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Objetivos

1.-OBJETIVOS.

La gestidn adecuada de la materia organica del suelo, constituye uno
de los pilares basicos sobre los que se apoya una agricultura de caracter
sostenible. Sin embargo, el amplio desarrollo de la agricultura de régimen
intensivo, con el consiguiente empleo de fertilizantes minerales de manera
indiscriminada y casi abusiva, se ha traducido en una pérdida de los niveles
optimos de materia organica del suelo, debida al desequilibrio que se genera
en éstos. En las zonas de climas templados y escasa pluviometria, donde
este tipo de agricultura se ha visto ampliamente desarrollada, dicho efecto es
todavia mas ostensible. Este es el caso de las regiones mediterraneas,
donde la pérdida de calidad de los suelos provocada por las causas antes
mencionadas, unida a la salinizacion de los mismos y a otros factores de tipo
economico y social, ha generado el abandono de amplias areas dedicadas
a la agricultura.

Portodo ello, y para restablecer los contenidos de materia organicade
los suelos, los agricultores han utilizado, en muchos casos, cantidades muy
importantes de sustancias humicas comerciales. Es decir, hasta ahora, las
sustancias humicas se han venido empleando mayoritariamente como
mejoradores de las condiciones de fertilidad de los suelos, aprovechado sus
efectos indirectos sobre los cultivos. Pero con las dosis tan bajas empleadas,
la incidencia sobre las propiedades del suelo suele ser muy escasa.

En los ultimos afios, en cambio, con el desarrollo de los cultivos sobre
sustrato inerte y la fertirrigacion, el rol de las sustancias humicas comerciales
ha dado un nuevo giro. En la actualidad se pretende explorar los efectos
directos de estos compuestos sobre la planta. Es decir, los efectos
bioestimulantes o bioactivadores (like-auxine) que puedan tener. Sin duda,
este nuevo enfoque de las sustancias humicas requiere estudios completos

gue determinen cuales son esos efectos, en qué magnitud y por qué se
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Objetivos

producen, para, de esa manera, poder establecer dosis y épocas de
aplicacion, asi como toda la informacion pertinente para un empleo 6ptimo
de dichas sustancias por parte del agricultor.

Dado que tratamos de estudiar el caracter bioactivador de estos
productos, la via de aplicacién a los cultivos que nos parecié mas adecuada,
mas directa, sin menosprecio de la aplicacion tradicional al medio radicular,
fue mediante pulverizaciones foliares.

Como ya se ha mencionado anteriormente, otro de los problemas mas
graves a los que se enfrentan los agricultores de la cuenca mediterranea es
el de la salinizacién de sus suelos y sustratos debido al inevitable empleo de
aguas de riego de deficiente calidad y al uso excesivo de fertilizantes
minerales. En este trabajo se ha tratado, igualmente, de estudiar si el efecto
bioestimulante de las sustancias humicas se podria convertir en un “efecto
bioprotector’ para el cultivo en esas condiciones de salinidad.

Como cultivo testigo para nuestros ensayos hemos empleado el
tomate cv. Daniela debido a su rapido desarrollo y a su importancia
econdmica, no solo en la comarca de I’Alacanti, sino también en toda el area
mediterranea, y demas zonas productoras (Almeria, Canarias...).

En base a todo esto, en nuestro trabajo nos hemos planteado los

siguientes objetivos:
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[1.- Evaluar los efectos agronémicos de la aplicacién foliar
de sustancias humicas comerciales sobre cultivo de

tomate en invernadero, en sustrato inerte y fertirrigado.

2.- Establecer dosis 6ptimas de aplicacion foliar de dichos

materiales en estas condiciones.

3.- Valorarel efecto bioprotector de las sustancias humicas
comerciales sobre los primeros momentos fenolégicos

de un cultivo de tomate en medio salino.

4.- Clasificar todos estos efectos en funcion de los

diferentes origenes de las sustancias humicas

comerciales empleadas.

VIl



Introduccién

II.-INTRODUCCION.

I1.1.-Sustancias humicas.

Desde los estudios de Liebig en el siglo pasado, se conoce que las
plantas son capaces de desarrollarse adecuadamente con un buen
suministro de nutrientes minerales y luz. Es decir, que pueden vivir en
ausencia de los componentes estructurales del suelo, tanto inorganicos como
organicos. Este hecho esta suficientemente contrastado en la actualidad con
la, cada vez mayor, extension de cultivos hidroponicos o sobre sustrato inerte
gue se pueden encontrar en las areas de produccién agricola mundial. Sin
embargo, la mayor parte de la agricultura se desarrolla sobre suelo, y en ese
caso, la materia organica del suelo se describe, frecuentemente, como el
factor clave para la fertilidad del mismo. Pero incluso para cultivos sobre
sustrato inerte, la materia organica puede jugar un papel importante, si es
considerada como un agente bioestimulante o bioactivador.

Pero antes de entrar en consideraciones sobre el papel de la materia
organica sobre los cultivos, se debe definir y acotar en lo posible dicho
término. De acuerdo con Stevenson (1994) la materia organica del suelo esta
conformada por la totalidad de las sustancias de tipo organico presentes en
los suelos, incluyendo los restos de tejidos vegetales y animales inalterados,
sus productos de descomposicion parcial, la biomasa del suelo que algunos
autores (Drozd et al., 1996) excluyen de la totalidad de la materia organica,
la fraccién organica soluble en agua y la materia organica estabilizada: e/
humus. Sobre esta ultima fraccion se centrara el interés de este trabajo
(Figura 11.1).
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Materiales organicos del suelo
Organismos Materia organica
vivos del suelo
Materiales Productos
inalterados tranformados
(humus)
Sustancias ]
no humicas Sustancias
humicas

Figura Il.1. Drozd et al. (1996).

11.1.1.-Definicién y fraccionamiento.

El término humus, se utilizd en la antiguedad para hacer referencia a
la totalidad del suelo. Posteriormente se ha empleado como sinénimo de
materia organica, mientras que en la actualidad, y como ya se ha
mencionado, hace referencia a una fraccién de dicha materia organica que
engloba a un grupo de sustancias dificiimente clasificables, de color oscuro,
muy resistentes al ataque microbiano, de alto peso molecular, de naturaleza
coloidal y propiedades acidas (Stevenson 1994).

En conclusidn, las sustancias humicas, que se encuentran con gran
asiduidad en el medio natural, en suelos, sedimentos y aguas (MacCarthy et

al., 1990) son residuos de las plantas y animales en estado de
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descomposicion, unidos alos productos sintetizados por los microorganismos
del suelo y ciertos intermedios de dicha sintesis (Ayuso, 1995). Esta
composicion no es estable sino que presenta gran dinamismo, por lo que mas
que un grupo de sustancias estamos ante un estado de la materia organica,
diferente segun las condiciones de su formacion. Entre un 60% y un 90% de
la materia organica del suelo esta constituida por estos materiales de
naturaleza lignoprotéica (Gallardo, 1980).

Pero las sustancias humicas (SH) en el suelo se encuentran
asociadas, mediante uniones de caracter débil (puentes de hidrégeno,
fuerzas de Van der Waals...) a otra fraccion organica constituida por
productos de composicién quimica definida y de alto peso molecular,
polisacaridos y proteinas, sustancias simples como azucares y aminoacidos
y otras pequefias moléculas. Sin embargo, en algunos casos, esas uniones
son de tipo covalente. Todo este heterogéneo grupo de materiales se
engloba bajo el término de sustancias no humicas. En conclusion, el humus
esta formado por sustancias humicas y no humicas, aunque los términos
humus y sustancias humicas son empleados como sinénimos por algunos
autores (Stevenson, 1994).

Actualmente se conoce, dentro de ciertos intervalos, la composiciéon
elemental de las sustancias humicas. Sin embargo la complejidad intrinseca
de estos materiales debida a la variabilidad de factores que intervienen en su
formacion (material original, microorganismos del suelo, condiciones
ambientales...), hace que el estudio de las estructuras quimicas que las
conforman y de sus efectos sobre las plantas sea realmente complicado. Por
consiguiente, la incapacidad de definir las sustancias humicas en términos
guimicos especificos nos fuerza a usar definiciones imprecisas, en base
Unicamente a las caracteristicas observadas en los procesos de su
fraccionamiento.

En este sentido, es posible realizar un fraccionamiento de las
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sustancias humicas en distintos componentes que presentan propiedades
fisicas y quimicas diversas (Figuras 1.2 y 11.3). La técnica de fraccionamiento
mas comun y aceptada es la basada en las diferentes solubilidades en agua

a varios valores de pH. Asi, Aiken et al. (1985) distingue entre:

. Acidos humicos: Como la fraccion insoluble en agua en condiciones

acidas (pH<2) pero soluble a valores mayores de pH.

. Acidos fulvicos: Ala fraccion soluble en agua en todo el intervalo de
pH.
. Humina: Fraccion insoluble a cualquier valor de pH.

SUELO O SEDIMENTQ®

Extracciéon con base

insoluble soluble
HUMINA Tratamiento con acido
precipitado no precipitado
ACIDO HUMICQ ACIDO FULVICQ

Figura Il.2. Fraccionamiento de las sustancias humicas. (Stevenson,
1994).
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SUSTANCIAS HUMICAS

solubles en acido insolubles en acido insolubles en acido
solubles en alcali solubles en alcali insolubles en alcali
AcIDOS FULVICOS AcIDOS HUMICOS HUMINA

disminuye peso molecular
disminuye la concentracion en carbono————
aumenta el contenido en oxigeno
aumenta la acidez y CIC
disminuye el contenido en nitrégeno

Figura Il.3. Fraccionamiento de las sustancias humicas. Propiedades.
(Cuesta, 1994).

La mayor parte de los estudios acerca de las sustancias humicas se
han llevado a cabo sobre las fracciones humicas y fulvicas, siendo la humina
la que se ha estudiado en menor extension (Rice et al., 1988). La humina
corresponde al 50% o mas de la materia organica del suelo, de una gran
inercia, esta constituida por acidos humicos tan intimamente unidos ala parte
mineral del suelo que no pueden separarse de ella; asi como también por
sustancias humicas de alta condensacion y con un contenido de C superior
al 60%. Por otro lado, los acidos humicos y fulvicos son mas activos tanto
guimica como geoldgicamente (Ayuso, 1995). Segun Stevenson (1994), una
vez precipitados los acidos humicos, podemos obtener la fraccion fulvica pura
mediante absorcion-desorcion sobre una resina XAD-8.

Pero este modelo de fraccionamiento de las sustancias humicas
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aunque es, sin duda, el mas extendido, no es el unico. En la bibliografia
podemos encontrar otros métodos, aunque la mayoria se basan en el
anterior, o son parte de él. Asi Yonebayashi (1994) emplea una nueva ruta
de fraccionamiento para los acidos humicos utilizando resina XAD-8 H'-
saturada. Los acidos humicos son adsorbidos a pH 3 y fraccionados
mediante eluciones sucesivas con tampones de pH 7 y 11, agua y etanol
(50%-90%).

1.1.2.-Composicion y estructuras.

Lagran complejidad que presentan las sustancias humicas, en cuanto
a su composicion y estructura, ha hecho necesario grandes esfuerzos para
conocer dicha composicién. Esta varia dependiendo de su origen, método de
extraccion y otros parametros. Sin embargo, las similitudes entre diversas
sustancias humicas son mas numerosas que sus diferencias. Dichas
analogias son las que han hecho que estos productos sean identificados
como un grupo de sustancias. Ademas, los resultados de las mediciones de
las propiedades de las sustancias humicas suelen ser valores medios debido
precisamente a esa heterogeneidad (MacCarthy et al., 1990).

Los analisis elementales de estos compuestos muestran que, en
general, el 98-100% de sus elementos (libres de cenizas) son C, H, O, N, S
y P. La distribucion se puede ver en la Tabla II.1.

Se observa como, en general, los acidos fulvicos presentan mayores
contenidos de oxigeno y menores de carbono. De esa manera las relaciones
O/C paralos acidos humicos presentan un valor aproximado de 0,5, mientras
gue para acidos fulvicos este valor se centra en 0,7 (Steelink, 1985). Este
hecho se traducira, como se mostrara posteriormente, en un mayor contenido

en grupos funcionales oxigenados en los acidos fulvicos.



Introduccién

Tabla Il.1. Intervalos usuales para la composicion
elemental de las sustancias humicas. (Steelink,

1985).

Acidos Acidos
Elemento Hamicos(%) Fualvicos(%)
Carbono 53,8-58,7 40,7-50,6
Oxigeno 32,8-38,3 39,7-49,8
Hidrégeno 3,2-6,2 3,8-7,0
Nitrégeno 0,8-4,3 0,9-3,3
Azufre 0,1-1,5 0,1-3,6

Lareactividad de las sustancias humicas y por tanto, sus efectos sobre
el suelo y las plantas estan estrechamente relacionados con el tipo y
concentracion de grupos funcionales de las mismas. La mayor parte (Tabla
II.2) son de tipo oxigenado: carboxilos, alcoholes, hidroxilos fendlicos y
carbonilos. Ademas, la presencia de grupos nitrogenados esta ampliamente
demostrada (Varanini et al., 1995). Aunque también nos podemos encontrar
con éteres, hidroxiquinonas, lactonas... (Stevenson 1994).

Los acidos fulvicos contienen un mayor numero de grupos funcionales
de caracter acido que los acidos humicos (Stevenson, 1994; Schnitzer, 1990),
particularmente carboxilos y fenoles. Ademas, en los humicos la mayor parte
del oxigeno se encuentra formando parte del nucleo o estructura central, en
uniones éter o éster, mientras que para los acidos fulvicos esta como COOH,
OH 0 C=0. Aunque estos datos (Tabla Il.3) muestran cierta variabilidad, sise
puede decir que los acidos fulvicos presentan mayor acidez total que los

humicos, debido a esa mayor presencia de grupos carboxilo e hidroxilo.
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Tabla Il.2. Grupos funcionales presentes en los sustancias

humicas.
Amino -NH, Anhidrido R-CO-O-CO-R’
Amina R-CH,-NH, Imina R-CHNH
Amida R-CO-NH, Imino =NH
Alcohol R-CH,-OH Eter R-CH,-O-CH,-R’
Aldehido R-CHO Ester R-COOR’
Carboxilo R-COOH 0 o
Quinona o
Carboxilato R-COO"
Il
(o)
Enol R-CH=CH-OH
Cetona R-CO-R’ o
OH
Hidroxiquninona
Il
(o)
Ceto-acido R-CO-COOH
Carbonilo -CH=CH-CHO o
insaturado H || H
Anti HN., ,C—N COOH
Péptido \c\/ > c\/
R H R H
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Tabla 11.3. Distribucién de grupos funcionales oxigenados
en sustancias humicas (meq/100g). (Stevenson, 1994).

Acidos Acidos

hamicos 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 cetodnicos y de quinonas 30-140 120-420
OCH, 30-80 30-120

Desde antiguo, la problematica de la definicién de una estructura para
las sustancias humicas ha sido afrontada por muchos investigadores, que
han propuesto diversos modelos, aunque en muchos casos con poco éxito.
Posteriormente, el empleo de modernas técnicas analiticas como la RMN *C,
la resonancia de espin electronico, la pirdlisis-espectrometria de masas y la
extraccion con gases en estado supercritico, han proporcionado mas
informacion acerca de las complejas estructuras de las sustancias humicas
(Schnitzer, 1990). La mayoria de los datos obtenidos indican que estos
materiales estan constituidos, en gran medida, por anillos aromaticos unidos
entre siy a otras estructuras de caracter alifatico. Estas unidades formarian
el esqueleto central o nucleo de las sustancias humicas (Varanini et al.,
1995). La unién desordenada de estas estructuras genera la formacion de
complejas macromoléculas, cuyas dimensiones pueden variar desde unos
pocos cientos a varios miles de Da para los acidos fulvicos (Linehan, 1977)
hasta varios cientos de miles para los acidos humicos (Swift et al., 1971). Un

ejemplo de estas estructuras se puede ver en la Figura Il.4. (Hatcher et al.,
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1994).

Apesar de lacomplejidad y variabilidad de las estructuras propuestas,
hay algunos rasgos distintivos entre acidos humicos y fulvicos que se pueden
observar experimentalmente. En particular, la fraccién fulvica presenta
valores de porcentaje de aromaticidad menores (25% comparados con un 35-
40% de los acidos humicos) y mayores de carga negativa y polaridad
(Schnitzer, 1990). Por ultimo Ghosh et al. (1980) aseguran que, a los valores
de pH habituales en los suelos de cultivo, las sustancias humicas se
encuentran en forma de polianiones tridimensionales con una forma entre
esférica y eliptica “sponge-like structure” (Schulten, 1994). Unidos a ese
nucleo central se encontrarian las sustancias no humicas (Figura 11.4). A
pesar de toda su complejidad y de lo dificil que resulta dar una estructura
adecuada para definir las sustancias humicas, su interés agronémico supera
dichas complicaciones, como observdé Hayes (1991): “No es necesario
averiguar de manera precisa la estructura de las sustancias humicas para

tener un aceptable conocimiento de la importante funcion de las mismas.”
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Figura Il.4. Estructura de acido humico propuesta por Hatcher et al., 1994.
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11.1.3.-Extraccion de las sustancias himicas.

La mayor parte de la materia organica de los suelos y sedimentos se
encuentra en formas insolubles: complejos macromoleculares aislados o
unidos mediante cationes di y trivalentes (Ca ?*, Fe * y Al **), en combinacion
con componentes inorganicos como arcillas, para formar el complejo arcillo-
humico o atrapada entre las laminas de arcillas expandidas (Este tipo de
sustancias humicas no es extraible por métodos convencionales, pero si con
un tratamiento previo de destruccién de la arcilla con HF).

Dado que las sustancias humica son polielectrolitos, como ya se ha
dicho, permanecen insolubles en el agua del suelo cuando sus cargas estan
saturadas por cationes di y trivalentes, o por iones hidrégeno. Cuando éstos
se reemplazan por cationes monovalentes como Na* o K*, tiene lugar la
solvatacion de los polianiones, que se disuelven en agua (Ayuso, 1995).
Existen una gran variedad de técnicas, que dependen del extractante y
material a extraer. Asi, compuestos no polares como grasas, ceras y resinas
se extraen mejor con disolventes organicos como hexano, éter, mezclas
alcohol-benceno, etc. Las técnicas de hidrdlisis se usan preferentemente para
la extraccion de mondmeros como aminoacidos y azucares (Drozd et al.,

1996). Pero, cuales son los requisitos de un método de extraccién ideal:

Conseguir extraer las sustancias humicas sin alterarlas.

2. Que las sustancias humicas extraidas no contengan contaminantes
inorganicos tales como arcillas o cationes polivalentes.

3. La extraccion debe ser completa, siendo por tanto representativa de
todas las fracciones de distinto peso molecular.

4. El método debe ser aplicable a todos los suelos.

12
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No existe ningun extractante que cumpla todos estos requisitos. Los

mas empleados se encuentran en la Tabla Il.5 (Stevenson, 1994)

Tabla II.5. Extractantes para los constituyentes organicos del

suelo (Stevenson, 1994).

Tipo de material

Extractante

Materia organica

extraida (%)

Sustancias humicas

Compuestos hidrolizables

1. Aminoacidos y
aminoazucares.
2. Azlcares

Polisacaridos

Grasas, ceras, resinas...

Bases fuertes
NaOH
Na,CO,

Sales neutras
Na,P20,, NaF
Sales organicas

Quelatos
Acetilacetona
Cupferrén
8-

hidroxiquinoleina

Acido férmico

Acetona/H,O/HCI

HCI 6N caliente
H,SO, 1N caliente

NaOH, HCOOH,
agua caliente

Disolv. para grasas

Hasta 80%
Hasta 30%

Hasta 30%
Hasta 30%

Hasta 30%

Hasta 55%
Hasta 20%

25-45%
5-25%

<5%
2-6%
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11.1.3.1.-Extraccion alcalina.

El empleo de disoluciones alcalinas, generalmente NaOH, aunque
también KOH, de 0,1 a 0,5M en relacion peso:volumen 1:2 a 1:5, es la
técnica mas frecuente para extraer la materia organica del suelo. Ademas se
trata del procedimiento mas utilizado para la extraccibn de sustancias
humicas de tipo comercial como las que se van a estudiar en el presente
trabajo. Para obtener un mayor rendimiento, se realizan extracciones
sucesivas. El lavado con HCI diluido, que elimina el Ca y otros cationes
polivalentes incrementa la eficiencia de la extraccion (Garcia et al., 1993a).
Ademas mediante el pretratamiento acido pueden aumentar los contenidos
de algunos micronutrientes como el hierro, tal y como comprobaron Garcia
et al., (1993a) al hacer diversas extracciones de lignitos con NaOH y KOH
con o sin tratamientos previos con HCIl y HNO,.

Se puede decir que con esta técnica se extraen dos terceras partes de
lamateria organica del suelo (Stevenson, 1994). Pero la extraccion con bases
fuertes, si bien es la mas efectiva, presenta algunos problemas de
consideracion: disuelven fracciones minerales (arcillas) que contaminan la
materia organica, disuelven componentes estructurales y protoplasmaticos
de la biomasay tejidos frescos que se mezclan con la materia humificada, se
producen autooxidaciones de algunos constituyentes organicos al contacto
con el aire, asi como condensaciones entre aminoacidos y grupos carbonilo
de aldehidos aromaticos o quinonas para formar compuestos tipo humico.
Estas alteraciones son mayores cuanto mas concentrada es la base y cuanto
mayor es el tiempo de contacto (Brenner, 1950). Swift et al (1972)
comprobaron que las rupturas de las sustancias humicas bajo condiciones
alcalinas era mayor en presencia de O,. Otros cambios producidos por el O,

son incrementos en la capacidad de intercambio cationico y en el estado de
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oxidacion de las sustancias humicas. Para minimizar dichos cambios debidos
a procesos de autooxidacion, toda la extraccion debe hacerse en atmadsfera
de N..

Sin embargo, algunos autores (Tan et al., 1994) han realizado estudios
de extraccion de sustancias humicas comparando varios extractantes
alcalinos, y no han encontrado signos de alteraciones de la materia organica

cuando se examinaban sus espectros de RMN "*C.

11.1.3.2.-Extractantes suaves.

Como alternativa a la agresividad de los extractantes alcalinos, se han
venido utilizando algunos procedimientos mas suaves. Entre otros, agentes
complejantes como EDTA, acetilacetona, cupferron y disolventes organicos
de varios tipos como el tetrahidrofurano. Una manera de aumentar la
efectividad de estos extractantes es la mezcla con otros productos, asi segun
Beckwith et al. (1984) las adiciones de urea en altas concentraciones (8M)
incrementa la efectividad de la extraccion. Obviamente, aunque las
alteraciones que se producen en la materia organica extraida son menores,
la efectividad que muestran estos productos es también, mucho menor. Por
ello se puede pensar que los extractantes suaves son mas adecuados
cuando la finalidad del producto extraido es su estudio y caracterizacion, sin
embargo para fines comerciales son los productos alcalinos los que se

muestran mas efectivos.
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1.1.3.3.-Na,P,0; y otras sales neutras.

En muchos suelos y sedimentos, como ya se ha dicho, son algunos
cationes polivalentes como el Ca, Fe y Al los que mantienen a la materia
organica floculada. Por consiguiente, aquellos productos que inactiven dichos
iones formando precipitados insolubles o complejos de coordinacién solubles
conseguiran solubilizar la materia organica. Algunos de estos ejemplos son
el Na,P,0,, el oxalato amonico y algunas otras sales neutras. De todos ellos,
sin duda, el mas utilizado es el pirofosfato sédico, que aunque muestra una
efectividad extractora de un 30% tan sélo, produce minimas alteraciones en
lamateria organica. En algunos casos se emplean junto a productos alcalinos
para aumentar su efectividad, asi Garcia et al. (1993b) muestran que la
mezcla 0,1N NaOH/Na,P,0, es la mas efectiva en la extraccién de sustancias

humicas de turbas del tipo Carex, aunque no para el tipo Sphagnum.

Finalmente, algunos autores han disefiado extracciones secuenciales
para aumentar la efectividad del proceso. Asi Schnitzer et al. (1989) superan

el 80% de C y el 75% de N extraido mediante la siguiente secuencia:

1. n-hexano, para extraer alcanos y acidos grasos.

2. Cloroformo, para acidos grasos alcoholes de cadena larga y ésteres
de acidos grasos.

3. 0,1M Na,P,0O, en atmodsfera de N,, para la materia organica
“‘complejada” con metales y arcillas.

0,5M NaOH en atmosfera de N,, para la materia organica “libre”.

o

H,O, también para la materia organica “libre”.

16



Introduccién

I1.2.-Efectos de las sustancias humicas.

El crecimiento y produccion de las plantas depende de su nutricién
mineral, del agua, el aire y de otros parametros medioambientales como luz
y temperatura. Sin embargo, el efecto positivo de la materia organica sobre
el desarrollo vegetal también esta sobradamente demostrado (Csicsor et al.,
1994; Galli et al., 1994; Baron et al., 1995; Varanini et al., 1995).

Sin duda, la genética es la principal artifice de la enorme mejora
productiva de muchas especies vegetales. Sin embargo, esta ciencia no
puede ser considerada como la unica responsable de los éxitos alcanzados.
Resulta obvio que la creciente capacidad de control de los parasitos y el
mayor conocimiento de la fisiologia vegetal, sobre todo desde el punto de
vista nutricional, han contribuido de manera muy significativa, a dichos
avances. Y es aqui donde entran a jugar un papel decisivo productos tales
como las sustancias humicas, que exaltan la capacidad de absorcion y
traslocacion de nutrientes por las plantas, de manera que cada proceso de
biosintesis se ve optimizado con beneficios productivos y cualitativos
(Dubbini, 1995). Hasta ahora, las sustancias humicas se han venido
empleando mayoritariamente como mejoradores de las condiciones de
fertilidad de los suelos, es decir, para optimizar la estructura, permeabilidad,
niveles de materia organica etc, de los suelos. O sea, se han aprovechado
sus efectos indirectos sobre los cultivos. Pero con las dosis empleadas, la
incidencia sobre las propiedades del suelo es muy escasa. Debido a los altos
precios que han regido en el mercado para estos productos, se han venido
realizando aplicaciones en dosis que podriamos denominar "comerciales". Es
decir, son criterios econdmicos y no cientificos los que dictaminan la
dosificacién de estas sustancias.

En los ultimos arnos, en cambio, con el desarrollo de los cultivos sobre

sustratoinertey la fertirrigacion, el rol de las sustancias humicas comerciales
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ha dado un nuevo giro. En la actualidad se pretende explorar los efectos
directos de estos compuestos sobre la planta. Es decir, los efectos "like-

auxine" u hormonales que puedan tener.

11.2.1.-Sobre el suelo.

Como es sabido, los suelos agricolas mediterraneos poseen,
generalmente, bajos contenidos en materia organica, que tienden a disminuir
debido alas pérdidas que se producen por mineralizacion de la misma, a las
labores agricolas, a la relativa poca importancia actual del estercolado, asi
como al empleo preferente de abonos minerales de origen industrial. Esta
disminucion de la materia organica en los suelos se traduce en un deterioro
de las propiedades fisico-quimicas de los mismos, asi como en su mayor
erosionabilidad, con la consiguiente pérdida de productividad a medio y largo
plazo (Bardn et al., 1995). Estas practicas estan convirtiendo paulatinamente
la agricultura tradicional en un ejercicio de tendencias claramente
insostenibles. Por ello, la utilizacion de materia organica esta sobradamente
justificada.

Pero, desde el punto de vista de las plantas, conviene distinguir entre
los efectos indirectos y directos de las sustancias humicas. Centrandonos en
el primer grupo, la materia organica humificada puede mejorar la fertilidad del

suelo a través de su efecto sobre diversas propiedades del mismo como:

1. Aporte de nutrientes (N, P, S, etc.) a las raices (Varanini, 1995).

2. Mejora de la estructura del suelo incidiendo, de ese modo, en la
relacion agua-aire en la rizosfera (Piccolo et al., 1997).

3. Incremento en el suelo la actividad microbiana (Ocio et al., 1990).

Aumento de la capacidad de intercambio cationico (CIC) y de la
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capacidad tampdn-pH del suelo (Baroén et al., 1995).

5. Formacion de complejos estables con Cu?*, Mn?*, Zn?"y otros cationes
polivalentes y aumento asi deladisponibilidad de micronutrientes para
las plantas (Albuzio et al., 1994).

6. Aporte de sustancias humicas que actuan como transportadoras de

nutrientes (Varanini, 1995).

7. Oscurecimiento del suelo, de manera que se facilita su calentamiento
(Gallardo, 1980).
8. A través de su combinacién con plaguicidas puede afectar a su

bioactividad, persistencia y biodegradabilidad (Hunchak-Kaiouk et al.,
1994; Deschauer et al., 1994; Carlsen et al., 1994).

No se ha de olvidar que para mejorar estos aspectos del suelo se han
de realizar grandes aportes de materia organica de buena calidad al mismo.
1.2.2.-Sobre la planta.

Pero en este trabajo, nos hemos centrado en el empleo de las
sustancias humicas comerciales como productos de accion fisiolégica, es

decir hemos tratado de estudiar los efectos directos, de caracter

bioestimulante, sobre las plantas.
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11.2.2.1.-Absorcion de las sustancias humicas.

El hecho de que las sustancias humicas puedan tener un efecto
directo sobre el desarrollo vegetal, implica su absorcion por las plantas.
Existen estudios de cierta antiguedad (Prat et al., 1959) que muestran dicha
absorcion usando C unido al material organico. Sin embargo, segun ese
estudio, sélo una pequefia fraccion del material absorbido es transportado
hacia la parte aérea de la planta. Otras investigaciones muestran que los
acidos fulvicos son transportados, en mayor medida, haciala parte aéreaque
los acidos humicos (Furh et al., 1967). De la misma manera, Vaughan et al.
(1976) encontraron que los acidos humicos son absorbidos por raices de
trigo, y que aproximadamente un 5% es transportado hacia el tallo. Asi
mismo, Vaughan et al. (1981) demuestran que la proporcién de absorcion de
acidos fulvicos/acidos humicos se incrementa con el tiempo de incubacion,
indicando una absorcion preferente de sustancias de bajo peso molecular.
También afirman que, las fracciones de acidos humicos de bajo peso
molecular son absorbidas tanto activa como pasivamente, mientras acidos
humicos de peso molecular superior a 50.000 Da son absorbidos solo de
forma pasiva. Vaughan et al. (1985) concluyen que casi todas las fracciones
de sustancias humicas de bajo peso molecular son absorbidas activamente
por las plantasy, que los acidos fulvicos pueden ser biolégicamente algo mas

activos que los acidos humicos.

1.2.2.2.-Efectos sobre la germinacion y el crecimiento radicular.

Las sustancias humicas muestran mayores efectos sobre las raices

que sobre la parte aérea. Sladky (1959) aplicoé acidos humicos, acidos

20



Introduccién

fulvicos, y un extracto alcohdlico de materia organica en concentraciones de
50, 50 y 10 mg L™, respectivamente, a plantas de tomate creciendo en
disolucion nutritiva. Las tres fracciones de materia organica estimularon
significativamente la longitud y peso de la raiz en comparacién con una
disolucion nutritiva pura.

Smidova (1962) estudioé el efecto de un humato sédico sobre la
absorcion de agua y la germinacion de semillas de trigo. Observo
incrementos en la absorcion de agua, respiracion y germinacion de semillas
por la aplicacion de disoluciones de 100 mg L™ de humato-Na. El aumento
sobre la germinacion fue atribuido a estimulos sobre la actividad enzimatica
de la semilla. Csicsor et al. (1994) revelan marcados efectos beneficiosos
para la germinacién de semillas de tabaco en condiciones in vitro, por la
aplicacion de humatos potasicos o acidos fulvicos, apareciendo los mejores
resultados para la dosis de 200 mg L™ de humato-K (Tabla I1.6). Los efectos
beneficiosos son explicados en funcion de la capacidad de las sustancias
humicas de actuar como donadores de electrones, de manera que pueden
intervenir en la cadena respiratoria celular, incrementando el suministro de

energia a las células.
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Tabla Il.6. Porcentaje de germinacion en placa Petri. (Csicsor et

al., 1994).

Tratamientos Dosis Germinacién % Germ. (%) ref.

mg_le control
K-Humato 12 88 99,4
K-Humato 50 89 100,6
K-Humato 200 94 106,2
AF 4 88,5 100
AF 50 87 98,3
AF 200 93 105,1
Wouxal 0,2% 91 102,8
Control -- 88,5 100

En relacidon a este hecho Chukov et al. (1996) estudiaron la relacién
entre los efectos fisioldgicos de sustancias humicas y su actividad
paramagnética, o lo que es lo mismo de su concentracion de radicales libres.
Segun este autor, la concentracién de radicales libres de las sustancias
humicas esta directamente relacionada con la actividad fisiolégica de las
mismas. Sus estudios sobre germinacion de semillas de lechuga en
condiciones in vitro, muestran que el efecto beneficioso de sustancias
humicas y otros preparados bioactivadores, crecen simultdneamente a la
concentracion de radicales libres de dichos materiales, hasta una cierta
“dosis Optima” a partir de la cual el efecto es inhibitorio. Csicsor et al. (1994)
justifica el hecho de que los humatos potasicos son mas efectivos que los
acidos fulvicos por el hecho de que la concentracion de radicales libres en los
primeros es mayor, de manera que su influencia en la cadena respiratoria es

superior.
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Segun Jurcsik (1994), el mecanismo de accion fisiolégica consiste en
la absorcion de O, atmosférico por los radicales semiquinoénicos, formandose
radicales superéxido o hidrogenoperdxido capaces de donar electrones a las
cadenas respiratorias. Los electrones perdidos son repuestos por moléculas

de agua, o por ciertos microorganismos del suelo (Lovley et al., 1996).

11.2.2.3.-Desarrollo de la parte aérea.

Aunque lainfluencia de las sustancias humicas es mas acusada sobre
las raices, existen numerosos estudios de su efecto sobre la parte aérea. Asi
Rauthan et al. (1981) estudiaron la incidencia de la aplicacion de acidos
fulvicos aladisolucién nutritiva (Hoagland) de plantas de pepino. El resultado
se muestra en la Figura 11.5, que indica el 6ptimo crecimiento de los tallos
para dosis de 100 a 300 mg L. En ella se puede observar el efecto de “dosis

optima” (Dell’Agnola et al., 1971).
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Figura I1.5. Influencia de la concentracién de acidos fulvicos en el
peso seco de raices de pepino. (Rauthan et al., 1981).
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Chen et al. (1994) al aplicar acidos himicos en dosis de 50 mg L™
sobre plantas de trigo en cultivo hidropodnico, encuentran estimulos
considerables en la produccion de biomasa tal y como muestra la Tabla I1.7.
Estos resultados son comparables alos de David et al. (1994) al trabajar con
plantas de tomate en disolucion nutritiva y varios tratamientos humicos.

Las fracciones mas activas de las sustancias humicas son las de
menor tamafo molecular. Como muestran Albuzio et al. (1994) la fraccion
menor de 8 kDa, que es la mas susceptible de ser absorbida por la raiz, en
dosis de 150 mg C L' es la que mejora de manera mas significativa la
produccion de biomasa de plantas de avena. De nuevo, en este caso, a dosis
mayores el efecto pasa a ser inhibitorio. En concordancia con estos
resultados estan los de Retta et al. (1994) al trabajar con plantas de tabaco
a las que se aplicaban diferentes fracciones moleculares de sustancias

humicas en comparacion con auxinas y citoquininas.

Tabla II.7. Efecto de 50 mg L™ de acidos hiimicos en el
crecimiento de trigo en agua o disolucién de Hoagland.
(Chen et al., 1994).

Medio cultivo  Organo Peso fresco Estimulo
mg/planta %

Agua Raiz 93 0
Tallo 185

Agua+AH Raiz 146 57,5%
Tallo 252 36,2%

Hoagland Raiz 182 96,3%
Tallo 342 84,9%

Hoagland+AH Raiz 203 118,3%
Tallo 390 110,8%

Sin embargo, otros autores (Dell’Amico et al., 1994) observaron que
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las fracciones de menor tamafio molecular, incluso a dosis bajas, muestran
efectos inhibitorios. En este caso Dell’Amico et al. trabajaron con fracciones
humicas procedentes de residuos urbanos compostados o frescos. Para este
tipo de sustancias humicas, particularmente las de residuos no compostados,
las fracciones de bajo peso molecular presentan fitotoxicidades muy elevadas
por la presencia considerable en ellas de acidos organicos de bajo peso
molecular, fenoles etc. (Wilson et al., 1986). Por ello el conocimiento del
grado de estabilidad de la materia organica de los enmendantes es uno de
los aspectos mas importantes para el entendimiento de su actuacion sobre

el desarrollo vegetal (Pascual et al., 1997).

11.2.2.4.-Absorcion de macronutrientes.

El efecto estimulante de las sustancias humicas sobre el crecimiento
de las plantas ha sido comunmente relacionado con el aumento de la
absorcion de macronutrientes (Guminsky et al., 1983). Gaur (1964) encontro
incrementos en la absorcién de N, P y Ky descensos en la toma de Ca en
plantas de Lolium perenne L. tratadas con acidos humicos de compost. En
otro estudio realizado sobre plantas de pepino, Rauthan et al. (1981)
cultivaron sus plantas en disolucion de Hoagland, conteniendo hasta 2000 mg
L™ de acidos fulvicos. Los tratamientos incrementaron la absorcion de N, P,
K, Cay Mg en los tallos y N en las raices. La maxima absorcion de todos
estos elementos fue obtenida a concentraciones de 100 a 300 mg L™
Igualmente David et al. (1994) observaron que la adicion de 1280 mg L™ de
acidos humicos producia incrementos en los niveles foliares de P, K, Ca, Mg
y radiculares de N y Ca en plantas de tomate fertirrigadas. Sanchez-Conde
et al. (1968), empleando plantas de pimiento regadas con disoluciones que

contenian 8, 80 y 100 mg L™ encontraron incrementos en latomade N, Py
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Mg y descensos en la toma de K, Cay Na.

El Mg se absorbe mejor por las plantas a pH 5 que a pH 7, aunque los
humatos favorecen dicha absorcion a ambos pH. La accion negativa
mostrada por un inhibidor metabdlico como el 2,4-dinitrofenol, demuestra que
los acidos humicos actuan a través de procesos metabdlicos (Sanchez-
Andreu, 1994).

En relacion al N, Garcia-Serna et al. (1996) muestra como, aplicando
mediante pulverizacién de disoluciones concentradas, sustancias humicas
sobre granulos de urea, la liberacién del N al suelo era mas paulatina.

En trabajos de Bardn et al. (1995) con cultivo de trigo cv. Cajeme,
dichos autores observan como se manifiesta un efecto positivo de la adicién
de sustancias humicas al suelo sobre la absorcion de Ny P, y algo menos en
el caso del K, no sélo en los analisis foliares sino también en los analisis de
grano.

En el caso concreto del P, Lee et al. (1976) muestran que la adicién
de humatos célcicos en dosis de 85 mg L™ a una disolucion nutritiva favorece
la absorcion de P por la planta. Posiblemente se deba al hecho de que los
acidos humicos sean capaces de formar peliculas protectoras sobre las
superficies del suelo donde éste se retiene o por la capacidad quelante de las
sustancias humicas sobre Al, Cay Fe, los cuales forman fosfatos insolubles,
de manera que se impide dicha formaciéon (Sanchez-Andreu et al., 1994).
Este hecho es corroborado por Wang et al. (1995) al observar que la
aplicacién conjunta de fertilizantes fosforados y acidos humicos a un suelo
alcalino aumentaba el contenido de fosforo soluble en agua de manera
significativa desde 106 ppm P en los suelos sin fertilizacion, a 1458 ppm P en
los suelos con fertilizacion fosférica y 1695 ppm P en los suelos con
fertilizacion conjunta fosforica mas acidos humicos. En estos mismos
términos se expresan Hafidi et al. (1997), los cuales muestran un efecto

positivo de la absorcién de P en plantas de Lolium italicum cv. Barspectra por
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laadicion al suelo de sustancias humicas procedentes de tubas. Dicho efecto
se acentua con la utilizacion de sustancias humicas tratadas con 6xidos de
nitrogeno (NO,) para aumentar su contenido de grupos funcionales. La
explicaciéon para suelos acidos es la misma que dan Sanchez-Andreu et al.
(1994), mientras que para suelos neutros, las sustancias humicas son
capaces de adsorber aniones de P facilitando asi su absorcién por parte de
la planta.

En trabajos realizados en el Departamento de Agroquimica y
Bioguimica de la Universidad de Alicante (Bermudez et al., 1993), se
comprobd como, la adicion de una sustancia humica comercial procedente
de lignitos a granulos de fertilizantes fosforados (fosfato monoamonico, y en
menor medida triple 20) en concentraciones de un 1% incrementaba la
biodisponibilidad del P en suelos calizos donde, en condiciones normales, es
fuertemente retenido.

Ademas de las ya mencionadas existen infinidad de referencias
bibliograficas que nos muestran la influencia de la aplicacion de sustancias
humicas sobre la absorcion de cationes y aniones por diferentes cultivos.
Este efecto, se explica, no s6lo por una intervencion indirecta de las
sustancias humicas, es decir, por la mejorade las condiciones fisico-quimicas
del suelo; sino también por un efecto directo, de origen metabdlico sobre la
planta. Asi Piccolo et al. (1992) distinguen entre diferentes fracciones de
sustancias humicas, y muestran que son aquellas con una mayor
concentracion de grupos funcionales acidos y de un menor tamafo
molecular, las mas activas a la hora de promover la absorcién de nutrientes

como el N.
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11.2.2.5.-Absorcion de micronutrientes.

Segun Chen et al. (1986) los metales de transicion como Cu, Zn, Fe,
Mn y otros son capaces de formar complejos con las sustancias humicas.
Este hecho puede convertirse en uno de los motivos fundamentales que
justifique su empleo en zonas de suelos alcalinos, como los de las areas
mediterraneas, donde los problemas de microcarencias, particularmente de
Fe, son de los mas graves con los que se enfrentan los agricultores.

David et al. (1994) observan incrementos en los niveles foliares de Fe,
Mn y Zn en plantas de tomate que crecen en disolucion nutritiva por la adicion
a la misma de 1280 mg L™ de acidos humicos.

El hierro ha sido uno de los micronutrientes mas estudiados, en
relacion a la clorosis férrica. Las sustancias humicas no sélo incrementan la
solubilidad del Fe en la disolucion, sino que también afectan a la
translocacion del Fe de las raices a los tallos (Dekock, 1955). Aso et al.
(1963) encontraron que plantas de arroz y maiz en cultivo hidropénico con
disoluciones nutritivas a pH 7, presentan sintomas clordéticos, incluso tras la
adicién de acidos humicos enriquecidos con amonio. Sin embargo, la adicion
de sustancias humicas con Fe (lll) complejado, eliminé dichos sintomas casi
en su totalidad. En ese mismo sentido Lee et al. (1976) encuentran que
concentraciones de 5 mg L™ de humato sédico en la disolucién nutritiva de
plantas de maiz, que crecen en cultivo hidroponico, aumentalos rendimientos
de produccion, asi como la concentracion de Fe, tanto en la raiz como en la
parte aérea.

El efecto de las sustancias humicas en la absorcion de Zn y Cu por
plantas de remolacha fue estudiado por Vaughan et al. (1976) empleando
discos de tejido parenquimatico. La adicion de sustancias humicas reduce

ligeramente la absorcion de Zn cuando las concentraciones sobrepasan los
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25 mg L' de acidos hiimicos. Concentraciones menores no muestran ningun
efecto. Sin embargo, Jalali et al. (1979) encontraron que empleando plantas
enteras, la absorcion de Cu, Zn y Fe se veia incrementada por la adicién de
estos materiales organicos.

Albuzio et al. (1994) también encuentran aumentos en los niveles
foliares de Fe en plantas de avena tratadas con sustancias humicas de
diversos tamanos moleculares, correlacionando los mismos con las
concentraciones foliares de clorofila.

Pero en muchos casos, la aplicacion de sustancias humicas se traduce
en unainhibiciéon de latoma de algunos micronutrientes, o en la reduccion de
los efectos téxicos de algunos metales pesados, tal y como muestran Ullah
et al., (1991) para Cd, Niy V, debida a la formacion de complejos de gran
estabilidad con fracciones humicas de gran tamafio que no son solubles. Por
consiguiente, la proporciéon de las fracciones moleculares en un material
humico dado es decisiva en este aspecto. Es decir, que la solubilidad
(tamafio molecular) de las fracciones de una sustancias humica es un factor
determinante paraque tengalugar el aumento o la inhibicion de laabsorcion.
Asi, White et al. (1980) controlaron la absorcion de Zn, Cd y Mn en dos
suelos enmendados con Zn y Cd. Los suelos contenian un 1,2% vy 3,8% de
materia organica cada uno. Los efectos toxicos en las plantas se redujeron
significativamente para las que se desarrollaban en el de mayor contenido de
materia organica, debido a la inmovilizacién de los metales por fracciones
organicas de elevado peso molecular. Sin embargo empleando complejos
humicos de Fe, Zn, Cu o Mn se incrementa considerablemente la absorcion

de dichos elementos esenciales por los cultivos (Rauthan et al., 1981).
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11.2.2.6.-Efectos sobre las membranas.

El estimulo mostrado en la absorcion idnica por tratamientos humicos
ha provocado que muchos investigadores propongan, que estos productos
afectan a la permeabilidad de las membranas debido a sus propiedades
surfactantes (Vaughan et al., 1971; 1976). Ya en la primera mitad de siglo,
Prozorovskaya (1936) demostré que la exo6smosis de azucares a través de
algunas raices se veia incrementada por la presencia de acidos humicos, y
concluyd que los acidos humicos aumentan la permeabilidad de las
membranas con el consiguiente incremento en la absorcion de nutrientes.

El modo de accién de las sustancias humicas sobre las membranas
no esta definido, aunque esta probablemente relacionado con la actividad
superficial de las mismas (Chen et al., 1978). Actividad resultante de la
presencia de "zonas moleculares" de caracter hidrofébico y otras de caracter
hidrofilico. De esta manera las sustancias humicas pueden interaccionar con
los fosfolipidos de membrana y actuar como transportadores de nutrientes al
medio celular. Otro posible modo de accidon sobre la permeabilidad de las
membranas es mediante una accion metabdlica, desacoplando la
fosforilacion oxidativa en las propias membranas (Glass, 1975). Slesak et al.
(1988) mostraron que las aplicaciones de acidos humicos afectaban a la
actividad H*-ATPasa de raices de trigo.

La accién de las sustancias humicas sobre las membranas puede, por
consiguiente, favorecer procesos naturales como la selectividad de muchas
plantas en la absorciéon de Na*. Cuesta (1994) encontré descensos en la
toma de Na® en vid, al aplicar sustancias himicas procedentes de residuos
vegetales. Este hecho puede conferir a las sustancias humicas cierto papel
bioprotector frente a efectos nocivos del ambiente, como la salinidad
(Chaminade, 1956).
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1.2.2.7.-Metabolismo energético.

Tanto la respiracion como la fotosintesis pueden ser aumentadas por
la aplicacién de sustancias humicas. Sladky (1959) hizo crecer plantas de
tomate en disolucioén nutritiva conteniendo acidos humicos, acidos fulvicos y
un extracto alcohdlico de materia organica del suelo, produciendo altas
concentraciones de clorofila. El oxigeno consumido se incrementa al
compararlo con las plantas control. También se observa que los acidos

fulvicos tienen un efecto mayor que los acidos humicos (Tabla I1.8).

Tabla 11.8. Efecto de fracciones de SH sobre respiracion y niveles
de clorofila en plantas de tomate. (Sladky, 1959).

OXIiGENO
ABSORBIDO

TRATAMIENTO HOJAS RAICES | CLOROFILA

% del control

Control 100 100 100
Extracto alcohdlico (10 mg L™) 110 176 130
AH (50 mg L) 124 123 163
AF (50 mg ) 130 138 169

Albuzio et al. (1994) encuentran estimulos considerables en los niveles
foliares de clorofilas, en plantas de avena tratadas con sustancias humicas
(150 mg L") de peso molecular menor de 8 kDa. Este hecho lo explican
mediante el aumento de la disponibilidad del Fe, presente como quelatos, y
por el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa.

El efecto de las sustancias humicas sobre la respiracion vegetal esta
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muy relacionado con su capacidad de actuar como donadores/aceptores de
electrones, y por consiguiente poder entrar en la cadena respiratoria como ya

se vio en apartados anteriores (Chukov et al., 1996; Lovley et al., 1996).

1.2.2.8.-Sintesis de proteinas y acidos nucléicos y actividad enzimatica.

Los cambios en la sintesis de ARN, fueron observados en secciones
de raices de guisante por Vaughan et al. (1979). Bukvova et al. (1967)
encontraron que los acidos himicos, en bajas concentraciones (10 mg L™),
estimulan la sintesis de la fosforilasa en plantas de trigo, inhibiéndola a
concentraciones altas (100 mg L™).

La hipdtesis de que las sustancias humicas pueden actuar como
hormonas y tener un efecto bioestimulante ha conducido a muchos
investigadores a tratar el tema. Por ejemplo, Mato et al. (1972) comprobaron
qgue las sustancias humicas eran capaces de inhibir la actividad IAA-oxidasa,
lo que contribuia a mantener grandes niveles de IAA en los tejidos, con el
consiguiente estimulo del crecimiento.

Biondi et al. (1994) encontraron que la aplicacion de acidos humicos,
en dosis de 32 kg ha™, sobre plantas de trigo aumenta la actividad glutamato
oxalacetato transaminasa (GOT) e inhibe la de la glutamato deshidrogenasa
(GLDH). De esa manera, en el primer caso, se favorece la incorporacion y la
transferencia del amonio, y la sintesis de aminoacidos. Mientras que por otro

lado se inhibe la accion catabdlica de la GLDH (Tabla 11.9).
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Tabla I11.9. Actividades GOT y GLDH en hojas y raices de trigo.
(Biondi et al., 1994).

Amacollado Encanado Espigado Floracion

GOT Control 1926 cd 1808 ¢ 1658 b 1414 a
hojas  AH1 2205 e 2073 d 2457 ef 2147 e
mU/g  AH2 2356 e 2039 d 2992 f 2899 f
GOT Control 1392 m 726 a 1443 m 1433 m
raices AH1 1280 / 696 g 1312/ 1294 |
mU/g AH2 1265/ 835 h 1349 Im 1134
GLDH Control 258 t 203 s 132 gr 147 r
raices AH1 170 r 86 p 46 o 25n
mU/g AH2 113 q 82 p 36 n 21n

11.2.3.-Aplicacion foliar.

Aunque no desestimamos la aplicacién sobre el suelo, donde las
sustancias humicas han demostrado sobradamente su accidon positiva,
pensamos que la via foliar es la mas adecuada para que estos productos
demuestren sus propiedades bioactivadoras.

La via foliar como método de aplicacion de sustancias humicas
comienza con los trabajos de Sladky (1959), los cuales observan, que los
pesos frescos y secos de plantas de tomate, aumentan por la aplicacion foliar
de sustancias humicas en dosis de 300 mg L'. Estos resultados se
confirmaron con posteriores experiencias sobre plantas ornamentales,
indicandose ademas, que los acidos fulvicos son mas efectivos que los
humicos (Sladky, 1959).

Brownell et al. (1987) trabajando via foliar, con dos extractos de
leonarditas de origen comercial, encontraron aumentos en la produccion de
plantas de tomate (10,5%), algodon (11,2%) y vid (3-70%).

De la misma manera Xudan (1986) observo que la aplicacion foliar de
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acidos fulvicos sobre trigo aumentaba los niveles foliares de clorofila y la
absorcion de *P. En este mismo trabajo, cuando las plantas control eran
sometidas a estrés hidrico, sus rendimientos descendian un 30%. Sin
embargo, las plantas que recibian foliarmente acidos fulvicos, incrementaban
su rendimiento hasta un 97% del control sin estrés hidrico. Este hecho vuelve
a mostrar el efecto bioprotector de las sustancias humicas sobre cultivos que
crecen en condiciones de estrés, tal y como se ha indicado anteriormente
(Chaminade, 1956; Chukov et al., 1996).

Como ya se ha comprobado, podemos encontrar distintas referencias
que nos indican los resultados positivos de la aplicacion de sustancias
humicas via foliar. Resultados incidentes en diversos parametros vegetales
gue ya se han mencionado. Igualmente estos efectos favorables han sido
contrastados en experiencias de campo. Para poder evaluar dicha influencia,
Chen et al. (1980) calcularon cual seria la dosis 6ptima de aplicacion tanto a

suelo como via foliar.

- Aplicacion a suelo:
Suposiciones: Capa arable 2.5t/ ha
Capacidad de campo: 30 %
Incremento requerido: 100 mg SH/L
Para1 ha =% 75 kg

- Aplicacion foliar:
Suposiciones: Volumen requerido: 2000 L / ha
Concentraciéon requerida: 250 mg / L
Para1 ha =% 500g

Los calculos anteriores se realizaron en base a numerosos estudios

de laboratorio y nos indican, que las aplicaciones foliares pueden ser
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efectivas en dosis unas cien veces menores a las necesarias en aplicacion

a suelo.

11.3.-Sustancias humicas comerciales.

Bajo la denominacion de sustancias humicas, acidos humicos o
enmiendas humicas, se han venido comercializando en Espafa, gran
cantidad de productos a los que se les ha atribuido propiedades muy diversas
(Cadahia, 1997): Mejorar la estructura del suelo, aumentando su capacidad
de retencion de agua. Evitar la retencion de los cationes del suelo
desbloqueandolos. Fijar los fertilizantes, disminuyendo las pérdidas por
lixiviacion. Activar la flora microbiana. Estimular la germinacion. Favorecer el
desarrollo del sistema radicular. Facilitar la absorcién de nutrientes al
aumentar la permeabilidad celular. Aconsejandose su utilizacién tanto en
fertirrigacion como en aplicaciones foliares.

En el mercado espainol podemos encontrar alrededor de 50 marcas
comerciales de sustancias humicas solidas y mas de 130 liquidas (De Lifian,
1998). Sus origenes son diversos. Para las solidas predominan las
leonarditas y estiércoles de ovino combinados con diferentes residuos
organicos (tortas de café, girasol, restos vegetales sin identificar, restos
animales...). También podemos encontrar turbas y otros productos, como
fermentados de cascarilla de cacao enriquecidos con micronutrientes. Las
sustancias humicas comerciales liquidas proceden fundamentalmente de tres
origenes: leonarditas, restos vegetales y turbas.

En la Orden de 28 de mayo de 1998 sobre fertilizantes y afines
(B.O.E., 2 junio 1998), el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion
establece, en su Anejo lll, que se podran comercializar como “acidos humicos

liquidos”, productos en solucion acuosa obtenidos por tratamiento o
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procesado de turbas, lignitos o leonarditas, marcando como contenido
minimo de Extracto Humico Total un 15% y 7% de acidos himicos. Por otro
lado se autoriza como Materia Organica Liquida, productos en solucién o en
suspension obtenidos por tratamiento o procesado de un material de origen
animal o vegetal, con un contenido minimo de 30% de materia orgéanica total.

En las ultimas décadas se han realizado varios estudios que indican
que, si bien la naturalezay composicién de las sustancias humicas obtenidas
de materiales mas o menos humificados no son idénticas a las del suelo,
tienen mecanismos de formacion similares y la mayoria de parametros
analiticos presentan valores muy parecidos, por lo que, también han de
ejercer acciones positivas sobre el desarrollo vegetal. Segun Franco et al.
(1998) es importante tener presente que la fraccion extraible de los
materiales humificados comprende un abanico que va desde los acidos
fulvicos a los acidos humicos. Cuando la materia prima sea un material joven
y poco humificado se obtendran preferentemente fracciones fulvicas con
predominio de estructuras alifaticas que, si bien son altamente hidrofilicas y
muy activas en cuanto a su interaccion con los micronutrientes y su
movilidad, tienen un tiempo de residencia en el suelo muy corto, debido a su
rapida biodegradacion por microorganismos; por el contrario, en las
fracciones situadas al otro extremo, procedentes de materiales muy
carbonizados, predominan acidos humicos con estructuras aromaticas muy
policondensadas y de elevados pesos moleculares, con virtual ausencia de
proteinas y mucopolisacaridos.

Las sustancias humicas procedentes de turbas estan mas o menos
centradas en el anteriormente citado abanico, segun su edad y la agresividad
del método extractivo. En las sustancias humicas procedentes de lignitos
predominan las fracciones humicas de mayor o menor nivel de
policondensacion segun sea el estado de degradacion del material, pero

normalmente demasiado inertes. Una materia prima bastante degradada vy
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oxidada, junto a un método extractivo agresivo, con pretratamiento acido y
utilizacion de KOH en alta concentracion, pueden provocar una disminucion
de los valores de la relacion humicos/fulvicos de los extractos, dando lugar
a productos agronémicamente mas interesantes.

Cuando se empleen sustancias humicas para aplicacién foliar
debemos tener en cuenta que en ellas debe predominar la fraccion fulvica 'y
gue contengan acidos humicos de bajo peso molecular; mientras que para
aplicaciones a suelo se elegiran productos con una mayor presencia de la
fraccion humica.

Debido a la complejidad de las sustancias humicas y a su dificil
caracterizacion, lalegislacion sélo propone como requisitos los anteriormente
mencionados. Por ello, la clasificacion de un producto comercial como una
sustancia humica equivalente a las del suelo resulta algo arriesgada. Es obvio
que productos procedentes de residuos animales o vegetales relativamente
recientes no han sufrido ese lento proceso de humificacion como las
sustancias humicas del suelo. Sin embargo, son los resultados de la
aplicacion agrondmica de estos productos los que, en nuestro trabajo, han
primado. Por consiguiente durante todo el desarrollo del trabajo no hemos
“purificado” las sustancias humicas de los productos comerciales segun los
métodos de la IHSS, sino que hemos utilizado los productos tal y como lo

puede hacer el agricultor.
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Il.4.-Salinidad en agricultura.

La poblacion humana ha sufrido un gran incremento en las ultimas
décadas, tendencia que no ha sido seguida por la produccion de alimentos.
Las causas de este desequilibrio las podemos clasificar en dos categorias
fundamentales; por un lado el considerable aumento en los precios de la
energia y de los inputs agricolas en general, y por otro las pérdidas de suelo
util causadas por los fendmenos erosivos y de salinizacion. Aunque muchos
de los esfuerzos presentes se centran en el disefio de politicas econémicas
agrarias y de distribucion de los alimentos, resulta obvia la necesidad de
desarrollar investigaciones en el plano puramente cientifico o cientifico-
tecnoldgico, que nos conduzcan a encontrar soluciones a las limitaciones
fisiologicas que restringen la productividad de los cultivos.

La salinizacion de los suelos es, sin duda, uno de los problemas mas
graves alos que se enfrenta la agricultura actual. Aproximadamente entre un
7-10% de la superficie terrestre total esta constituida por suelos afectados por
salinidad en diferente extension (Massoud, 1977; Szablocs, 1994). En la
Tabla 11.10 se puede observar la distribucion de los suelos salinos en el
mundo. Como se puede ver, se trata de un problema que afecta a los cinco
continentes, encontrandose, no soélo en zonas desérticas y semidesérticas,
sino también en llanuras aluviales, valles fluviales y areas costeras, cerca de
los grandes nucleos de poblacion.

En los suelos salinos, la alta concentracion de sales en disolucion,
provocan una alta presién osmoética, impidiendo el desarrollo correcto de las
plantas. Este es el principal factor de estrés provocado por la salinidad.
Ademas, algunos componentes individuales, como Na* o CI", actian como
elementos toxicos especificos. La aparicion de suelos salinos se puede deber

a muy diferentes causas y, por tanto, son diversos los tipos de suelos salinos
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gue pueden existir. Asi podemos clasificarlos, entre otras categorias, como:
suelos salino-sédicos, alcalinos, yesiferos, sulfato-acidos... (Szabolcs, 1994).
Todos ellos tienen el rasgo definitorio comun de que su salinizacion se debe
acausas que podriamos denominar naturales. Es decir, que en la génesis de
dicho suelo han intervenido factores (roca madre, clima...) naturales que han
favorecido este hecho. En resumen, por “suelos salinos naturales”
entendemos aquellos formados bajo la influencia dominante de diferentes
sales en sus fases sdlidas o liquidas, las cuales tienen unainfluencia decisiva
en el desarrollo, caracteristicas, propiedades fisicas, quimicas y biolégicas,
y en la fertilidad del suelo (Szablocs, 1994).

Tabla 11.10. Suelos afectados por salinidad
en el mundo. Szablocs (1994).

Area geografica Hectareas
(millones)
Norteamérica 15,7
Centroamérica 2
Sudameérica 129,2
Africa 80,5
Sur de Asia 87,6
Norte y centro de Asia 211,7
Sureste asiatico 20
Australia 357,3
Europa 50,8
Total 954,8

Sin embargo, existen otros suelos en los que la aparicion de elevados

contenidos salinos no se debe a los procesos de formacion de dicho suelo,
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sino que este fendbmeno ocurre en un proceso secundario, en el que la
intervencion del hombre juega un papel fundamental. La extensién que
ocupan este tipo de suelos es cada vez mayor. Si a ello afadimos la enorme
cantidad de suelos con una importante potencialidad de convertirse en
salinos debido a esa accién humana, el problema que se presenta es de una
gran magnitud. Es decir que, si bien la presencia de sales en el suelo es una
caracteristica de lugares aridos o semiaridos, este problema puede generarse
0 agudizarse cuando se lleva a cabo un manejo inadecuado del terreno. El
ser humano, mediante una serie de practicas de caracter no sostenible ha
favorecido, sin lugar a dudas, este proceso. Desde el sobrepastoreo a la
deforestacion, pasando por el uso abusivoy sin control de agroquimicos y los
vertidos industriales con alta carga de sales, constituyen actividades cuyo
efecto sobre los suelos es nefasto.

Pero indudablemente, la principal actividad relacionada con la
salinizacion de los suelos es la agricultura de regadio. Este efecto ha sido
observado desde antiguo, aunque en la actualidad avanza rapidamente
provocando que aproximadamente la mitad de los suelos de regadio en el
mundo estén afectados por procesos de salinizacion en diferente grado (Sen
et al., 1994). Asi, de acuerdo con la FAO y la UNESCO (Szablocs, 1994) 10
millones de hectareas de regadio son abandonadas anualmente por causa

de los efectos adversos de la salinizacion.

11.4.1.-Efectos de la salinidad sobre los cultivos.

La salinidad del medio puede inhibir el crecimiento vegetal, tanto
mediante perturbaciones en el balance de agua, como mediante la reduccion
de la turgencia, asi como mediante el agotamiento de la energia requerida

para el metabolismo. Estas perturbaciones pueden estar generadas tanto por
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dificultad en la captacion o transporte de agua dentro de la planta, como por
efectos toxicos ocasionados por un exceso de iones minerales en los tejidos.
En conclusion, el dafio causado al vegetal puede ser osmotico, téxico o
nutricional (Poljakoff et al., 1994).

La salinidad afecta a los enzimas de las cadenas respiratorias, y
dependiendo de la especie vegetal, puede aumentar o disminuir el consumo
de oxigeno por parte de la planta (Poljakoff, 1994). El contenido de
compuestos fosforilados desciende debido a la salinidad. La fosforilacion
puede verse afectada a nivel de la actividad ATPasa o en cualquier otro
punto de dicha ruta metabdlica.

Los efectos directos de las sales en el crecimiento de las plantas se

pueden dividir en tres categorias principales (Dudley, 1994):

1. Reduccion del potencial osmético de la disolucion del suelo, que
disminuye la cantidad de agua disponible para la planta.

2. Deterioro de la estructura fisica del suelo, que disminuye la
permeabilidad del mismo al agua y los gases.

3. Toxicidad especifica de algunos iones.

La salinidad del suelo puede también afectar al desarrollo vegetal de
manera indirecta, a través de la inhibicidon de procesos bioldgicos del suelo,
como por ejemplo, mineralizacion y nitrificacion (Jurinak et al., 1981).

Numerosos estudios de campo muestran los efectos de la salinidad
sobre las plantas, asi Shalhevet et al. (1973) encontraron descensos del 10%
en el rendimiento de un cultivo de tomate por cada 1,5dS m™ de incremento
de la conductividad eléctrica del agua de riego, a partir de 2,0 dS m™.
Resultados similares encuentran Balibrea et al. (1997) o Mitchell et al. (1991)
que afaden ademas del descenso de produccion, disminucidn de los

contenidos de proteinas solubles en fruto o aumentos de la acidez de los
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mismos.

1.4.2.-Adaptaciones fisiologicas.

Desde el punto de vista de la tolerancia de las plantas a la salinidad,
éstas se pueden clasificar en haldfitas y glicofitas. La linea de separacion
entre estas dos categorias no es, ni mucho menos, clara (Chapman, 1960).
Los estudios que muestran las diferencias entre haldfitas y glicofitas, y su
diferente respuesta a los medios salinos, hacen referencia a los siguientes

mecanismos fisiologicos (Poljakoff-Mayber, 1994):

1. Selectividad en la absorcion de iones por la raiz y control del
transporte hacia tallos y hojas (Lauchli, 1984; Flowers et al., 1977).
Adaptacion osmoética por acumulacion de iones (Bernstein, 1961).
Compartimentacion de iones a nivel celular o de tejido vegetal
(Flowers et al., 1977).

4. Acumulacion delos llamados osmorreguladores u osmolitos y su papel

en la tolerancia a la salinidad (Pollard et al., 1979).

Debido al estrés osmético generado por las altas conductividades del
suelo, las plantas acumulan concentraciones importantes de solutos para
adaptarse a esa situacion. Este fendmeno se denomina osmorregulacién o
ajuste osmotico (Heuer, 1994). El grado de expresion de estos procesos
osmorreguladores viene determinado por la extensién del estrés, el posible
preacondicionamiento de la plantaadicho estrés, el tipo de 6érganoy la edad,
y las variaciones genéticas entre y dentro de una misma especie.

Los mecanismos mencionados anteriormente son empleados, en

mayor o menor extension, por los cultivos para adaptarse a la salinidad del
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medio. En el caso de la planta de tomate adquiere gran importancia el ultimo
de los mencionados, es decir, el que se refiere a la acumulaciéon de “solutos
compatibles” en el medio celular, con el fin de aumentar la presion osmética
interior. La planta de tomate sometida a estrés salino acumula diversos
solutos como: prolina, glicina-betaina, fructosa y glucosa (Pérez-Alfocea et
al., 1996; Balibrea et al. 1997). Los resultados de Heuer (1994) de la Tabla
I1.11 muestran como plantas de tomate sometidas a estrés salino o hidrico,
aumentan considerablemente la sintesis de prolina respecto a los controles
no salinos. Estos procesos se realizan causando un elevado coste energético
para la planta, que se ve obligada a reducir sus rendimientos productivos
como ya se ha mencionado anteriormente. Es decir, la planta frena su
desarrollo y produccion a costa de adaptarse a la salinidad del medio en el

que vive.

Tabla 1.11. Acumulacién de prolina en plantas de tomate
sometidas a estrés hidrico y/o salino. Heuer (1994).

Prolina (UM g™ sobre peso fresco)

Nivel de salinidad Sin estrés hidrico Con estrés hidrico
No salino 8,83 13,27
Agua riego 4 dS m™ 15,64 15,77
Agua riego 10 dS m’ 18,31 21,47
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1.4.3.-Sustancias humicas y salinidad.

Ya se hamencionado en anteriores apartados de esta introduccion, el
papel de accidon fisiolégica de las sustancias humicas, su efecto
bioestimulante o bioactivador. Algunos autores (Varanini et al., 1995; Dubbini,
1995; Chukov et al., 1996) han observado efectos “bioprotectores” por la
aplicacion de sustancias humicas sobre cultivos que se desarrollan en
condiciones de estrés, entre ellos, el salino. Chaminade (1956) ya muestra
gue aplicaciones de sustancias humicas reducen los efectos negativos sobre
los cultivos, de dosis elevadas de fertilizantes minerales. Los mecanismos a
través de los cuales las sustancias humicas actuan como bioprotectores no
estan claramente establecidos, aunque se apunta hacia la presencia en ellas
de radicales libres estabilizados y a su actividad paramagnética (Chukov et
al., 1996; Aliev, 1989) como los causantes del papel fisiolégico de estos
materiales, a través de su intervencién en algunas rutas metabdlicas del
vegetal como la cadena respiratoria, en la cual actuarian como donadores de
electrones.

Dicha actividad paramagnética de las sustancias humicas reside segun
Flaig (1958; 1970) en la presencia de derivados o-quinonicos, los cuales
pueden actuar como deshidratasas en los procesos oxidativos celulares,
tomando, asi mismo parte en la formaciéon de compuestos de tipo auxinico.
Por otro lado, Piccolo et al. (1990; 1992) afirman que la actividad fisioldgica
de las sustancias humicas depende del contenido de grupos funcionales
carboxilicos e hidroxilicos en su estructura molecular.

Por otro lado, una de las causas por las que la salinidad de aguas y
suelos afecta negativamente a los cultivos son los efectos toxicos especificos
del Na* (Dudley, 1994). Segun Sanchez-Conde et al. (1968) la aplicacion de

sustancias humicas a la disolucion nutritiva de riego, reduce los niveles
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foliares de Na* en algunos cultivos como pimiento y tomate. Este fenémeno
ha sido corroborado, en la Universidad de Alicante, por Cuesta (1994), al
aplicar sustancias humicas comerciales procedentes de residuos vegetales
sobre un cultivo de uva de mesa (d.o. Vinalopd).

El mecanismo de accion a través del cual las sustancias humicas
reducen la absorcién de Na®, tampoco esta definido, aunque existen
evidencias de que pueden actuar sobre las ATP-asas de membrana (Slesak
et al.,, 1988; Varanini et al., 1995), estimulando el proceso natural de
exclusion de Na* por parte del vegetal.

En este trabajo, también se tratara de testar el efecto bioprotector de
las sustancias humicas sobre cultivos que se desarrollan en medio salino,
centrandonos en algunas etapas del ciclo fenolégico como la germinacion o
el desarrollo primario y comprobando el efecto sobre los niveles de osmolitos

en hoja.

I.5.-Caracteristicas generales del cultivo del tomate.

Son varios los requisitos que debe cumplir una planta a la hora de ser
utilizada como testigo de los efectos de determinados tratamientos. Desde el
punto de vista vegetativo, su ciclo vital debe tener una duracién tal que nos
permita comprobar en el tiempo dichos efectos. Y por otro lado,
econdmicamente ha de ser lo suficientemente interesante como para que los
resultados obtenidos sean rentables.

Resulta obvio que el cultivo del tomate cumple con creces las premisas
antes mencionadas, ya que su ciclo es relativamente rapido, y su importancia
econdmica tanto a nivel nacional como internacional es de sobra conocida.

La planta del tomate (Lycopersicum escullentum Mill.) es una herbacea

de la familia de las Solanaceas. Aunque su cultivo es anual, puede
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permanecer hasta dos anos. Se trata de un cultivo propio de climas calidos,
gue necesita para su desarrollo adecuado una alternancia de temperaturas
dia-noche, sobre todo durante la fructificacion. Se ve muy afectada por las
bajas temperaturas, destruyéndose a valores inferiores a 0°C. El tipo de
suelos mas adecuado para su cultivo son los profundos y bien drenados,
aunqgue en la actualidad se ha desarrollado ampliamente su cultivo sobre

sustrato inerte fertirrigado.

11.5.1.-Datos estadisticos.

Se trata de un cultivo ampliamente extendido por todo el mundo.
Espafia, no es una excepcion, y en la actualidad se cultivan unas 55.000 ha,
habiéndose llegado a un maximo de 73.100 ha en el ano 1977 (M.A.P.A,,
1997). Segun estas mismas fuentes, la produccion se ha multiplicado por
mas de cuatro, desde el afio 1930 hasta nuestros dias, pasando de 701.800
t, 2 2.950.900 t. Este aumento se debe, no sélo al aumento de la superficie
cultivada, sino también a las mejoras genéticas introducidas y al mayor
control de la fertilizacion, de manera que se ha pasado de un rendimiento de
293 gm/ha a 517 gm/ha (Tabla 11.12).

Durante el periodo mas reciente (1985/97) vemos en las Figuras 1.6
y .7, quelos rendimientos han aumentado espectacularmente, mientras que
la produccion, si bien ha crecido, no lo ha hecho en la misma proporcion,
debido al descenso de la superficie cultivada.

Los datos a nivel provincial (Alicante) y autonémico (C. Valenciana)
para el afno 1998 segun la Conselleria de Agricultura, Pesca i Alimentacio, se
muestran en la Tabla 1.13. En ella destaca la provincia de Alicante como la
gque mas superficie dedica al cultivo del tomate, siendo por tanto la mayor
productora de la Comunidad. De manera que casi un 47% de la superficie

dedicada a este cultivo se encuentra en Alicante, mientras que la produccion
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supone un 68% del total autonémico. Toda la superficie dedicada al cultivo
del tomate en la provincia de Alicante es de regadio, destacando las
variedades Daniela (mayoritaria), Durinta, Magda y Radja, con una alta
proporcion de superficie bajo invernadero. En el otro extremo, Castellon es
la que presenta una mayor superficie cultivada en secano.

En cuanto a el destino de la produccién (Tabla 11.13), el consumo en
fresco se muestra muy por encima del dirigido a la transformacion industrial
en toda la Comunidad, destacando el caso de Valencia, cuya produccion se

dirige exclusivamente al consumo en fresco.
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Tabla 11.12. Serie histdrica superficie, rendimiento, produccién y comercio exterior.

Anos Superficie Rend. Produc. Valor Import. Export.
miles ha m/ha miles t ts x10° t t

1930 23,9 293 701,8 122 4.263 6.536
1935 25,1 283 7117 123 1.029 963
1940 20,6 267 549,5 274 - -
1945 234 233 544,7 488 - -
1950 36,1 213 767,0 1174 - -
1955 42,7 196 8384 1.727 - 139.311
1960 51,1 225 1.148,4 3.916 - 176.332
1965 54,7 244 1.330,1 6.225 588 225.153
1970 72,5 249 1.808,5 10.761 584 186.507
1975 81,3 306 2.488,0 31.150 249 216.398
1976 68,7 304 2.078,0 17.476 1.146 226.840
1977 73,1 323 2.358,5 28.609 152 206.527
1978 72,2 308 2.223,0 33.501 252 201.059
1979 63,5 352 2.204,1 31.630 26 315.411
1980 60,7 354 2.147,3 32.618 - 273.306
1981 59,6 362 2.158,9 39.616 7 359.328
1982 59,3 381 2.256,9 50.081 186 355.261
1983 59,6 394 2.348,6 43,662 - 323.955
1984 65,1 386 2.510,8 64.452 - 365.476
1985 60,6 401 2.429,0 58.392 547 396.075
1986 57,0 421 2.399,6 57.566 646 398.357
1987 56,1 436 24472 73.811 810 397.501
1988 60,4 428 2.581,4 85.315 3.196 402.446
1989 66,1 449 2.963,8 106.312 8.303 410.457
1990 70,1 452 3.170,3 164.222 12.879 336.915
1991 59,9 445 2.665,3 115.834 19.247 361.784
1992 55,8 474 2.647,7 100.957 15.819 468.854
1993 57,1 491 2.805,8 134.903 13.337 545.496
1994 60,2 517 3.108,8 141.047 10.711 686.249
1995 55,2 515 2.8412 132.059 3.377 742.229
1996 56,8 586 3.326,4 163.725

1997 55,5 532 2.950,9 152.030
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Figura Il.7. Evolucion de la produccion.
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Tabla 11.13. Analisis provincial de la superficie, produccion y destino de la produccién.

SUPERFICIE (ha)

Introduccién

DESTINO DE LA PRODUCCION (t)

Regadio Pérdidas y Ventas fuera de la explotacion
Secano Total consumo en
Aire Protegido Produccion (t) .. Consumo en Transformacion
explotacion

libre fresco
Alicante - 788 367 1155 116850 2495 107147 7208
Castelldn 178 562 35 775 30790 1468 23592 5730
Valencia 10 465 75 550 25310 225 25085 -
Total 188 1815 477 2480 172950 4188 155824 12938
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lll.- MATERIALES Y METODOS.

El apartado experimental de este trabajo de investigacion esta
constituido por cuatro experiencias. La totalidad de las mismas se llevaron a
cabo empleando tomate cv. Daniela como cultivo testigo. De las cuatro, dos
se desarrollaron en el invernadero experimental del Departamento de
Agroquimica y Bioquimica de la Universidad de Alicante, otra en una camara
de cultivo, y la ultima en el laboratorio del propio Departamento.

La Figura Ill.1 muestra el esquema de trabajo seguido. En primer
lugar, y con caracter introductorio, se realiz6 una experiencia en invernadero,
al objeto de comparar los efectos de la aplicacion de distintas sustancias
humicas comerciales de los diferentes origenes presentes en el mercado.

Con los resultados obtenidos en este primer ensayo, como veremos,
se plantearon dos vias de trabajo fundamentales para abordar, de la manera
mas completa posible, el estudio de la aplicacion de estos materiales (Figura
[1.1). Por un lado, establecer la dosificacion adecuada de dichos productos
en base a criterios exclusivamente cientificos, y por otro, estudiar el posible
efecto bioprotector de las sustancias humicas comerciales sobre cultivos que
crecen en medio salino. Esta derivacion del trabajo, dio lugar a tres nuevas
experiencias. Dentro de la primera via de trabajo, se desarrollé el
denominado ensayo de dosis, de nuevo sobre tomate cv. Daniela en
invernadero experimental. Y perteneciente a la segunda via de estudio, se
llevaron a cabo dos experiencias denominadas ensayo de germinacion y

ensayo en camara de cultivo.
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ESTABLECIMIENTO DE
DOSIS DE APLICACION

ENSAYO
INTRODUCTORIO

BIOPROTECTORES
(Salinidad)

ENSAYO
DOSIS

ENSAYO DE

GERMINACION

CULTIVO

Figura lll.1. Esquema general del trabajo.

El total de productos comerciales empleados en los diferentes ensayos

gue constituyen este trabajo, es de catorce (Tabla lll.1), distribuidos segun

su origen en: diez muestras procedentes de lignitos, tres de residuos

vegetales y una de turba. Previamente a la realizacion de los ensayos

agronomicos mostrados en la Figura lll.1, se llevo a cabo una caracterizacion

de las sustancias humicas comerciales, determinandose los siguientes

parametros analiticos:

. pH, conductividad eléctrica, densidad y humedad.
. Extracto humico total (%).
. Acidos humicos (%).
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Acidos falvicos (%).
Relacion E,/E;.

Macro y micronutrientes.

Tabla lll.1. Sustancias humicas comerciales
empleadas en los diferentes ensayos.

Muestra ORIGEN

L1 Lignitos

L2 Lignitos

L3 Lignitos

L4 Lignitos

L5 Lignitos

L6 Lignitos

L7 Lignitos

L8 Lignitos

L9 Lignitos

L10 Lignitos

RV1 Residuos vegetales
RV2 Residuos vegetales
RV3 Residuos vegetales
T Turba
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lll.1.-Primera experiencia. Ensayo introductorio.

Con este ensayo tratamos de realizar una primera aproximacion sobre
los efectos agrondmicos de las sustancias humicas. Por ello, se eligieron
diferentes muestras representativas de los tres origenes mas habituales del
mercado: lignitos, residuos vegetales y turbas, y se realizaron los

tratamientos via foliar segun se describira posteriormente.

l1l.1.1.-Invernadero.

ALZADD

A ey
oW
PLANTA

Figura Ill.2. Detalle del alzado y planta del invernadero.
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Las instalaciones del invernadero empleadas para el desarrollo de este
ensayo son las pertenecientes al Departamento de Agroquimicay Bioquimica
de la Facultad de Ciencias, de la Universidad de Alicante. Sus caracteristicas
de alzado y planta son las que se muestran en la Figura lll.2. La estructura
del mismo esta constituida de hierro galvanizado, y las paredes y techo (a
dos aguas) son de cristal traslicido. Se encuentra dividido en tres médulos
con puertas de acceso independientes, habiéndose realizado el presente
ensayo en el médulo numero 1, que corresponde al situado mas aladerecha
enla Figuralll.2. Su orientacion es proxima al mediodia, con cierta inclinacion

al suroeste.

lll.1.2.-Planteamiento experimental.

Esta experiencia se realizoé en cultivo sin suelo (sustrato: arena de
silice de granulometria media, diametro 3-4 mm). El cultivo empleado fue
tomate cv. Daniela, al que se aplico, via foliar, sustancias humicas
comerciales de diferentes origenes (Tabla l1l.2), en dosis de 0,5% (v/v), mas
un tratamiento testigo consistente en un rociado foliar con agua destilada. A
dichas disoluciones se le afiadioé un tensoactivo no iénico en dosis de 0,1%
(v/v) (Eter nonilfenilpolietilenglicol 20%) a fin de favorecer la absorcion de las
sustancias humicas por el vegetal.

La dosis se establecié en base a las recomendaciones mostradas por
diversos fabricantes en las etiquetas de sus productos.

Se realizaron cuatro aplicaciones, a intervalos de quince dias; el
primero de ellos, veinte dias después del transplante del semillero a los

tiestos definitivos.
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Tabla 1ll.2. Tratamientos.

Tratamiento Origen

0 Control

L4 Lignitos

L5 Lignitos

L7 Lignitos

RV1 Residuos Vegetales
RV2 Residuos Vegetales
RV3 Residuos Vegetales
T Turba

111.1.3.-Preparacién del medio de cultivo.

Como ya se ha indicado, la experiencia se ha desarrollado sobre un
sustrato inerte de cultivo constituido por arena de silice de granulometria
media, para permitir el sostenimiento de la planta y su adecuado
enraizamiento. Las caracteristicas de este sustrato son: pH neutro, escasa
capacidad de intercambio i6nico, buen drenaje y ausencia de sustancias
téxicas.

Dicho sustrato fue previamente lavado y aireado repetidas veces con
abundante agua de red, después con HCl diluido con el fin de aseptizarlo, de
nuevo con agua de red, varias veces, y posteriormente con abundante agua
destilada.

El transplante se realiza sobre tiestos especiales de unos 10 L de
capacidad, como los que se muestran en la Figura Ill.3, que se rellenan con
arena de silice. Estos poseen un doble fondo de aproximadamente 2 litros de

capacidad donde se aloja la disolucion nutritiva, y una ventana-rebosadero,
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a través de la cual se puede seguir el nivel de dicha disolucion, asi como
vaciarla periodicamente con el fin de renovarla. Dicha renovacion se realizaba
de unaados veces por semana, lavando el doble fondo con abundante agua

de red.

RESERVA DE AGTTA

4
PARRILI.A DE
VENTIT.ACTON SUSTRATO DE
CULTIVO

FTL.OTADOR NTVET. DE AGTTA

CANAL DE ABSORCION @

Figura Ill.3. Detalle de los tiestos utilizados en la experiencia.

111.1.4.-Disolucién nutritiva.

La composicion de la disolucién nutritiva se prepara basandonos en
las necesidades nutricionales del tomate (Sonneveld, 1980) y en trabajos
desarrollados en hidroponia por Martinez et al. (1993) (Tabla I11.3 y 11l.4),

ademas de en la composicion del agua de red del invernadero, que fue
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previamente analizada. A partir de la floracion, se modificaron los contenidos
de K"y Ca?**, para adecuarlos a las necesidades nutricionales del cultivo.
Los diferentes componentes de esta disolucion nutritiva se prepararon
de manera independiente en el laboratorio en forma concentrada.
Posteriormente se anadieron las cantidades necesarias de cada uno al
tanque de disolucién nutritiva del invernadero y se diluyeron, obteniendo un
volumen total de 240 L de disolucion en las condiciones de concentracion
enunciadas en las Tablas IIl.3 y lll.4, lista para su distribucién en los

diferentes tiestos.

Tabla lll.3. Composicién de la disolucién nutritiva antes de la floracion.

Nutriente Compuesto Concentr. (mM)
N-NO,~ HNO,, Ca(NO,),, KNO, NH,NO, Mg(NO), 12
N-NH, * NH,NO, 0,5
P-PO,> KH,PO, 1,5
K-K* KNO,, K,SO,, KH,PO, 75
Ca-Ca® Ca(NO;), 25
Mg-Mg?* Mg(NO;), 1,25
Fe-quelato EDDHA-Fe 0,03
Mn-Mn?* MnSO,* H,0 2,5 ppm
Cu-Cu? CuS0,* 5H,0 0,6 ppm
Zn-Zn?* ZnSO,* 7H,0 0,75 ppm
B-borato H,BO, 2,9 ppm
Mo-molibdato  (NH4)sMo,0,, * 4H,0 0,5 ppm
S-S0, * K,SO,4, MnSO,+ H,0, CuSO,* 5H,0, ZnSO,* 7H,0 2
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Tabla lll.4. Composicion de la disolucion nutritiva después de la floracion.
.|

Nutriente Compuesto Concentr. (mM)
N-NO,~ HNO,, Ca(NO,),, KNO5, NH,NO,, Mg(NO,), 12,1
N-NH, * NH,NO, 0,5
P-PO,* H,PO, 1,5
K-K* KNO,, K,SO, 9
Ca-Ca® Ca(NO;), 43
Mg-Mg?* Mg(NO,), 1,25
Fe-quelato EDDHA-Fe 0,03
Mn-Mn?* MnSO,* H,O 2,5 ppm
Cu-Cu? CuSOQ,* 5H,0 0,6 ppm
Zn-Zn?* ZnS0O,* 7H,0 0,75 ppm
B-borato H,BO, 2,9 ppm
Mo-molibdato (NH,)sMo,0,, * 4H,0 0,5 ppm
S-S0, * K,SO,, MnSO,* H,0, CuSO,* 5H,0, ZnSO,* 7H,0 3,1

ll1.1.5.-Desarrollo experimental.

Las semillas de tomate cv. Daniela se hicieron germinar en semilleros

rellenos de turba. Estos se regaron con agua de red y las plantulas se

transplantaron al alcanzar una altura aproximada de 25-30 cm a los tiestos

definitivos, previo lavado de las raices con agua para eliminar los restos de

turba. La distribucion de los tiestos con los tratamientos se realizé al azar, con

tres repeticiones por tratamiento. En la Figura Ill.4 se puede observar la

distribucion de los tiestos en el modulo del invernadero, donde compartian

espacio con otras experiencias. El cultivo se desarroll6 en altura al disponer

de un tutor de cuerda por individuo controlado.

Durante el ciclo de cultivo aparecieron algunos problemas de
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parasitos. Para prevenir y/o luchar contra dichas plagas se realizaron los

siguientes tratamientos:

S Mosca blanca: Cipermetrina 10% p/v (1 mL/L)y buprofezin 25%
p/p (1.6 g/L).

Botrytis: Benomilo 50% p/p (0.6 g/L).

Virosis: Acido Salicilico (5 mM).

Acaros: Fenbutestan 55% p/v (0,1%).

Minador: Ciromazina 75% p/p (0.2%).

mw unu »mw m

El ensayo se prolong6 desde el mes de Mayo (transplante) al de

Septiembre (recogida de las plantas), en plena fructificacion.
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PUERTA MODULO

0 Control RV1 Res. Vegetales

L4 Lignitos RV2 Res. Vegetales

L5 Lignitos RV3 Res. Vegetales

L7 Lignitos T Turba

Figura lll.4. Distribucion espacial de los tratamientos en el
invernadero.

111.1.6.-Toma de muestra.

La toma de muestra de frutos para la determinacion de parametros de

calidad de los mismos, se llevd a cabo al comienzo del periodo de

61



Materiales y métodos

fructificacion, en el mes de Agosto de 1.996.
Por otro lado, las muestras foliares se tomaron al final del ciclo del
cultivo en el periodo de fructificacion, al mismo tiempo que se retiraban las

plantas.

I11.1.7.-Determinaciones analiticas.

Durante las primeras cinco semanas de desarrollo del cultivo se midio
el crecimiento semanal de las plantas.
En cuanto a los parametros morfologicos, las variables registradas, al

finalizar el ciclo de cultivo, fueron:

Longitud total y peso fresco y seco de tallos y ramas.
Peso fresco y seco de las hojas.

Peso fresco y seco de las raices.

mw nmu unmw wm

Rendimiento productivo por planta.

Los parametros fisioldgicos y nutricionales determinados fueron:

S Contenido de clorofilas.
S Contenido de carotenoides.
S Macro y micronutrientes en hoja.

En relacién a la calidad de los frutos se determinaron los siguientes

parametros:

pH.

S Conductividad eléctrica.
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S Acidez valorable.
S Sdlidos solubles.
S Contenido de vitamina C.

Las metodologias empleadas en cada caso, se encuentran en el

Apéndice |I.
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lll.2.-Segunda experiencia. Ensayo de dosis.

Como ya se ha mencionado, en segundo lugar se llevd a cabo la
experiencia denominada ensayo de dosis, dentro de la linea de trabajo con
laque se trataba de establecer una dosificacion adecuada de estos productos

comerciales.

l1.2.1.-Invernadero.

Al igual que la anterior experiencia, ésta se realizé en el moédulo
numero uno del invernadero experimental del Departamento de Agroquimica

y Bioquimica de la Universidad de Alicante.

l11.2.2.-Planteamiento experimental.

De la misma manera que en el ensayo anterior, la experiencia se
desarrollé6 empleando como cultivo testigo el tomate cv. Daniela sobre
sustrato inerte (arena de silice de granulometria media, diametro 3-4 mm) y
fertirrigado.

Se ensayd una sustancia humica (L5) representativa de las
procedentes de lignitos (por ser el origen mas habitual en el mercado) a
distintas dosis mas un testigo, sin aplicaciéon de sustancias humicas. La
aplicacion se realizd6 mediante pulverizacion foliar del producto a las
concentraciones que se muestran en la Tabla lll.5. A dichas disoluciones se
le afiadié un tensoactivo noiénico (Eter nonilfenilpolietilenglicol 20%) en dosis
de 0,1% (v/v) a fin de favorecer la absorcidn de las sustancias humicas por

el vegetal.
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Se realizaron ocho aplicaciones de las disoluciones de sustancias
humicas a intervalos de quince dias, siendo la primera de ellas veinte dias

después del transplante del semillero a los tiestos definitivos.

Tabla Ill.5. Dosis aplicadas en los
diferentes tratamientos.

Tratamiento Dosis % (v/v)
0 0

1 0,005

2 0,01

3 0,05

4 0,1

5 0,15

6 0,2

Las dosis de aplicacion foliar de sustancias humicas se rebajaron en
este ensayo respecto al anterior basandonos en la bibliografia consultada
(Lee et al., 1976; Chukov et al., 1996; Csicsor et al., 1994; Dell’Amico et al.,
1994).

111.2.3.-Preparacién del medio de cultivo.

Se realizaron las mismas operaciones que en el ensayo introductorio

(I.1.3) descrito anteriormente.
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ll.2.4.-Disolucién nutritiva.
Se empled la misma disolucion nutritiva que en el ensayo introductorio
(I.1.4), basada en las necesidades nutricionales del tomate (Sonneveld,

1980) y en trabajos desarrollados en hidroponia por Martinez et al. (1993).

I11.2.5.-Desarrollo experimental.

La metodologia experimental seguida durante el desarrollo del cultivo
fue la misma que se ha descrito en el apartado 11l.1.5. Las semillas de tomate
cv. Daniela se hicieron germinar en semilleros rellenos de turba. Estos se
regaron con agua de red y las plantulas se transplantaron al alcanzar una
altura aproximada de 25-30 cm a los tiestos definitivos, previo lavado de las
raices con agua para eliminar los restos de turba. La distribucion de los
tiestos con los tratamientos se realiz6 al azar por cuadruplicado. En la Figura
1.5 se puede observar la distribucion de los tiestos en el médulo del
invernadero. El cultivo se desarrollé en altura al disponer de un tutor de
cuerda por individuo controlado.

De la misma manera, los tratamientos fitosanitarios preventivos y/o

correctivos realizados estan descritos en el apartado 111.1.5.
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PUERTA MODULO

Tratamiento Dosis %(v/v) ] Tratamiento Dosis %(v/v)
0 0 4 0,1
1 0,005 5 0,15
2 0,01 6 0,2
3 0,05

Figura lIl.5. Distribucién espacial de los tratamientos en el
invernadero. (Tabla III.5).

111.2.6.-Toma de muestra.

Tanto las muestras foliares, necesarias para la determinacion de
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parametros fisiolégicos y nutricionales, como las de frutos, se tomaron al
comienzo del periodo de fructificacion, durante el mes de Junio de 1.997.
Al finalizar el ciclo de cultivo se arrancaron las plantas y se registraron

los parametros morfoldgicos del cultivo.

I1.2.7.-Determinaciones analiticas.

En cuanto a los parametros morfologicos, las variables registradas, al

finalizar el ciclo de cultivo, fueron:

Longitud total y peso fresco y seco de tallos y ramas.
Peso fresco y seco de las hojas.

Peso fresco y seco de las raices.

mw »mw »mw om

Rendimiento productivo por planta.
Los parametros fisioldgicos y nutricionales determinados fueron:
Contenido de clorofilas.

Contenido de carotenoides.

Contenido de acidos organicos en savia.

mw »mw »mw wm

Macro y micronutrientes en hoja.

En relacién a la calidad de los frutos se determinaron los siguientes

parametros:
pH.
S Conductividad eléctrica de los zumos.
S Acidez valorable.
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S Contenido de azucares totales.
S Contenido de vitamina C.
S Contenido de proteinas totales.

Las metodologias empleadas en cada caso, se encuentran en el

Apéndice |I.
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lll.3.-Tercera experiencia. Ensayo de germinacion.

Esta tercera experiencia denominada ensayo de germinacion esta
dividida en dos subensayos. Cada uno de ellos se encuentra enmarcado
dentro de las dos lineas de investigacion que se abordaron en el presente

estudio, tal y como muestra la Figura lIl.6.

ENSAYO DE
GERMINACION

Lineas de trabajo

ESTABLECIMIENTO
DE DOSIS DE
APLICACION

BIOPROTECTORES
(Salinidad)

SUBENSAYO
SALINO

SUBENSAYO DE

DOSIS OPTIMA

Figura lll.6. Esquema de trabajo en el ensayo de germinacion.

Dado que nuestro trabajo trataba de establecer el caracter
bioestimulante de las sustancias humicas comerciales, se disefi6 este ensayo
de germinacién para poder cuantificar, de una manera sencilla, esta actividad

fisiolégica. La germinacion es uno de los momentos fenolégicos del desarrollo
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de un cultivo, mas sensibles a las variables ambientales que lo rodean
(Marschner, 1986). Por consiguiente, la posibilidad de comprobar los efectos
bioestimulantes de las sustancias humicas comerciales en este estadio del
crecimiento vegetal es muy alta.

Como ya se ha dicho, este ensayo estaba subdividido en dos partes.
En el primero de los subensayos, enmarcado dentro de la primera linea de
trabajo, se pretendia determinar la dosis optima de aplicacion de sustancias
humicas comerciales parala maxima mejorade la germinacion y el desarrollo
radicular primario, sin condiciones de estrés. Una vez calculadas las dosis
optimas, se realiza el segundo subensayo, perteneciente ala segundalinea
de investigacion, en la que se trataba de comprobar el posible efecto
bioprotector de estos productos comerciales frente a condiciones de estrés
salino.

Segun algunos autores, las sustancias humicas pueden actuar como
mejoradores del desarrollo vegetal en condiciones de estrés (Chukov et al.,
1996; Xudan, 1986). La eleccidn del estrés salino responde a razones obvias,
ya que es este uno de los problemas mas graves con los que se encuentra
la agricultura de los paises mediterraneos. Asi mismo, se pensé en que fuera
el proceso de germinaciéon de semillas el indicativo de este efecto, por dos
motivos ya mencionados: por un lado la rapidez y simplicidad y por otro su
sensibilidad a las situaciones de estrés ambiental.

La germinacion de las semillas de tomate se llevd a cabo en

condiciones in vitro, tal y como se describe a continuacion.
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1l.3.1.-Subensayo de dosificacion.

La metodologia empleada en esta experiencia corresponde a la
descrita por Chukov et al. (1996), con algunas modificaciones, y que asu vez,
estd basada en el método descrito por Sergeyeva (1963). Se coloca, en
placas Petri, disolucion de agar-agar, previamente esterilizada en autoclave,
se deja enfriar y se afaden las dosis correspondientes de sustancias
humicas, en cada caso. Una vez dispuesto el medio de cultivo, se siembran
25 semillas de tomate cv. Daniela por placa.

Las diferentes dosis empleadas en este subensayo son las siguientes:
0 (control); 0,001; 0,01; 0,05 y 0,1% (v/v) de cada sustancia humica. Cada
tratamiento se ensayo por triplicado.

Las placas se distribuyen al azar en una estufa de cultivos Raypa I-
280, en ausencia de luz y a 27 °C. Transcurridas 48 horas se realiza un
recuento del numero de semillas que han germinado en cada placa. Este
plazo es el necesario para que germinen un numero significativo de semillas
en las placas control (agar-agar sin sustancias humicas), como se determino
previamente.

Como dosis 6ptima tomamos aquella en la que germinen un mayor
numero de semillas al cabo de las 48 horas. De esta manera, tendremos una
dosis de maxima mejora de la capacidad de germinacion en condiciones

ideales.

111.3.2.-Subensayo salino.

Una vez conocida la dosis 6ptima de aplicacion de cada una de las

sustancias humica comerciales utilizadas en el anterior subensayo,

procedimos a testar el efecto bioprotector de estos materiales frente a
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condiciones de estrés salino. Para ello se diseii6 este apartado con la misma
metodologia experimental que el anterior, es decir, germinacion de semillas
de tomate cv. Daniela, en placa Petri, en condiciones in vitro.

En este caso, ademas del recuento de semillas germinadas a la 48
horas de |la siembra, es decir, el porcentaje de germinacion, se determinara
un nuevo parametro mas significativo del efecto de las sustancias humicas
sobre la propia germinacion y el desarrollo radicular primario. Esta variable

se denomina indice de germinacion (Pascual et al., 1997).

L
- m
I‘_GL_

Donde G es el porcentaje de semillas germinadas respecto del control,
L., es la longitud media de las raices de las semillas germinadas en el
tratamiento en cuestion, y L, la longitud media de las raices de las semillas

germinadas en el control.
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Tabla ll1.6. Tratamientos

Tratamiento Descripcion
Control Agar puro
S1 Agar y NaCl hasta alcanzar una

conductividad de 3 mS cm™

S2 Agar y NaCl hasta alcanzar una

conductividad de 6 mS cm™’

S1+H Agar, NaCl hasta alcanzar una
conductividad de 3 mS cm™ y la dosis

optima de SH en cada caso.

S2+H Agar, NaCl hasta alcanzar una

conductividad de 6 mS cm™ y la dosis

éetima de SH en cada caso.

Se emplearon dos dosis salinas a base de NaCl (CE 3y 6 mS cm™)
basadas en los trabajos de Mizrahi et al. (1988) sobre la influencia de la
salinidad en el cultivo del tomate, y una dosis de sustancias humicas (la dosis
optima para cada caso). De este modo tendremos 5 tratamientos diferentes
para cada sustancia humica (Tabla lll.6): Un testigo no salino, dos testigos
salinos a las conductividades antes mencionadas y dos tratamientos

salino-humicos.
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lll.4.-Cuarta experiencia. Ensayo en camara de cultivo.

Como ultima experiencia de nuestro trabajo, se realizé el ensayo
denominado ensayo en camara de cultivo, enmarcado dentro de la linea de
trabajo en la que se trataba de comprobar el efecto bioprotector de las
sustancias humicas comerciales sobre cultivos que crecen en medio salino.
Los objetivos fundamentales de este ultimo trabajo se centran en estudiar
como afecta la aplicacion foliar de las sustancias humicas comerciales a los
mecanismos de adaptacion de un cultivo como el tomate cv. Daniela, que se
desarrolla en condiciones de estrés salino.

Porello, no se ha completado el ciclo total del cultivo, sino que tan sélo
se desarrollaron las plantas durante algo mas de un mes, con el fin de
analizar las variables bioquimicas relacionadas con dichos mecanismos, asi

como el efecto sobre la nutricion del cultivo.

l1.4.1.-Camara de cultivo.

El ensayo se llevd a cabo en una camara de cultivo fabricada en
aluminio Growbox de Hotbox Heaters Ltd. de dimensiones internas 154 cm
x 157 cm x 200 cm de altura, y externas de 190 cm x 168 cm x 221 cm de
altura. La camara se divide en dos mitades de igual capacidad. En cada una
de ellas se situa un carro con lejas de hierro galvanizado. La superficie
maxima que se puede alcanzar utilizando las lejas es de 22,5 m?.

La camara nos asegura el control exhaustivo de las variables
ambientales de temperatura, humedad y fotoperiodo mediante los equipos
correspondientes. La calefaccién se controla a base de dos elementos de 0,5
kW mas un termostato electrénico. La refrigeracion, mediante un equipo de

aire acondicionado de 2 kW. Ademas, para conseguir una temperatura
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uniforme, estd dotada de dos ventiladores de 25 W cada uno que
proporcionan un movimiento constante de aire de 100 m*/h. La humedad
relativa tiene un control preciso desde 30% a un 95% mediante un
humificador de 50 W. Por ultimo, la luminosidad se asegura por 15 pantallas
dobles de tubos de 1,5m y 58 W con temporizador (Figura lll.7a y Il.7b).

Figura lll.7a. Detalle de la camara de cultivo utilizada en el ensayo.

Esta camara se situd en el médulo numero tres del invernadero del
Departamento de Agroquimica y Bioquimica de la Universidad de Alicante
(Figura 111.2).
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Figura lll.7b. Detalle del panel de control de la camara.

l11.4.2.-Planteamiento experimental.

Esta experiencia se realiz6 en un cultivo sin suelofertirrigado (sustrato:
arena de silice de granulometria media, diametro 3-4 mm). El cultivo
empleado fue tomate cv. Daniela, al que se aplicaron los diferentes
tratamientos que se muestran enla Tabla lll.7, correspondientes a: un control
no salino, dos tratamientos salinos basados en los trabajos de Mizrahi et al.
(1988), mas los tratamientos salino-humicos. Las sustancias humicas
empleadas representan a los tres origenes ya empleados en la primera y
tercera experiencia: lignitos (una muestra), residuos vegetales (dos muestras)
y turbas (una muestra). La dosis de aplicacion foliar es de 0,1%(v/v) basada
en los resultados de la segunda experiencia (ligeramente rebajada debido a

que, en este caso, trabajamos con plantas mas jovenes). A dichas
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disoluciones se le anadié un tensoactivo no iénico en dosis de 0,1% (v/v)
(Eter nonilfenilpolietilenglicol 20%).

Se realizaron cinco aplicaciones de sustancias humicas, con una
periodicidad semanal, siendo la primerauna semanadespués del transplante
del semillero a los tiestos definitivos, y un dia después del comienzo de los

riegos salinos.

Tabla lll.7. Descripcion de los diferentes tratamientos.

Tratamientos Descripcion

Ctrl Control no salino CE 2 mS cm™

S1 Nivel salino bajo CE 3 mS cm"

S2 Nivel salino alto CE 6 mS cm™
S1+L7 Nivel salino bajo mas SH de lignitos

S2 +L7 Nivel salino alto mas SH de lignitos

S1 +RV1 Nivel salino bajo mas SH de res. vegetales
S2 + RV1 Nivel salino alto mas SH de res. vegetales
S1 +RV2 Nivel salino bajo mas SH de res. vegetales
S2 + RV2 Nivel salino alto mas SH de res. vegetales
S1+T Nivel salino bajo mas SH de turba
S2+T Nivel salino alto mas SH de turba

l11.4.3.-Preparacion del medio de cultivo.

El tratamiento del sustrato de cultivo fue el mismo que se describe en
el apartado 11l.1.3. El transplante se realiza sobre tiestos de medio litro de
capacidad aproximadamente, que se rellenan con la arena de silice. Adichos
tiestos se les acopl6 un depdsito inferior con el fin de mantener la disolucion

nutritiva en contacto con el medio radicular. La renovacién se realizaba cada
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tres dias, para mantener al maximo las condiciones de salinidad de los

riegos.

111.4.4.-Disolucion nutritiva.

Se empled la misma disolucién nutritiva que se muestra en la Tabla
[11.3. Dicha disolucion se utilizé como riego de las plantas control (~2 mS cm’
"), y como base para los riegos salinos. Los niveles salinos (3 y 6 mS cm™)
se consiguieron afiadiendo, a esa disolucion, NaCl en las cantidades precisas
para alcanzar las conductividades de la disolucién de riego antes

mencionadas.

111.4.5.-Desarrollo experimental.

Las semillas de tomate cv. Daniela se hicieron germinar en semilleros
rellenos de turba. Estos se regaron con agua de red y las plantulas se
transplantaron al alcanzar una altura aproximada unos 10 cm a los tiestos
definitivos, previo lavado de las raices con agua para eliminar los restos de
turba. La distribucidon de los tiestos con los tratamientos se realizé segun
bloques al azar por cuadruplicado.

El ensayo se prolongoé durante seis semanas después del transplante.
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111.4.6.-Toma de muestra.

A la finalizacion del ensayo se arrancaron las plantas y se guardaron
las muestras foliares en congelador a -20°C para las posteriores

determinaciones analiticas.

111.4.7.-Determinaciones analiticas.

Los parametros fisioldgicos y nutricionales determinados fueron:

S Glucosa, fructosa y sacarosa foliar.
S Prolina foliar.
S Macro y micronutrientes foliares.

Las metodologias empleadas en cada caso, se encuentran en el

Apéndice |I.
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IV.-RESULTADOS Y DISCUSION.

Con anterioridad a la realizacién de las cuatro experiencias que
componen este trabajo, se llevo a cabo una caracterizacion de las sustancias
humicas, determinando los parametros que se muestran en las Tablas IV.1
a IV.4. Mediante estos analisis tratamos de obtener resultados de variables
gue sirvieran para caracterizar y agrupar las sustancias humicas de un mismo
origeny, al mismo tiempo, diferenciarlas de las de los otros origenes. De esta
manera también se podrian usar esos conjuntos de valores para determinar

el origen de una sustancia humica cuya procedencia fuera desconocida.

Tabla IV.1. Origen, pH, conductividad eléctrica, densidad y humedad
de las sustancias humicas emeleadas en las diferentes exeeriencias.

Muestra ORIGEN pH CE (dS/m) Densidad (g/L) Humedad (%)
L1 Lignitos 11 19,8 1,1 20,4
L2 Lignitos 12 41,7 1,14 23,2
L3 Lignitos 12 37,1 1,13 22,2
L4 Lignitos 13 51,6 1,11 21,1
L5 Lignitos 14 83,8 1,14 23,9
L6 Lignitos 14 55,1 1,1 20,4
L7 Lignitos 14 66,2 1,21 35,4
L8 Lignitos 9,4 249 1,21 14,3
L9 Lignitos 12 43 1,13 22,5
L10 Lignitos 13 445 1,14 24,2
RV1 R. vegetales 54 28,9 1,22 52,9
RV2 R. vegetales 4.8 28,5 1,2 47,2
RV3 R. vegetales 54 242 1,25 57,2
T Turba 14 53,9 1,16 24,7

Como se puede ver en la Tabla IV.1, se han utilizado en los diferentes
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ensayos, un total de 14 muestras de sustancias humicas comerciales, de las
cuales 10 son de origen lignitos, 3 proceden de residuos vegetales de origen
industrial y 1 de turba. Como ya se ha dicho se trata de productos
comerciales que se encuentran en el mercado como liquidos viscosos; de
color negro, las procedentes de lignitos y turba, y de color marrén oscuro las
procedentes de residuos vegetales.

Los porcentajes de humedad varian considerablemente entre unas
muestras y otras, aunque en general, se puede decir que las sustancias
humicas comerciales procedentes de residuos vegetales contienen el doble
de agua que las de lignitos y turba. En las muestra procedentes de residuos
vegetales los niveles de humedad oscilan sobre el 50% en peso (maximo de
57,2% para RV3 y minimo de 47,2% para RV2), mientras que en las de
lignitos y turba estan alrededor del 20-25% (con un minimo de 14,3% para L8
y un maximo de 35,4% para L7). Sin embargo, los valores de la densidad no
muestran diferencias claras entre un grupoy otro, estando en todos los casos
entre 1,10 (L1 y L6) y 1,25 g/L (RV3).

Tanto el pH como la conductividad eléctrica se determinaron en las
muestras originales. Se observa claramente como las sustancias humicas de
origen lignitos y turba tienen valores de pH fuertemente alcalinos (entre 9,4
para L8 y 14,0 para L7). Es decir, que en realidad se trata de humatos y
fulvatos de sodio y potasio (Tabla IV.3). Estos elevados valores de pH se
deben ala utilizacion de bases fuertes, NaOH y KOH fundamentalmente, en
el proceso de extraccion de dichos materiales a partir de los lignitos minerales
o de las turbas, segun el caso. Por otro lado las sustancias humicas
procedentes de residuos vegetales presentan valores de pH acidos, entre 4,8
y 5,4, ya que para estos materiales no se emplea ningun proceso de
extraccion alcalina y provienen de residuos de caracter acido.

Los valores de la conductividad eléctrica varian fuertemente de unas

muestras a otras, aunque en general, son mayores para las sustancias
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humicas de lignitos y turba que para las de residuos vegetales. Se trata de
valores, en conjunto, considerablemente altos. Pero debido a las altas
diluciones con que se emplean dichos productos, no presentan ningun
problema (Franco et al., 1998). La mayor variabilidad se produce dentro del
grupo de sustancias humicas procedentes de lignitos, donde L1 da el menor
valor 19,8 dS/m y L5 el mayor 83,8 dS/m. En algunos casos, la alta
conductividad eléctrica se debe a la adicion de sales minerales al producto
con el fin de aumentar su poder fertilizante, aunque en general los altos
valores de este parametro estan provocados, como ya se ha comentado, por
el empleo de extractantes alcalinos como KOH o NaOH (Ayuso, 1995). El
unico producto que declara estar enriquecido en elementos minerales en su
etiqueta es L7, aunque en la Tablas IV.3 se pueden observar valores muy
altos de P para L4 y RV3, que difieren ampliamente del resto, lo cual hace
pensar en una adicion de P al producto.

Los valores de extracto humico total, porcentaje de acidos humicos y
fulvicos y la relacion optica E,/E, se hallan en la Tabla IV.2.

En relacién al extracto humico (E.H.) total, cabe resefiar que varias de
las muestras analizadas no llegan al minimo del 15% establecido en la Orden
Ministerial de 28 de Mayo de 1998 (B.O.E., 2 junio 1998) para su
comercializacion como “acidos humicos liquidos”. No hay grandes diferencias
entre unas muestras y otras, aunque destaque L7 como valor mas elevado
(22,8%) y T como mas bajo (10,3%).

A continuacién emplearemos los términos “acidos humicos” y “acidos
fulvicos” para referirnos a fracciones de los productos comerciales que no lo
son estrictamente hablando, ya que contienen productos como carbohidratos,
aminoacidos, péptidos, acidos fendlicos, etc. (Franco et al., 1998). A pesar
de ello, la definicion tedrica (Aiken et al., 1985) de acidos humicos, como
sustancias extraidas con un alcaliy precipitadas apH 2 y lade acidos fulvicos

como sustancias extraidas con un alcali y solubles en todo el rango de pH,
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se ajusta a lo observado experimentalmente por lo que se ha decidido

mantener estas denominaciones.

Tabla IV.2. Niveles de extracto humico total, acidos humicos y
fulvicos y relacion éptica E,/E..

Muestra % E.H. total % AH % AF E,/[Eg
L1 16,2 14,3 1,8 5,07
L2 15,8 8,6 7,1 4,00
L3 16,9 14,9 1,9 5,08
L4 14,2 13,5 0,7 4,73
L5 14,8 13,8 1,0 5,16
L6 17,5 12,9 4,7 4,79
L7 22,8 20,7 2,1 4,30
L8 11,0 9,7 1,3 4,90
L9 16,6 12,9 37 4,12
L10 17,5 11,6 5,9 5,25
RV1 19,3 0,3 19,0 13,33
RV2 16,7 0,8 15,9 6,29
RV3 18,3 0,2 18,1 7,20
T 10,3 10,3 - 3,06

* no detectado.

Los valores de porcentajes de acidos humicos y fulvicos muestran que
las sustancias humicas procedentes de lignitos y turbas estan formadas
fundamentalmente por acidos humicos, presentando en la mayoria de los
casos, niveles muy bajos de la fraccion fulvica. En el otro extremo estan las
sustancias humicas de residuos vegetales formadas, casi exclusivamente,
por acidos fulvicos, como ya hacia prever su bajo pH (Stevenson, 1994). En
este grupo de sustancias humicas los contenidos de acidos humicos no

llegan al minimo exigido por la Ley antes mencionada (7%) para su
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comercializacion como “acidos humicos liquidos”, por ello se han de distribuir
como “enmienda fulvica” o “acidos fulvicos”.

Estos resultados estan de acuerdo con Franco et al. (1998) y
Stevenson (1994), ya que si el material original es joven y poco humificado
se obtendran preferentemente fracciones fulvicas con predominio de
estructuras alifaticas que son muy activas fisiolégicamente y en cuanto a su
interaccion con los micronutrientes, pero tienen un tiempo de residencia en
el suelo muy corto, debido a su rapida biodegradacion por microorganismos.
En cambio, en los productos situados al otro extremo, procedentes de
materiales muy evolucionados (lignitos y turbas), predominan acidos humicos
con estructuras aromaticas altamente condensadas, de elevados pesos
moleculares, y practicamente sin presencia de sustancias no humicas como
proteinas y mucopolisacaridos.

La relacién éptica E,/E4 sirve como indice de humificacion, es decir,
como medida de los tamafios y condensacion moleculares. Segun Stevenson
(1994) valores de E,/E4<5,0 corresponden a acidos humicos, y entre 6,0y 8,5
a acidos fulvicos. De esta manera, se puede decir que la relacién E,/E;
desciende conforme aumenta el peso molecular y el grado de humificacion
del material correspondiente. Asi, los materiales mas evolucionados, y por
tanto mas condensados y con mayor caracter aromatico, tendran valores de
esta relacion éptica pequenos. Por otro lado, los productos “jévenes” y con
una alta tasa de componentes alifaticos presentaran valores de E,/Eq
mayores. Este hecho se refleja en los resultados que muestra la Tabla IV.2,
donde las sustancias humicas procedentes de lignitos y turbas, con
predominio de acidos humicos, tienen valores de E,/E; entre 3,06 (T) y 5,25
(L10), mientras que las procedentes de residuos vegetales, donde la que
predomina es la fraccién fulvica, estos valores oscilan entre 6,29 (RV2) y
13,33 (RV1).
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Tabla IV.3. Macronutrientes referidos a materia fresca.
Muestra N (%) P Lppm) K (%) Na (%) Ca (%) Mg (%)

L1 0,19 58 3,3 0,05 0,30 0,10
L2 0,08 55 3,7 0,68 0,15 0,01
L3 0,12 69 4,5 0,33 0,19 0,01
L4 0,12 4.110 3,7 0,30 0,22 0,09
L5 0,17 25 3,5 0,04 0,23 0,06
L6 0,26 25 25 1,62 0,07 0,01
L7 0,45 153 4,2 0,71 0,38 0,15
L8 0,14 61 24 0,08 0,19 0,10
L9 0,10 82 3,7 0,60 0,10 0,03
L10 0,13 129 3,0 0,51 0,19 0,01
RV1 2,24 110 4,8 2,56 0,33 0,13
RV2 4,02 130 1,8 2,62 0,41 0,48
RV3 4,52 12.887 3,5 2,11 0,26 0,12
T 1,68 907 2,7 0,48 0,55 0,05

Las Tablas IV.3 y IV.4 muestran los resultados de los analisis de
macro y micronutrientes realizados a la catorce muestras de sustancias
humicas. Comenzando por los macronutrientes, destacan los referentes al N.
Se puede ver como las muestras de procedentes de residuos vegetales
tienen contenidos mayores que las de turba y lignitos (Tabla IV.3). El proceso
de humificacion natural que sufren los lignitos y las turbas hace descender la
concentracion de N en su seno (Varanini et al., 1995), mientras que en las
muestras mas jévenes esa concentracion es mayor. En el caso concreto de
lamuestra T, es muy posible que ésta se encuentre enriquecida en N, yaque
desprende un fuerte olor a amoniaco

En general, los contenidos de P de las sustancias humicas
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procedentes de lignitos son los menores, seguidos de los de las de residuos
vegetales y de turbas (Tabla IV.3). Sin embargo, es evidente que las
muestras L4, L7 (declarado en su etiqueta), RV3 y probablemente T, hayan
sido enriquecidas con P, ya sea por haber empleado pirofosfato sddico en el
proceso de extraccion junto a las bases fuertes comunmente empleadas o
por adicion posterior con el fin de aumentar su poder fertilizante.

Para los casos de K, Ca y Mg no aparecen diferencias dignas de
mencion entre los diferentes grupos de sustancias humicas, salvo que en el
Mg las concentraciones en las muestras de residuos vegetales son algo
superiores a lignitos y turba. Los valores de estos tres elementos esenciales
oscilan entre 4,8% (RV1) y 1,8% (RV2) para el K, entre 0,55% (T) y 0,07%
(L6) para el Ca, y entre 0,48% (RV2) y 0,01% (L2, L3, L6 y L10) para el Mg
(Tabla IV.3).

En cuanto al sodio, las sustancias humicas procedentes de residuos
vegetales tienen una mayor concentracién de este elemento que las de
lignitos y turbas (Tabla IV.3).

En relaciébn a los contenidos de micronutrientes, vemos como la
muestra L7 tiene unas concentraciones de micronutrientes superiores al
resto, ya que se encuentra enriquecida en todos ellos (Tabla 1V.4). Para Mn,
Cu y B no existen rasgos comunes dentro de los grupos de diferente origen.
Para el caso del Zn las sustancias humicas procedentes de residuos
vegetales tienen concentraciones algo superiores a las originarias de lignitos
y turbas.

Por ultimo los resultados de Fe indican valores inferiores en las
muestras de turbay residuos vegetales respecto a las de lignitos, algunas de
las cuales presentan concentraciones de este micronutriente muy elevadas
(TablaV.4). Segun Garciaetal. (1993), pretratamientos acidos de los lignitos

incrementan significativamente los contenidos de Fe en las sustancias
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humicas extraidas. Dadas las diferencias existentes en los contenidos de
este micronutriente dentro del grupo de productos comerciales procedentes
de lignitos, no es descartable que en algun caso se pueda haber realizado
dichos pretratamientos, mas aun si se tiene en cuenta que éstos incrementan

los rendimientos de la extraccion.

Tabla IV.4. Micronutrientes referidos a materia fresca.

Muestra Fe (ppm) Mn (ppm) Cu(ppm) Zn(ppm) B (ppm)

L1 686 29 10 17 85
L2 3430 3 19 11 95
L3 2252 2 13 11 83
L4 585 25 8 5 52
L5 1908 15 12 4 43
L6 191 5 8 2 39
L7 1900 385 341 702 225
L8 1072 24 4 8 15
L9 4534 3 7 12 18
L10 4289 3 7 10 13
RV1 294 24 12 27 74
RV2 68 10 2 24 20
RV3 335 25 4 23 12
T 898 7 5 10 27

Las sustancias humicas en general (Dekock, 1955; Aso et al., 1963;
Jalali et al., 1979; David et al., 1994) y las procedentes de lignitos en
particular (Brownell et al., 1987) se muestran como eficaces correctores de
la clorosis férrica, mas por su capacidad de movilizar hierro del suelo

formando quelatos, que por sus contenidos intrinsecos de este metal, ya que
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las dosis en las que estos productos se aplican son demasiado bajas como

para que, el hierro presente en ellas, solucione la carencia.

Segun los resultados enumerados anteriormente, podemos utilizar
algunas variables analiticas, como el pH, la relacién E,/E;, %AH o AF y los
contenidos de ciertos nutrientes vegetales para establecer la procedenciade
una muestra de sustancias humicas de origen desconocido.

A continuacion se muestran los resultados de los diferentes ensayos
agronomicos realizados con las sustancias humicas antes mencionadas,
sobre tomate cv. Daniela, cultivo que cumple sobradamente los requisitos

indicados en el apartado 11.5.
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IV.1.-Primera experiencia. Ensayo introductorio.

Al objeto de comparar los efectos de la aplicacion de distintas
sustancias humicas comerciales de los diferentes origenes presentes en el
mercado se realizd este ensayo para tratar de realizar una primera
aproximacion. Por ello, se eligieron diferentes muestras representativas de
los tres origenes mas habituales del mercado: lignitos, residuos vegetales y
turbas. El cultivo empleado fue tomate cv. Daniela, al que se aplico, via foliar,
las sustancias humicas comerciales en dosis de 0,5% (v/v), mas un

tratamiento testigo.

IV.1.1.-Crecimiento semanal.

Durante las cinco semanas siguientes al comienzo de los tratamientos
se midieron las alturas de las plantas, determinando el crecimiento semanal
de cada una de ellas (Tabla IV.5). Se puede observar que en la primera,
cuarta y quinta semana, el analisis estadistico (Apéndice Il) nos indica que
no existen diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. Sin
embargo, en las semanas segunday tercera si aparecen algunas diferencias.
Los valores de crecimiento en estas dos semanas son idénticos, siendo el
mas alto el del tratamiento L7 (sustancias humicas procedentes de lignitos)
y los menores los L4 (lignitos), RV2 y RV3 (residuos vegetales).

Sise comparan los resultados de crecimiento entre las cinco semanas
registradas, se puede ver que en la segunda y tercera, es decir al comienzo
de los tratamientos, se presentan, en términos generales, los valores mas

altos del mismo.
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Tabla IV.5. Crecimiento (cm) de las plantas de tomate en las primeras
cinco semanas tras comenzar los tratamientos.

Tratamiento 0 L4 L5 L7 RV1 RV2 RV3 T
Semana 1 25a 0,42 26 a 0,42 0,46 0 26 a 0,33

Semana 2 33ab 28a 31ab 36b 30ab 26a 26a 32ab
Semana 3 33ab 28a 31ab 36b 30ab 26a 26a 32ab
Semana 4 0,46 | 0,38 0 046 046 25a 046 25a
Semana 5 28a  27a 0 0,33 0,21 0,33 0,25 0,25

En cuanto al aspecto visual del cultivo se observan pocas diferencias
entre los distintos tratamientos. Cabe destacar cierto adelanto en la floracion
y el cuajado para los tratamientos L5 y RV2, aunque este ligero adelanto no

se tradujo en una maduraciéon mas temprana de los frutos.

IV.1.2.-Desarrollo vegetal.

IV.1.2.1.-Altura planta.

Al finalizar el ciclo de cultivo se arrancaron las plantas para determinar
los parametros morfoldgicos de las mismas. El analisis estadistico (Apéndice
II) nos indica que no existen diferencias significativas entre el testigo y los
tratamientos con sustancias humicas procedentes de lignitos y residuos
vegetales, mientras que el tratamiento con sustancias humicas procedentes
de turba provoca un descenso en el crecimiento total (Figura IV.1).

Agrupando los tratamientos por origenes podemos decir que, por
aplicacion foliar a la dosis de 0,5% (v/v), las sustancias humicas de turba

reducen el crecimiento de las plantas de tomate, por contra, las procedentes
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delignitos y de residuos vegetales no ejercen efectos significativos sobre este

parametro.
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Figura IV.1. Altura final de las plantas (cm).

IV.1.2.2.-Biomasa. Tallos y ramas.

Los resultados de produccion de materia vegetal fresca y seca (tallos)
se pueden ver en las Figuras IV.2 y IV.3 y en el Apéndice Il.

Se puede observar, particularmente para los datos de materia seca,
como los tratamientos de sustancias humicas procedentes de residuos
vegetales y turba reducen la produccién de biomasa, mientras que los de
lignitos se mantienen al mismo nivel que el tratamiento testigo.

En este caso el tratamiento que causa una mayor produccion de
materia vegetal, como tallos y ramas, es el L7, seguido del L4. En el otro

extremo estan los tratamientos RV1 y T. Este ultimo ya dio los valores mas
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bajos de crecimiento total (1V.1.2.1).
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Figura IV.2. Produccion de materia fresca (tallos) en g/planta.
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Figura IV.3. Produccién de materia seca (tallos) en g/planta.
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IV.1.2.3.-Biomasa. Hojas.

Por lo que se refiere a la influencia de los distintos tratamientos en la
produccion de biomasa foliar, los resultados se muestran en las figuras IV.4
y IV.5 y en el Apéndice Il. EI comportamiento de los resultados es
practicamente igual que el que pudimos comprobar en el caso de los tallos
en el apartado anterior. De nuevo los valores mas bajos corresponden a las
plantas tratadas con RV1y T, mientras que los mas altos a las tratadas con
L4y L7, aunque estos dos ultimos no son significativamente diferentes a las

plantas testigo.
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Figura IV.4. Produccién de materia fresca (hojas) en g/planta.
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Figura IV.5. Produccién de materia seca (hojas) en g/planta.

Igualmente, si agrupamos los datos por origenes de las sustancias
humicas, vemos que el descenso mas acusado corresponde a las plantas
tratadas con sustancias humicas procedentes de turba y de residuos
vegetales, en tanto que las procedentes de lignitos se mantienen al mismo

nivel que el testigo.

95



Resultados y discusion

IV.1.2.4.-Biomasa. Raices.

Al igual que en los dos casos anteriores el peso fresco y seco de las
raices siguen tendencias practicamente iguales (Figuras IV.6 y IV.7 y
Apéndice Il). Ahora, los tratamientos que presentan los valores mas bajos
son RV2y T, ylos masaltos L4 y L7, aunque sin diferencias significativas con

respecto al tratamiento testigo para ninguno de ellos.
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Figura IV.6. Produccién de materia fresca (raices) en g/planta.
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Figura IV.7. Produccién de materia seca (raices) en g/planta.

IV.1.2.5.-Biomasa. Total.
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Figura IV.8. Producciéon de materia fresca total en g/planta.

Las Figuras IV.8 y IV.9 y el Apéndice |l muestran los resultados de
produccion de material vegetal fresca y seca total. Las Unicas diferencias
significativas respecto al tratamiento testigo son las de los tratamientos RV1
y T, que son menores en produccion de materia frescay de T en el caso de
materia seca.

Los resultados referentes a los parametros de materia fresca y seca
gue se han registrado anteriormente (Figuras IV.2 a IV.9), para las plantas
tratadas con sustancias humicas procedentes de lignitos, se mantienen al
mismo nivel que los de las plantas control. Por otrolado los valores de dichos
parametros para las plantas tratadas con sustancias humicas procedentes de
residuos vegetales y turba, en general, tienden a disminuir respecto a los
valores del control, aunque en muchos casos este descenso no es

significativo.
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Figura IV.9. Produccion de materia seca total en g/planta.
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Este hecho parece indicar que la dosis de aplicacion empleada en el
presente ensayo (0,5% Vv/v) no es la adecuada. Recuérdese que dicha dosis
se establecio en funcién de las recomendaciones de los diversos fabricantes.
Esta dosis es bastante superior a las establecidas en la bibliografia, por lo
que cabe pensar que se estan aplicando sustancias humicas en exceso, de
manera que los resultados anteriores se encuentran en la “zona de declive”
(Figura 1.5, apartado 11.2.2.3) mostrada por Rauthan et al. (1981).

Este efecto inhibitorio provocado por una dosis demasiado elevada de
aplicacién, es mayor para las sustancias humicas procedentes de residuos
vegetales y turbas que para las procedentes de lignitos, las cuales no varian
los resultados respecto del control de manera apreciable. Es decir, en funcion
del origen de las sustancias humicas, los resultados observados hastaahora
se clasifican de la siguiente manera: en primer lugar las procedentes de
lignitos, conformadas por un conjunto de materiales organicos con un
proceso de humificacion muy prolongado, de manera que presentaran
tamafos moleculares y relaciones C/O mayores, y contenido de grupos
funcionales y fraccion fulvica, menores que el resto de sustancias humicas
estudiadas. Estas caracteristicas les confieren una gran estabilidad, pero
hacen que los efectos de su aplicacion foliar sean menores (Franco et al.,
1998). Sin embargo, las sustancias humicas procedentes de residuos
vegetales, por sus caracteristicas quimicas (Tabla IV.2) son mucho mas
activas en su aplicaciéon directa a la planta. Por ello, dado que la dosis
empleada en este ensayo es muy alta, aparecen los efectos inhibitorios que
ya se han mencionado.

Por ultimo, las sustancias humicas de turba se asemejan
guimicamente mas a las de lignitos (Tabla IV.2), sin embargo sus resultados
agronomicos son similares a los obtenidos con sustancias humicas de
residuos vegetales. Este hecho se repetira en posteriores ensayos (tercera

y cuarta experiencia), donde los resultados agronémicos de las sustancias
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humicas procedentes de turbas y residuos vegetales son también,
semejantes entre si, y a su vez, diferentes de los generados por las
procedentes de lignitos. Por ello, los resultados inhibitorios respecto a la
produccion de biomasa, obtenidos aqui con las sustancias humicas
procedentes de turba no se pueden explicar en funciéon de su mayor o menor
estabilidad como materia organica, y deben estar causados por algun otro
factor o componente de este producto, que no serefleja en la caracterizacion

realizada previamente.

IV.1.3.-Parametros fisiolégicos.

Paratestar el posible efecto de las sustancias humicas via foliar, sobre
diversos parametros fisioldgicos del desarrollo vegetal se determinaron los
contenidos de algunos de los pigmentos mas significativos producidos por la

planta: clorofila total, clorofilas ay b y carotenos.

IV.1.3.1.-Clorofilas.

Los resultados correspondientes a la determinacion de clorofilas se
pueden ver en la Tabla IV.6 y en el Apéndice Il.

Las clorofilas son pigmentos fotosintéticos constituidos por cuatro
anillos de naturaleza pirrdlica unidos, que forman un macrociclo con
diferentes sustituyentes laterales. Por medio de los atomos de N de los
anillos pirrolicos, este compuesto forma un complejo con un cation Mg?*, que
se coloca en el centro, creando una estructura practicamente plana. Los dos
tipos principales de clorofila son: clorofila a y clorofila b, que se diferencian

en el sustituyente de la posicién tres del nucleo porfirinico. En el caso de la
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clorofila a es un metilo y en el de la clorofila b un formilo. La clorofila b es un

metabolito directo de la a (Barcelo et al., 1992).

Tabla IV.6. Contenidos foliares de clorofila (mg/g m.f.) determinados
al comienzo del periodo de fructificacion.

Tratamiento Clorofila total Clorofila a Clorofila b

0 2,29 a 1,71 a 0,58 abc
L4 2,19a 1,63 a 0,56 ab
LS 2,25 a 1,66 a 0,59 abc
L7 2,36 a 1,68 a 0,68 bc
RV1 1,98 a 1,44 a 0,53 a

RV2 2,35a 1,70 a 0,65 abc
RV3 2,20 a 1,53 a 0,66 abc
T 2,39 a 1,68 a 0,71 ¢

No se han observado durante todo el desarrollo del cultivo sintomas
de clorosis, que nos hicieran pensar en un descenso de clorofilas respecto
a los niveles adecuados.

Para los contenidos foliares de clorofila total y clorofila a no aparecen
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos, ni entre ellos y el
control. En el caso de la clorofila b si que hay algunas diferencias
significativas entre varios tratamientos, siendo el valor mas bajo el del
tratamiento RV1, y los mas altos los de L7 y T (aunque sin diferencias
respecto al control). En este apartado no es posible agrupar los resultados
obtenidos en funcioén de los origenes de las sustancias humicas aplicadas,
ya que no existe ningun rasgo de comportamiento comun dentro de los

distintos grupos.
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Estos resultados contrastan con los reflejados en la bibliografia, los
cuales muestran aumentos en la concentracion de clorofila foliar por la
aplicacién de sustancias humicas (Sladky, 1959; Albuzio et al., 1994).
Probablemente, y como ya se comenté en el apartado anterior, las dosis de
aplicacién de sustancias humicas utilizadas en este ensayo, se encuentran
por encima del umbral de “dosis optima”, de manera que se esta provocando
un efecto inhibitorio que, reduce la respuesta positiva de la planta, en este

caso la produccion de clorofilas, a los tratamientos aplicados.

IV.1.3.2.-Carotenoides.

Otro de los indicativos fisiol6gicos que se analizaron, al comienzo del
periodo de fructificacién, fue el contenido foliar de carotenoides. Los
carotenoides son pigmentos de naturaleza liposoluble de color amarillo o
anaranjado. La planta de tomate produce pigmentos de este tipo, no sélo
como componente de los fotosistemas, sino también para la coloracion de
sus frutos (Nuez, 1995). Los resultados de dicho analisis se pueden observar

en la Figura IV.10 y en el Apéndice II.
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Figura IV.10. Niveles foliares de carotenoides en mg/g de materia
fresca.

En la Figura IV.10 se puede comprobar como no existen diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos y el control, aunque si dentro
de los tratamientos humicos. Asi vemos como las aplicaciones foliares de los
productos L7 y T provocan los niveles mas bajos de carotenoides en hoja,
mientras que el RV2 el mas alto.

Igualmente se observa que no existe reproducibilidad de los resultados
en los grupos de los tratamientos de un mismo origen, es decir, dentro de los
de lignitos o de residuos vegetales. Para un mismo grupo de sustancias
humicas encontramos productos que aumentan y otros que disminuyen los
contenidos de carotenoides foliares. Es decir, a la dosis de 0,5% (v/v)
empleada en esta experiencia, la influencia de las sustancias humicas sobre
los niveles de carotenoides en hoja no es clara, ya que mientras que en unos

casos aumentan, en otros existe una disminucidon de la concentracion de
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dicho pigmento.

IV.1.4.-Frutos.

En lo que se refiere a los frutos de tomate, se determinaron, no sélo
los valores relativos a los rendimientos productivos del cultivo, sino también
a algunos parametros concernientes a la calidad de los mismos, los cuales
también podian servir de indicativos del papel de activador fisiolégico de las

sustancias humicas comerciales.

IV.1.4.1.-Rendimientos.

Los resultados relativos a los rendimientos productivos y al calibre
medio ecuatorial de los frutos se muestran en la Tabla IV.7 y el Apéndice II.

No existen diferencias significativas entre el tratamiento testigo y los
tratamientos humicos, salvo para el producto procedente de turba, en el cual
se puede ver un descenso significativo de la produccion. La sustancia humica
procedente de lignitos L5 es la que proporciona unos valores de produccion
mas elevados, aunque de valor significativamente igual, al de todo el conjunto
de tratamientos, excepto T que es menor.

En cuanto alos resultados del calibre medio de los frutos, vemos como
solo existen diferencias significativas entre el testigo y el tratamiento RV1, el

cual hace descender el valor del calibre medio de los frutos.
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Tabla IV.7. Rendimientos productivos en kg/planta y calibre medio
ecuatorial de los frutos en mm de diametro del fruto.

Tratamiento  Produccion (kglplanta) Calibre (mm)
0 3,06 b 64 b
L4 3,07 b 61 ab
L5 3,41b 62 ab
L7 2,84 ab 63 ab
RV1 3,00 ab 59 a
RV2 2,75 ab 61ab
RV3 2,87 ab 62 ab
T 2,27 a 62 ab

De nuevo vemos como se manifiesta el hecho de que la dosis de
aplicacién en este ensayo es demasiado alta, lo que provoca valores
negativos, en general, de la produccién con respecto al tratamiento control.
Este hecho es, si cabe, mas visible en los tratamientos con sustancias
humicas procedentes de residuos vegetales y turbas, tal y como ocurria en

los resultados de produccion de biomasa vegetal (IV.1.2).

IV.1.4.2.-Parametros de calidad de los frutos.

En este ensayo se han determinado algunos parametros de calidad de
los frutos, como pH, conductividad eléctrica, acidez valorable, solidos
solubles y vitamina C. Los cuatro primeros parecen relacionarse directamente
con el buen sabor de los frutos (Mizrahi et al., 1985), mientras que el ultimo

de ellos hace referencia al valor nutritivo de los mismos.
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IV.1.4.2.1.-pH.

5 C abc bc abc c abc 4p

pH

0 L4 L5 L7 RV1 RV2 RV3 T

Tratamientos

Figura IV.11. pH de los zumos.

Como se puede apreciar en la Figura IV.11 y en el Apéndice Il, los
valores de pH de los zumos son inferiores al valor umbral de 4,4; por encima
del cual se reduce considerablemente su apreciacion comercial (Martinez et
al., 1987).

Los valores de pH de los frutos de plantas tratadas con sustancias
humicas de cualquiera de los origenes son de la misma significacion que el
control, salvo RV1y T que son menores. Dentro de los grupos de sustancias
humicas del mismo origen no se observa reproducibilidad de los resultados
en el caso de las procedentes de residuos vegetales, donde se encuentran
el valor mas alto (RV2) junto con el testigo, y el valor mas bajo (RV1). Sin
embargo en el grupo de sustancias humicas procedentes de lignitos, siexiste
cierta reproducibilidad de los resultados, que son significativamente iguales

entre si, aunque también al tratamiento control.
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IV.1.4.2.2.-Conductividad eléctrica.

En la Figura IV.12, asi como en el Apéndice Il se encuentran los
valores de la conductividad eléctrica de los zumos de tomates procedentes
de los diferentes tratamientos.

Destaca el aumento de conductividad eléctrica, producido por el
tratamiento RV1, de sustancias humicas de residuos vegetales. Este es el

unico valor significativamente superior al testigo.

4 || 4,05

dS/m

0 L4 LS L7 RV1 RV2 RV3 T

Tratamientos

Figura IV.12. Conductividad eléctrica de los zumos.

En cuanto a la agrupacion de los resultados en funcién del origen de
la sustancia humica empleada, se observa el mismo efecto que con el pH.
Por un lado, los valores de conductividad eléctrica de los zumos de frutos de
plantas tratadas con sustancias humicas procedentes de lignitos son

significativamente iguales entre si y con el testigo. Por otro lado, en los de
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sustancias humicas procedentes de residuos vegetales destaca el alto valor
de RV1 respecto a las otras dos. Por ultimo, el tratamiento procedente de
turba T, aunque genera el valor mas bajo de conductividad, éste es de la

misma significacion que el control.

IV.1.4.2.3.- Acidez valorable.

La acidez valorable de los frutos (Figura IV.13 y Apéndice Il) vuelve a
mostrar al tratamiento RV1 como al que mas aumenta dicho parametro,
destacando no sélo frente al testigo, sino también frente a los otros
tratamientos del mismo origen (residuos vegetales) cuyos valores son

significativamente iguales al tratamiento testigo.
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Figura IV.13. Acidez valorable de los zumos en mg ac citrico/ g
materia fresca.
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En todos los casos, los resultados de acidez valorable de los diferentes
tratamientos humicos son superiores al testigo aunque, los valores de los
frutos de plantas tratadas con sustancias humicas procedentes de lignitos
son significativamente iguales entre si, y también iguales al control. El valor
de los frutos de plantas del tratamiento T no muestra diferencias

significativas, ni con el testigo, ni con el resto de tratamientos.

IV.1.4.2.4.-Sélidos solubles.
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Figura IV.14. Sélidos solubles en los frutos expresados como °Brix.

Observando los resultados de la Figura 1V.14 y del Apéndice Il se
comprueba como el tratamiento RV1 es el que produce un mayor aumento
de la cantidad de sélidos solubles, expresados en grados Brix. Aun asi, dicho
aumento no es estadisticamente significativo con respecto al resultado de los
frutos de las plantas del tratamiento testigo. Los valores mas bajos, aunque

estadisticamente iguales al testigo, son los correspondientes a los
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tratamientos RV3y T. Es decir, los resultados no son reproducibles dentro del
grupo de tratamientos correspondientes a las sustancias humicas
procedentes de residuos vegetales, ya que en éste se encuentra el valor mas
alto y el mas bajo de sdlidos solubles en fruto. Para las sustancias humicas
procedentes de lignitos, los resultados simuestran reproducibilidad, aunque

no son diferentes al testigo.

IV.1.4.2.5.-Vitamina C.

Como ultimo parametro de calidad de los frutos determinado en esta
experiencia esta el contenido de vitamina C. La vitamina C o acido ascérbico
es una Y-lactona que es sintetizada por las plantas y por la mayoria de los
animales. Esta vitamina se encuentra en cantidades importantes en el
tomate, asi como en otras hortalizas y citricos. Los valores obtenidos se
encuentran entre los proporcionados como referencia (256 mg/100g) por
Serrano (1985) y los que reflejan Loépez-Andreu et al. (1990) (712-15
mg/100g).
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Figura IV.15. Contenidos de vitamina C en frutos en mg/100g m.f.

Como se puede ver en la Figura IV.15 y en el Apéndice Il, es el
tratamiento L4, procedente de lignitos, el que provoca incrementos
significativos en los contenidos de vitamina C en los frutos. Aunque es de la
misma significacion que el control, cabe destacar el alto valor correspondiente
al tratamiento RV1, ya que éste ha sido el que ha proporcionado los
resultados mas relevantes en los anteriores parametros de calidad

determinados.

Los resultados de produccion y calidad de frutos indican que la dosis
de aplicacion foliar empleada en este ensayo, y que se establecié en funcion
de criterios comerciales, es demasiado elevada y produce un efecto negativo
sobre los rendimientos productivos. Este hecho se manifiesta de manera mas
clara para las plantas tratadas con sustancias humicas procedentes de

residuos vegetales y turba (tal y como ocurria con los resultados de
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producciéon de biomasa).

En cuanto a los parametros de calidad de los frutos no aparecen
efectos significativos en ningun sentido, salvo con el tratamiento RV1
(sustancias humicas procedentes de residuos vegetales), el cual aumenta la
conductividad eléctrica, acidez valorable y vitamina C de los frutos,
mejorando tanto las caracteristicas de sabor como el valor nutricional de los
mismos. En relacién a la vitamina C también destaca el tratamiento L4
(sustancias humicas procedentes de lignitos) que causa el mayor incremento

de este parametro en los frutos.

IV.1.5.-Parametros nutricionales.

IV.1.5.1.-Macronutrientes.

En la Tabla IV.8 y en el Apéndice |l se pueden ver los resultados del
analisis foliar del cultivo por lo que se refiere a macronutrientes. Estas
determinaciones se realizaron en la etapa final del cultivo, y para este
momento, los valores se encuentran entre de los intervalos de normalidad de
Cadahia et al. (1988), Bergmann (1992) y Bennet (1993), salvo P y K que
estan algo por debajo.

Para el N, K y Mg no existen diferencias significativas entre los

diferentes tratamientos, ni entre estos y el testigo.
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Tabla IV.8. Niveles foliares de macronutrientes expresados en %
sobre materia seca.

Tratam. N P K Ca Mg_
0 25a 0,177 abc 2,4 a 4,3 ab 0,82 a
L4 24a 0,14ab 23a 3,0a 0,91 a
L5 2,6a 0,13 a 2,1a 52d 0,99 a
L7 2,6 a 0,14 a 24 a 4,4 bc 0,95 a
RV1 2,8a 0,11 a 22a 48bcd 0,99a
RV2 25a 0,12 a 23a 5,1 cd 0,91 a
RV3 2,8a 0.23¢ 24 a 49bcd 0,89a
T 2,8a 0,20bc  2,3a 47bcd 0,88a

En el caso del Ca, vemos como los tratamientos L5 y RV2 aumentan
significativamente los niveles foliares de dicho macronutriente. El resto de
tratamientos proporcionan valores estadisticamente iguales al del tratamiento
testigo, aunque cabe destacar el descenso provocado por el tratamiento L4,
asi como el hecho de que las tres sustancias humicas procedentes de
residuos vegetales den resultados sensiblemente superiores al testigo, a
pesar de que éstos no sean significativos. Los incrementos de los niveles
foliares de Ca encontrados son de suma importancia por su papel en la
prevencion de la aparicién de la podredumbre apical de los frutos (Ward,
1973; El-Gizawy et al., 1986). Este fendmeno se pudo observar en algunos
de los ultimos frutos de las plantas correspondientes al tratamiento 0 y L4,
cuyos contenidos foliares de Ca son los menores de todos los tratamientos.

Los resultados del P indican que no existen diferencias entre los
tratamientos humicos y el testigo. Sin embargo, los tratamientos RV3 y T,
procedentes respectivamente de residuos vegetales y turba, producen cierto

aumento en los niveles foliares de P; como se vera a continuacion esta
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tendencia se repetira en el caso del Mo.

Por ultimo, los resultados mas importantes de este apartado
corresponden al Na. Este elemento es absorbido por las plantas (Marschner,
1986), siendo uno de los principales responsables de los dafios producidos
por la salinidad de aguas y suelos agricolas de mala calidad. Su entrada en
la planta produce, ademas de desajustes osmaticos y perturbaciones en el
balance de agua, efectos toxicos especificos como el agotamiento de la
energia requerida para el metabolismo (Poljakoff, 1994).

Observando la Figura IV.16, vemos como dos de los tres tratamientos
procedentes de residuos vegetales (RV2 y RV3) asi como el procedente de
turba (T) disminuyen el contenido foliar de sodio. Los tratamientos RV1y L4
aunqgue también provocan descensos importantes en este parametro, no son
significativamente menores al testigo. De esta manera podemos decir que los
tratamientos foliares con sustancias humicas procedentes de residuos
vegetales o turbas hacen descender los niveles foliares de sodio, mientras
que los tratamientos con sustancias humicas procedentes de lignitos no
muestran ese efecto. Estos resultados ya fueron observados por Cuesta et
al. (1994) en un cultivo de uva de mesa en la provincia de Alicante, al aplicar
via suelo, sustancias humicas comerciales procedentes de residuos

vegetales, concretamente la muestra RV2.
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Figura IV.16. Niveles foliares de sodio (% sobre materia seca).

De acuerdo con, Slesak et al. (1988) y Varanini et al (1993), las
sustancias humicas estimulan las actividades ATPasa (actuando como aporte
de energia en la respiracion celular), y por consiguiente aumentan la
permeabilidad de las membranas plasmaticas. De este modo se consigue
aumentar la, ya de por si natural, tendencia de exclusion del Na del medio
celular (Marschner, 1986), ya que es, a través de este enzima de membrana,
como la planta expulsa este elemento del medio intracelular. Si ademas,
tenemos en cuenta, que para algunas especies vegetales como el tomate
(Maas et al., 1977), el transporte de Na hacia la raiz esta favorecido,
restringiéndose el transporte hacia la parte aérea (Marschner, 1986), através
de varios mecanismos de selectividad en las células parenquimaticas de la
raiz (Kramer et al., 1977) y de reabsorcion en el floema (Guardiola et al.,
1990), podremos entender los descensos en la concentracion foliar de Na.

Esta inhibicién de la absorcion de sodio por la planta, causada por las
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sustancias humicas podria indicar cierto efecto bioprotector de dichos
materiales sobre cultivos que crecen en medio salino. Pero obviamente, en
este punto no es posible hacer esa afirmacion de manera rotunda. Por ello
en las experiencias tercera y cuarta tratamos de testar este posible papel

bioprotector de las sustancias humicas.

IV.1.5.2.-Micronutrientes.

Los resultados del analisis foliar para los micronutrientes (Tabla IV.9
y Apéndice Il) indican que no existen diferencias significativas para Fe y Cu.
Todos los niveles se encuentran dentro de los intervalos de normalidad dados
por Cadahia et al. (1988), con la excepcion del Mn y Mo, cuyos valores estan
algo por encima y por debajo de dichos intervalos respectivamente.

En el caso del Zn, unicamente el tratamiento L5 aumenta los niveles
foliares de este micronutriente con respecto al testigo, mientras que para el
caso del Mn es el tratamiento procedente de turba el que causa el mayor
aumento respecto al testigo.

Los niveles foliares de B no presentan diferencias significativas con
respecto al testigo, aunque se observa que los tratamientos RV2, RV3y T
diminuyen relativamente los contenidos de dicho micronutriente.

Al observar los resultados correspondientes al Mo, se comprueba que
presentan la misma tendencia que el P. En los dos casos, los tratamientos
gue proporcionan unos mayores niveles de nutriente en hoja son RV3 y T.
Comparando con los valores de N, se vera que estos dos tratamientos son
también, los que dan los resultados mas altos. Estos tres elementos
esenciales tienen en comun que son absorbidos por la planta en forma
anionica (fosfatos, molibdatos y nitratos fundamentalmente). Este estimulo

en la absorcion de estos nutrientes puede estar relacionado con
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determinados efectos fisioldgicos de las sustancias humicas que favorecen
la absorcion de algunos nutrientes (Gaur, 1964; Vaughan et al., 1971; 1976;
Sanchez-Conde et al., 1968; Rauthan et al., 1981).

Tabla IV.9. Contenidos foliares de micronutrientes expresados en

Eem sobre materia seca. SMo exeresado en Eebt.

Tratam. Fe Mn Cu 2n B Mo

0 195a 610ab 0,1 03 30ab 166 abc
L4 161a 390a 02 03 32b 142ab
L5 216a 450ab 01 27b 32b 128a
L7 168a 400a 01 03 32b 138a
RV1 167a 413a 02 03 30ab 113 a
RV2 168a 497ab 0 0,3 25ab 117 a
RV3 181a 5&37ab 0,1 03 046 226¢C

T 179a 660b 02 03 O 202 bc

Los resultados referentes a los micronutrientes, y en concreto al Fe,
contrastan con los citados en la bibliografia. Existen numerosas referencias,
ya citadas en la introduccién (1.2.2.5) que muestran incrementos en la
absorcion de micronutrientes, particularmente de Fe, por la aplicacion de
sustancias humicas al medio radicular. Estas diferencias pueden ser debidas,
bien a que la viafoliar no es la técnica adecuada para estimular la absorcién
de micronutrientes, o bien a que la dosis, establecida en base a criterios
comerciales es demasiado elevada, tal y como ya se indicé en el apartado
IV.1.2.5al hablar de produccion de materia vegetal. Para discernir entre estas
dos posibilidades se disefo la siguiente experiencia en la que se probaron
varias dosis, establecidas en base a la bibliografia consultada (Lee et al.,
1976; Chukov et al., 1996; Csicsor et al., 1994; Dell’Amico et al., 1994), y
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siempre por debajo de la anterior dosis comercial.
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IV.2.-Segunda experiencia. Ensayo dosis.

Ala luz de los resultados obtenidos en el ensayo anterior se plantea
este nuevo trabajo para tratar de establecer cual es la dosis adecuada de
aplicacién foliar de sustancias humicas comerciales. Se eligié uno de los
productos procedentes de lignitos por ser el origen mas representado en el
total de las muestras recibidas.

Las dosis de aplicacion foliar de este ensayo se establecen en base
a la bibliografia consultada (Lee et al., 1976; Chukov et al., 1996; Csicsor et
al., 1994; Dell’Amico et al., 1994) y se pueden observar en la Tabla Ill.5.

IV.2.1.-Desarrollo vegetal.

IV.2.1.1.-Altura plantas.
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Figura IV.17. Altura final de las plantas (cm).
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Los resultados de la altura total de las plantas se pueden observar en
la Figura IV.17 y en el Apéndice Ill. En ellos se comprueba que todos los
tratamientos con sustancias humicas aumentan el valor del crecimiento de las
plantas respecto al control, sibien este incremento es significativo a las dosis
de 0,01; 0,15 y 0,2% (v/v). Es decir, se percibe un efecto positivo a dosis
bajas y otro a dosis altas de aplicacion. Con el intervalo de concentraciones
de sustancias humicas empleadas en esta experiencia, no se ha observado
el efecto inhibitorio causado por dosis de aplicacién demasiado elevadas
(1.2.2.3), ya visto por Dell’Agnola et al. (1971), Rauthan et al. (1981), y que
se ha podido comprobar en el anterior ensayo.

Dicho efecto de “dosis ¢ptima” parece observarse centrado alrededor
de la concentracion de 0,01%, ya que, a las dosis posteriores, el crecimiento
total se ajusta a valores significativamente iguales al control. Aunque, de
nuevo, a las concentraciones de 0,15 y 0,2% la altura de las plantas

aumenta, alcanzando valores significativamente superiores al control.

IV.2.1.2.-Biomasa. Tallos y ramas.

Los valores de produccién de materia vegetal fresca y seca que se
muestran en las Figuras V.18 y IV.19 y en el Apéndice lll, presentan
resultados similares a los reflejados en la Figura IV.17 para la altura total de
las plantas.

En ambos casos, todas las dosis de sustancias humicas aplicadas
foliarmente provocan aumentos en la produccién de materia vegetal fresca
y seca, siendo esos aumentos significativos, respecto al control, para las
dosis 0,005; 0,01 y 0,15%.
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Figura IV.18. Produccién de materia fresca (tallos y ramas) en
g/planta.
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Figura IV.19. Produccién de materia seca (tallos y ramas) en g/planta.
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Tal y como ocurria en el apartado anterior, el efecto de “dosis 6ptima’,
se encuentra ahora centrado sobre las dosis 0,005-0,01%, a partir de las
cuales (0,05 y 0,1%) la produccién de materia vegetal, tanto fresca como
seca, se reduce a niveles comparables con el control. Sin embargo, la dosis
de 0,15% provoca los aumentos mas importantes de produccion de biomasa
(un 50% en peso fresco y mas de un 60% en peso seco respecto del control).
Es decir, los resultados obtenidos no concuerdan con los descritos por
Dell’Agnola et al. (1971), Rauthan et al. (1981), Albuzio et al. (1994) y Retta
et al. (1994), los cuales observan incrementos en la produccién de materia
vegetal a dosis bajas, que van paulatinamente disminuyendo conforme
aumenta la dosis hasta llegar a valores inferiores al testigo. Un
comportamiento similar se puede ver aqui entre las dosis 0 y 0,1%. En
cambio, las dos ultimas dosis vuelven a aumentar la produccién de biomasa
(tallos y ramas), tanto en peso fresco como en peso seco de manera

significativa respecto del tratamiento testigo.

IV.2.1.3.-Biomasa. Hojas.

En contraste con los valores de produccion de biomasa (tallos y
ramas) descritos en el apartado anterior, se muestran en las Figuras V.20 y
IV.21, y el Apéndice lll, los resultados de pesos fresco y seco foliares. Aqui,
si se puede comprobar el efecto de “dosis 6ptima’ descrito anteriormente,
segun el cual se produce un aumento considerable, casi un 80% en peso
fresco y un 66% en peso seco respecto al control, de la produccién de
materia vegetal a la dosis mas baja (0,005%). A continuacion, conforme va

aumentando la dosis, los valores de los pesos fresco y seco foliares son
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significativamente iguales a los del control.
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Figura IV.20. Produccién de materia fresca (hojas) en g/planta.

Dentro del intervalo de dosis de aplicacion empleado en esta
experiencia, no se han detectado efectos inhibitorios por la aplicacion de
sustancias humicas en concentracién demasiado elevada, es decir, que todos
los tratamientos proporcionan valores de la misma o superior significacion
estadistica que el tratamiento testigo.

En este punto podemos concluir que la aplicacion foliar de una
sustancia humica comercial procedente de lignitos a dosis bajas (0,005% v/v),
aumenta la produccién de materia vegetal aérea de plantas de tomate cv.

Daniela fertirrigadas, mejorando asi su porte vegetativo.
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Figura IV.21. Producciéon de materia seca (hojas) en g/planta.

IV.2.1.4.-Biomasa. Raices.

Los valores reflejados en las Figuras IV.22 y V.23, y el Apéndice lll,
para los pesos fresco y seco radiculares presentan tendencias similares a las
mostradas por los resultados de los tallos y ramas (IV.2.1.2). Es decir, que se
puede hablar de “dos dosis optimas”. Por un lado la de 0,005%, que se ha
mostrado como la dosis de maximo aumento de pesos fresco y seco foliares
y por otro la de 0,15%, que ha causado el maximo aumento en los pesos
fresco y seco de tallos y ramas.

En este apartado, la dosis de aplicacion foliar de sustancias humicas
gue causa un mayor incremento en los pesos fresco y seco de raices, 36 y

52% respecto del control, es la mas baja (0,005% v/v).

124



Resultados y discusion

1000

800

600

g m.f.

400

200

0 0,005 0,01 0,05 0,1 0,15 0,2
Dosis % (v/v)

Figura IV.22. Produccién de materia fresca (raices) en g/planta.
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Figura IV.23. Producciéon de materia seca (raices) en g/planta.
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Segun diversos autores (Sladky, 1959, Smidova, 1962 y Chukov,
1996), las sustancias humicas muestran mayores efectos sobre las raices
gue sobre la parte aérea de las plantas. Sin embargo, estos trabajos se han
realizado aplicando las sustancias humicas via radicular, mientras que en
este trabajo se aplican via foliar, por lo que los efectos sobre las dos partes
del vegetal son comparables, e incluso mas patentes sobre la biomasa foliar

que sobre la radicular.

IV.2.1.5.-Biomasa total.
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Figura IV.24. Producciéon de materia fresca total en g/planta.

La produccion de biomasa total, parte aérea y radicular, de las plantas
se puede ver en las Figuras V.24 y IV.25, asi como en el Apéndice lll.
Obviamente, los valores encontrados muestran las mismas tendencias que

ya se han descrito en los apartados anteriores, de tal manera que aparecen
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“dos dosis 6ptimas”; una baja, de 0,005% v/v, que es la que provoca el mayor
aumento respecto del control, y otra de mayor concentracién, de 0,15% v/v.
Este hecho, parece indicar un efecto doble de la aplicacion foliar de
sustancias humicas comerciales, uno a concentraciones muy bajas, y otro a
concentraciones mayores, aunque muy por debajo de las dosis que se

recomiendan comercialmente.
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Figura IV.25. Produccién de materia seca total en g/planta.

A la vista de los resultados obtenidos hasta ahora en relacion a la
produccion de biomasa del cultivo, y valorando también condicionantes de
tipo econdmico, se puede concluir que la dosis 6ptima de aplicacién foliar de
una sustancia humica comercial procedente de lignitos sobre un cultivo
horticola como el tomate cv. Daniela, es la de 0,005% (v/v), ya que se
consiguen los mayores incrementos, con el menor consumo de producto.

Posteriormente, una vez analizados los resultados obtenidos en los
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parametros de produccion y calidad de frutos, podremos concluir si la dosis
de 0,005% es la mas adecuada, o sies la de 0,15%, cuyos resultados en los
apartados anteriores se han mostrado de la misma magnitud que los

proporcionados por la primera.

IV.2.2.-Parametros fisiolégicos.

Los parametros fisiologicos determinados en este ensayo son
pigmentos (clorofilas totales, clorofila a, clorofila b y carotenoides) y acidos

organicos (acido malico, citrico y acético).

IV.2.2.1.-Clorofilas.

En la Tabla IV.10 y en el Apéndice lll se reflejan los resultados del
analisis de clorofilas foliares. Se puede comprobar el gran estimulo que los
tratamientos foliares con esta sustancia humica causa en las concentraciones
de clorofilas en hojas. Conforme va aumentando la dosis de aplicacién, van
incrementandose paulatinamente los contenidos de clorofilas totales, ay b,
con la salvedad de un ligero descenso en la dosis 0,05% que no es
significativo respecto a la dosis anterior.

De esta manera el maximo estimulo se produce en las dos ultimas
dosis (0,15 y 0,2%). Para las clorofilas totales y la clorofila b, la dosis mayor
(0,2%) es la que provoca los mayores aumentos respecto al control, un 92%
y un 135% respectivamente. Para la clorofila a, es la dosis de 0,15% la que
causa un aumento de un 82% de la concentracion de dicho pigmento

respecto a las plantas del tratamiento control.
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Tabla IV.10. Contenidos foliares de clorofila (mg/g m.f.)

determinados durante el Eeriodo de fructificacion.

Dosis % (v/v) Clorofila total Clorofilaa Clorofila b
0 1,04 a 0,73 ab 0,31 a
0,005 1,19 a 0,68 a 0,51 bc
0,01 1,60 bc 1,03 cd 0,57 bcd
0,05 1,33 ab 0,92 bc 0,41 ab

0,1 1,87 cd 1,15 de 0,72d
0,15 1,96 d 1,33 e 0,63 cd

0,2 2,00d 1,28 e 0,73d

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por autores como
Sladky (1959) y Albuzio et al. (1994) segun los cuales, los niveles de
clorofilas foliares aumentan considerablemente al tratar las plantas con
sustancias humicas. Dichos aumentos son explicados en base al aumento de
la disponibilidad del Fe, que aparece como quelatos, y que es un elemento
esencial en la sintesis de clorofilas (Miller et al., 1984) al actuar como
cofactor en varias enzimas responsables pertenecientes a la ruta de
formacion de este pigmento; asi como por el desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa (Albuzio et al., 1994). Si se observan los valores
referentes a los contenidos foliares de hierro (1V.2.4.2), elemento esencial en
la sintesis de clorofilas, se puede comprobar cierto paralelismo entre ambos
resultados. Conforme aumenta la dosis de aplicacién de sustancias humicas,
se ven incrementados los dos parametros (clorofilas y hierro foliares). Es
decir, el efecto de los tratamientos foliares con sustancias humicas
comerciales sobre las clorofilas, se ha de explicar desde el punto de vista
fisioldgico, bien por el segundo mecanismo mencionado por Albuzio et al.

(1994), o por su capacidad de intervenir en otros ciclos metabdlicos donde
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puede influir indirectamente en la sintesis de dicho pigmento (Chukov et al.,
1996).

IV.2.2.2.-Carotenoides.
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Figura IV.26. Niveles foliares de carotenoides en mg/g de materia
fresca.

Tal y como se puede ver en la Figura 1V.26 y el Apéndice lll, no
aparecen diferencias significativas en los contenidos foliares de carotenoides
debidas a la aplicacion de sustancias humicas via foliar. Asimismo, tampoco
existe ninguna tendencia remarcable de dichos contenidos en funcién de la
dosis de aplicacion.

La sintesis de este grupo de pigmentos vegetales no se ve afectada,
en ningun sentido, por la aplicacion foliar de sustancias humicas comerciales,

tal y como ocurria en el anterior ensayo.
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IV.2.2.3.-Acidos organicos.

Los mecanismos de absorcion y transporte de los nutrientes por las
plantas son un punto de especial interés dentro de la fisiologia de las
mismas. Para los micronutrientes, los acidos organicos desempefian un papel
fundamental en dichos mecanismos, al actuar de ligandos formando
complejos con los diferentes cationes metalicos. Ademas, estos acidos
organicos producen en la planta una tolerancia interna al presentar ciertas

propiedades detoxificantes (Balaguer, 1996).

Tabla IV.11. Concentraciones (g/L) de acido malico,

citrico y acético en extracto de savia.

Dosis % (v/v)  Ac. malico  Ac. citrico  Ac. acético

0 5,00 b 1,65 ab 0,68 ¢
0,005 3,99, ab 1,85b 0,49 ab
0,01 4,40 ab 1,06 a 0,57 abc
0,05 4,85b 1,41 ab 0,43 a
0,1 4,28 ab 1,21 a 0,53 abc
0,15 3,74 a 1,56 ab 0,57 abc
0,2 4,59 ab 1,29 ab 0,66 bc

La determinacidn de los acidos organicos realizada en este ensayo
(malico, citrico y acético) resulta interesante como indicativo de la accion
fisioldgica de las sustancias humicas comerciales, y como comparacion con
los resultados del analisis foliar, particularmente de micronutrientes (Fe),
debido a la funcidon que dichos acidos desempefan en la absorcion y
transporte de los mismos.

Los resultados de la determinacion de acidos organicos en el extracto
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de savia se muestran en la Tabla IV.11 y el Apéndice lll. En ella podemos
observar como se producen descensos de la concentracion en savia respecto
al control, para el acido malico a la dosis de 0,15%, y para el acético a las de
0,005 y 0,05%. Ademas es destacable el hecho de que, en los tres acidos
determinados, los valores para las plantas tratadas, se encuentran siempre
por debajo de los de las plantas control, si bien no son significativamente
menores. Es decir, existe un descenso de los niveles de dichos acidos
organicos en savia por la aplicacion de sustancias humicas. Para cada uno
de los acidos organicos determinados en el extracto de savia total, el
descenso mas significativo en su concentracion, se produce, como ya se ha
indicado, a una dosis diferente de aplicacion de sustancias humicas. En el
caso del acido malico dicha disminucion es de un 23% respecto al
tratamiento control, mientras que para el acético aparece a las dosis mas
bajas, las cuales causan unos descensos respecto al tratamiento control, de
un 28 y un 37% respectivamente. Es decir, que para este ultimo el descenso
en su concentracion en savia es mayor y a dosis mas bajas, en tanto que
para el malico el descenso es menor y a dosis mas altas. Estos resultados
tienen mucho que ver con los valores determinados en el analisis foliar de
hierro, (IV.2.4.2) en el que se vera como los tratamientos con sustancias
humicas comerciales aumentan la absorcién de este micronutriente por las
plantas. Este hecho, unido a los resultados de la determinacion de clorofilas,
concuerda con las conclusiones de Landsberg (1981), quien trabajando con
plantas de avena con una nutricién férrica adecuada, respecto a plantas
deficientes en hierro, observd que las primeras tienen mayor concentracion
de clorofila foliar y menor de acidos organicos como malico y citrico. Este
fendmeno ya fue observado por Su et al. (1960) los cuales encontraban
marcados incrementos de la concentracion en savia de acidos organicos,
particularmente citrico y malico, en plantas cloré6ticas a las cuales se les

habia inducido una deficiencia de Fe. En plantas deficientes en hierro, la
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actividad de la enzima aconitasa participante en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos, cuyo grupo prostético contiene hierro, es baja, de manera que
se acumulan algunos de dichos acidos como el malico y el citrico (De Vos et
al., 1986), que son empleados posteriormente como agentes complejantes
de este micronutriente, para mejorar su absorcion y transporte al interior de

la planta.

IV.2.3.-Frutos.

Las variables determinadas en referencia a los frutos fueron: los
rendimientos productivos del cultivo, y algunos parametros de calidad.
Relacionados con el sabor de los frutos se registraron: el pH, la conductividad
eléctrica y la acidez valorable, mientras que en relacién con el valor nutritivo
de los tomates se determinaron los contenidos de vitamina C, azucares y
proteinas totales.

Normalmente se valora la calidad de frutos como el tomate, en base
a criterios fisicos (tamafo, dureza, color...) o a criterios quimicos, como los
mencionados anteriormente, que tengan que ver exclusivamente con el
sabor. Sin embargo, no se determina el valor nutritivo de los frutos como un
indicativo de la calidad de los mismos. En este trabajo, si se han incluido
esas determinaciones, ya que nos parecen de gran importancia a la hora de

valorar la calidad de los frutos recogidos.
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IV.2.3.1.-Rendimientos.

Como se puede ver en la Tabla IV.12 y en el Apéndice lll, no existen
diferencias significativas en los valores de rendimientos productivos del
cultivo, asi como tampoco en el calibre medio de los frutos. Probablemente,
este hecho se deba a que en el ensayo se empled una variedad hibrida
(Daniela) de alta productividad, y la modalidad de cultivo, sin suelo y
fertirrigado, proporcionaba unas condiciones lo suficientemente favorables
como para que las plantas alcanzaran el maximo de produccion, de manera
qgue laaplicacion de productos de accidn bioestimulante, como las sustancias
humicas comerciales via foliar, no consigue aumentar los rendimientos del

cultivo en dichas condiciones.

Tabla IV.12. Rendimientos productivos en kg/planta y calibre
medio ecuatorial de los frutos en mm de diametro.

Dosis % (v/v) Produccion $kglelantaz Calibre Smm!

0 521a 67 ab
0,005 4,83 a 67 ab
0,01 4,38 a 65 a
0,05 4,22 a 68 ab
0,1 5,63 a 66 ab
0,15 4,40 a 69 ab
0,2 5,12 a 68 ab

De igual manera, ni los rendimientos, ni el calibre de los frutos se ven
afectados por la variacion de la dosis aplicada de sustancias humicas. Es
decir, no aparecen ni aumentos ni descensos periodicos de ninguno de los

dos parametros mencionados al ir incrementando la concentracién de
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sustancias humicas en el caldo de aplicacion.

IV.2.3.2.-pH.

Los resultados de la determinacion de este primer parametro de
calidad de frutos se muestran en la Figura IV.27 y el Apéndice lll, en los que
se comprueba que la aplicacién foliar de una dosis creciente de sustancias
humicas comerciales procedentes de lignitos, no afecta el pH de los frutos
recolectados. En todos los casos, los valores de pH se encuentran por debajo
de 4,4 por encima del cual se ve reducida considerablemente su apreciacion

comercial (Martinez et al., 1987).
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Figura IV.27. pH de los zumos.
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IV.2.3.3.-Conductividad eléctrica.

Por lo que se refiere a la conductividad eléctrica de los zumos, los
resultados se pueden ver en la Figura IV.28 y el Apéndice lll, en los cuales
se observa que solo dos de las dosis empleadas (0,005 y 0,15%)
proporcionan valores por encima de los frutos del tratamiento control. Si bien
dichos incrementos no son estadisticamente significativos respecto al
tratamiento control, silo son respecto a las otras dosis empleadas. Por tanto,
en este apartado se vuelve a manifestar el fendmeno mencionado
anteriormente cuando se analizaban los resultados de produccidén de materia
vegetal (IV.2.1), segun el cual aparecian dos dosis de aplicacion de
sustancias humicas que incrementaban los valores de los parametros
determinados, una en el intervalo de concentraciones bajas (0,005%) y otra
en el intervalo de concentraciones altas (0,15%). Sin embargo, tanto entre
ambas dosis como por encima de la dosis de 0,15% los valores de cada
parametro determinado son inferiores y significativamente iguales a los

proporcionados por el control.
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Figura IV.28. Conductividad eléctrica de los zumos.

Este hecho parece indicar de nuevo un doble efecto de las sustancias
humicas sobre el cultivo, a dosis bajas y a dosis altas. Tal y como ocurria en
los apartados de produccion de materia vegetal, los incrementos generados
en la conductividad eléctrica de los zumos, por ambas dosis son de la misma
magnitud, por lo que podemos concluir que la concentracion mas baja
(0,005%) constituye la “dosis 6ptima” de aplicacion de sustancias humicas

comerciales procedentes de lignitos, por el ahorro de producto que significa.
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IV.2.3.4.-Acidez valorable.
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Figura IV.29. Acidez valorable de los zumos en mg ac. citrico/g
materia fresca.

Los resultados de la acidez valorable de los zumos que aparecen en
la Figura IV.29 y el Apéndice lll, muestran tendencias similares a las del
apartado anterior. Si bien, en este caso la concentracion de sustancias

humicas que provoca un incremento mayor en la acidez de los zumos de

tomate es la dosis alta (0,15%). Aun asi, tal y como ocurria con el pH de los
zumos, no existen diferencias significativas respecto al tratamiento control,
por lo que no podemos hablar de un efecto claro de la aplicacién de una
dosis creciente de sustancias humicas comerciales via foliar sobre este

parametro de calidad.
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IV.2.3.5.-Azucares totales.

En este ensayo, ademas de los parametros de calidad ya
determinados en la experiencia anterior, se han registrado dos nuevos
(azucares y proteinas totales) que, como ya se ha dicho, hacen referencia al
valor nutritivo de los frutos y a la influencia que sobre el mismo tienen los
tratamientos foliares con sustancias humicas aqui empleados. La tendencia
mostrada por los resultados del analisis de azucares totales en los zumos
(Figura IV.30 y Apéndice lll) es similar a la que se observa con respecto a la
conductividad eléctrica y la acidez valorable de los zumos, aunque con
algunas diferencias.

Los valores se encuentran algo por debajo de los proporcionados por
Serrano (1985) como media de diversas variedades de fruto de tomate (4%).
El estimulo que sobre los niveles de azucares en fruto produce la dosis mas
baja (0,005%) respecto del tratamiento control es mucho mas acusado que
en los parametros de calidad analizados con anterioridad. Se puede observar
como de un porcentaje medio de azucares totales de un 1,50% (referidos a
materia fresca) en los frutos de las plantas del tratamiento control, pasamos
a unos porcentajes de 2,40% en las plantas tratadas con la primera dosis de
sustancias humicas. Por consiguiente, estamos ante un incremento de un

60% en dicho valor.
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Figura IV.30. Azucares totales (% sobre materia fresca) en los frutos.

Tal y como ocurre en los parametros de calidad anteriormente
mencionados, al aumentar la concentracién de la disolucion de sustancias
humicas aplicadas, los azucares totales en fruto, descienden a valores
significativamente iguales a los encontrados para los frutos del tratamiento
control, para posteriormente a dosis mayores (0,2%) volver a sufrir un
incremento. En este caso, dicho incremento a dosis altas se produce a una
concentracion de 0,2% (v/v) de sustancias humicas, como ya se ha dicho, y
no a la de 0,15% como ocurria en los anteriores parametros de calidad. Aun
asi este aumento no es estadisticamente significativo respecto al control. Por
ello podemos decir que para los contenidos de azucares totales en fruto, la
dosis optima de aplicaciéon foliar de sustancias humicas procedentes de

lignitos es, de nuevo, la de 0,005% (Vv/v).
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IV.2.3.6.-Vitamina C.

20
15
[=2) -
(=3
o
Z 10
o
E -
5
0

0 0,005 0,01 0,05 0,1 0,15 0,2
Dosis % (v/v)

Figura IV.31. Contendios de vitamina C (mg/100 g m.f.)en frutos.

En la Figura IV.31 y el Apéndice Ill se pueden ver los resultados
registrados para los contenidos de vitamina C en frutos referidos a materia
fresca, en funcion de la dosis de aplicacion de sustancias humicas
comerciales. Al igual que en la experiencia anterior, los valores obtenidos se
encuentran entre los proporcionados como referencia (256 mg/100g) por
Serrano (1985) y los que reflejan Lopez-Andreu et al. (1990) (12-156
mg/100g).

De nuevo, el incremento mas significativo de este parametro de
calidad nutritiva aparece a la concentracion de sustancias humicas mas baja
de todas las ensayadas (0,005%). Dicho incremento es de un 11% respecto
al tratamiento control, pasando de 16,1 a 17,8 mg vitamina C /100g m.f.

A las dosis posteriores se produce el descenso ya descrito para los
anteriores parametros de calidad determinados, para de nuevo verse

incrementado dicho valor a la dosis de 0,15%, aunque dicho incremento, si
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bien en este caso si es significativo respecto del control, es algo menor que
el producido a la dosis mas baja. Por ello podemos concluir que la dosis

optima de aplicacion foliar, para los contenidos de vitamina C en frutos, es la

de 0,005% (V/v).

IV.2.3.7.-Proteinas totales.
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Figura IV.32. Contenidos de proteinas totales (g/100 g materia fresca)
en frutos.

Como ultimo parametro de calidad nutritiva de los frutos, se
determinaron los contenidos de proteinas totales (Figura IV.32 y Apéndice
[l1). Como se puede observar, los resultados obtenidos en este analisis son
muy diferentes a los registrados para los otros parametros de calidad de
fruto, asi como para los de produccién de materia vegetal, siendo similares

a los de clorofilas foliares. Es decir, vemos como se produce un aumento
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paulatino de los contenidos en fruto de proteinas, conforme aumentamos la
concentracion de sustancias humicas aplicadas. En la primera dosis (0,05%)
no se detecta ningun efecto, pero a partir de la siguiente (0,01%) el
incremento es muy significativo, hasta llegar aun maximo de 3,24 g proteinas
/100 g m.f. ala dosis de 0,15%. Los frutos del tratamiento control presentan
unos contenidos medios de 1,68 g proteinas / 100 g m.f., por lo que el
incremento relativo es de casi un 93%. A la dosis siguiente, los contenidos de
proteinas totales descienden ligeramente. Es probable que a dosis superiores
la respuesta descienda aun mas, tal y como se indica en la bibliografia
(1.2.2.3). Estos valores son algo superiores a los proporcionados por Serrano
(1985) como media de diferentes variedades (1 g/1009).

Por consiguiente los resultados de este apartado son totalmente
diferentes al resto de parametros de calidad, en los que se observa un doble
efecto positivo de las sustancias humicas, uno a dosis bajas, mas acusado,
y otro a dosis altas. Para las proteinas totales en frutos, los resultados se
asemejan a los encontrados por Dell’Agnola et al. (1971), Rauthan et al.
(1981) y David et al. (1994) al determinar la influencia de una dosis creciente
de sustancias humicas sobre algunos parametros del desarrollo vegetal.
Dichos autores encuentran incrementos de las variables analizadas al
aumentar la dosis de aplicacion de sustancias humicas hasta llegar a un
maximo (dosis optima) a partir del cual la respuesta comienza a descender

hasta niveles iguales o inferiores al control.

Por tanto, una vez determinados todos los parametros de calidad de
los frutos podemos concluir que la dosis 6ptima de aplicacion de sustancias
humicas procedentes de lignitos es la de 0,005% (v/v), excepto para los
contenidos de proteinas totales para los cuales la dosis optima estaria en
0,15%, aunque a concentraciones de 0,01% dichos contenidos de proteinas

son significativamente iguales. Es decir, se consiguen efectos positivos, en
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algunos casos muy significativos, para los parametros de calidad de los frutos

a dosis de aplicacion bastante bajas.

IV.2.4.-Parametros nutricionales.

IV.2.4.1.-Macronutrientes.

La aplicacion foliar de sustancias humicas comerciales practicamente
no ejerce influenciaalguna sobre los niveles de macronutrientes en hoja. Este
hecho contrasta con la bibliografia que se muestra en el apartado 11.2.2.4
(Gaur, 1964; Rauthan et al., 1981; Guminsky et al., 1983; David et al., 1994;
Bermudez et al., 1993; Garcia-Serna et al., 1996). Sin embargo, la diferencia
fundamental de esta experiencia con todos los trabajos aqui enumerados es
la forma de aplicacion de las sustancias humicas, que en estos ultimos es al
medio radicular (suelo o disolucién nutritiva).

La via de aplicacion foliar que, como ya se ha mostrado, es capaz de
mejorar parametros fisiolégicos del vegetal y de calidad de los frutos, no
afecta de manera significativa a la absorcion de macronutrientes por parte de
la planta, que crece en un medio sin suelo y fertirrigado.

Los resultados del analisis foliar de macronutrientes se pueden
observar en la Tabla IV.13 y en el Apéndice lll. Para el N, cuyos valores se
ajustan a los normales (Bennett, 1993) para el periodo final de la
fructificacion, sélo se puede ver un ligero descenso respecto del tratamiento
control para la dosis de 0,01% (v/v), que a dosis posteriores de aplicacion de
sustancias humicas, vuelve a recuperarse hasta niveles significativamente

iguales al control.
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Tabla IV.13. Niveles foliares de macronutrientes expresados en %
sobre materia seca.

Dosis % (v/v) N P K Ca Mg Na

0 3,2b 0,72a 28ab 7,2ab 050a 0,16 abc
0,005 29ab 0,72a 3,0b 74ab 057a 0,14a
0,01 2,8a 0,72a 29ab 69ab 0,55a 0,15ab
0,05 3,0ab 0,88a 30D 76b 0,58a 0,17 bcd
0,1 30ab 084a 27ab 72ab 0,58a 0,19cd
0,15 3,%1ab 0,86a 3,1b 6,3 a 0,55a 0,20d
0,2 3,%1ab 0,76a 25a 6,9ab 0,55a 0,18 cd

El P, cuyos valores se encuentran dentro de la normalidad (Cadahia
et al., 1988), no presenta diferencias significativas entre ninguna de las dosis
de sustancias humicas ensayadas, si bien parece que a las dosis mas
elevadas, desde 0,05% a 0,2%, se observa un leve incremento de los
contenidos foliares de dicho macronutriente.

En el caso del K no existen diferencias significativas entre ninguno de
los tratamientos y el control. La tendencia de los contenidos foliares de estos
nutrientes no sigue ningun patrén de regularidad, apareciendo los niveles
mas altos de dicho nutriente a las dosis de 0,005%, 0,05% y 0,15%, mientras
gue a la dosis mas alta se observa un descenso de la concentracion de K.

Tal y como ocurre con el potasio, las concentraciones foliares de Ca,
cuyos valores son algo altos (Cadahia et al., 1988) no muestran variaciones
regulares con la dosis de aplicacion de sustancias humicas. Asi mismo, no
existen diferencias entre el tratamiento testigo y los diferentes tratamientos
humicos. La dosis que proporciona una mayor concentracion foliar de Ca es
la de 0,05%, mientras que la dosis superior de 0,15% da el valor mas bajo.

Para el Mg, no aparecen diferencias significativas entre los
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tratamientos ensayados, asi como entre éstos y el control, siendo los valores
encontrados muy homogéneos para todos los tratamientos.

Las concentraciones foliares de Na sufren un ligero descenso respecto
al tratamiento control en la primera dosis de aplicacion de sustancias
humicas, para posteriormente irincrementandose conforme aumentala dosis.
En el ensayo introductorio se puede ver como los tratamientos foliares con
sustancias humicas procedentes de residuos vegetales o de turba hacen
disminuir los contenidos de Na en hoja, resultados que concuerdan con los
encontrados por Cuesta (1994) cuyos tratamientos se realizaban via suelo.
En cambio, se comprueba como las sustancias humicas procedentes de
lignitos mantienen las concentraciones foliares de sodio al nivel del control,

o incluso por encima.

IV.2.4.2.-Micronutrientes.

Los resultados del analisis de micronutrientes, que se presentan en la
Tabla V.14 y en el Apéndice lll, se pueden dividir en dos grupos. Por un lado
Fe, Mn, B y Mo, y por otro lado Cu y Zn. En el primero de los grupos, la
aplicacion foliar de sustancias humicas comerciales procedentes de lignitos
ha ejercido un efecto paulatino, mas o menos regular con la dosis aplicada.
Mientras que los micronutrientes del segundo grupo no se ven afectados
significativamente por los tratamientos humicos.

Los valores obtenidos se encuentran dentro de los intervalos de
normalidad dados por Cadahia et al., (1988), con la excepcion del B que esta
algo por encima. Los niveles de Mo son ligeramente inferiores a la

normalidad segun Bergmann (1992).
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Tabla IV.14. Niveles foliares de micronutrientes expresados en ppm

sobre materia seca. (Mo expresado en ppb).

Dosis % (v/v) Fe Mn Cu Zn B Mo
0 123 a 235ab 0,21 20ab 115bc 194 a
0,005 129ab  250ab 0,21 20ab 106ab 196 a
0,01 132ab 250ab 0,17 18ab 122c 198 ab
0,05 142abc 259ab 0,17 21ab 104ab 197 a
0,1 159 bc 286D 0,25 21ab 98a 199 ab
0,15 165 c 219 a 0,25 24b 102ab 205b
0,2 139abc 248ab 0,21 0,25 9% a 197 a

Los datos mas relevantes aparecen en el analisis foliar de Fe, para el
cual se puede comprobar como la aplicacién de una dosis creciente de
sustancias humicas incrementa paulatinamente los niveles foliares de este
micronutriente, llegandose a un maximo para las dosis de aplicacion de 0,1%
y 0,15%, significativamente superiores a los niveles proporcionados por las
plantas del tratamiento control. Para la dosis de 0,2%, se produce un
descenso en la concentracion foliar de hierro, de manera que se puede
observar el efecto de “dosis 6ptima” mostrado por Rauthan et al. (1981)
segun el cual la aplicacion de sustancias humicas en una dosis creciente
produce un incremento en la respuesta positiva de la planta, en este caso en
la absorcion de Fe, hasta llegar a un maximo a partir del que dicha respuesta
comienza a descender, incluso pudiendo llegar a niveles inferiores a los
proporcionados por las plantas del tratamiento control.

Estos resultados, como ya se ha dicho, se pueden relacionar con los
obtenidos en los analisis de clorofilas y acidos organicos en savia, de manera

gue niveles altos de Fe foliar se traducen en contenidos mayores de clorofilas
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y menores de acidos organicos en savia (Landsberg, 1981; De Vos et al.,
1986).

Las concentraciones foliares de Mn siguen una pauta similar a la del
Fe, aunque de forma menos acusada. Se produce un aumento en el
contenido foliar de Mn a las primeras dosis, hasta llegar al maximo en la de
0,1%, a partir de la cual se observa un descenso acusado de dichos niveles.
Estos incrementos en los niveles foliares de Mn, también pueden tener
relacion con el descenso en la concentracién de acidos organicos en savia,
concretamente en la del acido malico, ya que dicho micronutriente estimula
el enzima responsable de la descarboxilacién de malato a piruvato en el ciclo
de los acidos tricarboxilicos (Burnell, 1988).

De igual manera, los contenidos de Mo foliar se ven incrementados por
la aplicacion de sustancias humicas en una dosis creciente hasta llegar al
maximo en la dosis de 0,15%. En este caso, el incremento es significativo
respecto al tratamiento control. También, como ocurria parael Fe, la dosis de
0,2% provoca un descenso en dichos niveles hasta valores significativamente
iguales a los del control.

Para el B, cuyos valores como ya se ha dicho son algo altos segun
Cadahia et al. (1988), los resultados obtenidos y que se reflejan en la Tabla
IV.14 presentan una tendencia contraria a las que anteriormente se han
mostrado en los casos de Fe, Mn y Mo. Las concentraciones foliares de este
micronutriente van descendiendo conforme aumenta la dosis de aplicacion
de sustancias humicas, excepto para la dosis de 0,1%, que proporciona la
mayor concentracion foliar de B. Observando estos resultados de manera
global, se puede decir que la aplicacion foliar de sustancias humicas
comerciales procedentes de lignitos inhibe latoma de B en plantas de tomate
cv. Daniela.

Por ultimo, los datos obtenidos en el analisis foliar de Zn y Cu no

reflejan ninguna influencia clara de los tratamientos con sustancias humicas
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via foliar, ni con el aumento de la dosis de aplicacion de las mismas.
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IV.3.-Tercera experiencia. Ensayo de germinacion.

Estatercera experiencia, denominada “Ensayo de germinacién” forma
parte de las dos lineas de investigacion abordadas en este trabajo, tal y como
se describi6 en el apartado de materiales y métodos (Figura lll.1). El objetivo
planteado trataba de establecer cual era el efecto de las sustancias humicas
comerciales sobre cultivos que se desarrollan en condiciones de estrés
salino. Paraello se eligi6 el proceso de germinacion como momento de dicho
desarrollo, que presenta una mayor sensibilidad a las condiciones de estrés
ambiental en general y al estrés salino en particular (Maas et al., 1977).

Como se describe en la Figura l1I.8, este ensayo consta de dos partes,
cada una de las cuales responden a los objetivos planteados en las dos
lineas de investigacion de este trabajo. En primer lugar, se llevd a cabo un
subensayo de dosificacion de las sustancias humicas comerciales, en el cual
se determind cual era la “dosis optima” de aplicacion de cada uno de los
productos ensayados en condiciones ideales de germinacién. A continuacion,
con los datos obtenidos, se planteé y realizé un segundo subensayo para
testar el posible efecto bioprotector de las sustancias humicas comerciales

sobre la germinacion de semillas de tomate cv. Daniela en medio salino.

IV.3.1.-Subensayo de dosificacion.

Los resultados obtenidos en este ensayo se pueden ver en la Tabla
IV.15 (en la cual los tratamientos estadisticos se han realizado para cada
producto por separado) y en el Apéndice IV. De la observacién de los datos
podemos concluir que, en general, la aplicacion de sustancias humicas
comerciales de distintos origenes mejora el porcentaje de germinacion de

semillas de tomate cv. Daniela en condiciones in vitro (Csicsor et al., 1994,
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Chukov et al., 1996). Sin embargo, la dosis de maxima mejora de la
germinacion (dosis optima), no s6lo no es la misma en todos los casos, sino
gue dentro de un mismo grupo de sustancias humicas (como en el caso de
las procedentes de lignitos), dicha dosis varia considerablemente segun el
producto empleado.

Los resultados obtenidos en el grupo de sustancias humicas
procedentes de lignitos son diversos en relacion a la dosis éptima de cada
uno. De los diez productos comerciales empleados, cinco mejoran
significativamente el porcentaje de germinacion (L1, L5, L7, L8 y L9). No
obstante, la dosis 6ptimas son diferentes coincidiendo tan sélo para L5y L7
en 0,05%. En los otros tres casos, L1 presenta su dosis optima a 0,01%,
donde el porcentaje de germinacion es casi el doble que el del control,
mientras que L8 lo hace a la dosis mas alta ensayada: 0,1%y L9 a la mas
baja: 0,001%. Para el resto de sustancias humicas de este grupo, los valores
registrados en las diferentes dosis no son significativamente superiores al
control, y tan sélo en un caso (L2) la aplicacién de sustancias humicas a la
dosis mayor disminuye significativamente el porcentaje de germinacion
(Csicsor et al., 1994).

El grupo de sustancias humicas procedentes de residuos vegetales si
gue muestra resultados homogéneos en cuanto a la dosis 6ptima, siendo
ésta en todos los casos la de 0,01% (v/v). En el caso de la muestra RV2, la
diferencia entre la dosis 6ptima y el control no es significativa, aunque
tomaremos dicha dosis como la Optima para la realizacién del ensayo
posterior. Cabe destacar para este grupo, el incremento en el porcentaje de
germinacion que proporciona la muestra RV1, la cual en el intervalo de dosis

de 0,01 a 0,1%, casi dobla el valor para el control de dicho parametro.
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Tabla IV.15. Porcentaje de germinacion respecto al control.

Dosis % (v/v) 0 0,001 0,01 0,05 0,1
L1 100 a 129 a 194 b 188 b 188 b
L2 100 b 84 ab 87b 105 b 55a
L3 100 ab 102 b 82a 89 ab 98 ab
L4 100 ab 117 b 85a 85a 95 ab
L5 100 a 94 a 103 ab 125 b 86 a
L6 100 a 92 a 87 a 87 a 92 a
L7 100 a 91a 91a 143 b 143 b
L8 100 a 117 ab 115 ab 113ab 133 b
L9 100 a 129 b 120 ab 110 a 114 a
L10 100 ab 110 b 110 b 92 a 88 a
RV1 100 a 129 a 194 b 188 b 188 b
RV2 100 bc 84 b 105 ¢ 87b 55a
RV3 100 a 100 a 117 b 94 a 94 a
T 100 a 127 b 100 a 98 a 114 ab

La unica sustancia humica procedente de turba empleada en este
ensayo se ha mostrado activa en la mejora de la germinacién. Este producto
genera un incremento en el porcentaje de germinacion a la dosis mas baja
(0,001%), tal y como ocurria con L9, mientras que a dosis mayores los
resultados son de la misma significacion que el control. Este tipo de
respuesta, que se encuentra también para la mayoria de las otras muestras,
concuerda con los resultados de Csicsor et al. (1994), Chukov et al. (1996)
en trabajos sobre germinacion y con los obtenidos por Dell’Agnola et al.
(1971), Rauthan et al. (1981) y David et al. (1994) en otros trabajos en los
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gue se utilizaban sustancias humicas en diferentes dosis.

A la luz de los resultados obtenidos podemos concluir que las
sustancias humicas comerciales tienen efectos bioestimulantes sobre el
proceso de germinacion de semillas de tomate cv. Daniela, aumentando, en
general, el porcentaje de germinacion por la aplicacion de estos productos
respecto a un control sin aplicacion. Las sustancias humicas procedentes de
turba son activas a dosis muy bajas (0,001%), mientras que las procedentes
de residuos vegetales necesitan de una concentracion diez veces mayor para
conseguiraumentar significativamente el parametro analizado. Por ultimolas
procedentes de lignitos muestran un comportamiento diverso, de manera que
algunos de los productos no ejercen ninguna influencia, otros lo hacen a
dosis bajas y otros a dosis mas altas.

En funcion del andlisis de las sustancias humicas (Tabla IV.2) cabria
esperar que las procedentes de residuos vegetales fueran las que generaran
un efecto positivo mas acusado, ya que los altos valores de su relacion E,/Eg,
asi como de acidos fulvicos sugieren una mayor actividad (Albuzio et al.,
1994; Retta et al., 1994). Sin embargo esto no es asi, probablemente debido
a que, como indican otros autores (Wilson et al., 1986; Dell’Amico et al.,
1994; Pascual et al., 1997) algunas fracciones de bajo peso molecular

pueden provocar efectos fitotdxicos, incluso a dosis muy bajas.
IV.3.2.-Subensayo salino.

Una vez mostrado el efecto bioestimulante de las sustancias humicas
comerciales sobre la germinacion de semillas de tomate cv. Daniela, y
determinada la dosis de maxima mejora para cada uno de los productos

empleados, se planted el siguiente subensayo para comprobar si dichas
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propiedades bioestimulantes se traducirian en efectos bioprotectores cuando
la germinacion no se llevara a cabo en condiciones ideales, sino en un medio
salino en el cual, obviamente este proceso fisioldgico se veria claramente
afectado. Para ello se utiliz6 la metodologia descrita en el apartado 111.3.2, y
los tratamientos que aparecen en la Tabla lll.5.

Las sustancias humicas que se emplearon en este subensayo fueron
L1, L7 y L8 de las procedentes de lignitos, elegidas entre el grupo de las que
proporcionaban un incremento de la germinacidn estadisticamente
significativo en el anterior subensayo; las tres muestras procedentes de
residuos vegetales, RV1, RV2 y RV3; y la muestra procedente de turba T. La
dosis de aplicacion de cada uno de estos productos en este subensayo
corresponde a la “dosis 6ptima” encontrada en el anterior.

Los resultados obtenidos se pueden observar en las Figuras 1V.33 a
IV.39 y en el Apéndice IV. En el grupo de sustancias humicas procedentes
de lignitos los resultados de los productos L1y L8 son similares, mientras que
el L7 presenta resultados diferentes. En primerlugar, laaplicacién de L1y L8
mejora el porcentaje de germinacion en el primer nivel salino (3 mS cm™), es
decir el numero de semillas germinadas en el tratamiento S1+H es
significativamente superior al S1. En cambio en el nivel salino superior (6 mS
cm™) no se produce ninguin efecto significativo. Por otro lado, |a aplicacién de
lamuestra L7 no s6lo no mejorala germinacion en ninguno de los dos niveles
salinos, sino que la inhibe. Este fendbmeno debe estar directamente
relacionado con el hecho de que su conductividad eléctrica (Tabla IV.1)
muestre un valor muy alto, particularmente respectoa L1y L8, debido a que,
segun su etiqueta y el analisis realizado (Tablas IV.3 y IV.4) se encuentra
enriquecido en elementos minerales. Por este motivo es probable que, al
aplicar dicho producto estemos aumentando aun mas si cabe la salinidad del
medio de germinacion, por lo que los resultados en los tratamientos S1+H y

S2+H son inferiores a S1 y S2 respectivamente.

154



Resultados y discusion

Los resultados obtenidos al aplicar sustancias humicas procedentes
de residuos vegetales son similares a los anteriores. Por un lado, los
productos comerciales RV1 y RV2 mejoran el porcentaje de germinacion,
mientras que el producto RV3 no ejerce ningun efecto significativo ya que los
tratamientos S1+H y S2+H rinden resultados iguales a los S1 y S2
respectivamente.

Por ultimo la aplicacién de sustancias humicas procedentes de turba
no proporciona resultados significativos en cuanto a mejora de la germinacion
dentro de cada nivel salino.

En todos los casos mencionados anteriormente en los que los
tratamientos con sustancias humicas incrementaban el numero medio de
semillas germinadas respecto a su nivel salino correspondiente, dicha mejora
nunca llegaba a niveles significativamente iguales a los del tratamiento

control.
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Figura IV.33. Namero medio de semillas germinadas por placa.
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Figura IV.34. Numero medio de semillas germinadas por placa.
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Figura IV.35. Numero medio de semillas germinadas por placa.
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Figura IV.36. NOomero medio de semillas germinadas por placa
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Figura IV.37. Namero medio de semillas germinadas por placa.
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Figura IV.38. Numero medio de semillas germinadas por placa
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Figura IV.39. Niumero medio de semillas germinadas por placa.
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Ademas del numero medio de semillas germinadas, en este ensayo
se determin6 el indice de germinacion (Pascual et al., 1997) como un
indicativo mas fiable del efecto que los diferentes tratamientos tenian sobre
el proceso de la germinacion de las semillas de tomate cv. Daniela. Este
parametro, como se indica en el apartado 1ll.3.2, tiene en cuenta, no
unicamente el numero de semillas germinadas, sino también la elongacion
radicular, en este caso, durante los primeros cinco dias desde la siembra.
Este |, se expresa en porcentaje, haciendo |, = 100% el valor del tratamiento
control (sin aplicacion de sustancias humicas ni NaCl).

En las Figuras IV.40 a IV.46 y el Apéndice IV se pueden ver los
resultados obtenidos en relacion a este parametro. Agrupando los resultados
en funcion del origen de la sustancia humica empleada, vemos que ninguno
de los tratamientos con los productos procedentes de lignitos (L1, L7 y L8)
generan incrementos significativos respecto a sus homologos salinos. En
estas condiciones podemos decir que no hay mejora de la germinacion, en
un medio salino a 3 0 6 mS cm™ por la aplicacion de sustancias humicas
procedentes de lignitos.

Sin embargo los resultados obtenidos con los productos comerciales
procedentes de residuos vegetales son totalmente diferentes. Las muestras
RV1y RV3 mejoran significativamente el porcentaje de |, en los dos niveles
salinos, tanto en el de baja como en el de alta conductividad. Se puede ver
en las Figuras IV.43 a IV.45 como los valores del indice de germinacion de
los tratamientos S1+H y S2+H son significativamente superiores a sus
homdlogos respectivos S1 y S2. Para la muestra RV2, dicha mejora sélo
aparece para el nivel salino bajo.

De la misma manera, los tratamientos con sustancias humicas
procedentes de turba mejoran el |;, aunque en este caso, solo en el primer
nivel salino, el mas bajo (3 mS cm™). Todas estas mejoras en el |

9

provocadas por los productos comerciales procedentes de residuos vegetales
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y turbas, aunque en ningun caso proporcionan valores de germinacion
significativamente iguales al del control, indican la existencia de cierto efecto
bioprotector de dichos materiales sobre este proceso del desarrollo vegetal,
cuando se produce en condiciones de estrés salino.

Los efectos bioestimulantes de las sustancias humicas sobre la
germinacién han sido justificados por diversos autores (Smidova, 1962;
Jurcsik, 1994; Lovley et al., 1996) por la generacion de estimulos en la
actividad enzimatica de las semillas, asi como por la presencia en el material
humico de radicales semiquindnicos libres los cuales son capaces de
intervenir en las cadenas respiratorias incrementando el suministro de
energia a las células. Segun Hernandez et al. (1993) el principal mecanismo
de toxicidad especifica causada por NaCl es la elevada generacion de
radicales superéxido (O,*) que provocan un estrés oxidativo en las
mitocondrias.

Se sugiere por tanto, que el efecto bioprotector demostrado por las
sustancias humicas comerciales procedentes de turbas y residuos vegetales
sobre la germinacion en medio salino, se deba a la captura de los radicales
libres generados por la toxicidad de NaCl, por parte de los presentes en las
sustancias humicas. De esta manera el estrés oxidativo de la mitocondria se

veria disminuido.
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Figura IV.40. indice de germinacion.
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IV.4.-Cuarta experiencia. Ensayo en camara de cultivo.

El ultimo de los ensayos de este trabajo es el que hemos denominado
Ensayo en camara de cultivo, el cual como ya se ha mencionado, responde a
los objetivos planteados en la segundalinea de investigacion. Con este ensayo
tratamos de determinar cual es el efecto de las sustancias humicas
comerciales sobre algunos parametros bioquimicos y nutricionales de plantulas
de tomate cv. Daniela que se desarrollan en un medio salino. Los parametros
bioquimicos analizados (contenidos foliares de glucosa, fructosa, sacarosa y
prolina) tienen que ver con el estado osmético de la planta, es decir, con los
mecanismos de defensa de la planta ante situaciones de estrés salino.

En el anterior ensayo se ha visto como las sustancias humicas
comerciales, particularmente las procedentes de residuos vegetales y turbas,
pueden mejorar la germinacion de semillas de tomate en medio salino. Ahora
se vera cual es el efecto de la aplicacion foliar de estos productos sobre la
osmorregulacion y la nutricion de este cultivo en las condiciones anteriormente

descritas.

IV.4.1.-Parametros fisiolégicos. Osmorreguladores.

En el apartado 11.4.2 ya se ha comentado que las plantas son capaces
de desarrollar diferentes mecanismos de adaptacion y defensa frente a las
condiciones de estrés salino del medio radicular (Marschner, 1986; Poljakoff-
Mayber, 1994). De todos ellos, la planta de tomate utiliza, en mayor medida,
el que consiste en la acumulacion en sus células, de lo que se denominan
“solutos compatibles”, “osmolitos” u “osmorreguladores” (Pollard et al., 1979;
Heuer, 1994). La planta de tomate sometida a estrés salino acumula diversos

solutos como: prolina, fructosa, glucosay sacarosa (Pérez-Alfocea et al., 1996;
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Balibrea et al. 1997). La exaltaciéon de la sintesis de estos osmorreguladores
se lleva a cabo en la planta con un elevado coste energético (Heuer, 1994;
Heuer, 1998) de manera que tanto el desarrollo vegetativo como los
rendimientos productivos de la misma se ven afectados negativamente (Mizrahi
et al., 1988).

Por ello, con esta experiencia tratamos de determinar como afectan las
aplicaciones foliares de sustancias humicas comerciales alas concentraciones
de osmolitos, ya que estos productos muestran propiedades bioprotectoras
frente a las condiciones adversas de salinidad del medio.

Conviene mencionar en este punto que las plantulas de tomate
empleadas no mostraron, a simple vista, diferencias de desarrollo entre los
diferentes tratamientos durante el tiempo que duré el ensayo (1 mes), con la
excepcion de las plantas del tratamiento control no salino, las cuales

mostraban un mayor crecimiento que el resto.

IV.4.1.1.-Glucosa.

La Figura V.47 y el Apéndice V reflejan los resultados del analisis foliar
de glucosa. En primer lugar se observa que el aumento de la conductividad de
la disolucion nutritiva de riego (tratamientos S1 y S2) incrementa
sensiblemente los niveles de glucosa en hoja respecto al tratamiento control
(Ctrl), tal y como se esperaba (Pollard et al., 1979; Heuer, 1994).

Si se observan los resultados agrupados de cada nivel salino se puede
ver como, para el nivel salino bajo S1 (3 mS cm™) la aplicacion foliar de
sustancias humicas comerciales reduce los contenidos en hoja de glucosa a
niveles significativamente iguales a los del tratamiento control, aunque los
descensos de glucosa respecto de S1 provocados por los tratamientos con

sustancias humicas procedentes de lignitos y residuos vegetales 1, no son
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estadisticamente significativos a este nivel.

Sin embargo, cuando se observan los resultados correspondientes al
nivel salino alto S2 (6 mS cm™) vemos como la aplicacion de sustancias
humicas procedentes de lignitos no varia la concentracion foliar de glucosa, de
manera que ésta se mantiene al nivel de las plantas del tratamiento S2. En
cambio las aplicaciones de sustancias humicas procedentes de residuos
vegetales y turba hacen descender esas concentraciones a niveles
significativamente iguales a los del tratamiento control (aunque en el caso del

tratamiento con RV2 dicho descenso no sea significativo).
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Figura IV.47. Niveles de osmolitos en los diferentes tratamientos.

Es decir, la aplicacion foliar de sustancias humicas comerciales, en
concreto las procedentes de residuos vegetales y turbas, hace innecesaria la

sintesis en exceso de este osmorregulador, de manera que se reducen las
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concentraciones foliares de glucosa hasta niveles iguales a los de las plantas
gue crecen en un medio no salino. Asi, la planta continua su desarrollo en un
medio salino ahorrandose la sintesis extra de dicho osmolito, ya que las
sustancias humicas le proporcionan la osmorregulacién necesaria para su

desarrollo adecuado.

IV.4.1.2.-Fructosa.

Los resultados de la concentracion foliar del segundo de los
osmorreguladores analizados, la fructosa, se encuentran en la Figura IV.48 y
el Apéndice V. De nuevo, se observa que los tratamientos salinos S1 y S2
incrementan los contenidos de fructosa en hoja respecto al tratamiento control.
Asi mismo, se puede comprobar como las aplicaciones foliares de sustancias
humicas comerciales de los tres origenes, reducen dicha concentracion, en el
grupo tratamientos correspondientes a la conductividad de la disolucién
nutritiva de 3 mS cm™, hasta niveles significativamente iguales al control. La
muestra RV2 es la que causa un descenso mayor de la concentracion foliar de
fructosa a esta salinidad.

Por otro lado, en el grupo de resultados correspondientes a la salinidad
de riego mayor (6 mS cm™), ademas del tratamiento con sustancias humicas
procedentes de lignitos, como ocurria en el casode laglucosa, el realizado con
sustancias humicas procedentes de residuos vegetales RV1 no son capaces
de rebajar la concentracion foliar de fructosa, mientras que las aplicaciones
foliares de sustancias humicas procedentes de residuos vegetales RV2, y
procedentes de turba T, si que reducen los contenidos de fructosa hasta
situarlos en niveles de significacion iguales a los del control, siendo, en este

caso la muestra de turba, la que produce un descenso mayor.
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Figura IV.48. Niveles de osmolitos en los diferentes tratamientos.

IV.4.1.3.-Sacarosa.

Otro de los azucares empleados por la planta de tomate como
osmorregulador en casos de desarrollo en condiciones salinas es la sacarosa
(Pérez-Alfocea et al., 1996). Sus resultados se encuentran en la Figura V.49
y el Apéndice V.

La sacarosa es utilizada por la planta como osmolito en menor medida
que glucosay fructosa, y como se vera después, mucho menos que laprolina.
Su determinaciéon mediante cromatografia HPLC fue complicada debido a que
los picos del cromatograma eran de gran anchura y de poca altura. Por ellolos
resultados se han de tomar con cierta precauciéon. Sin embargo, se han
incluido ya que la tendencia de los mismos en el grupo de tratamientos

correspondientes al nivel de salinidad mayor (6 mS cm™) guarda gran similitud
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a los vistos anteriormente para glucosa y fructosa. En este caso, sin embargo,
el tratamiento S2 no aumenta los contenidos de sacarosa significativamente
respecto al control. Pero se puede ver como la aplicacion de sustancias
humicas procedentes de lignitos mantiene la concentracion de sacarosa
respecto a S2, mientras que RV1, RV2 y T la reducen ampliamente, llegando
incluso a niveles demasiado bajos (muy por debajo del control para el caso de

las sustancias humicas de turba).
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Figura IV.49. Niveles de osmolitos en los diferentes tratamientos.
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IV.4.1.4.-Prolina.

Al contrario que la sacarosa, la prolina es uno de los metabolitos
osmorreguladores por excelencia de la planta de tomate. Sin embargo tal y
como se puede comprobar en la Figura IV.50 y el Apéndice V su efecto
osmorregulador no se manifiesta a niveles bajos de salinidad como el S1, para
el cual, las concentraciones de este aminoacido, en las hojas no varian
significativamente respecto al control. Tan solo en el caso de las plantas del
tratamiento con sustancias humicas RV1 existe cierto descenso de prolina, que
no es significativo estadisticamente.

Es para los tratamientos con disolucion nutritiva de salinidad alta (S2)
cuando el efecto osmorregulador de la prolina se manifiesta mas claramente.
Se puede ver como de una concentracién de 2,74 mmol / kg m.s. en las
plantas control se pasa a 16,58 mmol / kg m.s. para las del tratamiento S2. A
continuacién se comprueba como los tratamientos con sustancias humicas van
reduciendo estas concentraciones, siendo significativas estas reducciones para
RV1, RV2y T, mientras que para L7, tal y como ha venido ocurriendo en los

casos anteriores, dicho descenso no es significativo.
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Figura IV.50. Niveles de osmolitos en los diferentes tratamientos.

Estos resultados concuerdan con los encontrados por Abd El-Samad
(1994) al trabajar con plantas de pepino en medio salino (NaCl) a las que
aplicaba foliarmente disoluciones de piruvato sédico con el fin de aliviar los
sintomas de la salinidad. Las plantas tratadas con piruvato, cuyos parametros
de desarrollo y nutricién eran mejores que los de las no tratadas, mostraban
a su vez descensos de las concentraciones de prolina en hojas y raices

respecto de estas ultimas.

De los resultados expuestos en relacion a los contenidos foliares de
osmorreguladores concluimos que las sustancias humicas procedentes de
turbas son las mas eficaces reduciendo las concentraciones de osmolitos a

niveles de la misma significacion que el tratamiento control. Por otro lado, las
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sustancias humicas procedentes de residuos vegetales, en general, también
presentan dicho efecto bioprotector. Sin embargo, la muestra de sustancias
humicas de lignitos empleada no influye significativamente en los contenidos
foliares de los osmolitos analizados. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en el ensayo de germinacion en el cual, tanto las sustancias
humicas de residuos vegetales como las de turba mejoran la germinacion vy el
desarrollo radicular primario en medio salino, mientras que las procedentes de

lignitos no.

IV.4.2.-Parametros nutricionales.

IV.4.2.1.-Macronutrientes.

Con relacion a los contenidos foliares de macronutrientes, cuyos
resultados se reflejan en la Tabla V.16 y en el Apéndice V, destaca el caso del
P. En primer lugar, se puede ver como los tratamientos correspondientes al
nivel salino bajo (3 mS cm™) no afectan en ninglin sentido a la absorcién de P
por la planta. Sin embargo, el nivel salino alto (S2) si reduce la absorcion de
P por la planta. Este hecho esta de acuerdo con los trabajos de Martinez et al.
(1991) en plantas de algodén que se desarrollan en medio salino, donde
tratamientos salinos (6 mS cm™) reducen significativamente la concentracion
foliar de este macronutriente. De la misma manera, también concuerda con las
investigaciones de Awad et al. (1990), el cual encontré descensos en la
concentracion foliar asi como en la eficiencia de utilizacion de P, en plantas de
tomate que crecen en sustratos con concentraciones de NaCl 50 y 100 mM.
La aplicacion foliar de sustancias humicas de turba a las plantas sometidas a
este nivel salino ha incrementado la absorcion de P, proporcionando niveles

de P foliares de la misma significacién que los de las plantas control.
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Los contenidos de potasio (que son algo bajos segun las referencias de
Cadahia et al., 1988) no sufren variaciones significativas para el nivel salino
alto, mientras que en el nivel salino bajo se observa un aumento de la
absorcion de dicho nutriente (S1), que es incluso superior cuando se aplican
sustancias humicas procedentes de lignitos (S1-L7). Los otros tres
tratamientos humicos mantienen las concentraciones de K al nivel del
tratamiento control, aunque la muestra RV1 proporciona un nivel algo inferior.

Para el calcio, no se observan diferencias significativas entre el
tratamiento control y los tratamientos salinos (S1 y S2). Sélo la combinacion
de algunos tratamientos salinos con aplicacion de sustancias humicas (S1-L7,
S1-RV2, S2-RV2 y S2-T) hacen disminuir las concentraciones foliares de este
elemento esencial. EI descenso general de los niveles de Ca en hoja que
aparecen con los tratamientos salinos son debidos al exceso de Na en la
disolucién nutritiva y al antagonismo Na* / Ca?* (Maas, 1993), por el que se ve
favorecida la absorcion de Na.

Las concentraciones foliares de Mg no presentan oscilaciones
significativas por la aplicaciéon de los diferentes tratamientos, salvo para las
plantas S1-RV2, cuyos niveles de Mg son menores que para S1 (aunque
mantienen el mismo nivel de significacién que el control).

En ultimo lugar, los resultados correspondientes al Na son los que se
pueden ver en la Tabla IV.16. Por un lado, las plantas correspondientes al
grupo de tratamientos S1 muestran incrementos de Na foliar, que aunque, en
algunos casos, doblen a los del tratamiento control, no son significativamente
superiores a éste. En cambio, los tratamientos pertenecientes al grupo S2
rinden niveles de Na foliar muy superiores al control y al grupo S1. Al contrario
que en los dos primeros ensayos, asi como en los trabajos de Cuesta (1994),
aquino se observa que los niveles de Na en hoja disminuyan por la aplicacién
de sustancias humicas via foliar. Es posible que este hecho se deba a que el

efecto de la aplicacién foliar de sustancias humicas sobre los contenidos de Na
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en hoja se manifieste en etapas del desarrollo mas tardias (momento en el que
se hizo el andlisis foliar de las dos primeras experiencias) y no durante el
primer mes de cultivo, que es cuando se han realizado los analisis en este

ensayo.

Tabla IV.16. Niveles foliares de macronutrientes expresados en %
sobre materia seca.

Tratamientos P K Ca Mg Na
Ctrl 0,23 de 26abc 35e 0,48 abc 0,22 a
S1 0,24 e 3,9de 3,2de 0,59 c 0,41 a
S1-L7 0,25 e 46e 29abcd 0,52bc 0,38a
S1-RV1 0,25 e 1,8 a 3,5e 0,37 a 0,29 a
S1-RV2 0,23 de 3,2 cd 25a 0,46 abc 0,45a
S1-T 0,21cde 2,7 bc 3,3de 0,46 abc 0,36 a
S2 0,17 ab 22ab 3,1 cde 0,50abc 1,26 b
S2-L7 0,199 abc 2,2ab 3,2de 0,49 abc 1,08b
S2-RV1 0,20bcd 2,5abc 3,0bcde 0,49abc 1,24b
S2-RV2 0,16 a 2,4 ab 2,6 abc 0,42ab 1,46Db
S2-T 0,22cde 25abc 2,6ab 0,47 abc 1,46b

IV.4.2.2.-Micronutrientes.

La Tabla IV.17 y el Apéndice V muestran los resultados del analisis
foliar para micronutrientes. En ella se puede ver en primer lugar, los valores de
Fe foliar. Respecto al control no salino, vemos como los dos tratamientos
salinos S1y S2 disminuyen claramente las concentraciones en hoja de este

micronutriente. En general, incrementos en la salinidad del sustrato de cultivo
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se correlacionan con inhibiciones en la absorcién de micronutrientes (Cramer
et al., 1992). Observando primero el grupo de tratamientos S1 se comprueba
como, si bien las aplicaciones de sustancias humicas procedentes de lignitos
no recuperan los niveles de Fe, las dos procedentes de residuos vegetales y
la de turba si lo hacen, llegando incluso a valores superiores al propio
tratamiento control, como en el caso de RV1. Estos resultados vuelven a
mostrar (IV.2.4.2) la capacidad de las sustancias humicas para mejorar la
nutricion férrica de los cultivos (Dekock, 1955; Aso et al., 1963; Lee et al.,
1976; David et al., 1994), que en este caso se manifiesta, incluso en una
situacion de estrés salino. Resultados similares se observan en el grupo de
tratamientos S2, aunque en este caso de manera menos acusada.

Observando los niveles foliares de Mn, se comprueba que éstos son
muy sensibles a los tratamientos salinos, ya que en todos los casos, salvo en
S2-RV2, disminuyen claramente respecto al tratamiento control, resultados
concordantes con los estudios de Cramer et al. (1992) sobre Mn y estrés
salino, y las aplicaciones de sustancias humicas, de cualquiera de los tres
origenes, no consiguen recuperar dichos niveles.

Para el Cu, vemos como los niveles salinos aplicados no afectan a las
concentraciones foliares de este elemento, incluso se observan ligeros
aumentos, mientras que los tratamientos humicos, particularmente en el grupo
S1, aumentan estos niveles respecto al control (S1-L7, S1-RV1, S1-RV2y S2-
T).

Los analisis de Zn y B no presentan resultados significativos, salvo en

tratamiento S1-RV1 cuyos niveles de B son anormalmente altos.
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Tabla IV.17. Niveles foliares de micronutrientes expresados en

ppm sobre materia seca.

Tratamiento Fe Mn Cu Zn B
Ctrl 155 bede 19c 0,4583 89abc 61a
S1 105 a 0,4167 13abc 80ab 59a
S1-L7 116 ab 11 ab 15 bc 76 a 58 a
S1-RV1 217 f 14 ab 28 d 103¢c  79b
S1-RV2 161 cde 13 ab 16 C 97bc 62a
S1-T 154 bcde 0,4167 14abc 81ab 54a
S2 117 abc 0,4167 12 ab 82ab 53a
S2-L7 145 abcde 13 ab 12 ab 80ab 54a
S2-RV1 134 abcd 12 ab 13abc 83ab 52a
S2-RV2 183 ef 15 bc 13abc 92abc 61a
S2-T 173 def 11 ab 16 97bc 52a

178



Conclusiones

V.-CONCLUSIONES.

V.1.-Caracterizacion.

. Los productos procedentes de lignitos y turbas presentan pH y
conductividades eléctricas muy elevadas debido al empleo de bases
fuertes en su proceso de extraccion, aunque este hecho no influye en

Su uso posterior, ya que las dosis empleadas son muy bajas.

. Algunos de los productos empleados no alcanzan el valor minimo de
extracto humico (15%) establecido por la Orden Ministerial de 28 de
Mayo de 1998 (B.O.E. 2 Junio 1998) para su comercializacion como

“acidos humicos liquidos”.

. En cuanto a los contenidos de nutrientes, las sustancias humicas
procedentes de residuos vegetales muestran contenidos de N, Nay Mg

mayores y de Fe menores que las procedentes de lignitos.

V.2.-Ensayo introductorio.

. La aplicacion foliar de sustancias humicas comerciales a la dosis de
0,5% (v/v) genera efectos inhibitorios en la produccion de materia
vegetal fresca y seca y en los rendimientos productivos. Estos efectos
de inhibicion son mas acusados para los productos procedentes de

residuos vegetales y turba.

. La influencia de las sustancias humicas comerciales sobre los

parametros de calidad de frutos se traduce en un aumento de laacidez,
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la conductividad eléctrica, los sélidos solubles y la vitamina C. Estos
efectos son mas claros para las sustancias humicas procedentes de

lignitos y para alguna de los procedentes de residuos vegetales.

. El resultado mas relevante del analisis foliar muestra que la aplicaciéon
foliar de sustancias humicas comerciales, a la dosis empleada,
procedentes de residuos vegetales y turbas, reducen significativamente
los contenidos de Na en hoja. Para las sustancias humicas de lignitos

el descenso es menor.

V.3.-Ensayo dosis.

. La aplicacién foliar de una sustancia humica de lignitos en un intervalo
de dosis bajas aumenta la produccion de biomasa fresca y seca. Sin
embargo la tendencia de los resultados no sigue la periodicidad
mostrada por otros autores, de manera que aparecen dos maximos
relativos de produccion de biomasa a dos dosis diferentes: 0,005% y
0,15% (v/v).

. La concentracion foliar de clorofilas totales, a y b aumenta
paulatinamente conforme crece la dosis de aplicacion de sustancias
humicas.

. La determinaciéon de acidos organicos en savia muestra que, en
general, laaplicacion foliar de sustancias humicas reduce los niveles de

estos acidos.

. La aplicacién foliar de sustancias humicas comerciales de lignitos en
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dosis creciente no influye en los rendimientos productivos de un cultivo
sin suelo de tomate cv. Daniela fertirrigado. Sin embargo, parametros
de calidad nutricional de los frutos se ven estimulados (vitamina C,
azucares y proteinas totales) aunque a diferentes dosis.

Destaca el caso de las proteinas totales en fruto, cuyos contenidos
aumentan considerablemente a dosis bajas y se mantienen durante

todo el intervalo ensayado.

. La absorcion de Fe por parte de la planta se ve estimulada por la
aplicacion foliar de sustancias humicas comerciales de lignitos en dosis

creciente hasta alcanzar un maximo a la dosis de 0,15% (v/v).

V.4.-Ensayo germinacion.

. La aplicacién de sustancias humicas comerciales de distintos origenes
mejora la germinacion de semillas de tomate cv. Daniela, siendo el
producto procedente de turba el mas efectivo a una dosis menor
(0.001% v/v), las de residuos vegetales muestran su dosis Optima a
0.01%, mientras que las de lignitos son mas heterogéneas en cuanto a
la dosis Optima, encontrandose que cada producto ejerce la maxima

mejora de la germinacion a una dosis diferente.

. Las sustancias humicas procedentes de turbas y residuos vegetales
mejoran el porcentaje de germinacién y el indice de germinacion en
medio salino bajo (3 mS cm™) en incluso, en algunos casos, al nivel alto
(6 mS cm™). Por contra, las procedentes de lignitos sélo lo hacen en

algun caso y para el nivel salino bajo.
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V.5.-Ensayo en camara de cultivo.

. La aplicacién foliar de sustancias humicas comerciales de residuos
vegetales y turba ejerce un efecto bioprotector sobre plantulas de
tomate cv. Daniela que crecen en medio salino (3 y 6 mS cm™)
ejerciendo como osmorreguladores y evitando a la planta la sintesis en
exceso de osmolitos como glucosa, fructosa y prolina.

Este hecho es particularmente claro para el caso del analisis de prolina.
Este osmolito sélo se sintetiza en el nivel salino alto y las aplicaciones
de sustancias humicas de residuos vegetales y turbas reducen su
concentracion en hoja, incluso hasta niveles iguales a los del control

como en el caso de las sustancias humicas de turba.

. La nutricion férrica del cultivo de tomate cv. Daniela que se desarrolla
en medio salino mejora significativamente por la aplicacion foliar de
sustancias humicas. Asi mismo, en algunos casos, la absorcién de P

también se ve estimulada.
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VII.-APENDICE |

VIl.1.-Contenido foliar de clorofilas.

Las clorofilas se determinaron en extracto de tejido vegetal con una
disolucion de acetona al 80%. Para ello se pesa 1 g de material vegetal
fresco y se trocea. Se introduce en un homogenizador, afadiendo
aproximadamente un 20% en peso de arena lavada. Se adicionan 5 mL de
acetona al 80%.

Posteriormente se homogeniza hasta la obtencion de pulpa vegetal,
se filtra a vacio, afadiendo acetona al 80% hasta decolorar totalmente la
pulpa vegetal. El filtrado se recoge y enrasa a 25 mL con acetona 80%.

Para realizar la medicién espectrofotométrica se realiza una dilucion
1/25, registrando la absorbancia a dos longitudes de onda: 663 y 645 nm.

La cuantificacion se realiza al sustituir en las siguientes ecuaciones
(Arnon, 1949; Bruinsma, 1963):

Clorofila Total = 8,02 Agg; + 20,21 Agys

Clorofila @ = 12,7 Agg; - 2,69 Agys

Clorofila b = 22,9 A,,; - 4,68 Ay

Los resultados de estas ecuaciones se obtienen en mg clorofila / L

extracto y posteriormente se expresan en mg clorofila / g materia fresca.
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VIl.2.-Contenido de carotenoides.

La disolucion extractora para carotenoides es una mezcla de acetona
y hexano 1:1 (v/v). Se pesa 1 g de material vegetal fresco y se trocea. Se
introduce en un homogenizador, afadiendo aproximadamente un 20% en
peso de arena lavada. Se adicionan 5 mL de la mezcla acetona-hexano.

Posteriormente se homogeniza hasta la obtencion de pulpa vegetal,
se filtra a vacio, reextrayendo si es necesario. El filtrado se recoge y enrasa
a 25 mL.

A continuacion se toman 10 mL del matraz aforado y se colocan en un
embudo de decantacién, al que previamente hemos afiadido otros 10 mL de
hexano. Se adicionan 10 mL de H,O resbalando por las paredes del embudo,
se agita suavemente y se desecha la parte acuosa. Se afaden 5 mL de
metanol saturado en KOH, se agita y se separa la fase alcohdlica con las
clorofilas saponificadas. La fase de hexano se enrasa a 25 mL para la
posterior determinaciéon de su absorbancia a 440 nm.

Para la determinacion cuantitativa se elabora una recta de calibrado

usando patrones de [3-caroteno en hexano (Bruinsma, 1963).

VII.3.-Determinacion de acidos organicos en savia.

La extraccion de savia se realizdé cortando segmentos de 0,5 cm de
tallos y peciolos y guardandolos en éter dietilico a -20 °C durante 24 h.
Posteriormente se trituran en un homogenizador hasta obtener pulpa vegetal
y se filtra a vacio afadiendo éter hasta que dicha pulpa quede incolora. Con
el éter se extraen los pigmentos fotosintéticos.

A continuacién se traspasa el liquido a un embudo de decantacion

para separar las fases organica y acuosa (savia total), desechando la
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primera. El extracto se guarda a -20 °C en tubos Eppendorf hasta su posterior
analisis mediante HPLC.

Para ello, las muestras se pasan por filtros de acetato de celulosa de
0,45 pum antes de su inyeccion en el cromatoégrafo. El equipo utilizado es un
HPLC Shimadzu con: un inyector de 20 UL, bombas DGU-10A, y FCV-10AL,
unidad central CBM-10A, médulo de columna-horno CTO-10-Ay detector UV-
visible SPD-10A. La columna que se utilizé fue el modelo PRP-X300 de
Hamilton tipo exclusion aniodnica, de dimensiones 150 x 4,1 mm y 7um de
tamano de particula.

Como fase movil se empled acido sulfurico 5 x 10“*M. La velocidad de
flujo fue de 1 mL/min y la temperatura de 50 °C.

La medida tiene lugar en el rango ultravioleta, a 210 nm. La
identificacion y cuantificacion de los acidos se realizé por comparacion de los
tiempos de retencién y altura de pico de las muestras con un multipatrén de:
malico, citrico y acético, con el que se construyo una curva de calibrado.

El control del equipo de HPLC se llevo a cabo mediante el programa
informatico CLASS-LC10.

VIl.4.-Preparacion de la muestra para analisis elemental.

Una vez arrancadas las plantas y registrados la longitud de los tallos,
el peso fresco de tallos, ramas, raices y hojas, se procede a la preparacion
del material vegetal para la determinacion de macro y micronutrientes.

Para ello, se lavan las muestras foliares, con jabén neutro exento de
fosfatos y agua destilada, secandose en estufa de aire forzado a 60-65 °C
hasta su pérdida total de agua (2-3 dias).

Seguidamente se trocean y muelen, para asegurar una perfecta

homogeneizacion y un tamafio adecuado de las muestras foliares para su
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posterior analisis.

VII.5.-Mineralizacion por via seca.

Este tipo de mineralizacidén consiste en un calcinacién de muestra en
horno mufla Labotherm L9/S27 con el programa que se indica en la Tabla
VII.1. Para ello se pesan 0,5 g de muestra foliar y se introducen en un crisol
de porcelana, que se introduce en el horno. El calentamiento se produce
paulatinamente para evitar una elevacién brusca de la temperatura que

pudiera ocasionar la aparicion de humos y por lotantola pérdida de muestra.

Tabla VII.1
R (min) T : °C)_Ti | ia (min)
15 100 15
20 200 30
20 350 30
30 550 300

Los crisoles con las cenizas procedentes de la mineralizacion anterior,
se situan en un bano térmico de arena. Se adiciona, a cada uno de ellos, 4
mL de HCI 6 M para la disolucién de las cenizas. Este ataque se mantiene
durante unas dos horas, reponiendo el volumen evaporado con agua
destilada.

Por ultimo, este mineralizado, una vez frio, se afora a 25 mL,
filtrandose el liquido sobre papel lavado a los acidos. El filtrado se guarda en

frasco de poliestireno en frio para su analisis posterior.
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VII.6.-Espectroscopia de absorcion atomica.

La disolucién obtenida anteriormente servira para la determinacion de
todos los nutrientes excepto el nitrogeno. Se emplearon técnicas de
espectroscopia de emisién atdbmica para el Na y el K. Los contenidos de Ca,
Mg, Fe, Cu, Mn y Zn se determinaron mediante espectroscopia de absorcion
atomica.

El molibdeno tuvo que ser determinado mediante la utilizacion de
camara de grafito en la técnica de absorcion atomica. Se empled un
espectrofotometro de absorcién atomica UNICAM 929 dotado de camara de
grafito GF90 y automuestreador FS90. El control del equipo se llevo a cabo
mediante el programa informatico Solaar AA System.

Esta técnica consiste en la atomizacion de la muestra por
calentamiento electromagnético de la cubeta, cilindrica de grafito, donde se
deposita la muestra. El calentamiento de la cubeta se produce a través de
etapas estacionarias unidas entre si por rampas de temperatura. Las etapas

fundamentales de este proceso son:

1.- Desolvatacion de la muestra depositada en la camara.

2.- Secado.

3.- Pretratamiento térmico.

4.- Medida.

5.- Acondicionamiento de la cubeta para la siguiente
medida.

En la Tabla VII.2 se enumeran las caracteristicas de cada etapa para

la determinacién de Mo.
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Tabla VIl.2. Condiciones de medida del Mo.

Elemento Mo
Técnica Camara de grafito
Longitud de onda (nm) 313,3
Intensidad (mA) 15
Rendija (nm) 0,5
Sensibilidad (pg) 0,3
Etapa T(°C) Tiempo (s) Rampa Flujo Ar (mL/min)
(°Cls)
1 90 3 0 100
2 120 15 10 100
3 1800 15 75 100
4 2750 4 0 0
5 2500 5 0 100

VII.7.-Mineralizacién por via humeda y determinacién de N.

Se realiza exclusivamente para la determinacion de N Kjeldahl. Para
ello se introducen 0,2 g de muestra vegetal seca en tubos de digestion junto
a una cantidad equivalente de catalizador (K,SO, / CuS0O,.5H,0 / Se) en
relacion 100/10/1 en peso. Se afnaden 10 mL de H,SO, concentrado. Los
tubos se introducen en un digestor modelo Selecta Block digest 12y se
mantienen a 400 °C durante 2 horas (Primo et al., 1980). Una vez terminado
el proceso, se adicionan a la muestra mineralizada 80 mL de H,O destilada
y se deja enffriar.

La determinacion final se basa en la destilacién por arrastre de vapor
de NH, generado por adicion de NaOH 35% al mineralizado y posterior

valoracioén acido-base con HCI 0,1 M en medio acido bdrico, con un indicador
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mixto compuesto de rojo de metilo y verde de bromocresol caracterizado por

un punto de viraje a pH 4,8.

%N organico y amoénico=V xM x 1,4/ P

V: volumen (mL) de HCI gastados en la valoracion.
M: Molaridad del HCI.

P: g de muestra foliar.

VII.8.-Fosforo foliar.

El P se mide por colorimetria basada en la formacién de un complejo
de fosfomolibdovanadato de color amarillo en medio nitrico, a 460 nm (Kitson
et al., 1944).

Se toma 1 mL de la disolucion resultante de la mineralizacién por via
seca y se adicionan 4 mL de agua destilada y 5 mL del reactivo C. Se deja
desarrollar el color entre media y una hora.

El reactivo C se prepara a partir de 100 mL de reactivo A, 100 mL de
reactivo B y 95 mL de HNO, concentrado, enrasando a 500 mL.

El reactivo A se prepara por disolucion de 100 g de molibdato amonico
y 10 mL de NH,OH aforando a 1 L. El reactivo B esta constituido por una
disolucion de 2,35 g de metavanadato amonicoy 7 mL de HNO, concentrado,
aforandoa 1 L.

La determinacion se realiza porla obtencion de una recta de calibrado
a partir de patrones de P (0, 5, 10, 15, 20, 25 mg/L).
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VI1.9.-Boro foliar.

El método utilizado para la determinacion de B se basa en la reaccion
cuantitativa que tiene lugar entre la azometina-H y el B, a pH 5,1 y en
presencia de acido nitriloacético, dando lugar a un compuesto coloreado de
estructura no conocida, pero cuya medida es proporcional a la concentracion
del elemento en la muestra, midiendo la absorbancia a 410 nm. (Lachica,
1976; Garate et al., 1984).

Se toman 5 mL de la digestion por via seca y se afiaden 4 mL de una
disolucion tampdén y 2 mL de azometina-H. Se deja desarrollar el color
durante 2 horas.

La disolucién tampodn se prepara a partir de 250 g de acetato amonico
y 25 g de la sal tetrasddica del EDTA disueltos en 400 mL de agua. Se
afiaden 10 g de acido nitriloacético y 125 mL de acido acético concentrado
enrasando a 1 L.

La azometina-H se prepara en el momento del analisis mediante la
disolucion de 0,9 g de azometina-H en 70 mL de agua caliente, afadiéndole
2 g de acido L-(+)-ascorbico. Se enrasa a 100 mL.

Se elabora una recta de calibrado a partir de un patrén de B y se

procede como en la determinacién de P.

VII.10.-Determinaciones de calidad en frutos.

VI1.10.1.-Solidos solubles.

Se trata de una medida fisica que nos indica el contenido de azucares

en fruto como cantidad de sélidos solubles en el zumo del tomate. Se basa

en la difraccion de la luz solar causada por los azucares solubles en el zumo
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de tomate. La determinacion se realiza utilizando un refractémetro manual
(Atago Hand Refractometer N1 brix 0~32%) cuya lectura aparece en ° Brix
(Figura VII.2).

LGN T T S
Reloasing Knoh
for high viscous sample (N3, N4}

Types N2, N3, N4,

1. RS Daylight plate
P Prigm

3, BEME %2 Adjusting screw knab for wcala
4, Fnm Eyepiacs

Figura VII.2 Refractometro para la determinaciéon de azucares en
Zumo.

Se colocan una o dos gotas de zumo claro en el prisma y se cierra
sobre el mismo, la placa transparente, asegurandose de que la muestra
cubre totalmente la superficie del prisma. A continuaciéon se mira a través de
lalente, donde se observa una escala y unalinea que la intercepta y que nos
da la medida en ° Brix 0 % de sacarosa. Para ajustar la medida existe una

tabla con factores de correccion debidos a la temperatura ambiente.
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VII.10.2.-Contenido de azucares totales. Método espectrofotométrico.

Las técnicas espectrofotométricas para la determinacion de azucares
reductores y polisacaridos se conocen desde hace bastante tiempo. Sus
ventajas son, entre otras: su gran sensibilidad, que permite la identificacion
de cantidades muy pequefias de azucares y su especificidad, necesaria para
la determinacién de estos compuestos en presencia de otros constituyentes
titulables.

Este método se basa en el color formado cuando el acido picrico es
reducido a acido picramico por los azucares reductores, color que luego se
mide en el espectrofotometro a 522 nm.

Reactivos:

S Picrico-picrato: A 500 mL de una disolucién al 1% de NaOH se
agregan 36 g de acido picrico. Se diluye con agua caliente (400
mL) y se agita hasta que se haya disuelto todo el picrico. Se
deja enfriar y se enrasa a 1 L, almacenandose en frasco
topacio.

Na,CO, anhidro.
Disolucion de Na,CO, saturada.

Disolucién de acido benzoico al 0,25%.

mw nu unu um

HCI concentrado.

Curva patrén: En tubos de ensayo se colocan 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0;
1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5y 4,0 mL de una disolucion patrén de glucosa, que se
correspondera con el mismo numero de mg, a continuacion se afnaden 10 mL
del reactivo picrico-picrato y 2 mL de Na,CO, saturada. Se calientan los tubos
durante 20 min. en bafo de agua a 75°C. Una vez frios se enrasa a 35 mL,

se homgeniza la disolucién y se miden las absorbancias a 522 nm.
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La disolucion patron de glucosa se prepara con glucosa anhidra
disuelta en acido benzoico al 0,25%.

Método: Para muestras con menos del 25% de sdlidos solubles se
pesan C, (donde C, = 100 / % s.s.). C, se lleva a 250 mL. Se filtra, se
pipetean 25 mL y se llevan a 100 mL en un matraz aforado. Para azucares
totales, se toman 50 mL de la anterior dilucion mas 2 mL de HCI concentrado
y se calientan en bafo de agua a 60-80°C durante 10 minutos. Se enfria, se
neutraliza con Na,CO; anhidro y se lleva a 100 mL en matraz aforado. En
tubos de ensayo ponemos 5 mL del contenido del ultimo matraz mas 10 mL
de picrico-picrato mas 2 mL de Na,CO, saturado, calentandose en bafio de
agua a 75°C durante 20 min. Se enfriay se afladen 18 mL de agua destilada.

Se homogeneiza y se mide a 522 nm.

VII.10.3.-pH.

Para la determinacion del pH de los frutos, se toman varias unidades

en el mismo punto de madurez visual y se trocean, sometiéndolos a posterior

trituracion en batidora. EI pH se mide directamente en alicuotas de este

triturado, usando un pH-metro CRISON Micro-pH 2000.

VI1.10.4.-Conductividad eléctrica de los zumos.

El triturado obtenido anteriormente se centrifuga a 4000 rpm y se filtra

avacio. La conductividad eléctrica se mide directamente en alicuotas de este
filtrado, utilizando un conductimetro CRISON Micro CM 2201.
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VI1.10.5.-Acidez valorable.

Para conocer la acidez de los frutos de manera mas precisa que con
la simple medida del pH, se realiz6 esta determinacion.

Del filtrado anterior se toman alicuotas de 10 mL a las que se les
anade agua destilada hasta alcanzar un volumen de 50 mL y se realiza la
valoracion con NaOH 0,1 N, usando fenolftaleina como indicador.

El resultado obtenido lo expresamos como mg/mL de acido citrico

mediante la equivalencia: 1 mL NaOH 0,1 N = 7,009 mg acido citrico.

VI1.10.6.-Contenido de vitamina C.

Como principal referente de la calidad nutritiva de los frutos de tomate
se determino el contenido de los mismos en vitamina C. Para ello se emplea
lavaloracion del acido ascérbico con el 2,6-diclorofenolindofenol que se basa
en la reduccion de la sal sédica del 2,6-DF-IF por la vitamina C.

El 2,6-DF-IF es azul. En medio acido es rojo (medio acido: acido
metafosforico-acido acético). La vitamina C, al reducir al 2,6-DF-IF elimina los
dobles enlaces conjugados, y por lo tanto desaparece el color. El valorante,
pues, actua como autoindicador (A.O.A.C., 1990).

Reactivos:

S Extractante: Se disuelven 15 g de acido metafosférico puro en

40 mL de acido acético y 200 mL de agua. Se enrasa a 500 mL
y se filtra rapidamente. Se debe guardar en nevera, pues el
HPQO, pasa lentamente a H,PO,.

S Disolucion patrén de acido ascorbico: Se pesan 50 mg de acido

ascorbico y se disuelven en 50 mL de agua destilada. Se debe

preparar en el momento de utilizar.

212



Apéndice |

S Disolucion de colorante: Se disuelven 250 mg de la sal sédica
de 2,6 DF-IF y 210 mg de NaHCO, enrasando con agua a 1 L.

Valoracién del patrén de ascorbico: Verter 5 mL de la disolucion

metafosforico-acético en un erlenmeyer de 50 mL y afiadir 2 mL de disolucion
recién preparada de acido ascoérbico. Seguidamente, valorar rapidamente con
la disolucién del colorante hasta que la coloracion rosa se mantenga por lo
menos cinco segundos. Repetir al menos dos veces esta valoracion.

Prueba en blanco: Realizar la valoracién del blanco con 7 mL de

rectivo acido metafosférico-acido acético, por ultimo calcular los mg de acido
ascorbico equivalentes a 1 mL de colorante.

Preparacion y valoracion de la muestra: Pesar alrededor de 50 g de

muestra y pasarla al vaso de la batidora. Afadir 50 mL de disolucion
metafosférico-acético. Triturar 2-3 minutos hasta conseguir una pasta
homogénea. Filtrar a través de un filtro de gasa y anotar el volumen total
obtenido del extracto. Tomar 2 mL del filtrado y verterlos en un erlenmeyer,
valorando inmediatamente con la disolucién de colorante hasta la aparicion
de un color rosa débil persistente, por [o menos cinco segundos.

Los resultados se expresan en mg acido ascorbico / 100 g de materia

fresca.

VII.10.7.-Contenido de proteinas.

Como otro indicativo del valor nutricional de los frutos de tomate se
midioé el contenido de proteinas totales de los mismos, basandonos en el
método de Bradford (1976).

Reactivo: Se prepara a partir de 100 mg de Azul Comassie G-250
disueltos en 50 mL de etanol del 95%. A esta disolucién se le afiaden 100 mL
de H,PO, del 85% (p/v)y se enrasaa 1 L.
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Curva patrén: Sobre las propias cubetas de espectrofotometro se

colocan: 0, 10, 20, 40, 60, 80y 100 UL de una disolucién madre de albumina
de concentracion 0,1 mg/mL. A continuacién se afladen respectivamente a
cada cubeta 100, 90, 80, 60, 40, 20 y O UL de agua, y 1 mL de reactivo de
Bradford. Se deja desarrollar el color 5 min, se homogeneiza y se mide en el
espectrofotometro a 595 nm.

Muestras: Se colocan sobre cubetas de espectrofotometro 0,1 mL de
muestray 1 mL de reactivo de Bradford, se deja desarrollar el color 5 min, se

homogeneiza y se mide en el espectrofotdmetro a 595 nm.

VII.11.-Determinacién de azucares en jugo celular.

La determinacién de azucares (glucosa, fructosa y sacarosa) en jugo
celular se realizé empleando técnicas de HPLC, con deteccion de cambio de
indice de refraccion (Pérez-Alfocea et al., 1996).

Extraccion: se introducen muestras foliares en puntas de pipeta de 5
mL, se ponen en congelador a -20°C durante un dia. Posteriormente se
descongelan y centrifugan a 1000 x g durante 5 minutos, acoplando un tubo
Eppendorf para recoger el extracto.

Purificacion: del extracto anterior se toman 200 UL y se colocan en un
tubo Eppendorf. Acontinuacién se le afiaden unos 2 mg de polivinilpirrolidona
(PVP) para eliminar algunos pigmentos y sustancias fendlicas, que no
interferira ya que se eliminara posteriormente. A este tubo se afaden
también, 100 YL de resina DEAE Cellulose Anion Exchangery 100 UL de
resina CM Cellulose Cation Exchanger.

Estas resinas se preparan mediante suspension de las mismas en
agua ultrapura, con doble volumen de agua que de resina. Se mantiene en

agitacién constante para asegurar una distribucion homogénea a todos los
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tubos. Sirven para eliminar iones y acidos organicos que pueden coeluir con
algunos azucares.

Se agita el tubo y se centrifuga a 5000 rpm durante 2 minutos para
eliminar resinas y PVP. Se recoge el sobrenadante con una jeringa de
insulina, y se filtra por 0,45 um. Se debe obtener un volumen de filtrado que
sea, al menos, 5 veces el volumen del bucle de inyeccion del aparato de
HPLC.

Las caracteristicas del equipo y proceso cromatografico son:

S Columna Spherishorb NH, 5 um, 25x0,46 cm con precolumna
(Tecknokroma).

Fase movil: Acetonitrilo/agua 80/20.

Flujo 2 mL min™.

Temperatura ambiente.

Detector de indice de refraccion.

mw unu unu unu om

Inyeccién de 10 o 20 L.

Para la determinacion cuantitativa se realizaron multipatrones con
glucosa, fructosa y sacarosa, en concentraciones de 0; 0,5; 1,0y 1,5g L,
realizandose una curva de calibrado: Altura de pico de elucién vs.

Concentracion.
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VII.12.-Determinacién de prolina en jugo celular.

Se realiz6 basandonos en la formacion de un compuesto coloreado
entre la ninhidrina acida y la prolina en medio tolueno, que se puede
determinar por espectrofotometria visible (Troce et al., 1955; Magné et al.,
1992).

Las muestras foliares se congelan a -80 °C y posteriormente se
liofilizan en un equipo VIRTIS Benchtop 3L. Se toman 100 mg de material
liofilizado y se anaden 10 mL de agua destilada a 60 °C. Se homogeneiza la
muestra y se centrifuga 15 min. a 10.000 rpm en centrifuga refrigerada (4 °C).
Se recoge el sobrenadante.

A 0,5 mL de muestra se le afiaden 2 mL de ninhidrina acida y se agita.
Se incuba durante 30 min. a 100 °C. Se enfrian los tubos rapidamente
poniéndolos en hielo-agua. Se afiaden 5 mL de tolueno, se agitay guarda en
oscuridad a temperatura ambiente un minimo de 3 horas y un maximo de 5
antes de realizar la medida en espectrofotdmetro a 520 nm.

Para la curva patron se utilizara prolina disuelta a concentraciones: 0,
250, 500 y 1000 uM. Los datos se expresan en moles Prolina / peso seco.

El reactivo ninhidrina acida se prepara en el momento de su utilizacion

con 0,33 g de ninhidrina + 20 mL de &cido acético glacial + 14 mL de agua.

VIl.13.-Analisis estadistico.

Todos los analisis estadisticos de las cuatro experiencias se han

llevado a cabo con el programa informatico SPSS 6.0.
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VIl.14.-Determinaciones en sustancias humicas.

VII.14.1.-pH, conductividad eléctrica, densidad y humedad.

El pH y la conductividad eléctrica se midieron directamente en
alicuotas de cada producto, usando un pH-metro CRISON Micro-pH 2000 y
un conductimetro CRISON Micro CM 2201.

La densidad se calculé pesando un volumen exacto de muestra
(100mL)y lahumedad llevando a sequedad alicuotas de cada producto a 40

°C y a vacio.

VII.14.2.-Extracto humico total, acidos humicos y fulvicos.

Debido a que se trata de productos liquidos, el extracto humico total
se determino directamente en la muestra original, mediante oxidacion del C
organico con dicromato potasico en medio acido sulfurico concentrado y
posterior valoracion con sal de Mohr del exceso de dicromato (Yeomans et
al., 1989).

Se toman de 0,1 a 0,5 mL de muestra, se pesan, y se colocan en un
erlenmeyer de 500 mL. Se afiaden 10 mL de dicromato potasico 1Ny 20 mL
de acido sulfurico concentrado. Se deja reaccionar durante 30 minutos. A
continuacion se le anaden 200 mL de agua y 10 mL de acido ortofosforico
concentrado. Una vez frio, se valora el exceso de dicromato con disolucion
de sal de Mohr 0,5 N en presencia de indicador (difenilamina al 0,5% en
sulfarico). El punto final se produce en el viraje de color azul a verde.
Simultaneamente se preparan blancos para determinar el gasto de sal de
Mohr con todo el dicromato.

El carbono organico se obtiene segun la formula:
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%C.0. = (Vg - V,,)(1/2)(12/4000)(1/P)(100/0,77)

Donde V; es el volumen de valorante consumido por el blanco, V,, es

el consumido por la muestray P es el peso de la muestra.

El fraccionamiento de acidos humicos y fulvicos se realizé utilizando
disoluciones al 50% (v/v) de las diferentes sustancias humicas a las que se
les afiadia H,S0O, (50%) hasta alcanzar pH = 2. A continuacion se guardaba
en nevera durante 48 horas y se centrifugaba a 4000 rpm durante 5 minutos
para separar los acidos humicos (precipitados) de los fulvicos. Dicho
precipitado se secaba a 40 °C y vacio, para posteriormente calcular el % de
carbono organico segun la metodologia descrita anteriormente. Los acidos
fulvicos se hallan por diferencia entre el extracto humico total y los acidos

hldmicos.

VII.14.3.-Relacién E,/E,

Para determinar esta relacion optica (Stevenson, 1994) se tomaron
muestras de aproximadamente 30 mg de las sustancias humicas secas (40
°C y vacio) y se disuelven en 100 mL de NaHCO, 0,05M. A continuacién se

miden las absorbancias a 465 nm (E,) y 665 nm (Ey).

VIl.14.4.-Macro y micronutrientes.

Las determinaciones de macro y micronutrientes de las sustancias
humicas comerciales utilizadas en los diferentes ensayos que configuran este
trabajo se realizaron empleando las mismas técnicas analiticas que las
descritas anteriormente para el analisis foliar, con la salvedad de que la

mineralizacion de las sustancias humicas siguié un método diferente.
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La mineralizacion se llevo a cabo por via humeda. Tomamos 1 mL de
muestra y lo introducimos en un tubo de digestor junto a 20 mL de una
mezcla HNO, : HCIO, (1:1). Se colocan en el digestor los tubos y se
mantienen a 210 °C durante 90 minutos. Posteriormente los mineralizados se
filtran y enrasan a 100 mL con agua para las determinaciones pertinentes.

Nota: Para la determinacion del N, la mineralizacion siguio la

metodologia que se describe en el apartado VII.7.
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Crecimiento semanal. Semana 1

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 24 26 24 25
2 19 24 22 22
3 30 23 24 26
4 21 21 25 22
5 13 26 30 23
6 26 19 28 24
7 22 28 27 26
8 12 27 21 20

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 86 7 12 0,5
Dentro de grupos 392 16 24
Total 478 23

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Crecimiento semanal. Semana 2

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 35 30 33 33
2 27 25 33 28
3 32 27 35 31
4 38 31 38 36
5 26 37 26 30
6 30 26 23 26
7 25 31 23 26
8 33 33 30 32

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 222 7 32 1,96
Dentro de grupos 259 16 16
Total 481 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 7

TRATAMIENTOS
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Crecimiento semanal. Semana 3

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 30 35 33 33
2 25 33 27 28
3 32 27 35 31
4 31 38 38 36
5 26 37 26 30
6 26 23 30 26
7 25 23 31 26
8 33 30 33 32

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 222 7 32 1,96
Dentro de grupos 259 16 16
Total 481 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 7

TRATAMIENTOS
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Crecimiento semanal. Semana 4

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 22 30 18 23
2 20 23 20 21
3 26 21 25 24
4 23 25 20 23
5 15 28 25 23
6 25 25 24 25
7 22 20 27 23
8 28 24 22 25

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 31 7 5 0,29
Dentro de grupos 245 16 15
Total 276 23

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Crecimiento semanal. Semana 5

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 28 27 28 28
2 15 35 30 27
3 20 22 30 24
4 22 12 25 20
5 15 17 20 17
6 25 15 20 20
7 18 28 8 18
8 7 28 18 18

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 362 7 52 0,97
Dentro de grupos 849 16 53
Total 1211 23

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Crecimiento total

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 274 279 271 275
2 277 279 280 279
3 277 277 286 280
4 288 272 255 272
5 282 229 268 260
6 246 224 275 248
7 249 281 262 264
8 235 216 253 235

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 5305 7 758 2,6
Dentro de grupos 4656 16 291
Total 9961 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 29

TRATAMIENTOS
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Peso fresco. Tallos.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 631 719 610 653
2 693 659 624 659
3 615 445 708 589
4 703 677 650 677
5 482 412 508 467
6 616 480 526 541
7 420 652 529 534
8 525 473 577 525

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 121223 7 17318 2,98
Dentro de grupos 92901 16 5806
Total 214124 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 132

TRATAMIENTOS
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REPETICIONES

Apéndice Il

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 100 96 99 98
2 110 103 96 103
3 85 62 95 81
4 95 106 116 106
5 77 60 67 68
6 87 78 68 78
7 51 87 79 72
8 63 59 67 63
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 5753 7 822 6,68
Dentro de grupos 1968 16 123
Total 7721 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5%

TRATAMIENTOS

19
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Peso fresco. Hojas.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 489 596 440 508
2 481 512 542 512
3 475 422 523 473
4 531 519 506 519
5 326 284 396 335
6 419 401 396 405
7 305 473 514 431
8 353 301 404 353

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 110844 7 15835 4,48
Dentro de grupos 56493 16 3531
Total 167337 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 103

TRATAMIENTOS
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Peso seco. Hojas.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 71 66 31 56
2 65 65 66 65
3 50 50 53 51
4 61 64 66 64
5 45 38 47 43
6 51 49 49 50
7 35 52 54 47
8 41 35 47 41

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 1659 7 237 29
Dentro de grupos 1307 16 82
Total 2966 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 16

TRATAMIENTOS
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Peso fresco. Raices.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 259 275 155 230
2 260 302 343 302
3 179 203 239 207
4 330 278 226 278
5 255 196 214 222
6 165 135 240 180
7 146 248 199 198
8 155 112 197 155

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 49958 7 7137 3,2
Dentro de grupos 35663 16 2229
Total 85621 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 82

TRATAMIENTOS
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Peso seco. Raices.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 70 47 24 47
2 44 66 87 66
3 31 40 49 40
4 79 57 34 57
5 60 46 46 51
6 38 20 50 36
7 26 87 29 47
8 25 18 33 25

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 3285 7 469 1,21
Dentro de grupos 6214 16 388
Total 9499 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 34

TRATAMIENTOS
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Peso fresco. Total.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 1379 1590 1205 1391
2 1434 1473 1509 1472
3 1269 1070 1470 1270
4 1564 1474 1382 1473
5 1063 892 1118 1024
6 1200 1016 1162 1126
7 871 1373 1242 1162
8 1033 886 1178 1032

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 722025 7 103146 4,14
Dentro de grupos 398394 16 24900
Total 1120419 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 273

TRATAMIENTOS
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Peso seco. Total.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 241 209 154 201
2 218 234 249 234
3 166 152 197 172
4 235 227 216 226
5 182 144 160 162
6 176 147 167 163
7 112 226 162 167
8 129 112 147 129

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 26601 7 3800 4,38
Dentro de grupos 13893 16 868
Total 40494 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 51

TRATAMIENTOS
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Clorofilas totales.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 2,49 2,47 1,90 2,29
2 2,25 2,31 2 2,19
3 2,08 2,34 2,34 2,25
4 2,66 2,02 2,41 2,36
5 2,33 1,36 2,24 1,98
6 2,27 2,52 2,26 2,35
7 2,43 2,23 1,94 2,2
8 2,59 2,32 2,26 2,39

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,37 7 0,05 0,64
Dentro de grupos 1,32 16 0,08
Total 1,69 23

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Clorofila a.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 1,84 1,81 1,47 1,71
2 1,64 1,71 1,54 1,63
3 1,55 1,73 1,71 1,66
4 1,92 1,43 1,68 1,68
5 1,73 0,97 1,62 1,44
6 1,65 1,83 1,61 1,7
7 1,71 1,53 1,35 1,53
8 1,82 1,64 1,58 1,68

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,18 7 0,03 0,6
Dentro de grupos 0,7 16 0,04
Total 0,88 23

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Clorofila b.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 0,65 0,66 0,43 0,58
2 0,61 0,60 0,46 0,56
3 0,53 0,61 0,63 0,59
4 0,74 0,59 0,73 0,68
5 0,59 0,39 0,61 0,53
6 0,62 0,69 0,65 0,65
7 0,71 0,70 0,58 0,66
8 0,76 0,68 0,68 0,71

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,08 7 0,01 1,67
Dentro de grupos 0,12 16 0,01
Total 0,2 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,15

TRATAMIENTOS
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Carotenoides.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 0,29 0,27 0,28 0,28
2 0,36 0,24 0,31 0,30
3 0,22 0,33 0,26 0,27
4 0,19 0,15 0,28 0,20
5 0,20 0,31 0,28 0,26
6 0,37 0,37 0,27 0,33
7 0,21 0,29 0,28 0,26
8 0,14 0,26 0,28 0,23

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 3,43 7 0,49 1,53
Dentro de grupos 5,11 16 0,32
Total 8,54 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,10

TRATAMIENTOS
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Produccion (g/planta).

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 3279 3284 2625 3063
2 2808 3071 3336 3072
3 3561 3481 3175 3406
4 3582 2840 2107 2843
5 3385 2604 3016 3002
6 2886 2622 2753 2754
7 2158 2863 3582 2868
8 2264 2224 2312 2267

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 2244371 7 320625 1,74
Dentro de grupos 2955511 16 184719
Total 5199882 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 744

TRATAMIENTOS
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Calibre.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 59 69 63 64
2 61 61 62 61
3 63 59 63 62
4 66 63 61 63
5 61 56 60 59
6 63 59 61 61
7 63 63 61 62
8 62 62 62 62

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 43 7 6 0,98
Dentro de grupos 100 16 6
Total 143 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 4

TRATAMIENTOS
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pH

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 4.3 4.4 4,2 4.3
2 4.1 4.4 4,2 4,2
3 4.3 4.3 4.3 4.3
4 4.4 4.1 4.3 4.3
5 41 4,2 4,2 4.1
6 4.3 4.3 4.3 4.3
7 4.3 4.3 4,2 4,2
8 42 4,2 41 4.1

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,1 7 0,01 1,9
Dentro de grupos 0,1 16 0,006
Total 0,2 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,1

TRATAMIENTOS
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Conductividad eléctrica.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 3,54 4,20 4,41 4,05
2 4,33 3,80 4,43 4,19
3 4,22 4,47 4,42 4,37
4 3,96 5,00 4,49 4,48
5 4,68 5,10 5,12 497
6 3,71 4,44 4,08 4,08
7 4,32 4,49 3,37 4,06
8 3,97 3,63 4,31 3,97

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 2,3 7 0,33 2,05
Dentro de grupos 2,57 16 0,16
Total 4,87 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,69

TRATAMIENTOS
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Acidez.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 2,10 1,96 2,30 2,12
2 2,51 2,22 2,19 2,30
3 2,66 2,68 2,19 2,51
4 2,00 2,84 2,72 2,52
5 3,12 2,70 2,46 2,76
6 2,07 2,30 2,12 2,16
7 2,03 2,42 2,37 2,27
8 2,00 2,19 2,64 2,28

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,96 7 0,14 1,76
Dentro de grupos 1,25 16 0,08
Total 2,21 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,48

TRATAMIENTOS
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Solidos solubles.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 47 47 4,0 4.4
2 5,2 4,7 4,2 4,7
3 4.5 4,7 4.4 4.5
4 4.1 4.7 5,3 4.7
5 4.9 54 47 5,0
6 4,2 4.4 4.6 4.4
7 4,0 2,9 4.6 3,8
8 41 4,0 41 4.1

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 2,7 7 0,4 1,84
Dentro de grupos 3,4 16 0,2
Total 6,1 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,8

TRATAMIENTOS
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Vitamina C.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 13,8 11,7 14,4 13,3
2 19,8 16,8 13,9 16,8
3 14,7 15,9 13,2 14,6
4 14,9 14,2 13,4 14,2
5 17,2 15,2 141 15,5
6 13,3 13,9 14,0 13,7
7 12,8 14,0 12,7 13,2
8 13,7 14,4 13,0 13,7

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 32,5 7 4,6 2,19
Dentro de grupos 33,9 16 2.1
Total 66,4 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 2,5

TRATAMIENTOS
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Nitrégeno foliar.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 2,16 2,82 2,66 2,55
2 2,66 2,21 2,43 2,43
3 2,79 2,48 2,66 2,64
4 2,66 2,54 2,60 2,60
5 2,74 2,66 2,88 2,76
6 2,56 2,54 2,47 2,52
7 2,96 2,99 2,36 2,77
8 2,69 2,88 2,78 2,78

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,35 7 0,05 1,17
Dentro de grupos 0,69 16 0,04
Total 1,04 23

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Fosforo foliar.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 0,19 0,14 0,17 0,17
2 0,09 0,19 0,14 0,14
3 0,12 0,13 0,13 0,13
4 0,20 0,08 0,14 0,14
5 0,07 0,11 0,16 0,11
6 0,15 0,12 0,08 0,12
7 0,24 0,21 0,23 0,23
8 0,21 0,19 0,20 0,20

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,04 7 0,01 3,96
Dentro de grupos 0,02 16 0,001
Total 0,06 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,06

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Potasio foliar.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 2,11 2,74 2,19 2,35
2 2,37 2,25 2,31 2,31
3 2,20 2,04 217 2,14
4 2,26 2,46 2,36 2,36
5 2,34 2,27 2,10 2,24
6 2,09 2,22 2,47 2,26
7 2,23 2,60 2,42 2,42
8 2,41 2,28 2,35 2,35

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,16 7 0,02 0,81
Dentro de grupos 0,46 16 0,03
Total 0,62 23

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Apéndice Il

Calcio foliar.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 3,95 4,59 4,33 4,29
2 3,68 4,27 2,98 3,64
3 5,18 5,97 4,57 5,24
4 4,69 4,09 4,39 4,39
5 474 4,86 492 4,84
6 5,11 4,69 5,36 5,05
7 4,70 4,59 5,38 4,89
8 4,79 4,59 4,69 4,69

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 5,44 7 0,78 4,38
Dentro de grupos 2,84 16 0,18
Total 8,28 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,73

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Magnesio foliar.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 0,75 0,84 0,87 0,82
2 1,06 0,76 0,91 0,91
3 0,94 1,18 0,86 0,99
4 0,94 0,95 0,95 0,95
5 1,07 1,00 0,89 0,99
6 0,87 0,87 1,00 0,91
7 0,79 0,82 1,07 0,89
8 0,94 0,82 0,88 0,88

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,07 7 0,01 0,83
Dentro de grupos 0,19 16 0,01
Total 0,26 23

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Apéndice Il

Sodio foliar.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 0,16 0,14 0,11 0,14
2 0,06 0,09 0,08 0,08
3 0,13 0,08 0,11 0,11
4 0,16 0,11 0,13 0,13
5 0,00 0,15 0,08 0,08
6 0,09 0,01 0,08 0,06
7 0,01 0,00 0,10 0,04
8 0,02 0,07 0,04 0,04

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,03 7 0,004 2,63
Dentro de grupos 0,03 16 0,002
Total 0,06 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,07

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Hierro foliar.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 143 191 250 195
2 130 192 161 161
3 193 220 236 216
4 188 147 168 168
5 171 187 142 167
6 233 130 142 168
7 180 159 204 181
8 199 158 179 179

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 7083 7 1012 0,87
Dentro de grupos 18692 16 1168
Total 25775 23

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Apéndice Il

Manganeso foliar.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 330 750 750 610
2 430 350 390 390
3 480 460 410 450
4 440 360 400 400
5 320 300 620 413
6 510 580 400 497
7 620 490 500 537
8 500 820 660 660

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 2128 7 304 1,81
Dentro de grupos 2690 16 168
Total 4818 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 224

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Cobre foliar.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 14 13 18 15
2 17 14 16 16
3 19 11 16 15
4 16 14 15 15
5 16 17 14 16
6 15 16 11 14
7 16 13 17 15
8 15 16 16 16

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 7 7 1 0,19
Dentro de grupos 81 16 5
Total 88 23

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Apéndice Il

Cinc foliar.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 15 20 21 19
2 20 17 19 19
3 22 38 20 27
4 17 19 18 18
5 16 22 18 19
6 25 15 16 19
7 19 17 22 19
8 17 21 19 19

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 169 7 24 1,2
Dentro de grupos 322 16 20
Total 491 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 8

TRATAMIENTOS

254



Apéndice Il

Boro foliar.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 33 31 27 30
2 29 36 32 32
3 31 29 36 32
4 34 30 32 32
5 34 26 31 30
6 34 23 19 25
7 19 19 31 23
8 26 21 24 24

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 339 7 49 2,3
Dentro de grupos 338 16 21
Total 677 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 8

TRATAMIENTOS

255



Apéndice Il

Molibdeno foliar.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 193 136 170 166
2 92 191 142 142
3 124 127 133 128
4 198 78 138 138
5 74 105 159 113
6 152 117 82 117
7 235 214 229 226
8 213 191 202 202

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 35428 7 5061 3,96
Dentro de grupos 20442 16 1278
Total 55870 23

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 62

TRATAMIENTOS
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Altura total.

REPETICIONES

Apéndice Il

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 262 377 281 333 313
2 350 317 335 328 333
3 395 360 385 377 379
4 362 344 336 350 348
5 360 324 339 311 334
6 389 363 358 373 371
7 384 359 393 326 366
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 13808 6 2301 3,38
Dentro de grupos 14301 21 681
Total 28109 27

DMS al nivel de probabilidad 5%

Test de Fisher

TRATAMIENTOS

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

38
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Apéndice Il

Peso fresco. Tallos y ramas.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 777 1349 858 1142 1032
2 1526 1490 1369 1269 1414
3 1490 1264 1413 1129 1324
4 1286 1325 1230 927 1192
5 1199 1294 1181 990 1166
6 1655 1659 1518 1418 1563
7 1393 1486 1058 1051 1247

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 732267 6 122045 3,84
Dentro de grupos 666531 21 31740
Total 1398798 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 262

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Peso seco. Tallos y ramas.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 109 187 129 150 144
2 216 204 199 178 199
3 222 191 214 155 196
4 156 170 170 130 157
5 159 171 166 143 160
6 265 223 234 212 234
7 188 210 151 143 173

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 23193 6 3866 6,32
Dentro de grupos 12851 21 612
Total 36044 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 36

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Peso fresco. Hojas.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 452 1019 402 550 606
2 1250 1180 988 884 1076
3 912 742 696 744 774
4 1095 1083 771 517 867
5 809 1116 783 390 775
6 925 1195 832 729 920
7 714 900 631 566 703

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 565245 6 94208 1,92
Dentro de grupos 1030624 21 49077
Total 1595869 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 326

TRATAMIENTOS
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Peso seco. Hojas.

REPETICIONES

Apéndice Il

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 53 116 54 59 71
2 132 126 114 98 118
3 99 92 85 94 93
4 97 111 96 60 91
5 93 118 88 46 86
6 114 113 98 83 102
7 76 102 79 64 80
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 5530 6 922 2,14
Dentro de grupos 9055 21 431
Total 14585 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

DMS al nivel de probabilidad 5%

Test de Fisher

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Peso fresco. Raices.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 548 576 701 853 670
2 1156 763 887 844 913
3 1050 583 695 650 745
4 586 508 688 463 561
5 751 579 536 493 590
6 926 895 838 795 864
7 1035 745 498 444 681

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 417908 6 69651 2,55
Dentro de grupos 572791 21 27276
Total 990698 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 243

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Peso seco. Raices.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 269 160 171 324 231
2 522 242 308 337 352
3 368 194 179 161 226
4 158 108 161 133 140
5 232 148 137 140 164
6 338 360 275 304 319
7 387 195 92 127 200

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 144671 6 24112 3,29
Dentro de grupos 153728 21 7320
Total 298399 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 126

TRATAMIENTOS
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Peso fresco. Total.

REPETICIONES

Apéndice Il

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 1777 2944 1961 2545 2307
2 3932 3433 3244 2998 3402
3 3452 2589 2804 2523 2842
4 2967 2916 2689 1907 2620
5 2759 2989 2500 1873 2530
6 3506 3749 3189 2943 3347
7 3142 3131 2187 2061 2630
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 4157241 6 692874 3.1
Dentro de grupos 4697429 21 223687
Total 8854670 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

DMS al nivel de probabilidad 5%

Test de Fisher

TRATAMIENTOS

695
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Peso seco. Total.

REPETICIONES

Apéndice Il

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 431 463 354 533 445
2 870 572 621 613 669
3 689 477 478 410 514
4 411 389 427 323 388
5 484 437 391 329 410
6 717 696 607 598 655
7 651 507 322 334 454
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 313297 6 52216 4,99
Dentro de grupos 219820 21 10468
Total 533117 27

DMS al nivel de probabilidad 5%

Test de Fisher

TRATAMIENTOS

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

150
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Apéndice Il

Clorofila total.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS

1 1,03 1,00 1,02 1,10 1,04
2 1,59 1,32 1,04 0,82 1,19
3 1,25 1,85 1,63 1,69 1,60
4 1,63 1,24 0,72 1,73 1,33
5 1,88 1,90 1,74 1,95 1,87
6 1,99 2,05 1,81 2,00 1,96
7 2,06 2,02 1,96 1,96 2

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 3,64 6 0,61 10,37
Dentro de grupos 1,23 21 0,06
Total 487 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,36

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Clorofila a.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 0,73 0,70 0,72 0,75 0,73
2 0,87 0,75 0,64 0,46 0,68
3 0,69 1,19 1,09 1,16 1,03
4 0,95 0,85 0,66 1,22 0,92
5 1,15 1,16 1,12 1,16 1,15
6 1,27 1,40 1,29 1,37 1,33
7 1,27 1,26 1,30 1,27 1,28

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 1,56 6 0,26 12,75
Dentro de grupos 0,43 21 0,02
Total 1,99 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,21

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Clorofila b.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 0,30 0,30 0,3 0,35 0,31
2 0,72 0,56 04 0,36 0,51
3 0,56 0,67 0,54 0,53 0,57
4 0,67 0,40 0,05 0,51 0,41
5 0,73 0,74 0,62 0,8 0,72
6 0,72 0,65 0,52 0,63 0,63
7 0,79 0,76 0,66 0,69 0,73

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,58 6 0,1 5,81
Dentro de grupos 0,35 21 0,02
Total 0,93 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,19

TRATAMIENTOS

268



Apéndice Il

Carotenoides.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 0,25 0,18 0,19 0,17 0,20
2 0,23 0,21 0,21 0,20 0,21
3 0,19 0,21 0,20 0,18 0,20
4 0,21 0,21 0,20 0,23 0,21
5 0,17 0,19 0,21 0,20 0,19
6 0,19 0,22 0,20 0,18 0,20
7 0,21 0,18 0,19 0,2 0,19

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,002 6 0,00033 1,01
Dentro de grupos 0,006 21 0,00029
Total 0,008 27

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Apéndice Il

Ac. malico.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 4,82 6,34 4,29 4,56 5,00
2 3,51 4,41 3,89 4,15 3,99
3 3,26 5,67 4,22 4,46 4,40
4 4,35 5,28 5,11 4,65 4,85
5 3,78 4,02 5,19 4,12 4,28
6 3,55 3,87 3,64 3,9 3,74
7 3,84 4,36 3,92 6,23 4,59

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 4848005,21 6 808000,87 1,48
Dentro de grupos 11462481,5 21 545832,45
Total 16310486,71 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 1,09

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Ac. citrico.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 1,39 1,40 2,44 1,39 1,65
2 1,12 1,20 2,60 247 1,85
3 0,74 1,58 0,68 1,25 1,06
4 1,52 1,17 1,44 1,49 1,41
5 1,16 1,26 1,19 1,24 1,21
6 1,65 1,28 1,71 1,58 1,56
7 1,03 1,10 1,64 1,39 1,29

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 1776018,86 6 296003,14 1,69
Dentro de grupos 3687982 21 175618,19
Total 5464000,86 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,62

TRATAMIENTOS
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Ac. acético.

REPETICIONES

Apéndice Il

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 0,54 0,64 0,91 0,63 0,68
2 0,44 0,39 0,59 0,54 0,49
3 0,29 0,58 0,69 0,74 0,57
4 0,34 0,36 0,54 0,50 0,43
5 0,51 0,46 0,57 0,56 0,53
6 0,59 0,41 0,67 0,62 0,57
7 0,74 0,56 0,65 0,71 0,66
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 188440,21 6 31406,7 2,12
Dentro de grupos 310472,75 21 14784,42
Total 498912,96 27

DMS al nivel de probabilidad 5%

Test de Fisher

TRATAMIENTOS

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

0,18
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Apéndice Il

Produccion (g/planta).

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 3619 6035 5406 5777 5209
2 5039 4226 5173 4900 4835
3 2716 3023 6975 4816 4383
4 5319 3511 3966 4066 4216
5 7319 4846 5457 4883 5626
6 4881 3516 4739 4466 4401
7 7002 3703 4444 5344 5123

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 6504598 6 1084100 0,79
Dentro de grupos 28680122 21 1365720
Total 35184720 27

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Apéndice Il

Calibre.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 66 67 67 66 67
2 66 64 69 67 67
3 63 63 68 66 65
4 69 66 69 66 68
5 66 64 69 66 66
6 66 66 71 72 69
7 66 66 72 69 68

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 40 6 7 1,27
Dentro de grupos 109 21 5
Total 149 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 4

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

pH

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 4,2 4,3 4,3 4,2 4,3
2 4,3 4.3 4,3 4.3 4.3
3 4.4 4.3 4.3 4.3 4.3
4 4.3 4.2 4.3 4.3 4.3
5 4.3 4.3 4.3 4.2 4.3
6 4.3 4,3 4,3 4.3 4.3
7 4.3 4,2 4.3 4.3 4.3

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,01 6 0,00167 0,97
Dentro de grupos 0,05 21 0,00238
Total 0,06 27

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Apéndice Il

Conductividad eléctrica

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 4,50 4,53 4,28 473 4,51
2 4,56 4,87 4,64 4,90 4,74
3 4,18 4,60 4,23 4,58 4,40
4 3,81 4,25 4,33 4,42 4,20
5 4,05 4,51 4,20 4,54 4,33
6 4,86 473 4,48 49 474
7 411 4,48 4,35 4,24 4.3

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 1,11 6 0,19 4,27
Dentro de grupos 0,91 21 0,04
Total 2,02 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,31

TRATAMIENTOS
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Acidez valorable

REPETICIONES

Apéndice Il

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 1,82 1,52 1,82 2,01 1,79
2 1,78 1,86 1,72 2,00 1,84
3 1,34 1,82 1,49 1,75 1,60
4 1,45 2,42 1,49 1,78 1,78
5 1,60 1,75 1,6 1,82 1,69
6 1,90 1,93 1,90 2,12 1,96
7 1,52 1,93 1,60 2,08 1,78
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,31 6 0,05 0,9
Dentro de grupos 21 0,06
Total 1,51 27

DMS al nivel de probabilidad 5%

Test de Fisher

TRATAMIENTOS

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

0,35
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Apéndice Il

Azlcares totales

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 1,75 1,30 1,20 1,75 1,50
2 1,98 2,55 2,53 2,53 2,40
3 2,05 1,18 1,60 1,25 1,562
4 1,23 1,77 1,22 1,31 1,38
5 1,34 1,18 1,57 1,48 1,39
6 1,73 1,20 1,90 1,14 1,49
7 2,01 1,89 1,92 1,62 1,86

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 3,23 6 0,54 6,38
Dentro de grupos 1,77 21 0,08
Total 5 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,43

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Vitamina C

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 16,3 16,4 16,4 15,3 16,1
2 17,9 17,5 18,2 17,5 17,8
3 16,7 17,0 17,7 15,9 16,8
4 16,5 16,6 16,7 16,3 16,5
5 16,6 16,2 16,5 17,1 16,6
6 16,1 18,0 18,6 171 17,5
7 15,5 171 16,7 16,1 16,4

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 8,8 6 1,5 3,72
Dentro de grupos 8,3 21 0,4
Total 171 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,9

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Proteinas

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 1,03 2,50 1,79 1,41 1,68
2 2,17 1,53 2,06 1,81 1,89
3 2,24 3,91 2,84 2,64 2,91
4 3,01 3,14 2,97 3,01 3,04
5 3,37 2,76 4,02 2,50 3,16
6 2,86 2,98 3,40 3,71 3,24
7 2,86 2,79 2,93 3,20 2,94

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 9,63 6 1,61 6,89
Dentro de grupos 4,89 21 0,23
Total 14,52 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,71

TRATAMIENTOS
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Nitrégeno.

REPETICIONES

Apéndice Il

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 2,8 3,4 3,6 2,9 3,2
2 2,9 3,1 3,1 2,6 2,9
3 3,0 2,7 2,8 2,8 2,8
4 3,0 3,0 3,2 2,8 3,0
5 2,8 2,8 3,2 3,2 3,0
6 2,9 3,3 3,2 3 3.1
7 2,9 2,9 3,2 3,3 3,1

ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F

Entre grupos

Dentro de grupos

Total

DMS al nivel de probabilidad 5%

6
21
27

Test de Fisher

TRATAMIENTOS

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

0,4

0,1 1
0,1
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Apéndice Il

Fésforo.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 0.57 0.77 0.82 0.70 0.72
2 0.78 0.75 0.74 0.61 0.72
3 0.79 0.54 0.77 0.79 0.72
4 1.21 0.88 0.85 0.57 0.88
5 0.91 1.00 0.83 0.61 0.84
6 0.89 0.91 0.88 0.75 0.86
7 0.92 0.67 0.76 0.69 76

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,12 6 0,02 0,96
Dentro de grupos 0,44 21 0,02
Total 0,56 27

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

282



Apéndice Il

Potasio.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 3,0 3,0 24 2,9 2,8
2 2,9 3,3 2,9 3,0 3,0
3 3,2 2,8 2,9 2,7 2,9
4 2,9 3,2 3,0 3,0 3,0
5 2,8 2,8 2,8 2,3 2,7
6 2,3 4,0 2,9 3 3.1
7 2,7 2,3 2,3 2,8 2,5

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 1 6 0,2 1,51
Dentro de grupos 22 21 0,1
Total 32 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,5

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Calcio.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 6,0 7.4 8,0 75 72
2 8,2 7,3 71 7,2 7.4
3 7,5 6,2 6,7 7,3 6,9
4 8,4 7,8 6,4 79 7,6
5 8,1 8,5 6,4 57 7,2
6 6,3 6,9 6,0 6,1 6,3
7 8,3 6,7 6,4 6,3 6,9

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 43 6 0,7 1,02
Dentro de grupos 14,6 21 0,7
Total 18,9 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 1,2

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Magnesio.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS

1 0.50 0.52 0.42 0.55 0.50
2 0.60 0.58 0.52 0.57 0.57
3 0.65 0.51 0.48 0.54 0.55
4 0.60 0.61 0.51 0.59 0.58
5 0.65 0.58 0.54 0.53 0.58
6 0.48 0.69 0.48 0.53 0.55
7 0.63 0.62 0.48 0.46 55

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,02 6 0,0033 0,64
Dentro de grupos 0,1 21 0,0048
Total 0,12 27

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Apéndice Il

Sodio.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 0,16 0,17 0,12 0,17 0,16
2 0,15 0,13 0,12 0,15 0,14
3 0,16 0,16 0,13 0,13 0,15
4 0,16 0,18 0,15 0,2 0,17
5 0,15 0,18 0,21 0,2 0,19
6 0,17 0,23 0,18 0,21 0,2
7 0,19 0,18 0,15 0,20 0,18

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,01 6 0,0017 3,92
Dentro de grupos 0,01 21 0,00048
Total 0,02 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,03

TRATAMIENTOS

286



Apéndice Il

Hierro.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 94 139 112 146 123
2 143 124 110 140 129
3 148 126 108 146 132
4 178 140 95 153 142
5 159 153 154 168 159
6 169 169 145 175 165
7 167 127 127 133 139

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 5669 6 945 2,22
Dentro de grupos 8922 21 425
Total 14591 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 30

TRATAMIENTOS
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Manganeso.

REPETICIONES

Apéndice Il

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 178 225 265 272 235
2 245 261 246 249 250
3 288 160 246 307 250
4 330 242 221 243 259
5 338 316 277 211 286
6 214 229 215 218 219
7 208 297 248 240 248
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 11989 6 1999 1,09
Dentro de grupos 38585 21 1837
Total 50574 27

DMS al nivel de probabilidad 5%

Test de Fisher

TRATAMIENTOS

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

63
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Apéndice Il

Cobre.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 14 15 19 19 17
2 17 17 16 18 17
3 19 14 14 18 16
4 19 16 13 17 16
5 18 19 18 18 18
6 15 21 17 19 18
7 19 16 14 18 17

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 15 6 3 0,54
Dentro de grupos 98 21 5
Total 113 27

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Apéndice Il

Cinc.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 14 24 19 21 20
2 22 18 17 23 20
3 23 17 15 18 18
4 25 20 14 23 21
5 18 17 19 29 21
6 23 24 21 27 24
7 20 15 16 20 18

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 93 6 16 1,03
Dentro de grupos 315 21 15
Total 408 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 6

TRATAMIENTOS
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Apéndice Il

Boro.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 102 100 132 125 115
2 106 103 109 105 106
3 130 117 124 115 122
4 112 98 115 89 104
5 108 95 89 99 98
6 97 103 105 101 102
7 98 87 91 101 94

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 2193 6 366 4,42
Dentro de grupos 1736 21 83
Total 3929 27

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 13

TRATAMIENTOS
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Molibdeno.

REPETICIONES

Apéndice Il

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 199 185 195 198 194
2 201 200 189 195 196
3 199 206 188 200 198
4 200 200 194 193 197
5 202 202 192 199 199
6 208 205 205 203 205
7 195 189 205 199 197
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 6 49 1,59
Dentro de grupos 21 30
Total 27

Test de Fisher

TRATAMIENTOS

DMS al nivel de probabilidad 5%

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

8
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Apéndice IV

Dosis 6ptima L1.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 88 88 123 100
2 106 159 123 129
3 247 159 176 194
4 194 159 212 188
5 212 176 176 188

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 21857 4 5464 6,13
Dentro de grupos 8917 10 892
Total 30774 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 54

TRATAMIENTOS
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Apéndice IV

Dosis 6ptima L2.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 87 103 110 100
2 103 95 55 84
3 87 87 87 87
4 87 126 103 105
5 47 71 47 55

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 4543 4 1136 4,14
Dentro de grupos 2741 10 274
Total 7284 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 30

TRATAMIENTOS
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Dosis 6ptima L3.

REPETICIONES

Apéndice IV

Tratamiento 1 2

3 MEDIAS

1 87 104 109 100

2 109 82 115 102

3 71 87 87 82

4 93 93 82 89

5 98 98 98 98

ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F

Entre grupos 861 4 215 1,9
Dentro de grupos 1131 10 113
Total 1992 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5%

TRATAMIENTOS

19
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Dosis 6ptima L4.

REPETICIONES

Apéndice IV

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS

1 117 88 95 100

2 110 117 124 117

3 88 66 102 85

4 73 88 95 85

5 110 102 73 95

ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F

Entre grupos 2055 4 514 2,29
Dentro de grupos 2248 10 225
Total 4303 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5%

TRATAMIENTOS

27
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Dosis 6ptima L5.

REPETICIONES

Apéndice IV

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS

1 108 108 83 100

2 83 108 92 94

3 100 100 108 103

4 125 133 117 125

5 108 67 83 86

ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F

Entre grupos 2528 4 632 3,5
Dentro de grupos 1806 10 181
Total 4334 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

DMS al nivel de probabilidad 5%

Test de Fisher

TRATAMIENTOS

24
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Dosis 6ptima L6.

REPETICIONES

Apéndice IV

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS

1 85 92 123 100

2 108 62 108 92

3 100 85 77 87

4 108 77 77 87

5 100 69 108 92

ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F

Entre grupos 331 4 83 0,21
Dentro de grupos 3984 10 398
Total 4316 14

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
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Apéndice IV

Dosis 6ptima L7.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 104 104 91 100
2 91 78 104 91
3 91 91 91 91
4 156 130 143 143
5 130 156 143 143

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 8885 4 2221 19,6
Dentro de grupos 1133 10 113
Total 10018 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 19

TRATAMIENTOS
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Apéndice IV

Dosis 6ptima L8.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 85 104 111 100
2 130 124 98 117
3 117 104 124 115
4 111 117 111 113
5 130 130 137 133

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 1628 4 407 3,34
Dentro de grupos 1220 10 122
Total 2848 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 20

TRATAMIENTOS
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Apéndice IV

Dosis 6ptima L9.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 73 110 100 100
2 147 110 129 129
3 116 110 135 120
4 116 116 98 110
5 116 122 104 114

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 1385 4 346 1,4
Dentro de grupos 2475 10 248
Total 3860 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 28

TRATAMIENTOS
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Apéndice IV

Dosis 6optima L10.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 92 104 104 100
2 127 98 104 110
3 115 104 110 110
4 92 98 87 92
5 81 92 92 88

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 1132 4 283 3,64
Dentro de grupos 777 10 78
Total 1909 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 16

TRATAMIENTOS

302



Apéndice IV

Dosis 6ptima RV1.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 106 88 106 100
2 123 123 141 129
3 176 194 212 194
4 194 194 176 188
5 212 212 141 188

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 21857 4 5464 11,98
Dentro de grupos 4562 10 456
Total 26419 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 39

TRATAMIENTOS
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Dosis 6ptima RV2.

REPETICIONES

Apéndice IV

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS

1 95 103 103 100

2 95 95 63 84

3 103 103 110 105

4 87 87 87 87

5 47 55 63 55

ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F

Entre grupos 4543 4 1136 13,02
Dentro de grupos 872 10 87
Total 5415 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 17

TRATAMIENTOS
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Apéndice IV

Dosis 6ptima RV3.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 100 100 100 100
2 92 100 108 100
3 108 117 125 117
4 92 92 100 94
5 92 100 92 94

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 1000 4 250 6,75
Dentro de grupos 370 10 37
Total 1370 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 11

TRATAMIENTOS

305



Apéndice IV

Dosis optima T.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 92 104 104 100
2 129 141 110 127
3 92 98 110 100
4 92 110 92 98
5 110 98 135 114

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 1835 4 459 2,74
Dentro de grupos 1675 10 167
Total 3510 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 23

TRATAMIENTOS
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L1.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 95 100 105 100
2 68 59 68 65
3 23 41 23 29
4 73 91 82 82
5 27 18 23 23

ANALISIS DE VARIANZA

Apéndice IV

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 13397 4 3349 63,99
Dentro de grupos 523 10 52
Total 13920 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 13

TRATAMIENTOS
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L7.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 94 117 89 100
2 98 84 94 92
3 38 47 47 44
4 61 80 61 67
5 28 38 14 27

ANALISIS DE VARIANZA

Apéndice IV

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 11684 4 2921 25,89
Dentro de grupos 1128 10 113
Total 12812 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 19

TRATAMIENTOS
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L8.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 103 98 98 100
2 34 49 59 48
3 15 10 10 11
4 74 54 69 66
5 39 30 15 28

ANALISIS DE VARIANZA

Apéndice IV

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 14169 4 3542 41,43
Dentro de grupos 855 10 85
Total 15024 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 17

TRATAMIENTOS
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RV1.

REPETICIONES

Apéndice IV

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS

1 98 109 93 100

2 60 49 38 49

3 11 5 5 7

4 60 76 65 67

5 16 11 16 15

ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F

Entre grupos 17568 4 4392 79,05
Dentro de grupos 556 10 56
Total 18124 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5%

TRATAMIENTOS

14
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RV2.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 102 102 96 100
2 54 48 43 48
3 0 11 21 11
4 64 75 59 66
5 27 16 27 23

ANALISIS DE VARIANZA

Apéndice IV

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 15060 4 3765 72,91
Dentro de grupos 516 10 52
Total 15576 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 13

TRATAMIENTOS

311



Apéndice IV
RV3.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS

1 94 112 94 100

2 82 65 82 76

3 29 6 18 18

4 71 53 112 78

5 24 18 29 24

ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F

Entre grupos 15995 4 3999 15,48
Dentro de grupos 2584 10 258
Total 18579 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 29

TRATAMIENTOS
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T.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 95 95 110 100
2 67 43 52 54
3 24 29 33 29
4 67 67 67 67
5 14 24 19 19

ANALISIS DE VARIANZA

Apéndice IV

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 12432 4 3108 60,47
Dentro de grupos 514 10 51
Total 12946 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 13

TRATAMIENTOS
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Apéndice IV

L1.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 36,7 23,0 30,8 30,2
2 12,3 10,7 10,7 11,2
3 31,9 32,3 35,2 33,1
4 13,2 12,6 14,7 13,5

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 15734,7 4 3933,7 374,19
Dentro de grupos 105,1 10 10,5
Total 15839,8 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 59

TRATAMIENTOS
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L7.

REPETICIONES

Apéndice IV

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS

30,4 30,4 26,1 29

10,7 14,6 13,0 12,8

26,8 33,6 30,4 30,2

13 13,1 11,0 12,4
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F

Entre grupos 15815,8 4 3953,9 867,92
Dentro de grupos 45,6 10 4,6
Total 15861,4 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

DMS al nivel de probabilidad 5%

Test de Fisher

TRATAMIENTOS

3,9
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L8.

REPETICIONES

Apéndice IV

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS

1 33,9 39,0 32,3 35

2 16,5 15,8 17,4 16,6

3 33,9 341 33,3 33,7

4 17,8 16,6 16,6 17,0

ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F

Entre grupos 14219,9 4 3555 1307,54
Dentro de grupos 27,2 10 2,7
Total 14247 1 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

DMS al nivel de probabilidad 5%

Test de Fisher

TRATAMIENTOS

3,0
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RV1.

REPETICIONES

Apéndice IV

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS

1 26,9 31,5 30,8 29,7

2 12,4 10,2 10,7 111

3 41,5 41,2 41,2 41,3

4 16,0 12,4 13,7 14,0

ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F

Entre grupos 156425 4 3910,6 1777,45
Dentro de grupos 22 10 22
Total 15664,5 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5%

TRATAMIENTOS

2,7
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RV2.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS
1 36,0 33,3 40,8 36,7
2 8,3 9,3 10,8 94
3 36,2 46,6 34,9 39,2
4 14,5 13,9 15,3 14,5

ANALISIS DE VARIANZA

Apéndice IV

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 15199,9 4 3800 1675,8
Dentro de grupos 22,7 10 2,3
Total 15222,6 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 2,7

TRATAMIENTOS
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RV3.

REPETICIONES

Apéndice IV

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS

1 31,5 25,3 31,1 29,3

2 11,6 12,2 11,7 11,8

3 40,0 38,8 431 40,6

4 17,0 15,7 18,6 171

ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F

Entre grupos 15102,9 4 3775,7 984,81
Dentro de grupos 38,3 10 3,8
Total 15141,2 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5%

TRATAMIENTOS

3,6

319



T.

REPETICIONES

Apéndice IV

Tratamiento 1 2 3 MEDIAS

1 35,7 32,3 32,8 33,6

2 12,6 14,5 15 14

3 414 46,5 434 43,8

4 141 13,6 13,2 13,6

ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F

Entre grupos 15059,1 4 3764,8 1590,7
Dentro de grupos 23,7 10 24
Total 15082,8 14

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5%

TRATAMIENTOS

28
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Apéndice V

Fructosa foliar.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 4.77 494 511 4.57 4.85
2 4.55 5.79 837 7.15 6.46
3 5.70 7.05 1068 6.29 7.43
4 2.76 5.06 611 487 4.70
5 6.00 9.22 815 711 7.62
6 6.46 5.22 2.85 762 5.54
7 5.77 5.41 6.74 920 6.78
8 3.67 3.27 2.56 232 296
9 6.22 4.19 5.71 3.76 497
10 3.07 3.32 4.32 4.07 369
11 2.64 4.90 3.92 418 391

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 96,71 10 9,67 4,88
Dentro de grupos 65,42 33 1,98
Total 162,13 43

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher
DMS al nivel de probabilidad 5% 2,03

TRATAMIENTOS
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Apéndice V

Glucosa foliar.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 4.58 442 4.58 4.44 4.51
2 5.16 6.03 9.40 7.01 6.90
3 4.95 5.83 11.94 5.64 7.09
4 3.09 5.39 6.20 5.56 5.06
5 4.51 8.42 7.27 8.67 7.22
6 6.99 6.19 294 6.80 5.73
7 4.66 3.90 4.18 414 4.22
8 4.48 3.49 228 220 3.1
9 6.53 5.70 5.70 398 5.48
10 3.87 3.82 4.95 436 4.25
11 2.54 2.78 3.38 321 297

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 90,16 10 9,02 3,83
Dentro de grupos 77,64 33 2,35
Total 167.,8 43

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher
DMS al nivel de probabilidad 5% 2,21

TRATAMIENTOS
11 8 7 10 1 4 9 6 2 3 5
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Apéndice V

Sacarosa foliar.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 1.25 1.25 1.64 1.40 1.39
2 0.67 0.91 1.23 1.16 0.99
3 1.22 1.22 212 1.78 1.58
4 1.02 247 1.85 219 1.88
5 1.57 1.71 1.85 199 1.78
6 2.65 212 1.47 2.26 212
7 0.53 1.31 1.06 1.27 1.04
8 1.63 0.64 0.97 84 1.02
9 0.73 0.73 0.85 153 0.96
10 0.95 1.48 2.32 1.23 150
11 0.46 0.82 0.63 0.72 66

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 8,42 10 0,84 5,16
Dentro de grupos 5,39 33 0,16
Total 13,81 43

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher
DMS al nivel de probabilidad 5% 0,58

TRATAMIENTOS

11 9 2 8 7 1 10 3 5 4 6
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Prolina foliar.

REPETICIONES

Apéndice V

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 2.03 2.53 2.99 341 2.74
2 2.18 2.27 2.50 226 2.30
3 14.22 15.44 16.58 20.08 16.58
4 1.13 2.53 2.49 396 253
5 0.60 2.08 0.82 0.38 97
6 1.48 0.39 2.32 2.01 155
7 2.41 2.58 4.99 0.47 261
8 5.60 24 .47 14.61 12.01 1417
9 12.18 9.13 18.60 384 1094
10 10.44 5.36 8.55 1197 908
11 291 2.80 3.04 750 406
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 1236,11 10 123,61 10,82
Dentro de grupos 376,95 33 11,42
Total 1613,06 43
HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
Test de Fisher
DMS al nivel de probabilidad 5% 4,87
TRATAMIENTOS
5 6 2 4 7 1 11 10 9 3
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Apéndice V

Fésforo.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 0.22 0.27 0.21 0.21 0.23
2 0.19 0.27 0.25 0.25 0.24
3 0.18 0.15 0.16 0.17 0.17
4 0.25 0.26 0.25 0.24 0.25
5 0.18 0.20 0.19 0.17 0.19
6 0.24 0.27 0.21 0.20 0.23
7 0.17 0.19 0.14 0.14 0.16
8 0.25 0.24 26 25 0.25
9 0.23 0.18 0.19 20 0.20
10 0.29 0.17 0.17 22 21
11 0.22 0.20 0.22 0.22 22
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,04 10 0,004 5,54
Dentro de grupos 0,02 33 0,0006
Total 0,06 43

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,04

TRATAMIENTOS

5 9 10 11 1 6 2 8 4
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Apéndice V

Potasio.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 29 3.0 1.9 2.7 2.6
2 3.4 4.7 3.6 4.0 3.9
3 2.0 2.1 2.2 23 2.2
4 4.2 4.6 4.6 4.9 4.6
5 2.1 24 2.1 23 22
6 4.9 23 2.2 3.5 3.2
7 2.8 1.8 2.6 24 24
8 2.0 1.9 1.9 1.6 1.8
9 2.8 25 2.6 22 2.5
10 3.9 24 1.9 28 27
11 2.3 2.1 3.4 22 25

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 26,2 10 2,6 7,98
Dentro de grupos 10,8 33 0,3
Total 37 43

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,9

TRATAMIENTOS

8 3 5 7 11 9 1 10 6 2 4
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Apéndice V

Calcio.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 3.6 3.7 3.0 3.6 3.5
2 3.0 3.4 3.1 3.3 3.2
3 3.1 3.1 3.1 3.0 3.1
4 3.0 2.8 3.0 2.8 29
5 3.3 3.3 3.3 2.6 3.2
6 3.5 1.6 2.7 23 25
7 25 24 2.7 3.0 2.6
8 3.4 3.5 3.4 35 3.5
9 3.0 29 3.2 30 3.0
10 3.1 3.2 3.1 37 33
11 26 3.1 2.3 24 26

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 4.4 10 0,4 4,25
Dentro de grupos 3,4 33 0,1
Total 7.8 43

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 0,5

TRATAMIENTOS
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Magnesio.

REPETICIONES

Apéndice V

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 0.49 0.54 32 0.58 0.48
2 0.54 0.66 0.59 0.58 0.59
3 0.49 0.50 51 0.52 0.50
4 0.55 0.54 0.49 0.52 0.52
5 0.50 0.55 47 0.45 0.49
6 0.68 0.20 45 0.52 0.46
7 0.54 0.20 0.55 38 0.42
8 0.41 0.39 0.40 29 0.37
9 0.50 0.51 0.46 50 49
10 0.58 0.46 0.31 0.47 46
11 0.50 0.42 0.61 0.37 47
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 0,13 10 0,01 1,26
Dentro de grupos 0,33 33 0,01
Total 0,46 43
HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
Test de Fisher
DMS al nivel de probabilidad 5% 0,14
TRATAMIENTOS
8 7 10 6 11 9 3 4 2
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Sodio.

REPETICIONES

Apéndice V

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 0.29 0.19 0.08 0.32 0.22
2 0.48 0.36 0.40 0.42 0.41
3 1.27 1.25 1.27 1.25 1.26
4 0.39 0.38 0.40 0.37 0.38
5 1.00 1.20 0.95 1.17 1.08
6 0.59 0.00 0.44 76 0.45
7 1.30 1.27 1.75 150 1.46
8 0.28 0.27 0.32 29 0.29
9 113 1.69 112 100 1.24
10 0.54 0.29 0.17 0.44 36
11 1.40 1.43 1.99 1.02 146
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA
Entre grupos 17,62 10 1,76 15,49
Dentro de grupos 3,75 33 0,11
Total 21,37 43

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

DMS al nivel de probabilidad 5%

10

Test de Fisher

TRATAMIENTOS

0,49

11 7
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Apéndice V

Hierro.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 140 138 208 135 155
2 98 122 100 99 105
3 134 120 106 107 117
4 120 120 110 113 116
5 141 139 173 128 145
6 178 204 141 119 161
7 148 255 130 200 183
8 216 216 218 217 217
9 175 98 131 130 134
10 170 178 131 138 154
11 150 173 126 244 173
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 43382 10 4338 447
Dentro de grupos 32031 33 971
Total 75413 43

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 45

TRATAMIENTOS

3 9 5 10 1 6 11 7 8
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Manganeso.

REPETICIONES

Apéndice V

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 186 175 160 257 194
2 83 118 91 96 97
3 92 99 102 108 100
4 102 107 126 100 109
5 129 147 151 101 132
6 105 97 225 75 125
7 233 95 148 138 154
8 129 130 139 143 135
9 131 99 106 129 116
10 131 85 89 91 99
11 100 83 112 134 107
ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA
Entre grupos 340 10 3,16
Dentro de grupos 356 33
Total 696 43

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5%

TRATAMIENTOS

11 4

5
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Cobre.

REPETICIONES

Apéndice V

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS

1 11 10 14 9 11

2 12 15 12 12 13

3 11 12 12 12 12

4 14 16 16 17 15

5 12 13 11 12 12

6 13 18 19 14 16

7 10 21 11 12 13

8 26 26 30 30 28

9 14 11 12 14 13

10 20 12 11 14 14

11 15 14 17 17 16

ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 859 10 14,38
Dentro de grupos 197 33
Total 1056 43
HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
Testde Fisher
DMS al nivel de probabilidad 5%
TRATAMIENTOS
1 3 5 2 9 7 10 11 8
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REPETICIONES

Apéndice V

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS

1 86 85 101 85 89

2 69 92 71 90 80

3 79 80 84 83 82

4 82 70 80 73 76

5 79 88 79 74 80

6 94 119 90 84 97

7 78 116 85 87 92

8 84 100 106 121 103

9 89 85 78 81 83

10 98 69 81 78 81

11 90 94 74 130 97

ANALISIS DE VARIANZA
FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 3001 10 300 1,89
Dentro de grupos 5268 33 160
Total 8269 43
HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%
Testde Fisher
DMS al nivel de probabilidad 5%
TRATAMIENTOS
4 2 10 3 1 11 6 8
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Apéndice V

Boro.

REPETICIONES

Tratamiento 1 2 3 4 MEDIAS
1 60 58 59 66 61
2 58 60 60 58 59
3 55 53 56 50 53
4 60 57 55 59 58
5 53 57 54 53 54
6 62 65 53 67 62
7 58 57 49 78 61
8 91 95 66 65 79
9 62 47 46 51 52

10 54 53 49 59 54
11 51 41 56 60 52

ANALISIS DE VARIANZA

FACTOR SUMA
VARIACION CUADRADOS GRADOS LIBERTAD VARIANZA F
Entre grupos 2445 10 245 4,34
Dentro de grupos 1859 33 56
Total 4304 43

HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS AL 95%

Test de Fisher

DMS al nivel de probabilidad 5% 11

TRATAMIENTOS

334



Apéndice V

RESUMEN

El amplio desarrollo de la agricultura de régimen intensivo, con el consiguiente empleo
de fertilizantes minerales de manera indiscriminada, se ha traducido en una pérdida de los
niveles 6ptimos de materia organica del suelo. Por ello, y para restablecer dichos niveles, los
agricultores han utilizado, en muchos casos, cantidades muy importantes de sustancias
humicas comerciales. Es decir, hasta ahora, las sustancias humicas se han venido empleando
mayoritariamente como mejoradores de las condiciones de fertilidad de los suelos,
aprovechado sus efectos indirectos sobre los cultivos. Pero con las dosis tan bajas empleadas,
la incidencia sobre las propiedades del suelo suele ser muy escasa.

En los Ultimos afios, en cambio, con el desarrollo de los cultivos sobre sustrato inerte
y la fertirrigacion, el rol de las sustancias humicas comerciales ha dado un nuevo giro. En la
actualidad se pretende explorar los efectos directos de estos compuestos sobre la planta. Es
decir, los efectos bioestimulantes o bioactivadores.

Como ya se ha mencionado anteriormente, otro de los problemas mas graves a los que
se enfrentan los agricultores de la cuenca mediterranea es el de la salinizaciéon de sus suelos
y sustratos debido al inevitable empleo de aguas de riego de deficiente calidad y al uso excesivo
de fertilizantes minerales. En este trabajo se ha tratado, igualmente, de estudiar si el efecto
bioestimulante de las sustancias humicas se podria convertir en un “efecto bioprotector’ para
el cultivo en esas condiciones de salinidad.

Con el desarrollo de este trabajo se han determinado dosis 6ptimas de aplicacion de
sustancias humicas comerciales sobre un cultivo de tomate cv. Daniela, de gran importancia
econémica, en invernadero y fertirrigado; estudiandose el efecto de dichos materiales sobre
diversos parametros fisioldgicos y de calidad de los frutos. Asimismo se ha comprobado el
efecto bioprotector de las sustancias himicas sobre la germinaciéon en medio salino y sobre los
parametros de osmorregulacion de un cultivo que se desarrolla también en condiciones de

estrés salino.
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