
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Por otra parte, con la dosis 3 (10,0 pg Co,g-mL'l) de la fraccién humica
a pesar de obtenerse mayor concentracion de Fe foliar que el tratamiento
DFe, se ha visto reducido este parametro respecto a la tendencia positiva
obtenida con las dosis 1y 2 (2,5y 5,0 ug Corg-mL'l). Esta reduccién podria ser
consecuencia del efecto dilucion producido por el incremento del peso fresco
de la parte aérea respecto al tratamiento DFe, conforme lo hace la dosis del
AH (Tabla 1V.28).

En cuanto al Fe (ll) foliar, también se ha obtenido un descenso
significativo en su concentracion con el tratamiento DFe, que puede ser
resultado de los niveles extremadamente bajos de Fe en el medio hidropénico,
ya que la relacion Fe (ll)/Few) aunque disminuye con este tratamiento
respecto al tratamiento Ctrl, no lo hace de forma significativa, indicando que la
concentracion de Fe (1) encontrada esta en proporcion con el contenido de Fe

total presente en las hojas del tratamiento DFe.

Cuando se adicionan las fracciones humica y fulvica a las disoluciones
nutritivas deficientes en Fe, se obtienen incrementos significativos de los
niveles de Fe (Il) foliar con todas las dosis analizadas, aunque sin alcanzar los
valores obtenidos por el tratamiento Ctrl y sin mostrar tendencia la dosis
(Tabla 1V.22). Estos resultados pueden ser consecuencia del Fe enddgeno
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 1V.49), se aprecia que han resultado significativamente mayores con la
fraccion humica para todas las dosis, debido posiblemente a que esta fraccidn

tiene mas Fe enddgeno que el AF (Tabla l11.2).
Contenido en clorofilas.

El analisis de los niveles de clorofila total, a y b (Tabla IV.23) muestra
la incidencia negativa del tratamiento DFe, mientras que la adicion de la
fraccion himica a la disolucién nutritiva en dosis 1y 2 (2,5y 5,0 ug CogmL™)
ha incrementado la concentracién 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 pg Corg-mL'l) en este parametro.
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En cuanto a la concentracién de clorofila a, también aumenté con
todas las dosis del AH. Sin embargo, la clorofila b s6lo incremento respecto al
tratamiento DFe con la dosis 1 (2,5 ug Corg-mL'l). Por otra parte, los
tratamientos con acidos falvicos 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;
interaccion TxDxF, P<0,001; Tabla IV.A.2, Apéndice Il), se observa que la
concentracion foliar de clorofila total es significativamente mayor para el
tratamiento DAH con las dosis 1y 2 (2,5y 5,0 ug Corg-mL'l), mientras que para
la 3 (10,0 pg Corg-mL'l) no existieron diferencias sustanciales entre ambas

fracciones.

En cuanto a la concentracion de clorofila a, los valores obtenidos con
el AH fueron significativamente mayores a los del AF, sin incidir la dosis
(Figura I1V.54; interacciones TxDxF, P>0,05; TxF, P<0,001, Tabla IV.A.2,
Apéndice I1). Por ultimo, la concentracion de clorofila b resulté mayor con la
dosis 1 (2,5 pg Co,g-mL'l) del AH, no existiendo diferencias significativas entre
ambas fracciones para las dosis 2 (5,0 pg Corg-mL'l), siendo mayor con el AF
para la dosis 3 (10,0 g Co,g-mL'l) (Figura 1V.55; interaccion TxDxF, P<0,01,;
Tabla IV.A.2, Apéndice II).

Tabla IV.23. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en la
concentracion de clorofila (mg/g m.f).

TRATAMIENTO Clorofila Total Clorofila a Clorofila b
(mg/g m.f) (mg/g m.f) (mg/g m.f)

Ctrl W17 +0,2d 1,3+0,1d 0,44 + 0,07d

DFe 0,24 + 0,07a 0,14 + 0,03a 0,10 + 0,04ab

DAH;, 0,93 + 0,06¢c 0,55 + 0,08c 0,29 + 0,09c

DAH, 0,53 +0,02b 0,4+0,1c 0,19 + 0,07bc

DAH; 0,32 £ 0,03a 0,26 £ 0,01b 0,06 £ 0,02a

@SIGNIFICACION ok ok

Cirl 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

DAF, 0,35 + 0,05a 0,21 £ 0,02a 0,14 + 0,04a

DAF, 0,34 + 0,04a 0,20 £ 0,02a 0,14 + 0,02a

DAF; 0,33 £ 0,05a 0,20 £+ 0,05a 0,13 +£0,02a

SIGNIFICACION

*%%

*k%

*k*k

' Media + error Standard (n=3).

@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05;

<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 concentracion mil veces inferior a la adecuada en
el medio hidroponico, 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
concentracion oscila entre el doble y el triple de la clorofila b, siendo esta

dltima un metabolito directo de la clorofila a (Barcelo-Coll et al., 2001).

El descenso de la concentracion de clorofila puede ser consecuencia
directa de la reduccion significativa del Fe (Il) foliar con el tratamiento DFe
(Tabla 1V.22), al existir una correlacion positiva entre ambos como indican
varios autores, que sugieren que la concentracion de Fe (II), o hierro activo en
hojas, es el mejor indicador del estado nutricional en hierro de las plantas
(Haussling et al., 1985; Abadia et al., 1989; Bavaresco et al., 1992, 1993;
Kdseoglu y Acikg6z, 1995).

161



Resultados y Discusion

Por otra parte, la incorporacion de la fraccion himica a la disolucion
nutritiva del tratamiento DFe, ha aumentado la concentracién de clorofila total
con las dosis 1y 2 (2,5 y 5,0 ug Corg-mL'l), no resultando estadisticamente
diferente al tratamiento DFe con la dosis 3 (10,0 ug Corg-mL'l). Esta tendencia
negativa de la dosis parece ser consecuencia del efecto dilucién 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 concentracion de este parametro, se puede deber a que las
plantas, en condiciones de limitada disponibilidad de Fe, son capaces de
movilizar el Fe enddgeno de esta fraccion, aumentando asi los niveles foliares
de Fe total y, mas concretamente, de Fe (Il) (Tabla 1V.22), responsable directo
de la biosintesis de clorofila. Si bien, la fracciébn humica 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 fraccion en los niveles de clorofila bajo estrés férrico, se deben al aporte
de Fe enddgeno o su accion fisiologica (Ensayo V). Sin embargo, a pesar de
que la fraccion falvica también ha incrementado la concentracion de Fe (Il) en
hojas (Tabla 1V.22), no ha afectado a los niveles de clorofila. Posiblemente
este hierro asimilado resulta todavia insuficiente para cubrir todas las
necesidades nutricionales de la planta, y se ha usado en restaurar otros
parametros dafiados por el estrés férrico, como son el peso fresco de la parte
aérea y la permeabilidad de las membranas radiculares, que se discuten mas

adelante.

Son numerosos los estudios que demuestran los efectos beneficiosos
de las SH en la fotosintesis, al incrementar los niveles de clorofila (Sladky,
1959; Albuzio et al., 1994; Chen el al.,, 2001). Asi, Chen et al. (2004a)
observaron aumentos en la concentracién de clorofila de plantas de soja
cuando se adicionaron &cidos himicos y falvicos en dosis de 50 mg-L™ a una
disolucién nutritiva carente de Fe, concluyendo que estos resultados fueron
consecuencia directa de la asimilacion por parte de las plantas del Fe
enddgeno de estas fracciones (0,02 y 0,015 mg Fe-100 g™ p.s para el AH y AF
respectivamente). También, Pinton et al. (1998) encontraron que la adicién de

dos SH de diferentes origenes en plantas de pepino no modificaron el
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contenido de clorofila bajo nutricion adecuada, mientras que lo incrementaron

en plantas sometidas a estrés férrico al proporcionarles su Fe endogeno.

ANALISIS RADICULARES:

Acidos orgénicos.

Los resultados referentes a las concentraciones radiculares de &cidos
organicos se encuentran en la Tabla V.24, donde se observa en primer lugar
que el tratamiento DFe afecta negativamente al acido citrico, mientras que los
tres tratamientos con la fraccibn hamica han incrementado su concentracion,
alcanzado valores significativamente superiores al tratamiento Ctrl, sin mostrar
tendencia la dosis. La fraccion fllvica también ha aumentando la
concentracion radicular de este &cido respecto al tratamiento DFe con las tres
dosis empleadas, obteniéndose valores superiores al tratamiento Ctrl, donde

el tratamiento DAF, dio lugar al mayor incremento de este parametro.

Tabla IV.24. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en la
concentracion radicular de &cidos organicos (umol/g m.f).

TRATAMIENTO Ac. Citrico Ac. Malico Ac. Succinico Ac. Fumarico

(umol/g m.f) (umol/g m.f) (umol/g m.f) (umol/g m.f)

Ctrl W590+07b 29+07b 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

DAH; 9+1c  107+08d  7.6+07b 0,05 + 0,03ab

DAH, 8.6+ 0.4c 7+ 1c 73+04b  0,060+0,007ab

DAH; 10 + 1¢ 3,4+0,7b 8,2+0,8b 0,04 £ 0,01a
@SIGNIFICACION e xak * *

Ctrl 59+0,7b 29+0,7b 75+0,3b 0,08 + 0,01b

DFe 2,3+0,2a 0,9+0,3a 6,2 +0,7a 0,05+ 0,01a

DAF; 10,1+ 0,7d 0,9 + 0,4a 17+2d 0,06 + 0,01ab

DAF, 13 + le 1,2+0,3a 13 + 2cd 0,07 £ 0,01ab

DAF; 8+ 1c 0,9+0,1a 15,9+ 0,8d 0,070+0,009ab
SIGNIFICACION ko Kk ok *

" Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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 pardmetro con las dos
fracciones, se observa que con la dosis 1 (2,5 pg Co,g-mL'l) la respuesta es
similar con ambas, con la dosis 2 (5,0 ug Corg-mL'l) el AF proporciona una
mayor concentracién, mientras para la dosis 3 (10,0 pg Co,g-mL'l) la
concentraciéon mayor corresponde al AH (Figura 1V.56; interaccion TxDxF,
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 acido citrico (umol/g m.f).

En cuanto a los niveles radiculares de acido malico, 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 concentracion significativamente
superior al tratamiento Ctrl con las dosis 1y 2 (2,5 y 5,0 ug Co,g-mL'l), no
diferenciandose de este con la dosis 3 (10,0 ug Co,g-mL'l). Por el contrario, la
fraccion falvica no incide en este parametro en estas condiciones de estrés
férrico (Tabla IV.24).

Al comparar el efecto de las dos fracciones purificadas en este
parametro, se observa que su concentracion difiere segun la fraccion
empleada, al ser significativamente mayor para las tres dosis de la fraccion

humica (Figura IV.57; interaccion TxDxF, P<0,001; Tabla IV.A.3, Apéndice ).
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Figura IV.57. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los

contenidos radiculares de acido malico (umol/g m.f).

Para el &cido succinico, el tratamiento DFe redujo ligeramente su
concentracion, mientras que la adicion de AH a la disolucion nutritiva la
incrementé alcanzando los valores obtenidos por el tratamiento Ctrl, sin
mostrar tendencia la dosis. En cuanto a la fraccién falvica, también aumentd
este parametro con todas las dosis analizadas, obteniéndose niveles
significativamente superiores al tratamiento Ctrl, aunque sin mostrar tendencia
la dosis (Tabla 1V.24).

Comparando la respuesta obtenida con las dos fracciones purificadas,
se aprecia que los niveles obtenidos para este parametro fueron mayores con
la fraccidon falvica, sin mostrar efecto las dosis estudiadas (Figura IV.58;
interacciones TxDxF, P>0,05; TxF, 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 acido succinico (umol/g m.f).

En la Tabla IV.24 se comprueba que el tratamiento DFe ha reducido la
concentracion radicular de acido fumarico, mientras la adicion de las
fracciones humicas y flulvicas a la disoluciébn nutritiva en las tres dosis
estudiadas, no han incidido en los niveles radiculares de &cido fumarico bajo

estas condiciones de estrés férrico.

Al estudiar el efecto de ambas fracciones en deficiencia de hierro, se
observa que con las dosis 1y 2 (2,5y 5,0 ug Corg-mL'l) los niveles de acido
fumérico no difieren, mientras que para la dosis 3 (10,0 pg Corg-mL'l) la
fraccion fulvica da lugar a niveles mas elevados de este parametro (Figura
IV.59; interaccién TxDxF, 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 acido fumarico (umol/g m.f).

Si se analiza el efecto de las fracciones huamica y falvica en el
contenido radicular de acidos organicos totales (Tabla IV.25), se observa que
ambas fracciones producen un efecto positivo en este parametro para las tres
dosis estudiadas, al incrementar significativamente la concentracion de los

acidos organicos totales en raices respecto a los tratamientos DFe y Ctrl.

Tabla IV.25. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en la
concentracion radicular de acidos organicos totales (umol/g m.f).

TRATAMIENTO Acidos organicos totales

(umol/g m.f)
Ctrl W16,4 +0,7b
DFe 9,5+0,7a
DAH, 27 +2d
DAH,, 23+ 1c
DAH, 21+ 2c
@S|GNIFICACION
Ctrl 16,4 £ 0,7b
DFe 9,5+0,7a
DAF, 28+ 1d
DAF, 27 + 1cd
DAF, 25+ 1c
SIGNIFICACION

“'Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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 concentracion total de

acidos organicos radiculares (Figura I1V.60; interaccion TxDxF, P<0,001; Tabla

167



Resultados y Discusion

IV.A.5, Apéndice Il), se observa una respuesta similar para ambas fracciones
con la dosis 1 (2,5 pg Corg-mL'l), mientras con las dosis 2y 3 (5,0 y 10,0 pg

Corg'mL'l) el AF alcanza una concentracion mas elevada de este parametro.
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Figura IV.60. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los

contenidos radiculares de acidos organicos totales (umol/g m.f).

De acuerdo con la bibliografia, la concentracion radicular de &cidos
organicos, fundamentalmente citrico y malico, aumenta por efecto de la
deficiencia de hierro, facilitando asi la toma y transporte de este nutriente en
las plantas de estrategia | (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 reduccidon en el contenido
radicular de acidos organicos con el tratamiento DFe. De esta manera, los
niveles de acido malico se han reducido en torno a 3,2 veces y los del acido
citrico y succinico lo han hecho 2,6 y 1,2 veces respectivamente, no
afectando, la deficiencia de Fe a la concentracion de acido fuméarico (Tabla
V.24).

Estos resultados se oponen a numerosos estudios (Rabotti et al. 1995;
Alhendawi et al., 1997; Lopez-Millan et al., 2000b; Abadia et al., 2002), asi
como al Ensayo Il, donde con el fin de simular las condiciones de los suelos
calizos, se afiadieron CaCO; y NaHCO; a las disoluciones nutritivas, siendo el

Fe adicionado como FeEDDHA en la Experiencia II.1 y como FeEDTA en la

168



Resultados y Discusion

Experiencia 1.2, ya que en ambos casos la concentracion radicular de los
acidos organicos increment6 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 sintesis de los acidos organicos 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 induccion de
los mecanismos de respuesta radicular ante la deficiencia de Fe en plantas de
estrategia | y en general, la absoluta ausencia es menos efectiva que
concentraciones de Fe extremadamente pequefias (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 6ptimo de la planta, pueden
ser suficientes para activar la sintesis de los acidos orgénicos radiculares. Sin
embargo, cuando la concentracion de Fe en el medio es extremadamente baja
(Ensayo 1), las plantas no pueden activar la sintesis de acidos organicos al
ser necesario superar cierta concentracion umbral de Fe, a partir de la cual las
plantas pueden sintetizarlos. Del andlisis de los resultados obtenidos (Tablas
IV.24 y IV.25), se deduce que los contenidos de acidos organicos en raices se
ven reducidos con el tratamiento DFe, como consecuencia de la inactivacion
de la sefial o sefiales que desencadenan su sintesis, que pueden ser bien
niveles mas altos de Fe en el medio, bien la presencia del ibn HCO;s; que
permitiria la activacion de la PEPC responsable de la sintesis de acidos
organicos (Abadia et al., 2002) y/o el hecho de no haber un pH alcalino en el
citoplasma radicular, ya que el pH 6ptimo de esta enzima esta en torno a 8
(De Nisi y Zocchi, 2000; Lopez-Millan et al., 2000b; Abadia et al., 2002), y esta
documentado que aumenta la sintesis de acidos orgénicos en raices como
mecanismo de regulacion del pH del citoplasma radicular (teoria pH-stat,
Davies, 1986).
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Si nos centramos en los efectos obtenidos por la incorporacion de las
fracciones humica y falvica a las disoluciones nutritivas deficientes en Fe, se
pone de manifiesto que ambas fracciones pueden estimular la sintesis de los
acidos organicos a nivel radicular, con excepcion del acido fumarico, al cual
no le ha incidido la incorporacién de estas fracciones (Tabla IV.24), a pesar de
gue en condiciones de nutricién adecuada el AH estimulé su sintesis, mientras
que el AF la redujo (Tabla 1V.3). El acido citrico ha incrementado su
concentracién con ambas fracciones, aunque la fraccion falvica bajo nutricion
férrica adecuada sélo aumentd este parametro con el tratamiento AF; (Tabla
IV.3). La concentracion de acido malico no se ha visto afectada por el AF
(Tabla 1V.24), sin embargo, en condiciones de nutricion férrica adecuada si
mostré una incidencia positiva (Tabla 1V.3). Por el contrario, el AH si ha
incrementado de forma significativa la sintesis radicular de &cido malico con
las tres dosis estudiadas (Tabla 1V.24). Por dltimo, el acido succinico también
se ha visto aumentado por la adicion de ambas fracciones bajo estrés férrico
severo, siendo mayor con la fraccion fulvica (Tabla 1V.24), a pesar de ser la
respuesta obtenida por ambas fracciones inhibitoria con nutricion férrica
adecuada (Tabla 1V.3).

En general, bajo deficiencia severa de Fe las fracciones humica y
falvica presentan la misma tendencia positiva en la sintesis total de acidos
organicos en raices (Tabla IV.25). Esta respuesta puede ser resultado del
aporte de Fe enddgeno por ambas fracciones, permitiendo a las plantas
superar la concentracion de Fe umbral a partir del cual se desencadenaria la
sintesis de acidos organicos. Este hecho, hace necesario estudiar si los
efectos positivos de las dos fracciones en la sintesis de 4cidos organicos son
s6lo consecuencia del aporte de Fe por parte de ambas fracciones y/o
también se deben a su accion fisiolégica en los mecanismos relacionados con
la sintesis de &cidos organicos en estas condiciones de estrés férrico severo
(Ensayo V).
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Capacidad de reduccién del Fe (ll1).

Los resultados referentes a la actividad de la enzima radicular Fe (lll)-
reductasa se encuentran en la Tabla V.26, donde se aprecia que el
tratamiento DFe incrementa significativamente este parametro respecto al

tratamiento Ctrl, como consecuencia del estrés férrico.

La incorporacién de las fracciones humica y fllvica a las disoluciones
nutritivas deficientes en Fe produjeron una activacibn mayor de esta enzima
que el tratamiento deficiente en hierro (DFe) con todas las dosis estudiadas,
siendo la dosis 2 (5,0 ug CoemL™") del AH y la 3 (10,0 pug CogmL™) del AF las

gue mas 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 ug
Corg-mL'l) la respuesta es similar con las dos fracciones, con las dosis 2 (5,0
g Cog'mL™) de la fraccion humica la actividad de la Fe (lll)-reductasa es mas
elevada, mientras que es la dosis 3 (10,0 ug Corg-mL'l) de la fraccion fulvica la
gue produce mayor actividad (Figura IV.61; interaccion TxDxF, 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 (lll)-reductasa radicular (umol Fe(ll)/g raiz-h).

Actividad Fe (lll)-reductasa
(umol Fe (1)/g raiz-h)

TRATAMIENTO

Ctrl @Wp,11 + 0,01a
DFe 0,46 + 0,04b
DAH, 0,76 + 0,04c
DAH, 0,86 + 0,07d
DAH; 0,75 + 0,02¢
@S|GNIFICACION
Ctrl 0,11 + 0,01a
DFe 0,46 + 0,04b
DAF, 0,67 + 0,08¢
DAF, 0,65 + 0,02¢
DAF; 0,89 + 0,09d
SIGNIFICACION

' Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P
<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).
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Figura 1V.61. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en la actividad

de la enzima radicular Fe (lll)-reductasa (umol Fe(ll)/g raiz-h).

Con los resultados de este ensayo, se comprueba que la actividad de
la Fe(lll)-reductasa radicular ha incrementado en orden de 4,2 veces con la
deficiencia de hierro. Este comportamiento es caracteristico de las plantas de
estrategia |, las cuales desarrollan mecanismos de respuesta ante situaciones
de estrés férrico, que incluyen el aumento de la actividad de esta enzima
(Johnson y Lépez, 2002; Hu et al., 2004; Romera y Alcantara, 2004; Hall y
Guerinot, 2006; Schmidt, 2006).

También, se observa que tanto la fraccion himica como la fulvica han
aumentado significativamente la actividad de esta enzima radicular con todas
las dosis analizadas. Estos resultados concuerdan con investigaciones que
sugieren que las sustancias humicas pueden intervenir en los procesos
metabdlicos implicados en la absorcion activa de nutrientes, principalmente
del Fe, al aumentar la actividad de la enzima radicular Fe (lll)-reductasa
(Aguirre et al., 2006; Varanini y Pinton, 2006).

Los datos de este ensayo, parecen indicar que las plantulas de tomate
sometidas a estrés férrico severo, han asimilado el Fe enddgeno procedente
de ambas fracciones purificadas, aumentando asi de forma significativa los
niveles foliares de Fe total y Fe (ll) respecto al tratamiento DFe (Tabla 1V.22),

con lo cual, los incrementos en la actividad de la Fe(lll)-reductasa radicular,
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pueden ser consecuencia directa del suministro por parte de ambas fracciones
de su Fe enddgeno, que actuaria como sustrato natural de esta enzima, como
también lo sugieren otros autores (Pinton et al. 1998, 1999). Esta hipétesis,
justificaria también por qué se ha obtenido mayor actividad de esta enzima
con el AH, al ser la fraccion que mas Fe enddgeno proporciona a las plantas
(Tabla IV.22). Sin embargo, con la dosis 3 (10,0 ug Corg-mL'l) la actividad de la
Fe(ll)-reductasa radicular ha resultado significativamente mayor con el
tratamiento DAF;. Este descenso con el tratamiento DAHs, implicaria que los
efectos directos de esta fraccion en la nutricion férrica, tales como el aporte de
Fe enddgeno, han sido suficientes para frenar este mecanismo de estrategia I,
no siendo asi con la fraccion falvica, donde el suministro de su Fe enddgeno

ha sido insuficiente para reducir la actividad de esta enzima.

Ademaés, existen estudios que muestran que el nivel del Fe en el medio
afecta a la induccion de los mecanismos de respuesta radicular ante la
deficiencia de Fe, ya que se ha comprobado que la aplicacion de Fe en
plantas deficientes, estimula transitoriamente las respuestas de estrategia |
(Romera et al., 2006). Asi, la adicion de 40 uM de FeEDTA a plantas de
alubias deficientes en Fe, incrementd la actividad radicular de la Fe (ll)-
reductasa, asi como la acidificacion 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 1V.63), indica que con el
tratamiento DFe a partir del tercer o cuarto dia se produjo una acidificacién
respecto al tratamiento Ctrl como consecuencia de la excrecion de H* por las
raices mediante la activacion de la enzima H'-ATPasa de la membrana
plasmética radicular, siendo esta respuesta un mecanismo caracteristico de
las plantas de estrategia | sometidas a estrés férrico, para asi facilitar tanto la
solubilizacion del Fe presente en el suelo como la optimizacién de la actividad
de la Fe (lll)-reductasa radicular (Rabotti y Zocchi, 1994; Nikolic et al., 2000;
Dasgan et al., 2002). Con la incorporacion del AH al tratamiento DFe con las
tres dosis analizadas (Figura IV.62), se observd que la extrusion de H*

disminuyd a partir del quinto o sexto dia, hecho que demuestra que las
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plantulas de tomate estdn cesando sus mecanismos de respuesta ante la
deficiencia de Fe, posiblemente resultado del aporte de Fe enddgeno por esta
fraccion. Sin embargo, con la fraccion fulvica el pH no se diferencié
estadisticamente del tratamiento DFe durante el transcurso de toda la
experiencia (Figura 1V.63), lo que sugiere que el suministro de Fe enddgeno
de esta fraccion es todavia insuficiente como para frenar este mecanismo de

estrategia | responsable de la liberacion de H".
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Figura 1V.62. Evolucion del pH de las disoluciones nutritivas de los
tratamientos: Ctrl, DFe, DAH;, DAH,, DAH; durante los primeros 9 dias del

ensayo.
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Figura IV.63. Evolucion del pH de las disoluciones nutritivas de los

tratamientos: Ctrl, DFe, DAF;, DAF,, DAF; durante los primeros 9 dias del

ensayo.
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Permeabilidad de membranas.

En la Tabla 1V.27, se comprueba que la permeabilidad de las
membranas plasmaticas radiculares también se reduce significativamente con
el tratamiento DFe respecto al tratamiento Ctrl, produciendo la adicién de las
dos fracciones a las disoluciones nutritivas del tratamiento DFe un incremento
de este parametro con todas las dosis analizadas, siendo la dosis 3 (10,0 g

CogmL") de la fraccion humica del mismo orden que el tratamiento Citrl.

Al comparar el efecto de las dos fracciones purificadas en la
permeabilidad de las membranas bajo estrés férrico, se observan mayores
niveles de este parametro con la fraccion hdmica para todas las dosis
estudiadas (Figura 1V.64; interaccion TxDxF, P<0,05; Tabla IV.A.7, Apéndice

.

Tabla IV.27. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en la en la
permeabilidad de la membrana radicular (CE./CE),).

TRATAMIENTO Permeabilidad de membrana radicular

(CE4/CE))

Ctrl 0,91 +0,01c

DFe 0,44 £ 0,02a

DAH, 0,87 +0,01b

DAH, 0,86 + 0,03b

DAH, 0,93 + 0,04c
@SIGNIFICACION

Ctrl 0,91 + 0,01d

DFe 0,44 £ 0,02a

DAF; 0,53 + 0,06b

DAF, 0,55 + 0,02b

DAF, 0,64 + 0,04c
SIGNIFICACION

" Media + error Standard (n=3).
@pnalisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P
<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).
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Figura 1V.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 hidroponico. Esta respuesta también se
ha observado con el tratamiento Bic de la Experiencia 11.2 (Tabla 1V.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 reduccion de la permeabilidad de las

membranas radiculares con el tratamiento Bic.

Los tratamientos hamicos y falvicos evitan dafios en la permeabilidad
de las membranas radiculares, al incrementar significativamente este
pardmetro con todas las dosis estudiadas respecto al tratamiento DFe,
resultando mas eficaz la fraccion humica (Figura 1V.64). El hecho de que bajo
condiciones de nutricion férrica adecuada no hayan incidido las dos fracciones
estudiadas en este parametro (Tabla 1V.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 adicion de las fracciones hdmica y fulvica a las disoluciones
nutritivas deficientes en Fe, sean consecuencia directa del aporte de Fe
enddégeno por las dos fracciones empleadas, justificandose asi por qué la

fraccién humica ha sido la méas eficaz.
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IV.3.2. PARAMETROS MORFOLOGICOS.
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 parametro 3,7 veces en relacién al Ctrl, siendo la adicion de la
fraccion hdmica 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 fraccion fulvica también incidid
positivamente en este parametro con los tratamientos DAF, y DAF;, sin
mostrar tendencia la dosis y sin alcanzar los valores obtenidos por el
tratamiento Ctrl. Por el contrario, con la dosis 1 (2,5 ug Corg-mL'l) no se han

obtenido diferencias significativas respecto al tratamiento DFe.

Si se analiza el peso fresco de la parte aérea segun la fraccion
utilizada, se observa que éste difiere, alcanzando los valores mas altos con la
fraccion humica para las tres dosis empleadas en este estudio (Figura IV.65;
Interaccién TxDxF, P<0,01; Tabla IV.A.8, Apéndice II).

Tabla 1V.28. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DAH, DAF) en los pesos
frescos radiculares y de la parte aérea (g/planta).

TRATAMIENTO PESO AEREO PESO RADICULAR
(g/planta) (g/planta)
Ctrl W13+ 1e 6,3+ 0,7¢C
DFe 3,5+0,6a 3+1la
DAH, 7+1b 4+ lab
DAH, 9+1c 5+ 1bc
DAH; 11 + 1d 5,7 +0,9¢c
@S|GNIFICACION
Ctrl 13+ 1c 6,3+0,7b
DFe 3,5+0,6a 3+1a
DAF, 4,0 £ 0,6ab 3,4+0,7a
DAF, 4,7+0,7b 3,6+0,8a
DAF, 4,7 +0,4b 3,8+0,9a
SIGNIFICACION

' Media + error Standard (n=9).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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 1V.28), se ha visto afectado
negativamente por el tratamiento DFe, reduciéndose a la mitad este
pardmetro con la deficiencia de hierro, mientras que la fraccién fulvica no ha
mostrado ningun efecto en este parametro, Por el contrario, con la fraccion
hamica se ha producido una tendencia positiva conforme aumento la dosis,
alcanzandose los niveles obtenidos por el tratamiento Ctrl con las dosis 2 y 3
(5,0 y 10,0 pg Co,g-mL'l) y no resultando este incremento significativo para la

dosis 1 (2,5 ug Co,g-mL'l) en relacion a los tratamientos DFe y Ctrl.

Cuando se compara el efecto de las dos fracciones purificadas vemos
gue sus comportamientos difieren, siendo el peso fresco radicular mayor con
la fraccidbn humica, sin incidir las dosis empleadas (Figura IV.66; Interaccion
TxDxF, P >0,05, TxF, 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, limitandose asi la produccién
Optima y calidad de los frutos (Loupassaki et al., 1997; Morales et al., 1998;
Mengel et al., 2001; Alvarez-Fernandez et al., 2006). En este ensayo, el
crecimiento de las plantas se ha visto mas afectado negativamente por la
deficiencia severa de hierro en el peso fresco de la parte aérea, al ser su

reduccion del doble de la producida en el peso fresco radicular (Tabla 1V.28).

Si se estudia el comportamiento de las fracciones humicas y fulvicas
en el crecimiento de las plantulas de tomate sometidas a estrés férrico, vemos
gue han incidido positivamente en este parametro. 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 sélo se ha visto incrementado por la fraccion humica, obteniéndose
incluso con las dosis 2 y 3 (5,0 y 10,0 pg Co,g-mL'l) el peso radicular del

tratamiento Ctrl.

Son numerosas las investigaciones que muestran los efectos
bioestimulantes de las sustancias humicas 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 mayoria de ellas

desarrolladas bajo deficiencia de algun nutriente, donde los efectos de las SH
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en las plantas suelen ser mas pronunciados (Kuiters y Mulder, 1993; David et
al., 1994).

El papel esencial del Fe en el crecimiento de las plantas esta
ampliamente reconocido, al tratarse de un componente estructural de ciertas
enzimas, como las peroxidas e invertasas, que intervienen directamente en
los procesos metabdlicos relacionados con dicho crecimiento (Bar-Akiva et al.,
1967), con lo cual, bajo deficiencia de Fe, la actividad de estas enzimas
disminuye (Ro6mheld y Marschner, 1991; Chouliaras et al., 2004),
reduciéndose asi 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 algun mineral, estan
directamente relacionados con la incorporacién de nutrientes a la disolucion
nutritiva procedentes de las SH, las cuales no son siempre purificadas antes

de emplearse.

Las consideraciones anteriormente expuestas nos llevan a plantear
gue los resultados positivos obtenidos en este ensayo por la adicion de las
fracciones purificadas en el crecimiento vegetal, son consecuencia, al menos
en parte, del Fe endégeno presente en ambas fracciones, capaz de ser
asimilado por las plantulas de tomate en estas condiciones de estrés férrico.
Esto puede comprobarse si se tiene en cuenta que la actividad de la Fe(lll)-
reductasa radicular ha aumentado con la presencia de las dos fracciones
purificadas (Tabla 1V.26), como también lo han hecho los niveles foliares de
Fe total y Fe (l) en hojas (Tabla 1V.22). Ademas, hay que sefalar que la
fraccion humica ha sido la que ha mostrado un mayor incremento del peso
fresco de las plantas en estas condiciones de estrés férrico, lo cual es 16gico si
se tiene en cuenta que se trata de la fraccion con la que se obtienen mayores
niveles foliares de hierro, resultado de su mayor contenido en sus estructuras
moleculares (Tabla Ill. 2). Por ello, ha sido necesario estudiar si los efectos
positivos de las dos fracciones en el crecimiento y, en general, en todos los
parametros relacionados con la nutricion férrica analizados, son tan sélo
consecuencia del aporte de Fe por parte del AH y AF, o también se deben a
su acciéon fisiolégica en los mecanismos relacionados con la toma y

asimilacion del Fe en estas condiciones de estrés férrico severo (Ensayo 1V).
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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.
Ademas, estos resultados estan en concordancia con los obtenidos en
nutricién férrica adecuada (Ensayo |), donde ambas fracciones sélo incidieron

en el peso fresco de la parte aérea.

Del analisis de los resultados obtenidos se llegan a las siguientes

conclusiones:

e El tratamiento DFe reduce los niveles foliares de Fe total y Fe (lI) como
consecuencia de la concentracion extremadamente baja de Fe en el
medio hidropoénico. Los tratamientos con AH y AF han incrementado
estos parametros, confirmandose asi la asimilacion por parte de las
plantas bajo estrés férrico, del Fe enddgeno 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 pardmetros a pesar de incrementar

los niveles de Fe (ll) en hojas.

e La concentracion de los acidos organicos radiculares se reduce con el
tratamiento DFe. Ambas fracciones han incrementado los niveles
radiculares de los acidos orgénicos totales. Este comportamiento
positivo puede deberse al aporte de Fe enddgeno por las dos

fracciones.
e El tratamiento DFe aumenta la actividad de la Fe(lll)-reductasa

radicular, mostrando los tratamientos con el AH y AF un incremento de

este parametro 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 relacibn al Ctrl. Los tratamientos con el AH
aumentan el pH respecto al tratamiento DFe, frenando la extrusion de
H*, mientras con el AF no se diferencié del tratamiento DFe durante el
transcurso del ensayo, lo que sugiere que el Fe suministrado por esta

fraccion es todavia insuficiente para frenar este mecanismo.

La permeabilidad de las membranas plasmaticas radiculares se ve
reducida con la deficiencia de Fe. La incorporacion de ambas
fracciones la incrementan con todas las dosis estudiadas, siendo mas

eficaz la fraccién humica.

El déficit de Fe ha inhibido el crecimiento de las plantas, afectando
mas 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 s6lo se ha visto afectado, y de forma

positiva, por el AH.

Por ultimo, dados los efectos positivos encontrados por el AH y AF en
los pardmetros analizados, ha sido necesario estudiar (Ensayo V) si
se deben al aporte de Fe por ambas fracciones, o también a su accién
fisiolégica en los mecanismos relacionados con la toma y asimilacién

del Fe en estas condiciones de estrés férrico severo.
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IV.4. ENSAYO |V: EFECTOS DEL Fe ENDOGENO DE LOS ACIDOS
HUMICOS Y FULVICOS EN LA TOMA Y ASIMILACION DEL Fe POR
PLANTULAS DE TOMATE CRECIDAS BAJO DEFICIENCIA FERRI CA
INDUCIDA POR UNA CONCENTRACION EN EL MEDIO MIL VECE S
INFERIOR A LA ADECUADA.

En este ensayo, se ha estudiado la posible incidencia del hierro
enddgeno de las fracciones humica y fulvica en la nutricion 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 concentracion
en el medio hidropénico mil veces inferior a la adecuada (3:10® mol Fe-L™?),
como para proporcionar la concentracion de hierro presente en las tres dosis

de aplicacion de las dos fracciones purificadas (Tabla 111.10).

El tratamiento estadistico 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
hidroponico proporcionada como FeEDDHA (tratamientos DFeH+Q vy
DFeF+Q) en los parametros analizados, siendo la concentracion de Fe en
ellos la misma que es aportada como humato y fulvato (tratamientos DAH y

DAF respectivamente, Ensayo llI).

Asimismo, se ha realizado un analisis de varianza factorial (MANOVA)
donde 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
parametros analizados bajo deficiencia férrica severa, se deben al contenido
de Fe enddgeno que poseen estas fracciones, 0 a su accion fisioldgica en los
mecanismos relacionados con la toma y asimilacion del Fe, o bien a su accién
conjunta. Este tratamiento estadistico ha constado de la interaccion de dos
factores (TxD), siendo T, los tratamientos (DAH, DFeH+Q; DAF, DAF+Q) y D,
(1, 2 y 3) la concentracion de Fe presente en cada dosis de los AH y AF
(Tabla 111.10).
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IV.4.1. PARAMETROS FISIOLOGICOS Y NUTRICIONALES.

ANALISIS FOLIARES:

Fe total, Fe (Il) y relacion Fe(ll) / Fe (ota.

El andlisis de los niveles de los tres parametros (Tabla IV.29) muestra
que el contenido foliar de Fe total y Fe (Il) disminuye significativamente con el
tratamiento DFe respecto al tratamiento Ctrl. Sin embargo, los tratamientos
DFeH+Q y DFeF+Q produjeron un incremento de estos parametros con todas
las dosis analizadas, aunque sin alcanzar los valores del Ctrl. Este
comportamiento es similar al encontrado en el Ensayo Il (Tabla 1V.22), donde
el Fe se adiciona como humato y fulvato (tratamientos DAH y DAF,

respectivamente).

Con el estudio de la relacion Fe(ll)/Feyw) 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 concentracion de Fe (1) en estos tratamientos esta en proporcion
con el nivel de Fe total presente en las hojas. Esta respuesta concuerda con la
obtenida en el Ensayo Il (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 (Il) (mg/Kg) y en el cociente Fe (I)/Fea.

Fe (total Fe (Il Fe(l)/Fe
TRATAMIENTO (mé /kg)) (mg /E(g)) (t<()t;)31|)
Ctrl W121 + 2d 43 + 2d 0,36 + 0,01a
DFe 25 + 3a 7,9 +0,3a 0,30 + 0,02a
DFeH;+Q 57 +7b 15+ 1b 0,27 + 0,05a
DFeH»+Q 89 + 8c 26 + 3c 0,30 £ 0,04a
DFeH3+Q 87 + 10c 29+ 1c 0,33 + 0,03a
@SIGNIFICACION ok ok ns
Ctrl 121 +2d 43 + 2d 0,36 + 0,01a
DFe 25+ 3a 7,9 +0,3a 0,30 + 0,02a
DFeF;+Q 38 + 3b 12,9 + 0,6b 0,34 + 0,03a
DFeF,+Q 43 +1c 16 + 3c 0,34 + 0,03a
DFeFs+Q 46 + 4c 15,8 + 0,7bc 0,34 +0,03a
SIGNIFICACION o ok ns

'Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; ***
P<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).
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Los resultados obtenidos (Tabla 1V.29) revelan que el estrés férrico
reduce los niveles foliares de Fe total y Fe (II), mostrando la adicion de Fe
como FeEDDHA (tratamientos DFeH+Q y DFeF+Q) una recuperaciéon de
estos parametros, al aumentar sus niveles en hojas con todas las dosis
estudiadas, consecuencia de la mayor concentracion de Fe disponible para

las plantas en el medio hidropdnico.

Al estudiar los efectos del Fe endbgeno de los AH y AF en deficiencia
férrica severa (Tabla 1V.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
(interaccion TxD, P>0,05, Tabla 1V.30).

El andlisis 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 humica y fulvica estudiadas.
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Tabla 1V.30. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q; DAF, DFeF+Q) y de
la concentracion de Fe enddgeno en cada dosis de los AH y AF: (1) 2,5, (2)
5,0y (3) 10,0 (ug Corg/mL) en los contenidos foliares de Fe total (mg/Kg), Fe
(I (mg/Kg) y el cociente Fe (IN/Fea.

Fe (total) Dosis de Fe endégeno
(mg/kg) 1 2 3
TRATAMIENTO
DAH W48+5 98+5 84+4
DFeH+Q 577 89+8 87+10
@SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns
Dosis Fe (D) ok
TxD ns
TRATAMIENTO
DAF 34+3 41+2 4743
DFeF+Q ) 38+3 43+1 46+4
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns
Dosis Fe (D) ok
TxD ns
Fe (Il Dosis de Fe endégeno
(mgl/kg) 1 1 1
TRATAMIENTO
DAH 19+2 235 2545
DFeH+Q 15+1 26+3 29+1
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns
Dosis Fe (D) ok
TxD ns
TRATAMIENTO
DAF 12+1 12+2 11+1
DFeF+Q 12,940,6 16+4 15,8+0,7
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) *okk
Dosis Fe (D) ns
TxD ns

Dosis de Fe enddgeno

Fe(ll)/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

SIGNIFICACION

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

SIGNIFICACION
Tratamiento (T)
Dosis Fe (D)

TxD

*

("Media + error Standard (n=3).

@Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion: * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; ns P>0,05 (test de DMS).
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Contenido en clorofilas.

El analisis de los resultados obtenidos cuando el Fe es suministrado
como FeEDDHA (Tabla 1V.31), revela que la deficiencia de hierro reduce los
niveles de clorofila total, a y b en hojas, produciendo los tratamientos
DFeH,+Q y DFeHs;+Q un incremento de estos parametros respecto al
tratamiento DFe, como consecuencia de la mayor disponibilidad de Fe para la
planta en el medio hidroponico, que da lugar al incremento significativo de los
contenidos de Fe (ll) en hojas respecto al tratamiento DFe (Tabla 1V.29). Por
otra parte, los tratamientos DFeF+Q (Tabla IV.31) no inciden en la sintesis de
clorofila con las tres dosis estudiadas, del mismo modo que en el Ensayo llI
donde el Fe es aportado como fulvato (tratamientos DAF, Tabla 1V.23), y a
pesar de poseer estos tratamientos niveles foliares de Fe total y mas
concretamente de Fe (Il) mayores que el tratamiento DFe (Tablas V.22 y
IV.29). Esta respuesta puede deberse a que el Fe asimilado por las plantas
con estos tratamientos es todavia insuficiente para restaurar los contenidos de
clorofila en hojas, y podria emplearse en primer lugar en restablecer otros
parametros dafiados como la permeabilidad de las membranas plasmaticas
radiculares (Tablas IV. 27 y IV.42) y el peso fresco de la parte aérea (Tablas
V.28 y IV.44).

Tabla 1V.31. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DFeH+Q y DFeF+Q) en la
concentracion de clorofila (mg/g m.f).

Clorofila Total Clorofila a Clorofila b
TRATAMIENTO (mg/ g m.f) (mg/ g m.f) (mg/ g m.f)
Ctrl ¥1,7+0,2¢ 1,3+0,1c 0,44 + 0,07¢c
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
@SIGNIFICACION ok
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

SIGNIFICACION

*kk

*k*k

*%%

“Media + error Standard (n=3).

@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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 endbégeno del AH y AF en los
niveles de clorofila total, a y b (Tabla 1V.32), se observa que la fraccion hiimica
no presenta una tendencia clara de sus efectos con la dosis (interaccion TxD,
P <0,001,Tabla IV.32), obteniéndose con el tratamiento DAH; una reduccién
de la concentracion foliar de estos pardmetros en relacion al tratamiento
DFeHs+Q, a pesar de poseer ambos tratamientos la misma concentracion de
Fe total y Fe (lI) en hojas (Tabla IV.30) y el mismo peso fresco de la parte
aérea (Tabla 1V.45). Esta respuesta parece indicar que la dosis 3 (10,0 ug
Corg-mL'l) del AH afecta negativamente a la sintesis de clorofila y mas
concretamente de clorofila b, al reducirse los niveles de clorofilas a y b en
torno a 1,7 y 4,3 veces respectivamente, en relacion al tratamiento DFeH;+Q
(Tabla 1V.32). El efecto negativo de la dosis 3 (10,0 pg Co,g-mL'l) del AH ya se
ha puesto de manifiesto en los ensayos anteriores, y en este caso hace
suponer que esté relacionado con la posible inhibicion de las enzimas

responsables de la sintesis 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 (interaccion TxD, P<0,05, Tabla 1V.32). Sin
embargo, los tratamientos DAF no difieren estadisticamente del tratamiento
DFe (Tabla 1V.23), por lo que a pesar de mostrar el AF un ligero efecto
positivo en la sintesis de clorofila a (Tabla 1V.32), no es suficiente como para
incrementar la concentracion de clorofila total en hojas respecto al tratamiento
DFe.
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Tabla 1V.32. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q; AF, DFeF+Q) y de la
concentracion de Fe enddgeno en cada dosis de los AH y AF: (1) 2,5, (2) 5,0
y (3) 10,0 (ug Corg/mL) en la concentracion de clorofila (mg/g m.f).

Clorofila Total Dosis de Fe enddgeno

(mg/g m.f) 1 2 3
TRATAMIENTO
DAH 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
@SIGNIFICACION
Tratamiento (T) xk
Dosis Fe (D) ok
TXD wkk
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
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ok
Dosis Fe (D) ns
TXD *
Clorofila a Dosis de Fe enddgeno
(mg/g m.f) 1 2 3
TRATAMIENTO
DAH 0,55 + 0,08 04+0,1 0,26 + 0,01
DFeH+Q ) 0,22 + 0,02 0,34 £ 0,04 0,44 + 0,03
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) xk
Dosis Fe (D) *
XD ok
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
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ik
Dosis Fe (D) ns
TXD *
Clorofila b Dosis de Fe endb6geno
(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
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns
Dosis Fe (D) ns
XD Hkk
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
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) *
Dosis Fe (D) ns
TxD ns

("Media + error Standard (n=3).

@Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05 (test de
DMS).
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ANALISIS RADICULARES:

Acidos organicos.

Los resultados referentes a las concentraciones radiculares de los
acidos organicos 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 reduccién de la sintesis radicular de acidos organicos con el
tratamiento DFe. Los tratamientos DFeH+Q y DFeF+Q, han incrementado la
concentracién radicular de los &cidos citrico y malico respecto a los
tratamientos DFe y Ctrl. La concentracion radicular del &cido succinico ha
resultado estadisticamente 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 dltimo, con el acido fumarico tan sélo el tratamiento DFeH;+Q ha
incrementado significativamente este pardmetro en relacion a los tratamientos
DFe y Cirl.

Tabla IV.33. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DFeH+Q y DFeF+Q) en la
concentracion radicular de &cidos organicos (umol/g m.f).

TRATAMIENTO Ac. Citrico Ac. Malico Ac. Succinico Ac. Fumarico

(umol/g m.f) (umol/g m.f) (umol/g m.f) (umol/g m.f)

Ctrl W5 9+0,7b 2,9+0,7b 75+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 45 +0,5¢c 14 + 1d 0,12 £ 0,01c
(2)S|GN|F|CAC|ON *kk Hkk Tk kK

Ctrl 59+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 45+0,4c 5,2+0,5a 0,04+0,01a

DFeF2+Q 9,9+0,2¢c 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

SIGNIFICACION fieled el il *

“Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).

Cuando se analiza el efecto de la concentracion de Fe en el medio
hidropénico en los niveles totales de &cidos organicos radiculares (Tabla
IV.34), se observa que el tratamiento DFe reduce su sintesis, 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 Ill (Tabla 1V.25). Esta
respuesta positiva parece deberse a la mayor concentracion de Fe disponible
en el medio hidropénico, que permitiria a las plantas superar la concentracion
de Fe umbral a partir del cual se desencadenaria la sintesis de los acidos
organicos radiculares. De esta manera, se han obtenido niveles mas elevados
de los acidos organicos con el tratamiento DFeH+Q (Tabla 1V.34), al

proporcionar mayor concentracién de Fe a las plantas.

Tabla IV.34. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DFeH+Q y DFeF+Q) en
la concentracion radicular de acidos organicos totales (umol/g m.f).

TRATAMIENTO Acidos organicos totales

(pmol/g m.f)
Ctrl 16,4 +0,7b
DFe 9,5+0,7a
DFeH.+Q 25+ 1c
DFeH,+Q 34,2 +0,2d
DFeH;+Q 36 + 2e
@SIGNIFICACION s
Ctrl 16,4 + 0,7b
DFe 9,5+0,7a
DFeF,+Q 20+ 2c
DFeF,+Q 19,4 +0,1c
DFeF3+Q 26 + 2d
SIGNIFICACION ok

' Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).

Cuando se estudia la incidencia del Fe enddégeno de las fracciones
huamica y falvica en los niveles radiculares de los acidos orgénicos bajo
deficiencia de Fe, se aprecia en primer lugar, que la concentracion de &cido
citrico 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 (interaccion TxD, P<0,001, Tabla 1V.35). Con la
fraccion fulvica no se ha obtenido una tendencia clara con la dosis para este
parametro, al no existir con la dosis 1 diferencias significativas entre los
tratamientos DAF; y DFeF;+Q, siendo sin embargo, mas elevado este
parametro con los tratamiento DAF, y DFeFs+Q (interaccion TxD, P<0,001,
Tabla IV.35).
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En cuanto a los niveles radiculares de &cido médlico, se aprecia una
respuesta similar con los tratamientos DAH y DFe+Q, a excepcién de la dosis
1 donde el tratamiento DAH; aumenta este parametro respecto al tratamiento
DFeH;+Q (interaccion TxD, P<0,001, Tabla IV.35). Por otra parte, la
concentracidon de este 4cido es significativamente mayor con las tres dosis del
tratamiento DFeF+Q en relacion al tratamiento DAF (interaccion TxD, P<0,05,
Tabla IV.35).

Tabla IV.35. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q, DAF, DFeF+Q) y de
la concentracién de Fe enddgeno en cada dosis de los AH y AF: (1) 2,5, (2)
5,0 y (3) 10,0 (ug Corg/mL) en la concentracion radicular de acidos organicos
(umol/g m.f).

Ac. Citrico Ac. Malico

mol/g m.f mol/g m.
TRATAMIENTO (U g ) (U g f)

Dosis de Fe end6geno

1 2 3 1 2 3

DAH Wo+1  8,6x0,4 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
@SIGNIFICACION
Tratamiento (T) b ns
Dosis Fe (D) = =
TXD *%% *k%k
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 9,940,2 12,9+0,5 45+0,4 4,15+0,08 4+2
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) * e
Dosis Fe (D) ns ns

*k%k *

D

WMedia + error Standard (n=3).

@Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion: * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001;
ns P>0,05 (test de DMS).

Para el acido succinico, se observa una concentracion mayor cuando
el Fe se aporta como FeEDDHA (tratamientos DFeH+Q), a excepcion de la
dosis 1 donde este parametro resulta mayor con el tratamiento DAH;
(interaccion TxD, P <0,001, Tabla 1V.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 &cido son
significativamente mayores con el tratamiento DAF para las tres dosis
analizadas (interaccién TxD, P<0,01, Tabla IV.36).

La concentracion radicular de acido fumarico no difiere con los
tratamientos DAF y DFeF+Q para las tres dosis estudiadas (interaccion TxD,
P>0,05, Tabla 1V.36), de igual modo que los tratamientos DAH y DFeH+Q, a
excepcion de la dosis 3 donde los contenidos radiculares de este pardmetro
han sido mayores con el tratamiento DFeHs;+Q (interaccion TxD, P<0,01,
Tabla IV.36).

Tabla IV.36. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q; DAF, DFeF+Q) y de
la concentracién de Fe enddgeno en cada dosis de los AH y AF: (1) 2,5, (2)
5,0 y (3) 10,0 (ug Corg/mL) en la concentracion radicular de acidos organicos
(umol/g m.f).

Ac. Succinico Ac. Fumarico

(umol/g m.f) (umol/g m.f)
TRATAMIENTO

Dosis de Fe end6geno

1 2 3 1 2 3
DAH 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 6,104  10,7+0,3 14+1 0,07+0,01  0,07+0,01 0,12+0,01
@SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ik ok
Dosis Fe (D) *kk ns
TxD *kk *x
DAF 1742 1342 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 8,7x0,6 0,04+0,01 0,060+0,008  0,07+0,01
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) Fkk ns
Dosis Fe (D) *x ok
TxD *x ns

WMedia + error Standard (n=3).

@Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion: * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001;
ns P>0,05 (test de DMS).
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Por ultimo, al estudiar el efecto del Fe enddgeno de las fracciones
humica y falvica en los contenidos totales de &cidos orgénicos radiculares
(Tabla 1V.37), se pone de manifiesto que para la dosis 1 los niveles de &cidos
organicos en raices no difieren significativamente cuando el Fe es aportado
como humato (tratamiento DAH;) de cuando se adiciona como FeEDDHA
(tratamiento DAH;+Q), mientras con las dosis 2 y 3 la concentracién de este
parametro es mayor cuando el Fe se suministra como FeEEDDHA (interaccién
TxD, P<0,001, Tabla IV.37). En cuanto a la fraccién fulvica, los niveles
radiculares de &cidos organicos aumentan con las dosis 1 y 2 de los
tratamientos donde el Fe se aporta como fulvato (tratamientos DAF; y DAF,),
siendo para la dosis 3 la concentracion de este parametro similar con los
tratamientos DAF; y DFeF3;+Q (interaccion TxD, P<0,001, Tabla IV.37).

Tabla 1V.37. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q; DAF, DFeF+Q) y
de la concentracion de Fe enddgeno en cada dosis de los AH y AF: (1) 2,5,
(2) 5,0 y (3) 10,0 (g Corg/mL) en la concentracion radicular de &cidos
organicos totales (umol/g m.f).

TRATAMIENTO - Dosis de Fg enddgeno -
DAH Wa7+2 23+1 21+2
DFeH+Q 251 34,2+0,2 362
@SIGNIFICACION
Tratamiento (T) Y
Dosis Fe (D) *

TXD *kk

DAF 28+1 27+1 25+1
DFeF+Q 202 194+0,1 262
SIGNIFICACION

Tratamiento (T) ok

Dosis Fe (D) ns

TXD *k%k

WMedia + error Standard (n=3).

@Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion: * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001; ns P>0,05 (test de DMS).

Los resultados obtenidos en este ensayo (Tabla 1V.37), hacen suponer
gue los efectos positivos encontrados con el AH en la sintesis radicular de
acidos organicos bajo estrés férrico severo (Tabla IV.25), se podria deber al
aporte de Fe enddgeno por esta fraccion. Sin embargo, en la fraccion falvica
podrian a su vez estar relacionados con su accion fisiologica en las enzimas
implicadas en la sintesis radicular de acidos organicos, al ser con las dosis 1y

2 los contenidos de &cidos orgéanicos totales en raices (Tabla 1V.37) y més
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concretamente, del acido succinico (Tabla 1V.36), significativamente mayores

cuando el Fe es aportado como fulvato (tratamientos DAF; y DAF,).

Capacidad de reduccion del Fe (I1).

Los resultados de la actividad de la Fe (lll)-reductasa radicular se
encuentran en la Tabla V.38, donde vemos que el tratamiento DFe aumenta
este parametro respecto al tratamiento Ctrl, siendo esta respuesta
caracteristica de los mecanismos de defensa de las plantas de estrategia |
frente al estrés férrico (Hall y Guerinot, 2006; Schmidt, 2006). Por otra parte,
el tratamiento DFeH+Q incrementd significativamente la actividad de esta
enzima en relacién a los tratamientos DFe y Ctrl con las tres dosis estudiadas,
de igual forma que los tratamientos DAH del Ensayo Il (Tabla 1V.26). El
tratamiento DFeF+Q solo aument6 este parametro respecto a los tratamientos
DFe y Ctrl con la dosis 3, mientras el tratamiento DAF lo hizo con todas las
dosis estudiadas (Tabla 1V.26, Ensayo Ill). 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 induccién de respuesta de la Fe (lll)-reductasa, ya
gue se ha comprobado que la aplicacion 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 (lll)-reductasa radicular (umol Fe(ll)/g raiz-h).

Actividad Fe (lll)-reductasa

TRATAMIENTO (umol Fe (I)/g raiz-h)

Ctrl @Wp,11 + 0,01a
DFe 0,46 + 0,04b
DFeH;+Q 0,70 + 0,08¢cd
DFeH,+Q 0,81 + 0,06d
DFeH;+Q 0,65 + 0,08¢
@S|GNIFICACION
Ctrl 0,11 + 0,01a
DFe 0,46 + 0,04b
DFeF;+Q 0,50 + 0,08b
DFeF,+Q 0,5+0,1b
DFeF;+Q 0,70 + 0,08¢
SIGNIFICACION

'Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * 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 endogeno de los AH y AF bajo estrés
férrico, se observa que la actividad de la Fe (lll)-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
(interaccion TxD, P>0,05, Tabla 1V.39). Esta respuesta muestra que los
incrementos en la actividad de la Fe(lll)-reductasa radicular bajo estrés férrico
con las dos fracciones (Tabla 1V.26), puede deberse al Fe endégeno aportado
por estas con cada dosis, el cual actuaria como sustrato natural de la enzima
como también lo sugieren otros autores (Pinton et al. 1998, 1999),
aumentando asi la concentracion de Fe total y Fe (ll) foliares respecto al
tratamiento DFe (Tabla IV.22).

Asimismo, queda justificado el haber obtenido una reduccién
significativa en la actividad de la Fe(lll)-reductasa radicular con el tratamiento
DAH; respecto al tratamiento DAH,, no siendo asi para el tratamiento DAF;
(Tabla 1V.26), al ser el Fe proporcionado por el tratamiento DFeH;+Q capaz
de frenar este mecanismo de estrategia |, siendo el aportado por tratamiento
DFeF3;+Q todavia insuficiente (Tabla IV.38).

Tabla 1V.39. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q; DAF, DFeF+Q) vy
de la concentracion de Fe enddégeno en cada dosis de los AH y AF: (1) 2,5,
(2) 50 vy (3) 10,0 (ug Corg/mL) en la actividad de la Fe (lll)-reductasa
radicular (umol Fe(ll)/g raiz-h).

TRATAMIENTO - Dosis de Fg enddégeno -
DAH 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
@SIGNIFICACION
Tratamiento (T) *x
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
SIGNIFICACION

Tratamiento (T) rx

Dosis Fe (D) rx

™D ns

®Media + error Standard (n=3).

@Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion: * 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 1V.68), muestra que con el
tratamiento DFe entre el tercer y cuarto dia se produjo una acidificacién
respecto al tratamiento Ctrl como resultado de la excrecion de H* por las
raices mediante la activacion de la enzima H'-ATPasa de la membrana
plasmética radicular, respuesta caracteristica de las plantas de estrategia |
sometidas a estrés férrico para facilitar la toma de Fe. Con la incorporacion del
Fe como FeEDDHA al tratamiento DFe (tratamientos DFeH+Q) (Figura I1V.67),
se observo con las tres dosis analizadas que la extrusion de H* disminuy6 a
partir del quinto o sexto dia, hecho que demuestra que el aporte de Fe esta
cesando este mecanismo de respuesta ante la deficiencia de Fe. Sin
embargo, con los tratamientos DFeF+Q el pH no se diferencio
estadisticamente 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 todavia insuficiente para frenar este mecanismo

de estrategia | responsable de la liberacion de H'.

'] \i/i//i
6 - L
> T
S 4- 5 L
3 |
5
1]
0 : : ‘ ‘ ‘ :
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Dias de tratamiento
—o—Ctrl DFe —A— DFeH1+Q —— DFeH2+Q DFeH3+Q

Figura 1V.67. Evolucion del pH de las disoluciones nutritivas de los
tratamientos: Ctrl, DFe, DFeH;+Q, DFeH,+Q, DFeHs+Q durante los primeros 9

dias del ensayo.
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Figura 1V.68. Evolucion del pH de las disoluciones nutritivas de los
tratamientos: Ctrl, DFe, DFeF;+Q, DFeHF,+Q, DFeF;+Q durante los primeros

9 dias del ensayo.

Cuando se compara el efecto del Fe enddgeno de los AH y AF en el
pH del medio hidropénico (Tablas 1V.40 y IV.41), se observa que no existen
diferencias significativas en este parametro 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 extrusion de H* con las dosis del tratamiento
DAH a partir del quinto o sexto dia (Figura 1V.67), es consecuencia directa del
Fe enddgeno de esta fraccion asimilado por las plantas en condiciones de
estrés férrico severo (Tabla IV.40), mientras el suministro de Fe enddgeno por
el AF (Figura 1V.68) es todavia insuficiente para frenar la liberacion de H*
(Tabla IV.41).
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Tabla IV.40. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q) en funcion de la
concentracién de Fe enddgeno en cada dosis del AH: (1) 2,5, (2) 5,0 y (3)

10,0 (ng Corg/mL), en el pH de las disoluciones nutritivas durante los

primeros 9 dias del ensayo.

Dias de tratamiento

pH
1 3 5 7 9
TRATAMIENTO
DAH; We,040,1a | 6,1+0,1a | 4,4+0,6a | 54+0,4a | 6,0+0,7 a
DFeH;+Q 6,0+0,1a | 54+0,6a | 4,3x0,7a | 49+05a | 5,940,2 a
@SIGNIFICACION
Tratamiento (T) *
Dias (D) Fkk
TxD ns
TRATAMIENTO
DAH: 6,0+0,1 a 6,2+0,2 a | 5,2t0,3a | 5,51+0,7 a 6,6+0,1 a
DFeH>+Q 6,0+0,1 a 5,9+0,1a | 5,3t0,3a | 54404 a 5,7+0,3 a
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) *
Dias (D) xk
TxD ns
TRATAMIENTO
DAH3 6,0+0,1 a 6,1+0,2 a | 5,1t0,6 a | 6,410,3 a 6,6+0,2 a
DFeHs+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
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns
Dias (D) **
TxD ns

“Media + error Standard (n=9).
@pnalisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion: * 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 funcién de la

concentracion de Fe endodgeno en cada dosis del AF: (1) 2,5, (2) 5,0y (3)

10,0 (ug Corg/mL), en el pH de las disoluciones nutritivas durante los

primeros 9 dias del ensayo.

pH

Dias de tratamiento

3 5 7 9

TRATAMIENTO

DAF,

DFeF;+Q

@SIGNIFICACION

Tratamiento (T)

Dias (D)

XD

TRATAMIENTO

DAF;

DFeF,+Q
SIGNIFICACION

Tratamiento (T)

Dias (D)

XD

TRATAMIENTO

DAF3

DFeFs+Q
SIGNIFICACION

Tratamiento (T)

Dias (D)

D

W6 0+0,1a
6,0+0,1a

6,0+0,1a
6,0+0,1a

6,0£0,1a
6,0£0,1a

4,940,7a

6,1+0,1a | 5,0+0,6a | 3,8+0,3a
4,6+0,6a

5,8+0,3a | 4,0+0,3a | 4,4%+0,5a

*%%

*%%

4,3+0,2a

6,0+0,1a | 4,2+0,3a | 3,6+0,3a
4,7+0,3a

5,3+0,5a | 4,2+0,2a | 4,4+0,5a

ns

*%%

*%%

4,4+0,5a

6,0+0,1a | 4,4+0,8a | 3,8+0,4a
4,8+0,6a

5,3+0,6a | 4,4+0,5a | 4,2+0,4a

ns
Tk

*kk

“Media + error Standard (n=9).
@Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; ***
P<0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS).

Permeabilidad de membranas.

En la Tabla 1V.42, se comprueba que la permeabilidad de las

membranas plasmaticas radiculares se reduce significativamente con el

tratamiento DFe respecto al Ctrl, produciendo los tratamientos DFeH+Q vy

DFeF+Q un incremento de este pardmetro 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 V.27,

Ensayo IlI).

Los resultados positivos encontrados por los tratamientos

DFeH+Q y DFeF+Q en este parametro (Tabla 1V.42), se pueden correlacionar

con el aumento de la concentracion de Fe en el medio hidropdnico (Tabla

111.10).
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Tabla 1V.42. Efecto de los tratamientos (Ctrl, DFe, DFeH+Q y DFeF+Q) en la
permeabilidad de membrana radicular (CE,/CE,).

TRATAMIENTO Permeabilidad de membrana radicular

(CE4/CE))
Ctrl 0,91 +0,01b
DFe 0,44 + 0,02a
DFeH;+Q 0,90 + 0,02b
DFeH,+Q 0,92 + 0,01b
DFeH;+Q 0,94 + 0,04b
@SIGNIFICACION
Ctrl 0,91 +0,01e
DFe 0,44 £ 0,02a
DFeF;+Q 0,55 + 0,08b
DFeF,+Q 0,65 + 0,07¢
DFeF;+Q 0,79 + 0,04d
SIGNIFICACION ok

“'Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001; ns P>0,05 05 (test de Duncan).

Al estudiar el efecto del Fe enddgeno de las fracciones huamica y
falvica en este pardmetro 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 FeEEDDHA
(tratamientos DFeH+Q y DFeF+Q), para todas las dosis estudiadas
(interaccion TxD, P>0,05, Tabla 1V.43).

Tabla 1V.43. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q; DAF, DFeF+Q) vy
de la concentracién de Fe endbégeno en cada dosis de los AH y AF: (1) 2,5,
(2) 50 y (3) 10,0 (ug Corg/mL) en la permeabilidad de la membrana
radicular (CE,/CE,).

TRATAMIENTO - Dosis de F2e enddégeno -
DAH Wo,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
@SIGNIFICACION
Tratamiento (T) bl
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
SIGNIFICACION

Tratamiento (T) *x

Dosis Fe (D) ok

TxD ns

“'Media + error Standard (n=3).
@Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion: * 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 parametro por la adicion de las fracciones humica y
falvica a las disoluciones nutritivas deficientes en Fe (Tabla IV.27), son
consecuencia del aporte de Fe enddgeno por ambas fracciones (Tabla 1V.43),
justificandose de esta manera por qué el AH ha sido mas eficaz (Tabla IV.A.7,

Apéndice II).

IV.4.2. PARAMETROS MORFOLOGICOS.
Peso fresco parte aérea y radicular.

Los resultados de los pesos frescos de la parte aérea y radicular se
encuentran en la Tabla 1V.44, donde se observa una disminucién significativa
de ambos parametros con el tratamiento DFe, consecuencia de la baja
disponibilidad de Fe en el medio hidropdnico, que resulta mas acusada en el
peso de la parte aérea, al ser su reduccion 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 Il (Tabla I1V.28).

Por otra parte, el peso fresco radicular sélo ha incrementado respecto
al tratamiento DFe con el tratamiento DFeH;+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 restauracion del peso aéreo, al estar este pardmetro mas dafiado

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 PE(S/OpI aAr']Ets)Eo PES(()g/Rp'IAa?]It(;)U LAR
Ctrl 13 + 1e® 6,3+0,7b
DFe 3,5+0,6a 3tla
DFeH;+Q 7+1b 4+1a
DFeH,+Q 8+1c 4,2 +0,8a
DFeH3+Q 12 +1d 5,7 +0,9b
@SIGNIFICACION
Ctrl 13 + 1d 6,3 +0,7b
DFe 3,5+0,6a 3+1la
DFeF,+Q 5,5+ 0,7bc 3,5+0,4a
DFeF,+Q 4,7+0,7b 3,4+0,4a
DFeFs+Q 5,8+0,8c 3,2+0,4a
SIGNIFICACION ok ok

@ Media  error Standard (n=9).

@Analisis de varianza ANOVA de 1 Factor. Significacion: * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001; ns P>0,05 (test de Duncan).

El estudio de la incidencia del Fe enddgeno de las fracciones humica y
fulvica en los pesos frescos de la parte aérea y radicular (Tabla IV.45), revela
que los efectos positivos encontrados por ambas fracciones en estos
parametros, parecen estar directamente relacionados con su aporte de Fe
enddgeno a plantas sometidas a estrés férrico (interaccion TxD, P>0,05,
Tabla 1V.45), como también lo sugieren otros autores (Pinton et al.,1998; Chen
et al., 2004a).
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Tabla 1V.45. Efecto de los tratamientos (DAH, DFeH+Q; DAF, DFeF+Q) y de la
concentracion de Fe endogeno en cada dosis de los AHy AF: (1) 2,5, (2) 50y
(3) 10,0 (ng Corg/mL) en los pesos frescos radiculares y de la parte aérea (Q).

Peso Fresco Parte Aérea Peso Fresco Radicular

TRATAMIENTO ©@ @

Dosis de Fe end6geno

1 2 3 1 2 3
DAH 741 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
@SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns ns
Dosis Fe (D) b o
TxD ns ns
DAF 4,0£0,6 4,7+0,7 4,7+0,4 3,440,7  3,6%0,8 3,840,9
DFeF+Q 55+0,7 4,7+0,7 5,8+0,8 3,5¢0,4 3,404 3,2+0,5
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) xxx ns
Dosis Fe (D) ns ns
TXD ns ns

WMedia + error Standard (n=3).

@Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion: * 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 plantulas de tomate cv. Jaguar ante diferentes

situaciones de nutricién férrica, cuando son tratadas con las fracciones himica

y fllvica via radicular, extrayéndose las siguientes conclusiones:

En condiciones de nutricion férrica adecuada, los efectos de la
aplicacion radicular de las fracciones humica y fulvica en plantulas de

tomate desarrolladas en hidroponia son practicamente nulos.

En medio calizo y con niveles de Fe asimilable adecuados
(FEEDDHA), la concentracion radicular de acidos organicos aumenta,
pudiendo este hecho estar relacionado con la presencia del ibn HCO3’
y el pH alcalino del medio, mientras ambas fracciones no muestran
incidencia en este parametro. Cuando se incorpora a este medio una
fuente de Fe insoluble (FEEDTA), las SH no mejoran los pardmetros
dafados por el déficit de hierro, al precipitar a valores de pH alcalinos
y en presencia de Ca”", impidiéndose asi tanto una posible accion
fisiologica de estas fracciones, como la utilizacion por parte de la

planta del hierro presente en el material himico.

Bajo deficiencia férrica severa, las fracciones humica y fulvica mejoran
el desarrollo vegetal y restauran en gran medida los mecanismos de
toma y asimilacion del hierro, como consecuencia de su aporte de

hierro enddgeno a las plantas.

En base a los resultados obtenidos, se establece que las sustancias
humicas 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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VIIl.1. SUSTANCIAS HUMICAS.

VII.1.1. pH y Conductividad eléctrica.

El pH y la conductividad eléctrica fueron medidos directamente en
alicuotas para la sustancia humica liquida (RV), mientras que en la sustancia
humica de lignitos (producto solido) se pesaron 4 g y se disolvieron en 100 mL
de agua destilada (1:25), agitdndose a continuacion durante treinta minutos y
volviéndose a agitar justo antes de medir. Se utiliz6 un pH-metro CRISON
Micro-pH 2000 y un conductrimetro CRISON Micro CM 2201.

VII.1.2. Extracto humico total y contenido en acido s hdmicos y falvicos.

Los porcentajes del extracto humico total, acidos humicos y fulvicos de
las dos sustancias humicas empleadas se obtuvieron segun el Método Oficial

de Andlisis de productos orgéanicos fertilizantes (R.D 1110/1991).

La sustancia humica de residuos vegetales al ser un producto liquido
como paso previo a la determinacion del extracto humico total fue desecada a
50-60°C durante 48 h en una estufa de aire forzado. A continuacion, se
pesaron 2 g de cada producto comercial y se introdujeron junto con 100 mL de
disolucion extractante (Na;P,O; 0,1M y NaOH 0,1N) en tarros de plastico de
200 mL, estando en agitacion 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
descarto la presencia de residuo solido seco. El liquido resultante de cada
extraccion fue enrasado con agua destilada hasta 1L. A esta disolucion se la

denominé “Extracto Himico Total”.
El extracto huimico total se determind mediante la oxidacién del C

orgénico con K,Cr,O; en medio sulfarico concentrado y posterior valoracion
con sal de Mohr (FeSO4(NH,4),S0,4-6H,0) del exceso de dicromato.
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Para ello, se tomaron 50 mL de cada extracto humico y se llevaron a
matraces erlenmeyer de 500 mL, evaporaron el bafio de agua hasta
sequedad. Seguidamente se afiadieron 10 mL de dicromato potasico 1N y 20
mL de acido sulfdrico concentrado. Se dejo reaccionar durante treinta minutos
y a continuacién se adicionaron 200 mL de agua y 10 mL de &cido
ortofosférico concentrado. Una vez frio, se valoro el dicromato en exceso con
sal de Mohr 0,5 N, usando como indicador difenilamina (0,5% en sulfarico). El
punto final de la valoracion vira de azul a verde intenso. A su vez, se
prepararon blancos sin adicionar los extractos humicos para medir el gasto de

sal de Mohr con todo el dicromato.

El extracto hamico total (EHT) se obtuvo segun la siguiente expresion:

%C.0 = (Vg-Vy)(1/2)(12/4000)(1/P)(100/0,77)
%E.H.T. = %C.0-1,724

Donde C.O corresponde al carbono orgéanico, Vg es el volumen del valorante
consumido por el blanco, Vy es el consumido por la muestra y P es el peso de

la muestra.

Para la obtencién del porcentaje en acidos humicos y fulvicos de las
dos sustancias humicas comerciales se fraccionaron a partir de 200 mL de
cada disolucién de extracto humico total, de acuerdo con el proceso descrito
en el apartado VII.1.4 de este apéndice. A continuacién, los AH precipitados
procedentes de las dos sustancias humicas 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 denomino “Disolucion de acidos humicos”.

Tras el fraccionamiento, se midieron en las disoluciones de acidos
humicos procedentes de las dos sustancias humicas, su porcentaje en
carbono organico oxidable y en &cidos humicos segun la metodologia descrita
anteriormente. El porcentaje de &cidos fulvicos se calcul6 por diferencia entre

el extracto humico total y el contenido en los &cidos humicos.
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VII.1.3. Relacion E 4/Eg.

La determinacion de esta relacién optica se llevé a cabo siguiendo el
método propuesto por Stevenson (1994). En primer lugar, se pesaron 30 mg
de las dos sustancias humicas comerciales, dénde la procedente de residuos
vegetales fue previamente secada (vacio y 40 °C) por encontrarse en estado
liguido. A continuacion, se disolvieron en 100 mL de NaHCO; 0,05 M

midiéndose las absorbancias a 465 nm (E,) y 665 mn (Eg).

VIl.1.4 Fraccionamiento y purificacion de los &cido s humicos y falvicos.

Las sustancias humicas comerciales fueron dializadas basandonos en
la metodologia descrita por Eyheraguibel, (2004). Para ello, se introdujeron 50
mL de cada SH comercial en membranas para didlisis de aproximadamente
30 cm de longitud y 3.500 Daltons de porosidad (Spectra/Por), siendo
previamente la sustancia humica de origen lignitos disuelta en agua
desionizada en proporcion 1:10 (p/v). Las membranas fueron sumergidas
completamente en recipientes de 1 L de capacidad con agua desionizada,
tomandose medidas de la conductividad eléctrica cada 24 h para evaluar la
progresion del proceso y cambiandose posteriormente el agua en el que
estaban sumergidas. La dialisis se dio por finalizada cuando la conductividad

eléctrica permanecio constante y préxima a 0 (entre 20-25 dias).

Tras la dialisis, las sustancias humicas se liofilizaron en un liofilizador
Virtis, siendo anteriormente congeladas ya que la etapa de liofilizacion permite
eliminar las moléculas de agua mediante sublimacion. Este proceso se
desarrollé durante 5 dias, a continuacion las muestras fueron conservadas en

oscuridad a 4°C.

Después de la didlisis y liofilizacion de las sustancias hamicas se
realizd6 el fraccionamiento de los &cidos humicos y fulvicos utilizando
disoluciones 1:25 (p/v), siendo el disolvente agua destilada. En primer lugar se
acidificaron con H,SO, (50%) hasta pH 1, seguidamente se dejaron reposar
durante 48 h a 4°C y posteriormente se centrifugaron a 4.500 r.p.m., con el fin

de separar los &cidos humicos (precipitado) de los &cidos fulvicos en

255



Apéndice |

disolucion. La fraccién humica procedente de la sustancia humica de lignitos
se redisolvid en la minima cantidad de agua basificada (NaOH 0,5 N),
desechandose la fraccion fulvica por ser la minoritaria. Mientras, de la
sustancia humica procedente de residuos vegetales se conservd la fraccion
falvica al ser la mayoritaria. Finalizado el fraccionamiento, los acidos himicos
de lignito y los falvicos de residuos vegetales se sometieron a un proceso de
purificacion, volviendose a repetir la dialisis y liofilizacién tal y como se ha

descrito anteriormente y se conservaron en oscuridad a 4°C.

VII.1.5. Determinacién de la concentracion de macro  y micronutrientes.

Una vez obtenidas las fracciones mayoritarias de las dos sustancias
humicas comerciales se mineralizaron. Para ello en primer lugar se pesaron
0,1 g de cada fraccion, se introdujeron en crisoles de porcelana y se
sometieron a su calcinacion en un horno mufla Labotherm L9/S27 con el

programa que aparece en la siguiente tabla:

Rampa Temperatura Tiempo de permanencia
(min.) (°C) (min.)
15 100 15
20 200 30
20 350 30
30 550 300

Posteriormente, los crisoles con las cenizas de la mineralizacion se les
adicion6 a cada uno 4 mL de HCI 6 M y se calentaron en un bafio térmico de
arena. Este proceso se mantuvo durante dos horas reponiendo el volumen
evaporado con agua destilada. Por ultimo, el mineralizado una vez frio se filtrd
con papel lavado a los acidos y se enrasé en matraces de 25 mL,
procediéndose a la determinacion en ICP (inductively coupled argon plasma

emision spectroscopy) los contenidos de: Ca, Mg, Mn, Fe, Cuy Zn.
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VII.1.6. Analisis elemental.

Mediante el analisis de los gases procedentes de la combustion de los
acidos humicos y fualvicos purificados, se determinaron los porcentajes en
peso de: C, N, H, S. El aparato utilizado en este analisis fue un Carlo Erba
modelo CHNS-O EA1108.

VII.1.7. Determinacién de grupos funcionales.

La determinacion de los grupos funcionales que constituyen la
estructura molecular de las fracciones humicas y fllvicas y el porcentaje en
que se encuentran, se obtuvieron mediante espectroscopia de *C-RMN en
estado solido y en una dimension, con la técnica de polarizacion directa (DP-
MAS) donde la magnetizaciéon se hace directamente sobre el carbono (**C) y

basandonos en la metodologia propuesta por Smernik y Oades (2000a).

Los analisis de RMN se realizaron con un espectrometro Bruker
Avance DRX-500, trabajando con una frecuencia de 125,8 MHz. En primer
lugar, se tomaron 100 mg de los acidos humicos y falvicos dializados vy
liofilizados y se introdujeron en un rotor de 6xido de zirconia de 4 mm de
didmetro cuya tapa era de Kel-F. Las condiciones empleadas para realizar los
espectros *C DP-MAS fueron: velocidad de rotacién 10.000+100 Hz; el
tiempo de espera entre experimentos “time recycle” fue de 90 s, el tiempo de
adquisicion fue de 15 ms. Se recogieron 1369 puntos con una anchura
espectral de 50 kHz y se tomd como referencia para las variaciones quimicas

los picos de alta frecuencia del sélido adamantano (6: 38,4 ppm).

Los espectros obtenidos para las dos fracciones se dividieron en las
siguientes areas: de 0 a 45 ppm C alifético, de 45 a 60 ppm C unido a N
alifatico/metoxi, de 60 a 95 ppm C unido a O alifatico, de 95 a 110 ppm C
unido a di-O alifatico, de 110 a 145 ppm C aromatico, de 145 a 165 ppm C
fendlico, de 165 a 190 ppm C carboxilico/amida y de 190 a 215 ppm C
carbonilico (Baldock y Smernik, 2002).
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VII.2. QUELATOS DE HIERRO.

VI1.2.1. Sintesis del quelato FEEDTA.

Para sintetizar el quelato FEEDTA en primer lugar se disolvié en agua
destilada el acido EDTA a partir de su sal disddica y di hidratada (Panreac
para analisis), una vez disuelto se afiadio el Fe (lll) en forma de FeCls;-6H,0O
(Panreac para analisis) en cantidad suficiente para obtener una concentracion
de 10° M del quelato de hierro. Para ello, se adicion6 un 105% molar de la sal
frente al 100% molar del agente quelante EDTA, a fin de asegurar la completa
quelacién. Una vez obtenida la disolucion del quelato se dejé a 4°C
protegiéndolo de la luz durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se filtrd
con filtros de 0,45 um (Millipore) y se ajustod al volumen deseado con agua

destilada.

VII.2.2. Determinacion de la concentracién de Cu, M n, Zn y Fe total en el

producto comercial de FeEEDDHA.

De acuerdo con la metodologia oficial de analisis de fertilizantes (EN
13366:2001), se peso por triplicado 2 g del producto comercial y se disolvieron
en 500 mL de agua destilada. A continuacion, se pipetearon 50 mL del
extracto anterior, se ajustd a 7 el pH usando HNO3; y se enras6 a 100 mL con
agua destilada. Por ultimo, se llevaron a cabo diluciones y se determinaron
mediante ICP (inductively coupled argon plasma emision spectroscopy) los

contenidos en Cu, Mn, Zny Fe.

VII.2.3. Determinacion de la concentracion de Fe qu elado en el producto
comercial de FeEDDHA.

Siguiendo la metodologia descrita por Lucena et al. (1996) para HPLC
se determind la concentracién de Fe quelado por el producto comercial de
FeEDDHA. Para ello, se prepararon por triplicado disoluciones del producto
con una concentracion de 100 mg Fe/L teniendo en cuenta la composiciéon 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

258



Apéndice |

filtros de 0,22 um (Osmonics). Se realiz6 una recta patrén de FeEDDHA

estandar, a fin de cuantificar el contenido de Fe quelado.

La fase movil utilizada, se prepar6 adicionando 20 mL de triéxido de
tetrabutilamonio al 40% (p/v) (Acros), a 650 mL de agua ultrapura. A
continuacion, se ajusté el pH a 6 con HCI (1:1) para analisis (Panreac) a fin de
mantener la estabilidad del quelato y seguidamente, se adiciondé 300 mL de
Acetonitrilo para HPLC (Scharlau FEROSA). Por ultimo, el volumen se ajusto

a1l Ly sefiltré con filtros de 0,22 um (Osmonics).

Se usé una columna Chromspher Cig, siendo el volumen de inyeccion

de 20 pL y la velocidad de flujo de 1,5 mL/min.

VI1.3. DETERMINACIONES ANALITICAS EN PLANTAS.

VII.3.1. Analisis Foliares .

VII.3.1.1. Determinacion del Fe total y Fe (ll) act ivo en hojas.

Para la determinacion 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 70°C). A continuacion, 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 adicion6é 4 mL de HCI (50%) a los crisoles
con las cenizas de la mineralizacién y se calentaron en un bafio térmico de
arena, a fin de conseguir su completa disolucion. Este proceso se mantuvo
durante dos horas reponiendo el volumen evaporado con agua destilada. Por
ualtimo, el mineralizado una vez frio fue filtrado con papel lavado a los acidos y
se enrasd en matraces de 25 mL, determinandose el Fe total mediante ICP

(inductively coupled argon plasma emision spectroscopy).

La determinacion del Fe (ll) foliar activo se llevé a cabo siguiendo la

metodologia propuesta por Oserkawsky (1933) y posteriormente modificada

259



Apéndice |

por LLorente el al. (1976). Para ello, se pesaron 0,3 g de material foliar seco
(secado en estufa de aire forzado 70°C), introduciéndose en tarros de plastico
de 50 mL de capacidad con 5 mL de HCI| 1N y se mantuvieron en agitacion
durante 4 h. A continuacién, se filtr6 sobre papel lavado a los acidos y se
enrasé en matraces de 10 mL, determinandose el Fe (lI) mediante ICP

(inductively coupled argon plasma emision spectroscopy).

VII.3.1.2. Determinacion de clorofilas en hoja.

De acuerdo con el método de Abadia et al. (1984), se pes6é 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 CaCO;. Cuando el material vegetal presentd un
color blanco como consecuencia de la pérdida de los pigmentos (3 horas) se
tomaron 1 mL de la disolucion y se llevo a 25 mL con agua destilada. A
continuacion 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 segun las siguientes expresiones:
Clorofila Total = 8,02-Ases + 20,21-Agss (Mg clorofila/L extracto)
Clorofila a = 12,7- Asss - 2,69-Asss (Mg clorofila/L extracto)
Clorofila b = 22,9-Aesss - 4,68-Asez (Mg clorofila/L extracto)

VI1.3.2. Analisis Radiculares

VII.3.2.1. Determinacion de &cidos organicos en las  raices.

Siguiendo el método de Lépez-Millan et al. (2000b) se pesaron 100 mg
de material radicular, congelandose en criotubos con nitrégeno liquido y
manteniendo las muestras a -80°C hasta su determinacién. A continuacion, se
trituraron las raices con H,SO, 8 mM calentandose durante 10 minutos en un
bafio de agua a 100°C. Seguidamente, se dejaron enfriar y se filtraron sobre
filtros de 0,2 um de fluoruro de polivinilo (LIDA, Kenosha, WI), enrrasando a
un volumen final de 2 mL con H,SO, 8 mM y se analizaron por Cromatografia

Liquida de Alta Eficacia (HPLC). Se emple6 una columna de intercambio
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ibnico Aminex (300 x 7,8 mm HPX-87H, Bio-Rad, Hercules, CA), un detector
UV de 210 nm, el volumen de inyeccion fue de 40 L, la velocidad de flujo de

0,4 mL/min y el eluyente 8 mM H,SO,.

Los acidos organicos analizados en raices fueron: acido citrico (tretencion:
12,3 min.), ac. malico (tetencion: 14,7 min.); ac. succinico (tretencisn: 18,4 min.) y
ac. fumarico (treencion: 22,7 min.). Para ello, se prepararon cuatro multipatrones
con las siguientes concentraciones: (1) 2:10* M para los &cidos citrico, malico
y succinico y 2:10° M para el acido fumarico; (2) 4-10* M para los acidos
citrico, malico y succinico y 4-10° M para el acido fumarico; (3) 6-:10“ M para
los &cidos citrico, malico y succinico y 6:10° M para el acido fumaérico; (4)
8-:10” M para los &cidos citrico, malico y succinico y 8:10° M para el acido

fumarico.

VII.3.2.2. Reduccion radicular de Fe (ll1).

De acuerdo con la metodologia propuesta por De la Guardia y
Alcantara, (2002) y Johnson et al. (2002) las raices fueron lavadas con
abundante agua destilada manteniéndose en disolucién de CaSO, 0,5 mM
durante 30 minutos (de esta forma se evita la precipitacion de carbonatos
sobre las raices) sin separarlas de la parte aérea. A continuacion, el sistema
radicular de las plantas completas se sumergieron en 200 mL de una
disolucion que contiene: disolucion nutritiva normal sin micronutrientes;
ferrozina (3-(2-pyridyl)-5,6-bis(4-phenylsulfonic acid)-1,2,4-triazine) 0,3 mM y
Fe (II)-EDTA 10* M, ajustada a pH 5,0 con MES (2-(N-morpholino)etane
sulfonic acid) 10 M. Las raices de las plantas completas se mantuvieron en
esta disoluciéon en oscuridad durante 2 horas y transcurrido este tiempo se
midieron las absorbancias a 562 nm, usando un coeficiente de extincion molar
(¢) de 27,9 mM/cm para calcular la concentracion de [Fe(ll)-Ferrozinal]=A/b-g,
siendo “A” la absorbancia y “b” el camino éptico (1 cm). Al finalizar las
medidas de absorbancia las raices se lavaron con agua destilada y se

pesaron.

Las unidades en que se expresa la reduccion radicular de Fe (lll) son

(umoles Fe (11)-g™ peso fresco raiz-h™).

261



Apéndice |

VI11.3.2.3. Permeabilidad de membrana en raices.

Se realizé 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 sera la permeabilidad de
membrana

En primer lugar, se lavaron las raices con abundante agua destilada
siendo sumergidas sin separarlas de la parte aérea en una disolucién de
CaS0, 0,5 mM durante 30 minutos (para evitar la precipitacion de carbonatos
sobre las raices). Las raices se secaron con papel de filtro pesandose y
cortdndose después en pequefios segmentos, siendo introducidas en tubos de
centrifuga con 25 ml de agua destilada y agitindose a temperatura constante
(100 rpm y 25°C, respectivamente) durante 24 horas. Posteriormente, se midié
la conductividad eléctrica (CE1l) y a continuacién los tubos tapados con
algodon y gasa se incubaron en autoclave a 120°C durante 20 minutos. Por
altimo, se realiz6 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 ug Corg/mL) y de la concentracion 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 (I)/Fea.

Fe (total) (mg/kg)

Fe (1) (mg/kg)

Fe(ll)/Fe (total)

. Dosis -
Tratamiento Fe Dosis de SH (ug Corg/mL)
2,5 5,0 10,0 0 2,5 5,0 10,0 0 2,5 5,0 10,0
We; +Fe (1212 4312 0,36+0,01
Sin SH “Fe 253 79+0,3 0,30£0,02
AH +Fe 11846 12845 9043 4745 5045 3243 0,44+0,03 0,39+0,03 0,35+0,03
- Fe 4845 9845 84+4 1942 2345 25%5 0,38+0,05 0,26+0,03 0,30+0,07
AF +Fe 139+11 152419 12919 46+ 3542 4+3 0,33+0,03 0,24+0,03 0,35+0,06
- Fe 3413 4112 47+3 1241 1242 11+1 0,36+0,02 0,30+0,03 0,24+0,03
@SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns Fkk rokk

Dosis Fe (F)
Dosis SH (D)
TxDxF

TxD

TxF

DxF

*kk
ns
Hokk
Hokk
Hkk

*kk

*k*k

*kk

*kk

*kk

*k*k

*%

“EI tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (- Fe) al DFe.
@Analisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significacion: * P<0,05; ** P <0,01;

®Media + error Standard (n=3).

*** P <0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS).
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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 ug Corg/mL) y de la concentracién de Fe en el
medio ((+ Fe) 2 mg/L y (- Fe) 0,002 mg/L) en la concentracién 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 -
Tratamiento Fe Dosis de SH (g Corg/mL)
0 2,5 5,0 10,0 0 2,5 5,0 10,0 2,5 5,0 10,0
Do + Fe ©)1,740,2 1,3+0,1
Sin SH “Fe  024+0,07 0,140,03
AH + Fe 1,440,2 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
- 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
AF + Fe 1,9+0,2 2,110,2 1,8+0,1 1,3+0,2 1,402  1,2440,06 0,6+0,1 0,68+0,07 0,58+0,06
- 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
@SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ** ns -
DOSIS Fe (F) *kk *kk *kk
Dosis SH (D) * * ns
TXDXF wex ns *x
TxD * ns ns
TxF *kk *kk *kk
DxF *k ns *

“E| tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (- Fe) al DFe.
@Analisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS).

®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 ug Corg/mL) y de la concentracién de Fe en el

medio ((+ Fe) 2 mg/L y (- Fe) 0,002 mg/L) en la concentracion radicular de acidos citrico y malico (umol/g m.f).

Ac. Citrico (umol/g m.f)

Ac. Malico (umol/g m.f)

Tratamiento Dosis Fe Dosis de SH (ug Corg/mL)
0 2,5 5,0 10,0 0 2,5 5,0 10,0
D +Fe ©)5 9+0,7 2,90,7
Sin SH “Fe 2,310,2 0,040,3
AH +Fe 7,7£0,5 8,410,8 4,4+0,5 5,7+0,8 5,7+0,6 3,3+0,3
- Fe 9+1 8,610,4 10+1 10,7+0,8 7+1 3,4+0,7
AF + Fe 3,73+0,06 5+1 10£2 5,540,9 4+1 8+1
- Fe 10,110,7 131 8+1 0,9+0,4 1,240,3 0,940,1
@SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns —
Dosis Fe (F) ok ok
Dosis SH (D) ns ok
TXDXF *k%k *%k%k
TxD *kk *kk
TxF * *kk
DxF ok

*k*k

“E| tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (- Fe) al DFe.
@Analisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS).
®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 ug Corg/mL) y de la concentracién de Fe en el

medio ((+ Fe) 2 mg/L y (- Fe) 0,002 mg/L) en la concentracion radicular de acidos succinico y fumarico (umol/g m.f).

Ac. Succinico (umol/g m.f)

Ac. Fumérico (umol/g m.f)

Tratamiento Dosis Fe Dosis de SH (ug Corg/mL)
0 25 5,0 10,0 0 2,5 5,0 10,0

D +Fe 7 5+0,3 0,08+0,01
Sin SH _Fe 6,240,7 0,05+0,01

AH +Fe 5+1 7+1 4,30,9 0,101+0,003 0,101+0,001 0,113+0, 009

- Fe 7,620,7 7,320,4 8,240,8 0,06+0,01  0,060+0,007  0,04+0,01
A +Fe 5,4%0,5 5+1 5,5+0,7 0,072+0,003 0,042+0,008 0,04 40,006
-Fe 17+2 13+2 15,9+0,8 0,06+0,01 0,07+0,01  0,070%0,0 09

@SIGNIFICACION

Tratamiento (T) 53
Dosis Fe (F) Fkk
Dosis SH (D) ns
TxDxF ns
TxD *x
TxF *hk
DxF *kk

“E| tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (— Fe) al DFe.

@Analisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significacién: * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS).

®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 ug Corg/mL) y de la concentracién de Fe en el

medio ((+ Fe) 2 mg/L y (- Fe) 0,002 mg/L) en la concentracién radicular de acidos organicos totales (umol/g m.f).

Dosis de SH (ug Corg/mL)

Tratamiento Dosis Fe

0 2,5 5,0 10,0
3)
Wsin SH +Fe 16,4 £ 0,7

- Fe 95+0,7
AH + Fe 19+2 21+ 2 12+2
-Fe 27+ 2 23+1 21+2
AF + Fe 15+1 14+2 24 +2
-Fe 28+1 27+1 25+1

@SIGNIFICACION
Tratamiento (T)
Dosis Fe (F)
Dosis SH (D)
TxDxF

TxD

TxF

DxF

*%

*kk

k%

*k%k

k%

E| tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (— Fe) al DFe.

@Analisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significacién: * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS).

®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 ug Corg/mL) y de la concentracién de Fe en el
medio ((+ Fe) 2 mg/L y (- Fe) 0,002 mg/L) en la actividad de la Fe (lll)-reductasa radicular (umol Fe(ll)/g raiz-h).

Dosis de SH (ug Corg/mL)

Tratamiento Dosis Fe

0 2,5 5,0 10,0
3
R Lo
AH + Fe 0,10+0,02 0,14+0,02 0,082+0,007
- Fe 0,760,04 0,86%0,07 0,75%0,02
AF + Fe 0,091+0,008 0,11+0,01 0,090+0,006
- Fe 0,67+0,08 0,65%0,02 0,89+0,09

@SIGNIFICACION
Tratamiento (T)
Dosis Fe (F)
Dosis SH (D)
TxDxF

TxD

TxF

DxF

KKk

k%

k%

ns
*k

“E| tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (— Fe) al DFe.

@Analisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS).

®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 ug Corg/mL) y de la concentracién de Fe en el

medio ((+ Fe) 2 mg/L y (- Fe) 0,002 mg/L) en la permeabilidad de la membrana radicular (CE,/CEy,).

Tratamiento Dosis Fe

Dosis de SH (ug Corg/mL)

0 2,5 5,0 10,0
3)
sin sk “Fe 0442002
AH + Fe 0,88+0,02 0,97+0,07 0,99+0,05
- Fe 0,87+0,01 0,86+0,03 0,93+0,04
AF +Fe 1,02+0,04 0,97+0,08 1,00+0,03
-Fe 0,53+0,06 0,55+0,02 0,64+0,04

@SIGNIFICACION
Tratamiento (T)
Dosis Fe (F)
Dosis SH (D)
TxDxF

TxD

TxF

DxF

*kk
k%

*%

ns

*k%k

ns

“E| tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (— Fe) al DFe.

@Analisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS).

®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 pg Corg/mL) y de la concentracion 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 (Q).

Peso Fresco Parte Aérea (Q)

Peso Fresco Radicular (g)

Tratamiento Dosis Fe Dosis de SH (ug Corg/mL)
0 25 5,0 10,0 0 25 5,0 10,0
D +Fe ©13+1 6,3+0,7
Sin SH - Fe 3,5+0,6 3+1
AH +Fe 15+1 14,7+0,9 14,7+0,9 61 61 61
- Fe 7+1 9+1 11+1 4+1 5+1 5,7+0,9
AP +Fe 10,6+0,9 9,4+0,8 10,5+0,5 6,5+0,8 5,4+0,8 6,340, 7
-Fe 4,00,6 4,7+0,7 4,7+0,4 3,4+0,7 3,640,8 3,8+0,9

@SIGNIFICACION
Tratamiento (T)
Dosis Fe (F)
Dosis SH (D)
TxDxF

TxD

TxF

DxF

k%

*k%k

*%

k%

*%

*kk

ns
ns
ns

*%

ns

“E| tratamiento Sin SH con (+ Fe) corresponde al Ctrl y con (- Fe) al DFe.
@Analisis de varianza MANOVA (TxDxF). Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05 05 (test de DMS).

®Media + error Standard (n=9).
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Tabla IV.A.9. Efecto de los tratamientos (BAH, BAF) y de la dosis de SH (2,5, 5,0, 10,0) (ug Corg/mL) en los contenidos foliares de Fe total
(mg/Kg), Fe (II) (mg/Kg) y el cociente Fe (Il)/Fea. ElI Fe (2 mg/L) fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia Il.1 y como FEEDTA en la

Experiencia 11.2.

Tratamiento

Fe (total) (mg/kg)

Fe (I1) (mg/kg)

Fe(ll)/Fe (total)

Dosis de SH (ug Corg/mL)

— 2,5 5,0 10,0 2,5 5,0 10,0 2,5 5,0 10,0
Experiencia II.1
BAH 12043 127+4 10048 48+6 48+3 38+3 0,40+0,05 0,37+0,02 0,38+0,05
BAF 12348 11943 135+4 43+1 4745 4616 0,35+0,03 0,40+0 ,04 0,34+0,05
WSIGNIFICACION
Tratamiento (T) ** ns ns
Dosis SH (D) ns ns ns
XD xox ns ns
Experiencia I1.2
BAH 11646 174+2 12643 31+1 32+2 33+3 0,27+0,01 0,18+0,01 0,26+0,03
BAF 13346 135417 14448 35+4 3445 3445 0,26+0,03 0,26+ 0,05 0,23+0,05
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns ns ns
Dosis SH (D) *kk ns ns
TxD i ns ns

“Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05.
@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) (ug Corg/mL) en la concentracién de clorofila (mg/g

m.f). El Fe (2 mg/L) fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia Il.1 y como FEEDTA en la Experiencia 11.2.

Clorofila Total Clorofila a Clorofilab
Tratamiento (mglg m.f) - (mglg m.f) (mglg m.f)
Dosis de SH (ug Corg/mL)
. . 2,5 5,0 10,0 2,5 5,0 10,0 2,5 5,0 10,0
Experiencia II.1
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 15+0,2 1,30 £ 0,03 15+£0,2 0,5+0,1 0,44 £ 0,08 0,50 £ 0,04
WSIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns ns *x
Dosis SH (D) ns ns ns
TxD ns ns ns
Experiencia Il.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
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns * ns
Dosis SH (D) ns ns ns
TxD ns ns ns

“Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacién: * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05.
@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) (ug Corg/mL) en la concentracién radicular de acidos

organicos (umol/g m.f). El Fe (2 mg/L) fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia Il.1 y como FeEDTA en la Experiencia Il.2.

Ac. Citrico (umol/g m.f) Ac. Malico (umol/g m.f)
Tratamiento Dosis de SH (ug Corg/mL)
SR 2,5 5,0 10,0 2,5 5,0 10,0
Experiencia 1.1
BAH ®12,1+0,2 15,1+ 0,2 7,1%0,4 7,9%0,6 8,4+0,1 59+0,9
BAF 11,1+0,8 11,4+0,6 11+1 4,3+0,3 56+0,3 4,2+0,2
WSIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns ok
Dosis SH (D) ok ok
TxD *k%k *
Experiencia 1.2 56+0,8 52+0,3 47+0,8
BAH 13+1 10,0+ 0,9 11+1 4,3+0,3 6,0+0,7 48+0,1
BAF 11,3+0,8 9,9+0,6 9+2
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns ns
Dosis SH (D) * ns
D ns *

“Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05.
@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) (ug Corg/mL) en la concentracién radicular de acidos
organicos (umol/g m.f). El Fe (2 mg/L) fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia Il.1 y como FeEDTA en la Experiencia Il.2.

Ac. Succinico (umol/g m.f)

Ac. Fumérico (umol/g m.f)

Tratamiento

Dosis de SH (ug Corg/mL)

N 2,5 5,0 10,0 2,5 5,0 10,0
Experiencia 1.1
BAH @6 +1 53+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
WSIGNIFICACION
Tratamiento (T) i i
Dosis SH (D) ns xx
TxD * *%
Experiencia 11.2 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
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) i ns
Dosis SH (D) *k ns
D ** ns

“Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacién: * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05.

@Media + error Standard (n=3).
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Tabla 1V.A.13. Efecto de los tratamientos (BAH, BAF) y de la dosis de SH (2,5, 5,0, 10,0) (ug Corg/mL) en la concentracion radicular de acidos

organicos totales (umol/g m.f). El Fe (2 mg/L) fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia 1.1 y como FeEDTA en la Experiencia 11.2.

Tratamiento Dosis de SH (ug Corg/mL)

. . 2,5 5,0 10,0
Experiencia Il.1
BAH @257+0,8 29,0+ 0,6 19+1
BAF 28+ 2 29+ 2 28+ 2
WSIGNIFICACION
Tratamiento (T) ok
Dosis SH (D) ok
TXD **%
Experiencia 1.2 313 32+3 31+4
BAH 27+ 2 28+1 252
BAF
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ok
Dosis SH (D) ns
XD ns

“Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05.
@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) (ug Corg/mL) en la actividad de la Fe(lll)-reductasa

radicular (umol Fe(ll)/g raiz-h). El Fe (2 mg/L) fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia II.1 y como FeEDTA en la Experiencia Il.2.

Tratamiento

Dosis de SH (ug Corg/mL)

S 2,5 5,0 10,0
Experiencia I1.1
BAH ©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
WSIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns
Dosis SH (D) *
TxD *
Experiencia Il.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
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) *
Dosis SH (D) ns
TxD *

“Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05.

@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) (ug Corg/mL) en la permeabilidad de membrana radicular

CE4/CE.. El Fe (2 mg/L) fue adicionado como FeEDDHA en la Experiencia Il.1 y como FeEDTA en la Experiencia Il.2.

Tratamiento

Dosis de SH (ug Corg/mL)

S— 2,5 5,0 10,0
Experiencia I1.1
BAH ©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
WSIGNIFICACION
Tratamiento (T) *
Dosis SH (D) ns
XD ns
Experiencia Il.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
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ek
Dosis SH (D) ns
XD ns

“Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion: * P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05.

@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) (ug 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 Il.1 y como FEEDTA en la Experiencia Il.2.

Peso Fresco Parte Aérea (Q)

Peso Fresco Radicular (g)

Tratamiento

Dosis de SH (ug Corg/mL)

- - 2,5 5,0 10,0 2,5 5,0 10,0
Experiencia Il.1
BAH @14 +2 14+1 13,4+0,9 5,8+ 0,7 6+1 49+0,9
BAF 14,2+ 0,8 12+2 13+2 6,8+0,5 5+1 6,9+0,9
WSIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns xx
Dosis SH (D) * ns
TxD ns ns
Experiencia 1.2 3,6+0,8 3,6+0,7 3, 70,7
BAH 61 6,8+0,8 6,7+0,9 34+0,4 3,1+0,6 29+£0,7
BAF 8+x1 61 6,2+0,8
SIGNIFICACION
Tratamiento (T) ns *
Dosis SH (D) ns ns
TxD ns ns

“Analisis de varianza MANOVA (TxD). Significacion:
@Media + error Standard (n=9).

* P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns P>0,05.
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