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RESUMEN

La fertilizaciéon es una técnica fundamental en la produccién viticola, porque de
la nutricion mineral dependen multiples aspectos del desarrollo de la vid, el vigor y
rendimiento del vifiedo y, en ultima instancia, la calidad de la uva y el vino. Para
optimizar la fertilizacion es necesario disponer de métodos adecuados para el
diagnéstico del estado nutricional, y para conocer el impacto que los niveles de cada
nutriente tienen sobre las componentes de la expresion vegetativa en las condiciones
ecofisiolégicas concretas de cada vifiedo.

La deficiencia de hierro 6 clorosis férrica es uno de los principales estreses
abidticos que afectan a los cultivos lefiosos en la zona mediterranea. El hierro
interviene en la sintesis de clorofila y su deficiencia modifica la estructura y la
funcionalidad del aparato fotosintético, provocando pérdidas en el rendimiento y la
calidad de la uva variables en funcion del nivel de carencia y de los efectos
acumulativos que esta tiene sobre el vigor de las cepas afo tras afo. La deficiencia de
hierro inducida en terrenos calizos por la presencia excesiva de carbonatos y
bicarbonatos en el suelo, suele ir acompanada de desequilibrios en la nutricion de
otros elementos que interfieren con el hierro y/o que presentan baja disponibilidad en
ese tipo de suelos. El seguimiento de la clorosis férrica en campo se realiza
fundamentalmente en base al contenido foliar en pigmentos. Es interesante desarrollar
métodos alternativos a éste, que permitan monitorizar el nivel de deficiencia de hierro y
otros nutrientes, para su aplicacién en viticultura de precision. Estos métodos podrian
servir tanto para disefar estrategias mas eficientes para la correccion de carencias y
realizar el abonado, como para elaborar mapas de rendimiento y calidad en vifiedos
afectados por clorosis férrica.

Las medidas de fluorescencia de la clorofila se vienen empleando cada vez
mas en los estudios de ecofisiologia vegetal. Su relacion con la eficiencia energética y
el nivel de asimilacion de CO, en la fotosintesis permite que los parametros de
fluorescencia puedan ser utilizados para valorar diferencias en la respuesta de las
plantas a factores medioambientales y, por consiguiente, para la deteccidén de estrés
ambiental. Los avances en la investigaciéon de estrés nutricional con estas técnicas son
importantes en los ultimos afos.

El presente trabajo ha tenido tres objetivos: (1) estudiar las relaciones entre el
estado nutricional del vifiedo, los contenidos en pigmentos foliares de la vid y los
parametros de eficiencia fotosintética a nivel de hoja; 2) evaluar los efectos del estado
nutricional sobre la expresion vegetativa de vifiedos cv. Tempranillo cultivados en
suelos calizos de la Denominacién de Origen Ribera del Duero; y (3) valorar el
potencial de las medidas de fluorescencia de la clorofila como herramienta para la
deteccion de clorosis férrica y otras deficiencias nutricionales, y para estimar el
potencial enoldgico del vifiedo, para su aplicacion en viticultura de precision.

Para alcanzar los objetivos propuestos, se ha realizado un seguimiento de
parametros fisiolégicos, agronémicos y de composicion de la uva durante tres afios
(2009-2011) en un conjunto de 32 subparcelas de vifiedo, afectadas y no afectadas de
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clorosis férrica. Las subparcelas, de 10 x 10 m? de superficie cada una corresponden a
vifiedos cv. Tempranillo cultivados en secano en Pesquera de Duero (Valladolid), al
oeste de la Denominacion de Origen "Ribera del Duero". El diagnostico nutricional de
las subparcelas se ha llevado a cabo mediante analisis de suelo al inicio de la
investigacion, y de la composicion mineral de peciolos, recogidos en el envero durante
las tres campafas. En cada subparcela se determind el contenido en clorofila,
carotenoides y antocianinas foliares, asimilacion neta y conductancia estomatica, y
parametros de fluorescencia de la clorofila en los estados fenolégicos de cuajado y
envero. Se controld el vigor, la superficie foliar, el rendimiento y sus componentes, y se
analizé la composicién del mosto de vendimia y sus caracteristicas cromaticas, asi
como distintos parametros de madurez fendlica de la uva. Las relaciones existentes
entre contenidos foliares de pigmentos y parametros de fluorescencia con las variables
agrondmicas y de calidad del vifiedo se estudiaron mediante andlisis de la varianza y
meétodos de regresion lineal.

Los suelos de los vifiedos de la zona de estudio mostraron una elevada
variabilidad en el porcentaje de arcilla, contenido en carbonatos totales y niveles de P,
K, Mg, Zn y Cu asimilables. La composicion mineral de los peciolos recogidos en
envero también ha registrado una gran variacién espacial para los mencionados
nutrientes.

Los resultados confirman que los niveles peciolares de Fe no son validos para
el diagndstico de la clorosis férrica. La deficiencia provoca una acumulacién de Mn en
los peciolos y una reduccion de la concentracion foliar de clorofilas, carotenoides y
antocianinas, detectandose una mayor variabilidad espacial en el estado fenoldgico de
cuajado que en el envero.

La clorosis férrica se ha traducido en un menor vigor y rendimiento del vifiedo,
dando mayores indices de polifenoles totales y contenidos en sélidos solubles en los
mostos. En general, mayores niveles de nutricion de Ky Zn en el area de estudio han
tendido a incrementar el vigor y rendimiento, reduciendo los contenidos en azicares y
polifenoles de la uva, mientras que niveles crecientes de nutricién de P, Mg y Cu han
tenido el efecto contrario.

Las concentraciones foliares de pigmentos se han relacionado positivamente
con la fluorescencia minima y negativamente con la fluorescencia variable, la
eficiencia fotoquimica del fotosistema Il y del transporte aparente de electrones. Fo y
Fv/Fm se han correlacionado significativamente con los niveles de clorosis férrica y de
nutricion de K, Mg y Mn. La ratio Fo/Fv ha sido especialmente sensible a los niveles
nutricionales de Mn. Los resultados muestran que tanto estos parametros de
fluorescencia monitorizados en cuajado y envero, como la concentracion de
antocianinas foliares en envero, podrian ser utiles para estimar el potencial productivo
y cualitativo del vifiedo en zonas afectadas por clorosis férrica, para su aplicacién en
viticultura de precision.
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ABSTRACT

Fertilization is a fundamental technique in the vine production because many
aspects of vine growth and development, affecting vigour and yield of vineyard and,
ultimately, grape and wine quality. To optimize the fertilization, it is necessary to have
appropriate methods for the diagnosis of nutritional status and to know the impact of
the nutrient levels on agronomic performance in the specific ecophysiological
conditions of each vineyard.

Iron deficiency, or iron chlorosis, is a major abiotic stresses affecting tree crops
in Mediterranean area. lron is involved in the chlorophyll synthesis and its deficiency
produce changes in the structure and usefulness of photosynthetic apparatus, causing
losses in yield and grape quality, variable depending on the deficiency level and the
accumulative effects that this has on the vine vigour year to year. Iron deficiency is
induced in calcareous zones by excessive presence of carbonates and bicarbonates in
the soil, usually accompanied by imbalances for other nutrients which interact with iron
and/or have low availability in such soils. Iron chlorosis is usually monitored in the field
by leaf pigment content measurements. It is interesting to develop alternative methods
to monitor the level of iron and other nutrient deficiencies, for applying in precision
viticulture. These methods could be used both to design more effective strategies for
the correction of deficiencies, and to develop yield and quality maps in vineyards
affected by iron chlorosis.

Chlorophyll fluorescence measurements are being increasingly used in plant
ecophysiology studies. Its relation to energy efficiency and CO2 assimilation level in
the photosynthesis allows the fluorescence measurements can be used to asses
differences in the plant responses to environmental factors and therefore, to detect
environmental stresses. Advances in research on the nutritional stress with these
techniques are important in recent years.

This investigation has three objectives: (1) to study the relationships between
the nutritional status of vineyard, the leaf pigment contents and the photosynthetic
efficiency parameters; 2) to evaluate the effects of nutritional status on the vegetative
expression of the vineyard cv. Tempranillo grown in lime soils of D.O. Ribera del
Duero; and (3) to assess the potential of the chlorophyll fluorescence measurements
as a tool for the detection of iron chlorosis and other nutritional deficiencies, and to
estimate the quality potential of vineyards, to be used in precision viticulture.

To get these aims, a monitoring of physiological, agronomic and grape
composition was carried out during three years (2009-2011) in a group of 32 vineyard
subzones, affected and unaffected by iron chlorosis. The subzones, of 10 x 10 m2 of
area each, correspond to cv. Tempranillo vineyards cultivated in rainfed conditions in
Pesquera de Duero, west of the Designation of Origin "Ribera del Duero" (Spain). The
nutritional diagnosis of the subzones was carried out by soil analysis at the beginning
of the investigation, and the mineral composition analysis of petioles, collected at
veraison during each season. In each subzone, leaf chlorophyll, carotenoid and
anthocyanin contents, net assimilation, stomatal conductance and chlorophyll
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fluorescence parameters were monitorized at fruit set and veraison phenological
stages. Vigour, leaf area, yield and yield components were determined, and the must
composition and color characteristics, as well as various parameters of phenolic
maturity of grape were analyzed at harvest. The relationships between leaf pigment
content and fluorescence parameters with agronomic performance and quality
variables were studied by analysis of variance and linear regression methods.

The vineyards soils of the study area showed a high variability on the clay
content, total carbonate content and levels of assimilable P, K, Mg, Zn and Cu. The
mineral composition of the petioles collected at veraison has also recorded a large
spatial variation for the above nutrients.

The results confirm that Fe petiole levels are not valid to iron chlorosis
diagnosis. The deficiency causes an accumulation of Mn in petioles and a reduction of
the leaf chlorophyll, carotenoid and anthocyanin concentration, detecting a greater
spatial variability in fruit set than veraison data.

Iron chlorosis has resulted in a less vigour and yield of the vineyard, getting
higher total polyphenol index and soluble solid content in musts. In general, higher K
and Zn nutrition levels in the study area have tended to increase the vigour and yield,
reducing sugar and polyphenol contents in grapes, while P, Mg and Cu increasing
levels have had the opposite effect.

The leaf pigment concentrations were positively related with minimum
fluorescence and negatively with variable fluorescence, photochemical efficiency of
photosystem Il and electron transport ratio. Fo and Fv/IFm has been related
significantly with iron chlorosis and K, Mg and Mn nutrition levels. Fo/Fv ratio has been
particularly sensitive to nutritional levels of Mn. The results show both these
fluorescence parameters monitored at fruit set and veraison, as the foliar anthocyanin
concentration at veraison, could be useful to estimate the productive and qualitative
potential of the vineyards in areas affected by iron chlorosis, to be used in precision
viticulture.
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Utilizacion de medidas de fluorescencia de la clorofila para monitorizar el estado nutricional y estimar el INTRODUCCI()N
potencial enolégico en vifiedos afectados por clorosis férrica.

1.- INTRODUCCION.

El mercado vitivinicola actual exige, cada vez mas, productos de maxima
calidad. La calidad del vino es un concepto subjetivo, que puede estar definido por
multiples criterios. Este concepto esta estrechamente relacionado con la demanda del
mercado y con el valor comercial del producto.

La identificacion y cuantificacion de los componentes quimicos del vino sirve
como base para explicar sus caracteristicas sensoriales, para evaluar su estabilidad,
origen y autenticidad y, en consecuencia, su calidad comercial (Saenz-Navajas et al.,
2010a). La relaciéon entre la evaluacion sensorial y la composicion quimica del vino es
un punto critico de investigacion en enologia (Escudero et al., 2007; Holt et al., 2008;
Saenz-Navajas et al.,, 2010b; Chira et al., 2011). Por otra parte, la relacién entre la
composicion quimica del vino con la variedad o zona agroecolégica de procedencia es
un importante objeto de estudio en las investigaciones vitivinicolas, por su importancia
en el marketing de los productos. Se intentan desarrollar metodologias capaces de
verificar la autenticidad de los vinos (Hernandez-Orte et al., 2002; Otteneder et al.,
2004; Garde-Cerdan et al., 2009), y técnicas adecuadas para evaluar diferentes
factores viticolas (Gonzalez-Neves et al., 2002; Ojeda et al., 2002; Guidoni et al.,
2008) y enoldégicos (Sacchi et al., 2005; Comuzzo et al., 2006) que inciden sobre la
calidad de los vinos.

La biosintesis y acumulacién de sustancias a lo largo del desarrollo de las
uvas, depende tanto del genotipo de la planta como de otros factores del medio
(condiciones edafoclimaticas fundamentalmente), y de las practicas culturales
realizadas en el vifiedo. La influencia del “factor variedad” sobre la composicion
cualitativa y cuantitativa de la uva es evidente. Asi, Nufiez et al. (2004) y Otteneder et
al. (2004) encontraron perfiles antocianicos caracteristicos en distintas variedades de
uva, mientras que otros autores mostraron amplias diferencias en el perfil de
flavonoles entre cultivares (Mattivi et al., 2006; Castillo-Munoz et al., 2007).

Las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo (composicion nutricional,
estructura, profundidad, textura...) pueden afectar a la calidad de la uva, debido a su
incidencia directa sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas. El principal impacto
del tipo de suelo estd muchas veces referido a la capacidad de retencién de agua y a
las condiciones limitantes en la disponibilidad de macro y micronutrientes, como por
ejemplo pH extremos (Matus Picero, 2008). Algunos autores (Ojeda et al., 2002; Roby
y Matthews, 2004; Castellarin et al., 2007) encontraron que en condiciones de
restriccion hidrica se observd un aumento del contenido de antocianinas y
proantocianidinas en bayas, mientras que en otros estudios la restriccion hidrica
mostré un efecto bajo o nulo sobre la acumulacion de estos compuestos (Kennedy et
al., 2002). Segun Downey et al. (2006), el efecto del déficit hidrico sobre la
concentracion de compuestos fendlicos estaria relacionado con la disminucion del
tamafo de la baya y la modificacion de la relacion peso de hollejo/peso de baya.
Algunos autores consideran que los cambios en la estructura del hollejo serian tan
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responsables de este efecto como la incidencia directa sobre las rutas biosintéticas de
los compuesto fendlicos (Roby et al., 2004; Roby y Matthews, 2004). Para evaluar el
impacto que tiene la disponibilidad de agua sobre la calidad de la uva es necesario
considerar su influencia sobre procesos bioldgicos de la planta muy diversos, tales
como el cierre/apertura estomatica, fotosintesis, acumulacién de fotoasimilados,
crecimiento vegetativo y desarrollo radicular, senescencia de tejidos, etc (Downey et
al., 2006).

La influencia de las condiciones ambientales sobre la composicion de las uvas
ha sido ampliamente estudiada en diversas zonas vitivinicolas. La exposicién a la luz
solar y a la temperatura de hojas y racimos constituyen los factores mas relevantes
sobre la composicion fenodlica de las bayas (Haselgrove et al., 2000; Spayd et al.,
2002; Downey et al., 2004). Las practicas culturales que favorecen la exposicion a la
luz de los racimos incrementar la acumulacién de polifenoles (Cortell y Kennedy,
2006), al promover la expresién de genes implicados en las rutas metabdlicas de estos
compuestos (Downey et al., 2004; Jeong et al., 2004).

Las practicas agronomicas realizadas en el vifiedo tienen como una de sus
funciones principales controlar el equilibrio entre el crecimiento vegetativo y productivo
de la vid para, en definitiva, lograr la calidad de la uva adecuada para el tipo de vino
que se va a obtener. Entre las técnicas culturales que pueden modificar la composicion
de las bayas se encuentran, el sistema de conduccién (Haselgrove et al., 2000), el tipo
de poda (Gonzalez-Neves et al., 2002), el aclareo de racimos (Guidoni et al., 2008;
Valdés et al., 2009), las labores de poda en verde (desbrote, despunte, deshoje) (Poni
et al., 2009), la fertilizacién mineral (Delgado et al., 2004) y el manejo del riego
(Esteban et al., 2001; Ojeda et al., 2002), entre otros. Adicionalmente, la aplicacion de
practicas culturales bajo sistemas convencionales, organicos o biodinamicos han
mostrado cierta incidencia sobre la composiciéon quimica de las bayas (Reeve et al.,
2005; Vian et al., 2006).

Factores como la edad del vinedo (Reynolds et al., 2007) y la presencia de
enfermedades criptogamicas (Amati et al., 1996) también pueden afectar la
composicion quimica de las uvas y los vinos. Finalmente, resulta esencial el grado de
madurez de las uvas (hollejo, semilla y pulpa), que permitira definir el momento
oportuno de cosecha, con el mejor potencial de calidad, para producir el vino con las
caracteristicas buscadas.

Los procesos fisiolégicos y metabodlicos implicados en el crecimiento y la
produccion de fruto en la vid estan influenciados por la disponibilidad macro y
micronutrientes. La cuantificacion de las necesidades nutricionales de la vid es
fundamental para desarrollar programas de manejo de la fertilizacion eficaces
(Robinson, 1995).

La disponibilidad de nutrientes minerales influye notablemente en el
comportamiento agronémico del vifiedo y afecta en gran medida a la composicion de
distintos tejidos de la uva. En diversos estudios se ha constatado que una
disponibilidad excesiva de nitrogeno, o desequilibrada con el potasio, tiende a
disminuir la concentracion fendlica en los hollejos (Jackson y Lombard, 1993; Delgado
et al., 2004). Segun Downey et al. (2006), el mecanismo principal de esta disminucion
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podria estar vinculado con el mayor vigor de las plantas sobrealimentadas de
nitrégeno. Diversos autores han observado cambios cuantitativos en la composicion
fendlica de las bayas en vides manejadas con distintos niveles de vigor (Pena-Neira et
al., 2004; Cortell et al., 2005). En muchos casos, ademas del efecto del vigor, existen
cambios en la arquitectura del follaje, dando como resultado una modificacién en la
exposicion solar de hojas y racimos (Coombe y McCarthy, 2000).

La optimizaciéon de la nutricion mineral ha de ser objetivo prioritario en el
manejo en el vifiedo, por lo que es necesario disponer de métodos adecuados de
diagnostico que nos permitan evaluar su estado. Asi mismo, es esencial conocer la
influencia del estado nutricional de la planta en la calidad del vino. Las diferencias que
podemos observar en el estado nutricional se pueden atribuir, en gran parte, a
distintos niveles de absorcion radicular y acumulacion en la planta, condicionados a su
vez por la disponibilidad de nutrientes en el suelo. La correcta interpretacion de los
resultados de los analisis foliares ha de tener en cuenta factores como el suelo, la
variedad, el portainjerto, el estado fisiolégico, la carga de poda, la edad de la planta, la
localizacion de la hoja en el sarmiento y el tejido muestreado (hoja o peciolo) y el
momento del muestreo. El diagnédstico foliar requiere un estandar de referencia para
condiciones ecoldgicas y tipo de cultivo concretos (Martin et al, 1999).

La viticultura de precisidon engloba un conjunto de técnicas que se emplean
para caracterizar la variabilidad espacial en campo de los factores de produccion y
calidad de la uva, con objeto de aplicar después meétodos de manejo adecuados a
cada subzona o subparcela consideradas. El desarrollo actual de la viticultura de
precision se ha visto impulsado por la puesta a punto de tecnologias diversas:
Sistemas de posicionamiento global (GPS), sistemas de informacion geografica (GIS),
sensores Yy técnicas para captacion de datos, sistemas de gestion de datos y soporte
para toma de decisiones, tecnologias para aplicacién variable de imputs u
operaciones.

Por su influencia en el comportamiento agronémico del vifiedo y en la calidad
de la uva la deteccion de estrés, tanto hidrico como nutricional, es un aspecto clave en
viticultura de precision. Esto es interesante no sélo para decidir las medidas de
correccion a nivel espacial o temporal, sino que ha de ser considerado en la gestion
integral del vifedo, para mejorar en rendimientos y en calidad de cosecha, y para un
mantenimiento sostenible del medio ambiente (Gallé y Flexas, 2010).
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1.1.- LA NUTRICION MINERAL DEL VINEDO; IMPACTO EN
EL COMPORTAMIENTO AGRONOMICO Y EN LA CALIDAD DE
LA UVA.

Los nutrientes minerales son, junto con el agua, requisitos basicos para el
crecimiento y el desarrollo de las plantas (Bergmann, 1992). La nutricibn mineral es
fundamental para la produccion de uva, impactando sobre todos los aspectos de
crecimiento de la vid, desarrollo y maduracion de la baya y, en ultima instancia, en la
composicion del mosto y el vino. Buena parte de la influencia de la nutricién mineral
sobre la composicién de la baya es indirecta, a través de la alteracion del crecimiento y
el nivel de rendimiento de las plantas.

Catorce elementos minerales se consideran esenciales para un mayor
crecimiento de las plantas; estos elementos incluyen 6 macronutrientes (N, P, K, Ca,
Mg, S) y 8 oligoelementos (Fe, Mn, Zn, Cu, CI, B, Mo, Ni). Es vital conocer el papel
fisiolégico de cada elemento, asi como los sintomas de deficiencia y los métodos para
prevenir o curar los trastornos nutricionales. El analisis quimico de la hoja y/o del
peciolo es una importante herramienta para evaluar el estado nutricional de la planta.
Para que esta herramienta sea util, se debe establecer una metodologia éptima para
llevar a cabo la toma de muestras, asi como la concentracion de referencia de cada
elemento. En cualquier caso, la composicién mineral de las hojas puede cambiar a
dependiendo de la variedad y el portainjerto (Christensen, 1984; Peuke, 2009).

Durante el ciclo anual, la vid puede sufrir deficiencias minerales que afecten a
la fisiologia de la planta, debido a factores relacionados con el vigor de las plantas, las
propiedades del suelo o las condiciones meteoroldgicas. Los estados carenciales
pueden afectar a la composicién quimica de la uva y al rendimiento de la vid, y pueden
ser consecuencia de la deficiencia de uno o varios nutrientes a la vez (Pearson y
Goheen, 1998). Los sintomas visibles proporcionan indicios sobre su presencia, pero
s6lo el analisis de suelo y hoja (limbo o peciolo) pueden confirmar la existencia de
carencias o desequilibrio de nutrientes.

Los suelos varian no solo en las cantidades de los nutrientes minerales (macro
y microelementos), sino también en el grado de disponibilidad para las plantas. La
capacidad de almacenamiento de nutrientes en el suelo y su disponibilidad son
influenciados por la textura, el contenido de materia organica, la humedad y el pH del
suelo (Keller, 2005). Estos parametros pueden afectar a varios procesos quimicos y
bioquimicos que ocurren en el suelo: precipitacién-disolucion, adsorcién-desorcion,
complejacion-disociacion y oxidacion-reduccion, que controlan la movilidad y la
disponibilidad de nutrientes para la planta (He et al, 2005). Los nutrientes son
absorbidos por la planta en forma de iones disueltos en la solucién del suelo, lo que
depende también del flujo de agua a través de la via suelo-raiz-tallo (Keller, 2005).

Las deficiencias de nutrientes se producen cuando la planta no puede adquirir
cantidades suficientes de nutrientes para cubrir sus necesidades. Por otro lado, un
suministro excesivo de elementos, especialmente oligoelementos (por ejemplo, Zn, Cu
o0 Mn), resultan téxicos para la planta (He et al., 2005). Los sintomas de deficiencias
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especificas pueden ser muy variados, aunque la decoloracion (clorosis) de las hojas
es el que se observa con mayor frecuencia. Muchas veces los sintomas de deficiencia
y toxicidad pueden confundirse con danos por sequia, enfermedades, ataques de
insectos...

Los sintomas de deficiencia de nutrientes con baja movilidad dentro de las
plantas (como Fe y Zn) aparecen al principio del ciclo y sobre todo en las hojas
superiores mas cercanas al apice, mientras que en el caso de nutrientes mas moéviles
(como Mg) aparecen principalmente en las hojas basales totalmente expandidas
(Marschner, 1995).

Existen muchos estudios (Conradie y Saayman, 1989b; Jackson y Lombard,
1993; Hilbert et al., 2003; Keller, 2005; Topalovi¢ et al., 2011), donde ha sido
investigada la influencia del tipo de suelo, el clima o el cultivar sobre la calidad de la
uva. Sin embargo son menos abundantes en la literatura estudios sobre correlaciones
entre los niveles de nutricion mineral de las plantas y parametros de composicion de
las uvas como el contenido de polifenoles.

1.1.1.- Nitrégeno (N)

El nitrato (NO3") y el amonio (NH,") son las principales formas de nitrégeno que
son absorbidas por las plantas. La forma de nitrato presenta una disponibilidad mas
inmediata, pero se lixivia facilmente fuera del perfil del suelo. El amonio se toma mas
lentamente y se transforma en nitrato a través del proceso microbiano de nitrificacion.
Cuando el N se aplica en cantidades insuficientes o excesivas puede causar efectos
negativos en productividad de las plantas y en la calidad de los frutos (Keller, 2010).

El nitrégeno es un constituyente de la clorofila, proteinas, hormonas, acidos
nucléicos, lecitinas, vitaminas y alcaloides. Mejora el crecimiento vegetativo (vigor), el
rendimiento, aunque puede retrasar la maduracién de la uva y reducir su calidad
cuando su disponibilidad es excesiva (Bavaresco et al., 2010b). En diversas
investigaciones se ha registrado un aumento del crecimiento vegetativo y el
rendimiento de los cultivos en respuesta a la aplicacion de N (Ahlawat y Yamdagni,
1988a, 1988b; Keller et al., 1998; Bell y Robson, 1999; Conradie, 2001; Keller et al.,
2001a; Zerihun y Treeby, 2002).

En las vides, los sintomas visuales de deficiencia de nitrégeno incluyen una
coloracion verde palida a amarilla de las hojas. Las hojas mas maduras suelen mostrar
sintomas de deficiencia de N antes que las hojas mas jovenes (es muy movil en la
planta). El peciolo y los tallos del raquis pueden volverse de color rosado o rojo. Los
sintomas de exceso de N incluyen hojas de color verde oscuro, crecimiento excesivo y
prolongado en el tiempo, aumento de la longitud de los entrenudos y del tamafo y
grosor de la hoja (Pearson y Goheen, 1998).

La aplicacion de N afecta al contenido de clorofila de las hojas. Keller et al.
(2001b) mostraron un aumento en el contenido de clorofila y en la actividad
fotosintética de las hojas como resultado de las aplicaciones de N. Keller et al. (1998)
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también informaron de un retraso en la senescencia de las hojas, como resultado de la
aplicacion de N.

La aplicacion de N también puede interactuar con otros nutrientes. Wolf et al.
(1983) han estudiado estas interacciones con aplicaciones de N en cuatro
concentraciones diferentes en cv. Seyvel Blanc. El andlisis de los tejidos demostr6é que
el incremento de la concentraciéon de N aumenta los niveles de fosforo y de hierro,
mientras que disminuye los niveles de magnesio y calcio.

Trabajos, como los de Jackson y Lombard (1993), Keller (2005), Topalovi¢ et
al. (2011) muestran que el nitrégeno eleva los rendimientos y reduce los contenidos en
sélidos solubles y antocianinas. La deficiencia de nitrdgeno junto con la escasez de
agua provoca un crecimiento reducido de las plantas y una estimulacién de la
biosintesis de polifenoles de la uva (Hilbert et al., 2003; Castellarin et al., 2007). Es
comunmente aceptado, que aplicaciones moderadas de N aumentan los niveles de
antocianinas, mientras que disminuyen el contenido de sélidos solubles (Ahalwat y
Yamdagni, 1988b; Ruhl et al., 1992; Keller et al., 1998; Conradie, 2001; Delgado et al.,
2004; Martin et al., 2004). Ruhl et al. (1992) evaluaron los efectos de la aplicacién de
N en la composicién de la uva en distintas variedades cultivadas en diferentes
regiones y observaron que la aplicacion de N aumentaba significativamente el pH del
mosto en todos los casos.

1.1.2.- Fésforo (P)

El fésforo es absorbido como ion fosfato monovalente (H,PO,) y divalente
(HPO4*). La disponibilidad del ién fosfato se ve afectada por el pH del suelo. Con un
pH inferior a 7 se encuentra disponible en forma de fosfato monovalente, y a un pH por
encima de 7 en forma de fosfato divalente. El ion monovalente es la forma preferente
de absorber fésforo por las plantas (Salisbury y Ross, 1992).

El P es un constituyente de la membrana celular, acidos nucléicos, vitaminas,
lecitinas, proteinas y ATP. Incrementa el crecimiento del dpice de los brotes y la raiz y
de las hojas, y la concentraciéon de aromas de la uva (Bavaresco et al., 2010b). EI P es
un elemento movil en las plantas y es esencial para la fotosintesis, la respiracién y la
regulacion de muchos procesos metabdlicos (Salisbury y Ross, 1992; Keller, 2010).
Por otra parte, la fosforilacién de las acuaporinas regula el transporte de agua a través
de membranas: las acuaporinas fosforiladas estan activas, es decir, abiertas (Maurel
et al., 2008).

La deficiencia de P provoca una disminucion del nimero y el tamano de las
hojas permaneciendo de un color verde oscuro grisaceo. Un bajo aporte de P limita la
division celular, restringiendo la expansion de las hojas y el crecimiento de los brotes
laterales (Chiera et al., 2002), e inhiben la diferenciacion del racimo (Keller, 2010). La
deficiencia severa de P puede provocar hojas de colores rojos debido a la produccion
de antocianinas a partir de azucares acumulados que no se exportan desde las hojas
(Lillo et al., 2008).
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Niveles excesivos de P provocan deficiencias de zinc y de hierro, ya que actua
como antagonista (Pearson y Goheen, 1998), reduciendo la cantidad absorbida de
estos nutrientes. Ademas existen interacciones del P con otros nutrientes, asi,
Haeseler et al. (1980) mostraron una disminucion de las concentraciones de zinc y
calcio en el peciolo con aplicaciones de P. Skinner y Matthews (1990) observaron que
la aplicacién de P aumentaba la traslocacion de magnesio de las raices a los brotes en
vides deficientes en fosforo.

La deficiencia de fosforo reduce el rendimiento de las plantas. Skinner vy
Matthews (1989) informaron que la deficiencia afecta mas al ciclo reproductivo que al
crecimiento vegetativo, disminuyendo el numero de bayas por racimo, el peso de la
baya, peso del racimo y el nimero de racimos por planta. Haeseler et al. (1980)
mostraron un aumento en el vigor, rendimiento, peso del racimo y fertilidad de las
yemas como resultado de la aplicacion de P. Los incrementos en vigor frente a
controles sin tratar también han sido observados por Grant y Matthews (1996) como
resultado de la aplicacion de fosforo. Conradie y Saayman (1989b) observaron que el
aporte de P induce una concentracion significativamente mayor de acidez total frente a
testigos sin abonar.

1.1.3.- Potasio (K).

El potasio es un activador de enzimas que son esenciales para la fotosintesis y
la respiracion, asi como de enzimas que producen almidén y proteinas (Bhandal y
Malik, 1988). El K también esta involucrado en la regulacion del equilibrio osmotico de
las células, asi como la turgencia de las células oclusivas que determinan la apertura y
cierre de los estomas (Salisbury y Ross, 1992). El aporte de potasio mejora el
crecimiento de brotes, la resistencia a las enfermedades y a las heladas de invierno, la
acumulacion de azucares y de almidén (en las bayas y en los 6rganos lefiosos
respectivamente), y favorece la resistencia al estrés hidrico (Bavaresco et al. 2010b).

Los sintomas de carencia en vid varian con la edad de la hoja; en las hojas
jovenes aparecen zonas decoloradas y manchas necroticas en el borde de las hojas
cuyos bordes se pueden secar y enrollar. Las hojas mas viejas pueden adquirir tonos
violeta-marrén a marrén oscuro. Las deficiencias son mas comunes en climas secos
(Pearson y Goheen, 1998).

Son muchos los autores que han sefalado que la aplicacién de K aumenta la
concentraciéon del nutriente en el peciolo, el limbo de la hoja y la uva (Morris et al.,
1980; Morris y Cawthon, 1982; Wolf et al., 1983; Garcia et al., 1999; Poni et al., 2003;
Delgado et al., 2004).

Las interacciones entre K y otros nutrientes han sido ampliamente estudias. El
exceso de K* puede disminuir las concentraciones de Mg?* y Ca*" en la hoja e inducir
deficiencia de Mg debido su antagonismo (Morris et al., 1980). Esto es particularmente
pronunciado en vides jovenes, especialmente en suelos arenosos con pH bajo (Gartel,
1993). Morris y Cawthon (1982) mostraron una disminucion en las concentraciones de
Ca y Mg en los peciolos como resultado de la aplicacion de sulfato potasico en el suelo
en vifiedos cv. Concord. Wolf et al. (1983) observaron en cv. Seyvel Blanc una
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reduccion en los niveles de N y Mg en la hoja a concentraciones altas de abonado de
K en el suelo; mientras que a concentraciones moderadas se observé un aumento del
Ca. Garcia et al. (1999) investigaron la interaccion entre Ky Ca y los efectos de sus
relaciones en la nutricion de la vid cultivada en medio hidropdnico y observaron un
claro antagonismo entre los dos nutrientes. Morris et al. (1980) mostraron una
reduccion en la concentracién de manganeso en los peciolos como resultado de la
aplicacion de cloruro potasico en el suelo.

La aplicacion de K da lugar a un incremento en el crecimiento de la vid,
aumentando el peso de la madera de poda, la produccion de materia seca y el grosor
del tronco (Morris y Cawthon, 1982; Wolf et al., 1983; Conradie et al., 1989a). Smolarz
y Mercik (1997) informaron de que la carencia de K mantenida durante mucho tiempo
disminuye considerablemente el crecimiento de brotes. Ademas de una reduccién en
el crecimiento, la carencia de K provoca una disminucion en el rendimiento de la vid
(Smolarz y Mercik, 1997). Conradie y Saayman (1989a) mostraron un incremento
significativo en el rendimiento con aplicaciones de K.

El potasio es el catibn mas abundante presente en la uva (Hradzina et al.,
1984). Debido a su alta movilidad en el floema, se acumula principalmente en los
tejidos del hollejo durante la maduracién, como resultado de la retraslocacion del ion
desde las hojas adultas. El potasio neutraliza los acidos organicos y desempefia un
papel importante en el control de la acidez y el pH del mosto (Coombe, 1992; Poni et
al.,, 2003). Ruhl (1989) observé que la concentracién de K en los peciolos se
relacionaba directamente con el pH del mosto, asi, una alta concentracién de K en el
peciolo puede resultar en un incremento de pH que puede traducirse en una pérdida
de la calidad final del vino, especialmente en lo que se refiere a su estabilidad quimica
y microbiolégica (Jackson y Lombard, 1993). Morris et al. (1980), Morris y Cawthon
(1982), Dundon et al. (1984), Conradie y Saayman (1989b), Brancadoro et al. (1994) y
Delgado et al. (2004) han informado de una reduccion en la acidez del mosto como
resultado de la aportacion de K al vifiedo.

Los contenidos en sdlidos solubles (Ahalwat y Yamdagni, 1988a), los niveles
de madurez tecnolégica (Morris et al., 1980) y la concentracion de antocianinas en el
mosto (Delgado et al., 2004) también estan influenciados por la nutricién potasica.
Ahalwat y Yamdagni (1988a) demostré que los sélidos solubles aumentaron con el
aumento de las aplicaciones de K.

1.1.4.- Calcio (Ca).

El calcio es tomado por las plantas como ion divalente, que no puede ser
absorbido y translocado por el floema. Los primeros sintomas de la deficiencia de
calcio se producen en las partes jévenes de la planta donde es imprescindible para los
procesos de la division celular. Generalmente los sintomas incluyen deformaciones en
los apices de crecimiento (Salisbury y Ross, 1992). El Ca es un constituyente de la
pared celular. Esta implicado en la sintesis de proteinas y carbohidratos y en la
transpiracion (Bavaresco et al., 2010b).
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En vid, las deficiencias de Ca son poco frecuentes, pero pueden ocurrir en
suelos muy acidos, por debajo de pH 4,5. Los sintomas de deficiencia en la hoja
comienzan como un borde necrético estrecho en el margen del limbo que se mueve
paulatinamente hacia la unién con el peciolo. También pueden aparecer manchas
marrones oscuras de hasta 1 mm de didmetro en los entrenudos y marchitamiento y
necrosis del racimo después del envero (Pearson y Goheen, 1998).

Existe una fuerte interaccion del Ca con el Ky el Mg que ha sido puesta de
manifiesto por muchos autores (Garcia et al., 1999; Morris y Cawthon, 1982; Morris et
al., 1980; Wolf et al., 1983).

1.1.5.- Magnesio (Mg).

Al igual que el Ca, las plantas toman el Mg como i6n divalente. Por lo general,
los sintomas de deficiencia se muestran como clorosis internervial en las hojas
basales antes de la floracion (Pearson y Goheen, 1998). EIl Mg es un componente
esencial de la clorofila, asi como para la capacidad funcional del ATP en muchas
reacciones. También es responsable de la activacion de muchas enzimas en la
fotosintesis, la respiracion y la sintesis de acidos nucléicos (Salisbury y Ross, 1992).
El Mg aumenta la actividad enzimatica de la fructosa-1 y 6- bis fosfatasa, causando un
aumento de la sintesis de azucar en la uva (Bybordi y Shabanov, 2010) e incrementa
la translocacion de las moléculas sintetizadas por la fotosintesis de la hoja al fruto
(Malakouti, 2006).

La deficiencia de Mg con frecuencia se puede observar en suelos arenosos en
regiones de alta precipitacién, suelos con mal drenaje, o suelos alcalinos (Marschner,
1995). La deficiencia de Mg puede ser inducida, incluso en suelos con niveles
suficientes de Mg, por altas concentraciones (antagonismo) de otros iones tales como
H* (pH bajo), K* (aplicacion excesiva de fertilizantes potasicos), NH," (sulfato de
amonio como fertilizante), Ca®*, Mn®*, e iones AI** en suelos con pH < 5 (Bergmann,
1992).

Wolf et al. (1983) que investigaron el efecto del aporte de diferentes dosis de
abonado magnésico en vides cv. Seyvel Blanc, mostrando que el crecimiento y la
produccion de materia seca aumentaban con el aporte de Mg. Majer (2004) observo
que la aplicacion de Mg en el suelo incrementaba el rendimiento de la vendimia,
mientras que los tratamientos foliares no. Sin embargo, en otros trabajos se han
detectado incrementos en el rendimiento y en el peso de la baya a través de la
aplicacién de pulverizaciones foliares de Mg (Usha y Singh, 2002).

Morris y Cawthon (1989), Garcia et al. (1982) y Morris et al. (1980) han
documentado que el aumento de la concentracién de K en las dosis de abonado
reduce la concentracién de Mg en hojas y peciolos de la vid. Wolf et al. (1983)
mostraron una disminucién en la concentracion de K en las hojas como resultado de
aumentar la concentracion de Mg en la solucion de tratamiento, lo que indicaba que
existia una fuerte interaccion entre los dos elementos. Estos autores también
observaron una interaccion significativa entre N y Mg.
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Ruhl et al. (1992) investigaron el efecto de la aplicacion de Mg en la
composicion del mosto de distintas variedades de uva cultivadas en diferentes
regiones sin observar ningiin cambio en el pH del mosto en la mayoria de los casos.
Majer (2004) tampoco encontré ningun cambio en la acidez como respuesta a la
aplicacion de Mg.

1.1.6.- Azufre (S).

El azufre es un constituyente esencial de los aminoacidos cisteina y metionina,
de los lipidos, de metabolitos intermedios (acetil-CoA) en la generacién de energia
(ATP) y transporte de electrones, y de las moléculas que participan en la proteccion de
los tejidos contra el estrés oxidativo (Kopriva, 2006). Los compuestos que contienen
azufre son utilizados por las células para contrarrestar las formas reactivas del oxigeno
cuya formacion se ve favorecida por factores de estreses como la sequia, el frio, el
calor, iluminacion excesiva y el ataque de hongos (Noctor y Foyer, 1998). El sulfato
(SO,%) se puede transportar por el xilema y el floema y se almacena temporalmente
en las vacuolas.

La deficiencia de azufre puede dar lugar a un incremento en la susceptibilidad
al ataque de patégenos. Los sintomas de deficiencia incluyen amarillamiento (clorosis)
de las hojas jovenes, formacion de raices laterales cerca del apice radicular y
disminucion del crecimiento de los brotes, tal vez en respuesta a un aumento de la
produccion de auxinas (Lépez-Bucio et al,. 2003; Schachtman y Shin, 2007). La
aplicacion de fungicidas antioidio a base de azufre en la vid contribuye prevenir la
deficiencia del elemento (Cooper y Williams, 2004).

1.1.7.- Hierro (Fe).

El Fe es un constituyente de los citocromos y otras enzimas implicados en la
fotosintesis, la respiracion y la reduccién del nitrato (Bavaresco et al., 2010b). La
deficiencia se denomina “clorosis férrica” o “clorosis caliza” porque en la mayoria de
los casos esta inducida por un exceso de caliza en el suelo (Pearson y Goheen, 1998).
Debido a la baja movilidad del hierro dentro de la planta, los primeros sintomas de la
carencia de Fe se aprecia en las hojas mas jovenes de la planta (del Campillo y
Torrent, 1992) Dichas hojas toman una tonalidad que suele evolucionar a amarillenta
si la clorosis persiste, pero permaneciendo verdes las zonas proximas a las
nervaduras.

Hay muchos factores de tipo genético y ambiental que pueden afectar a la
absorcion de hierro y su utilizacion por parte de las plantas. La deficiencia de Fe es
reconocida como uno de los principales estreses abiodticos que afectan a los cultivos
de frutales en suelos calcareos de la zona mediterranea (Tagliavini y Rombola, 2001).
La clorosis férrica es muy frecuente en el vifiedo (Bergmann, 1992; Fregoni, 1998) y
conduce a reducciones importantes del rendimiento y pérdidas de calidad de la uva
(Mengel, 1994; Bertamini et al., 2002).
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La deficiencia de Fe disminuye el crecimiento vegetativo, la eficiencia
fotosintética, el area foliar y la acumulacién de materia seca (Tagliavini y Rombola,
2001; Pestana et al., 2003; Chen et al., 2004a; Bertamini y Nandunchezhian, 2005). La
deficiencia de hierro también ocasiona una pobre calidad de los mostos, reduciendo el
azucar y la cantidad de antocianos acumulados en las bayas durante la maduracién, e
incrementando la acidez total. (Castino et al., 1987; Veilksar et al., 2005).

En muchas ocasiones, el contenido de hierro en las hojas cloréticas, expresado
sobre materia seca, es similar o incluso superior al de las hojas verdes. El hecho,
conocido como “paradoja de la clorosis férrica” (Romheld, 1997; Zaharieva y Rémheld,
2000; Bavaresco et al., 1999), es consecuencia de una acumulacién de hierro
fisioldgicamente inactivo en las hojas enfermas, asi como de un menor desarrollo de
estas hojas, lo que produce un efecto de concentracion del elemento en los tejidos.

1.1.8.- Manganeso (Mn)

El Mn es tomado de la solucion del suelo por las plantas en forma de cation
divalente (Mn?*). EI Mn es importante en la fotosintesis, en la fotdlisis del agua y
también como activador de muchas enzimas (Salisbury y Ross, 1992). EI Mn esta
involucrado en el metabolismo de proteinas, en el metabolismo oxidativo, en la
fotosintesis y en la biosintesis de hormonas. En la vid, el aporte de Mn incrementa la
fertilidad de las yemas, el cuajado de los frutos y la lignificacion de la madera,
contribuyendo a mejorar la calidad del vino (Bavaresco et al., 2010b).

La deficiencia de Mn puede incrementar la sensibilidad de los tejidos al estrés
oxidativo (Kochian et al., 2004). Los sintomas de deficiencia son en consecuencia mas
grave en las hojas expuestas al sol. Las hojas cloréticas en respuesta a la insuficiente
disponibilidad de Mn aparecen por primera vez en la parte basal de los brotes, poco
después de la brotacion, con forma de mosaico. Mas tarde, las hojas adquieren un
color rojizo o color bronce. La deficiencia reduce el crecimiento de los 6érganos
vegetativos y fructiferos, y retrasa la maduracion de la uva (Keller, 2010). Por otro
lado, las plantas pueden tomar mucho mas Mn del que requieren, y este exceso puede
ser extremadamente toxico (Pittman, 2005). A pesar de sus propiedades antioxidantes
a concentraciones normales, el exceso de Mn induce estrés oxidativo y resulta en
sintomas tales como retraso del crecimiento, clorosis de las hojas y necrosis (Kochian
et al., 2004). La absorcién de Mn también puede verse aumentada en condiciones de
deficiencia de Fe y Zn (Pittman, 2005).

1.1.9.- Cobre (Cu).

El Cu puede ser absorbido por las plantas tanto en la forma de catién
monovalente como divalente. La forma monovalente es absorbida solo en los suelos
himedos con disponibilidad de oxigeno limitada. El Cu es mas abundante en las
capas superficiales del suelo, y se combina con carbonatos, minerales de las arcillas,
6xidos hidratados de Al, Fe y Mn y materia organica (Mengel y Kirby, 2001). El Cu es
un elemento mévil en el floema que puede ser retraslocado desde las hojas viejas y
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los érganos vivaces hacia otras partes de la planta que lo demanden, aunque este
reciclaje no parece ser muy eficiente para las hojas jovenes que se ven mas afectadas
por la deficiencia de Cu que las hojas viejas (Marschner, 1995). Los sintomas de
deficiencia incluyen la inhibicion del crecimiento de las raices; brotes raquiticos; hojas
pequenas, deformes, de color verde palido y a menudo con margenes rizados. La
deficiencia acarrea una disminuciéon de la produccion de frutos debido a una
polinizacién deficiente y a una menor viabilidad del embrién de la semilla (Marschner,
1995). En general, es raro encontrar deficiencia de Cu en el vifiedo (Marschner, 1995),
sobre todo en zonas donde se realizan habitualmente tratamientos cupricos contra el
mildiu.

Como componente de diferentes proteinas, tales como la plastocianina,
citocromo oxidasa, superoxido dismutasa, polifenol oxidasa y lacasa, el cobre (Cu® y
Cu?") participa en la fotosintesis y la transferencia de electrones en la cadena
respiratoria, la lignificacién, el metabolismo de la pared celular, la proteccién contra el
estrés oxidativo (junto con el Zn) y en la sintesis del cofactor de molibdeno, necesario
para la actividad de algunas enzimas tales como la sulfito oxidasa, xantina
oxidorreductasa, y aldehido oxidasa (Burkhead et al., 2009). El Cu interviene en la
formacion del polen, la fecundacion, la lignificacion de los tejidos y la defensa frente a
las enfermedades (Bavaresco et al., 2010b).

1.1.10.- Zinc (Zn).

Las plantas toman el Zn del suelo como un catién divalente. La deficiencia tiene
como resultado una reduccién en el crecimiento de los tejidos jévenes, pequenas
hojas y entrenudos (Srivastava y Singh, 2009). En las plantas, el Zn juega un papel
clave como componente estructural o co-factor regulador de una amplia gama de
enzimas en vias metabdlicas importantes. Estas rutas forman parte del metabolismo
de los hidratos de carbono (tanto en la fotosintesis como en la conversion de los
azucares en almidon), proteinas, y auxinas, y estan implicadas en el mantenimiento de
la integridad de las membranas biolégicas (Marschner, 1995; Aloway, 2004; Kramer y
Clemens, 2006). El Zn mejora favorece el crecimiento de las plantas, incrementa la
fertilidad de las yemas, el cuajado, la resistencia a la sequia y a las heladas, y mejora
el bouquet del vino (Bavaresco et al., 2010b).

La movilidad del Zn dentro de las plantas es baja, pero es mayor que la del Fe.
El Zn es relativamente inmovil en el suelo, excepto cuando este tiene caracter acido
(Farago, 1994). La deficiencia de Zn ocurre comunmente en suelos con valores de pH
de 6,5 a 8,0. Pueden darse deficiencias en suelos arenosos, en suelos de pH alto, con
alto contenido de P, o en suelos erosionados que han perdido el horizonte superficial
(Pearson y Goheen, 1998).

En vides, los sintomas de deficiencia pueden mostrar hojas de pequeno
tamano, con senos peciolares estrechos y dientes afilados, y las areas internerviales
pueden aparecer manchas de color verde claro a amarillo a modo de mosaico. Los
sintomas mas avanzados incluyen &reas clordticas en las hojas que acaban
necrosandose (Pearson y Goheen, 1998).
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Volschenk et al. (1996) examinaron los efectos de diferentes niveles
nutricionales de Zn en el crecimiento de las vides desarrolladas sobre una solucion
nutritiva con diferentes concentraciones del elemento. El incremento del nivel de Zn
resulté en un aumento de la produccién de materia seca, actividad fotosintética y
concentracién de Zn en los d6rganos de la planta. Ashoori et al., (2013) también
demostraron que el suministro de zinc promueve el crecimiento de las vides.

Muchos autores han informado que tratamientos de Zn aumentan el contenido
de solidos solubles totales en la uva (Mustafa et al., 1986; Singh, 2002), lo que tiene
que ver, al menos en parte, con el aumento en la actividad enzimatica de la fructosa-1
y 6- bis fosfatasa (Bybordi y Shabanov, 2010). Song et al., (2015) informaron que
tratamientos foliares con Zn producian efectos positivos sobre la fotosintesis y el
desarrollo de la baya en la vid, principalmente a partir del envero, aumentaban la
acumulacion de sélidos solubles totales, fenoles totales, flavonoides, taninos y
antocianinas, y disminuian la concentracion de acidos en el mosto.

1.1.11.- Boro (B).

El boro se absorbe como acido bdrico, y se transloca lentamente en la planta.
La deficiencia provoca una disminucion de la sintesis de ADN y ARN y de la division
celular en los apices de tallos y raices. El B también es conocido por su participacion
en la elongacion del tubo polinico (Salisbury y Ross, 1992). En la vid, el B mejora el
desarrollo radicular, la sintesis de lignina, la integridad y funcionalidad de las
membranas celulares, la germinacion del polen y el crecimiento del tubo polinico, y la
acumulacion de azucares en los frutos (Bavaresco et al., 2010b).

La absorcion de B se ve favorecida por el riego, siendo las carencias mas
frecuentes en condiciones de secano. Por otro lado, una elevada precipitacion o riego
excesivo puede lixiviar el B especialmente en suelos arenosos (Pearson y Goheen,
1998).

En vides, los sintomas de deficiencia pueden comenzar en el inicio de la
floracién, en los zarcillos de los extremos de los brotes, que se tornan oscuros, con
protuberancias nudosas y necréticas. Pueden darse deformaciones en los entrenudos,
muerte de flores, aparecer peciolos cortos y gruesos, en algunas ocasiones con
lesiones longitudinales. Las raices permanecen cortas y gruesas y forman
nudosidades que pueden rajarse longitudinalmente (Pearson y Goheen, 1998).

Los sintomas de toxicidad por exceso de B afectan a las partes aéreas de la
planta. Las hojas pueden ser severamente deformadas, con bordes necrosados en los
bordes que progresan hacia el tejido internervial. En los ramos principales disminuye el
crecimiento apical en favor de los brotes laterales (Pearson y Goheen 1998). Downtom
y Hawker (1980) mostraron que una disponibilidad de B excesiva reduce la longitud de
los brotes, la produccion de materia seca de la planta y el peso de las raices.
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1.1.12.- Molibdeno (Mo).

El molibdeno se encuentra disponible para las raices de la vid en su mayoria
como oxianién molibdato (MoO,?). Se requiere en muy pequefias cantidades por la
vid, principalmente como un cofactor que forma la parte activa de las proteinas
llamadas molibdeno-enzimas (Schwarz y Mendel, 2006). La deficiencia de Mo trae
como consecuencia la acumulacion de nitrato debido a la reduccién de la actividad de
la nitrato reductasa y la falta de sintesis de aminoacidos (Keller, 2010). En
consecuencia, los sintomas visuales de la carencia son similares a los de la deficiencia
de N: reduccion del crecimiento y del rendimiento de las plantas (Longbottom et al.,
2005). La aldehido oxidasa es una molibdeno-enzima, implicada en la produccién de
auxinas y ABA (Schwarz y Mendel, 2006). La escasez en el aporte de Mo también
puede resultar en una reduccion del cuajado (Kaiser et al., 2005), y hojas de color
verde palido con margenes necréticos. Aunque la deficiencia de Mo es infrecuente,
puede ocurrir en suelos acidos y suelos con alto contenido de Fe, especialmente en
climas frios. La toxicidad debida a un exceso de Mo es aun mas rara que la
deficiencia, los sintomas pueden manifestarse con tonos purpura en las hojas.

1.1.13.- Niquel (Ni).

Aunque muchas proteinas contienen Ni, se sabe muy poco acerca de su
funcién en las plantas. Varias enzimas son activadas por Ni, como, la ureasa,
implicada en el metabolismo del nitrégeno (Witte et al., 2005), la superdxido
dismutasa, que desempena un papel importante en la defensa contra el estrés
oxidativo. La concentracion de Ni en las uvas disminuye durante la maduracion,
aunque su cantidad total se mantiene constante después del envero (Rogiers et al.,
2006). La deficiencia de niquel provoca una reduccion del vigor de los brotes, hojas
enanas, gruesas y con puntas ahuecadas, pérdida de la dominancia apical, y madera
fragil debido a una mala lignificacion.

1.1.14.- Cloro (CI).

El cloro es absorbido por las plantas en forma de anién monovalente (CI'). La
movilidad del Cl en el suelo es alta, sus sales son solubles y su concentracion en la
solucion del suelo varia dentro de un amplio intervalo (Marschner, 1995). El Cl esta
involucrado en la fotolisis oxidativa del agua del PS Il (reaccion de Hill), El cloruro
actua en la estabilizacion del potencial de la membrana y estd implicado en la
turgencia y la regulacién del pH de las células. El Cl es el anion inorganico mas
abundante en las células vegetales y juega un papel cuantitativamente importante en
el equilibrio iénico, y particularmente en la regulacién de la apertura y cierre de los
estomas Se requiere CI para la activaciéon de al menos tres enzimas, que son la
amilasa, la asparagina sintetasa y la ATPasa (Marschner, 1995).
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Los principales sintomas de la deficiencia de Cl son marchitamiento, reduccion
de la superficie de la hoja, y disminucién del crecimiento. La carencia trae consigo una
reduccion de las tasas de division y crecimiento celular (Marschner, 1995).

Alvaro Catalina Tomas 15 Tesis Doctoral (Universidad de Valladolid)



Utilizacion de medidas de fluorescencia de la clorofila para monitorizar el estado nutricional y estimar el INTRODUCCI()N
potencial enolégico en vifiedos afectados por clorosis férrica.

1.2.- PROBLEMATICA NUTRICIONAL DEL VINEDO EN
SUELOS CALIZOS.

El exceso de calcio, en combinacion con otras condiciones fisico-quimicas del
suelo, origina en la vifia una problematica nutricional especifica.

Los suelos calcareos cubren mas del 30% de la superficie de la Tierra
(Marschner, 1995) y se encuentran ampliamente distribuidos en las regiones aridas y
semiaridas de la zona mediterranea. Se ha estimado que estos suelos comprenden
mas de un tercio de la superficie terrestre del planeta. Los suelos calcareos son
aquellos que contienen grandes cantidades de carbonato de calcio, que afectan
claramente a sus propiedades fisicas y quimicas. El margen en el que el suelo podria
ser considerado calcareo ha sido discutido por muchos autores. Hilal et al. (1973) y
Anter (1984) marcan el nivel en el 8% de carbonatos. Hagin y Tucker (1982) definen
suelo calcareo como aquel en que los niveles de Ca y Mg extraibles exceden la
capacidad de intercambio catidnico.

No hay que identificar suelos calcareos con suelos alcalinos (pH alto). Los
suelos calcareos contienen carbonatos de metales alcalinotérreos, calcio Ca y Mg, y
en un grado menor, carbonatos de los metales de transicion como Fe, Zn y Mn (Brown
et al. 1978; Talibudeen 1981). La calcita y aragonita (CaCOQO3;), la dolomita (CaMg
(COs3)2), vy la magnesita (MgCO3) son los minerales que se encuentran en mayor
proporcion en los suelos calcareos (Hunt, 1972; Brown et al 1978). Los carbonatos
presentes en el suelo pueden ser primarios, originados a partir de materiales madre
ricos en carbonatos, o bien secundarios, formados por re-precipitacién parcial de los
carbonatos disueltos. La alternancia frecuente de periodos humedos y secos, y la
existencia de una larga estacion seca, no favorecen la lixiviacién de los carbonatos en
los suelos (Balba 1987; Brady y Weil, 1999).

La reactividad de los carbonatos puede ser una medida mas util que el
contenido total de carbonatos en el suelo (Loeppert et al. 1994). Esta reactividad esta
relacionada con el tamafo de las particulas, la mineralogia, la morfologia de la
superficie, y el estado de agregacién de los carbonatos con otros componentes del
suelo (Hartwig y Loeppert 1991).

Los suelos calcareos de la zona mediterranea favorecen la inmovilizacién de
micronutrientes debido a la presencia de carbonatos, un pH alto, y condiciones
climaticas de baja pluviometria y alta evapotranspiracion. En tales condiciones, los
patrones de biodisponibilidad de los micronutrientes son dificiles de predecir, siendo
modulada por la accién de los carbonatos y las interacciones con otras fases reactivas
del suelo tales como la materia organica (Martin-Calvarro et al., 2014).
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1.2.1.- Propiedades fisicas.

Los carbonatos influyen tanto en la formacién de horizontes de los suelos,
como de los agregados estructurales. Las pobres propiedades fisicas de muchos
subsuelos calcareos, por ejemplo alta densidad aparente y baja macroporosidad
(Lewis, 1991), se pueden agravar con texturas finas y la accion de cementaciéon de
materiales calcareos (Curran, 1999). Los suelos calcareos pueden ser compactados o
cementados en profundidad (Utzig y Herring, 1975), y pueden formar costras
superficiales que pueden dificultar la brotacion y el crecimiento de plantulas (Tinus,
1987; Marion et al., 1993). La compacidad de los suelos calcareos puede tener efectos
negativos sobre la penetracion de las raices, la infiltracion de agua, y el intercambio de
gases.

La tasa de agregacion y su estabilidad esta influenciada, entre otros factores,
por el pH del suelo (Haynes y Naidu, 1998). La carga superficial negativa de las
particulas de arcilla aumenta con el pH, incrementando la repulsion de particulas; a
menudo las particulas de arcilla floculan a valores altos de pH (Haynes y Naidu, 1998).
Segun Omara (1993), los efectos directos e indirectos sobre la estabilidad de los
agregados dependen de la proporcion de arcilla fina y gruesa y del contenido de
CaCoOs.

Seni y Marshed (1998) sefialaron que el aumento del contenido en caliza activa
incrementa la estabilidad de la estructura y consecuentemente, la conductividad
hidraulica del suelo. Sin embargo, para Abdel-Mawgoud et al. (1998) la presencia de
CaCO; en la fraccion de arcilla y limo tiende a disminuir la conductividad hidraulica.

La profundidad de enraizamiento es mas superficial en los suelos mal drenados
que en los bien drenados. Badibanga et al. (1992) estudiaron el crecimiento de las
raices en suelos calcareos y acidos, observando que en suelos calcareos la masa total
de las raices era mayor, y la biomasa de las raices secundarias menor que en suelos
acidos.

1.2.2.- Propiedades quimicas.

Las condiciones quimicas de los suelos calcareos estan dominadas por la
presencia de CaCO; (Loeppert, 1986). Los suelos calcareos tienen el 100% de
saturacion de bases y el calcio es el cation dominante en el complejo de cambio y en
la solucién del suelo (Loeppert y Suarez, 1996). Los carbonatos se caracterizan por
una solubilidad relativamente alta, reactividad y naturaleza alcalina; su disolucion
produce una concentracion alta de HCOj™ en la solucién del suelo que mantiene el pH
en un rango de 7,5 a 8,5. La reaccion global para la disolucion y re-precipitacién de
CaCOs; es:

CaCO; + H,0 — Ca*" + HCO3 + OH
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Los carbonatos de calcio y magnesio se encuentran entre los constituyentes
del suelo menos estables, o mas reactivos (Hunt, 1972). El pH en suelos calcareos
con iones de calcio libres oscila entre 8,2 a 8,4, mientras que en el caso de iones de
magnesio el valor del pH es superior en 1,5 unidades.

El pH del suelo es una medida de la concentracion de los iones hidrégeno (H*)
en la disolucién del suelo (expresa por tanto, su grado de acidez o alcalinidad). Segun
los valores del pH, se pueden considerar las siguientes categorias de suelos: muy
acidos (pH < 5,5); acidos (pH comprendido entre 5,5-6,5); neutro (pH entre 6,5-7,5);
alcalinos (pH entre 7,5-8,5) y muy alcalinos (pH > 8,5).

El pH ejerce una gran influencia en las reacciones de adsorcion/desorcion y de
disolucién/precipitacion que regulan la disponibilidad de nutrientes como el fosforo,
hierro, cobre, zinc, manganeso y boro). El pH influye decisivamente en la
descomposicion de la materia organica, y por ello en la facilidad con la que pueden
hacerse disponible para las plantas las formas organicas que contienen N, S y P.
Considerando ambos aspectos, el intervalo de pH en que es maxima la disponibilidad
de la mayoria de los nutrientes esta entre 6 y 7 (Marschner, 1995).

El pH del suelo depende, fundamentalmente de tres factores (Parra et al.,
2003):

- La proporcién de iones Ca®*, Mg*, K* y Na* adsorbidos en los sitios de
intercambio catidnico. Estos cationes actian quimicamente como bases
(generan alcalinidad), por lo que se denominan bases de cambio. En
consecuencia, cuanto mayor sea el porcentaje de dichos cationes en relacién
con la CIC (o porcentaje de saturacion de bases, PSB), mayor es el pH.

- La presencia de carbonato calcico (CaCO;). Bastan pequefas cantidades,
incluso menores del 1%, para que el pH del suelo se situe entre 8 y 8,4. En
estas condiciones, la CIC del suelo estda completamente saturada de bases
(PSB = 100%).

- La proporcion del i6n Na* adsorbido en los sitios de intercambio catiénico.
Cuanto mayor es el porcentaje de sodio intercambiable (PSI) en relacion con la
CIC, mayor es el pH. En particular, los suelos con PSI > 15% suelen tener pH >
8,5, si no tienen exceso de bases solubles.

El PSB del suelo estda muy condicionado por el contenido en Ca, Mg, Na y K del
material originario (especialmente por el contenido en calcio), y por el clima, que
determina la cantidad de agua capaz de atravesar el perfil, decalcificar el material de
origen y lavar las bases. Muchos suelos vinicolas de la zona mediterranea se han
desarrollado a partir de rocas y sedimentos que, o bien son calcareos, o bien, aun sin
serlo, presentan contenidos abundantes de calcio. La naturaleza de tales materiales
originarios, junto con la escasez de precipitaciones propia del clima mediterraneo, han
sido determinantes para que la mayoria de los suelos de vid mantengan una alta
saturacion de bases y un pH de ligeramente acido a netamente alcalino (en el intervalo
de 6,0-8,5), asi como para que haya una especial abundancia de suelos calcéareos con
pH en torno a 7,8-8,4 (Hidalgo, 1999).
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1.2.3.- Limitaciones nutricionales.

El exceso de calcio, en combinacion con otras condiciones fisico-quimicas del
suelo, origina en la vifia una problematica nutricional especifica.

Se requiere una mejora de la gestion nutricional para el cultivo exitoso en los
suelos calcareos. El manejo de la nutricidn en suelos calcareos difiere de la de suelos
no calcareos, debido al efecto del pH del suelo en la disponibilidad de nutrientes del
suelo y las reacciones quimicas que afectan a la pérdida o la fijacién de casi todos los
nutrientes. La presencia de CaCOg; afecta directa o indirectamente la quimica y la
disponibilidad de nitrégeno, fésforo, magnesio, potasio, manganeso, zinc, cobre y
hierro (Obreza et al., 1993; Marschner, 1995).

Los principales sintomas de una nutricion alterada en los suelos calcareos son
clorosis y crecimiento atrofiado. Esto se atribuye al elevado pH y a la reduccion de la
disponibilidad de nutrientes, ya que la toxicidad directa de iones bicarbonato (HCO*)
en los sistemas fisiolégicos y bioquimicos es mucho menos probable (Pearce et al.,
1999).

El pH del suelo ejerce una gran influencia en la asimilacion de elementos
nutritivos, ya que facilita o dificulta su disolucion y crea, a veces, antagonismos
idnicos. ElI comportamiento de los distintos elementos nutritivos con relacion al pH es
el siguiente (Fuentes-Yague, 2000):

- Nitrogeno: Las sales aménicas y nitricas son solubles en todo el intervalo de
pH que pueda presentar el suelo. La nitrificacién tiene lugar con gran intensidad
en intervalos comprendidos entre 6,5 y 8. No obstante, los valores de pH
alcalino que se encuentran en suelos calcareos afectan la tasa de
transformacion del N, que a su vez pueden influir en la eficiencia de uso del N
por las plantas.

- Fosforo: Con pH igual a 6, disminuye el fosforo disponible, debido a que el
hierro y el aluminio se encuentran muy solubilizados y provocan la formacion
de fosfatos insolubles. En el intervalo comprendido entre 6 y 7,5 ocurre la mejor
utilizacién del fésforo. Con pH superior a 7,5 los aniones fosfato reaccionan con
el Cay el Mg para formar compuestos de fosfato de solubilidad limitada.

- Potasio: La solubilidad del potasio es alta en todo el intervalo de pH que
pueda presentar el suelo. Cuando existe mucho calcio (pH superior a 8) se crea
un antagonismo iénico entre el calcio y el potasio, en donde el exceso de calcio
impide la absorciéon de K. El K disponible se encuentra generalmente en un
suministro adecuado en suelos calcareos. Esto es debido a los altos niveles
nativos de K intercambiable, que apenas se lixivian en las regiones de baja
precipitacién (Brady y Weil, 1999). La liberacién de K no intercambiable es
mayor para los suelos arcillosos, o que indica que estos suelos tienen una
mayor oferta a largo plazo de K disponible que los suelos de textura ligera
(Havlin y Westfall, 1985).

- Calcio y magnesio: Estos elementos son muy asimilables con valores altos de
pH. Cuando este excede de 8,5 es casi segura la presencia de sodio, que
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sustituye al calcio y al magnesio en el complejo de cambio, precipitandose
ambos como carbonatos insolubles.

Un desequilibrio entre iones Mg, Ca y K disponibles para la planta puede
acarrear deficiencias de Mg y/o K en los cultivos. En suelos calcareos, la
proporcion de Ca de otros cationes intercambiables en general supera el 80%,
y una baja proporcion de Mg intercambiable (menos del 4%) puede conducir a
la deficiencia de Mg en las plantas (Hagin y Tucker, 1982). Los altos niveles de
Ca en suelos suprimen, en parte, la absorcion de Mg y K por los cultivos,
presumiblemente, a través de la competencia entre Ca, Mg y K (Marschner,
1995). Por ejemplo, en la vid, el antagonismo K-Ca dificulta la absorcién de K
por la planta y resulta en la disminucién de la concentracién de K en las bayas,
lo que lleva a los vinos mas acidos (Garcia et al., 1999). Por lo tanto, los
cultivos que crecen en suelos con alto contenido en Ca requieren a menudo
niveles de fertilizacién por encima de los normales de Mg y K para una nutricion
satisfactoria (Brady y Weil, 1999).

- Hierro, cobre y zinc: Estos elementos son muy solubles con pH inferior a 5,5.
El pH del suelo es el factor mas importante que regula el suministro de Fe, Zny
Mn en suelos calcareos A medida que aumenta el pH del suelo disminuye su
solubilidad, de tal forma que en suelo alcalino es muy escasa su absorcién por
las plantas. El hierro es considerablemente menos soluble que el Zn o Mn en
suelos con un pH de 8. Los suelos calcareos pueden contener altos niveles de
Fe total, pero en formas no disponible para las plantas. La deficiencia de Fe o
clorosis férrica, es comun en muchos cultivos. Las deficiencias de zinc y
manganeso son claramente dependiente del pH, y la concentraciéon de ambos
en la solucion del suelo disminuye 100 veces por cada unidad de aumento en
el pH (Lindsay, 1972). A niveles altos de pH se forman precipitados, tales como
hidroxidos y carbonatos de Zn.

- Cobre: La solubilidad del cobre es dependiente del pH y disminuye con el
aumento del mismo. Sin embargo, los cambios apreciables en la solubilidad se
producen en el intervalo de pH por debajo de 5, y por encima de este valor la
solubilidad no cambia mucho. La deficiencia de cobre se encuentra
generalmente en suelos arenosos lixiviados (Hagin y Tucker, 1982).

- Boro: La solubilidad es maxima en el intervalo de pH comprendido entre 5y 7.
A partir de pH 8 su solubilidad es insignificante. Existe una interaccion entre la
disponibilidad de B y la presencia de iones de Ca.
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1.3.- LA CLOROSIS FERRICA.

La clorosis férrica es uno de los principales estreses abidticos en la zona
mediterranea y otras regiones semiaridas. Se conoce por clorosis férrica un variado
conjunto de sintomas relacionados con una nutricion deficiente de hierro, que afecta
generalmente a plantas sensibles cultivadas en suelos calcareos (Rombola y
Tagliavini, 2006). Estos suelos suponen el 39% de la superficie total de suelos en el
mundo con un total de 1000 millones de hectareas (Celik y Katkat, 2010). Este tipo de
suelos tienen con frecuencia mas del 20% de carbonatos de calcio y magnesio,
ademas de unos pH entre 7,5 y 8,5. Estas condiciones reducen la disponibilidad de
hierro en el suelo y afectan también a los procesos metabdlicos de asimilaciéon en las
plantas (Pestana et al., 2005).

La clorosis férrica se manifiesta en multitud de especies frutales (melocotonero,
manzano, kiwi, olivo, vid, citricos), cultivos horticolas (tomate, pepino, fresa), cereales
(maiz, sorgo), leguminosas (altramuz, garbanzo, cacahuete, soja) (Sanz et al., 1992;
Mengel y Kirkby, 2001; Rombola y Tagliavini, 2006), muchos de ellos de gran
importancia econémica en Espana. Existen referencias que hacen alusion al problema
de la clorosis férrica desde hace mas de 150 afios (Gris, 1844 y 1847; Moltz, 1907).

1.3.1.- Sintomas de la clorosis férrica.

Los vifnedos afectados por clorosis manifiestan los primeros sintomas en
primavera, cuando se produce el mas activo desarrollo de la vegetacién, progresando
generalmente de forma irregular en el vifiedo, en funcién de la uniformidad del terreno
y de las condiciones propias de las plantas, incluyendo el portainjerto.

El nombre de clorosis férrica, derivado del término griego xAwuog (palido), hace
referencia al principal sintoma de la deficiencia de hierro: el amarilleamiento
internervial de las hojas (Figura 1.1a), debido a la inhibicion de la sintesis de clorofila.
Las hojas afectadas son en este caso las mas jévenes, por la escasa movilidad del Fe
en el floema de la planta (Korcak, 1987; Del Campillo y Torrent, 1992; Marschner,
1995). Si la carencia persiste, se puede llegar a una decoloracion total de las hojas,
con defoliacién y muerte de la planta en casos extremos (Figura 1.1b). La actividad
fotosintética se ve reducida segun el contenido en clorofila va disminuyendo, con lo
cual la clorosis férrica provoca una reduccién del crecimiento de los brotes y hojas,
problemas en el agostamiento y la maduracién y escaso crecimiento del fruto (Hidalgo,
1999). Como consecuencia, el rendimiento de plantas herbaceas, frutales, olivo y vid
se ve reducido (Tagliavini y Rombola, 2001 y Alvarez-Fernandez et al., 2006).
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Figura 1.1. Hojas afectadas por clorosis férrica, a) tonalidades verde claro, que
evolucionan a amarillento mientras los nervios permanecen verdes; b) con aparicion
de manchas necrdticas en los bordes.

Consecuencias importantes de la clorosis férrica para la vid segun Hidalgo
(1999) son: i) Modificaciones en la composicion de los tejidos y de la savia. ii) Las
proporciones relativas de constituyentes minerales no son las mismas en los tejidos
cloréticos que en los sanos. iii) Las relaciones K/Ca y P/Fe son mas elevadas en las
hojas cloroticas. iv) El Ca, P y K tienen tendencia a acumularse en los tejidos de las
plantas atacadas de clorosis. v) El Fe es practicamente tan abundante en las hojas
cloréticas como en las sanas, e incluso en ocasiones mas, cuando la clorosis no se
produce por carencia directa del mismo. vi) Entre los constituyentes organicos, los
compuestos nitrogenados no parecen sufrir variaciones cuantitativas. Los &cidos
aminados libres son, sin embargo, mas abundantes en los tejidos cloréticos, donde la
sintesis de proteinas parece ralentizarse.

1.3.2.- El hierro en el sistema suelo-planta.
1.3.2.1.- El hierro en el suelo.

El hierro es un elemento abundante en la corteza terrestre donde supone el
5,1% en peso; solo es superado por el silicio, el oxigeno y el aluminio (Jackson, 1958).
Cantidades entre 2,5-4,5 mg-kg” de Fe extraido con DPTA en el suelo se consideran
suficientes para satisfacer las necesidades de las vides (Lindsay and Norwell, 1978).
La causa de la deficiencia de hierro no suele ser su escasez, sino su baja solubilidad o
disponibilidad para las plantas en la solucion del suelo (Marschner, 1995; Rémheld y
Nikolic, 2007).

El hierro es un microelemento, que se encuentra en combinaciones minerales,
formando parte de compuestos edaficos mas o menos estables: silicatos y
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aluminosilicatos, carbonatos, sulfuros, oxidos e hidroxidos. Se encuentra en la
naturaleza tanto en forma de Fe (lll) como de Fe (ll), dependiendo del estado redox
del sistema.

Las formas posibles del Fe en el suelo son las siguientes:
Soluble:

- Se encuentra en condiciones reductoras, como Fe®* y sus formas
hidroxiladas Fe(OH)"*" en la disolucién del suelo.

- Cuando el potencial de oxidacion y la acidez sean altos se encuentra como
Fe* y sus formas hidroxiladas Fe(OH)™™.

- En combinaciones organicas formando complejos, en forma divalente y
trivalente.

Insoluble:

- Como oxihidroxidos férricos (goetita, hematita, maghemita, lepidocrocita,
ferridrita...).

- En forma de oxihidroxidos mixtos de Fe (lll) y Fe (Il) como la magnetita o el
oxido ferrdsico.

- En forma de carbonato (FeCOj3) o siderita, en suelos muy reducidos.

Los contenidos de arcilla y materia organica influyen también en la
disponibilidad del Fe. Segun Lindsay, (1979) en los suelos arcillosos, existe una
tendencia a adsorber el Fe. Un contenido adecuado de materia organica actiua de
forma favorable en el aprovechamiento del Fe por parte del cultivo, debido a sus
propiedades acidificantes y reductoras, asi como a la capacidad de determinadas
sustancias humicas para formar quelatos en condiciones adversas de pH.

La mayoria del hierro se presenta en las estructuras cristalinas de numerosos
minerales. Al igual que para el resto de nutrientes, el origen del Fe en el suelo son los
minerales primarios, que incluyen silicatos ferromagnéticos, como olivino, augita
hornblenda y biotita. Estos minerales constituyen la mayor fuente de hierro en las
rocas igneas. A partir de la meteorizacion de los minerales primarios se libera Fe
soluble, que podra ser utilizado por los organismos, unirse a distintos ligandos
organicos, o bien ser transformado en minerales secundarios como sulfuros,
carbonatos, minerales de arcilla, y fundamentalmente 6xidos e hidroxidos de distinta
composicion y grados de cristalizacion.

Debido a la extremadamente baja solubilidad de los éxidos de Fe** en el rango
de pH normal de los suelos, el hierro liberado precipita rapidamente como 6xido o
hidroxido. Soélo una pequefa parte del hierro oxidado se incorpora a silicatos laminares
secundarios (arcillas) y/o es complejado por la materia organica (figura 1.2). La
reversibilidad de la reaccion de oxidacion-reduccién del hierro juega un papel
importante en su comportamiento en los suelos (Schwertmann, 1991). Bajo
condiciones de anaerobiosis, los microorganismos pueden utilizar los 6xidos de Fe**
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como aceptores finales de electrones (pasando a Fe®") para realizar la degradacion
oxidativa de la materia organica (Schwertmann y Taylor, 1989). A pesar de su baja
concentracién en los suelos, los oxidos de hierro tienen un alto poder pigmentante y
determinan el color de muchos suelos, por encontrarse recubriendo muchas de las
particulas de éstos (Allen y Hajek, 1989). Estos compuestos son muy eficaces en la
retencion de aniones como fosfato, molibdato y silicato, y elementos traza como Cu,
Pb, Zn, Co, Cr y Ni (Schwertmann y Taylor, 1989), algunos de los cuales son
esenciales para la nutricién de las plantas. Los 6xidos de hierro poseen un efecto
cementante que les permite influir en la estructura de los suelos (Allen y Hajek, 1989;
Schwertmann, 1991). La goethita es el 6xido de hierro mas estable y por ello el mas
frecuente en los suelos, siendo responsable del color ocre de muchos de ellos. De
acuerdo con Chen y Barak (1982) la solubilidad de los 6xidos e hidroxidos de hierro
disminuye en el orden siguiente: Fe(OH); amorfo > Fe(OH); del suelo > y -Fe,0O3
maghemita > y -FeOOH lepidocrocita > a-Fe,O3; hemita > goethita.
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Figura 1.2. Ciclo del hierro en el suelo (Adaptada de Schwertmann, 1991).

1.3.2.2.- Asimilacion del hierro por la planta.

De los dos estados de oxidacion en que se presenta el hierro en el suelo, es
conocido que la planta toma preferentemente el Fe?* sobre el Fe*'. Para ello, se ve
obligada a reducir la forma oxidada predominante en los suelos. Este proceso lo
realiza un enzima reductasa (figura 1.3), situada en la membrana plasmatica de las
células de la raiz (Bienfait, 1985; Romheld y Marschner, 1986) que es capaz de reducir
aceptores externos de electrones de alto potencial como el ferricianuro (+360 mV) y
posiblemente O, (+280 mV), asi como moléculas de quelatos férricos sintéticos con
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potenciales menores (entre +100 y +250 mV) (Nikolic, 1998). Este enzima alcanza su
maxima actividad a pH entre 4 y 5 (Schmidt y Bartels, 1997). Las temperaturas
extremas (muy por encima o por debajo de 25°C), los valores de pH mayores de 7,5y
la presencia de metales pesados reducen la actividad de la enzima (Lucena, 2000).

Rizosfera Membrana plasmatica : Citoplasma

{ [)t-,,.--—'ATP
O -—f
)_u___.ﬂ\h ADP + (B,

Reductasa Rmica
[inducible)

Cuelato --—:\- v ‘L NADPH - NADH
slato-Fe I e NADP Y NADY

Fo*

& r_ --__'} -'F!"'“

)

Figura 1.3. Sistema estandar de reduccién de hierro en las
plantas (Buchanan et al. ,2000)

1.3.2.3.- Respuesta de las plantas a la deficiencia de hierro.

En situaciones de carencia de hierro en el medio, las plantas superiores han
desarrollado una serie de mecanismos para aumentar la disponibilidad del Fe en la
disolucién del suelo. Segun Marschner et al. (1986) y Hopkins et al., (1992) existen
dos grupos de plantas dependiendo del modelo de respuesta que desarrollen bajo este
déficit, plantas de Estrategia | y de Estrategia Il. La Estrategia | se presenta en
dicotileddneas y monocotiledéneas, excepto las gramineas.

Estrategia |.

Se caracteriza por dos subestrategias diferentes, presentandose una tercera en
algunos muchos casos. La primera subestrategia consiste en la expulsion de H* por
las raices a la rizosfera. Esta subestrategia es la menos frecuente y se presenta solo
en algunas dicotiledéneas (Marschner et al., 1986; Zocchi y Cocucci, 1990; Toulon et
al.,, 1992). Aunque la bomba redox transmembrana puede contribuir a la excrecion
neta de protones, es mas probable que el fuerte aumento en esta excrecion en
situaciones de deficiencia de hierro se deba a una mayor actividad de la bomba de
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expulsion de protones de la membrana plasmatica (ATPasa) que a la reductasa. La
acidificacion de la rizosfera, ademas de contribuir a la solubilizaciéon del hierro del
suelo, mejora la actividad de la reductasa y su afinidad por el sustrato. Esto puede
atribuirse a una neutralizacion de la carga negativa de las superficies celulares que
impide la repulsidon de los quelatos de hierro cargados negativamente por los lugares
de reduccién (Schmidt, 2006). La liberacion de H* va unida a cambios morfolégicos en
el sistema radicular de las plantas, como engrosamientos subapicales, incremento del
numero de raices secundarias, pelos absorbentes y células de transferencia (Rémheld
y Kramer, 1983; Marschner et al., 1986; Lopez-Millan et al., 2001; Romera y Alcantara,
2004).

Las células rizodérmicas de transferencia son centros de flujo de protones en
las raices con deficiencia de hierro (Rémheld y Marschner, 1986). Una vez que se
suministra hierro, las células de transferencia degeneran en uno o dos dias con la
consiguiente disminucion de la liberacion de protones.

Junto a la emisién de protones, la exudacién de acidos organicos (citrico,
oxalico, malico) por parte de la raiz de las plantas contribuye a disminuir el pH
rizosférico (Jones, 1998; Jones et al., 2003) y participa ademas en la disolucién de Fe
de procedencia mineral, favoreciendo el aumento de la disponibilidad del mismo para
la planta. La concentracién de acidos organicos en la rizosfera varia en funcion de la
especie vegetal y de la disponibilidad de P (la excrecion de acidos organicos también
es una estrategia utilizada por muchas plantas para la absorcién de P en situaciones
de deficiencia) o Fe, pudiendo alcanzar valores de 50 a 9000 pM (Jones et al., 1996 y
Dinkelaker et al., 1989, respectivamente).

La subestrategia Il, consiste en un aumento de la actividad de una reductasa
unida a la membrana plasmatica en las células de la rizodermis, responsable de la
reduccion del Fe**, lo que incrementa la velocidad de descomposicién de los quelatos
de Fe*" y consiguientemente la absorcién del hierro reducido por la planta. Se trata de
un enzima transmembrana (reductasa de quelatos férricos), capaz de reducir el Fe con
electrones provenientes de NADPH citoplasmatico (Bruggemann, 1993; Rabotti y
Zocchi, 1994; Susin et al.,, 1996; Rombola et al., 2000). Esta disociacién de los
quelatos es el principal mecanismo de la Estrategia | (figura 1.4). Segun Briggemann,
(1993), las plantas de estrategia | poseen dos sistemas de reduccién de Fe** | la
reductasa “estandar” y la reductasa “turbo”, con una capacidad reductora unas 20
veces mayor que la anterior. La actividad de la reductasa es promovida por la emision
de H" (Marschner et al., 1986; Marschner y Romheld, 1994) e inhibida a alto pH
(Schmidt, 2003) y con altas concentraciones de HCO3 en suelos calcareos (Siebner-
Freibach et al., 2003).

La tercera subestrategia se pone en marcha en ciertas especies, como
consecuencia de la acidificacion de la rizosfera, y consiste en la liberacién por las
raices de sustancias con propiedades reductoras, principalmente compuestos
fendlicos (Rémheld y Marschner, 1986) relacionados con la actividad de la enzima
peroxidasa. Entre estos compuestos estan los acidos caféico (encontrado en tomate
por Olsen et al.,, 1981), ferulico, clorogénico y el p-curamico. Parece ser que la
importancia de estos compuestos radica mas en su poder quelante que en su

Alvaro Catalina Tomas 26 Tesis Doctoral (Universidad de Valladolid)



Utilizacion de medidas de fluorescencia de la clorofila para monitorizar el estado nutricional y estimar el INTRODUCCI()N
potencial enolégico en vifiedos afectados por clorosis férrica.

capacidad reductora (Ré6mheld y Marschner, 1986). La expulsiéon de estas sustancias
aumenta al disminuir el pH.

Las respuestas frente a estrés de Fe por parte de las plantas de estrategia I,
estan reguladas hormonalmente. El etileno y el 6xido nitrico (NO) se consideran
reguladores de genes para la adquisicién de Fe en este tipo de plantas (Chen et al.,
2010; Garcia et al., 2011).

(a) ==

. ATP +
H % - H MenorpH =*==Aumentodela
= .
' _——Fel(lll) <= “* “solubilidad delFe
FRO2|
o
ﬁ P Fe(ll)
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Estrategial (no gramineas)
(b)
PS ps === Uneysolubiliza
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1
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Fe(lll) : =
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Fe(ll) &=z — Fe(ll) Arroz
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Figura 1.4. Modelos de respuesta de las plantas a la
deficiencia de hierro. a) Estrategia |, b) Estrategia Il y c)
Estrategia combinada (Walker y Connolly, 2008).
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Estrateqia Il.

Las plantas gramineas no presentan mecanismos de acidificacién del medio o
de incremento de la capacidad reductora en situaciones de escasa disponibilidad de
Fe, pero cuentan con un mejor comportamiento que las plantas de estrategia | en
dicha situacion. Estas plantas producen una serie de compuestos capaces de quelatar
el Fe* (Takagi, 1976; Romheld y Marschener, 1990; Kraemer et al.,, 2006)
denominados fitosideréforos. La estrategia |l ha sido descrita en trigo, cebada, sorgo,
arroz, maiz y diversas pratenses (Marschner y Rémheld, 1994)

Los fitosideroforos son aminoacidos que no forman parte de las proteinas.
Tienen una alta afinidad por el Fe, siendo su constante de estabilidad de 10'-10", Io
que les permite competir con la fraccion humica del suelo por la absorciéon del
elemento (Cesco et al., 2000) y aumentar la biodisponibilidad del mismo (Kraemer et
al., 2006). Ademas, los fitosideréforos son capaces de disolver los 6xidos de Fe
cristalinos, como la goethita (Hiradate y Inoue, 1998; Kraemer et al., 2006), poniendo a
disposicién de las plantas que los producen una parte del Fe a la que no tienen acceso
el resto de plantas.

Las concentraciones de fitosideréforos en la rizosfera son variables, desde el
rango micromolar (Shi et al., 1988) al milimolar (Rémheld, 1991). Su produccion es
maxima en los apices radiculares durante el dia (a las 3-6 horas desde la salida del sol
(Takagi et al., 1984; Marschner et al., 1987; Reichman y Parker, 2007). Dentro de las
gramineas, son las mas eficientes en la produccién de fitosideréforos las C3 que las
C4 (Clark et al., 1988; Kawai et al., 1988; Onyezili y Ross, 1993).

Los fitosideréforos no son especificos para el Fe y forman también quelatos
estables con otros cationes divalentes, como Zn, Ni y Cu (Murakami et al., 1989). Los
sideréforos producidos por microorganismos presentan, por el contrario, una alta
especificidad por el Fe frente a otros cationes (Parker et al., 2005; Kraemer et al.,
2006).

En definitiva, la estrategia Il es mas eficiente en la adquisicion de Fe que la
estrategia | debido a que esta Ultima precisa de la reduccién de Fe*™* a Fe*? mediante
la reductasa, cuya actividad se ve drasticamente reducida en ambientes neutros y
alcalinos (Rémheld y Marschner, 1986; Rémheld, 1991). EI mayor inconveniente de la
estrategia Il es la rapida degradacién de los fitosideréforos por parte de los
microorganismos del suelo (Takagi et al., 1988).

Cambios morfolégicos v fisioldgicos producidos en la raiz.

La deficiencia de hierro en plantas de Estrategia | (Rémheld, 1991; Lépez-
Millan et al., 2001) da lugar a considerables cambios morfoldgicos y fisiolégicos en la
raiz, aumento en el diametro de la zona apical radicular y en la formacion de pelos
radiculares. Estos cambios estan asociados a la formacién de células de transferencia
que forman parte del mecanismo de Estrategia | para la absorcion de hierro. Con el
aporte de hierro desaparecen estos cambios.
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En raices de plantas deficientes en hierro se han encontrado distintos cambios
metabdlicos que incluyen:

- Acumulacion de acidos organicos, principalmente citrato y malato (Lopez-
Millan et al., 2001; Rombola et al., 2000; Abadia et al., 2002).

- Cambio en el estado de oxidaciéon de diversas sustancias en el citoplasma
(Schmidt y Schuck, 1996). Zaharieva y Abadia, (2003) y Zaharieva et al.,
(2004) han encontrado, en raices de remolacha azucarera deficientes en hierro,
aumento de la concentracion de acido ascorbico y glutatién reducido (GSH), y
cambios en la actividad de los enzimas ascorbato reductasa de radicales libres
(AFR-R), ascorbato peroxidasa (APX), y glutation reductasa (GR), que como
componentes del ciclo ascorbico-glutatién participan en la defensa antioxidante
de las células.

- Aumento en la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y de
varios enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos (Rombola et al. 2000;
Lopez-Millan et al., 2001), probablemente como consecuencia de la
alcalinizacion del citoplasma asociada a la liberacion de protones al exterior
(Rabotti et al., 1995). El enzima PEPC cataliza la reaccion de bicarbonato con
un acido organico C3, fosfoenol piruvato, generando oxalacetato, que es
trasformado a malato por malato deshidrogenasa (Rombola, et al., 2000). Estos
acidos organicos (Pontiggia et al., 2003) podrian mantener el equilibrio idnico y
de pH en el citoplasma de las células radiculares (Davies, 1986). Todos estos
hechos parecen conducir en las raices de plantas deficientes en hierro, a una
mayor disponibilidad de aminoacidos libres, en particular aspartato y glutamato,
que daria lugar a un aumento en la sintesis de ARN y proteinas.

1.3.2.4.- Transporte de hierro en la planta.

Las responsables del transporte Fe (Il) al citoplasma parecen ser proteinas
unidas a la reductasa. La activacion de los mecanismos de respuesta en la membrana
plasmatica parece deberse a proteinas de la familia LEA (late embryofenesis
abundant) con capacidad para unirse al hierro (Schmidt, 2006).

Diferentes investigaciones (Robinson et al., 1999; Waters et al., 2002; Li et al.,
2004) han permitido conocer que:

- Los genes correspondientes a la reductasa férrica, AtFRO2, LeFRO1 y
PsFRO1, dan lugar a polipéptidos de entre 712 y 725 aminoacidos con un peso
molecular entre 80,5 y 81,5 KDa. Estas proteinas contienen lugares para la
union de FAD y NADPH.

- La regulacién de los genes de reductasa LeFRO1 es diferente en raices y en
hojas (Schmidt, 2006), lo que indica importancia distinta de la etapa de
reduccion en la absorcion de hierro por las hojas.

- La principal ruta para la entrada de hierro en las células radiculares es IRT1
(Iron Regulated Transporter 1) una proteina de la familia ZIP (Zrt-, Irt-like
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Protein), con gran afinidad por el hierro. Todos los transportadores ZIP
caracterizados hasta la fecha introducen cationes divalentes en el citoplasma.
Estos transportadores parecen estar codificados por familias multigénicas, lo
que sugiere que cada uno de ellos tiene una funcion especifica (Gaither y Eide,
2001). La naturaleza exacta del i6bn que transportan puede ser muy diversa, asi
como su especificidad, pero tipicamente incluyen Fe?*, Zn*, Mn?* y Co?* (Eide
et al.,, 1996; Zhao y Eide, 1996; Korshunova et al., 1999), aunque también
pueden transportar cationes no esenciales como el Cd** (Weber et al., 2004).
Los miembros de esta familia de transportadores deben su nombre a dos de
ellos: IRT1, de Arabidopsis thaliana (Eide et al., 1996) y ZRT1 (Zinc Regulated
Transporter 1) de Saccharomyces cerevisiae (Zhao y Eide, 1996). Su expresion
génica esta inducida en la epidermis radicular por la deficiencia de hierro. Con
el aporte de hierro la proteina se degrada impidiendo que se produzca una
absorcion de hierro hasta niveles toxicos. Schmidt, (2006) ha encontrado una
regulacion similar para el enzima regulador de la reduccion de hierro (AtFRO,
enzima quelato reductasa, localizada en la membrana de las células
epidérmicas de la raiz de Arabidopsis thaliana) que para IRT1.

- La activacion de la proteina H*-ATPasa en la membrana plasmatica no se
produce en todas las especies de Estrategia |, y cuando lo hace varia en
funcion de distintos factores como el equilibrio en la toma catién/anion,
exudados radiculares, y la forma en que sea absorbido el nitrégeno (Juarez-
Sanz et al., 2007).

Tras la absorcion, el exceso de hierro es complejado o secuestrado en las
células para evitar el efecto téxico en el citoplasma debido a la generacion de radicales
libres via efecto Fenton producida por el Fe (lI) (Mengel y Kirkby, 2001). Para evitar
esta toxicidad el ion ferroso es transportado hasta los cloroplastos donde es oxidado a
Fe(OOH) y secuestrado por una fosfoproteina multimérica denominada fitoferritina
(Theil, 1987), Esta fitoferritina constituye una reserva de Fe no téxica en el interior de
la célula, importante para procesos como la germinacion de las semillas (Lobreaux y
Briat, 1991) o la formacién de nédulos de las leguminosas (Ko et al., 1987).

El hierro se transporta a través del cortex radicular via simplasto por medio de
los plasmodesmos, al parecer en forma de Fe (ll)-nicotinamida (Stephan, 2002). A
continuacion, todavia en el simplasto del sistema radicular, el Fe (ll) sufre una
oxidacion a Fe (lll). Una vez en forma de Fe (lll) se transporta a la parte aérea de la
planta via xilema, en forma de un complejo soluble de dicitrato (Tiffin, 1970; Lopez-
Milldn et al., 2001; Mengel y Kirkby, 2001; Stephan, 2002). Una vez el Fe llega a las
hojas, debe atravesar de nuevo la membrana plasmatica de las células foliares. Este
paso requiere de nuevo la reduccion de Fe (lll) a Fe (ll), llevada a cabo por un enzima
reductasa similar al de la raiz (Briggemann et al., 1993; Gonzalez-Vallejo et al., 1998,
1999, 2000; Rombola et al., 2000). La capacidad para transportar el hierro esta
relacionada con la respuesta de las plantas a estados carenciales.

Aunque el transporte se realiza fundamentalmente por via xilema, también se
ha encontrado Fe en el floema. El transporte en el floema se realiza como Fe(lll)-
nicotinamina (Becker et al., 1992; Stephan y Scholz, 1993).
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1.3.2.5.- Funciones del hierro en la planta.

La facilidad del hierro para cambiar de estado de oxidacion y formar quelatos
estables y solubles hace que esté implicado en un gran numero de funciones
fisiologicas (figura 1.5). El hierro se presenta en los vegetales formando parte de
numerosos sistemas enzimaticos (Marschner et al., 1986; Terry y Zayed, 1995; Mengel
y Kirkby, 2001), tanto hemidicos como no hemidicos. Dentro de los sistemas
enzimaticos hemidicos se encuentra en: citocromos y complejos proteicos hierro-
porfirinicos (constituyentes de los sistemas redox de cloroplastos, mitocondrias y de la
nitrato reductasa), leghemoglobina (enzima implicada en el proceso de fijacion del
nitrégeno -Marschner, 1995-), catalasas (intervienen en la fotorespiracion y en el ciclo
de Calvin y facilitan la dismutacién de H,O, en H,O y O, en los cloroplastos -Rémheld
y Marschner, 1990-) y peroxidasas (favorecen la eliminacion de H,O, en los
cloroplastos y catalizan la polimerizacion de fenoles para producir lignina -Marschner,
1995-).

|FUNCIDNES DEL HIERRO EM LA PLANTA |
|

|
FOTOSINTESIS | SISTEMAS ENZIMATICOS | | HERRO DE RESERVA
|
[ ] : 3
Sintesis de clorofilas Rédox Mo Rédox S
Integridad de cloroplastos
Hemidicas No Hemidicas
Citocromos Ferredoxina
Leghemaglobina 50D
Peroxidasas NADH desh.
Catalasas Mitragenasa
MR

Figura 1.5. Funciones del Fe en la planta (Alvarez-Fernandez, 2000).

El hierro juega un papel muy importante en la fotosintesis, no sélo por su
accion en la sintesis de clorofilas (Miller et al., 1984) sino también por su influencia en
la morfologia de los cloroplastos (Terry y Abadia, 1986; Marschner, 1995). Cuando el
efecto de la deficiencia de hierro es considerado a nivel ultraestructural, el nUmero de
membranas tilacoides por cloroplasto disminuye marcadamente (Platt-Aloia et al.,
1983).

Los sistemas enzimaticos no hemidicos se caracterizan porque el Fe esta
incorporado con un grupo tiol de cisteina o con S inorganico formando enlaces Fe-S o
con ambos a la vez (Rémheld, 1991). EI mas conocido de los componentes de los
sistemas no hemidicos es la ferredoxina, proteina que actua como aceptor final de
electrones en la fotosintesis, la reduccién de nitrato y de sulfato (Mengel y Kirkby
2001; Marschner, 1995). Otros enzimas con hierro no hemidico son las riboflavinas, la
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acotinasa (que cataliza la isomerizacion de citrato a isocitrato en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos), y las superoxidodismutasas (isoenzimas que eliminan los radicales
libres).

Las plantas deficientes en Fe acumulan unas 200 veces mas riboflavinas que
las plantas sanas. Esta acumulacion se produce porque la carencia da lugar a
alteraciones en el metabolismo de las purinas, donde el enzima xantina oxidasa se ve
fuertemente dafado (Schlee et al., 1968).

Hay una serie de enzimas menos conocidas en las que el hierro actua bien
como un componente metalico en reacciones redox o como un elemento de unién
entre enzima y sustrato (Marschner, 1995). Entre ellas estan las lipoxigenasas que
regulan la peroxidacion de lipidos, estando implicadas en procesos de senescencia y
en la resistencia a enfermedades.

1.3.3.- Propiedades del suelo que afectan a la disponibilidad de
hierro para las plantas.

1.3.3.1.- Formas de hierro en el suelo.

En general, los éxidos de Fe™ son poco solubles, y se ordenan por solubilidad
decreciente en: ferrihidrita (FesOgH-4H,0) > maghemita (y—Fe,O3) > lepidocrocita (y—
FeOOH) > hematites (a — Fe,O3) > goethita (a—FeOOH) (Lindsay y Schwab, 1982). En
suelos calcareos predominan los éxidos de Fe cristalinos como la goethita y hematites,
en menor proporcion ferrihidrita y mas raramente lepidocrocita y maghemita
(Schwertmann, 1991).

La disponibilidad de Fe para la planta esta en funcidn del contenido,
mineralogia y cristalinidad de los 6xidos de Fe del suelo (Loeppert y Hallmark, 1985),
de manera que las formas amorfas, como la ferrihidrita, son mas facilmente
movilizables por la planta (Vempati y Loeppert, 1986). El tamafo de particula de los
minerales de Fe** influye mucho en su reactividad, que esta légicamente condicionada
por su superficie reactiva.

Para determinar la disponibilidad de Fe en el suelo para las plantas se utilizan
diferentes métodos:

- Extraccién con oxalato aménico a pH 3 (Feo) (Schwertmann, 1964)
modificado por Benitez et al. (2002) para suelos calcareos a fin de evitar un
aumento del pH de la disolucién debido a los carbonatos. Este reactivo disuelve
los 6xidos de Fe poco cristalinos, el Fe complejado por la fraccién organica v,
parcialmente, los o6xidos de Fe menos solubles (Borggaard, 1982). Es la
fraccion de Fe mas interesante desde el punto de vista de la clorosis férrica,
pues ha mostrado buena correlacion con la concentracion foliar de clorofila en
varias especies cultivadas en suelos calcareos (Morris et al., 1990; Del
Campillo y Torrent, 1992; Yangulas et al., 1997; Benitez et al., 2002; Reyes et
al., 2006; Diaz et al., 2009b).
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- Extraccién con citrato-ascorbato a pH 6 (Fec,) (Reyes y Torrent, 1997), que
disuelve también los 6xidos de Fe poco cristalinos. Tiene menor valor predictivo
de clorosis férrica que el método de extraccién con oxalato.

- Extraccion con DTPA (acido dietilentriaminopentaacético) a pH 7,3 (Feptpa)
(Lindsay y Norvell, 1978), utilizado como estimacién del Fe “labil”, es decir, el
Fe de la disolucion del suelo y el muy facilmente soluble de la fase sdlida.

- Extraccion con hidroxilamina, propuesto para cuantificar los 6xidos de Fe no
cristalinos (Hall et al., 1996) y que ha sido modificado por de Santiago et al.
(2008) para dar una estimacion del Fe mas fitodisponible en suelos calcareos.

1.3.3.2.- El pH del suelo.

La solubilidad de Fe y, por tanto su disponibilidad para la planta, esta
influenciada por el pH de la disolucion del suelo. Esta solubilidad disminuye 1000
veces por cada unidad que aumenta el pH, para valores de pH superiores a 4 (Brown,
1978), llegandose a alcanzar concentraciones de Fe cercanas a 10" M para los
valores de pH tipicos de los suelos calcareos (figura 1.6). Estas concentraciones estan
muy alejadas de las necesarias para un crecimiento éptimo de las plantas, que deben
ser superiores a 10”7 M (Loeppert, 1986).

Raquerimmenlo de Fe para crecimmenlo
- % optimo de las plantas

Fe(OH)*

Figura 1.6. Solubilidad de las distintas especies de Fe.

En condiciones acidas y no oxidantes predomina la forma Fe®* soluble sobre la
forma oxidada Fe®* (figura 1.7). Sin embargo, en presencia de oxigeno y en medio
alcalino, el Fe*" es oxidado rapidamente a Fe**, que precipita en forma de 6xidos e
hidroxidos
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Fe(OH),
FeOH'

Log(Actividad)

—— Fe(lll)
—_ Fe(ll)

pH

Figura 1.7. Efecto del pH sobre las especies Fe?* y Fe(OH)* en
comparacion con las especies hidroxiladas de Fe(lll) en equilibrio
con el Fe del suelo (Lindsay y Schwab, 1982).

1.3.3.3.- Carbonatos e ion bicarbonato.

El contenido de carbonatos del suelo tiene gran influencia sobre las
propiedades fisicas y quimicas de los suelos y con la disponibilidad de Fe. Sin
embargo, diversos autores han mostrado que esta variable no estd siempre bien
correlacionada con el contenido de clorofila en hoja (Loeppert et al., 1988; del Campillo
y Torrent, 1992; Yanguas et al., 1997).

(Drouineau, 1942) definié el equivalente de carbonato calcico activo (ECCA) o
“caliza activa”, como la fraccion de carbonato capaz de reaccionar con el oxalato
aménico a pH alcalino. Este parametro constituye una mejor herramienta que el
contenido total en carbonatos para la prediccién de la incidencia de la clorosis férrica
en plantas sensibles en suelos calcareos, dado que ofrece una medida del tamafo de
particula y de la superficie especifica de los carbonatos. Esta fraccién de los
carbonatos es mas reactiva y, por lo tanto, capaz de generar y mantener altos niveles
de HCO3- en la solucién del suelo (Inskeep y Bloom, 1986). Sin embargo, esta medida
tampoco esta sistematicamente correlacionada con el grado de clorosis férrica
(Clemens, 1990; del Campillo y Torrent, 1992; Benitez et al., 2002, Reyes et al., 2006).
Juste y Pouget (1972) propusieron el “indice de Poder Clorosante” (IPC), definido
como la relacién entre los contenidos en CaCOg; y el Fe del suelo extraido con DTPA
(mg-kg™) [IPC=(CaCO; /Fe?)10*] para predecir el riesgo de clorosis férrica en vid. La
relacién Feo, / ECCA, también ha resultado ser una buena variable explicativa de la
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concentracion foliar de clorofila en girasol y garbanzo (del Campillo y Torrent, 1992) y
vid (Reyes et al., 2006).

En los suelos calcareos, la calcita (CaCOj3;) regula la concentracion del ion
bicarbonato (HCOj3;) en la disolucién del suelo. Las reacciones de equilibrio de
produccion de HCOj3; permiten apreciar que la hidrdlisis del carbonato calcico se ve
favorecida por la actividad del agua y la presién parcial de diéxido de carbono:

2H" (aqg) + CaCO; (s) — Ca*" + CO; (g) + H20 (1)

COz (g) + Hz0 (1) — HCO3' (aq) + H" (aq)

La concentracion de HCOj™ es considerada por muchos investigadores como el
parametro mas determinante en la induccién de clorosis férrica en plantas de
estrategia | sobre suelos calcareos y alcalinos (Boxma, 1972; Coulombe et al., 198443,
1984b; Mengel et al., 1984; Romera et al., 1992; Nikolic y Kastori, 2000; Lucena et al.,
2007). El HCO3 tampona el pH del suelo entre los valores de 7,5y 8,5 en los que la
disponibilidad del Fe es minima (Loeppert et al. 1984; Lindsay, 1984; Loeppert, 1986,
1988; Wei et al. 1997), favoreciendo su oxidacion y paso a compuestos de baja
solubilidad (Lindsay, 1984).

A nivel de la planta, altas concentraciones de HCOj3; se han relacionado con
incrementos del pH del apoplasto y de Fe no disponible para las células (Mengel,
1994). Esto esta de acuerdo con la “paradoja de la clorosis”, fendmeno por el cual se
detecta una mayor concentracion de Fe total en hojas cloréticas que en hojas no
cloréticas (Bavaresco et al., 1999). Diversos ensayos han mostrado una inhibicion de
la capacidad reductora de las raices (Nikolic et al., 2000; Rémheld, 2000; Nikolic y
Rémheld, 2002; Lucena et al., 2007) y de la expresion de genes implicados en la
adquisiciéon de Fe (Lucena et al.,, 2007) en presencia de altas concentraciones de
HCOj3, lo que se puede traducir en una menor absorcion y translocacién de Fe a la
parte aérea de las plantas.

Garcia et al. (2011) propusieron un modelo de regulacion de la expresién de
genes relacionados con la absorcion de Fe en plantas de estrategia I, en el que el
6xido nitrico (NO) junto al etileno juegan un papel fundamental. Posteriormente, Garcia
et al. (2013) han mostrado que el bicarbonato puede bloquear la accion hormonal del
etileno sobre la regulacion génica de la respuesta a la deficiencia de Fe por parte de
las plantas de estrategia |.

1.3.3.4.- Presencia de sustancias complejantes: materia organica y
actividad microbiana.

El Fe tiene capacidad de asociarse con ciertos compuestos organicos
naturales, formando complejos estables y facilitando la movilidad de este elemento en
la disolucion del suelo y su adquisicién por la planta (Lindsay, 1991). Estas moléculas
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proceden principalmente de la transformacioén de la materia organica (acidos humicos
y fulvicos, aminoacidos...), de exudados de las raices (fitosideréforos) o segregados
por algunos microorganismos (sideroforos). Sin embargo, con un exceso de materia
organica, el Fe puede quedar fijado en compuestos humicos poco solubles (Sanz-
Encinas y Montafiés, 1997).

La presencia de materia organica aumenta la disponibilidad de Fe para las
plantas por contribuir a acomplejar el Fe** (Bloom, 1981; Pinton et al., 1999) y
estabilizar los 6xidos de Fe poco cristalinos, evitando su cristalizacion (Schwertmann,
1964). Los suelos cultivados de areas mediterraneas cuentan, por lo general, con
contenidos bajos en materia organica (Torrent, 1995).

La actividad microbiana puede verse incrementada con la aportacion de
materia organica al suelo, aumentando la solubilidad del Fe por la mayor presencia de
sideréforos (Chen et al.,, 2010) y acidos organicos (Loeppert y Hallmark, 1985;
Masalha et al., 2000; Crowley, 2001; Hoberg et al., 2005) de origen microbiano.

Por otra parte, la respiracion de los microorganismos del suelo (junto a la de las
raices) puede incrementar la presion parcial de CO, hasta niveles 10-100 veces
superior a la atmosférica, reduciendo el pH (Hinsinger et al., 2003) pero favoreciendo
la produccion de HCOj'. Las condiciones que favorezcan la formacion de HCOj™ (alta
humedad, compactacién y drenaje inadecuado) pueden provocar un efecto de la
materia organica contrario al descrito anteriormente (Chaney, 1984; Loeppert, 1986).

1.3.3.5.- Interaccién del hierro con otros elementos.

La disponibilidad de Fe para la planta puede verse afectada por la
concentracion de otros nutrientes en la soluciéon del suelo.

Nitrégeno.

La concentracién y forma de nitrégeno predominante en la disoluciéon del suelo
puede incidir en la nutricién férrica de las plantas. La absorciéon del N en forma de
nitrato (NOj3’), provoca un aumento del pH en la disolucion del suelo, al contrario que
cuando lo hace en forma de amonio (NH,"), y esto puede alterar la disponibilidad de
Fe. Los experimentos de Kosegarten et al. (1998 y 2001) con plantulas de girasol en
cultivo hidropoénico conteniendo distintas formas de N (NO3; o NH;") y en presencia de
HCOj; (simulando condiciones de suelos calcareos) revelaron que el NO;™ aumenta el
pH del apoplasto de las células de hojas jovenes, inactiva el Fe e induce clorosis
férrica (reduce la clorofila en hoja y el crecimiento foliar) a diferencia de lo ocurrido con
el N en forma NH,". Nikolic y Rémheld, (2003) observaron que la presencia de NO3 en
la solucién nutritiva reducia el Fe disponible para las raices al elevar el pH aunque no
inactivaba el Fe en el apoplasto.

Evidencias de que la deficiencia de Fe es inducida y agravada con la aplicacion
de nitratos se han observado en especies tan variadas como el aguacate (Bar y
Kafkafi, 1992), espinaca (Assimakopoulou, 2006) o guisante (Wiersma, 2010).
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Fosforo.

La concentracion de P en disolucién en suelos calcareos es muy baja, por lo
que algunos autores afirman que no puede ser inductor de clorosis férrica (Kolesch et
al.,, 1987a; Mengel y Kirkby, 2001). No obstante, el P puede formar compuestos
insolubles con el Fe (Hirsch et al., 2006) o ser adsorbido por los 6xidos de Fe (Cornell
y Schwertmann, 2003) debido a la alta afinidad por los grupos hidroxilo de la superficie
de los mismos (Torrent, 1987; Schwertmann y Taylor, 1989; Bigham et al., 2002).
Ademas, el fosfato compite con ciertos compuestos que facilitan la absorcion de Fe,
como los acidos organicos (Geelhoed et al., 1999) y los sideréforos (Hiradate y Inoue,
1998) por los sitios de adsorcion de la superficie de los 6xidos de Fe. De esta manera,
el fosfato puede reducir la solubilidad del Fe y, por tanto, su disponibilidad para la
planta (Borggaard, 1991; Celi et al., 2003; Cornell y Schwertmann, 2003; Zheng et al.,
2009).

Brown et al. (1955), citaron por primera vez al fosfato como uno de los factores
que causan y/o agravan la clorosis férrica. Desde entonces, otros autores (Brown et
al., 1959; Brown y Olsen, 1980; Chaney y Coulombe, 1982, Kolesch et al., 19873,
1987b) han apoyado esta hipotesis. Estos autores indican que la induccion de clorosis
férrica se produce por la precipitacion del Fe del suelo como fosfato de Fe(lll), la
interferencia en la reduccion de Fe(lll) en los quelatos (Brown y Olsen, 1980), o la
inmovilizacion de Fe dentro de la planta (Cumbus et al., 1977). Segun Brown (1960), el
bicarbonato actua indirectamente porque incrementa la concentracién de fosfato en la
disolucion del suelo, al que se considera causante de la clorosis férrica. Sanchez-
Sanchez-Rodriguez et al. (2014) informaron que la aplicacion de fertilizantes
fosfatados en suelos que inducen clorosis férrica agrava la deficiencia, con distinta
intensidad dependiendo de la especie vegetal y del estatus de Fe y P en el suelo.

El fosfato puede adsorberse en la superficie de los 6xidos de Fe, compitiendo
con los agentes quelantes y haciendo al Fe menos disponible para la planta (Mengel y
Guertzen, 1986). De Kock (1981) sugirié que relaciones altas de P/Fe y K/Ca en los
tejidos vegetales identificarian situaciones de clorosis férrica. Maldonado-Torres et al.
(2006) encontraron que el grado de clorosis férrica en las hojas de Citrus aurantifolia
disminuia significativamente cuando las concentraciones foliares de P/Fe y K/Ca se
incrementaban.

Sin embargo, segun Mengel et al. (1984), los elevados niveles de P
encontrados en hojas cloréticas son probablemente el resultado de la inhibicién del
crecimiento (efecto de concentracion) y de este modo serian una consecuencia y no
una causa de la clorosis férrica.

Parece razonable asumir que en los suelos calcareos, caracterizados por tener
bajas concentraciones de P en disolucion, el fosfato no sea el principal inductor de la
clorosis férrica (Mengel y Kirkby, 2001). Las sales de Fe(lll) en presencia de grandes
cantidades de P (relacion P/Fe = 0,5%) evolucionan a 6xidos de Fe poco cristalinos
como ferrihidrita y lepidocrocita (Galvez et al., 1999), ya que el i6n fosfato dificulta la
cristalizacion de los 6xidos de Fe (Schwertmann y Taylor, 1989).
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En los estudios de Romera et al. (1991) sobre caracterizacion de la tolerancia
de cultivares de melocotonero a la clorosis férrica, el fosfato aplicado a la solucién
nutritiva no indujo clorosis férrica. En ese mismo trabajo, la susceptibilidad a la clorosis
férrica inducida por bicarbonato estuvo inversamente correlacionada con el contenido
en Fe de las hojas jévenes y con la capacidad reductora en las raices, pero no con el
contenido en P de las hojas jévenes. Romera et al. (1992), estudiando el efecto del
bicarbonato, el fosfato y pH alto sobre la capacidad reductora del Fe(lll) de las raices
de plantas cloréticas de girasol y pepino, mostraron que un aumento de la dosis de
fosfato exclusivamente no tenia efecto inhibitorio sobre la capacidad reductora, pero
este efecto se incrementaba cuando se aplicaba conjuntamente fosfato y bicarbonato.

Ladouceur et al. (2006) estudiaron el efecto de la concentracion de P sobre el
nivel de nutrientes minerales en plantas de cebada. Los resultados mostraron que el
crecimiento y el nivel de clorofila de las plantas fertilizadas con baja concentracion de
P (0.5, 5 y 50 ymol-L™") eran mayores que en las plantas control. Igualmente, la
cantidad acumulada de nutrientes minerales en la parte aérea fue mayor para K, Fe y
Cu en plantas con baja dosis de P que en las plantas control, sugiriendo que el P
compite fisiolégicamente con el Fe en los tejidos vegetales.

Sin embargo, Samar et al. (2007) han mostrado en manzano que niveles de P
en el suelo de hasta cuatro veces el de referencia no tenian un efecto negativo en el
nivel de clorofila y peso seco de la hoja, superficie foliar, y peso de las raices. De
modo similar, Balal et al. (2011) han demostrado que diferentes niveles de fertilizacion
fosfatada en patrones del género Prunus no incrementaban la sensibilidad a la clorosis
férrica.

Potasio.

El potasio interviene en la absorcion y transporte de Fe por la planta (Hughes et
al., 1992). El potasio participa en el correcto funcionamiento de las enzimas implicadas
en esos procesos (Tagliavini y Rombola, 2001) y en el balance iénico, que permite la
adecuada nutricion férrica (Marscher, 1995).

Las plantas sensibles ven mermada su capacidad de respuesta a la clorosis
férrica cuando la nutricién potasica es deficiente (Jolley et al., 2004), reduciéndose la
emision de H*, disminuyendo la capacidad reductora de Fe (plantas de estrategia I) y
modificandose la emision de fitosideréforos (plantas de estrategia Il) (Hughes et al.,
1990 y 1992; Sakaguchi et al., 1999; Neumann y Rémheld, 2001). Por otra parte, el K
potencialmente puede afectar a la absorcion de Fe a través de su papel en el equilibrio
idnico general y facilitar la circulacion de acidos organicos tales como el citrato dentro
de la planta (Marschner 1995).

El potasio podria intervenir en la funcionalidad de dos enzimas criticos
asociados con la respuesta al estrés por carencia de hierro, la ATPasa y la reductasa
Fe*, afectando también a la actividad de una proteina de membrana implicada en el
movimiento de iones H* y a la acumulacion de citrato para el transporte de Fe
(Marschner et al. 1986). Mengel y Schubert (1985) han informado de que el K estimula
la actividad de la ATPasa en la membrana plasmatica de la raiz, mientras que el
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impacto sobre la actividad de la reductasa férrica podria ser indirecto, ya que esta
regulacion de la ATPasa proporcionaria niveles de pH apoplastico mas favorables para
la actividad de la reductasa férrica (Tagliavini y Rombola, 2001).

Chen y Barak (1982) y Loeppert et al. (1994) indicaron que altos contenidos de
K" en el suelo pueden favorecer la dispersion de arcillas y su posterior compactacion,
limitando la respuesta de las plantas a la clorosis férrica. Loeppert et al. (1994) han
apuntado que altos niveles de Na y K en el suelo pueden provocar un incremento en la
incidencia de la clorosis debido al deterioro que se puede generar en la estructura,
relaciones hidricas y aireacion del suelo.

Belkhodja et al. (1998) han observado un aumento de la concentracion de Ky
de la relacion K/Ca en tejidos vegetales de melocotoneros afectados por deficiencia de
hierro. La alta concentracion de K en las hojas y flores de los arboles cloréticos puede
estar causada por el aumento de la actividad ATPasa de la membrana plasmatica que
interviene en la excrecion de protones (Marschner, 1995), y estar asociada con la
acumulacion de acidos organicos que se producen en condiciones de deficiencia de
Fe (Welkie y Miller, 1993). Para Bavaresco y Poni (2003) y Russo et al. (2010), los
contenidos foliares de K y Ca aumentan en paralelo a la intensidad de la clorosis
férrica en vid, mientras que los de Mg bajan. El mayor contenido de K en las plantas
cloréticas podria estar relacionado con un pH mas alto en el apoplasto de la hoja
(Nikolic y Romheld, 1999) que dificulta la movilizacion de Fe (Monge et al., 1993;
Singh et al., 1995).

Micronutrientes.

La clorosis férrica puede ser confundida con otras carencias de
micronutrientes, como Cu, Zn o Mn, que pueden aparecer simultaneamente. Por otro
lado, la absorcién de Fe puede ser interferida por la de esos otros metales, ya que los
mecanismos de adquisicion de todos estos micronutrientes por las plantas de
estrategia | estan muy relacionados. Asi, concentraciones elevadas de Cu?*, Zn** y
Mn?* en el medio pueden inducir deficiencia de Fe (Cohen et al., 1998; Foy et al.,
1998; lzaguirre-Mayoral y Sinclair, 2005; Adiloglu, 2006; Aref, 2011; Shanmugam et
al.,, 2011), lo que se atribuye a la competencia entre los iones por los sitios de
absorcion (Kochian, 1991; Welch, 1995). Por esta misma razén, tanto Zn?* como Mn?*
son mas facilmente absorbidos por las raices de las plantas deficientes en Fe que por
las plantas normales (Alcantara et al., 1994; Cohen et al., 1998; Korshunova et al.,
1999; Eckhardt et al., 2001). La presencia de elevadas concentraciones de otros
microelementos en el medio puede provocar alteraciones estructurales y bioquimicas
en los sistemas de transporte que dificulten su afinidad por el Fe* (Zaharieva y
Rémheld, 2000). Lucena et al. (2003) indicaron que el Fe compite con otros
micronutrientes por su translocacién en la planta.

Vose (1982) presenta evidencias de que en suelos neutros o ligeramente
acidos la deficiencia de Fe puede ser inducida por altos niveles de Cu, Zn o P. Para
Loue (1988), la absorcién de Fe tiende a decrecer segun aumenta la presencia de
iones de cobre, cinc y manganeso (con mayor intensidad en ese orden). Belkhodja et
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al., (1998) en estudios en melocotonero sefialaron que la clorosis férrica aumentaba la
concentracion foliar de Mn, mientras que las de Cu y Zn no se veian afectadas.

La deficiencia de Fe suele ir acompafnada por la acumulacion de Mn, Zn y Cu
en los tejidos, mientras que las deficiencias de estos nutrientes estimulan la
acumulacion de Fe (Welch et al., 1993; Kobayashi et al., 2003; Chen et al., 2004b;
Zheng et al., 2005; Russo et al., 2010). La causa de estas interacciones entre
micronutrientes no parece ser debida a los efectos del Mn o Zn en la reductasa de Fe
segun Alcantara et al. (1994), que comprobaron que el Mn, Pb, Zn y Mo no tienen
efecto sobre la enzima, al contrario que Ni, Cu y Cd. Sin embargo, para Bojovic et al.
(2012) el Pb tiene la capacidad de bloquear ciertos transportadores de Fe. Yi y
Guerinot (1996) sugirieron que la mayor tasa de movilizacion de Cu?* por las plantas
cloréticas si puede causar una inhibicién de la actividad quelato reductasa de hierro.
Concentraciones de Mn excesivas en los tejidos vegetales pueden alterar la actividad
enzimatica, la absorcién, translocacion y la utilizacion de otros elementos minerales
(Ca, Mg, Fe y P), causando estrés oxidativo (Ducic y Polle, 2005; Lei et al, 2007).

Yi y Guerinot (1996) sugieren que el mayor porcentaje de Mn, Zn y Cu en las
plantas con clorosis férrica puede constituir una estrategia de defensa de las plantas
para equilibrar la insuficiente disponibilidad de Fe®*. La competencia entre Cu®* y Fe?
ha sido observada en muchos estudios con soluciones deficientes en Fe, donde la
clorosis es menos evidente si las soluciones también eran deficientes en Cu (Russo et
al., 2010).

Schenkeveld et al. (2008) observaron una disminucién de la absorcion de Mn
con el aumento del contenido del quelato 0,0-FeEDDHA en el suelo, que no puede
atribuirse a una disminucion de la concentracion de Mn en disolucion. Segun los
autores, si la absorcién de Mn y Fe estan regulados por los mismos sitios de captacion
en la superficie de la raiz, tratamientos con FeEDDHA pueden aumentar la
competencia del Fe en estos lugares de absorcion. La absorcién de Fe tiene lugar ya
sea a través de una reduccion como de una divisién del quelato (Chaney et al., 1972;
Marschner et al., 1989), o bien a través de la captacion del complejo en su conjunto
(Bienfait et al. 2004). Los complejos de FeEEDDHA pueden servir como una reserva de
reabastecimiento en solucion, evitando el agotamiento de Fe® en la rizosfera debido a
la absorcion de Fe por la planta y la cinética de disolucion lenta de hidréxidos de Fe.

Se asume que hay una competicion entre los nutrientes por las moléculas que
quelatan o transportan al Fe, como los acidos organicos, fitosideréforos y las proteinas
transportadoras (Kobayashi et al., 2003). En esta linea, Cohen et al. (1998)
comprobaron que el transportador de Fe IRT1 (Iron Regulated Transporter) podia
movilizar otros metales divalentes como Mn?** and Co?*, Zn**. La proteina NRAMP3
(Natural Resitance Associated Macrofage Protein) es capaz de transportar Mn**, Fe?* y
Cd?* (Millaleo et al., 2010).
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1.3.3.6.- Otros factores.

Contenido en arcilla del suelo.

Las propiedades de la arcilla y, concretamente, su capacidad de intercambio
catatonico (CIC), tienen una considerable influencia en la incidencia de la clorosis
férrica. Las arcillas participan en la estabilizacion de los 6xidos de Fe poco cristalinos,
aumentando la disponibilidad de Fe para las plantas (Vempati y Loeppert, 1986;
Golden et al.,, 1997; Krishnamurti et al., 1998). Diversos ensayos mostraron
correlaciones positivas entre el contenido de arcilla y la concentracion de clorofila en
hojas de sorgo y soja (Loeppert y Hallmark, 1985), garbanzo y girasol (Del Campillo y
Torrent, 1992) y olivar (Benitez et al., 2002) desarrollados en suelos calcareos.

Por otra parte, un alto contenido de arcilla en el suelo puede provocar
problemas de compactacion, dificultando la aireacién y favoreciendo la produccion de
HCOj, al aumentar la presion parcial de CO, (Mengel et al.,, 1984, Romera et al.,
1992).

Arcillas como la montmorillonita y la caolinita adsorben Fe en suelos acidos y
condiciones reductoras (Ellis y Knezek, 1972). En suelos con elevados valores de pH,
la arcilla tiene una baja capacidad de retencién de iones Fe** y Fe?*.

Condiciones reductoras del suelo.

Las condiciones reductoras pueden producirse en la rizosfera debido a la
presencia de capas freaticas, por lluvias o riegos excesivos. El encharcamiento de los
suelos calcareos es un factor inductor de clorosis férrica al favorecer la produccion de
HCOj". Sin embargo, en estas condiciones, una parte del Fe se encontrara en forma
reducida, mas soluble que la forma oxidada que predomina en condiciones de suelo
aireado.

Diversos experimentos han puesto de manifiesto que, un drenaje adecuado de
los suelos aumenta la biodisponibilidad de Fe para las plantas con el consiguiente
alivio de la clorosis férrica (Velazquez et al., 2004; Sanchez-Alcala 2012).

Vigor y condiciones de crecimiento de las plantas.

La luz intensa favorece el amarilleamiento de las hojas cloréticas (Hidalgo,
1999), mientras que por el contrario la luz tenue atenua los sintomas.

Las bajas temperaturas disminuyen el desarrollo radicular y por tanto provocan
una reduccion de la absorcion de Fe por la planta. Por otro lado, las temperaturas
elevadas provocan un crecimiento mas rapido aumentando con ello las necesidades
de hierro con posible agravacion de los sintomas de clorosis.
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Otras causas.

Todas las causas que disminuyen el vigor y, en consecuencia, la sintesis de
materias hidrocarbonadas, como, por ejemplo: un tiempo frio en primavera, un mal
agostamiento de la madera del afo anterior, el granizo, etc. perturban el metabolismo
de la vid, pudiendo acentuar la clorosis. Un desarrollo muy rapido de la vegetacion,
seguido de un periodo de crecimiento ralentizado, puede crear también un déficit de
hierro soluble en las plantas cultivadas en terreno calizo.

El vigor del portainjerto y el conferido a la variedad por el mismo son factores
importantes que intervienen en cierta medida para modificar la resistencia a la clorosis.
La edad del vinedo es importante, en general las cepas mas jovenes son mas
sensibles que las que llevan muchos afos vegetando (Hidalgo, 1999).

1.3.4.- Efecto de la clorosis férrica en la planta.

En plantas cloréticas el nivel de fotosintesis es menor, lo que provoca un lento
y reducido crecimiento, limita la productividad potencial y disminuye
considerablemente el rendimiento y el vigor del vifiedo (Anderson, 1982; Chen y
Barak, 1982; Tagliavini y Rombola, 2001). Por otro lado, la clorosis produce una
maduracién deficiente de las uvas, con una reduccion de la acumulacion de azucares
(Hidalgo, 1999), asi como desequilibrios fendlicos y bajos niveles de pigmentos.

1.3.4.1.- Pigmentos foliares.

El efecto mas claro de la deficiencia de Fe es una gran disminucion de las
concentraciones de pigmentos fotosintéticos en las hojas de las plantas afectadas (Val
et al., 1987; Morales et al., 1990, 1994; Bavaresco et al., 2003). La inhibicién de la
formacion de clorofila bajo condiciones de deficiencia de hierro es, al menos en parte,
el resultado de una alteracién de la sintesis de proteinas, consecuencia de un
descenso drastico en el numero de ribosomas en las hojas (Lin y Stocking, 1978).

El principal efecto de la deficiencia de hierro en hojas se produce en los
cloroplastos, que ven alterada la estructura y funcionalidad de los tilacoides (Spiller y
Terry, 1980; Terry y Abadia, 1986; Terry y Zayed 1995), que va acompafada de una
disminucién en todos los pigmentos captadores de luz: clorofilas a y b y carotenos. Sin
embargo, la deficiencia de Fe no disminuye en la misma medida todos los pigmentos
fotosintéticos. La clorofila b se ve mas afectada que la clorofila a, y la luteina y las
xantofilas V + A + Z son menos afectadas que los otros carotenoides (Morales et al.
1990, 1994, 2000, 2001). Ademas, los carotenos disminuyen en menor proporcion que
las clorofilas (Terry, 1980; Abadia, 1992; Terry y Zayed, 1995).

Cuando las plantas se desarrollan en hidroponia se encuentra una correlacion
entre el contenido de clorofilas y de Fe en las hojas, dando lugar a contenidos de
hierro total bajos en las hojas cloréticas (Terry, 1980; Terry y Low, 1982; Abadia, 1992;
Chen et al., 2004a; Smith y Cheng, 2006; Sabir et al., 2010). Sin embargo, cuando las
plantas se desarrollan en el campo, esa relacion no se verifica, y las hojas cloréticas
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suelen contener una concentracién de Fe igual o superior a la de las hojas verdes
(Chen y Barak, 1982; Mengel y Malissiovas, 1982; Mengel y Blbl, 1983; Mengel et al.,
1984; Abadia et al., 1985; Abadia et al., 1989; Abadia, 1992; Morales et al., 1998b). A
este hecho se le denomina paradoja de la clorosis férrica (chlorosis paradox)
(Zaharieva y Romheld, 2000; Bavaresco et al., 1999). Morales et al. (1998b) sugieren
que, en condiciones de deficiencia de hierro, parte del hierro tomado desde el suelo
por la reductasa se inmoviliza y se acumula como formas inactivas en las hojas.

En experiencias llevadas a cabo con remolacha cultivada en hidropénico y en
peral cultivado en campo (Morales et al. 1990, 1994, 2000), se ha observado que la
relacion de contenidos de clorofila a/clorofila b en hoja aumenta en condiciones de
clorosis férrica. Una explicaciéon para el incremento en esta relaciéon podria ser una
fotodestruccion preferencial de clorofila b (Diez-Altarés, 1959) en condiciones de
campo a plena luz solar, especialmente en hojas cloréticas, donde la densidad de flujo
de fotones incidente puede llegar a ser muy alta a causa del bajo contenido en
pigmentos.

Las concentraciones foliares de carotenoides disminuyen con la deficiencia de
Fe en menor grado que las de clorofilas (Terry, 1980; Morales et al., 1990, 1994,
2000). La deficiencia de Fe afecta también al ciclo de las xantofilas, que se desplaza
hacia la zeaxantina (Morales et al., 1990, 1994, 2000).

La proporcion carotenoides/clorofilas ha sido ampliamente estudiada como
indicadora de estrés (Grover et al, 1986; Schoner y Krause, 1990; Penuelas y Filella,
1998). El aumento de esta relacion puede ser debido a varias razones: (1) una
disminuciéon en el contenido de clorofila por una menor sintesis 0 aumento de la
degradacién; (2) un aumento de los carotenoides que funcionan como fotoprotectores
y antioxidantes en el metabolismo de la planta; y (3) una mayor persistencia de los
carotenoides en relacion a la clorofila en las hojas senescentes (Filella et al., 1995;
Martinez-Pefalver et al., 2011).

1.3.4.2.- Aparato fotosintético.

El hierro es un constituyente de las cadenas de transporte de electrones, tanto
en las mitocondrias como en los cloroplastos. Cuando el efecto de la deficiencia de
hierro es considerado a nivel ultraestructural, el numero de membranas tilacoides por
cloroplasto disminuye marcadamente, mientras que otros organulos que contienen
hierro, por ejemplo, mitocondrias y peroxisomas, no se ven afectados (Platt-Aloia et
al., 1983).

Estos hechos conducen a una reduccién en la capacidad fotosintética de las
plantas afectadas por deficiencia de hierro que se traduce en una disminucion de la
sintesis de azucares, almidon y algunos aminoacidos, y acumulaciéon de otros,
alteraciones en la sintesis de proteinas, y enriquecimiento de los lipidos en acidos
grasos insaturados (Terry y Abadia, 1986; Abadia, 1992; Terry y Zayed, 1995). Al igual
que las raices, en las hojas y en la savia del xilema se acumulan &cidos organicos,
principalmente citrato y malato, y se incrementa la actividad de PEPC
(Fosfoenolpiruvato carboxilasa) y de distintos enzimas del ciclo de los &acidos
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tricarboxilicos como malato deshidrogenasa (MDH), aconitasa, fumarasa, citrato
sintetasa y isocitrato deshidrogenasa (Lopez-Millan et al., 2001). El incremento
observado en las actividades de los enzimas implicados en la sintesis de acidos
organicos (PEPC y MDH) es menor que el aumento encontrado en citrato y malato, lo
que indica que malato y citrato serian proporcionados a las hojas por las raices via
xilema, algo posiblemente asociado con el aumento de la fijacion anaplerética del CO,
en las raices de las plantas deficientes en hierro a través del enzima PEPC (Lopez-
Millan et al., 2001; Rombola et al., 2000). Es muy probable que los aniones organicos
jueguen un importante papel en el transporte de hierro desde las raices a las hojas
(Tiffin, 1966; Lépez-Millan et al., 2001).

La reduccion en la fotosintesis neta en condiciones de deficiencia de hierro ha
sido observada en muchas especies de plantas (Terry and Abadia 1986, Abadia 1992,
Morales et al. 2000, Larbi et al. 2006) y se atribuye principalmente a la disminucion de
la eficiencia del fotosistema Il (PSIl), debida al cierre de centros de reaccion y a la
propia reduccion de la eficiencia intrinseca del fotosistema Il (Morales et al. 2000;
Covarrubias et al, 2014). Ademas, la eficiencia de captacion de luz y de la
carboxilacion por parte de la Rubisco en las hojas se ve regulada a la baja en
respuesta a la deficiencia de Fe (Larbi et al. 2006). Se ha visto que la deficiencia
causa una reduccién en la regeneracién de RuBP, que no estaria asociada a niveles
bajos de ATP y NADPH, y que tendria su causa en una inactivacion de la enzima
Ru5Pkinasa (Arulanantham et al., 1990).

Ranieri et al. (2003) han observado que las hojas de girasol deficientes en
hierro presentan una acumulacion significativa de H,O. y una reduccion significativa de
la actividad del enzima ascorbato peroxidasa (APX) y del contenido en acido
ascorbico. La acumulacion de H,O, puede ser debida tanto a un aumento en su
produccién, como a una disminucion en la capacidad de la hoja para eliminarlo,
provocada por la disminucién en las actividades de los enzimas eliminadores de
radicales libres oxigenados, que tienen como componente o cofactor al hierro:
ascorbato oxidasa (ASA), APX y peroxidasas (POD).

1.3.4.3.- Vigor, rendimiento y calidad de la uva.

Como consecuencia de la disminucién de la capacidad fotosintética, la clorosis
férrica reduce el crecimiento vegetativo y la produccion de fruto en muchas especies
vegetales (Hurley et al., 1986; Tagliavini y Rombola, 2001; Pestana et al., 2003). Las
pérdidas de rendimiento en cultivos frutales pueden ser debidas a la disminucién en el
numero de frutos por arbol, la disminuciones en el tamafo del fruto o una combinacion
de ambos factores (Alvarez-Fernandez, 2006). En la vid, la deficiencia de Fe induce
una reduccion de la tasa de cuajado, disminuye el diametro de la baya y la
compacidad de los racimos (Bavaresco et al., 2010a).

Las condiciones de estrés por clorosis férrica pueden disminuir el tamafo de la
hoja, la fotosintesis del conjunto del dosel y la produccion total de materia seca
(Kosegarten et al., 1999; Bavaresco y Poni, 2003; Bertamini y Nedunchezhian 2005).
La clorosis puede inducir una reduccion del crecimiento de los racimos, el
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acortamiento de los entrenudos de los pampanos y una reduccion del crecimiento de
los brotes que puede llegar al 50% en vid (Gruber y Kosegarten, 2002; Jiménez et al.
2007).

Bavaresco et al. (2006) observaron que la reduccion marcada en el contenido
en materia seca de las hojas en las plantas de vid cloréticas frente a los controles era
debida a una disminucion de grosor y de area de la hoja, lo que indicaba que la
division y expansion celular fueron perjudicadas significativamente por la reduccién de
la asimilacién de CO..

Una severa carencia nutricional de hierro puede causar una drastica reduccion
en la longevidad y la productividad del vifiedo, el crecimiento de la raiz y tallos y
pérdidas en el rendimiento y la calidad de la uva (Bavaresco et al. 2003), lo que se
traduce en una pobre calidad de los mostos, al reducir el contenido en azucares y
antocianos acumulados en las bayas durante la maduracion, e incrementando la
acidez total (Castino et al., 1987; Veilksar et al., 2005). Sin embargo, la clorosis férrica
leve puede mejorar la calidad del vino debido al incremento en la calidad de la uva en
cuanto a los sélidos solubles, pH, antocianinas y el resveratrol (Bavaresco et al. 2005).
Este autor atribuyé la alta concentracion de azucar y polifenoles como probablemente
consecuencia de la reduccion del rendimiento de uva, relacionado con un peso medio
del racimo y de la baya mas bajo. Las concentraciones totales de antocianinas y
polifenoles fueron mayores en vides cloréticas debido a la mayor proporcion de la
hollejo/pulpa como consecuencia de la reduccion de tamano de las bayas.

La composicidon de los frutos juega un papel critico en la calidad de los vinos.
Los compuestos fendlicos, antocianinas y taninos, son los responsables del color y
astringencia de los vinos tintos (Ribéreau-Gayon y Glories, 1987). La sintesis y
acumulacion de los compuestos fendlicos en las uvas durante la maduracién (Pirie y
Mullins, 1980; Smart y Robinson, 1991) esta muy influenciado por la capacidad
fotosintética de la vina y la exposicion de los frutos a la radiacién solar. La vid (Vitis
vinifera L.) es rica en compuestos fenilpropanoides, como flavonoides y estilbenos, los
cuales, estan presentes en la mayoria de los tejidos, se describen como antioxidantes
y se sabe que se acumulan en respuesta a estrés biodtico y abidtico (Tavares et al.,
2013). En este sentido, Bavaresco et al. (2005) encontré que las condiciones de estrés
por deficiencia de hierro inducida en suelos calcareos aumentaba los niveles de
antocianinas no solo debido a la concentracidon, sino también a una biosintesis
mejorada en los hollejos de las uvas. Los mecanismos bioquimicos involucrados no
estan claros, pero se pueden especular que el hierro es parte constitutiva de los
enzimas implicadas en la sintesis de la lignina, y puede cambiar la via shikimato hacia
otros compuestos fendlicos incluyendo antocianinas.

Cuando la deficiencia de hierro no llega a ser severa, ésta provoca en las
bayas una depresién de la actividad peroxidasa, aumenta la concentracion de trans-
resveratrol e incluso promueve una acumulacién de antocianinas y polifenoles
(Sijmons et al., 1985; Bavaresco et al, 2010a).

Las consecuencias de la clorosis férrica en la calidad de la uva estan en
funcion del nivel que alcance la fisiopatia en la campana, y también en funcion de los
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efectos acumulativos de la misma que se manifiestan en las cepas afo tras ano, con la
disminucién de vigor y tamano del follaje que ello conlleva (Martin et al., 2007a).

1.3.5.- Métodos de diagnostico de la clorosis férrica.

El efecto mas obvio de la deficiencia de Fe es la gran disminucion de las
concentraciones de pigmentos fotosintéticos en las hojas de las plantas afectadas (Val
et al., 1987; Morales et al., 1990, 1994). Algunos instrumentos portatiles como por
ejemplo el SPAD (Soil Plant Analysis Development) estiman el nivel de clorofila a partir
de las diferencias en las absorbancias de las hojas a 650 nm y 940 nm (Minolta, 1989),
y proporcionan una medicidén cuantitativa objetiva de la clorosis foliar asociada a la
deficiencia de hierro (Peryea y Kammereck, 1997). No obstante, el amarillamiento del
tejido foliar puede ser causado por otros factores distintos a la clorosis férrica, como
drenaje insuficiente, sequia, dafios parasitarios y otras deficiencias nutricionales como
las de Mn y Zn (Keller, 2005). Por esta razon, el contenido clorofilico foliar no puede
ser la unica herramienta para el diagnéstico de la clorosis férrica.

El estado nutricional de las plantas respecto a un elemento habitualmente se
valora comparando su concentracién total en hoja con unos patrones considerados de
referencia (por encima, exceso de asimilacion, por debajo carencia). Sin embargo,
este modo de operar no es valido para el caso de la clorosis férrica, ya que es muy
comun encontrar plantas cloréticas con concentraciones foliares de hierro, sobre
materia seca, significativamente superiores que las de plantas sanas. El hecho,
conocido como “paradoja de la clorosis” (Bavaresco et al., 1999; Zaharieva y Rémheld,
2000), es consecuencia de una acumulacién de hierro fisiolégicamente inactivo en las
hojas enfermas, asi como de un menor desarrollo de estas hojas, lo que produce un
efecto de concentracion del elemento en los tejidos.

Pestana et al. (2003) subrayan que para el diagnéstico de la clorosis férrica
inducida por carbonatos, es fundamental utilizar analisis de suelo en que se incluye
mediciones de la disponibilidad de hierro obtenidas mediante extractantes capaces de
quelatar el metal, asi como pruebas que determinen el contenido de cal activa.

Se han desarrollado parametros biométricos capaces de diagnosticar la
deficiencia de hierro a nivel de laboratorio, como determinar el area foliar, el peso
radicular y el peso foliar (Alvarez-Fernandez et al., 2005).

Los analisis de la concentracion de Fe total, Fe extractable, relaciones entre
micronutrientes u otros compuestos quimicos en diferentes estructuras vegetales
(hojas, flores, brotes, etc.) se han estudiado como métodos de diagnédstico de la
clorosis férrica (Morales et al., 1998; Bavaresco et al., 1999; Rémheld, 2000; Tagliavini
y Rombola, 2001; Nikolic y Rémheld, 2002; Abadia et al., 2004; Alvarez-Fernandez et
al., 2005). Los analisis de flores se estan investigando para obtener informacion
anticipada respecto del estado nutricional de hierro en diferentes especies vegetales,
tal como se ha sefalado para citricos y melocotonero (Belkhodja et al., 1998; Toselli et
al., 2000; Pestana et al., 2003). Segun Belkhodja et al. (1998) y Pestana et al. (2003),
el patron de acumulacion de Fe en los arboles frutales es estacional, siendo mayor el
contenido de Fe en flores que en hojas de las especies de hoja caduca.
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La deficiencia de hierro modifica la asimilacién de otros nutrientes. Por ejemplo,
en hojas cloréticas las concentraciones de fésforo y potasio tienden a ser mas
elevadas que en hojas sanas, mientras que las de calcio tienden a ser mas bajas
(Jones y Wallace, 1992). Modificaciones como éstas permiten que las proporciones
relativas de nutrientes en los tejidos vegetales puedan utilizarse como indices de
referencia del estado nutricional de la planta en cuanto al hierro. La eficacia de
relaciones como Fe/Mn, P/Fe y K/Ca en hoja como parametro de diagndstico de la
clorosis ha sido evaluada por varios autores (Abadia et al., 1989; Belkhodja et al.,
1998), obteniéndose resultados diferentes en funcién de la especie y de las
condiciones de cultivo consideradas.

Los estreses ambientales afectan los procesos de la fotosintesis. Estos
procesos pueden ser modificados de manera diferencial, ya que mientras algunos son
inactivados o regulados a la baja, otros en cambio permanecen relativamente
inalterados. En el caso de la deficiencia de Fe, la reducciéon de la tasa fotosintética en
las hojas cloréticas se ha atribuido a la reduccién de la eficiencia de fotosistema Il
(Morales et al. 2000; Covarrubias et al, 2014), una variable que puede ser estimada
mediante medidas de la fluorescencia de la clorofila.

La medida de la fluorescencia de la clorofila podria ser una herramienta muy
util para detectar el estrés en las plantas en una etapa temprana, cuando no hay
sintomas visibles. Esta técnica, no invasiva, proporciona informacion rapida y extensa
acerca de la eficiencia fotosintética, la integridad del aparato fotosintético, la
funcionalidad de los diferentes mecanismos fotoprotectores y la tasa de transferencia
de electrones (Maxwell y Johnson, 2000; Baker y Rosenqvist, 2004). Muchos autores
han estudiado el comportamiento de diferentes parametros de la fluorescencia de la
clorofila de las hojas en condiciones de clorosis férrica (Allakhverdiev et al., 1987;
Setlik et al., 1990; Morales et al., 1994; 1998a; Bertamini et al., 2001; Bertamini et al.,
2002; Netto et al., 2005; Bavaresco et al., 2006).

1.3.6.- Prevencion y métodos de correccion.

En la inmensa mayoria de los casos, sufrir las consecuencias de la clorosis
férrica en el vifedo y tener que recurrir de modo continuado a medios quimicos de
lucha, caros y poco eficientes, es la consecuencia directa de un grave error: no haber
elegido el portainjerto adecuado en el momento de la plantacién. Antes de establecer
un vifedo es necesario realizar un analisis quimico del suelo para considerar la
posibilidad de realizar enmiendas y abonados de fondo y para elegir el patron que
mejor se adapta al tipo de suelo (Gonzélez y Martin, 2006).

El patron, al margen de otras posibles consideraciones, debe tener unos
niveles de tolerancia superiores a los registros de IPC detectados en el suelo. La
disponibilidad de portainjertos de vid tolerantes a niveles altos de caliza activa del
suelo es muy amplia. El 41-B es el patron que mas se utiliza en los suelos calizos
espafioles, pero existen otros con niveles superiores de tolerancia de caliza como el
333-EMo el 140-Ru (Gonzélez y Martin, 2006).
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En plantaciones ya establecidas existen diversos factores que pueden agravar
0 minimizar la carencia de hierro y que pueden ser modificados mediante las técnicas
de cultivo. Conviene conocer estas medidas culturales que, aunque no son capaces de
solucionar el problema de la clorosis, si pueden servir para retrasar la aparicion de los
primeros sintomas, o disminuir los niveles de afectacién en las plantas. Las practicas
viticolas que eliminan la compactacion del suelo (labores profundas, mejora de la
estructura) y su alcalinizacién (aguas de riego apropiadas, abonados de reaccion
acida), asi como las que evitan los encharcamientos (buen drenaje, control de la
frecuencia y volumen de riegos, etc.), contribuyen a defender mejor al cultivo frente a
la clorosis.

Las cubiertas vegetales, temporales o permanentes, previenen la aparicion de
la enfermedad al reducir la compactacion del suelo, aumentan la porosidad, la filtracion
de agua y el contenido en materia organica. Las gramineas de las cubiertas en
condiciones clorosantes generan fitosideréforos capaces de quelatar el hierro en el
suelo. En este sentido, Bavaresco et al., (2010a) en cv. Merlot injertado sobre 3309C
compararon tres tratamientos correctivos en suelo calcareo: aplicacién al suelo de
quelato de hierro EDDHA, cubierta vegetal con Festuca ovina, y la aplicacion al suelo
de vivianita (fosfato de hierro), concluyendo que la gestion del suelo con Festuca ovina
fue el método mas eficaz y sostenible para superar la clorosis calcica.

Con independencia de las medidas culturales comentadas anteriormente,
cuando un vifedo presenta sintomas de clorosis férrica, es necesario recurrir a
tratamientos correctores. Estos tratamientos consisten basicamente en la aportacion
de compuestos quimicos que incrementan la disponibilidad de hierro para el cultivo. Se
pueden aplicar mediante implantes sélidos en la planta, inyecciones de productos
liquidos al suelo o al tronco, fertirrigacion o pulverizaciones foliares.

Entre los correcciones aplicadas al suelo estan las sales inorganicas (sulfato
ferroso, nitrato ferroso, fosfato ferroso...), quelatos de hierro sintéticos, complejos
naturales de hierro (citratos, lignosulfonato, humatos, u otras materias organicas,
enmiendas acidificantes (acidos organicos o inorganicos, azufre, polisulfuros...).

Una opcion para luchar contra la clorosis férrica es la acidificacién del suelo
mediante la aplicacion de acidos organicos o inorganicos o productos acidificantes
como el azufre y los polisulfuros. Estos tratamientos disminuyen el pH del suelo,
neutralizan los bicarbonatos, reducen la superficie reactiva de los carbonatos y
aumentan la solubilidad de los 6xidos de hierro. Sin embargo, el empleo de esta
técnica en viticultura esta muy limitado debido a que es necesario aplicar grandes
cantidades de producto, con unos costes dificilmente asumibles (Gonzélez y Martin,
2006).

La aplicacion de sulfato ferroso al terreno da resultados variables y muchas
veces de poca persistencia, sobre todo en suelos muy calizos donde el hierro se
inactiva rapidamente. La localizacion del producto es un factor critico para conseguir
una buena eficacia de los compuestos inorganicos de hierro. La apertura de surcos
profundos en el terreno cuando se emplean abonadoras localizadoras secciona parte
de las raices de la vifia, lo que favorece la emision de nuevas raicillas que garantizan
la absorcion del hierro aplicado.
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El fosfato ferroso o vivianita (Fe;(PQO,).-8 H,0) presenta un elevado contenido
en hierro, mayor del 30%, y unos efectos mucho mas persistentes que los del sulfato
ferroso. Aunque la vivianita es poco soluble al pH de la mayoria de los suelos, la
liberacion de hierro se ve favorecida al irse eliminando el ién fosfato por distintas vias:
absorcion por las raices, adsorcion superficial en algunos minerales y precipitacion al
reaccionar con cationes de la disolucién del suelo. El fosfato impide la formacién de
compuestos cristalinos de hierro, de modo que el i6n ferroso liberado por la vivianita
puede ser tomado directamente por las raices o bien oxidarse y precipitar como éxidos
de hierro no cristalino (ferrihidrita). Estos 6xidos constituyen una fuente fundamental
de hierro para las plantas en suelos calizos (Roldan et al., 2002). El hecho de que las
particulas de vivianita tengan un tamafio comprendido entre 5 y 10 ym y baja
solubilidad al pH de los suelos calcareos, favorece la lenta liberacion de Fe a la
disolucién. Esto permite que una aplicacién de vivianita en el suelo tenga un efecto
prolongado en el tiempo como se ha observado durante tres afos en olivar (Benitez et
al., 2002) cinco en peral (del Campillo et al., 1998) y tres en vifiedo (Diaz et al.,
2009a).

El Fe-EDDHA y sus homodlogos (Fe-EDDHMA, Fe-EDDHSA y Fe-EDDCHA)
son los quelatos correctores de la clorosis mas eficaces y comunmente usados en
terrenos calizos (Chen y Barak, 1982; Wallace, 1983), ya que son estables incluso a
valores de pH de la solucién del suelo superiores a 9 (Alvarez-Fernandez et al., 2002).
Los quelatos Fe-DTPA y Fe-EDTA, mas baratos que los anteriores, deben emplearse
exclusivamente en suelos acidos, ya que con pH superiores a 6,5 ven desplazado el
hierro de sus moléculas por elementos como Ca, Zn y Cu, precipitando a continuacion
en forma de 6xidos e hidroxidos insolubles (Lucena et al., 1987).

Los quelatos sintéticos son productos mas caros, pero su eficacia en la
correccion de la clorosis férrica supera con creces a la de las sales inorganicas de
hierro, al menos en aplicaciones al suelo. Debido a su coste, los quelatos se emplean
sobre todo en cultivos intensivos o en aquellos casos en que se requieran pocas dosis
para la recuperacion de las plantas. En viticultura, la aplicacion de quelatos esta
indicada especialmente en produccion de uva de mesa, aunque puede aplicarse
también en uva de vinificacion si el precio de la uva lo merece.

La aportacion de quelatos de hierro al suelo debe hacerse antes de la
brotacién, a finales de invierno, localizando el producto en profundidad mediante
inyectores, abonadoras localizadoras o riego localizado. La incorporaciéon simultanea
de quelatos y materia organica favorece la asimilacion del hierro por parte de la planta.

En los complejos naturales de hierro, el agente complejante puede ser citrato,
lignosulfonato, humatos u otras moléculas organicas. Estos productos son mucho mas
inestables que los quelatos sintéticos, y por ello se usan unicamente en fertirrigacion o
en pulverizacion foliar.

Entre los correctores aplicados a la planta se pueden citar las sales inorganicas
de hierro (principalmente sulfato ferroso), quelatos sintéticos, complejos
organominerales de hierro (poliflavonoles o lignosulfonato).
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Las inyecciones de disoluciones férricas en el tronco tienen interés sobre todo
en vifas jovenes. Aunque su eficacia es moderada, los efectos del producto tienen una
persistencia de unos dos o tres afnos (Rease et al., 1986). Las disoluciones mas
utilizadas incorporan sulfato ferroso, citrato-Fe y citrato-aménico-Fe. También existe la
posibilidad de hacer implantes de productos soélidos en el tronco y brazos de las cepas,
de modo similar a como se hace en arboles frutales. Se usan pastillas elaboradas con
los mismos compuestos férricos que se aplican en las inyecciones, a los que se
afaden sustancias peletizantes. Los implantes se colocan en orificios de unos 8 mm
de diametro que se abren con un taladro y que se sellan luego con mastic. Como en el
caso de las inyecciones, la persistencia del producto es de varios afios.

En caso de aplicar quelatos sintéticos por via foliar, no es necesario tener en
cuenta su comportamiento en funcion del pH. Se utilizan los mas baratos: Fe-EDTA y
Fe-DTPA. En vifiedos muy afectados por la clorosis, los tratamientos foliares a base
de sales inorganicas de hierro pueden no resultar completamente efectivos por si
mismos, pero puede ser recomendable llevarlos a cabo como complemento a los
tratamientos de suelo con quelatos sintéticos (Fernandez y Ebert, 2005). Las
aplicaciones foliares deben realizarse al observar las primeras manifestaciones de la
carencia en primavera. Es conveniente pulverizar el liquido en finas gotas y con
maquinaria adecuada para lograr una buena cobertura del follaje y también anadir
tensoactivos y mojantes que favorezcan la adherencia del producto (Fernandez et al.,
2006).

Algunos complejos organominerales de hierro, como los poliflavonoides o
lignosulfonatos, que se pueden utilizar como correctores de la clorosis por via foliar
(Raese et al., 1986), tienen gran interés en agricultura ecoldgica, cuya normativa
reguladora permite su uso, y no el de los quelatos de sintesis. No obstante, las
eficiencias obtenidas en la correccion de la clorosis con complejos naturales de hierro
son muy variables en funcién de la naturaleza del producto y del cultivo considerados.
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1.4.- PARAMETROS DE FLUORESCENCIA CLOROFiILICA.
APLICACIONES PARA LA DETECCION Y SEGUIMIENTO DE
SITUACIONES DE ESTRES NUTRICIONAL.

Solo una parte de la energia luminosa absorbida por las moléculas de la
clorofila es aprovechada por la planta para realizar la fotosintesis, esto es la energia
fotoquimica. El exceso de energia puede ser disipado como calor, o puede ser
reemitido en forma de fluorescencia. Entre estos tres fendmenos existe una
competencia de modo que el aumento de un componente supone un descenso en los
otros dos (Maxwell y Johnson, 2000). Habitualmente, la fluorescencia emitida por la
clorofila supone entre un 1 y un 3% de la luz total absorbida (Maxwell y Johnson, 2000;
Lichtenthaler, 2003).

Los procesos de generacion de fluorescencia de la clorofila se ilustran en la
figura 1.8. Cualquier cosa que afecta a la fotosintesis afectara a la emision de
fluorescencia de la clorofila, lo que hace de ella una herramienta versatil para evaluar
el estado fotosintético y detectar cambios fisioldgicos y ambientales de las plantas
(Maxwell y Johnson, 2000).

del P680* ala Feofitina

Radiacion
Transferencia de electrones

Calor Electrones donados al P680* Moléculas implicadas
desde las moléculas de agua enel transporte de
| Fluorescencia de la clorofila | electrones

|
Complejo antena

Figura 1.8. Generacion de la fluorescencia de la clorofila en el fotosistema Il (Guo y
Tan, 2015).

El espectro de la fluorescencia es diferente al de la luz absorbida, con un pico
de emisién a una longitud de onda mayor. En realidad, el espectro de emisién de la
clorofila muestra un pico a 682 nm ademas de un “hombro” menor a 740 nm
aproximadamente (Oxborouhg, 2004). Por ello, la fluorescencia puede ser cuantificada
mediante la exposicion de la hoja a una longitud de onda conocida, menor de 670 nm
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y midiendo la luz emitida a una mayor longitud de onda, entre 670 y 750 nm (Maxwell y
Johnson, 2000; Oxborouhg, 2004).

Es evidente que la medida de la fluorescencia de la clorofila es una de las
técnicas mas populares de la fisiologia vegetal, debido a la facilidad con la que se
puede obtener informacion detallada sobre el estado del fotosistema Il en una amplia
gama de situaciones a un costo relativamente bajo. Ha tenido un papel importante en
el estudio de los mecanismos fundamentales de la fotosintesis, las respuestas de las
plantas a los cambios ambientales, la variacion genética y la diversidad ecoldgica
(Baker y Rosenqvist, 2004; Furbank et al., 2009; Murchie y Lawson, 2013).

Hay una gran demanda de metodologias para la evaluacién del estado
fotosintético que dan informacion detallada del estado fisioldgico de las plantas, a
menudo en relacion con parametros de crecimiento y desarrollo, nivel de rendimiento y
deteccién de situaciones de estrés (Montes et al., 2007; Furbank et al., 2009). Estas
metodologias requieren un elevado numero de mediciones en un corto periodo de
tiempo. Es muy importante que los protocolos utilizados y los parametros medidos
sean apropiados para el estudio particular que se plantee. El usuario se enfrenta a una
gran variedad de opciones que incluyen el tipo de aparato de medicién, la
configuraciéon del instrumento, la forma de alcanzar el periodo de adaptacion a la
oscuridad, y las condiciones ambientales en que se hacen las mediciones (Krause y
Weiss, 1991; Maxwell y Johnson 2000; Adams et al., 2004; Logan et al 2007; Baker,
2008; Murchie y Lawson, 2013).

1.4.1.- El efecto Kautsky.

Al medir la fluorescencia de la clorofila, nos encontramos con que sus valores
no permanecen constantes, sino que van variando segun se desarrolla la medida. Este
es el denominado “efecto Kautsky”. Cuando una hoja adaptada a la oscuridad tras un
periodo minimo de unos 20 minutos (Lichtenthaler, 2003) es sometida de repente a
condiciones de iluminacion saturante, el valor de la fluorescencia aumenta durante un
periodo de tiempo de aproximadamente un segundo. Esto se explica porque los
centros de reaccion del fotosistema Il inicialmente se encuentran abiertos (la quinona
primaria aceptora de electrones del fotosistema Il estd oxidada al maximo), pero se
van cerrando a medida que los fotones inciden sobre ellos (Maxwell y Johnson, 2000).
Estos cambios en la fluorescencia son muy interesantes a la hora de poder detectar
diferencias en el estado fotosintético de las plantas (Baker y Rosenqvist, 2004).

A continuacion, el nivel de fluorescencia cae progresivamente en unos pocos
minutos. Este fendmeno es denominado “apagado o disipacién de la fluorescencia”.

Existen dos explicaciones para entender esto. En primer lugar, hay un
incremento del flujo de electrones transportados por el fotosistema Il, debido
principalmente a la activacién de enzimas del metabolismo del carbono por parte de la
luz y la apertura de estomas, con la consiguiente transformacion de la energia
luminica en energia quimica. Esto es conocido como “apagado fotoquimico”
(photochemical quenching). En segundo lugar hay un incremento de la eficiencia con
la que la energia es convertida en calor. Este ultimo proceso es conocido como
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“apagado no fotoquimico” (non-photochemical quenching, NPQ) (Maxwell y Johnson,
2000).

Para distinguir entre el “apagado” fotoquimico y el no fotoquimico, en cultivo in
vitro se puede recurrir a la aplicacion de quimicos que inhiben el fotosistema I,
reduciendo asi la parte fotoquimica a cero (Baker y Rosenqvist, 2004). Sin embargo,
en condiciones normales de cultivo se aplica un flash de luz de alta intensidad y corta
duracién. De este modo se consigue cerrar momentaneamente todos los centros de
reaccion del fotosistema Il. Si el pulso de luz es lo bastante breve, no se incrementa la
fraccién no fotoquimica, y no se producen cambios en la eficiencia de la fotosintesis a
largo plazo. La medida de la fluorescencia durante el flash, es el equivalente a la
obtenida en ausencia de “apagado fotoquimico”, es decir, la fluorescencia maxima
(Fm). Comparando este valor con la medida de la fluorescencia en presencia de luz
solar (Fs) y la medida de la fluorescencia en ausencia de luz fotosintéticamente activa
(Fo) podemos obtener informacion acerca de la eficiencia del “apagado fotoquimico” y
por tanto, del estado del fotosistema Il (Maxwell y Johnson, 2000).

1.4.2.- Parametros de la fluorescencia.

Las alteraciones del metabolismo fotosintético, que pueden ser inducidas por
muchos factores bidticos y abioticos, modifican significativamente la cinética de la
emision de la fluorescencia caracteristica de las plantas. Por otra parte, la inhibiciéon de
reacciones metabdlicas no relacionadas directamente con la fotosintesis también
puede modificar los procesos intermediarios de la fotosintesis y, por tanto, alterar la
tasa de fotosintesis y la emisién de fluorescencia caracteristicas (Barbagallo et al.,
2003; Baker y Rosenqvist, 2004).

Al medir la fluorescencia se obtiene una gréafica de la que se pueden extraer el
valor de algunos parametros importantes (Figura 1.9). Al comenzar la medida
obtenemos el valor de fluorescencia minima (Fo) aplicando sobre una hoja adaptada a
la oscuridad una luz de muy baja intensidad (por debajo de 1 mol de fotones m? s™).
Esta medida muestra el nivel de fluorescencia cuando la quinona primaria aceptora de
electrones del fotosistema Il (Qa) estan oxidadas al maximo (centros de reaccion del
fotosistema |l abiertos) (Baker y Rosenqvist, 2004). Cuando aplicamos un flash de luz
saturante con la hoja adaptada a la oscuridad, la fluorescencia aumenta hasta un nivel
maximo (Fm) (Maxwell y Johnson, 2000) y muestra el nivel de fluorescencia cuando la
Qa esta reducida al maximo (centros de reaccion del fotosistema Il cerrados). La
diferencia entre Fm y Fo se llama fluorescencia variable (Fv), que muestra la habilidad
del fotosistema Il de fotorreducir la Qa (Baker y Rosenqvist, 2004). Al aplicar luz
actinica y flashes de luz saturantes en intervalos apropiados, obtenemos los valores
de fluorescencia maximos en la hoja adaptada a la presencia de luz (Fm”). Este valor
de Fm’ es considerablemente menor que el valor de Fm generado por la hoja
adaptada a la oscuridad. En el caso de hojas adaptadas a la luz, la fluorescencia
variable (Fv’) es la diferencia entre Fm” y Fo’. El valor de la fluorescencia
inmediatamente anterior al flash se denomina Fs. Después del flash, eliminando la luz
actinica se puede medir Fo” (Maxwell y Johnson, 2000).
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Blanco  Medicién solo de luz
Amarillo Pulsos saturados, fotosistema Il cerrado

Naranja Florescencia variable
Verde Apagado fotoquimico

Tiempo (min.) &

685 umol de fotones-m-2-s-1

0,1 umol de fotones-m-2-s-t 0,1 umol de fotones-m-2-s-1

Figura 1.9. Grafica del analisis de la fluorescencia usando un
sistema modulado (Baker y Rosenqvist, 2004).

Como la medida de la fluorescencia se produce en unidades relativas a la
intensidad de luz aplicada sobre la clorofila, las relaciones entre estos parametros
seran las herramientas mas utiles para conocer el estado fotosintético de la planta.

Entre los coeficientes que hacen referencia a los procesos fotoquimicos de la
hoja, hay que destacar la eficiencia del fotosistema Il (®PSII), que se puede calcular
como:

®PSIl = (Fm" — Fs)/Fm’

Este parametro indica la proporcion de luz absorbida por la clorofila asociada al
fotosistema Il y que es usada en los procesos fotoquimicos. En laboratorio se ha
encontrado una relacién lineal entre este parametro y la fijacién de carbono, aunque
en ciertas condiciones de estrés se pueden encontrar que esta relacion puede no
existir (Maxwell y Johnson, 2000).

El “apagado fotoquimico” (qP) se calcula como:
gP = (Fm" = Fs)/(Fm" - Fo")

Este factor determina la eficiencia de la capacidad de la hoja para eliminar
electrones de los aceptores de la quinona del PSIl, que esta directamente relacionado
con la velocidad a la que los productos de la fotosintesis de transporte de electrones
(NADPH y ATP) se consumen.

A diferencia del parametro anterior, qP da informacién acerca de la proporcion
de los centros de reaccion del fotosistema Il que se encuentran abiertos. Por el
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contrario, (1 — qP) nos dara la proporcién de centros de reaccion cerrados (Maxwell y
Johnson, 2000).

La maxima eficiencia del fotosistema Il (Fv/Fm). Maxima eficiencia con la que la
luz absorbida por las antenas del fotosistema Il es convertida en energia quimica
(reduccion de la Qa):

Fv/Fm = (Fm — Fo)/Fm = (®PSIl/qP)

La dificultad de estimacién de gP y Fv/Fm es la necesidad de estimar el valor
de Fo en el momento de la medicion. En el laboratorio se consigue poniendo las hojas
en oscuridad y aplicando iluminacién en el rojo cercano (>680 nm) unos segundos
antes e inmediatamente después de la iluminacién para la medida (Maxwell y
Johnson, 2000).

Respecto a los procesos no fotoquimicos, el parametro mas utilizado es el
“apagado no fotoquimico” (NPQ):

NPQ = (Fm — Fm’)/Fm’ = (Fm/Fm’) — 1

El valor obtenido tiene una relacién lineal con la disipacion de energia en forma
de calor. NPQ evalua aumentos del apagado no fotoquimico en hojas adaptadas a la
luz con respecto al apagado fotoquimico en hojas adaptadas a la oscuridad. Dicho de
otro modo, este parametro sélo es valido para hacer comparaciones entre muestras
que tienen las mismas caracteristicas de NPQ en hojas adaptadas a la oscuridad;
(Maxwell y Johnson, 2000; Baker y Rosenqvist, 2004)

El ratio de transporte de electrones (ETR):
ETR = PPFD x ®PSII x 0,5

Con PPFD: Densidad del flujo de fotones incidente (umol de fotones-m?:s™). El
factor 0,5 tiene en cuenta el reparto de energia entre el PSIl y el PSI. Asume que el
50% de la energia es absorbida por el PSII (Genty et al. 1989).

1.4.3.- Fuentes de error.

Cuando utilizamos la fluorescencia de la clorofila para analizar la actividad
fotosintética de la planta y el estado del fotosistema Il, nos encontramos con dos
fuentes de error principales: la fluorescencia de la clorofila del fotosistema | y la
absorcion de la fluorescencia de la clorofila por las plastoquinonas (Oxborouhg, 2004).

Segun Oxborouhg (2004), la primera fuente puede representar hasta el 30% de
la sefial de la fluorescencia de Fo en las plantas C3, y hasta el 40% en plantas C4.
Con el descenso en el valor de ®PSII que generalmente acompafia al incremento en
la irradiacion de fotones incidentes, el error debido a la fluorescencia del fotosistema |
aumentara.

La segunda fuente de error, segun la plastoquinona esté completamente
oxidada o reducida, puede incrementar la medida de la fluorescencia hasta en un 20%.
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Los mayores errores se producen en el calculo de Fv/Fm, al basarse en la medida de
Fo y de Fm (maximo estado de reduccion de las plastoquinonas).

1.4.4.- Medida de la eficiencia fotosintética a través de la
fluorescencia clorofilica.

Varios parametros de la fluorescencia de la clorofila han mostrado ser utiles
para evaluar el rendimiento fotosintético, conteniendo informacion sobre el estado
fisioldgico de las plantas y su respuesta a cambios ambientales. Sin embargo, cuando
se comparan investigaciones en la materia puede haber contradicciones, de forma que
un parametro de fluorescencia puede resultar util en un estudio pero no en otros. Estas
inconsistencias sugieren que se necesita un marco fundamental para el analisis de la
fluorescencia de la clorofila (Guo y Tan, 2015).

La fluorescencia se ha manifestado como un método interesante para la
evaluacion del estado fotosintético de las plantas, resultando versatil y rapido, y
permitiendo asi el disefio de experimento con un mayor nimero de tratamientos y
replicaciones (lacono y Sommer, 1999). Utilizando las medidas de fluorescencia
complementariamente con las medidas del intercambio gaseoso en las hojas se puede
obtener una imagen completa de las respuestas de las plantas a las condiciones
ambientales (Maxwell y Johnson, 2000; Baker y Rosenqvist, 2004).

La principal utilidad de la fluorescencia de la clorofila es su uso como fuente de
informacion acerca del estado del fotosistema Il en las hojas (figura 1.10). Esto nos
permite estimar el estado fotosintético bajo condiciones en las que otros métodos
podrian fallar y, ademas, de forma casi instantanea. Nos puede dar una buena
medida, rapidamente y de una forma no invasiva, de los cambios producidos a nivel de
hoja (Maxwell y Johnson, 2000).

Hay que tener en cuenta al disefnar los experimentos que la eficiencia del
fotosistema Il varia también a lo largo del dia en funcién de la iluminacion,
reduciéndose a un minimo al mediodia. También influye la presencia o ausencia de
nubes o la posicion de la hoja en la planta (Morales et al., 2000). Altas iluminaciones
incrementan la disipacion térmica en las antenas del fotosistema Il ademas de
aumentar el NPQ.

La principal determinacién de la fluorescencia de la clorofila es el estado redox
de la plastoquinona Qa, el primer aceptor de electrones del PSIl: cuando esta en el
estado oxidado, la fluorescencia es baja, y cuando se encuentra reducido es alta. Por
lo tanto, la concentracion neta de Qa esta relacionada con el comportamiento de la
fluorescencia de la clorofila (Govindjee, 1995, 2004).

Los dafos en el fotosistema Il, son con frecuencia la primera manifestacion del
estrés en las hojas (Maxwell y Johnson, 2000). Se ha demostrado que las alteraciones
en el metabolismo fotosintético modifican significativamente la cinética de la emision
de fluorescencia de la clorofila caracteristica de las plantas (Barbagallo et al., 2003).
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Figura 1.10. Curva de induccion de fluorescencia de clorofila a y su
correspondencia con las reacciones de la cadena transportadora de
electrones (Gonzalez et al., 2008). La intensidad de la primera sefial
registrada (origen) se expresa como Fo (fluorescencia inicial o
basal). En este punto, Qa estd, en su mayor parte, oxidada. La fase |
(inflexion) corresponde a la reduccion de Qa. La fase D (declive) es
indicativa de la oxidacidon de Qa4 en la transferencia de electrones de
Qa a Qg. El nivel de fluorescencia P corresponde a la reduccion de
PQ y su intensidad normalmente se denomina Fm (fluorescencia
maxima). La fase S (estado estacionario) de decaimiento de
fluorescencia esta relacionada con la re-oxidacion de Qa, la
excitacion de la membrana tilacoide debida a translocacion de
protones (ApH). Las fases M (maxima) y T (terminal) corresponden
a la disminucion de gP e incremento de gN (ApH) y estan
relacionadas con la captacion de CO,, velocidad de liberacion de O,
y la disponibilidad de NADP®*, ADP y fosfato.
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1.4.5.- Deteccion de estrés nutricional mediante parametros de
fluorescencia.

La relacion entre el estado operativo del PSIl y la asimilacion de CO; en las
hojas permite que la fluorescencia pueda ser utilizada para detectar diferencias en la
respuesta de las plantas a los factores medioambientales y, por consiguiente, para la
deteccion de estrés ambiental (Baker, 1996). La tasa de asimilacion de CO, de la hoja
es sensible a una amplia gama de variables ambientales, por ejemplo contaminantes
atmosféricos, altas y bajas temperaturas, exceso de iluminacion, deficiencia de
nutrientes, irradiacion UV-B, sequia.

Muchos autores han utilizado con éxito la fluorescencia de la clorofila para la
deteccién de diferentes tipos de estrés. Asi, Flexas et al. (1999, 2000, 2002c)
mostraron que Fs y el ratio Fs/Fo podrian resultar utiles para la deteccion precoz del
estrés hidrico en vides; Tang et al. (2007) encontraron que NPQ puede considerarse
como el mejor parametro para estudiar el estrés por calor en espinaca; Baker y
Rosenqvist (2004) propusieron Fv/Fm como una buena herramienta para detectar el
estrés por altas temperaturas; Calatayud et al. (2006) estudiaron el efecto del estrés
por exceso de ozono en sandia observando una disminucion significativa en Fv/Fm y
O®PSII en las plantas afectadas debido al cierre de centros de reaccion del PSII (qP) y
a un aumento de NPQ. En cuanto al estrés bidtico, los parametros de fluorescencia
idoneos son dependientes del tipo de estrés (Nedbal y Whitmarsh 2004). En este
sentido, Nebdal et al., (2000) propusieron Fv/Fm para detectar la infeccion de
podredumbre verde (Penicilliurn digitatum) en limonero y Duraes et al. (2001)
observaron cambios en Fv/Fo las plantas de maiz afectadas por roya (Puccinia
polysora).

Los avances en la investigacion sobre la utilizacion de parametros de la
fluorescencia de la clorofila para la deteccion de estrés nutricional en los ultimos afios
son importantes. Asi, Baker y Rosenqvist (2004) mostraron que el gP podria utilizarse
como indicador de deficiencia de N; Spagilova y Safrankova (2011) encontraron que el
nivel de Fv/Fm disminuia en condiciones de deficiencia de N, verificando una fuerte
correlacion con la concentracion de N en las hojas de manzanos. Huang et al. (2004)
observaron que los parametros de fluorescencia ®PSII, Fv'/Fm', y QP disminuian en
plantas de arroz deficientes de N. Stark et al. (2000) encontraron que la relaciéon Fv/Fm
era sensible al estrés provocado por deficiencia de P. Shmidts-Eiberger et al. (2002)
propusieron la relaciéon Fv/Fm para detectar una mala nutricion de Ca; Mallicka y Mohn
(2003) y Wang y Jin (2005) concluyeron que Fv/Fm, y especialmente la relacion Fo/Fv,
se pueden utilizar como indicadores del estrés producido por carencia de Cu y Zn.
Martinez-Pefalver et al. (2011) corroboraron que estrés por deficiencia de Cu y Zn
provocan una reduccion global de Fv/Fm en Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.

Diversos autores han estudiado el comportamiento de diferentes parametros de
la fluorescencia de la clorofila en condiciones de clorosis férrica. La deficiencia de
hierro redunda a nivel fisiolégico en un descenso de la concentracion de pigmentos
fotosintéticos y de la tasa de transporte de electrones en la fotosintesis (Val et al.,
1987, Nedunchezhian et al., 1997; Morales et al., 1998a; Bavaresco et al., 2006). Se
ha demostrado que la eficiencia energética de la fotosintesis, medida mediante
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fluorescencia de clorofila, disminuye en plantas deficientes en Fe (Morales et al., 1994,
2001), cianobacterias (Guikema y Sherman, 1983; Guikema, 1985), y en algas
marinas (Greene et al., 1991, 1992). En cualquier caso, parece ser que la deficiencia
de Fe afecta la conversion fotosintética de energia solamente por debajo de un cierto
nivel de concentracién de clorofila (Morales et al., 2001).

La deficiencia de Fe induce un aumento considerable del nivel inicial de
fluorescencia Fo, y una disminucion de la proporcion de fluorescencia variable Fv
(Morales et al., 1991; Greene et al., 1992). Estos dos fendmenos reflejan una pérdida
de eficiencia fotoquimica del PSII (Greene et al., 1992). También puede apreciarse un
descenso en la relacidén entre fluorescencia variable y fluorescencia inicial (Fv/Fo)
(Molassiotis et al., 2006).

La variable Fm corresponde al estado de reduccion completa de la Qa (P = 0)
y es considerado proporcional al contenido de clorofila total de la hoja (Miranda et al.,
1981; Netto et al., 2005). La reduccion producida en la eficiencia fotoquimica del PSII
puede ser cuantificado mediante la ratio Fv/Fm (Nedunchezhian et al., 1997; Morales
et al., 2000; Bertamini et al., 2001). Estudios realizados por Pestana et al. (2005) en
naranjo han mostrado que un descenso en los valores de Fm y de la relacion Fv/Fm a
medida que se acentla la clorosis férrica o la variedad es mas sensible. Bertamini et
al. (2002) y Bavaresco et al. (2006) en vid y Morales et al. (2000) en peral observaron
que la relacién Fv/Fm era menor en hojas cloréticas que en hojas sanas.

La deficiencia de hierro incrementa los valores de NPQ a baja iluminacion, y
aumenta la proporcion de energia disipada en forma de calor (Morales et al., 2000).
Bavaresco et al. (2006) han observado que la clorosis férrica reducia el transporte
aparente de electrones (ETR) y del apagado fotoquimico (qP) frente a plantas control.
Segun Abadia et al. (1999) y Morales et al. (2000) la disminucion de la eficiencia actual
del PSIl se debe a una disminucion del "apagado" fotoquimico y de la eficiencia
intrinseca del PSII.

1.4.6.- Aplicaciones en viticultura de precision.

El manejo del vifiedo de acuerdo a la variabilidad espacial y temporal de los
factores de produccion dentro de las parcelas es interesante para optimizar el
rendimiento y la calidad de la uva en las explotaciones viticolas. La identificacion y la
caracterizacion espacial de dicha variabilidad, la interpretacion de su significado
enoldgico, asi como la posibilidad del manejo diferencial de dicha variabilidad,
constituyen los principales objetivos de la viticultura de precision (Urretavizcaya et al.,
2014). Es posible disefiar diferentes estrategias para la gestion de los vifedos
basadas en el crecimiento vegetativo (Tardaguila et al., 2011), el rendimiento de la
vifia (Bramley y Hamilton, 2004), e incluso la composicion de las uvas (Bramley, 2005;
Trought y Bramley, 2011).

Las imagenes multiespectrales permiten el calculo de los denominados indices
de vegetacion (o indices de vigor), a partir de las reflectancias en canales del visible y
del infrarrojo cercano. Los indices mas utilizados en viticultura de precision han sido el
PCD (Plant Cell Density - Bramley et al., 2003-), el PVR (Photosynthetic Vigour Ratio -
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Bramley y Lamb, 2003-) y sobre todo el NDVI (Normalized Difference Vegetation Index
- Rouse et al., 1973). El uso de estos indices permite la identificacion y zonificacion de
areas de diferente vigor dentro de las parcelas y en algunos casos, estimar el
rendimiento. Sin embargo, la correspondencia entre la calidad de la uva con los
indices de vegetacion no esta clara (Santesteban et al., 2010). En este sentido, los
parametros de calidad de uva suelen tener un rango de variacién menor que el vigor y
el rendimiento (Bramley, 2005). Ademas, si bien las zonas de vigor y/o rendimiento no
suelen variar sustancialmente a lo largo de los afios, la estabilidad espacio-temporal
de los parametros de calidad de la uva es menor (Tisseyre et al., 2008).

Frente a la viticultura tradicional, la viticultura de precisién puede permitir una
gestion mas adecuada para el control de la clorosis férrica, a través de la aplicacion de
distintos tratamientos en cepas o subparcelas especificas, mas o menos afectadas.
Por otra parte puede hacer posible la definicion de zonas de calidad homogénea
dentro de los vifedos afectados, para planificar una recoleccion diferencial por
subparcelas que permita transformar la uva en concordancia con su potencialidad
enolégica (Martin et al., 2007a).

En suelos clorosantes la disponibilidad de hierro puede ser el factor limitante
principal en el desarrollo del vifiedo, por lo que la estimacion del contenido foliar de
clorofila mediante colorimetros portatiles tipo SPAD o mediante sensores remotos
puede utilizarse para elaborar mapas de rendimiento y de calidad de uva en vifiedos
afectados por clorosis (Meggio et al., 2008; Zarco-Tejada et al., 2005). Estudios
recientes muestran que indices fisiolégicos relacionados con el contenido foliar de
clorofilas, carotenoides y antocianinas, calculados en envero a partir de imagenes
hiperespectrales, puede ser Utiles para realizar mapas de calidad en vifiedos afectados
por deficiencia de hierro (Martin et al., 2007a; Meggio et al., 2010), guardando fuertes
correlaciones con los niveles de madurez fendlica de la uva.

Actualmente se estan poniendo a punto sensores digitales que, instalados en
avion o en satélite, pueden detectar la fluorescencia natural emitida por las plantas
utilizando bandas espectrales muy estrechas en la regién de absorcién del oxigeno
atmosférico. Otra linea de trabajo interesante en teledeteccién de estrés pretende
evaluar las tasas de disipacion del exceso de energia en la fotosintesis. Uno de los
principales mecanismos no fotoquimicos implicados en esta disipacion esta
relacionado con el ciclo de las xantofilas en las hojas (transformacion de violaxantina
en zeaxantina). Los cambios en las concentraciones de los pigmentos xantofilicos
pueden ponerse de manifiesto con técnicas de teledeteccion mediante indices como el
PRI (photochemical reflectance index) (Zarco-Tejada, 2013b).

En otra linea de trabajo se trata de detectar el nivel de estrés a través de la
evaluacion del rendimiento de la fotosintesis mediante parametros de fluorescencia
clorofilica (Flexas et al., 2000; Moya et al., 2004). Los experimentos llevados a cabo a
nivel de hoja en ambientes controlados han demostrado que los parametros de
fluorescencia han sido capaces de monitorizar los cambios diurnos en la fotosintesis
causados por el estrés térmico e hidrico (Dobrowski et al., 2005; Zarco-Tejada et al,
2013a). Flexas et al. (2000) observaron que las tasas de intercambio de gases (CO, y
H,0) en las hojas mostraban un vinculo con la fluorescencia de la clorofila en la hoja
bajo estrés hidrico en vides. Zarco-Tejada et al. (2012) han demostrado la viabilidad
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de la cartografia de la fluorescencia a 40 nm de resolucion espectral utilizando una
camara micro-hiperespectral a bordo de un vehiculo aéreo no tripulado (UAV).
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2.- OBJETIVOS

La presente Tesis Doctoral tiene los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar las relaciones entre el estado nutricional del vifiedo, los contenidos
en pigmentos foliares de la vid y los pardmetros de eficiencia fotosintética a
nivel de hoja, especialmente los relacionados con la fluorescencia de la
clorofila.

2. Evaluar los efectos del estado nutricional sobre el desarrollo vegetativo, el
rendimiento y la composicion de la uva en vifiedos cv. Tempranillo cultivados
en suelos calizos de la Denominacién de Origen Ribera del Duero.

3. Valorar el interés potencial de las medidas de fluorescencia de la clorofila,
alternativamente al contenido en pigmentos foliares, como herramienta para la
deteccion de clorosis férrica y otras deficiencias nutricionales, y para estimar el
potencial enoldgico del vifiedo, de cara a su aplicacibn en viticultura de
precision.
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3.- MATERIAL Y METODOS.

3.1.- DISENO EXPERIMENTAL.

Para alcanzar los objetivos propuestos en este estudio de investigacion se
realizdé un seguimiento de parametros fisiolégicos, agronémicos y de composicion del
fruto de un conjunto de subzonas de vifiedo en la zona oeste de la Denominacién de
Origen Ribera del Duero, durante tres afios consecutivos (2009-2011). Las subzonas,
de 10 x 10 m? de superficie, corresponden a vifiedo de secano en plena produccién de
la variedad Tempranillo injertada sobre 110-Richter y conducida en espaldera con
densidades de plantacion en torno a 2200 pies/ha. El seguimiento incluyé 22
subparcelas en el ano 2009 y 24 en 2010 y 2011. La seleccion de estas parcelas se
realizé buscando la maxima variabilidad en las caracteristicas de suelo, de manera
que estuviesen representadas zonas afectadas y no afectadas por clorosis férrica.

Se realizd un estudio del estado nutricional de las subparcelas mediante
analisis de muestras de suelo al inicio de la investigacién, y de la composicién mineral
de peciolos, recogidos en el estado fenolégico de envero durante las tres campanas.
En cada subparcela se analizé el contenido en clorofila, carotenoides y antocianinas
foliares, asimilacion neta y conductancia estomatica, y parametros de fluorescencia de
la clorofila. En el seguimiento agronémico se controld el vigor, la superficie foliar, el
rendimiento y sus componentes. Se analizd la composicién del mosto de vendimia y
sus caracteristicas cromaticas, asi como distintos parametros de madurez fendlica de
la uva.

Las relaciones entre el estado nutricional con el rendimiento fotosintético, los
parametros agronomicos y la calidad de la vendimia se han estudiado utilizando
métodos de regresion lineal. Haciendo un diagnéstico nutricional previo de las
subzonas de estudio, los efectos principales y la interaccién de la clorosis férrica con el
nivel de asimilacion de otros elementos minerales diferentes al hierro sobre las
variables fisiologicas, agrondmicas y de calidad se han valorado mediante métodos de
analisis factorial de la varianza y analisis de componentes principales. Finalmente, se
ha estudiado la posibilidad de estimar el vigor, rendimiento y calidad de la vendimia en
el conjunto de subparcelas utilizando parametros de fluorescencia de la clorofila para
su aplicacién en la viticultura de precision; para ello se han empleado métodos de
regresion lineal y analisis de componentes principales.
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3.2.- DESCRIPCION DE LAS PARCELAS.

Es necesario definir las condiciones previas a la realizacion del estudio de
investigacion. A continuacién se describiran variables como la localizacion, el clima 'y
la meteorologia, el suelo o el material vegetal.

Las parcelas objeto de estudio corresponden al “vifiedo tipo” de la zona en
cuanto a material vegetal y forma de conduccion. Las subzonas se seleccionaron
buscando la maxima variabilidad posible en el estado nutricional, a partir de una alta
variabilidad en las caracteristicas de suelo, de manera que estuviesen representadas
zonas afectadas y no afectadas por clorosis férrica. La seleccion de subparcelas con
diferente grado de afeccidn de la carencia de hierro se realizé atendiendo a sintomas
visuales de la fisiopatia en los primeros estados del ciclo vegetativo, buscando una
maxima variabilidad en el contenido en clorofila de las hojas, en funcion de los datos
aportados por el Consejo Regulador y los técnicos de campo de las distintas bodegas.

Las subparcelas seleccionadas se ubican en diferentes vifiedos en el término
municipal de Pesquera de Duero (Valladolid), al oeste de la Denominacion de Origen
“Ribera del Duero”. Cada una de ellas tiene un area de 10 x 10 m? y corresponde a la
variedad. Tempranillo injertada sobre portainjerto 110R.

De las 22 subparcelas muestreadas en 2009 se descartaron 8 para las dos
campafas siguientes, por falta de homogeneidad con el resto y debido a que al estar
mas dispersas en el territorio alargaban en exceso el tiempo para la toma de datos de
campo (especialmente las medidas de fotosintesis). Por otro lado en 2010 y 2011 se
seleccionaron 10 nuevas subzonas. En la tabla 3.1 se detallan las coordenadas UTM
de las subzonas, las bodegas a las que pertenecen los vifiedos, el marco de
plantacion y los afios en que se ha realizado seguimiento de las mismas.

Figura 3.1. Aspecto del vifiedo en |la zona de estudio.
(Subzona 5).
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El area de estudio se encuentra a una altitud media de 800 m.s.n.m. con
pendientes suaves. Los vifiedos tienen una edad comprendida entre los 15 y 25 afos
corresponden a la variedad Tempranillo, injertada sobre Richter 110. Las cepas estan
plantadas con densidades entre 2100 y 2900 plantas/ha, y estan conducidas en
espaldera en doble corddn Royat, alcanzando los troncos una altura media de 70 cm
(figura 3.1). La carga habitual es de 16 yemas por planta, repartidas homogéneamente
en cada brazo, resultando una carga aproximada de 36.000 yemas/ha.

Tabla 3.1. Localizacién, marcos de plantacion y afos de seguimiento de las

subparcelas de vifedo.

N° Coordenadas UTM BODEGAS Marco (m) Afios

1 399710 -4611728 Santos Arranz S.L. 3,05x1,50 2009

2 399735 -4611797 Santos Arranz S.L. 3,05x1,50 2009

3 405432 -4610100 Las Pinzas S.L. 3,00x1,30 2009

4 405533 -4610133 Las Pinzas S.L. 3,00x1,40 2009

5 402464 — 4609706 Epifanio Rivera S.L. 2,90x1,20 2009, 2010, 2011
6 402577 — 4609913 Epifanio Rivera S.L. 2,90x1,20 2009, 2010, 2011
7 402773 - 4612783 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2009, 2010, 2011
8 402803 — 4612796 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2009, 2010, 2011
9 402772 -4612706 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2009, 2010, 2011
10 402787 — 4612695 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2009, 2010, 2011
11 402073 — 4612442 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2009, 2010, 2011
12 402068 — 4612454 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2009, 2010, 2011
13 402973 — 4612240 Emilio Moro S.L. 3,10x1,50 2010, 2011

14 402895 — 4612255 Emilio Moro S.L. 3,10x1,50 2010, 2011

15 398125 -4610700 Hacienda de Monasterio S.L. 2,50x1,40 2010, 2011

16 398110 —-4610690 Hacienda de Monasterio S.L. 2,50x1,40 2010, 2011

17 401951 — 4612433 Emilio Moro S.L. 3,10x1,50 2010, 2011

18 401977 — 4612438 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2010, 2011

19 399170 — 4610048 Dehesa de los Candnigos S.L. 3,00x1,30 2009

20 399185 -4610067 Dehesa de los Canénigos S.L. 3,00x1,30 2009

21 399432 — 4609984 Dehesa de los Canénigos S.L. 3,00x1,50 2009

22 399451 - 4610015 Dehesa de los Canénigos S.L. 3,00x1,50 2009

23 403317 — 4611648 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2009, 2010, 2011
24 403314 — 4611635 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2009, 2010, 2011
25 402144 - 4611960 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2009, 2010, 2011
26 402139 — 4611988 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2009, 2010, 2011
27 403160 - 4612300 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2009, 2010, 2011
28 403140 — 4612324 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2009, 2010, 2011
29 400836 — 4611003 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2010, 2011
30 400824 — 4611029 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2010, 2011
31 400844 - 4611084 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2010, 2011
32 400849 — 4611098 Emilio Moro S.L. 3,00x1,50 2010, 2011
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La zona de estudio se encuentra dentro de la Denominacién de Origen Ribera
del Duero (figura 3.2). El Reglamento de la Denominacion de Origen Ribera del Duero
y de su Consejo Regulador actualmente en vigor fue aprobado por Orden de 1 de
Diciembre de 1992 (publicada en el BOE del 10 de Diciembre de 1992) del Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacion.

El rio Duero es el eje que une a mas de 100 pueblos extendidos a lo largo de
una franja viticola de unos 115 km de longitud y 35 de anchura. Las tierras que se
agrupan bajo la Denominacién de Origen Ribera del Duero se situan en la meseta
norte y en la confluencia de cuatro provincias integradas en la Comunidad Auténoma
de Castilla y Leodn: Burgos (60), Segovia (4), Soria (19) y Valladolid (19).

Actualmente estan registradas en el Consejo Regulador de la D.O. Ribera del
Duero 22.730 ha de vifiedo, de las cuales 21.713 corresponden a la variedad
Tempranillo (Consejo D.O. Ribera del Duero, 2014). La normativa actual de la D.O.
permite unos rendimientos maximos en vifiedos de Tempranillo de 7.000 kg-ha™ con
una densidad de plantacion de 2000-4000 cepas/ha y no mas de 40.000 yemas por
ha.

W BURGOS
PALENCIA /

SEGOVIA ‘=m

Figura 3.2. Localizacion de Pesquera de Duero
dentro de la D.O. Ribera del Duero.

3.2.1.- Material vegetal.

La variedad Tempranillo (figura 3.3), conocida asi por su precocidad, se
encuentra extendida por toda la geografia nacional, destaca entre los cultivares
autoctonos espanoles y es la principal variedad de la Ribera de Duero. Posee multitud
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de sindnimos como Tinta del Pais, Tinta de Toro, Tinto Fino, Cencibel, Ulle de Llebre,
Verdiel, Vid de Aranda o Escobera...

Las cepas cv. Tempranillo tienen porte erguido, son vigorosas, con sarmientos
largos, de color marrén muy claro, brotacion relativamente tardia y maduracion
temprana. Es sensible a oidio y acariosis. Tiene excelentes cualidades para la
elaboracion, aunque en climas calidos madura excesivamente perdiendo calidad en
aromas. Muy equilibrada en taninos, es pobre en oxidasas, lo que le confiere un color
estable ideal para crianzas y reservas.

La hoja del cv. Tempranillo es de tamafio grande, de forma pentagonal, con un
seno peciolar con lébulos ligeramente superpuestos; el envés es velloso, siendo la
densidad de pelos media-alta en los nervios y baja en los peciolos. Se considera una
variedad de desborre tardio y maduracion temprana. Los racimos son compactos de
tamafo medio-grande con pedunculo corto-medio. Las bayas son pequefias de color
negro-azul, con forma esférica. La piel es gruesa y la baya se separa dificiimente del
pedicelo. Su productividad es media-alta, en funcion del terreno (Chomé et al., 2003).

Figura 3.3. Cepa de la variedad de uva tinta “Tempranillo”.

Por lo general, el vino cv. Tempranillo tiene color intenso y estable, desde
purpura a granate. Da aromas a frutos del bosque en especial frambuesa y fresa. Se
emplea tanto para elaborar vinos jovenes, ya sea en despalillado o con maceracion
carbdnica, como para vinos de crianza.

El portainjerto 110 Richter (Vitis berlandieri cv. Rességuier n® 2 x Vitis rupestris
cv. Martin) tiene hojas reniformes, de color verde oscuro en el haz y verde amarillento
mate en el envés. La forma del seno peciolar es en U muy abierta y con dientes
ojivales anchos. Los sarmientos son lampifos, de seccidn angulosa, con los
entrenudos largos y la corteza de color chocolate-rojiza muy acanalada.
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Tabla 3.2. Resumen de las principales caracteristicas del patrén 110-Richter (Hidalgo,
1999).

PATRON 110 RICHTER

ADAPTACION AL SUELO. CALIZA ACTIVA 17
COMPORTAMIENTO IPC 30
FRENTE A: Sequia 3
Humedad 0-1

Compacidad 3

Salinidad 1

Carencia de potasio 3

Carencia de magnesio 2

PRENDIMIENTO DE INJERTOS En campo 3
En taller 2

FACILIDAD DE Produccion de madera 1-2
MULTIPLICACION Enraizamiento de estaquillas 1
EFECTO SOBRE LA Vigor \Y
PLANTACION Ciclo vegetativo L
Efecto sobre la maduracion R

Resistencia a nematodos 1

Vigor: V= muy vigoroso/M= vigor medio/D= débil; Ciclo Vegetativo: ML= muy largo/L= largo /C= corto
/MC= muy corto; Efecto sobre maduracién: R= retrasa/A= adelantada: Resto de valores: 3= nivel mas
favorable, 2= nivel medio,1= nivel desfavorable,0= nivel muy desfavorable.

El 110-R es un patrén vigoroso (tabla 3.2). Tolera hasta el 17% de caliza activa
y presenta una amplia adaptabilidad a condiciones de suelo. Es tolerante a la sequia y
sensible al encharcamiento. Retrasa la maduracion, absorbe bien el potasio y es poco
eficiente en la absorcién del magnesio.

3.2.2.- Caracteristicas edéficas.

La Ribera del Duero se localiza en la meseta septentrional de la Peninsula
Ibérica, formada por un gran zécalo antiguo erosionado y, en parte, recubierto por
sedimentos terciarios, sobre todo arenas limosas o arcillosas. Destaca la alternancia
de capas, tanto de calizas como de margas e, incluso, de concreciones calcareas. La
morfologia del relieve esta determinada por la naturaleza de los materiales terciarios y
la influencia del propio rio Duero y su red de afluentes. Los paramos, préximos a 1.000
m de altitud, las laderas y el sistema de terrazas del rio, configuran el relieve de la
zona (Consejo Regulador de la D.O. Ribera del Duero, 2014).
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Los suelos habituales de la Ribera del Duero se asientan sobre arcillas
arenosas, ocres y rojizas (Terciario) y terrazas medias y bajas del Duero (Cuaternario),
lo que da lugar a tipos de suelos Xerofluvent tipico, Xerochrept tipico, Xerochrept
calcixerdllico y Haploxeralf calcico (U.S.D.A., 2006). Segun los estudios realizados en
los suelos de la D.O. Ribera del Duero por Gomez-Miguel (2009), el suelo tipico en el
entorno es Xerochrept tipico. Se trata de suelos poco evolucionados desarrollados
sobre materiales calcareos areniscas y calizas margosas) procedentes, muchas veces,
de la erosion de otros suelos que se ubican en las partes dominantes de formas
suavemente onduladas o en las laderas calcareas de marcadas pendientes. Son
suelos poco profundos caracterizados por un perfil fuertemente calcareo, permeable y
de textura predominantemente media a gruesa.

Para determinar las caracteristicas del suelo de las subzonas seleccionadas se
tomd una muestra a una profundidad de 0-50 cm. Cada una de las muestras estuvo
compuesta de 6 submuestras tomadas al azar en la superficie de terreno marcado en
cada subparcela.

Los analisis de suelo fueron realizados por el laboratorio agrario del Centro
Tecnolégico ITAGRA C.T. en el que participa la Universidad de Valladolid. Los
parametros analizados, métodos de extraccion y unidades de concentracion se
detallan en la tabla 3.3. La caliza activa sélo fue analizada en las muestras cuyo
contenido en carbonatos totales superé el 10%.

Tabla 3.3. Parametros fisico-quimicos determinados en los
suelos, métodos de extraccion y unidades de concentracion

empleados.
Método de
Parametro extraccion Unidades
Arcilla (%)
Limo ISS (%)
Arena (%)
pH (1:2,5 suelo:agua) -
CE (1:5 suelo:agua) (mS-cm™)
Materia Orgéanica Walkley-Black (%)
Carbonatos totales Bernard (%)
Caliza Activa Bernard (%)
Fosforo Olsen (mg-kg™
Potasio Acetato de amonio  (meq-100g™")
Calcio Acetato de amonio  (meq-100g™)
Magnesio Acetato de amonio  (meq-100g™)
Hierro DTPA (mg-kg™
Cobre DTPA (mg-kg™)
Zinc DTPA (mg-kg™)
Manganeso DTPA (mg-kg™)
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A ninguna de las diferentes areas de estudio se les ha aplicado algun
fertilizante organico ¢ inorganico en los afios en que ha transcurrido el estudio.
Tampoco se ha aplicado riego sobre ninguno de los vifiedos. Algunas de las vides de
las diferentes zonas de muestreo presentaban estados visibles de clorosis férrica,
amarilleamiento foliar, acortamiento de la distancia entre nudos, entre otros sintomas.

La caracterizacion fisico-quimica de los suelos estudiados se detalla en el
apartada 4.1 de la Tesis. En general los suelos son pobres en materia organica (<
1,5%), con una textura entre franca y arcillosa y un pH medio superior a 8,5. El
intervalo de pH éptimo para el cultivo de la vid es 5,4 a 6,7, por lo que el valor de pH
en las parcelas es claramente alto. El porcentaje de carbonatos esta alrededor del
26% y la caliza activa sobre el 9%, con gran variabilidad entre subzonas. Se trata de
suelos tipicamente calizos, con areas con elevado poder clorosante donde se
observan vifiedos con claros sintomas de clorosis férrica.

3.2.3.- Meteorologia y seguimiento fenologico

La D.O. Ribera del Duero, por su altitud y situacion geografica posee un clima
mediterraneo con caracter continental, con inviernos muy duros, largos y frios, y
veranos cortos, secos y calurosos. Existe un largo periodo de heladas que comienza
en Octubre y acaba en Mayos. La temperatura media anual es de 11°C. Los veranos,
soportan temperaturas maximas cercanas a los 40°C, mientras los inviernos las
minimas absolutas pueden alcanzar los -18°C. La pluviometria se concentra
principalmente en otofio y primavera, con un total de unos 450 mm anuales. La
insolacion media anual es de 2.400 h (Consejo Regulador de la D.O. Ribera del Duero,
2014).

Para caracterizar la meteorologia del area de estudio, se realizd6 un
seguimiento durante las tres campafas de ensayo, considerando los datos de la
estacién meteoroldgica de Valbuena de Duero, perteneciente a la red de Inforiego de
Castilla y Ledén (Inforiego, 2013). Esta estacion esta situada a 12 km del area de
ensayo, a una altitud de 737 msnm. Los valores medios mensuales de temperatura y
precipitacién se recogen en la tabla 3.4, donde pueden compararse con los valores de
un afio medio. Dado que la serie climatica de Valbuena de Duero era insuficiente para
determinar dichos valores medios, se ha considerado la serie climatica 1981-2010 de
la estacion meteorolégica de Valladolid, perteneciente a la red de estaciones de la
AEMET (2013), situada a 43 km de las parcelas estudiadas a 735 msnm de altitud.

La acumulacion de agua en el suelo durante el afo 2009, a lo largo de la
parada vegetativa de la vid fue inusualmente escasa frente a los valores habituales,
por lo que la reserva de agua en el suelo al comienzo del ciclo vegetativo fue pobre.
Por el contrario, las precipitaciones acumuladas durante la vegetacion fueron algo
superiores a los valores medios de los ultimos 30 afos. Las temperaturas medias
registradas en el afo 2009 estuvieron dentro de la normalidad (tabla 3.4). Las
temperaturas medias registradas durante la maduracién de las uvas en el afio 2009
fueron de 19,6 °C, similares a las de 2011 y las precipitaciones en este periodo
alcanzaron 41 mm, ligeramente mas bajas a las registradas en 2010 y 2011.
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En el afilo 2010, las precipitaciones durante la parada invernal de las plantas
fueron similares a los valores normales. Es importante destacar que en las noches del
4 y 5 de mayo se produjeron heladas de -1,1°C que afectaron significativamente a los
brotes de las vides, lo que se tradujo en un retraso del ciclo vegetativo de las plantas y
una pérdida importante de rendimientos. Durante el periodo vegetativo, después de
una primavera mas lluviosa de lo normal, se registré6 un verano mas seco que en los
otros dos afos, sin apenas precipitaciones en julio y agosto. Esta situacién, ademas
fue acompanada de temperaturas anormalmente altas en el mes de julio (la
temperatura media de las maximas absolutas fue de 31,8°C frente a 30,2 en 2009 y
28,4 en 2011). (Tabla 3.4). Ademas, entre los dias 7-11 y 19-23 de Agosto la
temperatura maxima absoluta fue sensiblemente elevada, de alrededor de 34°C, Todo
ello causo estrés térmico en las plantas que coincide con el periodo de mayor déficit
de agua. Las temperaturas medias registradas durante la maduracion de las uvas en
el afo 2010 fueron, dentro de la normalidad, ligeramente bajas respecto a los anos
2009y 2011 y las precipitaciones en este periodo alcanzaron 50 mm.

Las precipitaciones acumuladas en el afio 2011 antes del inicio del ciclo
vegetativo de las plantas estuvieron dentro de los valores habituales en la zona,
mientras que entre los estados fenologicos del desborre y envero fueron algo inferiores
a las normales. Las temperaturas medias registradas en el mes de abril, 2°C por
encima de los valores normales provocaron un desborre temprano. Durante el resto
del afo 2011, las temperaturas estuvieron dentro de los valores normales (tabla 3.4).

La tabla 3.5 muestra los valores de evapotranspiracion potencial y precipitacion
efectiva durante las tres campanas de estudio. Aunque los tres afios pueden
considerarse secos, el déficit hidrico maximo se alcanzé en los veranos de 2009 y
2010 (diferencia maxima entre evapotranspiracion y precipitacion).
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Tabla 3.5. Valores de evapotranspiracion potencial (ETP) calculada por el método
Penman-Monteith y de precipitaciéon efectiva (Pe), recogidos en la estacion
meteoroldgica de Valbuena de Duero (VA-07) para los tres afios de estudio.

Mes 2009 2010 2011
ETPo (mm) Pe (mm) ETPo (mm) Pe(mm) ETPo (mm) Pe (mm)

Enero 24 8 23 0 24 16
Febrero 45 3 34 18 39 5
Marzo 94 0 60 12 67 11
Abril 100 8 98 11 108 15
Mayo 157 13 116 7 140 4
Junio 175 23 136 27 171 1
Julio 203 0 200 0 187 0
Agosto 183 15 184 0 168 27
Septiembre 128 7 108 21 124 20
Octubre 75 17 69 24 80 9
Noviembre 43 9 28 11 28 10
Diciembre 22 61 21 36 19 3
Anual 1248 165 1078 168 1154 121

Las fechas de los estados fenoldgicos mas representativos (desborre, cuajado,
envero y madurez) registrados en los tres afios de estudio se exponen en la tabla 3.6.
Estas fechas corresponden a las subparcelas en su conjunto, y se han estimado en el
momento en que mas del 50% de las yemas 6 racimos han superado el estado
fenoldgico correspondiente.

Tabla 3.6. Fechas de los estados fenoldgicos mas destacados
registradas en los tres afios de ensayo.

Estado* 2009 2010 2011
B, (Brotacion) 1 Mayo 27 Abril 24 Abril
I, (Cuajado) 23 Junio 26 Junio 19 Junio
M, (Envero) 17 Agosto 23 Agosto 15 Agosto

N (Vendimia) 24 Septiembre 5 Octubre 27 septiembre
*Escala de Baggiolini (1952) ampliada por el Grupo de trabajo de los
problemas fitosanitarios de la vid espafola (M.A.P.A., 2004)

La fecha de vendimia fue mas tardia en 2010 que en los otros dos anos de
ensayo, debido principalmente a las heladas registradas durante el mes de mayo que
retrasaron el desarrollo de las plantas, y también a la menor temperatura registrada
durante la maduracion con respecto a 2009 y 2011. La maduracién de las uvas se
produjo en un tiempo sensiblemente mas corto en el afio 2009 que en 2010 y 2011
(tabla 3.6).
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3.3.- CONTROLES Y OBSERVACIONES.

Para conseguir los objetivos marcados en el estudio se efectuaron en cada
subparcela en diferentes momentos del ciclo determinaciones en campo del contenido
de clorofila foliar, asimilacion neta, conductancia estomatica, parametros de
fluorescencia de la clorofila, vigor, superficie foliar, rendimiento y sus componentes.
Por otro lado, se recogieron muestras de peciolos, hojas y uvas para el posterior
analisis en laboratorio del contenido mineral peciolar, pigmentos foliares, parametros
fisico-quimicos y cromaticos del mosto y madurez fendlica de las bayas.

3.3.1.- Contenido de elementos minerales en peciolos.

Se ha realizado un analisis mineral de los peciolos de hojas, recogidos en
envero, en cada subparcela y campana. La realizacion del muestreo foliar se llevo a
cabo siguiendo las normas indicadas por la O.l.V. (1996), seleccionando 60 peciolos
de las hojas opuestas al primer racimo de un pampano situado en la zona media de
cada brazo en las cepas de cada subzona.

Una vez recogidos, los peciolos se metieron en bolsas de papel perfectamente
etiquetadas y conservadas en neveras portatiles para su traslado al laboratorio. La
preparacion de la muestra consistio en un lavado con agua corriente, aclarado con
agua destilada y posterior secado al aire.

Los analisis de elementos minerales fueron realizados por el laboratorio agrario
del Centro Tecnoldgico ITAGRA C.T. en el que participa la Universidad de Valladolid.
El contenido en nitrégeno de las muestras se determiné directamente sobre el material
vegetal seco por el método Kjeldahl. Para la determinacién del resto de elementos
nutritivos se llevé a cabo la acenizacién de la muestra en un horno a 450°C,
extrayendo los minerales con HCI 2N. En el extracto obtenido de cada muestra se
analizé el fésforo (colorimetria), el potasio (fotometria de llama) y calcio, magnesio,
hierro, manganeso, cobre, zinc (espectrofotometria de absorcién atémica).

Los resultados se expresan en tanto por ciento sobre materia seca para el caso
de macronutrientes (N, P, K, Ca. Mg) y en partes por millon sobre materia seca para el
caso de micronutrientes (Fe, Cu, Mn, Zn, B). Ademas de los contenidos absolutos de
cada nutriente se han estudiado las relaciones N/K, P/K, P/N, K/Mg, K/Ca, K/(Ca+Mg),
Ca/Mg, Zn/Fe, Fe/Mn, P/Fe y [(10*P)+K]*50/Fe en los peciolos.

La caracterizacion nutricional de las subparcelas se ha realizado teniendo en
cuenta valores de referencia publicados en la literatura como los de Robinson (1995) y
Fregoni (1998). Se dispone, ademas, de referencias nutricionales en hoja y peciolo
para la variedad Tempranillo en la D.O. Ribera del Duero publicadas por Gonzalez y
Martin en 2005 (Tabla 3.7).
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Tabla 3.7. Niveles nutricionales de referencia de los peciolos en el estado fenolégico
de envero para el diagnéstico foliar del vifiedo cv. Tempranillo en la Ribera del Duero
(Gonzalez y Martin, 2005).

Nutientes Media Bajo Normal Alto
N (%) 0.54 <0.36 0.36-0.72 >0.72
P (%) 0.2 <0.14 0.14-0.26 >0.26
K (%) 1.43 <0.58 0.58 -2.28 >2.28
Ca (%) 1.77 <14 14-2.14 >2.14
Mg (%) 0.71 <0.46 0.46 - 0.96 > 0.96
Fe (ppm) 19.52 <13.19 13.19 - 25.85 > 25.85
Mn (ppm) 43.63 <3.62 3.62 - 83.64 > 83.64
Zn (ppm) 18.78 <11.67 11.67 - 25.89 > 25.89
Cu (ppm) 6.67 <2.04 2.04-11.3 >11.3
B (ppm) 35.29 <19.72 19.72 - 50.86 > 50.86

3.3.2.- Contenido de pigmentos foliares
3.3.2.1.- Determinacidn del nivel de clorofila foliar en campo

Se ha realizado un seguimiento del contenido clorofilico foliar de las
subparcelas a lo largo del ciclo vegetativo en los tres afios de investigacion. Se
tomaron 4 controles de campo en 2009, 5 en 2010 y 6 en 2011 en diferentes
momentos del ciclo (tabla 3.8).

Tabla 3.8. Fechas de las medidas del contenido foliar en clorofila realizadas de 9 a
12h.

Estado fenolégico 2009 2010 2011
Prefloracién 9 de Junio 1 de Junio 23 de Mayo
Cuajado 15 de Julio 6 de Julio 21 de Junio
Entre cuajado y envero - 2 de Agosto 12 de Julio
Envero 20 de Agosto 23 de Agosto 16 de Agosto
Maduracion - 19 de Septiembre 14 de Septiembre
Vendimia 13 de Octubre - 4 de octubre

Para realizar la medida de clorofila en campo se ha usado el medidor portatil de
clorofila CL-01 (Hansatech Instruments Ltd., Norfolk, UK) (figura 3.4). El medidor usa
un fotodiodo de silicona para detectar la transmitancia de la hoja desde dos luces
emitidas por los diodos: una con un pico de emitancia de 650 nm, y otra de 940 nm.
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Los valores se calcularon como media de las medidas tomadas en el Iébulo
central de 30 hojas elegidas al azar en cada subparcela, adultas y sanas, de la zona
media del pampano.

Las lecturas del CL-01 se correlacionan con la concentracion de clorofila
clorofila a+b por unidad de superficie foliar. Tal y como se ha podido comprobar para
la variedad "Tempranillo" (Gonzalez et al., 2005a) con la recta de regresién siguiente:

y = (6,0817x) +7,6084
Donde:
x = ABS CL-01

y = concentracion de clorofila foliar (ug-cm™)

Figura 3.4. Medidor portatil de clorofila CL-
01 (Hansatech Instruments Ltd., Norfolk,
UK).

3.3.2.2.- Determinacién de las clorofilas, carotenoides y antocianinas en el
laboratorio.

Con independencia de las medidas en campo comentadas anteriormente se
procedié a evaluar los contenidos de pigmentos foliares en cuajado y envero mediante
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pruebas destructivas en laboratorio. Las muestras se recogieron en las fechas
indicadas en la tabla (tabla 3.9).

Tabla 3.9. Fechas de muestreo para las medidas del contenido de clorofilas,
carotenoides y antocianinas foliares.

Estado fenologico 2009 2010 2011
Cuajado 14 de Julio 5 de Julio 20 de Junio
Envero 19 de Agosto 22 de Agosto 16 de Agosto

Se recogieron 20 hojas jovenes totalmente extendidas de cada subzona,
situadas en el tercio superior de los brotes. Las hojas se guardaron en bolsas de
papel, perfectamente etiquetadas y conservadas en nevera portatil hasta su llegada al
laboratorio, para una mejor conservacién de las mismas. Posteriormente estas se
conservaron en un congelador a -20°C hasta su procesado. Las muestras se
descongelaron de manera escalonada con el fin de ser procesadas de manera
inmediata.

Para el analisis se realizaron 2 circulos de 0,8 cm de diametro de cada una de
las 20 hojas (en total 40 circulos por subzona) con un troquel. Uno fue destinado al
analisis del contenido de clorofila a, b y a+b, y carotenoides, y otro al analisis de
antocianinas.

Extraccion y determinacion del contenido de las clorofilas y carotenoides:

El procedimiento seguido para la extraccion de las clorofilas y los carotenoides
fue el descrito por Lichtenthaler (1987). Se trituraron los 20 circulos de hoja con un
mortero, en presencia de una disolucién de extraccién a base de acetona (80%). Este
proceso se realizo en tres pasos:

1. Se majaron los 20 discos con 5 ml de disolucidon con especial cuidado, hasta
que la pasta resultante tenga un aspecto completamente blanco.

2. Anadir 5 ml mas de disolucion, reservando el extracto en tubos falcon.

3. Arrastrar los restos de extracto con la disolucion y realizar un ultimo lavado
del mortero y la maza de porcelana hasta completar un total de 20 ml de
disolucion.

Los 20 ml de muestra obtenidos se centrifugaron en los tubos falcon a 3000
r.p.m durante 6 min, teniendo cuidado de no agitar el tubo para no remover el pellet.
Posteriormente se midieron las absorbancias del extracto resultante en el
espectrofotdmetro a 470, 645 y 662 nm, con cubetas de cuarzo de 1cm de espesor
frente a la solucién de extraccion.
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Para los calculos se aplicaron las siguientes formulas (Lichtenthaler, 1987):
Clorofila a (ug-cm?) = 11,24-A662 — 2,04-A645

Clorofila b (ug-cm™) = 20,13-A645- 4,19-A662

Clorofila a+b (ug-cm™?) = 7,05-A663 + 18,09-A645

Carotenos totales (ug-cm™) = (1000-A470 - 1,90-Clorofila a - 63,14-Clorofila
b)/214

Extraccion v determinacion del contenido en antocianinas:

El procedimiento seguido para el analisis es el descrito por Steele, et al. (2009).
La metodologia es la misma que para el caso de clorofilas y carotenoides, salvo que la
disolucion de extraccién fue metanol puro con 0,1% de HCI.

La absorbancia del extracto resultante se mididé en el espectro a 530 nm, con
cubetas de cuarzo de 1 cm frente a la soluciéon de extraccion. Para los calculos se
aplico la siguiente férmula teniendo en cuenta el peso molecular (449,2 g-mol”) y el
coeficiente de absorcion molar (30 mM™.cm™) de las antocianinas:

Antocianinas totales (ug-cm?) = 449,2 g-mol”-A530/30 mM"-.cm’”

3.3.3.- Asimilacion neta y conductancia estomatica.

La asimilacion neta (An) y la conductancia estomatica (gs) se han medido en
las subparcelas en cuajado y envero en los tres anos de investigacion. Las medidas de
cada subparcela corresponden a la media de los valores obtenidos en el I6bulo central
de nueve hojas totalmente expandidas expuestas a la radiacion solar directa,
insertadas en el cuarto o quinto nudo desde el apice de brotes elegidos al azar. Las
medidas se realizaron entre las 11: 00-13: 00 h, hora local, cuando la incidencia de la
radiacién solar es mayor, en dias con condiciones meteorolégicas despejadas, en las
fechas que se indican en la tabla 3.10.

Tabla 3.10. Fechas en que se realizaron las medidas de fotosintesis vy
fluorescencia de la clorofila.

Estado fenolégico 2009 2010 2011
Cuajado 15-17 de Julio 6-8 de Julio 21-23 de Junio
Envero 20-22 de Agosto 23-25 de Agosto  16-18 de Agosto

Las medidas se llevaron a cabo con un analizador portatii de gases por
infrarrojo (IRGA) LI-Cor 6400, equipado con una camara de medida de fluorescencia
6400-40 (Li-Cor, Inc. Lincoln, Nebr., EE.UU). Las condiciones de la camara
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establecidas fueron constantes para todas las mediciones. La densidad de flujo de
fotones fotosintético incidente (PPFD) en las hojas se fijé en 1500 umol fotones-m™s™,
que esta por encima de la saturacion fotosintética en vides cultivadas en el campo
(Escalona et al.,, 1999; Flexas et al., 1998). El nivel de CO, en el analizador se
mantuvo constante a 370 mol CO,mol™” de aire. La temperatura, presién y humedad
relativa se mantuvieron a niveles ambientales. El caudal de aire a través de la camara
de medida se mantuvo a 500 mol- s™. Los factores de absorcion de los fotones en las
longitudes de onda 635 nm (rojo) y 465 nm (azul) dentro del espectro de radiacion
fotosintética activa (PAR) de las hojas en cada subzona se introdujeron en el IRGA, ya
que las propiedades espectrales de la hoja se ven fuertemente afectadas por
diferentes variables, entre ellas la pigmentaciéon (Walter-Shea et al., 1991), y por tanto
la precision de las medidas de la fluorescencia depende directamente de ello. Estos
valores fueron estimados a partir de los datos de la concentracién de clorofila en la
hoja previamente obtenidos con un medidor portatil CL-01 (Hansatech Instruments
Ltd., Norfolk, Reino Unido), como describen Gonzalez et al. (2005a).

El LI 6400 dispone de un circuito abierto, lo que significa que la fotosintesis y la
conductancia estomatica se basan en las medidas de diferencia de concentracién de
CO. y H,O entre el flujo de aire que fluye por la hoja y el de una corriente de aire
analoga que no ha tenido contacto con la misma (figura 3.5). El aparato dispone de
dos analizadores de gases para determinar las tasas de fotosintesis neta y
conductancia estomatica a través de las siguientes expresiones:

Fotosintesis neta (An) = (flujo de aire x ACO,) / area foliar

Conductancia estomatica (gs) = (flujo de aire x AH,0) / area foliar

El LI 6400 dispone de un circuito abierto, lo que significa que la fotosintesis y la
conductancia estomatica se basan en las medidas en las diferencias de concentracion
de CO, y H,0O entre el flujo de aire que fluye por la hoja y el de una corriente de aire
analoga que no ha pasado sobre la misma (figura 3.5).
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Figura 3.5: Fundamento de actuacion un analizador de gases por
infrarrojo. (LI-Cor, 2003).
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3.3.4.- Medidas de la fluorescencia de la clorofila a nivel de hoja.

Las medidas de la fluorescencia de la clorofila se llevaron a cabo sobre las
mismas nueve hojas sobre las que se hicieron los controles de asimilacion neta y
conductancia estomatica, en las fechas indicadas en la tabla 3.10, mediante la camara
de fluorescencia acoplada en el analizador portatil LI-Cor 6400. Los parametros de
fluorescencia de la clorofila de las hojas adaptados a la oscuridad se obtuvieron antes
del amanecer (1: 00-3: 00 h, hora local; figura 3.6), marcando las hojas con cintas
rojas, mientras que los parametros de fluorescencia de la clorofila de las hojas
adaptadas a la luz se obtuvieron al mediodia (11: 00-13: 00 h, hora local)
simultaneamente con las variables intercambio de gases en las hojas previamente
marcadas.

Figura 3.6. Realizacién de las medidas de fluorescencia de la clorofila en
condiciones de oscuridad.

La camara de fluorescencia del equipo, contiene una serie de diodos emisores
de luz y detectores que captan la senal fluorescente.

Se utilizan distintas fuentes de luz con tres objetivos:
- Inducir la produccién de fluorescencia.

- Suministrar luz de forma constante dentro del rango de la radiacion PAR.
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- Producir multiples pulsos de luz saturantes capaces de cerrar los centros
de reaccion del PSll y realizar la medida de Fmy Fm'.

El hecho de que exista radiacidén solar con iguales caracteristicas espectrales
que la fluorescencia de la clorofila (entre 670-750 nm) obliga a utilizar luz de medida
modulada de pequena intensidad para diferenciar la fluorescencia de la luz ambiente.
La fuente de luz usada para la medida de la fluorescencia es encendida y apagada
con una elevada frecuencia de forma que el sensor esta preparado para detectar sélo
la fluorescencia excitada por la luz de medida. Este es el fundamento de los
fluorimetros P.A.M. (Pulse Amplitude Modulation), como el instalado en el LI 6400.

El espectro de la fluorescencia es diferente al de la luz absorbida, con un pico
de emisién a una longitud de onda mayor. En realidad, el espectro de emisién de la
clorofila muestra un pico a 682 nm ademas de un "hombro" menor a 740 nm
aproximadamente (Oxborouhg, 2004). Por ello, la fluorescencia puede ser cuantificada
mediante la exposicion de la hoja a una longitud de onda conocida, menor de 670 nm
y midiendo la luz emitida a una mayor longitud de onda, entre 670 y 750 nm (Maxwell y
Johnson, 2000; Oxborouhg, 2004).

Hay que tener en cuenta al disenar los experimentos que la eficiencia del
fotosistema Il varia también a lo largo del dia en funcién de la iluminacion,
reduciéndose a un minimo al mediodia. También influye la presencia o ausencia de
nubes o la posicién de la hoja en la planta (Morales et al., 2000).

Los parametros de fluorescencia medidos por el equipo en las hojas fueron los
siguientes:

Fo: minimo valor de fluorescencia en hojas adaptadas a la oscuridad. Se
obtiene al comienzo de la medida aplicando sobre una hoja adaptada a la
oscuridad una luz de muy baja intensidad (por debajo de 1 mol de fotones m’
.s™) (Baker y Rosenqvist, 2004). Muestra el nivel de fluorescencia cuando la
quinona primaria aceptora de electrones del fotosistema Il (Qa) esta oxidada al
maximo, es decir, cuando los centros de reaccion del fotosistema Il estan
abiertos.

Fm: maximo valor de fluorescencia en hojas adaptadas a la oscuridad. Se
obtiene aplicando un flash de luz saturante con la hoja adaptada a la oscuridad,
aumentando la fluorescencia hasta un nivel maximo (Maxwell y Johnson,
2000). Muestra el nivel de fluorescencia cuando Qa esta reducida al maximo,
es decir, cuando los centros de reaccion del fotosistema Il estan cerrados.

Fo": minimo valor de fluorescencia en hojas adaptadas a la luz. Se obtiene
después de la aplicacién de un flash saturante, eliminando la luz actinica
(Maxwel y Johnson, 2000).

Fm™: maximo valor de fluorescencia en hojas adaptadas a la luz. Se obtiene al
aplicar luz actinica y flashes de luz saturantes en intervalos apropiados.

Fs: fluorescencia estacionaria en hojas adaptadas a la luz. Se obtiene del valor
de la fluorescencia inmediatamente anterior al flash.
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Por otra parte el equipo Li-6400, registra relaciones entre los parametros
anteriores, que aportan informacién sobre el comportamiento fotosintético de la planta.
Son las siguientes:

Fv: diferencia entre el maximo y el minimo valor de la fluorescencia en hojas
adaptadas a la oscuridad. (Fv = Fm - Fo) (Baker y Rosenqvist, 2004). Muestra
la habilidad del fotosistema Il de fotorreducir la Qa.

Fv': diferencia entre el maximo y el minimo valor de fluorescencia en hojas
adaptadas ala luz. (Fv' = Fm' - Fo').

Fv/iFm: eficiencia maxima del fotosistema II. Es el cociente entre la
fluorescencia variable y la fluorescencia maxima de la hoja adaptada a la
oscuridad. Muestra la maxima eficiencia con la que la luz absorbida por las
antenas del fotosistema Il es convertida en energia quimica (reduccion de la
Qa).

OPSII: eficiencia del fotosistema Il en operativo. La ®PSIl se obtiene de la
formula: (Fm’-Fs)/Fm’. Este parametro indica la proporcién de luz absorbida
por la clorofila asociada al fotosistema Il y que es usada en los procesos
fotoquimicos. En laboratorio se ha encontrado una relacion lineal entre este
parametro y la fijacion de carbono, aunque en ciertas situaciones de estrés se
pueden encontrar anomalias (Maxwell y Johnson, 2000). El parametro estima
la eficiencia con la que la luz absorbida por las antenas del fotosistema Il es
convertida en energia quimica.

gP: apagado fotoquimico. Se obtiene de la formula: (Fm’-Fs)/(Fm’-Fo’). Este
parametro indica la proporcion de los centros de reaccion del fotosistema Il que
estdn abiertos. Relaciona la maxima eficiencia del fotosistema Il con la
eficiencia a la que opera.

NPQ: tasa de disipacion térmica. EI NPQ se obtiene de la formula: (Fm-
Fm")/Fm’. El valor obtenido tiene una relacién lineal con la disipacién de
energia en forma de calor. Sin embargo, hay que destacar que este valor es
relativo a la adaptacion de la hoja a la oscuridad. Por ello, si tenemos valores
claramente diferentes en Fv/Fm hay que evitar comparar los valores de NPQ
(Maxwell y Johnson, 2000; Baker y Rosenqvist, 2004).

3.3.5.- Pardmetros de vigor y desarrollo vegetativo.

Como indice de vigor se ha tomado el peso de madera de poda (PMP)
expresado en kg madera-m?. También se ha controlado el nimero (NMS) y peso
(PMS) medio de los sarmientos por unidad de superficie, mediante el conteo y pesado
de los mismos de 9 cepas de cada una de las subzonas, utilizando una bascula digital
en campo, con un error de = 5 gramos.

En los estados fenoldgicos de cuajado y envero se midio el indice de area foliar
(IAF) con el fin de caracterizar la superficie foliar que se ha desarrollado bajo las
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condiciones de cultivo de las subparcelas. También se ha considerado en el estudio el
area media de las hojas (SF).

Para calcular el IAF se seguido la metodologia propuesta por Sanchez de
Miguel et al. (2010). Se seleccionaron al azar cinco cepas de cada subparcela, donde
se marcaron 4 pampanos representativos por planta (un total de 20 pampanos). Se
seleccionaron 2 pampanos centrados y representativos de la cepa en cada brazo. Se
tomaron tres medidas distintas del area de la hoja mas grande (L) y de la hoja mas
pequena (S), y el nimero de hojas (NH) en los principales del pampano y en los
nietos. El area de las hojas se obtuvo con un medidor portatil de area foliar CI-202
(CIDNC, USA).

El promedio de la superficie foliar (SF, en cm? hoja™) se calculé tanto del
pampano como de los nietos. La superficie foliar de los pampanos (SFB) sera la
obtenida en el conjunto de los principales con sus nietos. Los calculos realizados
fueron:

. Superficie foliar media (SF, cm?) = (L + S)/2

. Superficie foliar media por brote (SFB, cm?-brote™) = SF x NH

. Superficie foliar media por cepa (cm?-cepa™) = SFB x carga (nimero de
yemas/cepa)

. indice de area foliar (IAF, m?-m) = (SFB x carga)(10.000/marco)

3.3.6.- Rendimiento y sus componentes.

Se realizé un seguimiento de la maduracién para observar la evolucién de los
parametros de composicion de la baya y determinar la fecha 6ptima de vendimia. Para
ello se recogieron muestras en tres momentos diferentes, aproximadamente 15, 25 y
30 dias después del envero. En las muestras del seguimiento de maduracion se
determinaron el contenido en sélidos solubles totales, acidez total, pH y el indice de
polifenoles totales. La vendimia se realizé en todas las subparcelas a la vez.

Para estimar el rendimiento de cada subparcela se conté el nUmero de racimos
en cada punto de muestreo, pesando en una bascula de campo la vendimia obtenida.
A partir de estos datos se obtuvo el rendimiento (Rto, en Kg uva-m?) y el peso medio
del racimo (PMR). EI numero medio de racimos por sarmiento (RPS) se obtuvo
teniendo en cuenta el nimero de sarmientos por unidad de superficie contabilizados
en la poda.

Ademas se determind el peso de cien bayas (P100) en el momento de la
vendimia, pesando las muestras que se utilizaron a continuacion para los analisis de la
composicion de la uva.

El indice de Ravaz (IR) se obtuvo con el cociente Rto / PMP.
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3.3.7.- Andlisis fisico-quimicos de las bayas.

Los andlisis aqui enumerados y que a continuacion se detallan se llevaron a
cabo en el laboratorio de Viticultura de la ETSIIAA.

Composicion fisico-quimica de los mostos:

- Contenido en sélidos solubles (SST)

- pH: método potenciométrico.

- Acidez total (AT): método potenciométrico

- Nitrégeno facilmente asimilable (NFA)

- Indice de polifenoles totales (IPT): método espectro-fotométrico
- Potasio: método fotométrico de llama.

Parametros colorimétricos de los mostos

- Parametros cromaticos: método espectrofotométrico

Parametros de madurez fendlica de la uva

- Determinacion de fenoles totales: método espectrofotométrico

- Contenido de antocianos facilmente extraibles: método
espectrofotométrico.

- Antocianos totales: método espectrofotométrico

Para la realizacién de los analisis se tomaron dos muestras independientes de
100 bayas cada una, en cada subzona, una para el andlisis del mosto y otra para
determinar los parametros de madurez fendlica. La recogida de muestras se llevd a
cabo al azar siempre siguiendo el mismo procedimiento, con el objetivo de obtener
datos lo mas representativos posible. Se tomaron 3 bayas de cada racimo (una de la
parte superior, otra de la parte central y una ultima de la parte inferior) y de racimos
expuestos a ambos lados de la linea, y en ambos brazos. Las uvas recogidas fueron
depositadas en una bolsa de plastico perfectamente etiquetada y posteriormente se
introdujeron en neveras portatiles para evitar su deterioro y oxidacion hasta la llegada
al laboratorio.

3.3.7.1.- Composicion de los mostos

Las muestras de cien bayas se pesaron en el laboratorio en una balanza
Europe 500 (Gibertini SRL, Milan, Italia) con una capacidad de 510 g y 1 mg de
precision. El mosto se extrajo después triturando las uvas con una batidora manual
doméstica, separandolo de la fraccion sélida mediante un colador cénico metalico y un
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embudo. El mosto obtenido se depositd en tubos Falcon para centrifugarlo durante tres
minutos a 3500 rpm en una centrifuga Centronic-BL (JP Selecta S.A., Barcelona). Las
muestras se conservaron en camara frigorifica a 4 °C, procediendo a su analisis lo
antes posible.

3.3.7.1.1.- Contenido en sélidos solubles (SST)

El contenido de azucares del mosto representa el 90-94% de los solidos
solubles totales, y es el principal indicador de la madurez de las uvas. Los azucares
son el elemento mas importante de los mostos pues sin ellos no hay fermentacion
alcohdlica, y por lo tanto no hay produccién de vino.

El contenido en sdlidos solubles totales se determiné por refractometria, segun
los métodos oficiales de la UE establecidos en el reglamento CEE 2676/90 (Comisién
Europea, 1990) y se expresa en °Brix (peso de sacarosa por 100 g de disolucion,
medido a 20°C).

Para este analisis se utilizd un refractometro del tipo Abbe (WYA-S, Biotech
S.L., Barcelona) que indica el °Brix con una precision del 0,1%. Las medidas se
realizaron a una temperatura de 20 °C (x 5 °C). En el caso de que el porcentaje en
peso de sacarosa fuera determinado a una temperatura diferente a 20 °C, se ajustaron
los valores con la ayuda de la tabla de correccion de temperaturas (Jaulmes et al.,
1966).

3.3.7.1.2.- pHy acidez total (AT)

La acidez del vino se suele expresar como el contenido total de acidos vy
refiriéndolo al mas importante, el tartarico. La determinacién de la acidez total se
realiza mediante una valoracion acido-base.

La acidez total constituye un elemento importante de las caracteristicas
gustativas, marcando fundamentalmente la sensaciéon de frescura. La impresion
organoléptica de la astringencia y acidez es dependiente del pH, mas que de la acidez
total.

Los ataques bacterianos y las quiebras metalicas son mas probables cuanto
mas elevado es el pH. Por otra parte, el poder antiséptico del sulfuroso aumenta
cuando el pH es bajo, debido a que la cantidad de diéxido de azufre libre en el vino es
mayor.

Las medidas de acidez total y pH se obtuvieron mediante una valoracion
potenciométrica siguiendo la metodologia oficial de la UE establecidos en el
reglamento CEE 2676/90 (Comision Europea, 1990). Se utilizd un equipo
automatizado de valoraciéon 702-SM Titrino acoplado a un cambiador de muestras 730-
SC (Metrohm Schweiz AG, Zofingen, Suiza). Una vez el equipo estuvo perfectamente
calibrado con las correspondientes soluciones patron, se procedid a realizar una
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medida del pH inicial del mosto, para posteriormente valorar las muestras con NaOH
0,1N, hasta alcanzar un pH de 7,00. La acidez se expresdé en gramos de acido
tartarico por litro segun los ml de NaOH 0,1 N empleados para neutralizar la muestra,
mediante la féormula descrita por Garcia-Barceld, (1990).

Acidez total (g 4cido tartarico-L™") = V NaOH (ml) xN NaOH x75

V mosto (ml)

3.3.7.1.3.- Nitr6égeno facilmente asimilable (NFA)

El nitrogeno facilmente asimilable es la principal fuente de alimento de las
levaduras durante la fermentacion, por lo que es importante la acumulacion de unas
concentraciones minimas para que no sea un factor limitante a la hora de la
vinificacion.

Para su estimacién se utilizé un equipo automatizado de valoracion 702-SM
Titrino acoplado a un cambiador de muestras 730-SC (Metrohm Schweiz AG,
Zofingen, Suiza). El método utilizado es una modificacion del método de Sdrensen
propuesta por Masneuf y Dubourdieu (1999). Este método se basa en afiadir una
solucién de formaldehido a la muestra en unas condiciones de pH concretas. La
reaccion del formaldehido con el amonio y las aminas primarias produce protones en
el medio que hacen disminuir el pH. La valoracion con NaOH hasta restablecer el pH
inicial permite hacer un calculo del nitrogeno facilmente asimilable que existe en el
medio a partir del volumen de base utilizado.

Una vez el equipo estuvo perfectamente calibrado con las correspondientes
soluciones patréon, se procedié a neutralizar las muestras con NaOH 0,1N, hasta
alcanzar un pH de 8,5. Posteriormente, sobre 10 ml de cada una de las muestras
obtenidas fueron afiadidos 4ml de formaldehido previamente neutralizado a pH 8,5.
Para finalizar, se neutralizaron de nuevo las muestras a pH 8,5 con NaOH 0,1 N en el
valorador. El calculo del nitrégeno asimilable de la muestra fue:

Nitrégeno facilmente asimilable (mg/l) = mI NaOH 0,1 N x 14

3.3.7.1.4.- indice de polifenoles totales (IPT)

Los compuestos fendlicos son los responsables del color del mosto y del vino.
La concentracion de polifenoles en el vino aumenta con el tiempo de contacto del
mosto con la piel y las semillas durante la vinificacion, con el aumento de la
temperatura, y con la intensidad del prensado.

Las caracteristicas cromaticas del mosto se pueden evaluar mediante
espectrofotometria. Para determinar el indice de polifenoles totales se aplica sobre la
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muestra un espectro de emision opuesto (radiaciéon UV a 280nm) y se mide la cantidad
de radiacion que la atraviesa. La absorbancia a 280 nm es una medida muy util para
estimar la intensidad colorante en mostos de uvas tintas ya que a ésta longitud de
onda los anillos bencénicos, caracteristicos de los compuestos fendlicos presentes en
mostos y vinos, absorben fuertemente la radiacion ultravioleta. Para las medidas
espectrofotométricas de las muestras se emplea como medida de referencia agua
destilada.

La absorbancia del mosto a 280 nm se determind mediante un
espectrofotdmetro ultravioleta/visible (V-530, Jasco Inc, Easton, Maryland, Estados
Unidos), utilizando una cubeta de cuarzo de 1 mm de longitud de paso. La medicién se
realizé directamente sobre las muestras de mostos. Cuando las muestras tenian un
elevado contenido polifendlico se realizé una dilucién 1:25 de las mismas.

El indice de polifenoles totales (IPT) se obtuvo multiplicando los resultados del
espectrofotdmetro por 10, para expresar el valor segun el método oficial, que utiliza
cubetas de 10mm. En el caso de haber diluido las muestras, se corrigen las medidas
de absorbancia obtenidas multiplicandolas por el factor de dilucion empleado (segun lo
indicado anteriormente este factor sera 25).

3.3.7.1.5.- Contenido en potasio (K)

El potasio es un factor de considerable influencia sobre el balance acido de
mostos y vinos, afectando al pH, y a la limpidez del vino, que puede verse disminuida
por la formacién de cristales de bitartrato.

El contenido en potasio se determind mediante fotometria de llama siguiendo la
metodologia oficial de la UE establecidos en el reglamento CEE 2676/90 (Comision
Europea, 1990). Se utilizé un fotdmetro PFP-7 Jenway (Bibby Scientific Limited,
Staffordshire, Reino Unido), con filtro especifico para mediciones de potasio. Para
calibrar el aparato se prepar6 una solucién de referencia con potasio y con diversos
aniones, cationes y compuestos organicos (etanol, acido citrico, sacarosa, glicerol,
fosfato monosddico, cloruro calcico y cloruro magnésico) en proporciones similares a
las que existe en el vino. Como el rango de concentracion de potasio en el mosto es
muy elevado para la sensibilidad del método, se realizaron diluciones de las muestras
utilizando una solucion que contenia los mismos componentes que la solucion de
referencia exceptuando el potasio. El contenido en potasio del mosto se expresé en
mg/l.

3.3.7.2.- Parametros colorimétricos

Las parametros CIEL*a*b* se muestran como una de las medidas mas
objetivas del color, que se define a partir de unas coordenadas denominadas L*
(luminosidad), a* (relacién color rojo-verde) y b* (relacién color amarillo-azul). Los
parametros C* (cromaticidad 6 saturacién cromatica) y H* (tonalidad 6 tono) se
calculan a partir de a* y b*.
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Las coordenadas CIEL*a*b* se ubican dentro de un espacio tridimensional,
estando cada una de ellas, en cada uno de los ejes que definen el espacio (figura 3.7).

L=100
White

LEf
Black

Figura 3.7. Coordenadas CIEL*a*b
representadas en un sistema
tridimensional. (Cheftel y Cheftel, 1992)

La coordenada L* se encuentra en el eje vertical, tomando valores entre 0 y
100 (indicando el valor 0 alta luminosidad y 100 baja luminosidad). La coordenada a*,
corresponde al eje de ordenadas, tomando valores entre +60 y -60 (siendo +60 la
gama de matices rojos y -60 la gama de matices verdes). Y por ultimo la coordenada
b*, corresponde al eje de abcisas con valores entre +60 y -60 (siendo +60 la gama de
matices amarillos y -60 la gama de matices azules).

La relacién existente entre las coordenadas CIEL*a*b* y CIEL*C*H es directa,
ya que L* es la misma en los dos casos, y las coordenadas C* y H son las formas
polares de las coordenadas en el mismo espacio CIE tridimensional. De modo que se
puede presentar el color en forma cartesiana, con las coordenadas CIEL*a*b*, y en
forma polar, ya que:

Las coordenadas CIEL*a*b* y CIEL*C*H se midieron en el espectrofotometro
UV-Visible (V-530, Jasco Inc, Easton, Maryland, Estados Unidos) en cubetas de
cuarzo de 1mm de trayecto optico. Se empledé el paquete informatico “Spectra
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manager JASCO corporation”, con el observador patron CIE64 (10° de campo de
vision) y el iluminate D65 (segun lo establecido por la CIE, 1986).

También se ha estudiado el indice cromatico de uvas tintas (CIRG: Colour
index for red grape), propuesto por Carrefio et al. (1995), que tiene la siguiente
expresion:

180 - H
L*+C*

CIRG =
3.3.7.3.- Madurez fenélica de la uva

Se han determinado diferentes parametros de madurez fendlica de las
muestras tomadas mediante los analisis que a continuacion se detallan. Ha sido
necesario un tratamiento previo de las muestras para todas las determinaciones,
siguiendo la metodologia descrita por Saint-Cricq et al. (1998).

Las soluciones se prepararon a partir de muestras de 100 bayas, que se
trituraron con una batidora. Con la pasta obtenida en vasos de precipitados se
realizaron dos preparados de 50 g cada uno. A uno se le afiadié 50ml de una solucion
a pH 1y al otro 50 ml de una solucién a pH 3,2.

- Solucién a pH 3,2: En un matraz de 1000 ml se afadieron 120 ml de etanol
96%, 5 g de 4cido tartarico y 2,5 ml de NaOH 32% y se enrasé con agua destilada.

- Solucién a pH 1: En un matraz de 1000 ml se anadieron 8,3 ml de HCI 37% y
se enraso6 con agua destilada.

Obtenidos los preparados (pasta + soluciones a distintos pH), se dejaron
reposar durante 4 horas a temperatura ambiente, y a continuacion se filtraron con lana
de vidrio, guardando la solucién en tubos falcon perfectamente identificados.

Las muestras se centrifugaron a 3500 r.p.m. durante 3 min y se evaluaron por
espectrometria:

e Muestra pH 3,2
- Contenido de polifenoles totales (CFT): Absorbancia a 280 nm
- Antocianos facilmente extraibles (AFE).

e Muestra pH 1
- Antocianos totales (ANT).

Tanto AFE como ANT se determinaron a partir del método de Garcia-Barcel6
(1990), basado en la decoloracion con bisulfito sédico de las muestras. Se prepararon
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las muestras en tres baterias de tubos de ensayo, adicionando a cada bateria los
compuestos y cantidades que se indican a continuacion:

Bateria 1: Para la preparacion se afiadieron 0,75 ml de muestra y 15,75 ml de
la solucion de etanol + HCI (2 L de HCI 2% + 104 ml de etanol 96%). A partir de
esta bateria se prepararon las siguientes.

Bateria 2 (D1): Se afadieron 5 ml de la bateria 1y 2 ml de bisulfito sédico.
Bateria 3 (D0): Se afiadieron 5 ml de la bateria 1 y 2 ml de agua destilada.

Preparadas las baterias 2 y 3, se dejo reposar durante 20 minutos. Se ajusto la
longitud de onda del espectrofotometro a 520nm, y el cero de absorbancia respecto al
aire (sin cubetas en el trayecto 6ptico). Se realizaron mediciones de las muestras
tomando de referencia agua destilada en cubetas de 10 mm de espesor.

La concentracion de ANT se obtiene de la curva patrén definida como:

ANT (ppm de mavidina) = (D0 — D1) x 1500
Siendo:
DO: lecturas a 520nm de la bateria 3

D1: lecturas a 520nm de la bateria 2

Los indices de madurez de la pepita e indice de madurez celular se calculan a
partir estas lecturas.

indice de madurez celular: IMC (%) = ((ANT-AFE)/ANT) x 100

indice de madurez de las pepitas: IMP (%) = ((CFT-AFE x 40)/ CFT) x 100

A lo largo de la maduracion disminuye la diferencia entre el total de antocianos
y los facilmente extraibles, por ello el IMC disminuye. Cuanto mas bajo sea, mas facil
sera la extraccion de compuestos fendlicos de la piel de la uva.

El IMP representa el porcentaje de la contribucién de los taninos de las pepitas
al contenido fendlico total de la uva y por lo tanto, se puede relacionar con la
astringencia de los taninos. El porcentaje de estos taninos esta relacionado con el
“terroir” y su extraccion depende mucho de la técnica de vinificacién. Un IMP baijo,
sobre 20, indica una alta polimerizacién de los taninos de la pepita, que pasan a ser no
extraibles y por ello dejan de contribuir al cuerpo del vino. indices altos indican mayor
maduracién de estos compuestos, lo que facilita su extraccién durante la vinificacion.
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3.4.- Andlisis de datos

El tratamiento de los datos se ha realizado mediante el programa estadistico
SAS versién 9.1 (SAS Institute INC, 2004).

Los efectos del estado nutricional del vifiedo sobre el rendimiento fotosintético,
el vigor, el rendimiento y la calidad de la vendimia se ha analizado mediante métodos
de regresion lineal y analisis factoriales de la varianza. Las separaciones de medias se
realizaron con el test Tukey.

Se han realizado analisis de componentes principales con los datos obtenidos
en el vigor, rendimiento y analisis fisico-quimico de mostos. Estas técnicas también se
han empleado para el estudio multivariante de los parametros de fluorescencia de la
clorofila.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1.- CARACTERIZACION NUTRICIONAL DE LAS PARCELAS
DE ESTUDIO.

La mayor parte del viiedo espafiol ocupa suelos calizos. El exceso de calcio,
en combinacion con otras condiciones fisico-quimicas del suelo, origina en la vifia una
problematica nutricional muy especifica (Martin et al., 2008).

Los suelos calizos tienen, por definicidén, una gran concentracién de carbonato
calcico libre, pH basico, saturacién de bases del 100% y un complejo de cambio
dominado por el calcio. EI manejo de la fertilizacién debe ser diferente en suelos
calcareos que en suelos normales, debido a que tanto la elevada concentracién de
bicarbonato calcico como el elevado pH afectan a la disponibilidad de los nutrientes y
a las reacciones de fijacion-inmovilizacién de los mismos en el suelo:

- La superficie de las particulas de caliza son un soporte para la adsorcién y
precipitacién de fosfato, elementos metalicos y acidos organicos.

- La reactividad del carbonato afecta a las tasas de volatilizacion del
amoniaco en el suelo.

- El ambiente de la rizosfera es modificado por la caliza, viéndose afectados
los procesos de absorcién de elementos donde la acidificacion del medio es
un aspecto clave, como en el caso del hierro.

La clorosis férrica afecta a una superficie amplia de vifiedo en la Denominacion
de Origen Ribera del Duero, sobre todo en la zona mas occidental En lineas
generales, los suelos de la Denominacién de Origen presentan elevados contenidos
en calcio y bajos en magnesio (salvo en los terrenos mas arcillosos)(Martin et al.,
2008). La disponibilidad de nitrégeno esta muy correlacionada con los contenidos en
materia organica, pobres en general, mientras que el fosforo sufre una fuerte
retrogradacion en la mayor parte de los suelos.

La nutricion mineral es un importante factor de productividad y de calidad en el
vifiedo y, como tal, su optimizaciéon ha de ser objetivo prioritario en el marco de la
viticultura actual. Para conseguir ese objetivo es necesario disponer de técnicas de
evaluaciéon del estado nutricional de las cepas, adecuadas a las condiciones
ecofisiolégicas de la zona concreta de que se trate en cada caso. La realizacion de
analisis de suelo y foliares permite conocer la riqueza del terreno en nutrientes y su
disponibilidad, asi como la absorcion efectiva de los mismos por la planta, pudiendo
detectar carencias, desequilibrios nutricionales, etc ...
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En la tabla 4.1 se recoge la estadistica descriptiva de las variables fisico-
quimicas de los suelos de las subparcelas de vinedo estudiadas. Las muestras
presentan de manera predominante texturas medias (56,25 %) yarcillosas(31,25 %),
siendo sélo un 12,5 % de las muestras de textura arenosa, segun el método ISSS
(1999).

Tabla 4.1. Caracteristicas fisico-quimicas de los suelos de vifiedo en el conjunto de las
zonas de estudio.

Parametro Método de analisis Minimo  Maximo Media CV (%)
Arcilla (%) 3,28 56,52 29,81 43
Limo (%) ISSS 5,28 43,28 17,02 58
Arena (%) 18,4 86,72 53,25 32
pH (1:2,5 suelo:agua) 7,22 9,2 8,59 4
CE (mS-cm™) (1:5 suelo:agua) 0,07 0,22 0,14 29
MO (%) Walkley-Black 0,19 1,33 0,74 32
CT (%) Bernard 0,64 58,78 25,19 67
CA (%) Bernard 3,32 15,53 9,30 41
P(mg-kg™) Olsen 4,4 31,8 12,38 62
K(meq-100g™) Acetato de amonio 0,14 1,18 0,53 48
Ca (meq-100g™) Acetato de amonio 2,17 26,0 17,5 34
Mg (meq-1OOg'1) Acetato de amonio 0,26 3,29 1,53 46
Fe (mg-kg™) DTPA 2,34 9,94 4,27 35
Cu (mg-kg™) DTPA 0,32 3,84 1,14 93
Zn (mg-kg™) DTPA 0,56 1,6 1,00 36
Mn (mg-kg™) DTPA 3,3 12,04 7,62 33

CE: Conductividad eléctrica; MO: Materia Organica; CT: Carbonatos totales; CA: Caliza activa; CV:
Coeficiente de variacion

Ninguno de los suelos muestreados presentd condiciones de salinidad, ya que
la totalidad de los valores de conductividad eléctrica estuvo por debajo de 0,25 mS-
cm”, rango que se considera no problematico para los cultivos (Mengel y Kirkby,
2001). El contenido de materia organica en el conjunto de subzonas es bajo; todas los
suelos estudiados estuvieron por debajo de un nivel de referencia que se puede
establecer en 1,5% (Yanez, 1989), teniendo en cuenta que los vifiedos estan
cultivados en secano (tabla 4.2).

Realizado un analisis de varianza de los contenidos en elementos minerales de
los peciolos en envero en funcion del ano de seguimiento, se han observado
diferencias significativas entre cada uno de los tres afios en los que se llevd a cabo el
estudio, para todos los nutrientes excepto para el Mg (tabla 4.3). Los resultados
obtenidos sugieren que el Mg peciolar en plantas cultivadas en suelos calizos seria el
elemento menos sensible a las condiciones meteoroldgicas (variaciéon interanual). El
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nivel foliar de Mg también podria ser poco sensible a la aplicacion exdégena de
correctores de la clorosis férrica. Asi, Bavaresco et al. (2010) estudiaron el efecto de
varios métodos de correccién de la clorosis férrica en plantas sobre suelos calcareos,
observando que los Unicos elementos cuya acumulacion foliar no se veia afectada por
los tratamientos fueron Mg y Zn.

Tabla 4.2. Interpretacion de los niveles de las caracteristicas fisico-quimicas de los
suelos en el conjunto de zonas de estudio.

Subparcela pH* MO* CT* CA* P* K** Ca* Fe*™* Cu*** Zn*** Mn****

=
(]

*

*

1 MA B A MA MB MA MA M M - - -
2 MA B M MA MB B MA B M - - -
3 A B A M A MA MA M M - - -
4 A B A M B M MA A M - - -
5 MA B M M A B MA MB M M A A
6 MA B B B MA M MA B A M A A
7 MA B MA MA B B MA B A M M M
8 MA B M A B M MA B A M M A
9 MA B A MA MB B M B M M M M
10 MA B MA MA MB B M M M M M A
11 MA B MA M B B M B B M M M
12 MA B MA MA  MB MB M B B M M M
13 MA B M MA B M MA B A M M A
14 MA B M MA M M MA B M M M A
15 MA B MA MA B B MA B M M M A
16 MA B A MA B M MA B M A M A
17 MA B MA A MB M MA A M M M M
18 MA B A A B B MA A M M M A
19 MA B MB B B MB MA B A - - -
20 MA B MB B B B MA B M - - -
21 M B MB B B B MB MB A - - -
22 MA B MB B MB A MA B M - - -
23 A B B B B M MA M M M M A
24 A B MB B B A A B M M M A
25 MA B M M B A MA B M M M A
26 A B MB B MB A MA M M M M A
27 A B MB B B A MA M M M M A
28 A B MB B B A MA B M M M A
29 MA B A MA M A MA M M M M A
30 MA B B B B M MA B A M M A
31 MA B M M M A MA B A M M A
32 MA B M A A A MA B M M M A

MO: Materia organica; CT: Carbonatos totales; CA: Caliza activa
MA, muy alto; A, alto; M, medio o satisfactorio; B, bajo; MB, muy bajo
* Valores de referencia propuestos por Yariez (1989)

** Valores de referencia propuestos por Horneck et al. (2011)

*** Valores de referencia propuestos por Lindsay y Norwell (1978)
**** Valores de referencia propuestos por Sims y Johnson (1991)
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Tabla 4.3. Valores de F de Fisher y nivel de
significacion del anadlisis de la varianza (ANOVA)
de los contenidos peciolares de nutrientes en el
envero en funcién de los afos de estudio.

Nutriente F

N (%) 7,06
P (%) 4,54 *
K (%) 7,08 **
Ca (%) 9.88 **
Mg (%) 0,01

Fe (mg-kg™) 4,38 *

1

Cu (mg-kg™) 8,97 **
Zn (mg-kg™) 8,53 **
Mn (mg-kg™) 4,06 *
B (mg-kg™) 17,79 ***
Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

En la tabla 4.4 se presenta la composicidon mineral promedio de los peciolos,
indicando una alta variabilidad, en especial para el P y los microelementos Cu y Mn.
En general, los elementos que se encontraron en mayor concentracién en el tejido
peciolar de las plantas son el Ca y el K, seguido, en orden, por Mg, N, P, Mn, B, Zn, Fe
y Cu. Estos resultados coinciden con los valores de referencia establecidos para la vid
en la D.O. Ribera de Duero por Gonzalez y Martin (2005) y en la D.O. Rioja por
Laibarra et al.(2004).

Tabla 4.4.Composicion mineral de las muestras de tejido peciolar de vides tomadas en
los vifiedos estudiados en el estado fenoldgico de envero.

Valor P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn B
Ao (%) (% s.m.s.) (mg-kg™ s.m.s.)
Minimo 0,40 0,08 1,08 1,23 0,76 12,9 1,40 157 10,9 23,1
2009 Maximo 0,58 0,37 3,21 2,83 2,10 43,6 3,20 455 193 43,7
(n=22) Media 0,50 0,20 2,20 2,11 1,22 20,4 2,29 28,6 57,7 31,5
CV.(%) 9 41 29 20 37 33 22 31 87 16
Minimo 0,39 0,06 0,71 1,99 0,73 12,5 2,50 7,40 25,3 37,0
2010 Maximo 0,55 0,32 3,22 3,33 1,94 30,5 39,5 34,0 394 54,0
(n=24) Media 046 0,14 2,00 2,61 1,23 19,7 8,37 22,3 116 45,7
C.V.(%) 10 45 35 14 31 24 131 28 75 10
Minimo 0,41 0,07 0,39 1,54 0,64 12,3 1,00 12,9 21,1 0,15
2011 Maximo 0,53 042 2,19 3,01 186 51,2 7,30 52,0 334 57,3
(n=24) Media 046 0,18 1,54 2,27 1,22 253 3,05 32,3 107 39,3
CV.(%) 9 41 32 17 33 36 49 31 73 31

C.V., coeficiente de variacion
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4.1.1.- Nutrientes minerales.
4.1.1.1.- Nitrégeno.

Aunque el contenido en materia organica de los suelos es en general bajo y no
se ha aportado ningun tipo de abono organico, ni fertilizantes inorganicos nitrogenados
durante los anos de estudio, todas las areas de muestreo tuvieron un contenido de
nitrogeno medio en los peciolos en los tres afios de estudio segin Gonzéalez y Martin
(2005).

4.1.1.2.- Fésforo.

Confirmando estudios previos en la zona (Martin et al., 2008), como se muestra
en la tabla 4.1 existe una alta variabilidad en las concentraciones de fésforo asimilable
en el conjunto de los suelos estudiados, con un coeficiente de variacién del 62%.
Como muestra la tabla 4.2 las subparcelas 1, 2, 9, 10, 12, 17, 22 y 26 tienen una
concentracién muy baja de fésforo en el suelo, la 4, 7, 8, 11, 13, 15, 16, 18, 19, 20, 21,
23, 24, 25, 27, 28 y 30 baja, la 14, 29 y 31 normal, la 3, 5 y 32 alta y sélo la 6 muy alta,
segun Horneck et al. (2011). El fosfato puede reducir la solubilidad del Fe y, por tanto,
su disponibilidad para la planta (Cornell y Schwertmann, 2003; Zheng et al., 2009).Sin
embargo, al ser la concentracion de P en disolucion de suelos calcareos muy baja,
algunos autores ponen en duda este papel inductor de clorosis férrica (Kolesch et al.,
1987a; Mengel y Kirkby, 2001).

Como muestra la figura 4.1, el reparto de porcentajes de areas de muestreo
segun su contenido de fésforo en los peciolos teniendo en cuenta los patrones
nutricionales obtenidos para la Ribera del Duero (Gonzalez y Martin, 2005)fue similar
en los afos 2009 y 2011, siendo mas elevado el porcentaje de subparcelas con
concentracién baja en el afio 2010. Asi, en el ano 2009 las subparcelas 1, 2, 9 y 26
tuvieron un contenido bajo de fosforo en los peciolos, la 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 22,
23,25y 27 medio y la 19, 20, 21, 24 y 28 alto. En el afio 2010 el contenido peciolar de
fésforo para las subparcelas 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 23, 25, 26 y 29
fue bajo, el de la 6, 14, 24, 27, 28, 30 y 32 fue medio y sélo el de la subparcela 31 fue
alto. En el afo 2011 las subparcelas 10, 11, 13, 15, 16, 18 y 26 tuvieron una
concentracién de fosforo en los peciolos baja, la 5, 6, 7, 8, 12, 14, 17, 23, 24, 25, 27,
28,29y 30 mediay la 31 y 32 alta.

Esta diferencia en el nivel de fésforo en los peciolos en el envero en el ano
2010 con respecto a 2009 y 2011, pudo estar relacionada con una situacion de estrés
hidrico y térmico provocado por un verano mas seco y caluroso que en los otros dos
afios, sin apenas precipitaciones en julio y agosto, acompafiado de unas temperaturas
maximas absolutas anormalmente altas en el mes de julio y principios de agosto. Esto
pudo haber modificado la dinamica del P en las plantas. Viets (1972) generaliz6 la
opinion de que el estrés hidrico induce una disminucion de la asimilacién de fésforo en
las plantas, lo que ha sido comprobado por otros autores como por ejemplo Pinkerton
y Simpson (1986) y Schreiner et al. (2006).
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Figura 4.1. Distribuciéon de las subparcelas en funcion de los contenidos de
fésforo (% s.m.s.) en el peciolo en las tres campanas de estudio, teniendo
en cuenta los valores de referencia propuestos por Gonzalez y Martin(2005).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, se ha realizado un diagnostico general de
la nutricidn de fésforo en las areas de muestreo, con el fin de estudiar la influencia de
esta en los parametros fisioldgicos y agronémicos en apartados posteriores. Asi se ha
considerado que las parcelas 3, 5, 6, 7, 8, 14, 21, 22, 23, 24, 27, 28, 29, 30, 31y 32
tienen una nutricion adecuada de P, mientras que el resto tiene un déficit de nutricion
de dicho elemento.

4.1.1.3.- Potasio.

Como se observa en la tabla 4.1 existe una alta variabilidad entre las
concentraciones de potasio en el suelo, con un coeficiente de variacion del 48%. De
acuerdo con la tabla 4.2, el contenido de potasio en las subparcelas12 y 19 fue muy
bajo, eldela 2, 5,7, 9, 10, 11, 15, 18, 20 y 21 bajo, el de la4, 6, 8, 13, 14, 16, 17, 23 y
30medio, el de la 22, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 31 y 32 alta, y el de la 1 y 3 muy alta,
segun Horneck et al. (2011).

La nutricién potasica es compleja, debido a la interaccion, tanto en el suelo
como en la planta, entre los cationes potasio, sodio, calcio y magnesio. Morris y
Cawthon (1982) mostraron una disminucién en las concentraciones de Mg y Ca como
resultado de la aplicacion de sulfato potasico, comprobando las interacciones entre Ky
los otros nutrientes. Garcia et al. (1999) investigaron la interaccion entre Ky Ca y los
efectos de sus proporciones en la nutricion de la vid cultivadas en medio hidropénico,
observando una reaccién de antagonismo entre K y Ca de modo que la adicién de Ca
puede inhibir la absorcion de K. La relacion Ca/K en el suelo promedio esta en torno a
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37 (contenidos en meq:100g™”), un valor muy elevado que indica que existen
situaciones de antagonismo de Ca con K, sobre todo en los suelos mas arcillosos y
calizos.
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Figura 4.2. Distribucién de las subparcelas en funcién de los contenidos de
potasio (% s.m.s.) en el peciolo en las tres campafas de estudio, teniendo
en cuenta los valores de referencia propuestos por Gonzalez y Martin
(2005).

La carencia de potasio también puede ser inducida por un exceso de
magnesio. La relacién K/Mg promedio de la zona de estudio esta en 0,40,valor
ligeramente por encima de los niveles adecuados (0,16-0,35 meq-100g™)
recomendados por Legaz et al. (1995), existiendo situaciones de antagonismo de K
con Mg a favor del primero en algunas de las subparcelas.

En cuanto al contenido peciolar de potasio, teniendo en cuenta patrones
nutricionales dados por Robinson (1995), sélo en uno de los puntos estudiados en
2009 y en dos en 2010 se obtuvo un contenido alto de K en los peciolos, teniendo el
70% de las muestras un contenido medio en los afios 2010 y 2011, y el 85% en
2009.Sin embargo, como se puede ver en la figura 4.2, durante los afios de estudio el
numero de muestras con una concentracion media ha ido aumentando en detrimento
de muestras con un contenido elevado de dicho elemento, llegando a ser el 95.8% de
las muestras en 2011, apareciendo por primera vez en este afio peciolos con
deficiencia segun las recomendaciones obtenidas para la Ribera del Duero por
Gonzalez y Martin (2005).Concretamente, en el afio 2009 las subparcelas 1, 2, 3, 4, 5,
7,9, 12, 21, 22, 23 y 24 tuvieron un contenido medio de potasio en los peciolos y la 6,
8, 10, 11, 19, 20, 23, 25, 26, 27 y 28 alto. En el afio 2010 el contenido para las
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subparcelas 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 23, 24 y 30 fue medio y el de las
subparcelas 5, 6, 13, 25, 26, 27, 28, 29, 31 y 32 fue alto. En el afio 2011 la subparcela
24 tuvo una concentracion en los peciolos baja, mientras que en el resto media.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, con el fin de estudiar la influencia de esta
en los parametros fisiolégicos y agrondmicos en apartados posteriores. Se ha
considerado que las subparcelas 1, 2, 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 21,
22, 23 y 24 tienen una nutricion adecuada de K, mientras que el resto tiene un exceso
de nutricion de dicho elemento.

4.1.1.4.- Magnesio.

Como se puede ver en la tabla 4.1, la concentracién de magnesio en el suelo
de los diferentes puntos de muestreo estuvo entre 0,26 y 3, 29 meq-100g™", lo que
refleja una alta variabilidad, (coeficiente de variacion del 46%), confirmando estudios
previos en la zona (Martin et al, 2008). Como muestra la tabla 4.2 las subparcelas 5,
21 y 30 mantuvieron una concentracion muy baja de magnesio en el suelo, la 2, 6, 7,
8,9, 11,12, 13, 14, 15, 16, 19, 20, 22, 24, 25, 28, 31y 32 baja, la 1, 3, 10, 23, 26, 27 y
29media y la 4, 17 y 18alta, no existiendo subparcelas con contenido muy alto de Mg,
segun Horneck et al. (2011). Las necesidades del magnesio, aun siendo relativamente
importantes, son inferiores a las del potasio. El problema fundamental es el
establecimiento de una relacién adecuada entre ambos elementos antagdnicos, segun
se indicé al referirnos al K, presentandose deficiencias de magnesio para valores
superiores a 0,35 en la relacion K/Mg. En el caso de este estudio, los valores de este
ratio de muchas de las zonas estudiadas se encuentran por encima de ese nivel, por lo
que es de esperar situaciones de deficiencia inducida de Mg. La relacién Ca/Mg para
el suelo promedio es 12,8 y, en general, las muestras tienen un valor de la relacién por
encima de 6, valor critico que propone Legaz et al (1995), por lo que desde este punto
de vista también se ven favorecidas las deficiencias de Mg.

La distribucion de los porcentajes de muestras por su contenido peciolar de
magnesio, como se aprecia en la figura 4.3, ha permanecido mas o menos constante a
lo largo de los tres afios de seguimiento, siendo el porcentaje de muestras con una
concentracion media del 40%, y el 60% con alto contenido, segun los patrones
nutricionales obtenidos para la Ribera del Duero por Gonzalez y Martin (2005). Los
valores observados son cercanos a las recomendaciones generales dadas por Fregoni
(1998). En el afio 2009 las areas de muestreo 2, 5, 6, 21, 24, 25, 26, 27 y 28 tuvieron
una concentracion media de magnesio en los peciolos, yla 1, 3, 4,7, 8, 9, 10, 11, 12,
19, 20, 22 y 23 alta. En el afio 2010, las subparcelas 6, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32
tuvieron un contenido medio de magnesio, yla 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 23 y 24 alto. Y en el afio 2011, las subparcelas 5, 6, 24, 25, 26, 27, 28, 30, 31, 32
tuvieron un contenido medio, y la 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 23 y 29
alto.

Es de destacar que, aunque, la mayor parte de las parcelas tuvieron un
contenido bajo de magnesio en el suelo, la concentracién de dicho elemento en el
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tejido peciolar fue medio o alto. Rodecap et al. (1994) informaron de que las plantas de
Arabidopsis deficientes en Fe acumulaban concentraciones mas altas de Mg en frutos
y semillas en comparacion con las plantas sin carencia de Fe.
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Figura 4.3. Distribucion de las subparcelas en funcion de los contenidos
de magnesio (% s.m.s.) en el peciolo en las tres campafas de estudio,
teniendo en cuenta los valores de referencia propuestos por Gonzalez y
Martin (2005).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, se ha realizado un diagnostico general de
la nutricion del magnesio de las areas de muestreo, con el fin de estudiar la influencia
de esta en los parametros fisiolégicos y agrondmicos en apartados posteriores. Asi,
las parcelas 2, 5, 6, 21, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 y 32 tendrian una nutricion
adecuada de Mg, mientras que el resto tendria un exceso de nutricion de este
elemento.

También se han estudiado los valores de la relacion K/Mg de las areas de
muestreo, con el fin de analizar posteriormente la influencia de esta sobre los
parametros fisiolégicos y agronémicos. Asi, las parcelas 2, 4, 7, 11, 12, 15, 16, 17, 18,
22, 23, y 24 tuvieron una baja relacion K/Mg, las parcelas 1, 3, 8, 9, 10, 13, 14, 19, 29
y 30 tuvieron una relacion K/Mg media y las parcelas 5, 6, 20, 21, 25, 26, 27, 28, 31y
32 tuvieron una relacién K/Mg alta (Gonzalez y Martin, 2005).
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4.1.1.5.- Calcio.

La concentracion media de calcio de cambio en el suelo en las diferentes areas
de muestreo es elevada de 17,5 meq-100g™" (Tabla 4.1). Teniendo en cuenta la tabla
4.2, el contenido de calcio en las areas de estudio 9, 10, 11, 12fuemedio, el de la 24
alta,eldela 1, 2, 3,4,5,6,7,8, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31 y 32muy alta, no existiendo zonas con concentraciones muy bajas o
bajas segun Yariez (1989). El exceso de calcio puede inducir a carencias por
insolubilizaciones de boro, manganeso o cinc (Hidalgo, 1999), algo que podria ocurrir
en las zonas muestreadas en este estudio.

Este contenido de calcio medio, alto o muy alto obtenido en los suelos
muestreados se ve reflejado en los niveles peciolares del elemento (figura 4.4), donde
especialmente en los anos 2009 y 2011 la concentraciéon de calcio fue media o alta
para practicamente todas las areas muestreadas, mientras que en el ano 2010, fue
alta para casi todas las muestras segun las recomendaciones para la Ribera del Duero
de Gonzalez y Martin (2005). Concretamente, en el afio 2009 el contenido de calcio en
los peciolos fue bajo para las subparcelas 19 y 20, medio para las zonas de estudio 2,
3,8,10,21,23,24,27 y28 y alta para las 1, 4, 5,6, 7, 9, 11, 12, 22, 25 y 26.En el afio
2010, la concentracion de calcio fue media s6lo para la subparcela 8, mientras que
para el resto fue alta. Y en el afio 2011, las subparcelas 7, 8, 13, 17, 18, 23, 25, 26, 27,
28, 29 y 30 tuvieron un contenido medio, y la 5, 6, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 24, 31 y 32
alto.
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Figura 4.4. Distribucién de las subparcelas en funcion de los contenidos
de calcio (% s.m.s.) en el peciolo en las tres campafias de estudio,
teniendo en cuenta los valores de referencia propuestos por Gonzélez y
Martin (2005).
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Este mayor numero de parcelas con un contenido elevado de Ca en los
peciolos en 2010 pudo ser debido a un estrés hidrico y térmico provocado por unas
nulas precipitaciones registradas durante julio y agosto y un verano mas seco que en
los otros dos afios, que fue acompafnado de unas temperaturas maximas absolutas
anormalmente altas en el mes de julio y principios de agosto. Esto pudo haber
modificado la dinamica del Ca en el sistema suelo-planta. Asi, Abdel Rahman et al.
(1971) informaron que el estrés hidrico incrementaba la concentracion de Ca y
disminuye la de P en los tejidos de las plantas.

4.1.1.6.- Hierro.

La concentracion media de hierro asimilable en el suelo para las diferentes
areas de muestreo fue de 4,27 mg-kg' (tabla 4.1), nivel considerado mas que
suficiente para una buena nutricion férrica del vifiedo segun Lindsay y Norwell (1978),
quienes propusieron unos valores criticos de Fe extraido con DTPA entre 2,5y 4,5
mg-kg™. Sin embargo, recientemente Diaz et al. (2010) han estimado los valores de
referencia del Fe extraido con DTPA para suelos calizos en 5 mg-kg'. Altos
contenidos de hierro en el suelo no garantizan una 6ptima nutricion de este elemento
ya que en la mayoria de los casos la carencia es inducida por elevados niveles de
caliza y alto pH en el suelo (Chen y Barak, 1982), debido a las fuertes interacciones
del hierro con el ién bicarbonato HCO3'". La tabla 4.2 muestra que las subparcelas 11 y
12 tienen una concentracion baja de hierro en el suelo, la 1, 2, 3, 4, 5, 9, 10, 14, 15,
16, 17, 18, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,29y 32 mediayla 6, 7, 8, 13, 19, 21, 30 y 31
alta.

Todos los valores de la concentracién de hierro peciolar estan dentro de los
recomendados a nivel general (Fregoni, 1998). Sin embargo, teniendo en cuenta los
valores nutricionales obtenidos para la Ribera del Duero (Gonzalez y Martin, 2005),
aunque la mayor parte de las areas de ensayo tienen un contenido medio de hierro en
el tejido peciolar, existen algunas con valores altos (sobre todo en 2011) o bajos
(figura 4.5). Concretamente, en el afio 2009 la subparcela 25 tuvo un contenido bajo
de hierro peciolar, la 1 y la 6 alto, mientras que para el resto el contenido fue medio.
En el ano 2010 el contenido para la subparcela 17 fue bajo y la 29 alta, mientras que
para el resto la concentracion de hierro fue media. Y en el afio 2011 la subparcela 29
tuvo una concentracion en los peciolos baja, la 11, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 24, 25, 26,
28,29y 30 mediaylab,6,7,8,9, 10, 16 y 23 alta.

En cualquier caso los niveles peciolares de hierro no son validos para el
diagnéstico de la clorosis férrica ya que, con frecuencia las plantas cloréticas tienen
concentraciones foliares de hierro, sobre materia seca, mayores que las no cloroéticas.
Este efecto, conocido como “paradoja de la clorosis” (Rémheld, 1997), se asocia con
la acumulacién de hierro inactivo en los tejidos y con una reduccion drastica del
crecimiento en las plantas afectadas, que reduce el peso por unidad de superficie de
hoja, lo que produce un efecto de concentracion.
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Figura 4.5. Distribucién de las subparcelas en funciéon de los contenidos
de hierro (mg-kg™ s.m.s.) en el peciolo en las tres campafias de estudio,
teniendo en cuenta los valores de referencia propuestos por Gonzalez y
Martin (2005).

4.1.1.7.- Cobre.

Los niveles de cobre en el conjunto de los suelos muestreados esta entre 0,32-
3,84 mg-kg™”, existiendo una alta variabilidad, con un coeficiente de variacién de93%
(tabla 1). Lindsay y Norwell (1978) citan como valores criticos de suelo para el Cu 0,1-
2,0 mg-kg™.Como se observa en la tabla 4.2, la concentracién de cobre en todas las
zonas de estudio fue media, exceptuando la subparcela 16 que fue alta.

Aunque practicamente en los tres afios de estudio el 100% de las areas
ensayadas tuvieron una concentracion de cobre peciolar por debajo de la
recomendada por Fregoni (1998), como muestra la figura 4.6, los valores fueron
medios para mas de la mitad de las areas muestreadas, siendo del 100% en el afo
2010 segun los patrones nutricionales obtenidos para la Ribera del Duero (Gonzalez y
Martin, 2005). En el ano 2009 las subparcelas 3, 4, 7, 8, 10, 11, 12, 20 y 25 tuvieron
una concentracion baja de cobre peciolar, y el resto media. En el afio 2010todas las
subparcelas tuvieron una concentracion media de cobre peciolar. En el afio 2011, las
subparcelas 5, 6, 9, 10, 11, 12 y 14 tuvieron la concentracion baja y en el resto media.

Menzel et al. (1986) observaron que la concentraciéon de Cu se incrementaba
en plantas con estrés hidrico. EI mayor numero de parcelas con un contenido elevado
de Cu en los peciolos recogidos en 2010, respecto a los otros dos afios, pudo ser
debido al estrés hidrico y térmico durante el verano de ese ano, tal y como se ha
comentado para el caso de otros nutrientes.
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Figura 4.6. Distribucion de las subparcelas en funcién de los contenidos
de cobre (mg-kg™” s.m.s.) en el peciolo en las tres campafias de estudio,
teniendo en cuenta los valores de referencia propuestos por Gonzalez y
Martin (2005).

El diagnostico general de la nutricion de cobre en las areas de muestreo para
estudiar la influencia de esta en los parametros fisiolégicos y agrondémicos en
apartados posteriores, permite considerar que las subparcelas 1, 2, 5, 6, 13, 15, 16,
17,18, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 y 32 tienen una nutricion adecuada
de Cu, mientras que el resto tiene un déficit de nutricion de Cu.

4.1.1.8.- Manganeso.

El contenido de manganeso asimilable medio en el conjunto de los suelos
muestreados es de 7,62 mg-kg™, siendo el coeficiente de variacion de 33% (tabla 4.1).
Los valores normales de contenido en manganeso en los suelos estan comprendidos
entre 1y 5 mg-kg”(Sims y Johnson, 1991). En las subparcelas 7, 9, 11, 12 y 17 el
contenido de manganeso en el suelo fue medio, mientras que en el resto fue alto (tabla
4.2),por lo que no es de esperar que exista una deficiencia de dicho elemento.

La mayoria de los valores del contenido peciolar de Mn se encuentran dentro
de los recomendados por Fregoni (1998). Sin embargo, como se puede ver en la figura
4.7, en el afio 2009 el 82% de las areas muestreadas tenian una concentracion de
manganeso en los peciolos elevada, disminuyendo hasta el 46% en el afio 2011. El
resto de las zonas tienen un contenido medio de manganeso en los peciolos segun los
patrones nutricionales obtenidos para la Ribera del Duero (Gonzalez y Martin,
2005).Concretamente, en el afio 2009 las subparcelas 7, 9, 10 y 12, en el afio 2010 las
subparcelas 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 25 y 31 y en el ano 2011 las
subparcelas 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18 y 25 tuvieron un contenido alto de
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manganeso peciolar, siendo en el resto medio. Todas las zonas muestreadas que
tuvieron un contenido medio de Mn en el suelo, acumularon una concentracién alta de
Mn en los peciolos los tres afios ensayados.

La absorcion de Fe esta estrechamente relacionada con la de otros metales.
Las concentraciones elevadas de Zn** y Mn?" en el medio interfieren en la absorcién
de Fe*" en la raiz, reduciendo la concentracién de Fe en la planta, que incluso pueden
mostrar sintomas de deficiencia (Izaguirre-Mayoral y Sinclair, 2005; Adiloglu, 2006;
Aref, 2011; Shanmugam et al., 2011). Este efecto ha sido atribuido a la competencia
entre los iones por los sitios de absorcién (Kochian, 1991; Welch, 1995). Por el
contrario, tanto Zn?** como Mn?* son mas facilmente absorbidos por las raices de las
plantas deficientes en Fe (Alcantara et al., 1994; Cohen et al., 1998; Korshunova et al.,
1999; Eckhardt et al., 2001).

100% A

80% -

60% -

40% -

% de muestras

50 54,2

20% -

18.2
0% . . .
2009 2010 2011

OBajo (< 3,62) EMedio(3,62-83,64) MAlto (> 83,64)

Figura 4.7. Distribucion de las subparcelas en funcion de los contenidos
de manganeso (mg-kg” s.m.s.) en el peciolo en las tres campafas de
estudio, teniendo en cuenta los valores de referencia propuestos por
Gonzalez y Martin (2005).

Aunque normalmente los suelos con pH elevado reducen fuertemente la
absorcion de manganeso por la planta (Rengel, 2000), las vides de las parcelas
estudiadas con alto contenido en carbonatos (clorosantes) presentan contenidos
elevados de Mn en los peciolos. Hay que tener en cuenta que las plantas deficientes
en Fe tienen tendencia a acumular Mn (Pittman, 2005; Martin et al., 2008 y Keller,
2010). En este contexto, Zuo y Zhang (2008) observaron una elevada concentracion
de Mn en plantas de cacahuete deficientes de hierro. Welch y Norvell, (1993) y Cohen
et al., (1998) informaron que tanto la deficiencia de Fe como de Zn pueden mejorar la
absorcion de Mn?* en algunas especies. Hay varias vias alternativas por las cuales el
Mn?" podria acumularse en las células vegetales. Se ha postulado, por ejemplo, que
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los canales de Ca*de la membrana plasmatica pueden permitir el transporte de Mn?*,
(White, 1998).

4.1.1.9.- Zinc.

Los valores criticos de cinc en el suelo propuestos por Lindsay y Norwell (1978)
son de <1 mg-kg” de tierra, siendo la vid una planta muy sensible a la carencia de
este elemento (Hidalgo, 1999). La media para el conjunto de los suelos muestreados
es de 1 mg-kg™”, siendo el coeficiente de variacién de 36% (taba 4.1). La tabla 4.2
muestra que en general las areas estudiadas tuvieron una concentracion baja de zinc
en el suelo, salvo la 5, 6, 14, 15, 16, 18 y 29, con nivel adecuado. La escasez de zinc
puede ser producida principalmente por un pH elevado, y/o por un exceso de fésforo,
con valores por encima de 30 en la relacion P/Zn (Alloway, 2004), lo que ocurre s6lo
en dos de los suelos muestreados. También inmovilizan el zinc los carbonatos, asi
como un exceso de potasio, produciéndose entonces una sintomatologia especifica
con disminucion del crecimiento, pérdida de produccién y calidad de frutos,
apareciendo pequefas hojas deformes con clorosis (Bavaresco et al., 2010b).

Teniendo en cuenta los patrones nutricionales de Fregoni (1998), el contenido
peciolar de Zn fue bajo o medio para todas las areas de estudio en los tres afios de
seguimiento, siendo especialmente elevado el porcentaje (67%) de parcelas con
deficiencia en 2010. No obstante, atendiendo a las recomendaciones obtenidas para la
Ribera del Duero (Gonzalez y Martin, 2005), como se puede ver en la figura 4.8, la
concentracion de zinc en los peciolos se encuentra en valores medios 6 altos en todas
las areas estudiadas durante los tres afos de seguimiento, salvo el 4,2% de ellas en el
afno 2010. Concretamente, en el afo 2009 el contenido de cinc en los peciolos fue
medio para las subparcelas 1, 2, 3,4, 5,9, 12,24y 28 y alto parala 6, 7, 8, 10, 11, 19,
20, 21, 22, 23, 25, 26 y 27. En el afo 2010, la concentracion de cinc fue baja solo para
la subparcela 16, media parala 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 17, 23, 26, 27, 28, 29, 30,
31 y 32, y alta para las subparcelas 7, 13, 18, 24 y 25. Y en el afo 2011, las
subparcelas 5, 6, 14, 15y 16 tuvieron un contenido medio, y el resto alto.

Esta diferencia en el nivel de Zn en los peciolos en el envero en el aino 2010
con respecto a 2009 y 2011, esta relacionada probablemente con las situaciones de
estrés hidrico y térmico producidas en ese afio. Esta situacion, tal y como se ha
comentado anteriormente para otros nutrientes, podria haber modificado la dinamica
del Zn en las plantas. La baja humedad del suelo puede inducir deficiencia de Zn (Hu'y
Schmidhalter, 2005).

Es de destacar que, aun existiendo una concentracién baja de Zn en el suelo
en gran parte de las subparcelas, el contenido del elemento en los peciolos fue medio
o alto. Los valores peciolares podrian reflejar la incidencia de la clorosis férrica en el
area de estudio, ya que la carencia de hierro favorece la absorcion y acumulacién de
Zn en los tejidos. Cohen et al. (1998) comprobaron que un transportador de Fe (IRT1)
podia transportar otros metales divalentes, como el Zn. En las condiciones de cultivo
de este estudio el Zn podria prevalecer sobre el Fe.
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Figura 4.8. Distribucion de las subparcelas en funcion de los contenidos
de zinc (mg-kg” s.m.s.) en el peciolo en las tres campafias de estudio,
teniendo en cuenta los valores de referencia propuestos por Gonzalez y
Martin (2005).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, se ha realizado un diagndstico de la
nutricion de zinc de las areas de muestreo, con el fin de estudiar la influencia de este
elemento en los parametros fisiolégicos y agronémicos del viiiedo en apartados
posteriores. Asi, las parcelas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12, 14, 15 y 16 tendrian unos niveles
de nutricion medio de Zn, mientras que el resto tendria un nivel alto.

4.1.1.10.- Boro.

Teniendo en cuenta los patrones nutricionales de Fregoni (1998), el contenido
peciolar de B fue alto para todas las areas de estudio en los tres anos de seguimiento.
Atendiendo a las recomendaciones obtenidas para la Ribera del Duero (Gonzalez y
Martin, 2005), como se puede ver en la figura 4.9, la concentraciéon de B en los
peciolos se encuentra en valores medios en todas las areas estudiadas en 2009 y
practicamente en todas en 2010 y 2011.El 12,5% de las subparcelas tuvieron un
contenido elevado de dicho elemento en 2010 (subparcelas 14, 15 y 16) y 2011
(subparcelas 10, 13 y 14).
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Figura 4.9. Distribucién de las subparcelas en funcién de los contenidos
de boro (mg-kg” s.m.s.) en el peciolo en las tres campafias de estudio,
teniendo en cuenta los valores de referencia propuestos por Gonzalez y
Martin (2005).

4.1.2.- Relaciones entre las caracteristicas fisico-quimicas del suelo
y la composicion mineral de los peciolos.

El pH condiciona la absorcion de todos los elementos minerales, al determinar
la solubilidad de los mismos. Asi, la absorcién de nitrogeno es mas favorable a pH
neutro, mientras que la del fésforo, potasio, calcio y magnesio lo es a pH ligeramente
alcalino. Los microelementos Fe, Mn, B, Cu y Zn son absorbidos mas facilmente a pH
acido. Fregoni (1998) encontré correlaciones significativas del pH con las
concentraciones de Ca, P y el ratio K/Ca en el suelo. En el presente estudio el pH se
ha relacionado significativamente con el contenido de K, Fe, Zn, Mn y los ratios P/Ca,
K/Mg, K/Ca y Ca/Mg presentes en el suelo. Sin embargo, no se ha encontrado ninguna
relacion significativa repetida en las tres campanas del pH del suelo con la
composicion mineral especifica de los peciolos.

Como se ve en la tabla 4.5, el porcentaje de arcilla del suelo se ha relacionado
significativamente con el contenido de P, Mg y Mn peciolar en el envero. La regresion
del nivel peciolar de fosforo sobre el contenido en arcilla fue negativa, mientras que fue
positivas para Mg y Mn. Estos resultados coinciden con los observados por Martinez et
al. (2001) en el conjunto de la Ribera del Duero. También se observd una regresion
lineal significativamente positiva de la relacién Ca/P y negativa dela ratio Fe/Mn con el
porcentaje de arcilla del suelo.
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Tabla 4.5. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de
significacion y pendiente de la regresion del contenido en
P, Mg, Mn y los ratios Ca/P y Fe/Mn de los peciolos en el
envero sobre el porcentaje de arcilla del suelo.

Arcilla (%)
Nutrientes 2009 2010 2011
P (% s.m.s.) (-)0,23* (-)0,34** (-)0,18*
Mg (% s.m.s.) (+)0,23* (+)0,35** (+)0,32**
Mn (mg-kg™' s.m.s.) (+)0,43** (+)0,41** (+)0,48™
Ca/P (+)0,11  (+)0,47** (+)0,22*
Fe/Mn (-)0,32** (-)0,40** (-)0,31**

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

El contenido en carbonatos totales del suelo se ha relacionado
significativamente de forma positiva con la concentracion de Mg y Mn en los peciolos
(Tabla 4.6). Otros autores como Demirer et al. (2007) y Diaz et al. (2009b) también
han observado una relacién significativamente positiva entre el Mg foliar con los
carbonatos del sustrato. Puede decirse que, en las condiciones de cultivo de este
estudio, una elevada concentracion de carbonatos en el suelo esta relacionada de
forma importante con un mayor nivel peciolar de estos elementos. Los niveles de
carbonatos totales también se han relacionado negativamente con el ratio Fe/Mn en
peciolos en los afios 2010 y 2011. Esto tendria que ver con la respuesta fisioldgica de
la raiz a la deficiencia de hierro, que activa proteinas transportadoras de hierro como
la IRT1 6 la NRAMP3,implicadas también en el transporte de Mn, y en las que
prevalecen la afinidad por el Mn sobre la de Fe (Milalleo, 2010), La relacion
significativamente negativa entre el contenido de carbonatos totales y los ratios K/Mg,
K/Ca y K/(Ca+Mg) de los peciolos refleja el antagonismo de Ca y Mg con el K.
Ademas, se ha encontrado una relacién negativa para la ratio Ca/Mg, por lo que seria
mas importante la acumulacion de Mg en los tejidos vegetal es que la de Ca en suelos
con niveles crecientes de carbonatos. Por ultimo, en los afios 2010 y 2011 la relacion
significativamente positiva entre los niveles de carbonatos y el ratio Ca/P en los
peciolos apunta como es légico, a una mayor acumulacion de Ca en detrimento del P
en los suelos clorosantes.

El contenido de arcilla y el contenido en carbonatos totales del suelo tienen una
influencia similar sobre la acumulacion en los peciolos de algunos de los nutrientes
estudiados. La figura 4.10 muestra la correlacién significativamente positiva que se ha
dado entre los contenidos de arcilla y carbonatos totales. Esto indica que los suelos
clorosantes (alto contenido en carbonatos) de la zona tienen un marcado caracter
arcilloso. En distintas zonas, Metwally (1969), Shehata (1975) encontraron una
correlacion positiva entre el CaCO; y el porcentaje de arcilla y limo, y el grado de
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agregacioén del suelo. La estabilidad los agregados estructurales esta relacionada con
el porcentaje de arcilla y el contenido de CaCO:.

Tabla 4.6. Coeficiente de determinacién (R?), nivel de
significacion y pendiente de la regresién de la composicion
mineral y los ratios Ca/P, K/Mg, K/Ca, K/(Cat+Mg), Ca/Mg vy
Fe/Mn de los peciolos en el envero sobre el contenido en
carbonatos totales del suelo.

Carbonatos totales (%)

Nutrientes 2009 2010 2011

N (%) (-) 0,00 (-) 0,14 (-) 0,06

P (% s.m.s.) (-) 0,02 (-) 0,33 ** (-) 0,09

K (% s.m.s.) () 023 *  (-) 0,25 * (-) 0,03
Ca(%s.m.s.) (+) 0,19 * (+) 0,12 (+) 0,17 *
Mg (% s.m.s.) (+) 0,57 ** (+) 0,66 ***  (+) 0,67 ***
Fe (mg-kg™) (+) 0,01 (+) 0,00 (+) 0,00
Cu (mg-kg™) (-) 0,52 *  (-) 0,27 * (-) 0,00
Mn (mg-kg™)  (+) 0,50 ** (+) 0,33 **  (+) 0,48 **
Zn (mg-kg™) () 0,27 *  (-) 0,10 (-) 0,04

B (mg-kg™) (+) 0,46 **  (-) 0,08 (-) 0,02
CalP (+) 0,02 (+) 0,48 **  (+) 0,20 *
K/Mg (-) 0,57 **  (-) 0,42 ** (-) 0,37 **
KiCa (-) 0,27 *  (-) 0,29 ** (-) 0,10
K/(Ca+Mg) (-) 0,45 **  (-) 0,37 ** (-) 0,22 *
Ca/Mg (-) 0,40 *™* (-) 0,39 ** (-) 0,40 **
Fe/Mn (-) 0,23 *  (-) 0,29 ** (-) 0,28 **

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

La relacion del contenido de cada mineral en el suelo y su acumulacién en los
organos de las plantas es un aspecto interesante para estudiar el estado nutricional de
las plantas. Observando la tabla 4.7, podemos destacar las relaciones
significativamente positivas en los afios 2010 y 2011 del potasio y magnesio presente
en el suelo con los respectivos niveles peciolares. Otros autores, como Poni et al.
(2003) y Delgado et al. (2004) han observado un aumento del contenido en K en el
peciolo, limbo y uva como resultado de la aplicacién de K al suelo. Wolf et al. (1983)
también observaron que el aumento de las concentraciones de Mg en el suelo
aumentaba las concentraciones de Mg en la hoja.

Alvaro Catalina Tomas 119 Tesis Doctoral (Universidad de Valladolid)



Utilizacién de medidas de fluorescencia de la clorofila para monitorizar el estado nutricional y estimar el potencial
enoldgico en vifiedos afectados por clorosis férrica.

RESULTADOS
Y DISCUSION

70

60

50

40

30

20

10

Contenido en carbonatos totales (%)

rde Pearson =0,71

Contenido de arcilla (%)

Figura 4.10. Grafico de dispersiéon del contenido de arcilla y el
contenido de carbonatos totales en el suelo.

En el caso del cobre, en los anos 2009 y 2011, se encontré una relacion
significativamente positiva entre las concentraciones de este elemento en el suelo y en
los peciolos en el envero. Es de destacar que para el fésforo, calcio, hierro y
manganeso no se ha encontrado ninguna relacion significativa entre el nivel en los
peciolos y el contenido de cada elemento en el suelo, lo que demuestra la existencia
influencia de otras muchas variables en la acumulacién de los nutrientes en las
plantas, asi como la existencia de interacciones entre unos nutrientes y otros.

Tabla 4.7. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de
significacion y pendiente de la regresion del contenido mineral
del suelo sobre el contenido mineral de los peciolos en el
envero para cada elemento entre si mismo.

Contenido mineral

Contenido mineral peciolar

del Suelo 2009 2010 2011
P (mg-kg™) (-) 0,00 (+) 0,07 (+) 0,02
K (mg-kg™) (+) 0,05 (+) 0,30 ** (+) 0,17 *
Ca (meq-100g™) (+) 0,056  (-) 0,00 (-) 0,00
Mg(meq-100g™) (+) 0,13 (+) 0,26 * (+) 0,23 *
Fe (mg-kg™) (+) 0,07 (+) 0,15 (-) 0,00
Cu (mg-kg™) (+) 0,32 * (+) 0,11 (+) 0,47 **
Zn (mg-kg™) (-) 0,02 (-) 0,04 () 0,30 **
Mn (mg-kg™) (-) 0,17  (-) 0,09 (-) 0,15
0

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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Como se observa en la tabla 4.8, exceptuando el ano 2009, el nivel de Ky las
ratios K/Mg, K/Ca y K/(Ca+Mg) del suelo se han relacionado significativamente de
forma negativa con el nivel peciolar de Mg y la ratio Ca/P, y de forma positiva con el P
y la ratio P/Fe en los peciolos, sin que se verificasen relaciones similares en el caso
del Ca. Morris y Cowthan (1982), Garcia et al. (2001) y Demirer et al. (2007) han
documentado que el aumento de la concentracién de K en el suelo reduce la
concentracién de Mg en los tejidos de la vid. Wolf et al. (1983) también han observado
una relacion antagoénica entre los dos elementos. Para confirmar esto, en el presente
estudio se ha encontrado una correlacién significativamente negativa entre el
contenido en K y Mg de los peciolos en los afios 2010 y 2011 (figura 4.11). No se ha
relacionado la concentracion de K del suelo y sus ratios con el contenido de hierro
peciolar en el envero.

Tabla 4.8. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacion y pendiente de la
regresion del contenido de K y los ratios K/Mg, K/Ca y K/(Ca+Mg) en el suelo sobre el
contenido en P, Ca, Mg (% s.m.s.), Fe (mg-kg” s.m.s.) y los ratios Ca/P y P/Fe de los
peciolos en el envero.

Contenido mineral de K Contenido mineral de los peciolos en envero
y sus ratios en el suelo P Ca Mg Fe Ca/lP P/Fe
K (+)0,08 (-)0,00 (-)0,11 (0,01 (-)0,05 (+)0,00
2009 K/Mg (+)0,03 (-)0,010 (-)0,32** (+)0,09 (-)0,02 (+)0,00
K/Ca (+)0,03 (-)0,03 (-)0,13 (+)0,04 (-)0,01 (+)0,00
K/(Ca+Mg) (+)0,03 (-)0,07 (-)0,14 (+)0,04 (-)0,01 (+)0,00
K (+)0,37** (-)0,00 (-)0,41** (+)0,00 (-)0,41** (+)0,32**
2010 K/Mg (+)0,61***(-)0,01 (-)0,66*** (+)0,15 (-)0,71*** (+)0,28 *
K/Ca (+)0,24* (-)0,06 (-)0,31* (-)0,02 (-)0,46** (+)0,30*
K/(Ca+Mg) (+)0,28* (-)0,06 (-)0,36** (-)0,01 (-)0,51** (+)0,33**
K (+)0,23* (-)0,15 (-)0,31** (-)0,25*(-)0,28** (+)0,36 **
2011 K/Mg (+)0,46** (-)0,00 (-)0,58*** (-)0,03 (-)0,33** (+)0,43**
K/Ca (+)0,10 (-)0,27*(-)0,28** (-)0,00 (-)0,35** (+)0,05
K/(Ca+Mg) (+)0,12 (-)0,25*(-)0,31** (-)0,00 (-)0,37** (+)0,07
Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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Figura 4.11. Grafico de dispersién del contenido de K y el contenido de Mg en los
peciolos recogidos en el envero.
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Se ha encontrado una correlacién significativamente positiva entre el contenido
en Mg y Mn de los peciolos (figura 4.12). La concentracion de Mg en el suelo se ha
relacionado significativamente de forma positiva con el nivel de Mn peciolar en los
afios 2010 y 2011, y la relacién entre carbonatos totales (CT) y Mg se ha relacionado
significativamente con el Mn peciolar en 2009 (tabla 4.9). Existe una regresién lineal
significativamente positiva del ratio CT/Mg sobre el contenido en Mg en los peciolos en
los tres afios de estudio, siendo el coeficiente de determinacion de ésta sensiblemente
mayor que el de la relacion del contenido en Mg del suelo sobre el de los peciolos.
También se ha observado una regresion significativamente negativa del contenido de
Mn en el suelo sobre la concentracion de Mg en los peciolos en los tres afios de
estudio. El ratio CT/Mn también se ha relacionado significativamente de forma positiva
con el nivel de Mn en los peciolos, no habiéndose relacionado significativamente estos
con la concentracion de Mn en el suelo. Por ultimo, la ratio Mg/Mn en el suelo se ha
relacionado significativamente de forma positiva tanto con el contenido de Mg, como
de Mn en los peciolos. Heenan y Campbell (1981) demostraron que el aumento de la
reserva de Mn en el suelo podia reducir la concentracion de Mg foliar en la soja
mediante la reduccién de la tasa de absorcidén de este ultimo nutriente. Safford (1975)
sugirié que el Mn también inhibe el movimiento de Mg desde las raices al tejido foliar.
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Figura 4.12. Grafico de dispersion del contenido de Mg y el contenido de Mn en los
peciolos recogidos en el envero.

Tabla 4.9. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion del contenido de Mg y Mn en los peciolos en el envero sobre el nivel de Mg,
Mn y los ratios CT/Mg, CT/Mn y Mg/Mn del suelo.

Nutrientes en Mg peciolar (% s.m.s.) Mn peciolar (mg/kg s.m.s.)

en suelo 2009 2010 2011 2009 2010 2011

Mg (meq-100g™) (+) 0,13 (+) 0,26 * (+) 0,23 * (+) 0,17 (+) 0,38 ** (+) 0,46 **
CT/Mg (+) 0,37 ** (+) 0,33 ** (+) 0,41 * (+)0,30* (+)0,08 (+)0,14
Mn (mg-kg™) (-)0,43* (-)0,36 ** (-)0,38*™ (-)0,17 (-) 0,09 (-) 0,15
CT/Mn (+) 0,67 ** (+) 0,63 *** (+) 0,67 *** (+) 0,58 ** (+) 0,24 * (+) 0,36 **
_Mg/Mn (+) 0,57 *** (+) 0,39 ** (+) 0,39 ** (+) 0,50 ** (+) 0,25 * (+) 0,36 **

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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La concentracion de Mg asimilable en el suelo se ha relacionado
significativamente de forma negativa con el nivel peciolar de P en los afios 2009 y
2010, con una R? de 0,23 y 0,20 respectivamente (p<0,05). Por otra parte, solo en el
afio 2010 la concentracion de Mg en el suelo se relaciond negativamente de forma
significativa con el contenido peciolar de Fe.

Se ha encontrado para los afios 2009 y 2010 una relacién significativamente
negativa del contenido de Cu extraible en el suelo con la concentracién de Mg y Mn en
los peciolos. Elevados contenidos de Cu en el medio disminuirian la acumulacion de
Mg y Mn en los peciolos. Fargasova y Beinrohr (1998) observaron que la acumulacion
de Mn en los tejidos de la raiz puede ser inhibida por el Cu. Zhao et al. (2012)
indicaron que la absorcion de Cu compite con la de Fe, Mn y Zn.
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4.2.-NIVELES FOLIARES DE CLOROFILAS, CAROTENOIDES Y
ANTOCIANINAS.

4.2.1.- Evolucion estacional de los contenidos foliares de clorofila.

Se ha realizado un seguimiento del contenido clorofilico foliar de las
subparcelas a lo largo del ciclo vegetativo en los tres afnos de investigacion. Como se
puede apreciar en la figura 4.13, los contenidos de clorofila foliar (ug-cm?) son mas
elevados en 2011 que en 2010 y 2009 durante todo el ciclo vegetativo, siguiendo una
progresion ascendente hasta alcanzar un maximo a principios de septiembre, donde
inicia un descenso constante hasta la vendimia. En el caso de los anos 2009 y 2010,
durante el inicio del ciclo vegetativo el nivel de clorofila es similar, evolucionando en
una progresién ascendente. Sin embargo, aunque esta progresion es continua en el
afio 2009 hasta la época de vendimia, en el afio 2010 se produce una disminucion
drastica del contenido de clorofila foliar durante el mes de agosto, volviendo a
incrementarse en el mes de septiembre. Esta singularidad pudo ser la consecuencia
de una situacion de estrés hidrico y térmico en el verano de 2010 que no existio en los
otros dos afios, con ausencia de precipitaciones y temperaturas maximas absolutas
anormalmente altas en el mes de julio y principios de agosto (apartado 3.2.3). En
relacién a esto hay que tener en cuenta que, en el envero del afio 2010 el porcentaje
de parcelas con plantas con contenidos bajos, medios o altos de P, Ca, Cu y Zn en los
peciolos variaron sustancialmente con respecto a 2009 y 2011 (apartado 4.1.1).
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Figura 4.13. Seguimiento del nivel foliar de clorofila (ug-cm™) a lo largo del ciclo
vegetativo.
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4.2.2.- Relaciones entre el estado nutricional y los contenidos
foliares de pigmentos.

El efecto mas obvio de la deficiencia de Fe es la gran disminuciéon de las
concentraciones de pigmentos fotosintéticos en las hojas de las plantas afectadas (Val
et al., 1987; Morales et al., 1990, 1994). Por esta razén es especialmente interesante
investigar el posible efecto del estado nutricional sobre la formacion de clorofilas y
carotenoides.

Ademas del seguimiento del contenido clorofilico foliar de las subparcelas a lo
largo del ciclo, se ha medido el contenido de antocianinas, clorofila a, clorofila b y
carotenoides en las hojas en el estado fenoldgico de cuajado en 2010 y 2011, en el
envero en los tres afos de investigacion, y en la vendimia en el ano 2011. A
continuacion se muestran los resultados del estudio de las relaciones de las
concentraciones de estos pigmentos con los contenidos minerales del suelo y los
peciolos recogidos en envero.

Los analisis de la varianza de las concentraciones de los diferentes pigmentos
foliares, medidos en el cuajado y el envero, en funciéon de los afios de seguimiento,
fueron estadisticamente significativos (tabla 4.10). Por ello los datos se analizaran a
continuacion afio por afo.

Tabla 4.10. Valores de la F de Fisher y el nivel de
significacion del analisis de la varianza (ANOVA) de los
contenidos foliares de clorofila, antocianinas y carotenoides
en cuajado y envero en funcion de los anos de estudio.

Pigmento Cuajado Envero
(“g'cmz) F F
Antocianinas 69,69 *** 27,66 ***
Clorofila a 11,87 ** 15,91 ***
Clorofila b 6,86 * 23,08 ***
Clorofila a+b 27,44 *** 19,60 ***
Carotenoides 380,04 *** 32,97 ***

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

Como se ve en la tabla 4.11, el porcentaje de arcilla del suelo se ha
relacionado negativamente con el contenido de algunos de los pigmentos foliares,
concretamente en el cuajado en 2011 y en el envero en 2009 y 2010. En los suelos
mas arcillosos, al coincidir con los que contienen mayores niveles de carbonatos en el
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area de estudio, se produce una menor sintesis de pigmentos por las plantas (suelos
clorosantes). Por otra parte, los contenidos de arcilla influyen por si mismos en la
disponibilidad de Fe para las plantas. Segun Lindsay (1979), los suelos arcillosos
tienden a retener el Fe. No obstante, diversos estudios han mostrado correlaciones
positivas entre el contenido de arcilla y la concentracién de clorofila en hojas de sorgo
y soja (Loeppert y Hallmark, 1985), garbanzo y girasol (del Campillo y Torrent, 1992) y
olivos ‘Hojiblanca’, ‘Manzanilla’ y ‘Picual’ (Benitez et al., 2002).

Tabla 4.11. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de la concentracion de los diferentes pigmentos foliares (ug-cm®), y
relaciones entre ellos, sobre el contenido en arcilla en el suelo.

Pigmentos Cuajado Envero

foliares 2009 2010 2011 2009 2010 2011
Antocininas (-) 0,01 (-) 0,05 (-) 0,16 (-) 0,06 (-) 0,15 (-) 0,18 *
Clorofila a — (-) 0,11  (-) 0,30 *™ (-) 0,28 * (-) 0,18 * (-) 0,18
Clorofila b — (-) 0,02 (-) 0,17 (-) 0,30 *™* (-) 0,13 (-) 0,04
Clarofilaatb (-) 0,06 () 0,08 () 0,26 * (-) 0,30 * (-) 0,22 * (-) 0,07
Carotenoides — (-) 0,09 (-) 0,44 *™ (-) 0,36 *™ (-) 0,07 (-) 0,04
Clo a+b/Car — (-) 0,05 (-) 0,02 (-) 0,19 * (-) 0,20 * (-) 0,09
Clo a/Clo b — () 0,01 () 0,29 *™ (-) 0,14 () 0,00 (-) 0,00

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

En el presente trabajo todas las relaciones significativas encontradas entre los
carbonatos totales del suelo y los contenidos en pigmentos foliares han sido negativas
(tabla 4.12). No se ha encontrado relacién significativa alguna entre niveles de
pigmentos y contenido de hierro asimilable en el suelo (datos no mostrados). En
consecuencia se puede afirmar que la carencia de hierro en la zona de estudio esta
claramente inducida por el caracter calcareo de los suelos. Ademas, como se puede
ver en la figura 4.14, el analisis de la varianza de la concentracion de clorofila foliar
tomada a lo largo del ciclo vegetativo ha resultado significativa en funcion del
contenido alto, medio o bajo de carbonatos totales en el suelo (apartado 4.1)en
muchas de las medidas realizadas. Como era de esperar, la concentracion de clorofila
foliar fue significativamente mayor en las parcelas con un contenido bajo de
carbonatos totales que en las parcelas con un contenido alto, salvo para las medidas
realizadas a comienzos de Junio y a finales de agosto (envero) en los afios 2009 y
2010.
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Tabla 4.12. Coeficiente de determinacién (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los carbonatos totales (%) sobre el contenido de pigmentos foliares y sus
ratios (mg-cm™).

Pigmentos Carbonatos Totales (%)
Foliares 2009 2010 2011
Cuajado Envero Cuajado Envero Cuajado Envero Vendimia

Antocianinas (-) 0,29 * (-)0,24* (-)0,00 (-)0,21* (-) 0,40 ** (-)0,38** (-) 0,39 **
Clorofila a —  (-)0,20 (-)0,44**(-)0,21* (-)0,34 **(-)0,28** (-) 0,31 **
Clorofila b —  (-)0,31* (-)0,28 **(-)0,29** (-)0,10  (-)0,17* (-) 0,30 **
Clarofila a+b (-) 0,36 * (-)0,23* (-) 0,42 ** (-)0,31** (-) 0,29 ** (-)0,25* (-) 0,31 **
Carotenoides  —  (-)0,27* (-) 0,44 **(-)0,06 (-) 0,30 ** (-)0,19* (-) 0,30 **
Clo a+b/Car — (0,17 (-)0,29**(-)0,40**(-)0,10 (-)0,22* (-) 0,28 **
Clo a/Clo b — (0,03 (-)0,02 (-)0,02 (-)0,34**(-)0,00 (-) 0,12

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

Se ha relacionado negativamente el contenido en carbonatos del suelo con la
ratio clorofila (a+b)/carotenoides en cuajado y envero en 2010, y envero y vendimia en
2011 (tabla 4.12). Esto indica que las elevadas concentraciones de carbonatos en el
suelo afectan de manera mas acusada a la sintesis de clorofila que de carotenoides o,
dicho de otro modo, las concentraciones foliares de carotenoides disminuyen con la
deficiencia de Fe en menor grado que las de clorofilas, en concordancia con
resultados de otros autores (Terry, 1980; Morales et al., 1990, 1994, 2000). Estas
relaciones no se han observado para el contenido en caliza activa del suelo, medido
en subparcelas con mas del 10% de carbonatos totales. Ademas, cuando se han
analizado en estas subparcelas las relaciones entre el indice de poder clorosante IPC
(Juste y Pouget, 1972) y los contenidos de pigmentos foliares no han sido
significativas, o bien han sido menos intensas que para los contenidos en carbonatos
totales (datos no mostrados). Diez et al. (2009b) y Cambrollé et al. (2014) también
correlacionaron negativamente los carbonatos totales del suelo con los niveles foliares
de clorofila.

La relacion detectada entre la concentracion de pigmentos foliares y el nivel de
carbonatos totales es notablemente mayor que la observada con los contenidos en
arcilla del suelo. En cualquier caso, existe una correlacion significativamente positiva
entre los contenidos de arcilla y carbonatos totales en los suelos de la zona (figura
4.10).
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Figura 4.14. Evolucién de la concentracién de
clorofila foliar a lo largo del ciclo vegetativo en
funcion del contenido de carbonatos totales en el
suelo (Yanez, 1989) en los tres afios del estudio.
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A continuacién se muestran los resultados mas significativos obtenidos para las
relaciones entre los contenidos minerales y sus ratios, tanto en el suelo como en los
peciolos recogidos en el envero, con la concentracion de los diferentes pigmentos
foliares en los tres afios de estudio. No se ha encontrado una relacion significativa
entre los contenidos de P, Fe, Zn y Cu en el suelo y los peciolos con la concentracion
de pigmentos foliares (datos no mostrados).

El estudio del contenido de potasio disponible en el suelo es muy interesante
ya que es uno de los factores que modulan la solubilidad del Fe y su absorcién por la
planta en suelos calcareos (Chen y Barak, 1982). El potasio podria afectar
potencialmente a la absorcién de Fe en las raices a través de su papel general en el
equilibrio i6nico, facilitando la circulacion de &cidos organicos como el citrato
(Marschner, 1995).En el presente estudio, se ha relacionado significativamente el
contenido de potasio en el suelo con la concentracion de todos los pigmentos foliares
en el cuajado, con los de clorofila en el envero en 2010, y con todos los pigmentos en
el envero en 2011 (tabla 4.13). Por otra parte, teniendo en cuenta la concentracion de
clorofila foliar monitorizada a lo largo del ciclo vegetativo en los anos del estudio (figura
4.15), se observan diferencias significativas entre los valores de los puntos de
muestreo con contenido alto, medio y bajo de K en el suelo (apartado 4.1) en casi la
totalidad de las fechas. La concentracion de clorofila foliar fue significativamente mayor
en las parcelas con un contenido alto de K que en las parcelas con un contenido bajo
de dicho mineral en el suelo, salvo para las medidas realizas a comienzos de Junio y a
finales de Agosto (envero), en los afos 2009 y 2010. Excepto para el afio 2009, se han
observado relaciones significativas de la concentracion de algunos de estos pigmentos
foliares con los ratios K/Mg, K/Ca, K/(Ca+Mg) y Ca/Mg, especialmente en el cuajado
en 2010 y en el envero de 2011.Los contenidos de pigmentos foliares después de la
vendimia (medidos exclusivamente en 2011) se han relacionado significativamente de
forma positiva con el contenido de potasio y los ratios K/Mg, K/Ca y K/(Ca+Mg)
presentes en el suelo (tabla 4.13).

A diferencia de lo ocurrido con el contenido en K del suelo, el contenido de K
peciolar apenas se ha relacionado significativamente con la concentracion de
pigmentos foliares. Sin embargo, los ratios K/Mg, K/Ca, K/(Ca+Mg) y Ca/Mg presentes
han estado relacionados positivamente con el contenido de algunos de estos
pigmentos, especialmente en 2010 (tabla 4.14), de acuerdo con lo observado en
estudios previos en la misma regién (Gonzalez et al, 2005b; Catalina et al., 2011b). El
aumento del nivel de K en los peciolos con respecto al Mg y el Ca mejora el contenido
de clorofila en las hojas.
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Tabla 4.13. Coeficiente de determinacién (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion del contenido en K y los ratios K/Mg, K/Ca y K/(Ca+Mg) en el suelo sobre la
concentracién de pigmentos foliares (ug-cm™) y los ratios clorofila (a+b)/carotenoides y
clorofila a/clorofila b en el cuajado, el envero y en postvendimia en los tres afios de
estudio.

Nutrientes Pigmentos foliares

minerales Antocininas Clorofilaa Clorofilab Clarofila a+b Carotenoides Clo a+b/Car Clo a/Clo b
2009 Cuajado

K (meg-100g™) (+) 0,02 — — (+) 0,03 — — —
K/Mg (+)0,00 — — (+)0,02 — — —
K/Ca (+) 0,01 — — (+)0,02 — — —
K/(Ca+Mg) (+) 0,01 — — (+)0,04 — — —
Ca/Mg (-)0,03 — — (-)0,02 — — —
2010

K (meg-100g™) (+) 0,07 (+)0,31* (+)0,23* (+)0,32** (+)0,50*** (+)0,10 (-)0,02
K/Mg (+)0,04 (+)0,24* (+)0,24* (+)0,27* (+)0,27** (+)0,16* (-)0,06
K/Ca (+)0,13 (+)0,31* (+)0,18* (+)0,29** (+)0,41** (+)0,12 (-)0,00
K/(Ca+Mg) (+)0,11 (+)0,33** (+)0,19* (+)0,30** (+)0,43** (+)0,12 (-)0,00
Ca/Mg (-)0,24* (+)0,04 (+)0,08 (+)0,06 (+)0,03 (+)0,07 (-) 0,06
2011

K (meg-100g™) (+)0,24* (+)0,12 (+)0,09 (+)0,01 (+)0,06 (+)0,06 (+)0,23*
K/Mg (+)0,25* (+)0,22* (+)0,03 (+)0,18* (+)0,30** (+)0,01 (+) 0,31 *
K/Ca (+)0,19* (+)0,21* (+)0,07 (+)0,18* (+)0,18* (+)0,07 (+)0,22*
K/(Ca+Mg) (+)0,17* (+)0,23* (+)0,07 (+)0,20* (+)0,19* (+)0,07 (+)0,25*
Ca/Mg (+)0,11 (+)0,08 (+)0,00 (+)0,06 (+)0,16 (+)0,00 (+)0,13
2009 Envero

K (meg-100g™) (+)0,10 (+)0,09 (+)0,14 (+)0,10 (+)0,09 (+)0,09 (+)0,02
K/Mg (+)0,03 (+)0,05 (+)0,15 (+)0,07 (+)0,09 (+)0,06  (+)0,00
K/Ca (+)0,04 (+)0,03 (+) 0,06 (+)0,04 (+)0,02 (+)0,05 (+)0,00
K/(Ca+Mg) (+)0,02 (+)0,03 (+) 0,06 (+)0,04 (+)0,05 (+)0,02  (+)0,00
Ca/Mg (+)0,00 (+)0,02 (+) 0,06 (+)0,03 (+)0,02 (+)0,04 (+)0,00
2010

K (meg-100g™)  (+) 0,08 (+)0,15 (+)0,20* (+)0,22* (+)0,11 (+)0,15 (-)0,01
K/Mg (+)0,28* (+)0,31* (+)0,26* (+)0,38** (+)0,22* (+)0,18* (-)0,00
K/Ca (+) 0,01 (+)0,07 (+)0,04 (+)0,08 (+) 0,01 (+)0,12  (+)0,00
K/(Ca+Mg) (+)0,02 (+)0,08 (+)0,05 (+)0,10 (+)0,02 (+)0,14 (-)0,00
Ca/Mg (+)0,31* (+)0,18* (+)0,28* (+)0,27** (+)0,18* (+)0,10 (-)0,01
2011

K (meg-100g™) (+)0,24* (+)0,32** (+)0,21* (+)0,29** (+)0,23* (+)0,29** (+)0,00
K/Mg (+)0,27* (+)0,25* (+)0,18* (+)0,23* (+)0,18* (+)0,20* (+)0,00
K/Ca (+)0,18* (+)0,18* (+)0,08 (+)0,14 (+)0,11 (+)0,13  (+)0,01
K/(Ca+Mg) (+)0,20* (+)0,19* (+)0,09 (+)0,16 (+)0,12 (+)0,14  (+)0,01
Ca/Mg (+)0,14 (+)0,09 (+)0,09 (+)0,10 (+)0,07 (+)0,09 (+)0,02
2011 Postvendimia

K (meq-100g™) (+)0,27 ** (+)0,37** (+)0,36** (+)0,37** (+)0,34** (+)0,30** (-)0,09
K/Mg (+)0,28** (+)0,22* (+)0,27** (+)0,24* (+)0,19* (+)0,30** (-)0,16
K/Ca (+)0,20* (+)0,25* (+)0,27* (+)0,26* (+)0,24* (+)0,22* (-)0,16
K/(Ca+Mg) (+)0,22* (+)0,26* (+)0,28* (+)0,27* (+)0,25* (+)0,23* (-)0,17*
Ca/Mg (+)0,09 (+)0,04 (+)0,04 (+)0,04 (+)0,03 (+) 0,07 (-)0,01

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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Figura 4.15.Evolucion de la concentracién de
clorofila foliar a lo largo del ciclo vegetativo en
funcién del contenido de K en el suelo (Horneck et
al., 2011) en los tres anos del estudio.
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Y DISCUSION

Tabla 4.14. Coeficiente de determinacién (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion del contenido en K y los ratios K/Mg, K/Ca y K/(Ca+Mg) en el los peciolos
sobre la concentracion de pigmentos foliares (ug-cm®) y los ratios clorofila
(a+b)/carotenoides y clorofila a/clorofila b en el cuajado, envero y postvendimia en los

tres afios de estudio.

Nutrientes Pigmento foliares
minerales Antocininas Clorofila a Clorofilab Clarofila a+b Carotenoides Clo a+b/Car Clo a/Clo b
2009 Cuajado
K(%s.ms.) (+)0,15 — — (+)0,21 * — — —
KiMg (+)0,25* — — (+) 0,24 * — — —
K/Ca (+) 0,18 — — (+) 0,33 ** — — —
K/(Ca+Mg) (+) 0,25~ — — (+) 0,36 ** — — —
Ca/Mg (+) 0,04 — — (+) 0,00 — — —
2010
K (%s.ms.) (+) 0,00 (+) 0,13 (+)0,34 ** (+)0,22* (+)0,18* (+)0,19* (-) 0,28 **
K/Mg (+) 0,00 (+) 0,32 ** (+) 0,49 ™ (+) 0,42 * (+) 0,37 ** (+)0,31** (-) 0,21~
K/Ca (+) 0,02 (+)0,18* (+)0,36 ™ (+)0,27 *™ (+)0,20* (+)0,24* (-)0,24~
K/(Ca+Mg) (+) 0,00 (+)0,23* (+)0,43*™ (+)0,34 * (+) 0,27 ** (+) 0,28 ** (-) 0,25~
Ca/Mg (-) 0,05 (+)0,26 * (+)0,36 ™ (+)0,33 * (+)0,34 ** (+)0,20* (-)0,13
2011
K(%sms.) (-) 0,00 (-) 0,03 (-) 0,02 (-) 0,03 (-) 0,00 (-) 0,04 (-) 0,00
K/Mg (+) 0,13 (+) 0,07 (+) 0,00 (+) 0,05 (+) 0,10 (+) 0,00 (+)0,17 *
K/Ca (+) 0,03 (+) 0,00 (+) 0,01 (+) 0,00 (+) 0,00 (-) 0,00 (+) 0,00
K/(Ca+Mg) (+) 0,07 (+) 0,01 (+) 0,00 (+) 0,00 (+) 0,02 (-) 0,00 (+) 0,05
Ca/Mg (+) 0,15 (+) 0,22 * (+) 0,04 (+)0,18* (+)0,23* (+) 0,05 (+) 0,26 *
2009 Envero
K(%s.ms.) (+) 0,06 (+) 0,03 (+) 0,10 (+) 0,05 (+) 0,02 (+) 0,12 (+) 0,00
K/Mg (+) 0,08 (+) 0,04 (+) 0,2 * (+)0,07 (+) 0,06 (+) 0,12 (+) 0,01
K/Ca (+) 0,09 (+) 0,2 * (+)0,15 (+) 0,2 * (+)0,17 (+)0,21* (+)0,16
K/(Ca+Mg) (+) 0,10 (+) 0,16 (+)0,22* (+)0,18 (+) 0,16 (+) 0,22 * (+) 0,06
Ca/Mg (+) 0,01 (+) 0,00 (+) 0,08 (+) 0,00 (+) 0,00 (+) 0,01 (+) 0,18
2010
K(%sms.) (+)0,09 (+) 0,06 (+) 0,03 (+) 0,07 (+) 0,02 (+) 0,05 (+) 0,00
K/Mg (+)0,19* (+)0,20* (+)0,13 (+)0,23* (+)0,10 (+) 0,17 * (+) 0,00
K/Ca (+) 0,08 (+) 0,06 (+) 0,01 (+) 0,06 (+) 0,02 (+) 0,05 (+) 0,00
K/(Ca+Mg) (+) 0,12 (+) 0,11 (+) 0,05 (+) 0,12 (+) 0,04 (+) 0,10 (+) 0,00
Ca/Mg (+)0,20* (+)0,18* (+)0,29** (+)0,28 ** (+) 0,10 (+) 0,22 * () 0,01
2011
K(%s.m.s.) (+)0,01 (+) 0,04 (+) 0,01 (+) 0,02  (+) 0,01 (+) 0,04 (+)0,04
K/Mg (+)0,25* (+)0,21* (+)0,10 (+)0,17* (+) 0,16 (+) 0,09 (+) 0,01
K/Ca (+) 0,06 (+) 0,11 (+) 0,03 (+) 0,08 (+) 0,07 (+) 0,06 (+) 0,03
K/(Ca+Mg) (+) 0,14 (+) 0,16 (+) 0,05 (+) 0,12 (+) 0,11 (+) 0,07 (+) 0,03
Ca/Mg (+) 0,28 ** (+)0,16 * (+) 0,12 (+) 0,15 (+) 0,13 (+) 0,08 (+) 0,00
2011 Postvendimia
K (% s.m.s.) (+) 0,10 (+) 0,07 (+) 0,11 (+) 0,08 (+) 0,04 (+)0,19* (-) 0,10
K/Mg (+) 0,33 ** (+)0,24* (+)0,28* (+)0,26* (+)0,21* (+)0,34* (-)0,18*
K/Ca (+) 0,18 * (+) 0,13 (+) 0,14 (+) 0,14 (+) 0,11 (+) 0,18 * (-) 0,07
K/(Ca+Mg) (+)0,25* (+)0,17* (+)0,19* (+)0,18* (+)0,15 (+)0,25* (-)0,10
Ca/Mg (+)0,25* (+)0,19* (+)0,22* (+)0,21* (#)0,18* (+#)0,26* (-)0,13
Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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Se han encontrado relaciones significativamente negativas entre el nivel
peciolar de magnesio y la concentracion de pigmentos foliares en practicamente todas
las fechas de muestreo (tabla 4.15), en consonancia con estudios previos realizados
en la misma zona (Martin et al, 2008.; Catalina et al., 2011b y 2012). Esto se puede
comprobar también en la separacién de medias de la figura 4,16. Ademas, el
contenido de Mg se ha relacionado significativamente de forma negativa con la ratio
clorofila a+b/carotenoides en todas las medidas menos en las de cuajado y envero en
2011. Estos resultados reflejan que, en los suelos calizos del estudio, se produce una
mayor acumulacion de Mg, antagonico con K, en los peciolos de las plantas afectadas
por clorosis férrica. A tenor de los resultados, cabe destacar la importancia del
seguimiento de estos dos elementos tanto en su contenido en el suelo como en los
peciolos para un mejor entendimiento del desarrollo de la fisiopatia.

Tabla 4.15. Coeficiente de determinacién (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion del contenido de Mg peciolar en el enverosobrela concentracion de
pigmentos foliares y sus ratios (ug-cm).

Pigmentos Contenido de Mg peciolar (% s.m.s.)
Foliares 2009 2010 2011
Cuajado Envero Cuajado Envero Cuajado Envero Vendimia

Antocininas (-) 0,20 * (-)0,14 (-)0,03  (-)0,19% (-)0,33**(-)0,39** (-) 0,38 **
Clorofila a —  ()0,17  (-)0,37** (-)0,19* (-)0,25* (-)0,28** (-) 0,28 **
Clorofila b —  (-)0,38** (-)0,50*** (-)0,30** (-)0,07 (-)0,17* (-) 0,26 *
Clarofila a+b (-) 0,19 * (-)0,21* (-)0,47** (-)0,30** (-)0,21* (-)0,25* (-) 0,28 **
Carotenoides  —  (-)0,25* (-)0,44** (-)0,09 (-)0,23* (-)0,22* (-) 0,26 *
Clo a+b/Car —  (-)0,20* (-)0,35** (-)0,27** (-)0,08 (-)0,15 () 0,30 **
Clo a/Clo b — (0,01 (+)0,20* (+)0,02 (+)0,25* (-)0,00 (+) 0,08

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

Los resultados del estudio ponen de manifiesto que, en los suelos calizos de la
zona de estudio, la nutricién potasica y su balance con el Mg y Ca, son factores
fundamentales en la nutricién mineral de los vifiedos, y deben tenerse en cuenta en el
diagnostico de la clorosis férrica. El déficit de potasio afecta negativamente a la
actividad fotosintética debido a que la concentracion de clorofila foliar disminuye
(Watson y Malmberg, 1996; Chen y Cheng, 2003). Bajo la deficiencia de nutrientes, las
hojas utilizan so6lo una pequefia fraccion de la densidad de flujo de fotones
fotosintéticos absorbidos (Cheng y Fuchigami 2000), y el exceso de energia de
excitacion puede conducir a la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS), al
dafo del aparato fotosintético y de la estructura celular.
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Figura 4.16.Evolucion de la concentracion de
clorofila foliar a lo largo del ciclo vegetativo en
funcién del contenido de Mg en los peciolos en el
estado fenoldgico de envero (Gonzalez y Martin,
2005) en los tres anos del estudio.
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La concentracion de los diferentes pigmentos foliares también se ha
relacionado significativamente de forma positiva con el contenido de Mn en el suelo.
Asi (tabla 4.16), en el afio 2009 y 2010 el nivel de Mn se relaciond con el contenido de
la mayoria de los pigmentos, tanto en cuajado como en envero, mientras que en 2011
solo se relaciono6 con las antocianinas. La concentracién de clorofila foliar monitorizada
a lo largo del ciclo vegetativo ha resultado estadisticamente diferente en funcién del
contenido de Mn en el suelo (apartado 4.1) en casi la totalidad de las medidas
realizadas (figura 4.17). La concentracion de clorofila foliar es significativamente mayor
en las subparcelas con un contenido alto de Mn en el suelo, salvo para las medidas
realizas a comienzos de Junio, antes de la floracion, en los afos 2009 y 2010.

Tabla 4.16. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion del contenido de Mn en el suelo sobre el contenido de pigmentos foliares y
sus ratios (mg-cm™).

Contenido de Mnen el suelo (mg-kg™)

Pigmentos 2009 2010 2011
Foliares Cuajado Envero Cuajado Envero Cuajado Envero
Antocininas (+)0,37 * (+) 0,30 * (+) 0.00 +) 0,07 (+) 0,28 ** (+) 0,26 *
Clorofila a — +) 0,34 * (+)0,26 * (+)0,19* (+)0,12 (+) 0,15
Clorofila b — +) 0,28 * (+)0,26 * (+) 0,19 * (+) 0,01 (+) 0,09

Clarofila a+b (+)0,59 **

A~ N~ o~~~

( ( )
( ( )
( ( )
+) 0,34 * (+) 0,30 ** (+)0,25* (+)0,09  (+)0,13
( ( )
( ( )
( )

Carotenoides — +) 0,42 * (+)0,39* (+)0,11 (+) 0,07 (+) 0,12
Clo a+b/Car — +) 0,18 +) 0,14 +) 0,17 * (+) 0,06 (+) 0,10
Clo a/Clo b — (+) 0,25 * (+) 0,05 (+) 0,00 (+)0,21* (+) 0,00

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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Figura 4.17. Evolucién de la concentracion de
clorofila foliar a lo largo del ciclo vegetativo en
funcioén del contenido de Mn en el suelo (Sims y
Johnson, 1991) en los tres afios del estudio.
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Sin embargo, las relaciones entre el manganeso peciolar y la concentracion de
los pigmentos foliares has sido significativamente negativas en los tres afios de
muestreo (tabla 4.17). Como se puede ver en la figura 4.18, la concentracion de
clorofila foliar es significativamente mayor en las subparcelas con un contenido medio
de Mn en los peciolos que en las parcelas con un nivel alto de Mn peciolar, salvo para
las medidas realizas en prefloracion en los afos 2009 y 2010. La discrepancia en los
resultados referentes a contenidos de Mn en suelo y peciolos se debe probablemente
a que el elemento, antagonico con el hierro, se acumula en los tejidos vegetales de las
plantas afectadas por clorosis férrica, en consonancia con los resultados obtenidos por
Martin et al. (2008). En investigaciones llevadas a cabo por Bavaresco et al. (2010a),
la concentracion de Mn foliar se vio reducida significativamente con diferentes
tratamientos correctores de hierro.

Tabla 4.17. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion del contenido de Mn peciolar en el envero sobre la concentracion de
pigmentos foliares y sus ratios (mg-cm™).

Pigmentos Contenido de Mn peciolar (mg-kg” s.m.s.)
Foliares 2009 2010 2011

Cuajado Envero Cuajado Envero Cuajado Envero Vendimia
Antocininas (-) 0,02 (-)0,32**(-)0,01 (-)0,24* (-) 0,40 **(-)0,32** (-) 0,32 **

( ) (-
Clorofila a —  (-)0,34* (-) 0,31 ** (-)0,24* (-)0,24 * (-)0,33** (-) 0,26 *
Clorofila b —  (-)0,46** (-)0,06 (-)0,07 (-)0,05 (-)0,14 (-)0,30 **
Clarofila a+b (-) 0,12 (-)0,38** (-)0,21* (-)0,24* (-)0,20 * (-)0,26* (-) 0,28 **
Carotenoides  —  (-)0,43** (-)0,22* (-)0,19* (-) 0,28 ** (-)0,30** (-) 0,25 *
Clo a+b/Car —  (-)0,29* (-)0,17* (-)0,08 (-)0,29 (-)0,03 (-) 0,29 **
Clo a/Clo b — (0,12 (-)0,06 (-)0,06 (-)0,28*(-)0,03 (+)0,23*

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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Figura 4.18. Evolucién de la concentracion de
clorofila foliar a lo largo del ciclo vegetativo en
funcién del contenido de Mn en los peciolos en el
estado fenolégico de envero (Gonzélez y Martin,
2005) en los tres anos del estudio.
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4.2.3.- Diagnostico de la clorosis férrica.

Con el fin de estudiar la influencia de la clorosis férrica en los parametros
fisiolégicos y agronomicos del vifiedo en apartados posteriores, se ha realizado una
caracterizacion de las subparcelas de estudio en funcién de la incidencia de la
fisiopatia teniendo en cuenta los resultados expuestos en epigrafes anteriores.

Como se ha indicado en el apartado 4.1.1, la mayor parte de las areas de
muestreo tienen una concentracion media o alta de Fe extraible con DTPA en el suelo.
Sin embargo, esto no garantiza una 6ptima absorcién de este elemento, ya que en la
mayoria de los casos la carencia es inducida por elevados contenidos en caliza activa
y alto pH en el suelo (Chen y Barak, 1982), que elevan la concentracion de
bicarbonato, que interfiere con la asimilacion del hierro. Mengel (1994) explicéd que el
bicarbonato se produce sobre todo en la superficie de las raices, donde la respiracion
de los tejidos proporciona CO, para la disolucion de CaCO;.Por otro lado, teniendo en
cuenta los valores nutricionales obtenidos para la Ribera del Duero (Gonzalez y
Martin, 2005), la mayor parte de las subparcelas tienen un contenido medio de hierro
en el tejido peciolar (apartado 4.1.1). Cuando se analizan hojas de plantas cloréticas
en condiciones de campo, la concentracion de Fe sobre materia seca es relativamente
alta en muchos casos, siendo incluso mas elevada que en plantas control (Mengel et
al., 1979; Chen y Barak, 1982; Mengel et al., 1984; Abadia et al., 1985; Abadia et al.,
1989). La causa de esta denominada “paradoja de la clorosis” (Rémheld, 1997;
Morales et al., 1998b; Bavaresco et al., 1999)puede ser la acumulaciéon de hierro
inactivo en los tejidos de la planta (Marschner, 1995) y/o el menor tamafio de las hojas
cloréticas, que produce un efecto de concentracion (Toselli et al., 2000). En definitiva,
la concentracion de hierro en los peciolos no es un parametro valido para el
diagnéstico de la clorosis férrica.

En el presente trabajo, todas las relaciones significativas encontradas entre los
niveles de carbonatos totales en el suelo y las concentraciones de pigmentos foliares
han sido negativas. Las concentraciones tanto de antocianinas, como de clorofilas y
carotenoides, no se han relacionado con el contenido de hierro en el suelo, por lo que
la carencia esta claramente inducida por el caracter calcareo del mismo. Los suelos
mas clorosantes coinciden en la zona de estudio con los de textura mas arcillosa; el
coeficiente de correlacion entre contenidos de arcilla y de carbonatos en el suelo en la
zona de estudio es altamente significativo (r = 0,71, p<0,001).

Los niveles de Mg y Mn peciolar se han relacionado directamente con la
concentracién de clorofila en la hoja. Puede decirse que, en las condiciones de cultivo
del area de estudio, una elevada concentracién de carbonatos en el suelo, y por tanto
una clorosis férrica mas severa, acarrea una acumulacion de estos elementos en los
peciolos. La mayor concentracion de Mg peciolar en vides cloréticas puede haberse
debido a un desequilibrio con otros nutrientes en los suelos calcareos, como lo
demuestran las relaciones significativamente negativas observadas entre el contenido
de carbonatos totales del suelo y los ratios Ca/Mg, K/Mg, K/Ca y K/(Ca+Mg) de los
peciolos. La acumulacion de Mn en peciolos de plantas clordticas se puede explicar
por la respuesta fisiolégica de la raiz a la deficiencia de hierro, que activa proteinas
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transportadoras de hierro como la IRT1 6 la NRAMP3, que estan también implicadas
en el transporte de Mn, el cual prevalece sobre el de Fe (Milalleo, 2010). De hecho, los
carbonatos totales del suelo se han relacionado negativamente con la ratio Fe/Mn en
los anos 2010 y 2011 (Tabla 4.6.).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, y considerando que la clorosis observada
en la zona del estudio es debida fundamentalmente a la carencia de hierro, las
subparcelas se han clasificado en cloréticas y no clordticas en funcién de la
concentracién de clorofila en las hojas y los contenidos en arcilla y carbonatos totales
(sin tener en cuenta el hierro asimilable en el suelo) expuestos en el apartado 4.1. Asi,
en el ano 2009, las subparcelas 1, 2, 4, 5,6, 7, 9, 10, 11, 12 y 21 estuvieron afectadas
por clorosis férrica. En el afio 2010 y 2011, las subparcelas cloréticas fueron la 5, 6, 7,
9,10, 11,12, 13, 15,16 y 18.

La deficiencia de hierro en suelos calcareos modifica la asimilacién de otros
nutrientes en el vifiedo. Dado que la concentracion de hierro en los tejidos no es un
valor para la deteccién de la deficiencia, es interesante analizar estos cambios
nutricionales, con objeto de identificar indices o relaciones entre nutrientes apropiadas
para el diagnéstico foliar de la fisiopatia. Las proporciones relativas de algunos
nutrientes en los tejidos vegetales puedan utilizarse como indices de referencia del
estado nutricional de la planta en cuanto al hierro. Tal es el caso de las relaciones
como Fe/Mn, P/Fe y K/Ca, que han obtenido resultados diferentes en funcién de la
especie y de las condiciones de cultivo consideradas (Abadia et al., 1989; Belkhodja et
al.,, 1998). En el presente estudio la ratio Fe/Mn ha obtenido una relacion lineal
significativamente positiva con el contenido de clorofila foliar en el cuajado y en el
envero en 2009, y en todas las medidas realizadas en 2010 (tabla 4.18). La ratio Ca/P
se ha relacionado negativamente de forma significativa so6lo con las medidas
realizadas en 2010. Como se ha descrito anteriormente, estos elementos tuvieron un
contenido peciolar en el envero muy diferente en 2010 respecto a 2009 y 2011 debido
una situacion de estrés hidrico y térmico a la que se vieron sometidas las plantas en el
verano del segundo afio de seguimiento.

De todas las relaciones de nutrientes estudiadas, se pueden destacar los ratios
K/Mg, K/Ca, K/(Ca+Mg) y Ca/Mg presentes en los peciolos recolectados en el envero,
que se han relacionado significativamente de forma positiva con el contenido de
clorofila en las hojas, especialmente en 2010 y 2011 (tabla 4.18), en consonancia con
estudios previos en la misma region (Gonzalez et al, 2005b). El aumento del nivel de K
en los peciolos con respecto al de Mg y Ca eleva el contenido foliar de clorofila. Todo
esto pone de manifiesto la importancia de la interaccion de estos tres elementos entre
si, y en relacién al hierro, sobre el grado de clorosis férrica en plantas cultivadas en
suelos calizos, de forma que las referidas ratios serian susceptibles de ser utilizadas
como herramienta de diagnéstico de la fisiopatia.
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Tabla 4.18. Coeficiente de determinacién (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de la concentracion de clorofila foliar (mg-cm™) sobre diferentes ratios entre
contenidos peciolares de nutrientes.

Contenido en clorofila foliar (mg-cm?)

Brotes Post- Post-
2009 30cm Cuajado cuajado Envero Maduraciéon vendimia
Ca/P — (-) 0,17 (+) 0,00 (-) 0,01 — (-) 0,06
N/K — (-) 0,08 (-) 0,13 (-) 0,11 — (-) 0,20 *
P/K — (-) 0,01 (-) 0,05 (-) 0,00 — (-) 0,00
P/N — (+) 0,11 (+) 0,00 (+) 0,4 — (+) 0,08
K/Mg — (+) 0,07 (+) 0,12 (+)0,19 * — (+) 0,48 **
K/Ca — (+) 0,20 * (+) 0,06 (+) 0,17 — (+) 0,15
K/(Ca+Mg) — (+) 0,17 (+) 0,11 (+) 0,21 * — (+) 0,33 **
Ca/Mg — (-) 0,00 (+) 0,04 (+) 0,07 — (+) 0,25 *
Zn/Fe — (+) 0,00 (+) 0,16 (+) 0,08 — (+) 0,10
Fe/Mn — (+) 0,34 ** (+) 0,07 (+) 0,30 ** — (+) 0,10
P/Fe — (+) 0,07 (+) 0,04 (+) 0,05 — (+) 0,17
[(10 x P)+K] x 50/Fe — (+) 0,07 (+) 0,14 (+) 0,09 — (+) 0,29 *
2010
CalP (-) 0,24 * (-) 0,62 *** () 0,59 *** (-)0,21~* (-)0,30 * —
N/K (-) 0,00 (-) 0,05 (-) 0,05 (-) 0,02 (-) 0,07 —
P/K (+) 0,07 (+) 0,03 (+) 0,06 (+) 0,02 (+) 0,00 —
P/N (+) 0,16 (+) 0,31 * (+) 0,46 ** (+)0,13 (+) 0,19 —
K/Mg (+) 0,06 (+)0,45* (+)0,40** (+)0,08 (+) 0,23 * —
K/Ca (+)0,02* (+)0,37* (+)0,24* (+) 0,06 (+) 0,16 —
K/(Ca+Mg) (+) 0,03 (+)0,43*™ (+)0,31* (+) 0,07 (+) 0,19 —
Ca/Mg (+) 0,05 (+) 0,26 * (+) 0,30 * (+) 0,03 (+)0,18 —
Zn/Fe (-) 0,05 (-) 0,05 (-) 0,09 (-) 0,01 (-) 0,09 —
Fe/Mn (+)0,26* (+)0,40* (+)0,34* (+)0,25* (+)0,44* —
P/Fe (+) 0,06 (+) 0,29 * (+) 0,23 * (+) 0,07 (+) 0,04 —
[(10 x P)+K] x 50/Fe  (+) 0,02 (+) 0,28 * (+) 0,14 (+) 0,04 (+) 0,03 —
2011
Ca/P (-) 0,08 (-) 0,07 (-) 0,04 (-) 0,05 (-)0,17 * (-) 0,16
N/K (-) 0,02 (-) 0,03 (-) 0,05 (-) 0,03 (-) 0,04 (-) 0,05
P/K (+) 0,01 (-) 0,01 (-) 0,01 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00
P/N (+)0,23* (+) 0,04 (+) 0,08 (+)0,12 (+)0,18* (+) 0,16
K/Mg (+)0,23* (+)0,39*™ (+)0,26* (+)0,20* (+) 0,33 ** (+)0,42*
K/Ca (+) 0,04 (+) 0,20 * (+) 0,19 * (+) 0,13 (+)0,25* (+)0,28 **
K/(Ca+Mg) (+) 0,11 (+) 0,30 ** (+) 0,24 * (+)0,17* (+) 0,30 ** (+) 0,36 **
Ca/Mg (+) 0,34 ** (+) 0,27 ** (+) 0,15 (+) 0,15 (+)0,17* (+) 0,21~
Zn/Fe (+) 0,30 ** (+) 0,08 (+) 0,12 (+) 0,07 (+) 0,12 (+) 0,14
Fe/Mn (+) 0,03 (+) 0,08 (+) 0,02 (+) 0,04 (+) 0,04 (+) 0,02
P/Fe (+) 0,33 ** (+) 0,02 (+) 0,07 (+)0,21* (#)0,24* (+)0,18~*
[(10 x P)+K] x 50/Fe  (+) 0,35 ** (+) 0,02 (+) 0,09 (+)0,22* (+)0,24* (+)0,20*

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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4.3.- PARAMETROS DE EFICIENCIA FOTOSINTETICA.

En este apartado se muestran los resultados obtenidos al estudiar las
relaciones observadas entre la eficiencia fotosintética (asimilacién neta conductancia
estomatica y parametros de fluorescencia de la clorofila) en los estados fenolégicos de
cuajado y envero con los contenidos minerales de nutrientes en el suelo y en los
peciolos en el envero y los niveles foliares de pigmentos.

El analisis de la varianza de los niveles de los valores de asimilacién neta,
conductancia estomatica y diferentes parametros de la fluorescencia de la clorofila
medidos en el cuajado y el envero segun cada afo de seguimiento, mostré diferencias
significativas entre los tres afnos objeto de estudio para todos los parametros, excepto
para la tasa de transporte de electrones ETR (tabla 4.19). Como consecuencia de esto
los datos se trataran estadisticamente separados afio por afio.

Tabla 4.19. Valores de la F de Fisher y el nivel de
significacion del andlisis de la varianza (ANOVA) de la
asimilacion neta (An), conductancia estomatica (gs) y
los parametros de fluorescencia de la clorofila en el
cuajado y el envero en funcién de los afios de estudio.

Parametros de la Cuajado Envero
fluorescencia F F
AN (umol CO;'m%s™) 30,76 *** 3,23 *
gs (mmol H,0-m?s™) 58,22 *** 6,69 **
Fo 52,67 *** 27,37 ***
Fm 2224 *** 6,63 **
Fv 113,98 *** 7,64 **
Fo’ 124,66 *** 2,12
Fm’ 87,18 *** 20,31 ***
Fv’ 54,75 *** 32,34 ***
Fs 65,38 *** 23,72 ***
Fv/IFm 2,30 10,95 ***
Fv' /Fm’ 35,02 *** 44,07 ***
oPSII 30,88 *** 18,57 ***
qP 8,65 ** 68,69 ***
NPQ 14,6 *** 34,30 ***
ETR 0,40 0,82
Fs/Fo 17,34 *** 36,06 ***
FolFv 4,09 * 12,04 ***

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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4.3.1.- Relacion entre el estado nutricional del viiedo y Ila
asimilaciéon neta, conductancia estomatica y parametros de |Ila
fluorescencia de la clorofila.

Como se observa en la tabla 4.20, la asimilacién neta en el cuajado de 2009 y
2011 y en el envero de 2011 y la conductancia estomatica medida en el envero de
2009 y 2011 se relacionaron significativamente de forma negativa con el contenido de
arcilla en el suelo. Los niveles de carbonatos totales tuvieron una relacién negativa con
la asimilacion neta en el cuajado de 2011 y positiva en el envero de 2011. En
investigaciones de Covarrubias y Rombola (2014) se observdé que el aumento del
contenido de CaCOQOj; reducia la tasa de fotosintesis neta y la conductancia estomatica.
Covarrubias y Rombola (2013) registraron una disminucién importante de la actividad
de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) en un portainjerto de vid tolerante a la
clorosis férrica (140 Ruggeri), al incrementarse la presencia de bicarbonato en la
solucion nutritiva.

Tabla 4.20.Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de la asimilacion neta (umol CO,'m?s™) y la conductancia estomatica (mmol
H,O-m?s™") medidas en cuajado y envero sobre el contenido en nutrientes de suelo y
peciolos.

Asimilacion neta

Variables Cuajado Envero
2009 2010 2011 2009 2010 2011
Arcilla (%) (10,41 (10,00 (-)0,30** (-)0,00 (+)0,15 (-)0,21*
CT (%) (10,12 (+)0,01 (-)0,52** (-)0,09 (+)0,34** (-)0,15

( )
Suelo K(meq-100g™) (-)0,17 (+)0,05 (+)0,44* (+)0,35** (-)0,01 (+)0,27*
Mg(meq-100g™") (-)0,46** (+)0,08 (-)0,06 (+)0,03 (+)0,17 (-)0,16
Mn(mg-kg")  (+)0,02 (+)0,00 (+)0,34** (+)0,66** (-)0,07 (+)0,33**
( )
( )

K (% s.m.s.) (-)0,02 (+)0,02 (+)0,43**(+)0,06 0,01 (+)0,03
Peciolo Mg (% s.m.s.) (-)0,08 (+)0,01 (-)0,50** (-)0,24* (+)0,24* (-)0,36**
Mn (mg-kg'1) (-)0,13 (-)0,00 (-)0,15 (-)0,01 (+)0,25* (-)0,16
Conductancia estomatica

Arcilla (%) —  (+)0,08 (+)0,00 (-)0,21* (-)0,03 (-)0,24*
CT (%) —  ()0,00 (+)0,02 (-)0,20 (+)0,04 (-)0,07
Suelo  K(meq-100g™) —  (#)0,09 (+)0,03 (+)0,00 (+)0,00 (+)0,15
Mg (meq-100g") — (+)0,15 (-)0,01 (-)0,04 (+)0,00 (-)0,12
Mn (mg-kg™) —  ()0,01 (+)0,00 (+)0,22 (-)0,02 (+)0,27*
K (% s.m.s.) — (#)0,01 (+)0,07 (-)0,00 (+)0,02 (+)0,02
Peciolo Mg (% s.m.s.) —  (-)0,00 (+)0,00 (-)0,06 (+)0,00 (-)0,11
Mn (mg-kg™) —  (+)0,03 (+)0,00 (-)0,08 (+)0,04 (-)0,01

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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RESULTADOS
Y DISCUSION

Se ha obtenido una regresion significativamente positiva de la asimilacién neta
en el cuajado de 2011 y en el envero de 2009 y 2011 sobre el contenido en Ky Mn del
suelo. De los nutrientes peciolares, podemos destacar la relacion significativamente
negativa del contenido en Mg con la asimilacion neta en el cuajado de 2011, y en el
envero de 2009 y 2011 y positiva en el envero de 2010. En cuanto a la conductancia
estomatica, solo se ha observado una relacion significativa de forma negativa con el
porcentaje de arcilla en el envero de 2009 y 2011 y de forma positiva con el contenido
en Mn del suelo en el envero de 2011. No se han detectado relaciones relevantes
entre la asimilaciéon neta y la conductancia estomatica para los niveles del resto de
elementos minerales estudiados (datos no mostrados).

Como se ve en la tabla 4.21, el porcentaje de arcilla del suelo se ha
relacionado significativamente con algunos de los parametros de la fluorescencia de la
clorofila en el cuajado en 2010 y en el envero en 2009 y 2011. En concreto, la relacion
del contenido de arcilla fue significativamente positiva con Fo', Fm™ y Fs en el cuajado
de 2010 y con Fo en los tres afios de seguimiento. En las medidas de envero se
pueden destacar las relaciones negativas del contenido en arcilla con Fo, Fm y Fv en
2009; con Fm’, Fv', Fv'/Fm" en 2009 y 2011, y con Fo'y Fs en los tres afios de
seguimiento.

Tabla 4.21. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametros de fluorescencia de la clorofila medidos en cuajado y
envero sobre el contenido en arcilla del suelo (%).

Parametros de Contenido en arcilla

Fluorescencia Cuajado Envero

2009 2010 2011 2009 2010 2011
Fo (+)0,21 (+)0,34** (+)0,24* (-)0,26* (+)0,03 (+) 0,06
Fm (+)0,02  (+)0,03 (-) 0,00 (-)0,25* (+)0,00 (-) 0,04
Fv (+)0,00 (-) 0,03 (-) 0,08 (-)0,23* (+)0,00 (-) 0,05
Fo’ (-)0,00  (+)0,38** (-)0,04 (-0,17* (+)0,17 * (-)0,18*
Fm’ (-)0,00 (+)0,24* (-)0,05 (-)0,28* (+)0,14 (-)0,26 *
Fv’ (-)0,00  (+)0,15 (-) 0,04 (-)0,32** (+)0,11 (-) 0,28 **
Fs (0,00 (+)0,20* (-)0,03 (-0,26* (+)0,17 * (-) 0,27 **
Fv/iFm (-)0,08 (-)0,15 (-)0,18* (-) 0,11 (-) 0,02 (-) 0,04
Fv' /Fm’ (+)0,01 (+) 0,00 (-) 0,05 (-)0,26* (+)0,05 (-) 0,29 **
OPSII (-)0,16 (-) 0,01 (+)0,03 (+)0,00 (-) 0,05 (-) 0,01
qP (-)0,06 (-) 0,02 (+)0,00 (+)0,04 (-)0,18* (+)0,15
NPQ (+)0,05 (-)0,17 (+)0,06  (+)0,05 (-)0,10 (+)0,20 *
ETR — (-) 0,01 (+) 0,08 — (-) 0,07 (-) 0,01
Fs/Fo (-)0,05 (-) 0,00 (-)0,16 (-)0,17 (+) 0,05 (-)0,25*
Fo/Fv (+)0,08  (+)0,16 (+)0,16  (+) 0,09 (+) 0,01 (+) 0,04

1

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,000
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Por su parte, el contenido de carbonatos totales del suelo se ha relacionado
negativamente con Fo', Fm’, Fv' y Fs medidas en el cuajado en 2009 y 2011, y
positivamente en 2010 (tabla 4.22). En este mismo estado fenoldégico también se han
relacionado los carbonatos significativamente de forma negativa con la ratio Fs/Fo en
2009 y 2011, con Fvy Fv/Fm en los tres afos del estudio, y de forma positiva con Fo y
la ratio Fo/Fv en 2009, 2010 y 2011. En el envero, podemos destacar las relaciones
significativamente negativas de los contenidos en carbonatos con Fm, Fv, Fm’, Fv' y
Fv'/Fm® en el afo 2011. Los resultados estan de acuerdo con los de Cambrollé et al.
(2014) y Bavaresco et al. (2006), que observaron que la eficiencia cuantica maxima del
fotosistema Il (Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm) se reducia al aumentar el contenido de CaCQO;
del suelo, principalmente como resultado de un incremento del nivel de Fo, que se
puede atribuir a una merma en la transferencia de energia desde el complejo antena
del fotosistema Il a los centros de reaccion (Maxwell y Johnson, 2000), posiblemente
debido a la disminucién registrada en la concentracion de clorofila con el aumento de
carbonatos.

Tabla 4.22. Coeficiente de determinacién (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametro de fluorescencia de la clorofila medidos en cuajado y
envero sobre el contenido en carbonatos totales del suelo (%).

Contenido en carbonatos totales

Parametros de Cuajado Envero
Fluorescencia 2009 2010 2011 2009 2010 2011
Fo (-) 0,00 (+)0,37 ** (+)0,44* (-)0,13 (+)0,03 (+) 0,00
Fm (-)0,30* (-)0,04 (-) 0,04 (0,16 (-)0,12 (-)0,17 *
Fv (-)0,35** (-)0,20* (-)0,27** (-)0,15 (-)0,14 (-)0,17 *
Fo (0,31 (+)0,50*** (-)0,47* (-)0,04 (+)0,12 (-)0,16
Fm’ (-)0,29* (+)041* (-)0,18* (-)0,03 (+)0,14 (-)0,22 *
Fv’ (-)0,20* (+)0,31** (-)0,09 (-)0,02 (+)0,14 (-)0,22 *
Fs (0,31 (+)0,38** (-)0,20* (-)0,02 (+)0,47* (-)0,23*
Fv/IFm (-)0,37** (-)0,37** (-)0,39** (-)0,13 (-)0,10 (-) 0,05
Fv' /Fm’ (-) 0,02 (+) 0,11 (-) 0,09 (-)0,03 (+)0,08 (-)0,26 *
OPSII (+) 0,04 (-) 0,10 (+) 0,07 (0,13  (-)0,12 (-) 0,00
qP (+)0,14 (-) 0,16 (+) 0,00 (-)0,09 (-)0,30* (+)0,17*
NPQ (+) 0,05 (-)0,42** (+)0,05 (-)0,05 (-)0,22* (+)0,08
ETR — (-) 0,09 (+) 0,11 — (-) 0,12 (-) 0,00
Fs/Fo (-)0,23* (+)0,02 (-)0,33** (-)0,00 (+)0,05 (-)0,18*
FolFv (+)0,34 * (+)0,36** (+)0,37** (+)0,09 (+)0,08 (+) 0,12

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

Es de destacar el signo contrario de las regresiones de los parametros de la
fluorescencia medidos en condiciones de iluminacion, sobre el porcentaje de arcilla
como el contenido en carbonatos totales del suelo, encontradas en 2010 con respecto
a 2009 y 2011. Esto seria debido a que en el verano de 2010 se produjo una
disminucién de la concentracién de clorofila como consecuencia de una situacion de
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estrés ambiental provocado por altas temperaturas y déficit hidrico (ver apartado
4.3.1), ya que se registré un verano mas seco que en los otros dos afos, sin apenas
precipitaciones en julio y agosto. Esta situacion, ademas fue acompafada de unas
temperaturas maximas absolutas anormalmente altas en el mes de julio y principios de
agosto. Ademas, en el envero del afio 2010 el porcentaje de parcelas con plantas con
contenidos bajos, medios o altos de P, Ca, Cu y Zn en los peciolos varid
sustancialmente con respecto a 2009 y 2011 (apartado 4.1.1).

La fuerte influencia mostrada tanto por el porcentaje de arcilla como el
contenido en carbonatos totales del suelo sobre los niveles de fluorescencia de la
clorofila emitida por las plantas se estaria relacionado con que ambos parametros de
suelo producen variaciones importantes en el estado nutricional del vifiedo en la zona
de estudio respecto a K, Mg y Mn, y en particular a situaciones de déficit de hierro, que
afectan a la eficiencia fotoquimica del fotosistema Il. Es bien conocido que la
deficiencia de hierro produce un descenso en la eficiencia fotoquimica del fotosistema
Il en los cultivos, cuantificable como Fv/Fm, (Nedunchezhian et al., 1997; Morales et
al., 2000; Bertamini et al. 2002; Bavaresco et al. 2006) atribuible a las alteraciones de
la ruta biosintética de la clorofila, una estequiometria alterada entre el PSl y PSII, o la
inactividad de proteinas del PSI y PSII como el complejo citocromo bgf del que el Fe es
un constituyente fundamental.

Diferentes estudios han demostrado que los parametros de la fluorescencia de
la clorofila pueden ser buenos indicadores de la deficiencia de nutrientes especificos.
Asi, Baker y Rosenqvist (2004) propusieron que gqP podia mostrar deficiencia de N;
Spagilova y Safrankova (2011) encontraron que de Fv/Fm disminuia en condiciones de
deficiencia de N en manzanos; Huang et al. (2004) observaron que los parametros de
fluorescencia ®PSII, Fv '/ Fm', y gP disminuian en plantas deficientes de N; Stark et al.
(2000) encontraron Fv/Fm sensible al estrés provocado por deficiencia de P; Shmidts-
Eiberger et al (2002) han propuesto a Fv/Fm para detectar una nutricién deficiente de
Ca; Mallicka y Mohn (2003), y Wang y Jin (2005),han demostrado que la eficiencia del
fotosistema Il , y especialmente la relacion Fo/Fv se pueden utilizar como indicadores
del estrés producido por deficiencia de oligoelementos como el Cu y el Zn; Martinez-
Penalver et al (2011) corroboraron que el estrés nutricional de Cu y Zn provoca una
reduccion global de Fv/Fm en Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.

En los préximos parrafos se analizan las relaciones entre los niveles de K, Mg y
Mn de suelo y peciolos, para los que se ha encontrado suficiente variabilidad, sobre
los parametros de fluorescencia. La influencia de la deficiencia de Fe sobre estas
variables se abordara en los dos apartados siguientes.

Como se ve en la tabla 4.23, el contenido de K asimilable en el suelo se ha
relacionado significativamente de forma negativa con Fo y Fo/Fv, y de forma positiva
con Fm, Fv y Fv/Fm medidas en el cuajado en los afios 2010 y 2011. En este mismo
estado fenoldgico el contenido de K en el suelo también se ha relacionado
significativamente con Fm", Fv' y Fs de forma negativa y con NPQ y ETR de forma
positiva en el aio 2010. Ademas, tanto en el cuajado como en el envero, el contenido
de potasio se relacioné significativamente con ®PSIl y el apagado fotoquimico en
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2009 y 2010. A pesar de las relaciones mencionadas con el contenido de K en el
suelo, no se ha detectado ninguna regresién significativa de los parametros de
fluorescencia de la clorofila sobre el contenido de K en los peciolos en envero.
Probablemente estos contenidos peciolares, afectados por la interacciéon con otros
nutrientes como el Mg, Ca o Fe, tengan un reflejo en la actividad fotosintética mas
dificil de interpretar que el derivado de la disponibilidad del elemento en el suelo.

Como para los carbonatos totales, en el caso del K la diferencia de signo en la
pendiente de las regresiones de los afios 2009 y 2011 con respecto a 2010, se ha
dado unicamente en parametros de la fluorescencia de la clorofila medidos en
condiciones de iluminacién. En el envero, podemos destacar las relaciones
significativamente positivas del contenido en K del suelo con Fm y Fv en 2010.El
potasio desempefa un papel importante en la fotosintesis, de forma que una mayor
nutricion potasica se correlaciona con una asimilaciéon neta (An) mayor. La relacion
mostrada con los parametros de fluorescencia de la clorofila indican que una eficiente
nutricién potasica podria mejorar la conservacion de la ultraestructura del cloroplasto,
manteniendo los centros de reaccion de la fotosintesis menos danados, menos
sensibles a la fotoinhibicidon, incrementando la capacidad asimiladora. En este
contexto, Weng et al (2007) corroboraron la sensibilidad de gP y NPQ para detectar la
carencia de K en arroz, mientras que Guo y Tan (2015) encontraron diferencias
significativas de Fo, Fm, Fv/Fm y Fo/Fv en variedades de arroz ineficientes en la
absorcion de K bajo condiciones de baja y alta disponibilidad del nutriente.

Tabla 4.23. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametro de fluorescencia de la clorofila medidos en cuajado y
envero sobre el contenido de K en el suelo (mg-kg™).

Contenido de K en el suelo

Parametros de Cuajado Envero
Fluorescencia 2009 2010 2011 2009 2010 2011
Fo (+)0,03 (-)0,19* (-)0,24* (+)0,05 (-) 0,00 (+) 0,04
Fm (+)0,05 (+)0,38 ** (+)0,18* (+)0,10 (+)0,26 * (+)0,12
Fv (+)0,05 (+)0,45* (+)0,21* (+)0,09 (+)0,19* (+)0,09
Fo’ (+)0,02 (-)0,15 (+)0,03 (+)0,02 (-) 0,00 (+) 0,11
Fm’ (+)0,06 (-)0,19* (+)0,00 (-) 0,02 (+) 0,00 (+) 0,05
Fv’ (+)0,08 (-)0,18* (+)0,00 (-) 0,07 (+) 0,00 (+) 0,02
Fs (+)0,09 (-)0,22* (+)0,01 (-) 0,05 (+) 0,00 (+) 0,05
Fv/IFm (+)0,02 (+)0,32* (+)0,23* (+)0,06 (+) 0,03 (+) 0,01
Fv'/Fm’ (+)0,07 (-)0,12 (+) 0,02 (-) 0,08 (+) 0,00 (+) 0,01
OPSII (-)0,37 ** (+)0,28** (+)0,11 (+)0,46** (+)0,23* (+)0,01
qP (-)0,37 ** (+)0,31** (+)0,06 (+)0,43** (+)0,18* (-)0,00
NPQ (-)0,02 (+)0,32* (-)0,02 (+)0,16 (+) 0,04 (-) 0,01
ETR — (+)0,32* (+)0,13 — (+) 0,12 (+) 0,02
Fs/Fo (+)0,04 (-) 0,02 (+) 0,06 (-) 0,09 (+) 0,00 (+) 0,01
Fo/Fv (-)0,01 (-)0,29** (-)0,22* (-) 0,05 (-) 0,08 (-) 0,02

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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Como se aprecia en la tabla 4.24, el contenido en Mg del suelo se ha
relacionado significativamente de forma negativa con la ®PSIl y qP en 2009 y de
forma positiva con Fm, Fo”" y Fm™ en 2010 medidas en el cuajado. En el envero, el
nivel de Mg se ha relacionado negativamente con Fo, Fm’, Fv', Fv'//Fm'y Fs/Fo en
2009y 2011. Fs y gP tuvieron regresiones de distinto signo en unos anos y otros.

Tabla 4.24. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametros de fluorescencia de la clorofila medidos en cuajado y
envero sobre el contenido de Mg en el suelo (meq-100g™).

Contenido de Mg en el suelo

Parametros de Cuajado Envero
Fluorescencia 2009 2010 2011 2009 2010 2011
Fo (+)0,06 (+)0,10 (-)0,07 (-)0,18* (+)0,02 (-)0,19*
Fm (+)0,00 (+)0,25* (+)0,05 (-)0,10 (+)0,14  (+) 0,00
Fv (-)0,00 (+) 0,06 (+)0,00 (-)0,09 (+)0,08 (+)0,00
Fo’ (-)0,00 (+)0,28* (-)0,01 (-)0,08 (+)0,12 (-) 0,08
Fm’ (-)0,00 (+)0,19* (-)0,03 (-)0,26* (+)0,12 (-)0,18 *
Fv’ (-)0,00 (+)0,12 (0,03 (-)0,33* (+)0,11 (-)0,23 *
Fs (+)0,00 (+)0,13 (-)0,02 (-)0,28* (+)0,17 * (-)0,18 *
Fv/Fm (-)0,05 (-) 0,00 (+)0,03 (-)0,03 (+) 0,00 (-) 0,01
Fv'/Fm’ (+)0,01 (+) 0,02 (-)0,03 (-)0,26* (+)0,05 (-)0,25*
OPSII (-)0,35 ** (-) 0,04 (+)0,02 (+)0,13 (-) 0,07 (-) 0,02
qP (-)0,19 * (+) 0,01 (+)0,00 (+)0,22* (-)0,19* (+)0,10
NPQ (+)0,00 (-) 0,06 (+)0,06 (+)0,15 (-) 0,01 (+) 0,25~
ETR — (+) 0,04 (+) 0,04 — (-) 0,08 (-) 0,01
Fs/Fo (-)0,01 (+) 0,03 (-)0,06 (-)0,20* (+)0,04 (-)0,21 *
Fo/Fv (+)0,06 (+) 0,00 (-) 0,03 (+)0,02 (-) 0,01 (+) 0,01
1

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,000

Como se ve en la tabla 4.25, la concentracion de Mg en los peciolos se ha
relacionado significativamente de forma negativa con Fm’, Fv' y Fs medidas en el
cuajado en los afios 2009 y 2011, y de forma positiva en 2010. Ademas, Fm, Fv y el
ratio Fs/Fo se han relacionado significativamente de forma negativa con el Mg peciolar
en 2009 y 2010, Fv/Fm en 2009, 2010 y 2011, y de forma positiva con Fo/Fv en estos
mismos anos. En el envero, el nivel de Mg de los peciolos se ha relacionado
significativamente de forma negativa con Fo, Fm, Fv, Fo' y Fv/Fm en 2009 y con Fo’,
Fm’, Fv', Fs, Fv'/Fm" y la ratio Fs/Fo en 2011.

Las regresiones negativas de Fv/Fm sobre la concentracion de Mg peciolar en
envero no coincide con los resultados de Godde y Hefer (1994), Balakrishnan et al.,
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(2000) y Hermans et al (2004) que, en diversas especies vegetales, observaron una
disminucion de Fv/Fm en las hojas deficientes en Mg frente a hojas de plantas control.
Es posible que en la zona de estudio los niveles peciolares de Mg se incrementen en
subzonas afectadas por clorosis férrica, lo cual seria verdaderamente la causa de la
disminucion de la eficiencia del PSIl. Atendiendo a estos resultados, podemos asumir
que la concentracion de Mg en los peciolos en envero es una potencial herramienta
para la caracterizacién del estado nutricional en vifiedos afectados por clorosis férrica.

Tabla 4.25. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametros de fluorescencia de la clorofila medidos en cuajado y
envero sobre el contenido de Mg en los peciolos (% s.m.s.).

Contenido de Mg en los peciolos

Parametros de Cuajado Envero
Fluorescencia 2009 2010 2011 2009 2010 2011
Fo (+)0,03 (+)0,22* (+)0,42* (+)0,43* (+)0,01 (+)0,00
Fm (-)0,19 *  (-) 0,01 (-)0,24* (-)0,49* (-)0,08 (-)0,14
Fv (-)0,27 *  (-) 0,09 (-)0,25* (-)0,45** (-)0,08 (-)0,13
Fo’ (-)0,14 (+)0,38 ** (-) 0,00 (-)0,22* (+)0,03 (-)0,26*
Fm’ (-)0,18 * (+)0,30** (-)0,18* (-)0,18* (+)0,04 (-)0,35*
Fv’ (-)0,18 * (+)0,22* (-)0,20* (-)0,09 (+)0,04 (-)0,36 **
Fs (-)0,18 * (#)0,25* (-)0,19* (-) 0,11 (+)0,07 (-) 0,36 **
Fv/Fm (-)0,44 ** (-)0,20* (-)0,38* (-)0,30** (-)0,05 (-)0,05
Fv'/Fm’ (-)0,03 (+) 0,06 (-)0,13 (-) 0,06 (+)0,02 (-)0,36 **
OPSII (-)0,00 (-) 0,01 (+)0,21* (-)0,12 (-)0,16  (-) 0,01
qP (+)0,02 (-) 0,05 (+) 0,04 (-) 0,04 (-)0,15 (+)0,12
NPQ (+)0,03 (0,27 *  (+)0,03 (-) 0,01 (-)0,07 (+)0,19*
ETR — (-) 0,02 (+)0,26 * — (0,14  (-) 0,02
Fs/Fo (-)0,23 * (+) 0,02 (0,26 * (-) 0,03 (+)0,02 (-)0,27*
FolFv (+)0,43 *™* (+)0,19* (+)0,37* (+)0,28* (+)0,05 (+)0,22*

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

Como se puede observar en la tabla 4.26, el contenido de Mn en el suelo se ha
relacionado significativamente de forma negativa con Fo y la ratio Fo/Fv en los afios
2010 y 2011, y con Fv/Fm en 2010 y 2011 medidas en el cuajado. En este mismo
estado fenoldgico, el nivel de Mn en el suelo se ha relacionado significativamente de
forma negativa con Fo’, Fm", Fv' y Fs en 2010. En el envero, el Mn se ha relacionado
significativamente con la ®PSIl de forma positiva en 2009 y 2010. También se ha
relacionado positivamente con Fm, Fv, Fo', Fm’, Fv', Fs, Fv/Fm y las ratio Fs/Fo y
Fo/Fv en 2011, y con ®PSll y gP en 2009 y 2010.

Kriedemann (1985) observé que las hojas de plantas de trigo que crecen bajo
deficiencia de manganeso mostraban mayor Fo y una muy reducida Fv respecto a
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plantas sanas. Posteriormente, autores como Kriedemann (1985), Hannam (1985),
Sayed (1998) y Adams et al. (2000)han demostrado que la ratio Fo/Fv presenta una
gran sensibilidad para detectar precozmente la deficiencia de Mn. Por otra parte,
Henriques (2003) también ha mostrado una reduccién en la eficiencia fotoquimica del
PSII (Fv/Fm) con deficiencia de Mn. EI Mn es conocido por ser fundamental para la
fotolisis del agua en la fotosintesis (Kalaji, 2011), y también como activador de muchas
enzimas (Salisbury y Ross, 1992).

Tabla 4.26. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametro de fluorescencia de la clorofila medidos en cuajado y
envero sobre el contenido de Mn en el suelo (mg-kg™).

Contenido de Mn en el suelo

Parametros de Cuajado Envero
Fluorescencia 2009 2010 2011 2009 2010 2011
Fo (+)0,00 (-)0,23* (-)0,24* (+)0,01 (-) 0,04 (-) 0,01
Fm (+)0,07 (+)0,02 (+)0,04 (+) 0,12 (+) 0,06 (+)0,23 *
Fv (+)0,07 (+)0,13 (+)0,16 (+)0,13 (+) 0,09 (+)0,24 *
Fo’ (+)0,00 (-)0,19* (+)0,00 (+) 0,00 (-)0,14 (+) 0,30 **
Fm’ (+)0,00 (-)0,21* (+)0,02 (-) 0,00 (-) 0,09 (+) 0,27 **
Fv’ (-)0,00 (-)0,19* (+)0,03 (-) 0,00 (-) 0,05 (+)0,22*
Fs (+)0,00 (-)0,19* (+)0,01 (-) 0,02 (-) 0,14 (+) 0,26 **
Fv/IFm (+)0,11  (+)0,22* (+)0,23* (+)0,17 (+)0,10 (+)0,18
Fv'/Fm’ (-)0,03 (-)0,07 (+)0,05 (+) 0,00 (-) 0,02 (+) 0,15
OPSII (-)0,09 (+)0,04 (+)0,09 (+)0,82** (+)0,25* (+)0,06
qP (-)0,04 (+)0,07 (-)0,03 (+) 0,70 ** (+)0,56 *** (-) 0,02
NPQ (+)0,04 (+)0,17* (-) 0,00 (+) 0,18 (+)0,18 * (-)0,10
ETR — (+)0,056 (+)0,12 — (+) 0,30 ** (+) 0,06
Fs/Fo (+)0,00 (-)0,00 (+)0,13 (-) 0,04 (-) 0,02 (+) 0,21 *
Fo/Fv (-)0,09 (-)0,22* (-)0,23* (-)0,13 (-) 0,09 (-)0,19 *
1

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,000

En el caso del Mn, las relaciones observadas entre los niveles peciolares con
los parametros de fluorescencia son similares a las obtenidas con los contenidos de
suelo. La concentracion de Mn en los peciolos se ha relacionado significativamente de
forma negativa en 2009 y positiva en 2010 con Fo’, y de forma positiva en 2010 y
negativa en 2011 con Fm’ y Fv' medidas en el cuajado (tabla 4.27). Ademas, Fv/Fm
se ha relacionado significativamente de forma negativa en los tres afos de ensayo, la
ratio Fs/Fo en 2009 y 2011, y de forma positiva Fo en 2010 y 2011, y Fo/Fv en 2009,
2010 y 2011 con el nivel de Mn peciolar. En el envero, se han encontrado regresiones
del contenido de Mn en los peciolos significativamente negativas con Fm, Fv, Fo’, Fm’,
Fv', Fs y Fv/Fm en 2009 y con Fm’, Fv', Fs, Fv'/Fm' y Fs/Fo en 2011. Fo se ha
relacionado de forma significativa con el Mn peciolar en los tres afios de estudio.
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Y DISCUSION

El hecho de que la clorosis férrica se manifieste en una acumulacién de Mn en
los peciolos (Martin et al.,, 2008), es congruente con las regresiones negativas
obtenidas entre los niveles peciolares de Mn y la eficiencia fotosintética del PSII
(Fv/Fm). Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se puede afirmar que Fo,
Fv/IFm y Fo/Fv podrian ser utilizadas como herramienta de diagndstico del estado
nutricional del vifiedo en cuanto al Mn en zonas afectadas por clorosis férrica.

Tabla 4.27. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametro de fluorescencia de la clorofila medidos en cuajado y
envero sobre el contenido de Mn en los peciolos (mg-kg™ s.m.s.).

Contenido de Mn en los peciolos

Parametros de Cuajado Envero
Fluorescencia 2009 2010 2011 2009 2010 2011
Fo (+)0,07 (+)0,46** (+)0,50*** (+)0,51** (+)0,20 * (+)0,28*
Fm (-)0,03  (+) 0,00 (-) 0,03 (-)0,43** (-)0,00 (-)0,10
Fv (-)0,07 (-)0,10 (-)0,28** (-)0,39** (-)0,03 (-)0,14
Fo’ (-)0,20 * (+)0,48** (-) 0,00 (-)0,22* (+)0,03 (-)0,16
Fm’ (-)0,17  (#)0,29** (-)0,20 * (-)0,24* (+) 0,01 (-)0,26 *
Fv’ (-)0,11 (+)0,18* (-)0,19* (-)0,21* (+)0,00 (-) 0,29 **
Fs (-)0,17  (+)0,26* (-)0,09 (-)0,22* (+)0,02 (-)0,25*
Fv/IFm (-)0,20 * (-)0,32** (-)0,40* (-)0,48* (-)0,12 (-)0,15
Fv' /Fm’ (-)0,00 (+)0,00 (-)0,25* (-)0,15 (+) 0,00 (-) 0,36 **
OPSII (+)0,00 (-) 0,05 (-) 0,11 (-) 0,01 (-) 0,09 (-) 0,06
qP (+)0,02 (-) 0,05 (-) 0,00 (+) 0,00 (-) 0,06 (-) 0,08
NPQ (+)0,21 * (-)0,21* (+)0,09 (+) 0,00 (-) 0,01 (+)0,19°*
ETR — (-) 0,05 (0,18 * — (-) 0,09 (-) 0,05
Fs/Fo (-)0,28 * (-) 0,00 (-)0,35** (-) 0,09 (-) 0,03 (-) 0,29 **
FolFv (+)0,20 * (+)0,33** (+)0,38* (+)0,15 (+) 0,09 (+) 0,24 *

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

4.3.2.- Relacién del contenido en pigmentos foliares del vifiedo con

la asimilacion neta, conductancia estomatica y los parametros de
fluorescencia de la clorofila.

Como se observa en la tabla 4.28, la asimilacion neta se ha relacionado
positivamente con los niveles de antocianinas foliares en el cuajado de 2010 y el
envero de 2011, mientras que en el resto de fechas de medida la regresion no fue
significativa. La conductancia estomatica medida en el envero de 2009 se relaciono
significativamente de forma positiva con los contenidos foliares en clorofilas y
carotenoides. Ademas, los niveles de antocianinas tuvieron una relacion significativa
de forma positiva con la conductancia estomatica en envero de 2010.

Alvaro Catalina Tomas 151 Tesis Doctoral (Universidad de Valladolid)



Utilizacién de medidas de fluorescencia de la clorofila para monitorizar el estado nutricional y estimar el potencial RESULTADOS
enoldgico en vifiedos afectados por clorosis férrica. A
9 P Y DISCUSION

El efecto mas obvio de la deficiencia de Fe es una gran disminucién de las
concentraciones de pigmentos fotosintéticos en las hojas de las plantas afectadas (Val
et al., 1987; Morales et al., 1990, 1994).La concentraciéon de clorofila foliar por unidad
de superficie se considera un indicador de la capacidad fotosintética de las plantas
(Taiz y Zeiger, 2002), e indica también el contenido de nitrégeno foliar y la salud
general de la planta (Ling et al. 2011). Sin embargo, los resultados del presente
estudio no han mostrado relaciones significativas de la asimilacién neta sobre la
clorofila foliar, en contra de lo observado por Bavaresco et al. (2006) en plantas
afectadas y no afectadas por clorosis férrica.

Tabla 4.28. Coeficiente de determinacién (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de la asimilacion neta (umol CO,'m?s™) y la conductancia estomatica (mmol
H,O'm?s™) medidas en cuajado y envero sobre el contenido en pigmentos de las
hojas.

Asimilacion neta

Pigmentos Cuajado Envero

foliares 2009 2010 2011 2009 2010 2011
Clorofila a — (+) 0,00 (+) 0,09 (+) 0,06 (+) 0,00 (+)0,16
Clorofila b — (+) 0,00 (+) 0,02 (+)0,12 (-) 0,04 (+) 0,11
Clorofilaat+b (+) 0,09 (+) 0,00 (+) 0,08 (+) 0,07 (-) 0,00 (+)0,15
Carotenos — (+) 0,00 (+) 0,06 (+) 0,08 (+) 0,03 (+)0,18
Antocianinas (+) 0,03 (+) 0,20 * (+) 0,13 (+) 0,02 (+) 0,01  (+) 0,40 **

Conductancia estomatica
(+

Clorofila a —  (+)0,00 () 0,01 ) 0,39 * () 0,01 (+) 0,02

Clorofila b — (#)0,01  (+)0,01 (+)0,25* (+)0,02 (+)0,03

Clorofila a+b —  (+) 0,01 (-) 0,01 (+)0,37 ** (-)0,00 (+) 0,02

Carotenos — (+) 0,02 (-) 0,04 (+)0,36* (-)0,00 (+)0,02

Antocianinas — (+) 0,42 ** (-) 0,01 +) 0,06 () 0,00 (+)0,13
Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

Numerosos autores han estudiado el comportamiento de diferentes parametros
de la fluorescencia de la clorofila de las hojas en condiciones de clorosis férrica. Asi,
Bertamini et al. (2001, 2002) y Bavaresco et al. (2006) concluyeron que la relacién
Fv/Fm disminuia en hojas de vides cloréticas respecto a las medidas en vides sanas.
En estos trabajos (Allakhverdiev et al., 1987; Setlik et al., 1990), la medida de la
fluorescencia variable se redujo notablemente en las hojas cloréticas, pero el nivel de
Fo no se veia afectado (a pesar de que si los receptores del fotosistema Il se inhiben
Fo deberia incrementarse). Resultados similares se han encontrado en pera y
remolacha (Morales et al. 1994, 1998). Por su parte, la variable Fm corresponde al
estado de reduccion completa de la Qa (qP = 0), y su valor es considerado
proporcional al contenido de clorofila total de una muestra (Miranda et al., 1981; Netto
et al. (2005).
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Como se ve en la tabla 4.29, el contenido de clorofila a de las hojas se ha
relacionado significativamente con la mayoria de los parametros de la fluorescencia de
la clorofila. Asi, se ha dado una regresiéon negativa sobre Fo y positiva sobre la ETR en
el cuajado en 2010 y 2011 y en el envero en 2010. La clorosis férrica reduce el
transporte aparente de electrones (ETR) y el apagado fotoquimico (qP) (Bavaresco et
al., 2006).

Hay que destacar, que la relacion del contenido de clorofila a fue
significativamente negativa con Fo', Fm’, Fv'y Fs en el cuajado en el afio 2010 y
positiva con el resto de regresiones lineales significativas. También son de destacar
las relaciones significativamente positivas del contenido en clorofila a con Fm y Fv,
Fv/IFm, Fv'/Fm’, ®PSIl y la ratio Fs/Fo en la mayoria de las medidas realizadas a lo
largo de los tres afios de seguimiento, y negativa sobre la ratio Fo/Fv en todos los
casos.

Tabla 4.29. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametro de fluorescencia de la clorofila medidos en cuajado y
envero sobre el contenido en clorofila a de las hojas (ug-cm™?).

Contenido de clorofila a foliar

Parametros de Cuajado Envero
Fluorescencia 2009 2010 2011 2009 2010 2011
Fo —  (-) 0,60 ** (-)0,50 *** (-) 0,11 (-) 0,37 ** (-) 0,06
Fm — (+¥)0,26* (+)0,00  (+) 0,46 ** (+) 0,08  (+)0,24 *
Fv —  (#)0,61** (+)0,22* (+) 0,47 ** (+)0,23* (+) 0,26 *
Fo' —  (-)0,39** (+)0,00  (+)0,36** (+)0,11  (+)0,26 *
Fm' — (1) 0,30 * (+)0,07 (+) 0,28 * (+) 0,17 * (+) 0,30 **
Fv' —  ()0,21* (+¥)0,9* (#)0,21* (+) 0,18 * (+) 0,28 **
Fs — (1) 0,34 * (+)0,04 (+)0,23* (+)0,13  (+) 0,26 *
FviFm —  (#) 0,77 *** (+) 0,39 ** (+) 0,40 ** (+) 0,40 ** (+) 0,13
Fv' IFm' —  (-)0,02 (+)0,19* (+)0,12  (+) 0,18 * (+) 0,27 **
oOPSII —  (#¥)0,37** (+)0,30* (+)0,0  (+) 0,30 * (+) 0,17 *
qP —  (#)0,31* (-)0,03 (+)0,02  (+)0,05  (-) 0,01
NPQ —  (+)044* (-)0,08 (-)0,02  (-)0,05 (-)0,13
ETR —  (#)0,39 ** (+)0,31** — (+) 0,32 ** (+) 0,18
Fs/Fo — (+¥)0,00  (+)0,32* (+)0,47  (+) 0,30 ** (+) 0,25 *
FolFv —  (-)0,75** (-)0,36* (-)0,38* (-)0,40** (-)0,26 *
Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

El contenido de clorofila b de las hojas se ha relacionado significativamente de
forma positiva con Fv y Fv/Fm, y de forma negativa con Fo y el ratio Fo/Fv en el
cuajado en los afios 2010 y 2011, y en el envero en 2009. Ademas, la clorofila b se
relaciono positivamente con Fm'y Fv' en el envero de 2009 y 2011, y con ®PSll y ETR
en el cuajado de 2011 y en el envero de 2010 y 2011. En los capitulos 4.2.1 y 4.3.1. se
han puesto en evidencia fuertes relaciones de la concentraciéon de Mn en el suelo y en
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los peciolos con los niveles foliares de clorofila b, Fv/Fm y Fo/Fv. EI Mn es conocido
por ser una parte importante en la fotolisis del agua en la fotosintesis y también como
un activador de muchas enzimas (Salisbury y Ross, 1992). En definitiva, la
acumulacion de manganeso en los peciolos como consecuencia del déficit de hierro se
correlaciona de forma importante con los valores de concentracion foliar de clorofila b,
la eficiencia maxima del fotosistema Il y la actividad del complejo de oxidacién del
agua en el donador de electrones del PSII (Fo/Fv).

En el caso de la clorofila b, el nimero de regresiones significativas sobre los
parametros de fluorescencia fue sensiblemente menor que para la clorofila a (Tabla
4.30). En este orden de cosas, la deficiencia de Fe no disminuye en la misma medida
todos los pigmentos fotosintéticos, la clorofila b se ve mas afectada que la clorofila a
(Morales et al. 1994, 2000, 2001).

Tabla 4.30. Coeficiente de determinacién (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametro de fluorescencia de la clorofila medidos en cuajado y
envero sobre el contenido en clorofila b de las hojas(ug-cm™).

Contenido de clorofila b foliar

Parametros de Cuajado Envero
Fluorescencia 2009 2010 2011 2009 2010 2011
Fo — (0,18 * () 0,23 * (+) 0,30 ** (-) 0,11 (-) 0,02
Fm — (+) 0,13 (+) 0,08 (+) 0,62 *** (+) 0,02 (+) 0,12
Fv — (+) 0,26 * (+) 0,21 * (+) 0,61 *** (+) 0,06 (+) 0,13
Fo — (-)0,13 (+) 0,00 (+) 0,49 * (-) 0,01 (+) 0,13
Fm’ — (-)0,09 (+)0,04 (+) 0,36 ** (+) 0,00 (+) 0,17 *
Fv’ — (-) 0,06 (+) 0,06 (+) 0,27 * (+) 0,02 (+) 0,17 *
Fs — (-)0,09 (+)0,02 (+) 0,32 * (-) 0,00 (+) 0,13
Fv/IFm — (¥)0,25* (+)0,25* (+)045* (+)0,12 (+) 0,06
Fv' /Fm’ — () 0,01 (+) 0,16 (+) 0,15 (+) 0,09 (+) 0,18 *
OPSII — (+¥) 0,04 (+) 0,22 * (+) 0,05 (+) 0,38 ** (+) 0,21 *
qP — (+) 0,05 (-) 0,02  (+) 0,00 (+) 0,15 (-) 0,01
NPQ — (+) 0,16 (-) 0,04 (-) 0,04 (+) 0,00 (-) 0,08
ETR — (+) 0,05 (+) 0,20 * — (+) 0,36 ** (+) 0,22 *
Fs/Fo — (-)0,00 (+)0,243 (+) 0,20 * (+) 0,00 (+) 0,13
FolFv — (023 * (-)0,23* (-) 0,43 * (-) 0,09 (-) 0,12

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

La tabla 4.31 muestra que la concentracion de clorofilas a+b en las hojas se ha
relacionado significativamente con varios parametros de fluorescencia de la clorofila.
Son de destacar las relaciones negativas con Fo y Fo/Fv, y positivas con Fm, Fv,
Fv/Fm, Fv'/Fm’, ®PSII, ETR y la ratio Fs/Fo. La deficiencia de Fe induce cambios en
las cinéticas de la fluorescencia de clorofila con un aumento considerable del nivel
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inicial de fluorescencia Fo, y una disminucion de la proporcion de fluorescencia
variable Fv (Morales et al., 1991; Greene et al., 1992), lo que refleja una pérdida de
eficiencia fotoquimica en el PSII. La clorosis férrica reduce el transporte aparente de
electrones (ETR) y el apagado fotoquimico (qP) (Bavaresco et al., 2006).

Como muestra la tabla 4.32, la concentracion de carotenoides totales en las
hojas se ha relacionado significativamente con los pardmetros de fluorescencia de la
clorofila en la mayoria de las medidas realizadas durante los tres afios de seguimiento.
Como en el caso de la clorofila, la relacion del contenido de carotenoides fue
significativamente negativa con Fo', Fm’, Fv'y Fs en el cuajado en el ano 2010, y
positiva en el resto de las regresiones lineales significativas. Ademas, se han
observado relaciones significativamente positivas del contenido en carotenoides con
Fm y Fv, Fv/Fm, Fv'/Fm’, ®PSIl, NPQ, ETR y la ratio Fs/Fo en la mayoria de las
medidas realizadas a lo largo de los tres afios de seguimiento, y negativa sobre Fo y la
ratio Fo/Fv en todos los casos.

Tabla 4.31. Coeficiente de determinacién (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametro de fluorescencia de la clorofila medidos en cuajado y
envero sobre el contenido en clorofila a+b de las hojas (ug-cm™?).

Contenido de clorofila a+b foliar

Parametros de Cuajado Envero
Fluorescencia 2009 2010 2011 2009 2010 2011
Fo (-)0,02  (-)0,44* (-)0,45* (-)0,15  (-)0,37** (-)0,04
Fm (+)0,06 (+)0,26* (+)0,02 (+)0,51** (+)0,07 (+)0,20*
Fv (+)0,10  (+)0,53 *** (+)0,23* (+)0,52** (+)0,20* (+)0,22*
Fo’ (+)0,01 (-)0,32* (+)0,00 (+)0,40** (+)0,06 (+)0,21*
Fm’ (+)0,00 (-)0,23* (+)0,07 (+)0,31* (+)0,12 (+)0,26*
Fv’ (+)0,01 (-)0,16 (+)0,11 (+)0,23* (+)0,15 (+)0,25*
Fs (+)0,00 (-)0,25* (+)0,04 (+)0,26* (+)0,09 (+)0,22*
Fv/IFm (+)0,24 * (+)0,61 *** (+) 0,38 ** (+) 0,42 ** (+) 0,40 ** (+) 0,11
Fv'/Fm’ (-)0,08  (-) 0,01 (+)0,20* (+)0,13 (+)0,20* (+)0,24*
OPSII (+)0,01  (+)0,24* (+)0,30* (+)0,09 (+)0,42* (+)0,20 *
qP (+)0,04 (+)0,22* (-)0,03 (+)0,02 (+)0,70 (-)0,00
NPQ (-)0,06  (+)0,37* (-)0,08 (-)0,03 (-)0,03 (-)0,12
ETR —  (#)0,26* (+)0,31* — (+)0,44 ** (+)0,20 *
Fs/Fo (+)0,00 (+)0,00 (+)0,29 ** (+)0,18 (+)0,26* (+)0,21*
Fo/Fv (-)0,21 * (-) 0,59 *** (-)0,35** (-)0,41** (-)0,38 ** (-)0,21*

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

Los carotenoides tienen en las plantas una funciéon doble, como pigmentos
accesorios en la captacién de energia luminica y como moléculas capaces de disipar
la energia de excitacion excedente en forma de calor, evitando dafios en el aparato
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fotosintético. Mientras que como transductores de energia hacia los centros de
reaccion no son muy eficientes (30%-40%),si lo son como disipadores del exceso de
energia. La deficiencia de Fe no disminuye en la misma medida todos los pigmentos
fotosintéticos, la concentracién de carotenos se reduce en menor proporcion que las
clorofilas (Terry, 1980; Abadia, 1992; Terry y Zayed, 1995). En realidad, el
caracteristico color amarillo de las hojas clordticas es la consecuencia de este
desequilibrio entre los contenidos de clorofila y carotenos. En diversos trabajos se ha
constatado un aumento significativo en la ratio carotenos/clorofilas con diferentes tipos
de estrés abidtico, que puede deberse a las siguientes causas: (1) una disminucion en
el contenido de clorofila por una menor sintesis o aumento de su degradacion; (2) un
aumento de los carotenoides que funcionan como fotoprotectores y antioxidantes en el
metabolismo de la planta; y (3) una mayor persistencia de los carotenoides en relacion
a la clorofila en las hojas senescentes (Filella et al., 1995; Martinez-Penalver et al.,
2011).

Tabla 4.32. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametro de fluorescencia de la clorofila medidos en cuajado y
envero sobre el contenido en carotenoides de las hojas(ug-cm™).

Contenido de carotenoides foliares

Parametros de Cuajado Envero
Fluorescencia 2009 2010 2011 2009 2010 2011
Fo - (-)0,45* (-) 0,29 ** (+) 0,14 (-) 0,31 ** (-) 0,13
Fm — (¥)0,25* (+)0,00 (+) 0,57 *** (+) 0,01 (+) 0,18
Fv —  (+) 0,53 *** (+)0,09 (+) 0,58 *** (+) 0,08 (+) 0,22 *
Fo - (-) 0,32 ** (+) 0,00 (+) 0,39 ** (+)0,18* (+)0,26 *
Fm’ - (-) 0,29 ** (+) 0,01 (+) 0,35 ** (+) 0,28 ** (+) 0,32 **
Fv’ - (-) 0,23 * (+)0,02 (+) 0,28 * (+) 0,32 ** (+) 0,31 **
Fs - (-) 0,32 ** (+) 0,00 (+)0,29* (+)0,25* (+)0,28 **
Fv/IFm —  (+)0,61** (+)0,21* (+)0,50* (+)0,25* (+)0,14
Fv'/Fm’ - (-) 0,06 (+) 0,05 (+)0,19* (+) 0,28 ** (+) 0,30 **
oPSII — (+¥)0,34* (+)0,21* (+)0,11 (+) 0,27 ** (+) 0,21 *
qP — (+¥)0,32* (-)0,05 (+) 0,02 (+) 0,02 (-) 0,00
NPQ —  (+)0,41* (-)0,03 (-) 0,03 (0,17 * (-) 0,19 *
ETR — (+)0,36 ** (+)0,23* - (+) 0,30 *™* (+) 0,21 *
Fs/Fo - (-) 0,00 (+) 0,12 (+) 0,22 * (+) 0,40 ** (+) 0,30 **
FolFv — (-) 0,58 *** (-)0,19* (-) 0,48 ** (-) 0,27 ** (-) 0,27 **
Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
La concentracion de antocianinas en las hojas se ha relacionado

significativamente de forma positiva con Fv y Fv/Fm en todas las medidas realizadas a
lo largo de los tres afios de seguimiento (tabla 4.33). En el envero se han observado
relaciones significativamente positivas del

contenido de antocianinas sobre
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practicamente todos los parametros de fluorescencia de la clorofila en los afios 2010 y
2011, al igual que en el cuajado de 2011.

Las antocianinas son pigmentos rojos no fotosintéticos. Algunos autores
sugieren que las antocianinas tienen un papel fotoprotector (Gould et al., 2002;
Manetas et al., 2002, 2003; Steyn et al., 2002; Hughes et al., 2005), pero esta
hipétesis no esta confirmada, ya que algunos resultados experimentales muestran que
el filtro antocianico no es ventajoso para la fotosintesis (Burger y Edwards, 1996; Lee
et al., 2003). La acumulacion de antocianinas en los tejidos vegetales requiere luz, y
se ve favorecida por situaciones de estrés. Coincide con periodos donde hay un mayor
potencial de dafio foto-oxidativo debido a un desequilibrio entre la captacion de luz, la
asimilacién de CO, vy la utilizacion de carbohidratos (por ejemplo la senescencia de los
organos y las condiciones ambientales adversas). En este contexto, las relaciones
encontradas entre los parametros de fluorescencia y los niveles de antocianinas de las
hojas en el presente estudio ponen de manifiesto que estos pigmentos tienen un
impacto importante en la eficiencia fotosintética del vinedo y podrian ser utiles para
controlar el nivel de estrés de las plantas.

Tabla 4.33. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametro de fluorescencia de la clorofila medidos en cuajado y
envero sobre el contenido en antocianinas de las hojas (ug-cm™).

Contenido de antocianinas foliares

Parametros de Cuajado Envero
Fluorescencia 2009 2010 2011 2009 2010 2011
Fo (+)0,02 (-)0,05 (-)0,74 *** (+)0,05 (-)0,39* (+)0,12
Fm (+)0,13 (+)0,32** (+)0,18* (+)0,19* (+)0,03 (+)0,22 *
Fv (+)0,20 * (+)0,32** (+)0,57 *** (+)0,20* (+)0,17* (+)0,26*
Fo’ (+)0,02 (+)0,06  (+)0,05 (+)0,07 (+)0,17* (+)0,50 ***
Fm’ (+)0,00 (+)0,09 (+)0,30** (+)0,08 (+)0,24* (+)0,57 ***
Fv’ (+)0,00 (+)0,10  (+)0,39** (+)0,07 (+)0,26* (+)0,54 ***
Fs (+)0,00 (+)0,04 (+)0,23* (+)0,06 (+)0,19* (+)0,54 ***
Fv/Fm (+)0,36 ** (+)0,18* (+)0,70*** (+)0,20* (+)0,38** (+)0,24~*
Fv' /Fm’ (-)0,02 (+)0,11  (+)0,44* (+)0,08 (+)0,32** (+)0,42*
OPSII (+)0,00 (+)0,16  (+)0,28* (+)0,08 (+) 0,50 *** (+)0,12
qP (+)0,01 (+) 0,03 (-) 0,01 (+)0,03 (+)0,06 (-) 0,02
NPQ (+)0,08 (-)0,01 (-)0,20* (+)0,01 (-)0,14 (-) 0,32 **
ETR - (+)0,16  (+)0,30 ** — (+)0,48 ** (+)0,15
Fs/Fo (+)0,02 (+)0,22* (+)0,67 *** (+)0,04 (+)0,39* (+)0,53 ***
FolFv (-)0,33 ** (-) 0,15 (-)0,67** (-)0,19 (-)0,38* (-) 0,31 **

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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4.3.3.- Influencia del estado nutricional de los vifiedos sobre los
parametros de la fluorescencia de la clorofila foliar.

Se ha realizado un analisis de la varianza de los valores de asimilacion neta,
conductancia estomatica y parametros de fluorescencia de la clorofila medidos en hoja
en funcion de la clasificacion de las subparcelas en cloréticas y no cloréticas, realizada
a partir de la concentracion foliar de clorofila y el contenido en arcilla y carbonatos
totales de los suelos (ver apartado 4.2.3). Las separaciones de medias se muestran en
la tabla 4.34.

Las subzonas cloréticas tienen tasas mas bajas de asimilacion y conductancia
estomatica en comparacion con las sanas (Bavaresco et al., 2006). En el presente
estudio, la asimilacion neta de las vides afectadas por clorosis férrica fue menor que la
de vides sanas, aunque no se encontraron diferencias significativas al 5% (tabla
4.34).La reduccion de la tasa fotosintética en las hojas cloréticas deficientes en Fe se
ha atribuido fundamentalmente a la reduccién de la eficiencia del fotosistema Il (PSII)
debido al cierre de centros de reaccién y a la reduccion de la eficiencia intrinseca del
PSII (Morales et al. 2000; Covarrubias et al, 2014). Ademas, la carboxilacién por parte
de la Rubisco en las hojas se ve regulada a la baja en respuesta a la deficiencia de Fe
(Larbi et al. 2006).Se ha propuesto que la deficiencia interfiere la regeneracion de la
ribulosa bifosfato (RuBP), lo que no estaria asociado a niveles bajos de ATP y NADPH
sino a la disminucion de la actividad de la enzima Ru5Pkinasa (Arulanantham et al.,
1990).

Como se puede observar en la tabla4.34, los valores de Fo medidos en
cuajado fueron mayores en las zonas de muestreo cloréticas que en las zonas sanas
en los tres afos de estudio, de acuerdo con Bavaresco et al. (2006), mientras que
comparando las medidas en envero las diferencias no fueron significativas. La
fluorescencia minima refleja la pérdida de una parte de la energia absorbida por las
moléculas del complejo-antena antes que éstas hayan podido transferirla hacia los
centros de reaccion (Briantais et al. 1986). Este nivel corresponde a un estado donde
todos los aceptores primarios de electrones del PSIl (Qa) estan oxidados (con falta de
electrones) y, por tanto, es independiente de los procesos fotoquimicos. En definitiva,
se puede afirmar que la medida de Fo durante el cuajado puede ser una buena
herramienta de diagndstico del grado de clorosis férrica.

En las medidas de los parametros de fluorescencia se puede apreciar un
descenso generalizado en las plantas afectadas por clorosis férrica de los valores de,
especialmente acusado en Fm. Tanto Fm y Fv fueron significativamente mayores en
las subzonas no cloréticas que en las subzonas cloréticas, tanto en el cuajado como
en el envero de los tres afios de estudio (tabla4.32).Cuanto mayor es el valor de Fv
mayor es la capacidad del PSIl y, en consecuencia, mayor es la capacidad de
asimilaciéon de CO, en la fotosintesis (Baker y Rosenqvist, 2004), como se ha visto
reflejado en el presente trabajo. Por lo tanto, las medidas de Fm y Fv podrian permitir
diagnosticar de forma temprana la clorosis férrica.
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Tabla 4.34. Valores medios de diferentes parametros de fluorescencia de la clorofila
medidos en cuajado y envero en areas de muestreo afectadas (C) y no afectadas (NC)
por clorosis férrica.

Parametros 2009 2010 2011
Cuajado NC C NC C NC C
An 11,10a 10,17a 10,63a 9,72a 9,98a 9,32a
gs - - 0,209a 0,183a 0,072b 0,109a
Fo 499b 593a 491b 600b 575b 786a
Fm 2421a 2058b 2186a 2033b 2663a 2530b
Fv 1922a 1465b 1694a 1432b 2088a 1744b
Fo’ 494a 451a 401b 460a 546a 521a
Fm’ 1037a 815b 677b 798a 1046a 903a
Fv’ 543a 364b 276b 338a 500a 382b
Fs 915a 748a 573b 702a 917a 803a
Fv/iIFm 0,79a 0,70b 0,78a 0,69b 0,78a 0,68b
Fv /Fm 0,48a 0,38b 0,39a 0,40a 0,46a 0,39b
OPSII 0,12a 0,08a 0,16a 0,12b 0,13a 0,11a
qP 0,23a 0,20a 0,41a 0,30b 0,31a 0,30a
NPQ 1,38a 1,65a 2,32a 1,58b 1,63a 1,88a
ETR - - 105a 79,9b 90,0a 75,7b
Fs/Fo 1,84a 1,28b 1,17a 1,18a 1,61a 1,06b
FolFv 0,26b 0,42a 0,29b 0,42a 0,27b 0,47a
Envero

An 9,55a 8,72a 7,07a 8,33a 7,77a 5,60a
gs 0,222a 0,125a 0,079a 0,083a 0,110a 0,103a
Fo 488a 477a 566a 600a 494a 501a
Fm 2541a 2197b 2572a 2404b 2746a 2532b
Fv 2053a 1719b 2006a 1804b 2253a 2032b
Fo’ 575a 510a 506a 499a 541a 500a
Fm’ 1247a 1034a 829a 800a 903a 804a
Fv' 672a 524a 323a 300a 362a 305a
Fs 1131a 942a 731a 706a 787a 709a
Fv/IFm 0,81a 0,77b 0,78a 0,75b 0,81a 0,80a
Fv'/Fm’ 0,52a 0,48b 0,37a 0,36a 0,39a 0,36a
OPSII 0,097a 0,087a 0,13a 0,12a 0,13a 0,12a
qP 0,19a 0,18a 0,34a 0,33a 0,35a 0,35a
NPQ 1,08a 1,19a 2,18a 2,07a 2,12a 2,23a
ETR 1,00a 1,00a 86,0a 79,3a 89,6a 82,2a
Fs/Fo 2,31a 1,97a 1,30a 1,21a 1,60a 1,44a
Fo/Fv 0,24b 0,29a 0,28b 0,34a 0,22b 0,25a

Dentro de un mismo afio, los valores con diferente letra son significativamente diferentes
(p<0,05, test Tukey)
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La variable Fv/Fm fue significativamente menor en las plantas afectadas de
clorosis en los tres afos de estudio en el cuajado, y en el envero en 2009 y 2010, lo
que indica una menor eficiencia del fotosistema Il en las subzonas afectadas por la
fisiopatia (Bertamini et al., 2001; Bavaresco et al., 2006; Malassiotis et al., 2006).
Estos resultados estan en linea con los de otros trabajos (Bertamini et al, 2002; Martin
et al.,, 2007b; Catalina et al., 2010 y 2011a). Fv/Fm ha demostrado ser util en la
deteccidén del estrés ambiental (temperatura, déficit de agua y estrés nutricional) antes
de que aparezcan signos visibles de deterioro en las plantas (Demmig y Bjorkman
1987; Maxwell y Johnson, 2000).

La ratio Fo/Fv fue significativamente mayor en las subparcelas cloréticas que
en las sanas, tanto en el cuajado como en el envero, en los tres anos de estudio
(tabla4.32), lo que ha sido apreciado también por Molassiotis et al.(2006). El hecho de
que la separacion de medias se mantenga en todas las fechas de medida y campanas
remarca el interés de esta ratio para el seguimiento de la clorosis férrica, tal como se
ha indicado en apartados anteriores.

No se han encontrado diferencias significativas para Fs, Fv'/Fm™ entre
subparcelas. En cuanto a otros parametros de fluorescencia en hojas adaptadas a la
luz, Fm” y Fv" medidas en el cuajado fueron significativamente menores en las areas
de muestreo cloréticas en 2009 y 2011, y mayores en 2010 (tabla4.32). Estos
resultados de 2010puedenestar relacionados con la disminucion del contenido foliar en
clorofila que se produjo durante el verano a causa de estrés hidrico y térmico acaecido
durante el verano. En las medidas de cuajado de 2010, Fo’ fue significativamente
mayor en las plantas cloréticas, mientras quela eficiencia del fotosistema Il, el apagado
fotoquimico y no fotoquimico y el ratio de transferencia de electrones fueron menores
en plantas afectadas de clorosis que en plantas sanas. Resultados de Ravazi et al.
(2008) en fresa, mostraron cambios en gP, NPQ y ®PSII, con el nivel de estrés
hidricoo sequia, no siendo asi para Fv/Fm.De modo similar, en vifiedo se ha podido
relacionar el estrés hidrico con NPQ (Flexas et al., 2002a), con la fluorescencia
estacionaria (Flexas et al., 2002b), y la fluorescencia minima, maxima y variable
medidas en hojas adaptadas a la luz (Catalina et al., 2011a), pero no con Fv/Fm.
Segun Baker y Rosenqvist (2004), el estrés hidrico no tiene gran impacto sobre la
eficiencia del fotosistema |l.
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4.4.- DESARROLLO VEGETATIVO, RENDIMIENTO DEL VINEDO
Y CALIDAD DE LA UVA.

Para analizar la influencia del estado nutricional en las componentes de la
expresion vegetativa (vigor, rendimiento y calidad de la uva), en cada uno de los
apartados de este epigrafe se ha estudiado por este orden:

- Las regresiones lineales entre las variables de cada componente sobre el
contenido en nutrientes del suelo y los peciolos recogidos en envero.

- Los efectos de la clorosis férrica y del nivel de nutricion de P, K, Mg, Cu, Zny
la relacion K/Mg, a través de analisis factoriales de la varianza donde se
identifican efectos principales y de interaccion. Para ello las parcelas se han
clasificado en cloréticas y no cloréticas en funcion de la concentracion de
clorofila en las hojas y los contenidos en carbonatos totales y en hierro
asimilable del suelo tal y como se ha expuesto en el apartado 4.2.3. Para el
resto de nutrientes distintos al Fe las subparcelas se han dividido en grupos en
funcion del diagndstico realizado en el apartado 4.1.1.

Se incluye el analisis de componentes principales (ACP) a partir de las
variables de composiciéon de la uva, representando en el primer plano factorial las
subzonas cloréticas y no cloréticas.

4.4.1.- Efectos del estado nutricional en los parametros de vigor y
rendimiento del viiiedo.

El analisis de la varianza de los valores de practicamente todas las variables de
vigor y rendimiento del vifiedo ha mostrado diferencias significativas entre los tres
afos en los que se llevo a cabo el estudio (tabla 4.35), por lo que es necesario analizar
estadisticamente las variables afio por afio.

Estas oscilaciones interanuales en las componentes de la expresidén vegetativa
del viiedo se deberian, en gran medida, a la variabilidad de las condiciones
meteorologicas en las tres campanas de estudio, descrita en el apartado 3.2.3. Asi,
podemos destacar la inusualmente escasa precipitacion, a lo largo de la parada
vegetativa de la vid, previa a la campafa de 2009, lo que minimizé la reserva de agua
en el suelo al comienzo del ciclo vegetativo. En el afo 2010, se dio un verano
especialmente seco, acompaniado de temperaturas anormalmente altas en el mes de
julio y picos de temperaturas maximas absolutas muy elevadas en algunos dias de
agosto. Ademas, a primeros de mayo de 2010 se produjeron heladas que redujeron
los rendimientos. En general, en el afio 2011 se observaron unas precipitaciones y
temperaturas apropiadas para el desarrollo de la planta, sin registrarse accidentes
meteoroldgicos de ningun tipo.
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Tabla 4.35. Valores de la F de Fisher y nivel de significacién del
analisis de la varianza (ANOVA) de los parametros de vigor y
rendimiento del vinedo en funcién de los afios de estudio.

Parametros F
Peso de la madera de poda (kg madera-m?) 42,54 ***
Peso medio del sarmiento (g) 20,60 ***
NUmero medio de sarmientos-m™ 16,26 ***
indice de area foliar en el cuajado(m?>m?) 4,38 *
indice de area foliar en el envero(m?>:m?) 0,85
Superficie media de la hoja en el cuajado (cm?) 44,32 ***
Superficie media de la hoja en el envero (cm?) 28,17 ***
Rendimiento (kg uva-m?) 30,58 ***
Peso medio del racimo (g) 41,83 ***
Numero medio de racimos por sarmiento 15,78 ***
Peso medio de 100 bayas (g) 10,08 ***
indice de Ravaz 24,28 ***

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

En la tabla 4.36 se recogen las medias y coeficientes de variacion de los
parametros relacionados con el desarrollo vegetativo y el rendimiento de los vifiedos
en el conjunto de las zonas de muestreo en los tres afios de seguimiento. Los
parametros que muestran mayor coeficiente de variacion son el rendimiento, el
numero medio de racimos por sarmiento y el indice de Ravaz. De estos resultados, se
puede deducir que la alta variabilidad del rendimiento, se deberia fundamentalmente a
la fertilidad de las yemas, ya que las otras dos componentes, peso medio del racimo y
tamano de la baya se muestran mas constantes.

Como ya se ha descrito en el apartado 4.1.1, existe en general una amplia
variacion de las caracteristicas del suelo de las areas de estudio. Como se vera mas
adelante, la variabilidad del estado nutricional de las plantas y en particular la
incidencia de la carencia de hierro esta relacionada con la variabilidad detectada en
los parametros de vigor y rendimiento del viiiedo. Por otra parte, la variacion en el
estado hidrico de las plantas en el area de estudio también es una fuente de variacién
importante en el comportamiento agronémico del vifiedo (Hailemichael, 2014).

Los vifiedos presentaron el menor peso de la madera de poda en 2009 vy el
mayor en 2011. En cuanto a los parametros de rendimiento, todos ellos tuvieron su
valor menor en el afio 2010, debido probablemente a la helada primaveral ocurrida a
primeros de mayo de ese ano. En este orden de cosas, en 2010 se registr6é un indice
de Ravaz muy reducido. En esta campana, se observé el menor indice de area foliar
en el cuajado y el mayor en el envero, lo que supuso un crecimiento vegetativo muy
intenso durante el espacio de tiempo entre ambos estados fenoldgicos. Es destacable,
que en el afio 2011 el rendimiento medio en las parcelas fue 1,7 veces mayor que en
2009 y 3,7 veces mayor que en 2010.
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Tabla 4.36. Parametros de superficie foliar, vigor y rendimiento en el
conjunto de las zonas de vifiedo en los tres afios de seguimiento.

Coeficiente de
Parametros Minimo Maximo Media variacion (%)
Superficie foliar

IAFc (m*m?) 0,49 1,14 0,78 26
Afo 2009 IAFe (m>m?) 0,58 1,57 0,97 28
(n=22) SHc (cm? 75 124 100 15
SHe (cm?) 70 157 118 19
IAFc (m*m?) 0,41 1,12 0,66 30
Afio 2010 IAFe (m*m?) 0,49 1,46 1,09 22
(n=24) SHc (cm?) 92 134 115 10
SHe (cm?) 91 172 135 18
IAFc (m*m?) 0,35 1,34 0,85 28
Afo 2011 IAFe (m*m?) 0,63 1,91 1,02 33
(n=24) SHc (cm?) 50 101 80 14
SHe (cm?) 61 123 90 16
Vigor
~ PMP (Kg'm?) 0,12 0,24 0,19 20
A?:=§(2)())9 PMS (g) 370 829 626 20
NMS-m™ 2,10 3,83 299 14
R PMP (Kg-m?) 0,05 0,51 0,31 35
A?:ég;" PMS (g) 16 199 92 46
NMS-m? 2,30 450 3,56 13
~ PMP (Kg'm?) 0,16 0,69 0,45 27
A?:=§g;1 PMS (g) 38 181 120 22
NMS-m™ 2,67 484 379 15
Rendimiento
Rto (kg'm?) 0,09 0,81 0,44 39
N PMR (g) 161 268 215 15
Acz2) RPS 012 1,16 072 40
P100 (g) 125 226 175 14
IR 0,49 467 253 45
Rto (kgrm?) 0,05 0,61 0,20 70
N PMR (g) 51 231 148 31
Aoy RPS 012 071 036 48
P100 (g) 123 187 158 10
IR 0,21 1,75 077 53
Rto (kg-rm?) 0,30 1,33 0,73 41
N PMR (g) 179 397 274 19
Acad) | RPS 034 1,16 068 30
P100 (g) 147 247 188 13
IR 0,69 3,00 1,58 46

IAFc: Indice de area foliar en el cuajado; IAFe: indice de area foliar en el envero;
SHc: Superficie media de la hoja en el cuajado; SHe: Superficie media de la hoja en
el envero; PMP: Peso de la madera de poda; PMS: Peso medio de los sarmientos;
NMS: Numero medio de sarmientos ; Rto: Rendimiento; PMR: Peso medio de los
racimos; RPS: Numero medio de racimos por sarmientos; P100: Peso de 100 bayas;
IR: Indice de Ravaz.
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La tabla 4.37 muestra los resultados del analisis factorial de la varianza donde
se han evaluado los efectos aditivos y de interaccion de la clorosis férrica con el nivel
nutricional de otros elementos diferentes al hierro, tomando como base la clasificacion
de subzonas realizada en los apartados4.1y 4.2.3.

Tabla 4.37.Valores de la F de Fisher y nivel de significacion del analisis factorial de la
varianza (ANOVA) del peso de la madera de poda (PMP), el rendimiento (Rto) y el
indice de Ravaz (IR) en las areas de estudio cloréticas (C) y no cloréticas (NC) y con
distinto estado nutricional de P, K, Mg y Cu.

Nutriente Parametro Modelo CF nt CF x nt
PMP 3,26 0,70 0,01 9,38 **
2009 Rto 1,50 0,40 0,01 3,20
IR 3,71 * 0,08 0,01 9,85 **
PMP 2,20 2,18 0,96 0,03
nt=P 2010 Rto 1,08 0,44 0,82 1,40
IR 1,04 1,73 0,88 0,51
PMP 0,53 1,20 0,72 0,72
2011 Rto 3,36 * 2,94 1,73 0,40
IR 413 * 2,08 3,98 0,39
PMP 0,72 0,11 1,23 0,12
2009 Rto 0,78 0,04 1,10 0,53
IR 0,40 0,03 0,16 0,78
PMP 2,68 3,03 2,16 0,02
nt=K 2010 Rto 2,10 1,25 1,32 4,27
IR 2,37 2,73 0,49 4,83 *
PMP 0,22 0,32 0,06 0,18
2011 Rto 6,59 ** 569 * 7,99 * 0,15
IR 503 * 4,38 597 * 0,32
PMP 1,01 0,53 0,08 1,96
2009 Rto 3,88 * 0,76 3,12 787 *
IR 3,40 * 0,27 1,61 8,32 **
PMP 2,41 1,88 0,97 0,43
nt = Mg 2010 Rto 3,39 * 3,45 4,74 * 475 *
IR 403 * 717 * 6,06 * 3,74
PMP 0,24 0,70 0,32 0,01
2011 Rto 590 ** 1,77 6,22 * 0,35
IR 595 ** 1,08 793 * 0,04
PMP 0,62 0,35 0,95 0,04
2009 Rto 0,52 0,00 0,34 1,16
IR 0,25 0,00 0,00 0,72
PMP 2,71 0,73 0,19 2,16
nt=Cu 2010 Rto 1,10 0,90 2,37 0,02
IR 3,07 3,28 532 * 0,00
PMP 1,01 0,20 0,60 0,62
2011 Rto 5,80 ** 0,56 6,59 * 0,28
IR 540 ** 0,53 6,16 * 0,16

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
*CF: Clorosis férrica; segun diagndstico nutricional realizado en el apartado 4.3.3
**nt: segun diagndstico nutricional realizado en el apartado 4.1
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La influencia de la clorosis férrica y del nivel de fosforo sobre el peso de la
madera de poda, el rendimiento y el indice de Ravaz no han resultado
estadisticamente significativas. El andlisis de IR fue significativo para el nivel
nutricional del K en el afio 2011. Ademas, en este mismo afno, la afeccién de clorosis
férrica y el estado nutricional del K mostraron un efecto aditivo sobre el rendimiento.
Tanto el nivel nutricional del Mg, como su interaccién con la clorosis férrica tuvieron un
efecto significativo sobre el rendimiento en 2010. En 2011, el estado nutricional del Mg
también afecto significativamente el rendimiento y el IR. Por ultimo, el efecto del nivel
nutricional de Cu fue significativo sobre IR en 2010 y 2011 y sobre el rendimiento en el
afo 2011. El analisis factorial de la varianza no se ha realizado para el Zn porque no
han resultado grupos con suficientes nimero de subzonas para ello. Asi, no hay
subparcelas no afectadas por clorosis férrica con un nivel medio de nutricion de Zn
simultaneamente.

4.4.1.1.- Parametros de vigor

De las regresiones lineales estudiadas del vigor (peso de la madera de poda)y
sus componentes en los vifiedos sobre las variables de composicion del suelo
expuestas en la tabla 4.38, puede destacarse la relacion significativamente negativa
del peso de la madera de poda en 2009 sobre el porcentaje de arcilla. Por otra parte,
la regresion lineal de PMP y PMS en 2010 sobre los carbonatos totales es
significativamente negativa. Ademas, como se puede ver en la tabla 4.39, IAFe en
2009 y SHe en los tres anos de estudio se han relacionado negativamente de forma
significativa con el porcentaje de arcilla y carbonatos totales presentes en el suelo.
IAFc y SHc se han relacionado con el contenido en carbonatos en 2009.En los afios
2010 y 2011 las relaciones significativas obtenidas con SHe no se correspondieron
con las relaciones negativas del I1AFe, por lo que el contenido de arcilla y carbonatos
se pueden relacionar mas claramente con el tamafio de la hoja que con el numero de
hojas por brote. Estos resultados estdn en contra de los mostrados por Diaz et al.
(2009b), que observaron una correlacion negativa entre la concentracion de
carbonatos totales del suelo y la longitud del tallo, el nUmero y el tamano de las hojas
en vides cultivadas en macetas con diferentes sustratos.

La disminucion del vigor y el rendimiento en los suelos clorosantes (alto
contenido en arcilla y carbonatos) se puede explicar por la disminuciéon de la
capacidad fotosintética de las plantas debido a la carencia de hierro (Hurley et al.,
1986; Bavaresco y Poni, 2003; Bertamini y Nedunchezhian, 2005; Bavaresco et al.,
2006). Como se ha descrito anteriormente, se ha observado una fuerte correlacion (r =
0,71, p<0,001) entre el contenido de arcilla y la concentracion de carbonatos en el
suelo (apartado 4.1.2), habiéndose relacionado ambos, de forma negativa con el
contenido de pigmentos en las hojas (apartado 4.2.1), la asimilacion neta y parametros
de la fluorescencia de la clorofila relacionados con la eficiencia del fotosistema Il
(apartado 4.3.1). Por lo tanto, la reduccién del vigor de los vifiedos tanto en
crecimiento en madera como en la superficie de la hoja observada en las subparcelas
con suelos mas arcillosos y calcareos se debe a la disminucién en el contenido en
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pigmentos fotosintéticos y en la eficiencia del fotosistema Il ocasionada por la clorosis
férrica. La disminucion del tamafio de la hoja a causa de la clorosis férrica (Bertamini y
Nedunchezhian, 2005; Bavaresco et al., 2006) produce un efecto de concentracion del
hierro foliar, que ha sido denominado por algunos autores como "paradoja de la
clorosis férrica" (Haussling et al. 1985; Bavaresco et al., 1999; Romheld, 2000).Gruber
y Kosegarten (2002) sugirieron que la depresion en el crecimiento de la vid es un
sintoma de la deficiencia de hierro que precede a la clorosis de las hojas.

En cuanto a los contenidos de nutrientes en el suelo (tablas 4.38 y 4.39), se
pueden destacar las regresiones positivas de PMP y PMS en 2010 y 2011 sobre el K'y
el Mn y negativa sobre el Cu; asi como una relacién positiva de PMP en 2009 y 2011
sobre el Mg. Del contenido mineral peciolar, se han encontrado regresiones lineales
significativamente positivas de PMP y PMS sobre el P, Ky Zn en 2010, y PMP sobre
K, Cu y Mn. Martin et al. (2008) detecté altas correlaciones positivas de los niveles de
P y Zn con el peso de la madera de poda en la misma zona de estudio y Sanchez-
Rodriguez et al. (2014) observaron que la aplicacién de P al suelo resultaba en un
cierto aumento en el crecimiento de plantas de olivo afectadas de clorosis férrica
(Sanchez-Rodriguez et al., 2014).

Solo para el caso del K se han obtenido simultdneamente relaciones
significativas del contenido en el suelo y en los peciolos con SHe y PMP. Hailemichael
et al. (2014) en investigaciones en las misma zona de estudio sostuvo que el potasio
fue el nutriente cuyos niveles peciolares reflejaron un mayor impacto en la expresién
vegetativa del vifiedo, con una relacion directa con el peso medio de la madera de
poda. Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de la nutricién potasica en
el desarrollo vegetativo del vifiedo, con independencia de que estén afectados o no
por clorosis férrica. El K es un activador de enzimas que son esenciales para la
fotosintesis y la respiracion, asi como de enzimas que producen almidén y proteinas, y
en consecuencia, mejora el crecimiento de hojas y brotes (Bavaresco et al. 2010b).

La regresion lineal de la SHe sobre el K presente en el suelo fue
significativamente positiva en 2010 y 2011, lo mismo que la de IAF en el cuajado y el
envero sobre el Mn en 2009. En cuanto a los contenidos peciolares, SHe se ha
relacionado de forma positiva con el contenido peciolar en P y K en 2010 y 2011, y el
IAFc con el K en 2009 y 2011. Se ha encontrado una regresion significativa con
pendiente negativa del IAF y SH en cuajado y envero sobre el Mg y el Mn y positiva
sobre el Cu en 2009. Martin et al. (2008) detecto relaciones positivas de los niveles de
P, Cu y Zn con los tamafos de las hojas en la misma zona de estudio. Diversas
investigaciones han comprobado que el aumento en los niveles nutricionales de Zn
afecta de manera positiva al crecimiento de las vides (Volschenk et al., 1996; Ashoori
et al., 2013). Los sintomas de deficiencia de Cu incluyen, entre otros, la inhibicion del
crecimiento de las raices, brotes raquiticos y hojas pequenas (Marschner, 1995).El
aumento del nivel de fertilizacion fosfatada sobre dos patrones del género Prunus en
suelos calcareos incrementd su didmetro de tronco, el peso seco de las hojas y la
longitud de los brotes frente a testigos (Balal et al., 2011). El incremento del vigor en
vides también ha sido observado por Grant y Matthews (1996) como resultado de
aplicaciones crecientes de fosforo.
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No se han encontrado regresiones lineales significativas de los parametros de
vigor y desarrollo vegetativo sobre los contenidos de Ca y Fe en el suelo y los
contenidos de N, Ca, Fe y B de los peciolos recogidos en envero (tablas 4.38 y 4.39).
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Como muestra la tabla 4.37, el analisis factorial de la varianza del peso de la
madera de poda no ha resultado significativo para la incidencia de la clorosis férrica.
Como se puede observar en la tabla4.40, el peso de la madera de poda en 2010 fue
significativamente mayor en las subzonas sanas que en las afectadas por clorosis
férrica. En las otras dos campafias la tendencia fue similar pero las diferencias no
fueron significativas al 5%. El peso medio del sarmiento fue mayor en las zonas no
cloréticas en 2009 y 2010. En el afio 2009, tanto la superficie de la hoja como el indice
de area foliar en cuajado y envero fueron significativamente menores en las parcelas
cloréticas que en las sanas. Este mismo resultado se dio para las dos variables
medidas en envero en 2011.

Numerosos autores han observado reducciones importantes del vigor vy
rendimiento de vifiedos asociados a la clorosis férrica (Gruber y Kosegarten, 2002;
Bertamini y Nedunchezhian, 2005; Bavaresco y Poni, 2003; Bavaresco et al., 2006,
2010). En este contexto, se ha relacionado significativamente de forma positiva la
asimilacién neta en cuajado con el peso de la madera de poda en 2009 y 2011
(capitulo 4.5), por lo que el descenso en el vigor da las plantas cloréticas esta
relacionado con el rendimiento fotosintético de las vides. Bavaresco y Poni (2003) y
Bertamini y Nedunchezhian (2005) observaron que la deficiencia de hierro reducia
considerablemente la tasa de fotosintesis de la hoja, el area foliar y la produccion de
materia seca.

Tabla 4.40. Valores medios de diferentes parametros de vigor en areas de muestreo
afectadas (C) y no afectadas (NC) por clorosis férrica.

Componentes 2009 2010 2011
del vigor NC Cc NC Cc NC Cc
(n=11) (n=11) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)

PMP (Kg-m?) 0,19a 0,17a 0,36a 0,26b 0,47a 0,44a
PMS (g) 69a 56b 109a 73,3b 129a 110a
NMS (m?) 2,82a 3,15a 3,50a 3,61a 3,61a 3,97a
IAFc 0,89a 0,67b 0,61a 0,68a 0,90a 0,78a
IAFe 1,12a 0,84b 1,15a 1,05a 1,15a 0,88b
SHc (cm?) 108a 92b 120a 112a 83a 75a
SHe (cm?) 134a 105b 146a 127a 97a 83b

PMP: Peso de la madera de poda; PMS: Peso medio de los sarmientos; NMS: NUumero medio
de sarmientos; IAFc: indice de area foliar en el cuajado; IAFe: indice de area foliar en el
envero; SHc: Superficie media de la hoja en el cuajado; SHe: Superficie media de la hoja en el
envero.

Dentro de un mismo afo, los valores con diferente letra son significativamente diferentes
(p<0,05,test Tukey)

No se han detectado diferencias significativas del peso de la madera de poda,
el indice de area foliar y la superficie de la hoja en funciéon del nivel de nutricion
fosforico en ninguno de los afios de estudio (tabla 4.41).
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Como se puede observar en la tabla 4.41, el indice de area foliar y la superficie
media de la hoja en el cuajado y el envero fueron significativamente menores en las
parcelas con un nivel medio de nutricién potasica que en las parcelas con un nivel alto
en 2009, mientras que en 2010 y 2011 este resultado solo se obtuvo para la superficie
de la hoja en el envero. En general, existe una tendencia al incremento del IAF y PMP
con el aumento del nivel de nutricion potasica, aunque en algunos casos las
diferencias no fueron significativas al 5%. El potasio juega un papel importante en la
mejora del crecimiento de los pampanos (Bavaresco et al., 2010b)

En las areas de estudio con un nivel alto de nutricion magnésica, el indice de
area foliar y la superficie de la hoja fueron significativamente menores que en las areas
con un nivel medio de nutricion en el afio 2009. Este mismo resultado se ha dado para
la superficie de la hoja en cuajado y envero en los afios 2010y 2011.

Como se puede observar en la tabla 4.41, el indice de area foliar en el cuajado
y el envero y la superficie media de la hoja en el envero fueron significativamente
mayores en las parcelas con una elevada relacién K/Mg que en las parcelas con una
relacion media y baja en 2009, mientras que en 2010 este resultado solo se obtuvo
para la superficie de la hoja en el envero y en 2011 para el indice de area foliar en
cuajado. El exceso de magnesio se asocia con un menor desarrollo vegetativo. Este
exceso es compensado por el aumento del nivel de nutricidon potasica, que equilibra la
relacion K/Mg, e incrementa el vigor de las plantas como se comentd anteriormente.
En este orden de cosas, las plantas sensibles ven mermada su capacidad de
respuesta a la deficiencia de Fe cuando la nutricién potasica es deficiente (Jolley et al.,
2004), reduciéndose la emision de H*, disminuyendo la capacidad reductora de Fe
(plantas de estrategia 1) (Hughes et al., 1990 y 1992). Tagliavini y Rombola (2001)
plantearon la hipétesis de que la actividad y la regulacion de la ATPasa de la
membrana plasmatica podian proporcionar niveles del pH apoplastico favorables y
mejorar la actividad de la reductasaFe®". El potasio podria afectar potencialmente a la
absorcion de Fe a través de su papel general en el equilibrio iénico y facilitar la
circulacion de acidos organicos como citrato (Marschner 1995).

En las areas de estudio con un nivel bajo de nutricion de cobre, el indice de
area foliar y la superficie de la hoja fueron significativamente menores que en las areas
con un nivel medio de nutricién en el afio 2009. Este mismo resultado se ha dado para
la superficie de la hoja en cuajado y envero en los afios 2010 y 2011. El cobre es un
elemento de transicién que participa en reacciones redox con papeles destacados en
la transferencia de electrones de la fotosintesis y la cadena respiratoria, el
metabolismo de la pared celular y la proteccién contra el estrés oxidativo (Burkhead et
al., 2009). El Cu esta involucrado en la sintesis de lignina en los tallos (Marschner,
1995).
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Tabla 4.41. Valores medios del indice de area foliar y superficie de la hoja en cuajado
y envero para areas de muestreo con diferente estado nutricional.

Estado nutricional del vinedo
Nutriente Ano Nivel* n PMP IAFc IAFe SHc SHe
Bajo 8 0,18a 0,71a 0,87a 97 ,6a 112a

2009 Medio 11 0,18a 0,85a 1,04a 102a 119a
Fésforo 2010 Bajo 10 0,26a 0,67a 1,09a 113a 127a
Medio 14 0,35a 0,65a 1,09a 118a 143a
2011 Bajo 10 0,46a 0,82a 0,94a 79,6a 82,9a
Medio 14 0,45a 0,86a 1,07a 79,8a 95,5a
2009 Alto 8 0,20a 0,96a 1,20a 112a 135a
Medio 14 0,18a 0,68b 0,82b 94b 107b
Potasio 2010 Alto 10 0,37a 0,66a 1,18a 121a 153a
Medio 14 0,28b 0,65a 1,03a 112a 122b
2011 Alto 10 0,47a 0,93a 1,13a 84a 97a
Medio 14 0,44a 0,78a 0,93a 77a 85b
2009 Alto 13 0,19a 0,70b 0,82b 95b 110b
Medio 9 0,18a 0,91a 1,19a 108a 131a
Magnesio 2010 Alto 13 0,27b 0,65a 1,04a 111b 123b
Medio 11 0,37a 0,67a 1,17a 122a 153a
2011 Alto 13 0,46a 0,81a 0,90a 75b 84b
Medio 11 0,45a 0,89a 1,15a 85a 97a
Alto 8 0,19a 0,94a 1,17a 109a 133a
2009 Medio 8 0,18a 0,73b 0,82b 98a 108b
Bajo 6 0,18a 0,65b 0,85b 93a 110b
K/ Alto 9 0,37a 0,68a 1,17a 121a 155a
(pzncgi]olos) 2010 Medio 6 0,31a 0,53a 1,12a 111a 124b
Bajo 9 0,27a 0,74a 0,98a 114a 123b
Alto 6 0,48a 1,00a 1,19a 85a 101a
2011 Medio 9 0,49a 0,93a 1,02a 79a 89a
Bajo 9 0,42a 0,66b 0,90a 77a 84a
2009 Bajo 9 0,17a 0,64b 0,74b 92b 104b
Medio 13 0,19a 0,88a 1,16a 106a 130a
Bajo 7 0,29a 0,51b 0,99a 105b 121b
Cobre 2010 viedio 17 032a  073a 1452 121a  142a
2011 Bajo 7 0,49a 0,86a 0,85a 69b 81b
Medio 17 0,44a 0,84a 1,09a 84a 94a
2009 Alto 14 0,20a 0,84a 1,02a 104a 122a
Medio 8 0,16b 0,68a 0,89a 95a 113a
Zine 2010 Alto 13 0,34a 0,56b 1,12a 111a 134a
Medio 7 0,23b 0,79a 1,09a 117a 127a
2011 Alto 13 0,49a 0,87a 1,01a 78a 92a

Medio 7 0,40b 0,82a 0,91a 79a 81a

PMP: Peso de la madera de poda (kg:m™); IAFc: Indice de area foliar en el cuajado (m*-m™); IAFe: indice
de area foliar en el envero (m2-m'2); SHc: Superficie media de la hoja en el cuajado (cm2); SHe: Superficie
media de la hoja en el envero (cm?).

En un mismo afio, valores con diferente letra, son significativamente diferentes (p<0,05, test Tukey)
*segun diagnéstico nutricional realizado en el apartado 4.1
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Se han observado diferencias significativas en el peso de la madera de poda
de parcelas con diferente estado nutricional de Zn. Asi, las subparcelas con un nivel
medio de nutricion de zinc tuvieron un peso de la madera de poda significativamente
menor que las subparcelas con un nivel de nutricion alto para dicho mineral. Los
resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Ashoori et al., (2013), o por Martin
et al. (2008) y Catalina et al. (2012) en la misma zona de estudio comprobandose una
relacion positiva del contenido en Zn de los peciolos en envero con el vigor del vifiedo.
En las plantas, el Zn juega un papel clave como componente estructural, o como co-
factor regulador de una amplia gama de proteinas y enzimas en muchas vias
bioquimicas importantes. Estas funciones incluyen el metabolismo de los hidratos de
carbono (tanto en la fotosintesis como en la conversion de los azucares en almidon), el
metabolismo de las proteinas, el metabolismo de las auxinas y el mantenimiento de la
integridad de las membranas bioldgicas (Alloway, 2004; Krdmer y Clemens, 2006). Por
lo tanto, una nutricion de Zn deficiente hace que el crecimiento de las plantas se vea
afectado negativamente (Srivastava y Singh, 2009).

Generalmente se admite que los mecanismos de adquisicion de Fe y otros
micronutrientes por las plantas de estrategia | estan relacionados entre si, y que la
deficiencia de Fe suele ir acompafada de la acumulacion de Mn y Zn en la planta
(Kobayashi et al., 2003). Sin embargo, las zonas de estudio afectadas por clorosis
férrica, las cuales han mostrado un menor peso de madera de poda que el resto, no
han tenido un nivel de nutricion de Zn alto. En este estudio las subparcelas con una
nutricion alta de Zn tuvieron un peso de la madera de poda mayor que en las
subparcelas con una nutricion media. Asi, no se han detectado subparcelas no
afectadas por clorosis férrica con un nivel medio de nutricién de Zn simultaneamente.

4.4.1.2.- Parametros de rendimiento

Se han encontrado varias regresiones lineales significativas del rendimiento del
vifiedo (kg-m™)y sus componentes sobre las variables de composicién del suelo (tabla
4.41); se puede destacar la relacion significativamente negativa del rendimiento en los
tres afos de estudio sobre el porcentaje de arcilla y los carbonatos presentes en el
suelo. Por otra parte, se ha dado una regresion lineal negativa del peso medio del
racimo y el peso medio de 100 bayas sobre el porcentaje de arcilla en los tres afios de
estudio y sobre el contenido en carbonatos totales(suelos clorosantes) en 2010 y
2011. No se han encontrado relaciones significativas con la fertilidad de las yemas. La
deficiencia de Fe induce una reduccion de la produccion del vinedo debido a una
disminucion de la tasa de cuajado, del tamafo del racimo y el diametro de las bayas
(Bavaresco et al., 2010a).

Existe una alta correlacion (r=0,71, p<0,001) entre el contenido de arcilla y la
concentracion de carbonatos en el suelo (apartado 4.1.2), habiéndose relacionado
ambos, de forma negativa con el contenido de pigmentos en las hojas (apartado
4.2.1), la asimilacion neta y parametros de la fluorescencia de la clorofila relacionados
con la eficiencia del fotosistema Il (apartado 4.3.1). La disminucion del vigor y el
rendimiento en los suelos clorosantes (alto contenido en carbonatos) se puede explicar
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por la disminucion de la capacidad fotosintética de las plantas debido a la carencia de
hierro (Hurley et al., 1986; Bavaresco y Poni, 2003; Bertamini y Nedunchezhian, 2005;
Bavaresco et al., 2006). Ademas, se ha dado una regresion lineal negativa del indice
de Ravaz sobre el porcentaje de arcilla en los tres afios de estudio y sobre el
contenido en carbonatos totales en 2011.

En cuanto al contenido en elementos minerales del suelo, se detectaron
regresiones lineales positivas del rendimiento sobre el K, Ca y Mn en los afios 2009 y
2011 (tabla 4.42). En este contexto, todas las componentes del rendimiento, peso
medio del racimo, racimos por sarmiento y peso de 100 bayas se relacionaron
positivamente con el nivel de Ky Mn, y solo el numero de racimos por sarmiento con el
nivel de Ca en 2009 y 2011. En estos mismos afios, el paso de 100 bayas se relacion6
de forma positiva con el contenido de Cu en el suelo. Ademas, el indice de Ravaz
también se relacioné de manera positiva con los contenidos en K, Ca, Fe y Mn en
estas dos campanas.

En lo referente al contenido mineral de los peciolos en envero, han resultado
regresiones lineales positivas del rendimiento sobre el P y el K y negativa sobre el Mg
en el afo 2011 (tabla 4.42). Ademas, en ese mismo afio, PMR y RPS se relacionaron
positivamente con P, mientras que PMR, RPS y P100 se relacionaron negativamente
con el Mg peciolar.P100 y PMR se relacionaron significativamente de forma positiva en
2010conel K. Rogiers et al. (2006) y Etchebarne et al. (2009) indicaron que debido a la
fuerte correlacion encontrada entre la acumulacion de K y el peso de la baya, el K
juega un papel clave en la expansién de las células, y por lo tanto el crecimiento de la
baya. En los afos 2009 y 2010 el peso de 100 bayas se ha relacionado
significativamente de forma negativa con el contenido de B. No se han encontrado
regresiones lineales significativas del rendimiento y sus componentes sobre las
concentraciones de N, Ca, Fe, Cu y Zn de los peciolos recogidos en envero. El IR se
ha relacionado con el contenido peciolar de P positivamente y con el Mg y Mn
negativamente en el afio 2011.

Han resultado regresiones lineales negativas de PMR y P100 sobre el Mn
peciolar. Es de destacar que el rendimiento y sus componentes tienen mayor relacion
con el contenido de Mn en el suelo que con su contenido en los peciolos, siendo para
el primero positiva, y para el segundo negativa, debido como se ha descrito en el
apartado 4.2.1, a que la clorosis férrica acarrea una mayor acumulacion de Mn en los
peciolos. Martin et al. (2008) observaron también relaciones significativamente
negativas entre la concentracion de Mn en los peciolos y el rendimiento del vifiedo. En
este contexto, el Mn** es mas faciimente asimilado por las raices de las plantas
deficientes en Fe (Alcantara et al., 1994; Cohen et al., 1998; Korshunova et al., 1999;
Eckhardt et al., 2001), lo que ha sido atribuido a la competencia entre los dos iones por
los sitios de absorcion (Kochian, 1991; Welch, 1995).
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Como se observa en la tabla 4.43, en el afio 2011, el rendimiento fue
significativamente menor en las zonas cloréticas que en las zonas sanas. En este
mismo afio, todas las componentes del rendimiento, el peso medio del racimo, el
numero de racimos por sarmiento y el peso de cien bayas fueron significativamente
mayores en las subzonas sanas que en las afectadas por clorosis férrica. Ademas, el
peso de cien bayas fue significativamente mayor en las subzonas sanas que en las
afectadas por clorosis férrica en 2010. Numerosos autores han observado reducciones
importantes del vigor y rendimiento de vifiedos asociadas a la clorosis férrica (Gruber y
Kosegarten, 2002; Bertamini y Nedunchezhian, 2005; Bavaresco y Poni, 2003;
Bavaresco et al., 2006, 2010a; Martin et al., 2008). Bavaresco et al. (2005) indicaron
que la clorosis afectaba negativamente la productividad, reduciendo el nimero de
racimos por planta, el peso del racimo y el peso de la baya en comparacién con las
condiciones de crecimiento normales.

En el ano 2011, el rendimiento en las parcelas no afectadas por clorosis férrica
fue 1,9 veces mayor que en 2009 y 4,5 veces mayor que en 2010.Estas diferencias se
pueden deber, en gran medida, a la variabilidad de las condiciones meteoroldgicas en
las tres campafias de estudio, especialmente en lo referente a la cantidad de
precipitaciones (apartado 3.2.3). El hecho de haber obtenido mayores diferencias en
las componentes del rendimiento de subparcelas sanas y cloréticas cuando la
disponibilidad de agua para las plantas era mayor, esta de acuerdo con Gonzalez et
al., (2006) quienes, en un ensayo de campo llevado a cabo en la Ribera del Duero en
la campana de 2005, fuertemente marcada por la sequia, no encontraron diferencias
significativas en el rendimiento entre plantas cloréticas y plantas tratadas con
lignosulfato de hierro. En 2011, el rendimiento se ha relacionado significativamente de
forma positiva con la concentracion de clorofila foliar en cuajado y la eficiencia maxima
del fotosistema Il (apartado 4.5), y de forma negativa con la fluorescencia minima(con
valores de Fo mas altos en plantas cloréticas). Estas relaciones ponen de manifiesto
que las diferencias de productividad observadas entre subzonas afectadas y no
afectadas por clorosis férrica se deben fundamentalmente al efecto de la fisiopatia
sobre el nivel foliar de clorofila y el rendimiento fotosistema Il (Maxwell y Johnson,
2000).

Tabla 4.43. Valores medios del rendimiento, sus componentes y el indice de Ravaz en
areas de muestreo afectadas (C) y no afectadas (NC) por clorosis férrica.

2009 2010 2011
Parametros NC C NC C NC C
(n=11) (n=11) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Rto (kg-m™) 0,46a 0,43a 0,19a 0,21a 0,87a 0,55b

PMR (g) 213a 217a 169a 133a 308a 233b
RPS 0,78a 0,65a 0,29a 0,39a 0,77a 0,58b
P100 (g) 176a 174a 167a 152b 198a 176b
IR 2,55a 2,51a 0,64a 0,85a 1,91a 1,17b

Rto: Rendimiento; PMR: Peso medio del racimo; RPS: Numero medio de racimos por sarmientos; P100:
Peso de 100 bayas; IR: indice de Ravaz.
Dentro de un mismo afo, valores con diferente letra son significativamente diferentes (p<0,05, test Tukey)
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En las areas de estudio con un nivel bajo de nutricién fosférica, el rendimiento
fue significativamente menor que en las areas con un nivel medio de nutricion en el
afio 2011 (tabla 4.44). En este mismo ano, las componentes del rendimiento peso
medio del racimo y peso de cien bayas fueron significativamente menores en las
subparcelas con una nutricién baja de fésforo que en las parcelas con un nivel de
nutricion medio.

El analisis de la varianza del rendimiento ha resultado significativo en funcién
de la incidencia de la clorosis férrica y el nivel de nutricién de potasio en el afio 2011,
(tabla 4.37)por lo que se dio un efecto aditivo de ambas factores. Como se puede
observar en la tabla 4.44, el rendimiento fue significativamente menor en las
subparcelas con una nutricion media de potasio que en las parcelas con un nivel alto
de nutricion en 2011. En este mismo afio, todas las componentes del rendimiento, el
peso medio del racimo, el numero de racimos por sarmiento y el peso de cien bayas
fueron significativamente menores en las subparcelas con una nutricibn media de
potasio que en las parcelas con un nivel de nutricién alto. Esto mismo ocurrié para el
peso medio del racimo y el peso de cien bayas en 2010. En general, existe una
tendencia al incremento del rendimiento y todas sus componentes con el aumento en
la nutricion potasica, aunque en muchos de los casos las diferencias no fueron
significativas al 5%. En este orden de cosas, Smolarz y Marcik (1997) concluyeron que
la carencia de K provocaba una disminucién en el rendimiento y en el peso de la fruta
en vifiedo. Conradie y Saayman (1989a) mostraron un incremento significativo en el
rendimiento de vides asociado a las aplicaciones de K.

En el afno 2010 y 2011, el analisis de la varianza del rendimiento fue
significativo en funcién del estado nutricional del magnesio (tabla 4.37). Asi, en las
areas de estudio con un nivel alto de nutricion magnésica, el rendimiento del vifiedo
fue significativamente menor que en las areas con un nivel medio de nutricion en el
afo 2011. En este mismo afo, todas las componentes del rendimiento, el peso medio
del racimo, el numero de racimos por sarmiento y el peso de cien bayas fueron
significativamente menores en las parcelas con un nivel alto de nutricion de magnesio
que en las parcelas con una nutricion media. Este resultado también se ha dado para
el peso medio del racimo en el afio 2010 y el peso de 100 bayas en los afios 2010 y
2011. Al contrario que para la nutriciéon potasica, la tendencia del rendimiento y todas
sus componentes con el aumento en la nutricion magnésica, es a disminuir.

En el analisis factorial de la varianza del rendimiento en la campafa de 2009 ha
resultado significativa la interaccion de la clorosis férrica y el nivel nutricional de
magnesio Ademas, en el afio 2010, el analisis factorial de la varianza del rendimiento
fue significativo tanto para el nivel nutricional de Mg como la interaccién de este con la
clorosis férrica (tabla 4.37). Dentro de las subparcelas no afectadas por clorosis
férrica, el rendimiento fue significativamente mayor en las areas de estudio con un
nivel nutricional medio de Mg que en las areas que tenian un nivel alto en 2009,
mientras en 2010 y 2011 las diferencias no fueron significativas en esas (figura 4.19).
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Tabla 4.44. Valores medios del rendimiento y sus componentes en areas de
muestreo con diferente estado nutricional.

Estado nutricional del vinedo

Nutriente Ano Nivel* n Rto PMR RPS P100
2009 Bajo 8 0,46a 223a 0,74a 179a

Medio 11 0,47a 213a 0,78a 173a

. Bajo 10 0,17a 134a 0,33a 149a
Fosforo 2010 \edio 14 023a  163a  038a  168a
2011 Bajo 10 0,55b 233b 0,59a 172b

Medio 14 0,83a 298a 0,74a  198a
Alto 8 0,51a 221a 0,77a  182a
Medio 14 0,41a 212a 0,69a 171a
Alto 10 0,24a 181a 0,37a  168a
Medio 14 0,18a 126b 0,35a  152b
Alto 10 0,92a 304a 0,79a  205a

2009

Potasio 2010

2011 Medio 14  056b 2495 059  174b

2000 A0 13 040a  206a  0,66a  165b

Medio 9 052a 228a 0,80a 189a

Magnesio 2010 AT 13 017a 1280  0,34a  149b
Medio 11 025a 179a 0,38a 172a

5011 Alto 13 0,53b  243b  0,57b  172b

Medio 11 0,92a 305a 0,80a 205a

Alto 8 0,50a 225a 0,74a 184a

2009 Medio 8 043a 209a 073a 172a

Bajo 6 039a 210a 067a 167a

K Alto 9 0252  182a  037a 171a
(p':giolos) 2010 Medio 6 015a 137ab 0,29a  153b
Bajo 9 020a 124b  040a  150b

Alto 6 097a  312a 0,78a 211a

2011 Medio 9 073ab  265a 0,72a  182b

Bajo 9 051b 253 056a 176b

2009 BAI0 9  042a  192b  0,74a  155b

Medio 13 046a 231a 0,70a 189a

Bajo 7 0,14a 123a 0,30a 152a

Cobre 2010 pedio 17 024a  162a 038a  162a
017 Baio 7 044b  220b  0,48b 166D

Medio 17 0,86a 299a 0,76a 199a

2000 Al 14 045a  213a  0,75a 171a

Medio 8 0,44a 218a 0,65a 183a

. Alto 13 0,18a _ 149a  0,31a  156a
Zinc 2010 Medio 7 022a  126a  040a  152a
011 Alto 13 065a  273a  0,62a 187a

Medio 7 0,59a 235 0,60a 183a

Rto: Rendimiento (kg uva-m™); PMR: Peso medio del racimo (g); RPS: Nimero medio de racimos
por sarmientos; P100: Peso de 100 bayas (g).
Dentro de un mismo afio, los valores con diferente letra son significativamente diferentes (p<0,05,
test Tukey)
*segun diagnéstico nutricional realizado en el apartado 4.1
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El rendimiento del vifiedo fue significativamente menor en las subparcelas con
baja relacion K/Mg que en las parcelas con alta relacion en 2011, debido
fundamentalmente a un descenso en el tamafo de la baya. En 2010, las subparcelas
con baja relacion K/Mg registraron menores valores tanto del peso medio del racimo
como del peso de 100 bayas. El menor rendimiento provocado por el exceso de
magnesio es compensado por el aumento de potasio, equilibrando la relacién K/Mg.
Hughes et al. (1992) sugirieron que el potasio esta implicado en la toma y transporte
de Fe por la planta, participando en el correcto funcionamiento de las enzimas
implicadas en ello (Tagliavini y Rombola, 2001) y en el balance iénico, que permite la
adecuada nutricion férrica (Marscher, 1995).

2009 2010 2011

@ Nivel nutricional
alto de Mg

O Nivel nutricional

08 a medio de Mg

0.6 -

04 -

Rendimiento (kg uva-m2)
o
o

0.2 -

NC C NC C NC C

Figura 4.19. Rendimiento en las areas de estudio cloréticas (C) y no cloréticas (NC)
con distinto nivel nutricional de Mg.

Como se puede observar en la tabla 4.37, el analisis de la varianza del
rendimiento ha resultado significativo para el estado nutricional del Cu en el afio 2011.
En las areas de estudio con un nivel bajo de nutricion cuprica, el rendimiento del
vifiedo fue significativamente menor que en las areas con una nutricion media en el
afo 2011. En este mismo afno, todas las componentes del rendimiento, el peso medio
del racimo, el numero de racimos por sarmiento y el peso de cien bayas fueron
significativamente menores en las parcelas con un nivel bajo de nutricion cuprica que
en las parcelas con una nutricion media. Este mismo resultado se ha dado para el
peso medio del racimo y el peso de 100 bayas en el afo 2009. Uno de los principales
papeles biolégicos del cobre deriva de su presencia necesaria en la formacion del
polen y en la fecundacién de las flores (Bavaresco et al., 2010b). Chen et al. (2004b)
han observado que la deficiencia de Fe podria estimular la asimilacién y acumulacion
de Cu en Commelina communis, y viceversa, constatando que tanto la deficiencia de
Cu como la de Fe inducen la actividad de quelato-Fe(lll) reductasa en las raices. Todo
esto demuestra que existe una relacion fisiologica entre el metabolismo de Fe y Cu.
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No se han detectado diferencias significativas del rendimiento y sus
componentes en funcion del nivel de nutricion de Zn en ninguno de los anos de estudio
(tabla 4.44).

4.4.2.- Efectos del estado nutricional del vinedo en la composicion
de la uva.

El analisis de la varianza de las variables de composicién de la uva, en cuanto
a los parametros fisico-quimicos del mosto, los parametros de la madurez fendlica de
las bayas y los parametros cromaticos del mosto segun cada afio de seguimiento, ha
mostrado diferencias significativas entre los tres afios en los que se llevé a cabo el
estudio (tabla 4.45), por lo que es necesario analizar estadisticamente las variables
afo por ano.

Tabla 4.45. Valores de la F de Fisher y nivel de significacién del andlisis
de la varianza (ANOVA) de los parametros fisico-quimicos del mosto en
funcién de los afos de estudio.

Composicién del mosto F
Solidos solubles totales (°Brix) 28,81
Acidez Total (g acido tartarico-L™) 47 41
pH 52,24 ***
indice de polifenoles totales 24,30 ***
Nitrégeno facilmente asimilable (g-1"") 15,74
Potasio (ppm) 113,9***

Madurez fendlica de las bayas
Contenido en fenoles totales 40,76***
Antocianos facilmente extraibles (mg malvidina-kg™) 44,08***
Antocianos totales (mg malvidina-kg™) 14,47 ***
indice de madurez celular 39,02***
indice de madurez de las pepitas 103,9***

Caracteristicas cromaticas del mosto
Croma (C) 26,62
Tono (H) 65,41
Luminosidad (L) 37,04
Relacién verde/rojo (a*) 48,34 ***
Relacion amarillo/azul (b*) 61,35
indice cromatico uvas tintas (CIRG) 20,04 ***

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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Las diferencias interanuales en la composicion de la uva se deberian, en gran
medida, a la variabilidad de las condiciones meteoroldgicas en las tres campafas de
estudio, descrita en el apartado 3.2.3. Asi, se puede destacar la inusualmente escasa
precipitacién a lo largo del reposo de la vid, previa a la campafa de 2009, lo que
minimiz6 la reserva de agua en el suelo al comienzo del ciclo vegetativo. En el ano
2010, se dio un verano especialmente seco, acompafiado de temperaturas
anormalmente altas en el mes de julio y temperaturas maximas absolutas muy
elevadas en algunos dias de agosto. En general, en el aino 2011 se observaron unas
precipitaciones y temperaturas mas favorables para el desarrollo de la planta que en
las otras dos campafias. Las temperaturas medias registradas durante la maduracion
de las uvas en el afio 2010 fueron ligeramente mas bajas que en 2009 y 2011. El
tiempo transcurrido desde el desborre hasta la vendimia fue de 116 dias en 2009, 130
dias en 2010 y 127 dias en 2011. Hay que destacar, que a primeros de mayo de 2010
se produjeron heladas que redujeron drasticamente los rendimientos y retrasaron el
crecimiento y desarrollo de las plantas.

4.4.2.1.- Composiciéon del mosto

En la tabla 4.46 se recogen las medias y los coeficientes de variacion de los
parametros de composicion fisico-quimica del mosto en el conjunto de las zonas de
estudio en los tres afos de seguimiento. Los parametros que muestran menor
coeficiente de variacién son el contenido en solidos solubles totales, el pH y el
contenido de potasio, los cuales serian los menos afectados por la variacion en las
caracteristicas del suelo de las areas de estudio (apartado 4.1.1), incluyendo el grado
de afeccion de clorosis férrica y el estado nutricional de las plantas en general. Por
otra parte, la variacion en el estado hidrico de las plantas en el area de estudio
también es una fuente de variacién importante para la composicion del mosto
(Hailemichael, 2014).Jackson y Lombard (1993) detectaron disminuciones de acidez
total en condiciones de déficit hidrico.

Las muestras de mosto presentaron el menor contenido en sélidos solubles
totales en 2009 y el mayor en 2011. El indice de polifenoles totales fue mayor en 2011,
siendo equiparable en 2009 y 2010. La acidez total en los mostos fue notablemente
mas baja en 2011. Por ultimo, la concentracion de K en el mosto fue sensiblemente
mayor en el afio 2010. En resumen, en el afo 2011 se obtuvieron uvas con mejor
indice de madurez tecnolégica y mayor contenido fendlico que en 2009 y 2010,
coincidiendo con la campana de mayores rendimientos del estudio, y de mayor
disponibilidad de aguapara las plantas (apartado 4.4.1).
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Tabla 4.46. Valores de los parametros fisico-quimicos del mosto en el conjunto
de las zonas de vifiedo en los tres afios de seguimiento.

Composiciéon Coeficiente de

del mosto Minimo Maximo Media variacion (%)

SST 201 24.2 22.9 5

AT 3.38 5.25 4.27 14
Ano 2009 pH 3.46 4.00 3.72 4
(n=22) IPT 17.0 30.0 23.4 13

NFA 77 191 139 24

K 1070 1375 1198 7

SST 22.9 26.2 24.6 4

AT 2.35 4.80 3.61 17
Ao 2010 pH 3.75 4.11 3.95 3
(n=24) IPT 16.4 42.3 23.4 26

NFA 130 268 193 17

K 1968 2965 2340 8

SST 23.5 26.9 25.2 4

AT 212 3.56 2.72 13
Ao 2011 pH 3.90 4.33 4.1 3
(n=24) IPT 22.4 375 31.8 14

NFA 120 240 177 17

K 1208 2509 1813 7

IPT: indice de polifenoles totales; AT: Acidez total (g acido tartarico:I"); SST: Sélidos solubles
totales (°Brix); NFA: Nitrogeno facilmente asimilable (g-I'1); K: Potasio (ppm).

De las regresiones lineales estudiadas de los parametros fisico-quimicos del
mosto de vendimia sobre las variables de composicion del suelo expuestas en la tabla
4.47, en el afo 2009 se puede destacar la relacion significativamente negativa de SST
e IPT y positiva del contenido de K en los mostos sobre el contenido en Cu y Zn del
suelo. En 2010, puede destacarse la regresiéon positiva de IPT y SST sobre el
porcentaje de arcilla, de AT y SST sobre el contenido en carbonatos y de IPT y AT
sobre el contenido en Cu del suelo. En 2011, la mayoria de las variables analizadas en
el mosto se relacionaron significativamente con el porcentaje de arcilla y los
carbonatos totales del suelo. Ademas, este mismo ano, IPT se relacion6 de forma
negativa y AT de forma positiva con los contenidos en K y Mn del suelo. SST se
relaciond significativamente con gran numero de nutrientes del suelo en 2011.No se
han encontrado regresiones lineales significativas de los parametros de composicion
del mosto sobre los contenidos de Ca y Fe en el suelo.

Como se ha descrito en el epigrafe 4.4.1.2, tanto el contenido en arcilla, como
el de carbonatos totales presentes en el suelo aumentan en los suelos clorosantes, y
se relacionan con menores rendimientos de los vifiedos debido a la reduccion de la
concentracion de clorofila en la hoja y de la capacidad fotosintética de las plantas. De
acuerdo con Bavaresco et al. (2005) y Bavaresco y Poni (2003), la mayor
concentracion de azucares e indice de polifenoles totales en las uvas procedentes de
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suelos clorosantes seria probablemente una consecuencia de la reduccion del
rendimiento y del tamafo de la baya(tabla 4.43).

Tabla 4.47.Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametros de composicién del mosto sobre el contenido en arcilla,
carbonatos totales (CT) y concentracién de elementos minerales en el suelo.

Composicion del suelo’  SST AT pH IPT NFA K
Arcilla (%) (+)0,16  (-)0,05 (-)0,02 (-)0,00 (-)0,28* (-)0,33**
CT (%) (+)0,32* (-)0,19 (+)0,08 (-)0,00 (+)0,07 (-)0,14
P (mg-kg™) (-)0,06 (-)0,15 (+)0,16 (-)0,06 (+)0,10 (+)0,20*
K (meq-100g™) (+)0,01 (+)0,00 (-)0,04 (-)0,03 (-)0,23* (+)0,00
2009 Mg (meq- 1009') (+)0,14  (-)0,02 (-)0,09 (-)0,02 (-)0,34** (-)0,12
Ca(meq- 1009 ) (+)0,00 (-)0,04 (-)0,05 (-)0,14 (-)0,14 (-)0,00
Fe (mg-kg™) (-)0,02 (+)0,03 (+)0,02 (+)0,01 (+)0,13 (+)0,08
Cu (mg-kg™) (-)0,60** (-)0,02 (+)0,04 (-)0,20 (+)0,04 (+)0,48*
Zn (mg-kg™) (-)0,48* (-)0,19 (+)0,22 (-)0,30* (+)0,26 (+)0,39*
Mn (mg-kg™) (0,03 (+)0,28* (-)0,05 (+)0,01 (-)0,14 (+)0,11
Arcilla (%) (+)0,24* (-)0,07 (-)0,03 (+)0,25* (+)0,05 (-)0,02
CT (%) (+)0,25* (-)0,22* (+)0,04 (+)0,16 (+)0,06 (-)0,01
P (mg-kg™) (-)0,07 (-)0,04 (+)0,10 (-)0,05 (-)0,12 (+)0,00
K (meq-100g™) (-)0,01 (+)0,24* (+)0,02 (-)0,04 (+)0,00 (+)0,16
2010 Mg (meq- 1009' ) (+)0,14  (-)0,00 (+)0,00 (+)0,09 (+)0,16 (-)0,00
Ca(meq- 100g Y (+)0,06 (+)0,01 (+)0,05 (+)0,12 (+)0,01 (+)0,04
Fe (mg-kg™) (-)0,06 (+)0,12 (-)0,06 (-)0,06 (-)0,08 (+)0,05
Cu (mg-kg™) (+)0,08 (-)0,38**(+)0,02 (+)0,52** (+)0,00 (-)0,19
Zn (mg-kg™) (-)0,02 (-)0,13 (+)0,47 (-)0,00 (-)0,05 (-)0,04
Mn (mg-kg™) (+)0,00 (+)0,03 (+)0,02 (-)0,00 (-)0,07 (+)0,02
Arcilla (%) (+)0,67*** (-)0,21* (+)0,48**(+)0,24* (+)0,14 (+)0,27*
CT (%) (+)0,60*** (-)0,02 (+)0,30* (+)0,45** (+)0,40**(+)0,28*
P (mg-kg™) (-)0,35* (+)0,30* (-)0,01 (-)0,02 (+)0,03 (+)0,03
K (meq-100g™) (-)0,38** (+)0,19* (-)0,24* (-)0,63*** (-)0,17 (-)0,18
2011 Mg (meq-100g™") (+)0,30* (-)0,10 (+)0,20 (+)0,08 (+)0,08 (+)0,03
Ca(meq:100g”) (-)0,03 (+)0,05 (-)0,02 (-)0,33** (-)0,03 (-)0,03
Fe (mg-kg™) (-)0,09 (+)0,00 (-)0,01 (-)0,03 (-)0,02 (+)0,00
Cu (mg-kg™) (-)0,40** (+)0,00 (-)0,02 (-)0,03 (-)0,03 (-)0,05
Zn (mg-kg™) (-)0,20* (+)0,04 (+)0,010 (-)0,00 (+)0,03 (+)0,01
Mn (mg-kg™) (-)0,38** (+)0,21* (-)0,17 (-)0,47** (-)0,42** (-)0,04

Niveles de significacion:

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

SST: Sélidos solubles totales (°Brix); AT: Acidez total (g &cido tartérico-l'1); IPT: indice de polifenoles
totales; NFA: Nitrégeno facilmente asimilable (g-I'"); K: Potasio (ppm).

'Método de extraccion: Arcilla (ISSS); Carbonatos totales (Bernard); P (Olsen); K, Ca y Mg (Acetato de
amonio); Fe, Cu, Zny Mn (DTPA)

Como se puede ver en la tabla 4.48, el IPT de los mostos se ha relacionado
negativamente de forma significativa con el contenido peciolar de P, Ky Zn en 2010 y
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de Mg y Mn en 2011,y positivamente con el nivel de B en 2010 y de P y Cu en
2011.Ademas, se ha encontrado una regresion lineal positiva de AT sobre el contenido
de Cu en 2009 y 2010 y sobre el nivel de Ky Zn en 2010. Los SST se han relacionado
significativamente de forma positiva con la concentracion de Mg y Mn en 2009 y 2011
y de forma negativa con el nivel de Zn en 2010 y de N en 2010 y 2011. En el afio
2010, el K presente en el mosto se relacioné positivamente con los contenidos
peciolares de P y K.

Tabla 4.48. Coeficiente de determinacién (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametros de composicion del mosto sobre el contenido de
nutrientes minerales en los peciolos.

Nutrientes peciolos SST AT pH IPT NFA K
N (%) (-)0,02 (+)0,00 (+)0,02 (-)0,02 (+)0,07 (+)0,02
P (%) (+)0,00 (+)0,02 (+)0,02 (+)0,04 (+)0,08 (-)0,00
K (%) (-)0,08 (-)0,02 (+)0,09 (+)0,00 (+)0,00 (+)0,00
Mg (%) (+)0,31** (-)0,00 (-) 0,010 (-)0,00 (+)0,01 (-)0,06
2009 Ca (%) (+)0,04 (-)0,01 (0,01 (-)0,00 (-)0,00 (-)0,00
Fe (mg-kg”) (-)0,00 (-)0,11 (+)0,16 (-)0,09 (+) 0,08 (+)0,04
Cu(mgkg') (-)0,04 (+)0,26* (-)0,08 (-)0,00 (-)0,00 (+)0,12
Zn (mg-kg™) (-)0,02 (+)0,02 (-) 0,00 (+)0,05 (+)0,01 (+)0,00
Mn (mg-kg™) (+)0,33** (-)0,00 (-) 0,00 (+)0,03 (-)0,06 (-)0,21*
B (mg-kg") (+)0,16  (-) 0,01 (0,01 (+)0,00 (+)0,04 (-)0,07
N (%) (-)0,21* (+)0,24* (+)0,01 (-)0,16 (+) 0,01 (+)0,10
P (%) (0,10 (+)0,122 (+)0,07 (-)0,25* (-)0,00 (+)0,38**
K (%) (-)0,18 (+)0,23* (+)0,02 (-)0,33** (-) 0,07 (+)0,25*
Mg (%) (+)0,13 (-)0,17 (+) 0,00 (+)0,10 (+)0,10 (-)0,06
2010 Ca (%) (-)0,03 (+)0,02 (+)0,00 (-)0,00 (+)0,01 (+)0,02
Fe (mg-kg”) (+)0,02 (-)0,00 (-)0,00 (-)0,03 (-)0,17 (+)0,02
Cu(mgkg') (-)0,03 (+)0,25* (-)0,00 (-)0,19 (+) 0,00 (+)0,04
Zn (mg-kg™) (-)0,23* (+)0,39* (-) 0,06 (-)0,43** (-) 0,15 (+)0,07
Mn (mg-kg™) (+)0,10 (-)0,00 (+) 0,00 (+)0,00 (-) 0,00 (+)0,09
B (mg-kg") (+)0,14 (+)0,00 () 0,00 (+)0,42** (+) 0,02 (+)0,00
N (%) (-)0,25* (+)0,27* (-)0,00 (-)0,02 (+)0,17 (+)0,07
P (%) (-)0,08 (+)0,09 (-)0,06 (-)0,20* (+)0,00 (-)0,00
K (%) (0,02 (+)0,00 (+)0,44 (-)0,07 (+)0,02 (+)0,27*
Mg (%) (+)0,48** (-)0,06 (+)0,12 (+)0,52** (+) 0,17 (+)0,10
2011 Ca (%) (+)0,01 (+)0,00 (-)0,010 (+)0,00 (+)0,45 (+)0,02
Fe(mg-kg") (-)0,05 (-)0,00 (+)0,07 (+)0,14 (+)0,03 (+)0,12
Cu (mg-kg”’) (-)0,02 (+)0,00 (-)0,25* (-)0,33* (-) 0,21 * (-) 0,52 **
Zn (mg-kg™) (+)0,06 (-)0,08 (-) 0,02 (+)0,03 (-) 0,13 (-)0,01
Mn (mg-kg™) (+)0,48* (-)0,09 (+) 0,23 * (+)0,24* (+) 0,08 (+)0,13
B(mg-kg™) (-)0,03 (#)0,06 (-)0,03 (-)0,09 (-)0,12 (+)0,00

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
SST: Sdlidos solubles totales (°Brix); AT: Acidez total (g acido tartérico-l'1); IPT: indice de polifenoles
totales; NFA: Nitrogeno facilmente asimilable (g-I'1); K: Potasio (ppm).
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No se han encontrado regresiones lineales significativas de los parametros de
composicion del mosto sobre las concentraciones de Ca, Fe y B en los peciolos en
envero. Apenas se han dado coincidencias de las relaciones significativas encontradas
para la composicion de los mostos entre contenidos minerales en el suelo y en los
peciolos.

Morris et al. (1980) encontraron que la fertilizacion potasica en niveles
crecientes conduce a un incremento en el contenido de K en los peciolos y en el
mosto. Sin embargo otros autores han encontrado pobres correlaciones entre el
contenido de K peciolar y el del mosto (Mpelasoka et al., 2003). Esta relacion puede
alterarse durante el ciclo debido a cambios en el potencial de crecimiento y desarrollo
de los 6rganos (Mpelasoka et al., 2003), asi como a cambios estacionales en las
condiciones meteoroldgicas (Etchebarne et al., 2009).

Las relaciones significativas de SST e IPT con el nivel de Zn presente en el
suelo y en los peciolos fueron siempre negativas. Sin embargo, muchos son los
autores que han informado que tratamientos de Zn aumentan el contenido de SST en
uva (Mustafa et al., 1986; Singh, 2002) lo que estaria relacionado con un aumento en
la actividad enzimatica de la fructosa-1 y 6- bis fosfatasa (Bybordi y Shabanov, 2010).
Song et al.,, (2015) detectaron que tratamientos foliares con Zn aumentaban la
acumulacion de sélidos solubles totales, fenoles totales, flavonoides, taninos y
antocianinas en las uvas, y disminuian la concentracién de acidos.

La tabla 4.49 muestra los resultados del analisis factorial de la varianza de los
parametros de composicion del mosto, donde se han evaluado los efectos aditivos y
de interaccion de la clorosis férrica con el nivel nutricional de otros elementos,
tomando como base la clasificacion de subzonas realizada en los apartados4.2.3. y
4.1 respectivamente. La influencia de la clorosis férrica solo ha resultado significativa
en el ANOVA del indice de polifenoles totales en 2011. El nivel nutricional de P tuvo un
efecto significativo sobre SST, AT y el pH en el afio 2011. El nivel nutricional del K
afectd significativamente a SST en los tres afios de estudio. Tanto el nivel nutricional
de Mg, como su interaccion con la clorosis férrica fueron significativos para SST en
2009 y 2011. Ademas, en 2011, la clorosis férrica y el estado nutricional del Mg
tuvieron un efecto aditivo y de interaccién sobre IPT. El nivel nutricional del Cu y la
interaccion de este con la clorosis férrica fueron significativos para AT en 2009. Por
ultimo, en el afo 2011, el efecto del nivel nutricional de Cu fue significativo sobre SST
e IPT. El andlisis factorial de la varianza no se ha realizado para el Zn porque no han
resultado grupos suficientes para ello. Asi, no hay subparcelas no afectadas por
clorosis férrica con un nivel medio de nutricién de Zn simultaneamente.

Como se puede ver en la tabla 4.49, la influencia de la clorosis férrica sobre los
parametros fisico-quimicos del mosto solo ha resultado significativa en el afio 2011. La
tabla 4.50 muestra como la acidez total en 2010, fue significativamente mayor en las
subzonas sanas que en las afectadas por clorosis. En las otras dos campanas la
tendencia fue similar pero las diferencias no fueron significativas al 5%. Aunque no se
han observado diferencias estadisticamente significativas para SST, la tendencia en
las tres campafas fue a aumentar en las subparcelas cloréticas.
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Tabla 4.49.Valores de la F de Fisher y nivel de significacion del analisis factorial de la
varianza (ANOVA) de los parametros fisico-quimicos del mosto en funcién del nivel de
afeccion de clorosis férrica (CF) y el nivel nutricional de diversos nutrientes (nt), segun
diagndstico realizado en los apartados 4.2.3. y 4.1 respectivamente.

Nutriente Parametro Modelo CF nt CF xnt
SST 1,04 0.00 2.25 2.21

AT 0.89 144 0.25 0.09

2009 oy 1,09 193 0.00 0.45

IPT 0.20 0.24 0.09 0.19

SST 2.04 0.01 0.33 458"

AT 411 4.45 0.25 5.27*

nt=P 2010 oy 0.10 0.12 0.22 0.00
IPT 194 0.02 3.00 0.80

SST 6.49% 0.02 1350 1.00

o1 AT 212 0.95 6.29* 0.12

pH 4.08* 0.78 484 184

IPT 4.19* 4.99* 128 0.26

SST 5.46% 152 12.05% 618"

AT 111 3.21 106 0.76

2009 oy 2.07 3.10 3.19 0.10

IPT 0.87 123 124 1.81

SST 5.06 161 119" 2.80

AT 153 275 0.44 0.09

nt=K 2010 oy 0.23 0.07 0.26 0.45
IPT 213 0.00 3.27 183

SST 6.77* 0.12 1565  3.40

o1 AT 0.79 0.05 221 0.01

pH 191 3,58 0.66 0.00

IPT 1127 11.00*  1136™ 1.6

SST 6.29% 0.00 928"  939%

AT 156 2.27 110 150

2009 oy 0.77 115 0.07 1.41

IPT 0.83 0.32 0.46 1.82

SST 183 133 435 0.89

AT 138 279 0.00 0.11

nt=Mg 2010 oy 0.29 0.47 0.83 0.01
IPT 163 0.18 3.18 0.80

SST 7.46% 0.71 16.79"% 469"

o1 AT 0.15 0.04 0.42 0.01

pH 2.22 263 0.34 0.84

IPT 12.05** 482 852*  511*

SST 2.86 0.48 2.42 472

AT 5.87* 0.16 6.69* 9.39**

2009 oy 173 0.10 0.74 3.86

IPT 0.90 0.02 0.96 185

SST 0.07 0.01 0.16 0.01

AT 253 274 0.71 0.60

nt=Cu 2010 oy 188 2.46 3.57 2.00
IPT 0.55 0.27 0.15 0.33

SST 3.56 0.00 5.75% 0.12

o1 AT 0.26 0.15 0.73 0.07

pH 213 0.86 116 0.11

IPT 7.88* 0.50 8.17* 2.90

SST: Sélidos solubles totales (°Brix);AT: Acidez total (g acido tartarico-I");IPT: indice de polifenoles
Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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Bavaresco y Poni (2003) demostraron que los contenidos en sélidos solubles
se incrementaban en condiciones de estrés nutricional en suelos calizos en uva de
mesa cv. Aurora. La mayor concentracibn de azucares es probablemente una

consecuencia de la reduccidn del rendimiento de uva en las plantas estresadas
(Bavaresco et al., 2005).

Tabla 4.50.Valores medios de los parametros fisico-quimicos del mostoen areas de
muestreo afectadas (C) y no afectadas (NC) por clorosis férrica.

Composicion 2009 2010 2011
NC C NC C NC C

del mosto (n=11) (n=11) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
SST 22,7a 23,1a 24.6a 24,7a 24 9a 25,5a
AT 4,43a 4,09a 3,94a 3,39b 2,73a 2,70a
pH 3,71a 3,76a 3,94a 3,95a 4,06b 417a
IPT 23,6a 23,1a 22,1a 24.,3a 29,5b 34,7a
NFA 131a 146a 201a 187a 164b 192a
K 1191a 1203a 2412a 2290a 1662b 1994a

IPT: indice de polifenoles totales; AT: Acidez total (g acido tartarico-I""); SST: Sélidos solubles totales
(°Brix); NFA: Nitrégeno facilmente asimilable (g-I"); K: Potasio (ppm).
Dentro de un mismo afo, los valores con diferente letra son significativamente diferentes (p<0,05, test
Tukey)

En este contexto, como se observa en la tabla 4.51, no se han encontrado
correlaciones significativas de la concentracion de SST e IPT en 2009. Sin embargo,
en el afo 2010, el IPT se correlaciond significativamente de forma negativa con el Rto
y los componentes PMR y P100, mientras que el contenido de SST no lo ha hecho con
Rto. En el afio 2011, el IPT se correlacioné significativamente de forma negativa con el
Rto y todos sus componentes, mientras que el contenido de SST no lo ha hecho con
RPS. Los resultados de la correlacion indicaron claramente que SST e IPT se
relacionaban negativamente con el rendimiento, siendo afectados principalmente por
el peso del racimo y el tamafo de las bayas.

El indice de polifenoles totales, pH, nitrdgeno facilmente asimilable y el
contenido en potasio del mosto fueron significativamente mayores en las subzonas
cloréticas en 2011. Estos resultados nos indican que las parcelas afectadas por
clorosis tuvieron un mayor contenido en polifenoles precisamente en 2011, la campana
de mayores rendimientos (con mayor disponibilidad de agua para las plantas como se
comenta en el apartado 4.4.1). En este contexto, Gonzalez et al., (2006) en un ensayo
de correccion de la clorosis férrica llevado a cabo en la misma zona de estudio en la
campana de 2005, fuertemente marcada por la sequia, registraron una composicion
del mosto similar para plantas cloréticas y plantas tratadas.
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Tabla 4.51. Coeficientes de correlacién de Pearson (r) entre el
IPT y el contenido en SST con el rendimiento y sus
componentes en los tres afios de estudio.

Parametros Rto PMR RPS P100
2009 SST 0,02 -0,18 0,20 -0,28
IPT -0,07 0,29 0,07 0,06
2010 SST -0,28 -0,46* -0,16 -0,46*
IPT -0,47* -0,66 ** -0,26 -0,54*
2011 SST -0,51* -0,66** -0,36 -0,81***
IPT -0,88***  -0,75*** -0,73** -0,70**

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
SST: Sélidos solubles totales (°Brix);IPT: indice de polifenoles totales; Rto:
Rendimiento (kg uva-m'z); PMR: Peso medio del racimo (g); RPS: Numero
medio de racimos por sarmientos; P100: Peso de 100 bayas (g).

Diversos autores han mostrado que la deficiencia de hierro ocasiona una pobre
calidad de los mostos, reduciendo la cantidad de azucares y antocianos acumulados
en las uvas durante la maduracion, e incrementando la acidez total. (Castino et al.,
1987; Veilksar et al., 2005).Sin embargo, en este estudio, la composicion del mosto fue
similar en las dos primeras campanas, con una tendencia a la reduccion de la acidez
en plantas clordticas, mientras que en el afio 2011, las uvas con mejor IPT
pertenecieron a las subparcelas afectadas por clorosis férrica. En la misma zona de
estudio, Catalina et al. (2011a) observaron que el contenido fendlico total de las uvas
estaba mas influido por el estado hidrico de las cepas que por los niveles de
asimilacién de hierro.

La mayor concentracidn de potasio en mostos procedentes de plantas
cloréticas en 2011 coincidié con mayores niveles de pH, en concordancia con Boulton
(1980), Jackson y Lombard (1993).

Como se puede observar en la tabla 4.52, SST, pH e IPT fueron
significativamente menores en las parcelas con una nutriciéon media de fésforo que en
las parcelas con un nivel nutricional bajo en 2011, mientras que en 2010 este resultado
solo se obtuvo para el IPT. Por otro lado, AT fue significativamente mayor en
subparcelas con un nivel nutricional medio de fésforo que en subparcelas con nivel
bajo en 2011. En las otras dos campanias la tendencia fue similar sin ser significativa al
5%. Estos resultados coinciden con los de Conradie et al. (1989b), que manifestaron
que el aporte de P al suelo de vifiledos cv. Chenin blanc inducia una concentracion
significativamente mayor de acidez total en el mosto. Debido a que se han encontrado
relaciones significativamente positivas del P peciolar con el rendimiento y el vigor
(tablas 4.38 y 4.42) estos resultados comparten la idea de que las vifias mas vigorosas
y mayores rendimientos producen mostos con una acidez mayor.
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Tabla 4.52. Valores medios de la composicion del mosto para areas de muestreo con
diferente estado nutricional.

Estado nutricional del vinedo

Nutriente Aino  Nivel* n SST AT pH IPT
2009 Bajo 8 23,5a 4,13a 3,74a 23,8a
Medio 11 22,6a 4,44a 3,71a 23,5a
Fésforo 2010 Bajo 10 24,9a 3,38a 3,94a 26,3a

Medio 14 24,4a 3,84a 3,96a 20,6b
Bajo 10 26,2a 2,51b 4,19a 34,4a

2011 yedio 14 247b  285a  407b  30,5b

2009 Alto 8 22,1b 4,22a 3,80a 22,9a

Medio 14 23,4a 4,29a 3,70a 23,7a

Potasio 2010 Alto 10 23,9b 3,83a 3,96a 20,2b

Medio 14 25,1a 3,47a 3,95a 25,6a

2011 Alto 10 24,5b 2,85a 4,08a 28,9b

Medio 14 25,9a 2,62a 4,14a 34,5a

2009 Alto 13 23,4a 4,14a 3,75a 23,0a

Medio 9 22.2b 4,44a 3,72a 24 ,0a

Magnesio 2010 Alto 13 25,0a 3,49a 3,94a 25,6a

Medio 11 24 2a 3,80a 3,97a 20,3b

2011 Alto 13 25,9a 2,67a 4,16a 35,0a

Medio 11 24,6b 2,77a 4,07a 28,9b

Alto 8 22,0b 4,24a 3,80a 23,9a

2009 Medio 8 23,3a 4,22a 3,70a 23,1a

Bajo 6 23,5a 4. 37a 3,70a 23,1a

KIM Alto 9 24, 1a 3,83a 3,98a 20,3b

9 2010 Medio 6 24.8a 3,76a 3,88a 22,7ab
(peciolos) .

Bajo 9 25,1a 3,27a 3,99a 27,3a

Alto 6 23,9b 3,08a 4,05a 28,3b

2011  Medio 9 25,7a 2,51b 4,17a 32,2ab

Bajo 9 25,7a 2,69ab 4,09a 34,7a

2009 Bajo 9 23,4a 3,96a 3,77a 22, 7a

Medio 13 22,6a 4,28a 3,72a 23,9a

Bajo 7 24,8a 3,71a 3,90a 22,5a

Cobre 2010 yedio 17 246a 356a 398 23.9a

2011 Bajo 7 26,1a 2,63a 4,18a 35,9a

Medio 17 24.8b 2,77a 4,08a 30,1b

2009 Alto 14 23,0a 4,49a 3,71a 24 ,5a

Medio 8 22.8a 3,87b 3,78a 21,6b

Zinc 2010 Alto 13 24 4a 3,87a 3,90a 22,2a

Medio 7 24 8a 3,20b 3,98a 26,4a

2011 Alto 13 25,4a 2,68a 4,10a 32,4a

Medio 7 25,1a 2,78a 4,18a 34,7a

SST: Sdlidos solubles totales (°Brix);AT: Acidez total (g &cido tartarico-I”);IPT: indice de polifenoles totales
Dentro de un mismo afo, los valores con diferente letra son significativamente diferentes (p<0,05, test
Tukey)

*segun diagndstico nutricional realizado en el apartado 4.1
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En las areas de estudio con nivel alto de nutricion potasica, SST fue
significativamente menor que en las areas con nutricion media en los tres afios de
estudio (tabla 4.52). Este mismo resultado se ha dado para IPT en 2010 y 2011. Gran
parte del potasio presente en las uvas es traslocado desde las hojas al mismo tiempo
que se transporta la sacarosa durante el proceso de maduracion. Sin embargo, hay
pocas evidencias de que la acumulacién de azlcares en las uvas se vea reforzada por
grandes aportaciones de K (Treeby, 2005). En cualquier caso los valores mas bajos de
SST e IPT en plantas con nivel alto de nutricidn potasica pueden ser debidos mas bien
a la carencia inducida de magnesio que esos niveles generan, tal y como se explica
mas adelante al evaluar la relacion K/Mg.

En el ano 2011, el analisis factorial de la varianza de SST ha reflejado un
efecto aditivo de la incidencia de la clorosis férrica con el nivel nutricional de potasio
(tabla 4.49). La separacién de medias de esta variable en los tres afios de estudio se
ha representado en la figura 4.20. Autores como Dundon et al. (1984) y Delgado et al.
(2004) no encontraron ningun cambio significativo en las concentraciones de sélidos
solubles de las uvas con aplicaciones de K en el suelo. Por el contrario, otras autores
como Conradie y De Wet (1985), Rogiers et al. (2006), Raath (2012) y Schreiner
(2013) observaron un efecto positivo de la fertilizacion potasica sobre el contenido de
azucares de la uva. Rogiers et al. (2006) manifestaron que siendo el K* el principal
cation osmoticamente activo en el floema, contribuye al flujo de azucares al fruto,
ayudando a establecer un gradiente de potencial osmatico entre las hojas y las uvas.

2009 2010 2011

27 7

B Nivel nutricional

26 7 alto de K

a ONivel nutricional
25 A a medio de K

24 b
23

22 A

Solidos solubles totales (°Brix)

21

20 — —

NC [o NC [o NC C

Figura 4.20.Contenido en solidos solubles totales del mosto en las areas de estudio
afectadas (C) y no afectadas por clorosis férrica (NC), en funcién del nivel nutricional
de potasio.

Las areas de estudio con un nivel alto de nutricibn magnésica alcanzaron un
IPT del mosto significativamente mayor que las areas con una nutricion media en los
afnos 2010 y 2011. En 2011, el analisis factorial de la varianza de IPT ha mostrado
efectos aditivo y de interaccion entre la incidencia de la clorosis férrica y el estado
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nutricional del Mg (tabla 4.49). El Mg, de modo similar al Zn, aumenta la actividad de la
enzima fructosa-1 y 6- bis fosfatasa, causando un aumento de la sintesis de azucares
en la uva (Bybordi y Shabanov, 2010) e incrementa la translocacion de las moléculas
sintetizadas por la fotosintesis de la hoja a la uva (Malakouti, 2006).

Por otro lado, en los afios 2009 y 2011, en el analisis factorial de la varianza de
SST pone de manifiesto un efecto de interaccion entre la incidencia de la clorosis
férrica y el estado nutricional del Mg. Como se observa en la figura 4.21, en las
subparcelas afectadas por clorosis férrica, los valores de SST fueron
significativamente mayores en las areas de estudio con un nivel nutricional alto de Mg
que en las que tenian un nivel medio en los afios 2009 y 2011, mientras que en las
subparcelas no afectadas por clorosis férrica, el estado nutricional de Mg no afecté a
SST.

2009 2010 2011

@ Nivel nutricional
a alto de Mg

ONivel nutricional
a a mediode Mg

Solidos solubles totales (°Brix)
N
@
o
o

NC [o NC [o NC [o

Figura 4.21. Contenido en sdlidos solubles totales del mosto en las areas de estudio
afectadas (C) y no afectadas por clorosis férrica (NC), en funcién del nivel nutricional
deMagnesio.

Valores elevados de la proporcion K/Mg en peciolos se relacionaron con
niveles bajos de IPT y SST en el mosto en 2009 y 2011. A su vez, como se ha descrito
en parrafos anteriores, niveles altos de nutricion potasica y medios de nutricion
magnésica se han relacionado con concentraciones de SST e IPT bajos. La relacion
entre los dos elementos antagonicos debe ser equilibrada, presentandose por ejemplo
deficiencias inducidas de Mg para valores de K/Mg superiores a 0,35en el suelo
(Legaz et al., 1995). En el caso de este estudio, los valores de este ratio de muchas de
las zonas estudiadas se encuentran por encima de esta cifra, por lo que es de esperar
situaciones de deficiencia de Mg. Ademas, como se ha manifestado en el epigrafe
4.1.2, el contenido en K en el suelo y los peciolos, y el ratio K/Mg en el suelo, se han
relacionado significativamente de forma negativa con la concentraciéon de Mg peciolar.
Morris y Cowthon (1982), Garcia et al. (2001) y Demirer et al. (2007) han documentado

Alvaro Catalina Tomas 191 Tesis Doctoral (Universidad de Valladolid)



Utilizacién de medidas de fluorescencia de la clorofila para monitorizar el estado nutricional y estimar el potencial RESULTADOS
enoldgico en vifiedos afectados por clorosis férrica. A
9 P Y DISCUSION

que el aumento de la concentracion de K reduce la concentracién de Mg en las hojas
de vid.

Leonhardt (1987) recomienda mantener una proporcién de 2:1 de Ky Mg en las
hojas. En este estudio, el 45% en 2009, 55% en 2010 y 67% en 2011 de las zonas
estudiadas mostraron unos niveles del ratio K/IMg por encima de 2, por lo que el
numero de subparcelas con posibilidades de deficiencia inducida de Mg aumenté con
los anos.

En las areas de estudio con un nivel bajo de nutricién de Cu, SST e IPT fueron
significativamente menores que en las areas con un nivel medio de nutricion en el afio
2011. No hubo interacciones significativas entre Cu y Fe sobre estos parametros (tabla
4.49). Sin embargo, la competencia entre estos nutrientes ha sido confirmada por
muchos estudios con soluciones deficientes en Fe, donde la clorosis fue menos
evidente si las soluciones eran también deficiente en Cu. (Russo et al., 2010).Debido
al papel del Cu en el PS I, no es sorprendente que las plantas deficientes en Cu
tengan tasas de fotosintesis bajas y una reduccion de la sintesis de hidratos de
carbono frente a las plantas normales (Marschner, 1995).

Las subparcelas con un nivel alto de nutricion de Zn tuvieron una AT
significativamente mayor que las subparcelas con un nivel de nutricibn medio para
dicho mineral en 2009 y 2010 (tabla 4.52). Ademas, las subparcelas con un nivel alto
de nutricién de Zn tuvieron un peso de la madera de poda significativamente mayor
que las subparcelas con un nivel de nutricién medio para dicho mineral (tabla 4.41), en
consonancia con los resultados obtenidos por Cortell et al., (2007), Martin et al. (2008)
y Ashoori et al., (2013),por lo que la mayor acidez en las uvas de plantas con estado
nutricional alto de Zn puede estar relacionado con un mayor vigor, al registrarse una
sintesis de acidos mas elevada por parte del follaje y/o un mayor sombreamiento de
los racimos (Jackson y Lombard, 1993).

En el analisis de componentes principales (figura 4.22) realizado a partir de los
componentes fisico-quimicos del mosto se puede observar que con dos componentes
principales se explica el 63% en 2009, el 66% en 2010 y el 78% en 2011 de la
variabilidad existente en los datos. La representacién correspondiente al afio 2009, se
observa una correlacion positiva de la primera componente con NFA y el pH y negativa
con AT. En 2010 se correlacioné positivamente con SST e IPT del mosto y
negativamente con AT. En 2011 se correlacioné positivamente con todas las variables
fisico-quimicas, salvo la AT del mosto. La segunda componente se correlacioné
positivamente con AT y K en mosto y negativamente con el SST en 2009. En 2010 se
correlacion6 positivamente con el pH y K del mosto. En 2011 se correlacion6
positivamente con AT, Ky NFA.

El analisis de componentes principales realizado a partir de los componentes
fisico-quimicos de mosto, no ha permitido una discriminaciéon clara de grupos de
observaciones en funcion de las parcelas afectadas o no por clorosis férrica (figura
4.22).
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Figura 4.22. Primer plano factorial del andlisis de componentes principales realizado con
los datos de los parametros fisico-quimicos del mosto en el conjunto de las zonas de
estudio en los tres afios de seguimiento. Los circulos rojos representan las variables fisico-
quimicas de mosto y vino, los triangulos negros representan las areas de muestreo no
afectadas por clorosis férrica y los triangulos en blanco representan las areas de muestreo

con clorosis férrica.
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4.4.2.2.- Caracteristicas cromaticas

En la tabla 4.53 se recogen las medias y coeficientes de variacion de los
parametros cromaticos del mosto en el conjunto de las zonas de estudio en los tres
afios de seguimiento. La luminosidad y el indice cromatico de uvas tintas CIRG
(Carrefo et al., 1995) han mostrado un menor coeficiente de variacion, mientras que el
tono y la coordenada b* mostraron el mayor coeficiente. En los dos capitulos
precedentes se ha expuesto que el rendimiento y el indice de polifenoles totales del
mosto han mostrado una alta variabilidad, lo que sugiere que estos parametros
influirian de manera mas acusada que otros en el tono y la coordenada b* del mosto.
Por otra parte, se puede afirmar que estas componentes del color del mosto son las
mas afectadas por al grado de afeccién de clorosis férrica y el estado nutricional en
general.

Las muestras de mosto presentaron la menor cromaticidad y coordenada a* en
2010 y el mayor en 2011. El tono y la coordenada b* fueron notablemente mas
elevados en 2010 que en 2009 y 2011. Los mostos de 2011 presentaron menor
luminosidad media que los de 2009 y 2010. Puesto que en 2011 se dieron
rendimientos claramente mayores que en 2009 y 2010, siendo también los pesos de
100 bayas mas elevados (tabla 4.36), es l6gico esperar en la tercera campafia mostos
con mayor cromaticidad y coordenada a*, y con menor luminosidad, tono y
coordenada b*. Estas diferencias interaunales estuvieron generadas principalmente,
por la variabilidad de las condiciones meteoroldgicas (apartado 3.2.3).

Tabla 4.53. Coordenadas CIELAB e indice cromatico de uvas tintas (Carreno et
al., 1995) del mosto de vendimia en el conjunto de las zonas de estudio en los
tres anos de seguimiento.

Parametros Coeficiente de

cromaticos Minimo Maximo Media variacién (%)

C 8,39 21,05 15,94 20

H -1,58 39,39 8,17 116
2009 L 82,4 90,5 86,0 2
(n=22) a* 6,49 25,72 16,13 25

b* -0,50 5,33 1,88 92

CIRG 1,43 1,76 1,68 4

C 8,8 18,1 12,2 20

H 18,7 43,8 29,5 25
2010 L 74,8 87,5 83,3 4
(n=24) a* 6,37 17,05 10,70 26

b* 4,50 7,05 5,75 19

CIRG 1,42 1,73 1,58 5

C 3,0 32,1 22,2 29

H -0,50 17,61 5,16 83
2011 L 68,7 84,3 77,9 5
(n=24) a* 15,0 32,1 22,8 21

b* -0,27 4,76 1,85 70

CIRG 1,67 2,23 1,75 6
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RESULTADOS

Y DISCUSION

Como se puede ver en la tabla 4.54, se encontraron regresiones lineales
significativas de los parametros CIELAB exceptuando la coordenada b*, sobre el
contenido de Cu y Zn en el suelo en 2009. En el afio 2010, las componentes del color
C, H, L, a* y CIRG se relacionaron significativamente con el porcentaje de arcilla y el
nivel de Mg; L y CIRG con el contenido en carbonatos totales, H y CIRG con la
concentracién de P, y C y L con el nivel de Cu. En el afio 2011 se observaron gran
numero de regresiones significativas de los parametros CIELAB y los componentes del
suelo analizados. No se han encontrado regresiones lineales significativas de los
parametros cromaticos del mosto sobre las concentraciones de Ca y Fe en el suelo.

Tabla 4.54.Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacion y pendiente de la
regresion de las coordenadas CIELAB e indice cromatico de uvas tintas (Carrefio et
al., 1995) del mosto de vendimia sobre el contenido en arcilla, carbonatos totales (CT)
y concentracidon de elementos minerales en el suelo.

Composicion del suelo’ C H L* a* b* CIRG

Arcilla (%) (10,02 (0,00 (70,08 (70,01 (+)0,00 (+)0,00
CT (%) ()0,00 (90,03 (+)0,00 (0,00 (-)0,03 (+)0,04
P (mg-kg™) ()0.29* (+)0.11  (+)0.32** (10,05 (+)0.01  (-)0.11
K (meq-100g™) (10,00 (0,00 (+)0,01 (0,00 (-)0,00 (+)0,00

000 M9 (meq-100g") (+)0,03 (1002 (005 (000 (001 (+)0,03
Ca(meq100g") (-)0,00 (0,00 (0,00 (0,41 (-)0,00 (+)0,01
Fe (mg-kg™) ()0,02  (-)0,00 (+)0,11 (+)0,08 (-)0,01  (-)0,00
Cu (mg-kg™) ()0.30* (+)0.33* (+)0.27* (-)0.31* (+)0.15  (-)0.31*
Zn (mg-kg™) (-)0,55** (+)0,52 * (+)0,36* (-)0,57 ** (+)0,23  (-) 0,53 *
Mn(mgkg')  (+)0,03  (+)0,00  ()0,10 (+)0,02 (+)0,02  (-)0,00
Arcilla (%) (+)0.39 % (-)0,56 * (-)0.39 ™ (+)0,44* (-)0.14 _ (+)0.59
CT (%) (+)0.17 (1047 ()0.30* (+)0.17  (-)0,01 (+)0.27*
P (mg-kg™) (014 (+)0.36* (+)0.07 (-)0.18 (+)0.11  (-)0.27*
K (meq-100g™) (10,03 (+)0,00 (+)0,09 (0,02 (+)0,00 (-)0,03

010 Mg (Mmeq-100g™) (+)0.21% ()034* ()019% (+)0,24* (0,08 (+)0,32*
Ca(megq100g") (+)0,10 (0,09 (0,03 (+)0,10 (-)0,00 (+)0,06
Fe (mg-kg™) (00,08 (+)0,14  (+)0,11 (0,10 (+)0,14  (-)0,17
Cu (mg-kg™) (+)0,25* (0,04  (0,31* (+)0,21 (+)0,01 (+)0,10
Zn (mg-kg™) (90,02 (+)019  (+)0,02 (10,07 (+)0,04 (-)0,13
Mn (mg-kg™) (10,01 (+)0,01  (+)0.03 (0,02 (-)0,00 (-)0.02
Arcilla (%) (+)0,30* (10,40 (10,43 (+)0,50 ™ (-)0,32* (+)0,00
CT (%) (+)0.17 (10,14 (-)0.39** (+)0,36 ** (-)0.13  (+)0.00
P (mg-kg™) (-) 0,34 ** (+)0,64 ** (+)0.13  (-)0,35** (+)0.45* (+)0,02
K (meq-100g”) (10,18 (+)0,05 (+)0,34* (-)0.27* (+)0,02 (+)0,00

011 Mo (meq100g™) (+)015  ()025* (015 (+)0,23* (0,22* (-)0,00
Ca(meq-100g”) (-)0.20 (+)0.01 (+)012 (90,411 (+)0.01 (+)0,07
Fe (mg-kg™) (90,00 (+)0,17  (+)0,05 (0,20 (+)0,13  (-)0,06
Cu (mg-kg™) (90,06 (+)0.27* (+)0,21* (-)0,24* (+)0,15 () 0,06
Zn (mg-kg”) (-)0.18  (+)0.48* (+)012 (-)0.26* (+)0.30* (-) 0,00
Mn (mg-kg™) (0,51 * (+)0,05 (+)0.29* (-)0,22* (+)0,03 (+)0.19

Niveles de significacion:

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001

'Método de extraccion: Arcilla (ISSS); Carbonatos totales (Bernard); P (Olsen); K, Ca y Mg (Acetato de
amonio); Fe, Cu, Zny Mn (DTPA)
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Las componentes del color en 2010 y en 2011 se relacionaron de forma
significativa con el contenido de arcilla (tabla 4.54). Aunque como se ha descrito en el
epigrafe 4.2.1., el contenido en arcilla presente en los suelos clorosantes disminuye el
rendimiento de los vifiedos debido a la reduccion de la concentracién de clorofila en la
hoja y de la capacidad fotosintética de las plantas, esta tiene un efecto sobre el color,
obteniendo mostos con un mayor croma y coordenada a* y con un menor tono,
luminosidad y coordenada b*.

Tabla 4.55.Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de las coordenadas CIELAB e indice cromatico de uvas tintas (Carrefio et
al., 1995) del mosto de vendimia sobre el contenido de nutrientes minerales en los
peciolos.

Nutrientes peciolos C H L* a* b* CIRG
N (%) (0,01 (+)0,02 (-)0,02 (-)0,01 (+) 0,02 (-)0,00
P (%) (+)0,05 (0,03 (-)0,04 (+)0,11 (-) 0,00 (+)0,03
K (%) (+)0,00 (+)0,02 (-)0,03 (+)0,00 (+) 0,01 (-)0,02
Mg (%) (+)0,00 (0,01 (-)0,00 (-)0,00 (-) 0,00 (+)0,00
2009 Ca (%) (-)0,04 (+)0,05 (+)0,02 (-)0,06 (+) 0,02 (-)0,06
Fe (mg-kg") (-)0,10 (+)0,12 (+)0,15 (-)0,11 (+) 0,03 (-)0,17
Cu (mg-kg') (+)0,00 (+)0,00 (+)0,00 (+)0,01 (+) 0,00 (-)0,00
Zn (mg-kg™) (+)0,01 (+)0,00 (+)0,00 (+)0,07 (+) 0,00 (-)0,02
Mn (mg-kg™) (+)0,06 (0,00 (-)0,09 (+)0,01 (+) 0,00 (-)0,00
B (mg-kg”)  (-)0,08 (0,01 (-)0,12 (+)0,03 (+) 0,00 (+)0,02
N (%) (-)0,27* (+)0,26* (+)0,26* (-)0,28* (+) 0,03 (-)0,29*
P (%) (-)0,25* (+)0,32**(+)0,30* (-)0,36** (+) 0,05 (-)0,34**
K (%) (-)0,35** (+)0,24* (+)0,43** (-)0,33* (+) 0,00 (-)0,33**
Mg (%) (+)0,14 (-)0,13 (-)0,23* (+)0,14 (-) 0,00 (+)0,20*
2010 Ca (%) (-)0,00 (0,00 (-)0,00 (-)0,00 (-) 0,02 (+)0,00
Fe (mg-kg") (-)0,13 (+)0,14 (+)0,09 (-)0,14 (+) 0,07 (-)0,13
Cu(mgkg') (-)0,25* (+)0,29* (+)0,36* (-)0,27* (+) 0,13 (-)0,41**
Zn (mg-kg”) (-)0,26* (+)0,06 (+)0,38** (-)0,20* (-) 0,02 (-)0,15
Mn (mg-kg™) (+)0,03 (0,11 (+)0,05 (+)0,05 (-) 0,05 (+)0,12
B (mg-kg") (+)0,58*** (-)0,46** (-)0,43 **(+)0,58*** (-) 0,01 (+)0,46**
N (%) (-)0,07 (+)0,14 (+)0,01 (-)0,06  (+) 0,07 (+)0,01
P (%) (-)0,06 (+)0,13 (+)0,11 (-)0,22* (+) 0,05 (-)0,01
K (%) (-)0,00 (0,00 (+)0,00 (-)0,00 (-) 0,03 (+)0,00
Mg (%) (+)0,21* (-)0,16 (-) 0,46 **(+)0,40** (-) 0,05 (-)0,01
2011 Ca (%) (+)0,00 (-)0,04 (-)0,02 (+)0,07 (+) 0,02 (-)0,00
Fe (mg-kg”) (+)0,12 (0,00 (-)0,18 (+)0,10 (+) 0,00 (-)0,01
Cu (mg-kg”) (-)0,01 (+)0,00 (+)0,25* (-)0,14  (+) 0,08 (-)0,06
Zn (mg-kg™) (+)0,38** (-)0,14 (-)0,08 (+)0,09 (-) 0,09 (-)0,16
Mn (mg-kg™) (+)0,12 (0,10 (-)0,35**(+)0,35* (-) 0,04 (+)0,02
B (mg-kg’) (-)0,13  (+)0,00 (+)0,07 (-)0,05 () 0,00 (+)0,07

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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Como muestra la tabla 4.55, no se encontraron regresiones lineales
significativas de los parametros de color sobre los contenidos de minerales en los
peciolos en 2009. Sin embargo, en 2010, las componentes del color C, H, L, ay CIRG
se relacionaron significativamente con el contenido de N, P, K, Cu, Zn y B en los
peciolos, mientras que L y CIRG se relacionaron con el nivel de Mg peciolar. En el afio
2011, podemos destacar las regresiones lineales significativas de C, L y a* sobre el
contenido de Mg y Mn. Se puede deducir que existe una estrecha relacion del
contenido peciolar de K, Zn, Mg y Mn con las caracteristicas cromaticas de los mostos.
No se han encontrado regresiones lineales significativas de los parametros cromaticos
del vino sobre las concentraciones de Ca y Fe en los peciolos en envero.

Como se puede observar en la tabla 4.56, existen diferencias significativas de
la luminosidad del mosto entre subzonas en 2011, siendo mayor en los puntos de
muestreo no afectados por clorosis férrica que en los cloréticos. En general el nivel de
afeccién de clorosis férrica en la zona de estudio no ha tenido una influencia
significativa sobre los parametros cromaticos del mosto, en contra de los resultados de
Bavaresco et al. (2010a), donde la deficiencia de Fe induce una reduccion de la
produccion de uva, del diametro de la baya y de la compacidad de los racimos que
redunda en un aumento de la coloracion de la uva.

Tabla 4.56. Valores medios de las coordenadas CIELAB e indice cromatico de uvas
tintas (Carrefio et al., 1995) del mosto de vendimia en areas de muestreo afectadas
(C) y no afectadas (NC) por clorosis férrica.

Parametros 2009 2010 2011
cromaticos NC C NC C NC C
(n=11) (n=11) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
C 16,9a 14,9a 11,4a 12,7a 21,8a 22,6a
H 5,84a 10,5a 31,2a 28,2a 4,96a 5,42a
L* 85,0a 86,4a 84,7a 82,3a 79,7a 75,5b
a* 16,8a 15,4a 9,78a 11,3a 21,1a 24 .9a
b* 1,65a 2,10a 5,85a 5,67a 1,69a 2,06a
CIRG 1,70a 1,67a 1,54a 1,60a 1,72a 1,78a
Dentro de un mismo afo, los valores con diferente letra son significativamente diferentes (p<0,05, test
Tukey)

Como se puede ver en la tabla 4.57, todas las coordenadas CIELAB fueron
significativamente diferentes segun el estado nutricional de fésforo en 2010 y 2011.
Asi, los mostos de las parcelas con una nutricion media de fésforo se caracterizaron
por tener una mayor cromaticidad y coordenada a*, y un menor tono, luminosidad y
coordenada b* que las parcelas con un nivel de nutricion bajo de dicho elemento.
Estos resultados son similares a los obtenidos en la composicion fendlica de las bayas
como se describe en el epigrafe siguiente, debido a que los compuestos fendlicos v,
principalmente las antocianinas son los responsables del color de los vinos (Ribéreau-
Gayon y Glories, 1987).
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Tabla 4.57. Valores medios de las coordenadas CIELAB e indice cromatico de uvas
tintas (Carrefio et al., 1995) del mosto de vendimia para areas de muestreo con
diferente estado nutricional.

Estado nutricional del vifedo
Nutriente Ano Nivel* n C H L a* b* CIRG

Bajo 8 16,4a 591a 859a 16,2a 1,51a 1,70a

2009 Medio 11 155a 11,5a 86,0a 16,0a 2,50a 1,66a

Fésforo 2010 Bajo 10 13, 7a 2455b 81,5b 12,4a 5,51b 1,64a
Medio 14 109b 344a 85,1a 8,98b 5,99a 1,52b

2011 Bajo 10 26,1a 294b 753b 26,1a 1,28a 1,75a

Medio 14 197b 6,53a 79,5a 20,8b 2,21a 1,76a

2009 Alto 8 154a 11,04a 86,0a 15,0a 2,25a 1,67a

Medio 14 16,3a 6,53a 86,0a 16,8a 1,66a 1,69a

Potasio 2010 Alto 10 10,7b 33,4a 856a 8,97b 5,70a 1,52b
Medio 14 133a 26,9 81,8b 11,86a 5,78a 1,61a

2011 Alto 10 19,7a 7,41a 809a 19,6b 2,35a 1,72a

Medio 14 240a 347b 757b 253a 148a 1,78a

2009 Alto 13 16,3a 5,93a 86,0a 16,1a 1,50a 1,70a

Medio 9 154a 114a 86,0a 16,1a 242a 1,66a
Alto 13 13,4a 26,3b 81,6b 12,0a 5,77a 1,62a
Medio 11 10,5b 34,3a 858a 8,68b 5,72a 1,51b
Alto 13 245a 3,35b 750b 259a 1,48a 1,78a

Magnesio 2010

2011 Medio 11 196a 7,15a 81,1a 19,4b 2,27a 1,72a

Alto 8 152a 10,7a 86,1a 16,1a 2,14a 1,67a

2009 Medio 8 17,0a 6,00a 855a 16,9a 1,66a 1,70a

Bajo 6 154a 7,68a 86,5a 152a 1,82a 1,69a

KIMg Alto 9 106b 34,17a 856a 8,8b 5,72a 1,52b
(peciolos) 2010 Medio 6 12,6ab 27,88b 83,2ab 11,1ab 5,76a 1,59ab
Bajo 9 13,7a 26,14b 81,0b 12,3a 5,77a 1,63a

Alto 6 17,7a 9,76a 82,1a 17,4b 2,86a 1,71a

2011 Medio 9 22,7a 3,18b 76,5b 24,4a 1,22a 1,79a

Bajo 9 246a 442b 76,7b 24,5a 1,95a 1,73a

2009 Bajo 9 158a 7,29a 86,0a 156a 1,76a 1,70a

Medio 13 16,0a 8,78a 86,0a 16,5a 1,95a 1,68a

Bajo 7 125a 28,2a 82,7a 11,0a 5,80a 1,59a

Cobre 2010 edio 17 121a 302a 836a 105a 572a 1.57a
2011 Bajo 7 247a 4,56a 74,0a 27,0a 1,24a 1,81a

Medio 17 209a 6,46a 799a 23,7a 2,16a 1,72a

2009 Alto 14 171a 6,72a 85,2a 17,6a 1,86a 1,69a

Medio 8 13,9a 10,7a 87,3a 13,5a 1,91a 1,67a

Zinc 2010 Alto 13 12,2a 285a 836a 10,8a 5,76a 1,58a
Medio 7 13,3a 28,1a 81,6a 11,8a 5,69a 1,60a

2011 Alto 13 24,0a 4,20a 77,6a 23,52 1,71a 1,73a

Medio 7 20,0a 556a 75,0a 25,3a 1,72a 1,86a

Dentro de un mismo afo, los valores con diferente letra son significativamente diferentes (p<0,05, test
Tukey)
*segun diagndstico nutricional realizado en el apartado 4.1
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En las areas de estudio con un nivel alto de nutricion potasica, la cromaticidad
y la coordenada a* fueron significativamente menores y el tono, luminosidad y
coordenada b* fueron significativamente mayores que en las areas con una nutricion
media en 2010 y 2011 (tabla 4.57). Mlikota-Gabler et al. (2009) y Obenland et al.
(2015) informaron que aplicaciones de soluciones potasicas sobre los racimos en
variedades de mesa pueden ser interesantes para mejorar el color de las uvas.

En las subparcelas con un nivel medio de nutricibn magnésica, el mosto se
caracterizd por tener una menor cromaticidad y coordenada a* y un mayor tono,
luminosidad y coordenada b* que las parcelas con un nivel alto de nutricion de dicho
elemento en 2010 y 2011 (tabla 4.57). En las zonas de estudio con un nivel alto de la
relacion K/Mg, la cromaticidad y la coordenada a* fueron significativamente menores y
el tono, luminosidad y coordenada b* fueron significativamente mayores que en las
areas con una nivel de la relacién K/Mg baja en 2010 y 2011. Como hemos
manifestado anteriormente, estos resultados pueden estar relacionados por la carencia
de Mg inducida por el desequilibrio provocado por el antagonismo de K 'y Mg a favor
del primero, relacionado con un mayor tamafo de las bayas (mayor relacion
pulpa/hollejo), y por lo tanto con mostos de menor coloracién.

No se han detectado diferencias significativas de los parametros cromaticos del
mosto en funcién del nivel de nutricion de Cu y Zn en ninguno de los afios de estudio
(tabla 4.57).

4.4.2.3.- Madurez fenélica de las bayas

Los compuestos fendlicos de la uva contribuyen al color, sabor, textura y
astringencia del vino, y a sus propiedades antioxidantes (Teixeira et al. 2013). La
concentraciéon de fenoles totales en la baya aumenta lentamente durante la
maduracién hasta que se alcanza un maximo una o dos semanas antes de la
vendimia, segun la variedad, las condiciones climaticas, el estado nutricional y las
practicas culturales (Downey et al. 2006). La concentracion de taninos y fenoles
sintetizados durante el desarrollo de las uvas, disminuye durante el periodo de
maduracién (Ojeda et al. 2002).

El indice de madurez celular (diferencia entre el potencial total de antocianos y
los facilmente extraibles) disminuye a lo largo de la maduracién, indicando un aumento
de la extractabilidad de los antocianos (Glories y Augustin, 1993; Saint-Criq et al.,
1998). Algunos autores sefialan que la facilidad con la que se extraen los antocianos
esta relacionada con la degradacién progresiva de las estructuras celulares de los
hollejos por la actividad de pectinasas enddgenas, lo que esta relacionado con el
grado de madurez de las uvas (Glories y Augustin, 1993; Saint-Criqg et al., 1998). Por
otra parte, la facilidad de extraccién de los antocianos tiene una fuerte componente
varietal, poco afectada por las condiciones agroclimaticas (Romero-Cascales et al.,
2005; Ortega-Regules et al., 2006).
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Glories y Augustin (1993) y Saint-Criq et al. (1998) consideran interesante el
indice de madurez de las pepitas, expresado como la proporcion de taninos de la
semilla sobre el contenido fendlico total de la uva. Los valores son decrecientes a lo
largo de la maduracién de la uva debido a una menor solubilizaciéon de los taninos de
las semillas como consecuencia del aumento en el grado de polimerizacion de estas
moléculas durante la maduracién (Saint-Crig et al., 1998; Gonzalez-Neves et al.,
2010).

En la tabla 4.58 se recogen las medias y coeficientes de variaciéon de diferentes
componentes de la madurez fendlica de las bayas en el conjunto de las zonas de
estudio en los tres afios de seguimiento. El indice de madurez de las pepitas ha
mostrado el menor coeficiente de variacion, mientras que el indice de madurez celular
mostré el mayor coeficiente. El contenido fendlico total, antocianos totales y
antocianos facilmente extraibles mostraron un coeficiente de variacién similar. De
estos resultados se puede deducir que la alta variabilidad de los diferentes
componentes del suelo de las areas de estudio descrita en el apartado 4.1.1, que
provoca diferente grado de afeccion de clorosis férrica y del estado nutricional en
general, se ha traducido en una alta variabilidad en el contenido y extractabilidad de
los antocianos del hollejo entre las subparcelas estudiadas. Ademas, Catalina et al.
(2011a) han mostrado que la variacién en el contenido fendlico de la uva en la zona de
estudio esta estrechamente relacionada con el estado hidrico de los vifiedos.

Tabla 4.58. Valores de parametros de madurez fendlica de las bayas en el
conjunto de las zonas de vifiedo en los tres afios de seguimiento.

Madurez Coeficiente de

fenolica Minimo Maximo Media variacion (%)

CFT 17,0 46,8 25,9 26
Ano 2009 AFE 287 536 444 15
(n=22) ANT 545 1317 957 20

IMC 11,1 70,3 52,1 23

IMP 42,5 69,5 52,9 15

CFT 32,3 46,7 38,2 10
Ano 2010 AFE 489 829 687 14
(n=24) ANT 902 1818 1201 17

IMC 27,8 57,6 421 19

IMP 429 59,5 51,8 9

CFT 55,3 85,7 66,9 11
Ano 2011 AFE 506 960 664 17
(n=24) ANT 669 1129 920 15

IMC 13,6 42,6 26,4 30

IMP 68,2 77,9 73,6 4

CFT: Contenido en fenoles totales; AFE: Antocianos facilmente extraibles (mg malvidina-kg™'); ANT:
Antocianos totales(mg malvidina-kg™"); IMC: indice de madurez celular; IMP: indice de madurez de las
pepitas.
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RESULTADOS
Y DISCUSION

Los resultados muestran un valor notablemente mayor del contenido en
compuestos fendlicos totales (CFT) en 2011 que en 2009 y 2010 (tabla 4.58). El
contenido en antocianos facilmente extraibles (AFE) fue menor en 2009, mientras que
la acumulacioén de antocianos totales fue sensiblemente mayor en 2010 que en 2009 y
2011. En el ano 2011 se registré el menor indice de madurez celular y el mayor indice
de madurez de las pepitas, lo que se traduce en una menor extractabilidad de los

antocianos del hollejo y un mayor nivel fenélico de las pepitas, poco deseable.

Tabla 4.59. Coeficiente de determinacién (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametros de madurez fendlica de las bayas sobre el contenido en

arcilla, carbonatos totales (CT) y concentracién de elementos minerales en el suelo.

Composicion del suelo’ CFT AFE ANT IMC IMP
Arcilla (%) (+) 0,01 (+) 0,08 (+) 0,09 (+) 0,01 (-) 0,01
CT (%) (+) 0,03 (+) 0,15 (-) 0,06 (-) 0,21 (-) 0,03
P (mg-kg™) (-) 0,11 (-) 0,11 (-) 0,27 * (-) 0,04 (-) 0,01
K (meq-100g™) (-) 0,07 (-) 0,10 (+) 0,00 (+) 0,05 (-) 0,00
2009 Mg (meq-100g™) (+) 0,04 (+) 0,03 (+) 0,15 (+) 0,06 (+) 0,00
Ca(meq-100g”") (+) 0,02 (+) 0,00 (+) 0,12 (+) 0,06 (+) 0,00
Fe (mg-kg™) (-) 0,03 (-) 0,02 (-) 0,11 (-) 0,07 (-) 0,00
Cu (mg-kg™) (-) 0,23 (-) 0,26 (-) 0,03 (+) 0,05 (+) 0,00
Zn (mg-kg™) (-) 0,14 (-) 0,11 (-) 0,16 (-) 0,00 (-) 0,00
Mn (mg-kg™) (-) 0,05 (-) 0,21 (+) 0,05 (+) 0,20 (+) 0,04
Arcilla (%) (+) 0,15 (+) 0,21 * (+) 0,02 (-) 0,08 (-) 0,08
CT (%) (+) 0,06 (+) 0,05 (+) 0,00 (-) 0,02 (-) 0,00
P (mg-kg™) (-) 0,00 (-) 0,02 (+) 0,00 (+) 0,05 (+) 0,05
K (meq-100g™") (-) 0,02 (+) 0,01 (-) 0,00 (-) 0,02 (-) 0,14
2010 Mg (meq-100g™) (+) 0,01 (+) 0,09 (+) 0,01 (-) 0,02 (-) 0,09
Ca(meq-100g”") (+) 0,04 (+) 0,07 (-) 0,00 (-) 0,09 (-) 0,04
Fe (mg-kg™) (-) 0,00 (-) 0,08 (+) 0,04 (+) 0,13 (+) 0,14
Cu (mg-kg™) (+) 0,40 ** (+) 0,06 (+) 0,00 (-) 0,01 (+) 0,06
Zn (mg-kg™) (+) 0,00 (-) 0,02 (+) 0,00 (+) 0,08 (+) 0,04
Mn (mg-kg™) (+) 0,01 (+) 0,05 (+) 0,01 (-) 0,01 (-) 0,08
Arcilla (%) (+) 0,16 (+) 0,42 ** (+) 0,43 ** (-) 0,01 (-) 0,36 **
CT (%) (+) 0,13 (+) 0,26 * (+) 0,29 * (-) 0,00 (-) 0,21 *
P (mg-kg™) (-) 0,05 (-) 0,13 (-) 0,33 ** () 0,07 (+) 0,12
K (meq-100g™") (-) 0,30 * (-) 0,16 (-) 0,23 * (-) 0,01 (+) 0,00
2011 Mg (meq-100g™) (+) 0,00 (+) 0,12 (+) 0,26 * (+) 0,03 (-) 0,26 *
Ca(meq-100g”") (-) 0,17 (-) 0,04 (-) 0,12 (-) 0,04 (-) 0,02
Fe (mg-kg™) (+) 0,01 (-) 0,04 (-) 0,07 (-) 0,00 (+) 0,18
Cu (mg-kg™) (-) 0,09 (-) 0,21 * (-) 0,18 (+) 0,02 (+) 0,18
Zn (mg-kg™) (-) 0,07 (-) 0,16 (-) 0,15 (+) 0,01 (+) 0,14
Mn (mg-kg™) (-) 0,14 (-) 0,12 (-) 0,23 * (-) 0,02 (+) 0,02

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
CFT: Contenido en fenoles totales; AFE: Antocianos facilmente extraibles (mg maIvidina-I'1); ANT:
Antocianos totales (mg malvidina-l'1); IMC: indice de madurez celular; IMP: indice de madurez de

las pepitas.

'Método de extraccion: Arcilla (ISSS); Carbonatos totales (Bernard); P (Olsen); K, Ca y Mg (Acetato de
amonio); Fe, Cu, Zny Mn (DTPA)
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Como muestra la tabla 4.59, hubo una regresién lineal significativa negativa de
la concentracién de ANT sobre el contenido de P en el suelo en el afio 2009 y positiva
del nivel de AFE sobre el porcentaje de arcilla en el afio 2010. En el afo 2011, los
contenidos de AFE y ANT se relacionaron significativamente de forma positiva e IMP
de forma negativa con el porcentaje de arcilla y el contenido en carbonatos totales en
el suelo. Ademas, podemos destacar las relaciones de la concentracion de ANT
significativamente negativas con el nivel de P, Ky Mn, y positivas con el nivel de Mg
en el suelo. No se han encontrado regresiones lineales significativas de los parametros
de madurez fendlica de las bayas sobre los contenidos de Ca y Fe en el suelo.

Al igual que las componentes del color, el contenido de AFE en 2010y CFT y
AFE en 2011 se relacionaron de forma positiva con el contenido de arcilla (tabla 4.59).
Aunque como se ha descrito en el epigrafe 4.2.1., tanto el contenido en arcilla como el
de carbonatos totales presentes en los suelos clorosantes disminuyen el rendimiento
de los vifiedos debido a la reduccién de la concentraciéon de clorofila en la hoja y de la
capacidad fotosintética de las plantas, esta tiene un efecto positivo sobre el contenido
fendlico de las bayas, modificando el color de los mostos.

La mayoria de las relaciones comentadas para los contenidos en antocianos en
2011 también se dieron para la concentracion de SST e IPT de los mostos. Debido al
hecho de que los azucares son un regulador positivo de la biosintesis de compuestos
fendlicos, en particular flavonoides (Solfanelli et al., 2006), altos niveles de azucares
van acompafados de altos niveles de flavonoides.

Como se puede ver en la tabla 4.60, se ha obtenido una regresion lineal
significativa con pendiente positiva de la concentracién de AFE y negativa del IMC
sobre el contenido de Mg peciolar en el afio 2009. En el afio 2010, CFT se relacion6
significativamente de forma negativa con el nivel de Ky Zn, el contenido de AFE con el
nivel de Zn y los contenidos de CFT, AFE y ANT con el nivel de B en los peciolos. No
obstante, Song et al., (2015) observaron que tratamientos foliares del vifiedo con Zn
aumentaban la acumulacion de sélidos solubles totales, fenoles totales, flavonoides,
flavonoides, taninos y antocianinas en la piel de la uva. Sin embargo, aun no se ha
dilucidado como los genes de la via de biosintesis de compuestos fendlicos y genes
reguladores relacionados responden a diferentes concentraciones de sulfato de zinc
rociado sobre la vegetacion. En cuanto a los resultados de 2011, se puede destacar
las relaciones positivamente significativas de los niveles de CFT y AFE con el
contenido de Mg y Mn peciolar, relaciones que también se han dado para los
contenidos en el suelo, confirmando la influencia de la nutricibn de ambos elementos
en la calidad de la vendimia. Similares resultados se han obtenido para las
componentes del color como se ha visto en el epigrafe anterior. Esto demuestra la
estrecha relacion del contenido peciolar de K, Zn, Mg y Mn con el contenido fendlico y
las caracteristicas cromaticas de los mostos.

No se han encontrado regresiones lineales significativas de los parametros de
madurez fendlica de las bayas sobre las concentraciones de N, Ca y Fe en los
peciolos en envero. Apenas se han dado coincidencias de las relaciones significativas
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encontradas de la composicion fendlica de las uvas sobre los minerales contenidos en
el suelo y los peciolos.

Tabla 4.60. Coeficiente de determinacion (R?), nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametros de madurez fendlica de las bayas sobre el contenido de
nutrientes minerales en los peciolos.

Nutrientes peciolos CFT AFE ANT IMC IMP
N (%) (+) 0,04 (+) 0,17 (+) 0,04 (-) 0,05 (+) 0,03
P (%) (+) 0,01 (+) 0,01 (+) 0,04 (+) 0,01 (+) 0,00
K (%) (-) 0,01 (+) 0,00 (+) 0,09 (+) 0,08 (-) 0,01
Mg (%) (+) 0,09 (+) 0,29 ** (-) 0,01 (-) 0,26 * () 0,01
2009 Ca (%) (+) 0,01 (+) 0,03 (-) 0,07 (-) 0,16 (-) 0,00
Fe (mg-kg”') (-)0,14 (-) 0,11 (-) 0,18 (-) 0,05 (-) 0,01
Cu (mg-'kg”’) (-) 0,01 (-) 0,05 (-) 0,01 (+) 0,01 (+) 0,00
Zn (mg-kg™) (+) 0,00 (+) 0,00 (-) 0,00 (-) 0,02 (+) 0,01
Mn (mg-kg') (+) 0,00 (+) 0,12 (+) 0,00 (-) 0,08 (-) 0,04
B (mg-kg™) (+) 0,06 (+) 0,05 (+) 0,00 (-) 0,03 (+) 0,02
N (%) (-) 0,18 (-) 0,18 (-) 0,01 (+) 0,07 (+) 0,03
P (%) (-) 0,13 (-) 0,09 (-) 0,08 (-) 0,01 (+) 0,01
K (%) (-) 0,20 * (-) 0,04 (-) 0,03 (-) 0,00 (-) 0,03
Mg (%) (+) 0,04 (+) 0,03 (+) 0,03 (+) 0,00 (-) 0,00
2010 Ca (%) (-) 0,10 (-) 0,09 (-) 0,17 (-) 0,03 (+) 0,04
Fe (mg-kg”’) (-) 0,00 (-) 0,02 (+) 0,00 (+) 0,00 (+) 0,01
Cu (mgkg') (-) 0,06 (-) 0,17 (-) 0,00 (+) 0,13 (+) 0,17
Zn (mg-kg”) (-)0,52* (-) 0,36 * (-) 0,04 (+) 0,13 (+) 0,03
Mn (mg-kg') (-) 0,02 (+) 0,00 (+) 0,00 (-) 0,00 (-) 0,05
B (mg-kg™) (+)0,28* (#)0,29* (+)0,20* (+) 0,00 (-) 0,06
N (%) (-) 0,01 (+) 0,00 (-) 0,17 (-) 0,18 (-) 0,02
P (%) (-) 0,02 (-) 0,05 (-) 0,14 (-) 0,04 (+) 0,05
K (%) (+) 0,00 (+) 0,02 (-) 0,01 (-) 0,18 (-) 0,02
Mg (%) (+) 0,26 * (+)0,27 * (+)0,33* (+) 0,01 (-) 0,10
2011 Ca (%) (+) 0,01 (+) 0,01 (-) 0,06 (-) 0,08 (+) 0,00
Fe (mg-kg”) (+)0,12 (+) 0,02 (+) 0,02 (+) 0,01 (+) 0,02
Cu(mgkg”) (-)021* (-)0,13 (-) 0,05 (+) 0,04 (+) 0,01
Zn (mg-kg”’) (+) 0,15 (+) 0,03 (+) 0,19 (+) 0,14 (+) 0,02
Mn (mg-kg') (+)0,20* (+)0,20* (+) 0,33 ** (+) 0,02 (-) 0,14
B (mg-kg™) (-) 0,06 (-) 0,04 (-) 0,03 (-) 0,00 (+) 0,00

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
CFT: Contenido en fenoles totales; AFE: Antocianos facilmente extraibles (mg malvidina-I'");
ANT: Antocianos totales (mg malvidina-l'1); IMC: indice de madurez celular; IMP: indice de
madurez de las pepitas.

La tabla 4.61 muestra los resultados del analisis factorial de la varianza donde
se han evaluado los efectos aditivos y de interaccion de la clorosis férrica con el nivel
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nutricional de otros elementos, tomando como base la clasificacion de subzonas
realizada en los apartados4.3.3 y 4.1 respectivamente. La influencia de la clorosis
férrica sobre los parametros de la madurez fendlica de las bayas solo ha resultado
estadisticamente significativa para el contenido en ANT.

Tabla 4.61. Valores de la F de Fisher y nivel de significacion del analisis factorial de la
varianza (ANOVA) de los parametros de madurez fendlica de las bayas en funcién del
nivel de afeccién de clorosis férrica (CF) y el nivel nutricional de diversos nutrientes
(nt), segun diagnaostico realizado en los apartados 4.2.3 y 4.1 respectivamente.

Nutriente Parametros Modelo CF nt CF xnt
CFT 1,51 2,78 2,77 1,72
2009 AFE 0,54 0,11 1,32 0,52
ANT 4,39 * 589 * 0,19 3,86
CFT 1,40 0,12 0,32 2,79
nt=P 2010 AFE 0,87 0,16 0,94 0,93
ANT 0,14 0,16 0,35 0,00
CFT 0,69 1,04 0,16 0,16
2011 AFE 2,28 0,23 4,14 0,00
ANT 2,09 0,22 2,82 1,38
CFT 0,44 0,09 1,26 0,08
2009 AFE 1,16 0,01 0,23 2,61
ANT 1,92 449 * 0,01 0,77
CFT 1,03 0,04 2,65 0,10
nt=K 2010 AFE 1,36 0,63 2,41 1,30
ANT 0,93 0,10 2,45 0,47
CFT 3,74 * 0,45 8,40 ** 0,02
2011 AFE 3,05 0,60 6,30 * 0,50
ANT 412 * 0,09 10,67 ** 0,70
CFT 1,08 0,02 1,38 1,91
2009 AFE 2,54 0,10 4,03 3,79
ANT 3,29 * 7,25 * 0,04 4,06
CFT 0,91 0,27 2,50 0,03
nt = Mg 2010 AFE 1,47 1,68 4,27 0,06
ANT 2,49 0,86 4,60 * 3,21
CFT 3,17 * 0,00 574 * 0,63
2011 AFE 4,74 * 0,12 10,95 ** 0,22
ANT 4,75 * 0,67 12,78 ** 0,36
CFT 2,40 0,14 1,06 545 *
2009 AFE 5,65 ** 0,01 6,38 * 8,65 **
ANT 3,40 * 519 * 1,29 2,63
CFT 1,47 0,57 0,98 4,14
nt=Cu 2010 AFE 0,77 1,12 1,99 1,56
ANT 6,86 ** 7,76 * 1553 ** 16,23 **
CFT 11,47 ** 448 * 30,02 *** 555 *
2011 AFE 6,66 ** 0,56 14,34 ** 0,25
ANT 2,53 0,34 592 * 0,22

CFT: Contenido en fenoles totales; AFE: Antocianos facilmente extraibles(mg malvidina-I"); ANT:
Antocianos totales(mg maIvidina-I'1)
Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001
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La incidencia del nivel nutricional de fésforo no ha sido estadisticamente
significativa para ningun parametro de la madurez fendlica. Los niveles nutricionales
de Ky Mg afectaron significativamente a la concentracion en CFT, AFE, ANT en el afio
2011. La incidencia del nivel nutricional del Cu y la interaccion de este con la clorosis
férrica fueron significativas para el contenido en AFE en 2009 y 2011. Por ultimo, en el
afio 2010, la afeccion de la clorosis férrica y el estado nutricional de Cu mostraron un
efecto de interaccion sobre el nivel en ANT en 2010 y sobre CFT en 2011. El andlisis
factorial de la varianza no se ha realizado para el Zn porque no han resultado grupos
suficientes para ello. Asi, no hay subparcelas no afectadas por clorosis férrica con un
nivel medio de nutricién de Zn simultaneamente.

Como se puede ver en la tabla 4.61, la influencia de la clorosis férrica sobre los
parametros de la madurez fendlica solo ha resultado estadisticamente significativa
para la concentracion de ANT. La tabla 4.62 muestra como ANT e IMC fueron
significativamente mayores en los puntos de muestreo con plantas sanas que en las
subparcelas afectadas por clorosis férrica en 2009. En la campafia de 2011, sin ser las
diferencias significativas al 5%, la tendencia fue distinta, registrandose los valores mas
elevados de CFT, ANT y AFE en las parcelas afectadas por clorosis férrica debido
probablemente a la mayor proporcion hollejo/pulpa como consecuencia de la
reduccion de tamafo de las bayas (tabla 4.43), en consonancia con los resultados
obtenidos por Martin et al. (2007b).

Tabla 4.62.Valores medios de la composicion fendlica de las bayas en areas de
muestreo afectadas (C) y no afectadas (NC) por clorosis férrica.

Madurez 2009 2010 2011
NC C NC C NC C

fenodlica (n=11) (n=11) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
CFT 25,5a 26,2a 37,6a 38,4a 65,0a 69,2a
AFE 441a 447a 689a 685a 631a 703a
ANT 1041a 873b 1190a 1208a 891a 949a
IMC 57a 47b 41a 43a 27a 25a
IMP 53a 52a 51a 52a 74a 73a

CFT: Contenido en fenoles totales; AFE: Antocianos facilmente extraibles (mg malvidina-I"'); ANT:
Antocianos totales (mg malvidina-l'1); IMC: indice de madurez celular; IMP: indice de madurez de las
pepitas.

En un mismo afio, los valores con diferente letra son significativamente diferentes (p<0,05, test Tukey)

En uvas, una incipiente deficiencia de hierro provoca una depresién de la
actividad peroxidasa, aumenta la concentracion de trans-resveratrol (compuesto
estilbénico) y promueve la acumulacion de antocianinas y polifenoles en el fruto
(Sijmons et al., 1985; Bavaresco et al, 2010a). Bavaresco et al. (2005) observaron un
aumento del porcentaje de antocianinas en el peso fresco de la baya de plantas
cloréticas frente a plantas sanas, indicando que en las vides afectadas por clorosis
puede haberse visto afectado de algun modo la biosintesis de estos compuestos. Los
mecanismos bioquimicos implicados no estan claros, pero se puede especular que,
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formando parte el hierro de los constituyentes de las enzimas implicadas en la sintesis
de la lignina, la deficiencia de hierro puede cambiar la via shikimato hacia otros
compuestos fendlicos incluyendo antocianinas. En investigaciones en la misma zona
de estudio llevados a cabo por Catalina et al. (2011a) se observé que el contenido
fendlico total de las uvas estuvo mas influido por el estado hidrico que por los niveles
de asimilacién de hierro.

Como se observa en la tabla 4.63, los valores de CFT, AFE y ANT fueron
significativamente diferentes segun el estado nutricional de fésforo, potasio, magnesio
y cobre en 2011. Asi, las uvas de las subparcelas con un nivel de nutricion medio de
fosforo se caracterizaron por tener un menor contenido de antocianos que las parcelas
con un nivel bajo de nutricion de dicho elemento. La concentracion de compuestos
fendlicos aumenta en las uvas de plantas deficientes en P (Deldaldechamp et al.,
1995), siendo la acumulacion de antocianinas en hojas un sintoma tipico de plantas
deficientes en P (Marschner, 1995). Ademas, se ha demostrado que el exceso de P
puede inhibir la induccién de la actividad fenilalanina amoniaco-liasa y chalcona
sintasa y puede conducir a una reduccion del contenido de antocianinas en las células
de plantas de vid (Kakegawa et al. 1995). Sin embargo, Schreiner et al., (2014)
observaron que diferentes niveles de fertilizacion fosférica no alteraban la composicion
fendlica de las bayas.

Los valores de CFT, AFE y ANT en el afo 2011 fueron significativamente
mayores en las subzonas con un nivel medio de nutricion potasica que en las parcelas
con un nivel alto de nutricibn de dicho elemento. En las otras dos campafas la
tendencia fue similar pero las diferencias no fueron significativas al 5%. Morris et al.
(1980), Morris et al. (1982), Dundon (1984) y Schreiner et al. (2014) encontraron que la
fertilizacién potasica por encima de los niveles adecuados no tenia ningun efecto
positivo sobre el contenido de polifenoles totales en la uva y no observaron mejoria en
el color. Por su parte, Schreiner et al. (2014) manifestaron que el estrés nutricional de
K no alteraba la composicion fendlica de la uva.

Por el contrario, las uvas de las subparcelas con un nivel medio de nutricion
magnésica se caracterizaron por tener un menor CFT que las subparcelas con un nivel
alto de nutricidon de dicho elemento en 2011. En las otras dos campanias la tendencia
fue similar pero las diferencias no fueron significativas al 5%. Los valores de CFT, AFE
y ANT en el afio 2011 fueron significativamente menores en las subzonas con una alta
relacion K/Mg en los peciolos (carencia inducida de Mg) que en las parcelas con un
nivel medio y bajo de relaciéon K/Mg. Majer et al. (2004) observé que la aplicacion de
fertilizantes magnésicos afectan de una manera positiva el contenido fendlico de las
bayas, mientras que Zatloukalova et al., (2014) no observaron diferencias en la
composicion de las bayas entre tratamientos de Mg. Ruhl et al. (1992) y Trolove et al.
(2008) encontraron que la deficiencia de Mg no afectaba la calidad de la baya. Se ha
detectado una relacion negativa entre el contenido en K en el suelo y los peciolos, y el
ratio K/Mg en el suelo, y la concentracion de Mg peciolar (epigrafe 4.1.2), en
consonancia con trabajos de Gluhi¢ et al. (2009) en suelos calcareos.
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Tabla 4.63. Valores medios delos parametros de madurez fendlica
de las bayas para areas de muestreo con diferente estado
nutricional.

Estado nutricional del vinedo
Nutriente Ano Nivel* n CFT AFE ANT
Bajo 8 26,3a 454a 929a

2009 \edio 11 242a  420a  951a

. Bajo 10  39,1a _ 712a  1176a
Fosforo 2010 \edio 14  372a  663a  1226a
017 Baio 10 697a  740a  997a

Medio 14 657a  621b  869b

009 Alto 8  238a  459a 1013a

Medio 14 271a  436a  925a

. Alto 10 364a  649a 1118a
Potasio 2010 yedio 14 393a 7132 1257a
011 Alto 10 62,1b 599  816b

Medio 14 71,0a 719a 990a

2009 Alto 13 27,2a 465a 943a

Medio 9  239a  413a  978a

. Alto 13 39,2a _ 715a  1262a
Magnesio 2010 Medio 11 366a  646a  1110a
011 Alto 13 711a _ 737a__1001a

Medio 11 628>  591b  822b

Alto 8  240a  449a  993a

2009 Medio 8  249a 417a  967a

Bajo 6 29,6a 473a 897a

KM Alto 9  365a  655a  1125a
(pec?olos) 2010 Medio 6  389a  720a 1302a
Bajo 9 39,1a 691a 1190a

Alto 6 6100  572b 767D

2011 Medio 9  70,7a  724a  972a

Bajo 9 672a 666a 971a

2000 BAIO 9  279a  482a  983a

Medio 13 245a  417b  940a

Bajo 7 382a  710a  1292a

Cobre 2010 Medio 17  381a 6752 1152a
017 Baio 7 747a  781a  1021a

Medio 17 633b  610b  866b

009 Alto 14 264a  449a _ 990a

Medio 8 249a  434a  901a

. Alto 13 37,32 674a  1240a
Zinc 2010 yedio 7 398a 7132 1226a
2011 Alto 13 67,2a 671a 959a

Medio 7 69,5a 711a 928a
CFT: Contenido en fenoles totales; AFE: Antocianos facilmente extraibles(mg
malvidina-I'"); ANT: Antocianos totales(mg malvidina-I")
Dentro de un mismo afo, los valores con diferente letra son significativamente
diferentes (p<0,05, test Tukey)
*segun diagndstico nutricional realizado en el apartado 4.1
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Las uvas de las parcelas con un nivel bajo de nutricién de Cu se caracterizaron
por tener un mayor CFT que las parcelas con una nutricion media de dicho elemento
(tabla 4.63). Por el contrario, como se ha descrito en el capitulo 4.4.1., en las areas de
estudio con déficit de Cu, el rendimiento y sus componentes fueron significativamente
menores que en las areas con una nutricion adecuada en el afio 2011. Asi pues, el
mayor rendimiento, y especialmente el mayor tamano de la baya (aumento de la
relacion pulpa/hollejo) obtenido en las subparcelas con un nivel medio de nutricion de
Cu ha provocado un efecto de “dilucion” de los compuestos fendlicos en las uvas. Por
otro lado, en 2009 y 2011, el analisis factorial de la varianza de AFE ha mostrado un
efecto de interaccién entre el nivel nutricional de Cu y la incidencia de la clorosis
férrica (tabla 4.61).En las subparcelas afectadas por clorosis férrica, los valores de
AFE fueron significativamente mayores en las areas de estudio con un nivel nutricional
bajo de Cu que en las que tienen un nivel medio (afios 2009 y 2011). Este mismo
resultado se ha dado para las subparcelas no cloréticas en 2011 (figura 4.23). Chen et
al. (2004b) han observado que la deficiencia de Fe podria estimular la asimilacion y
acumulacion de Cu en Commelina communis, y viceversa, constatando que tanto la
deficiencia de Cu como la de Fe inducen la actividad de quelato-Fe(lll) reductasa en
las raices. La relacion entre estos nutrientes ha sido confirmada por muchos estudios
con plantas deficientes en Fe, donde la clorosis fue menos evidente si las soluciones
eran también deficiente en Cu. (Russo et al., 2010).Todo esto demuestra que existe
una relacion fisiolégica entre el metabolismo de Fe y Cu.

2009 2010 2011

B Nivel nutricional
bajo de Cu

a a O Nivel nutricional
b b medio de Cu

600 -|

450 -

300 -

Antocianos facilmente extribles
o

150 -

NC C NC C NC C

Figura 4.23.Contenido en antocianos facilmente extraibles de la baya en las areas de
estudio afectadas (C) y no afectadas por clorosis férrica (NC), en funcién del nivel
nutricional de cobre.

No se han detectado diferencias significativas del contenido fendlico de las
uvas en funcion del nivel de nutriciéon de Zn en ninguno de los afios de estudio (tabla
4.63).
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4.5.- UTILIZACION DEL CONTENIDO FOLIAR DE PIGMENTOS Y
PARAMETROS DE FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA PARA
LA ESTIMACION DEL VIGOR, RENDIMIENTO Y POTENCIAL
ENOLOGICO DE VINEDOS CON DIFERENTE ESTADO
NUTRICIONAL.

En los capitulos anteriores se han estudiado, por un lado, los efectos del
estado nutricional del vifiedo sobre la concentracion de pigmentos foliares y los
parametros de fluorescencia de la clorofila. Por otro lado, se ha valorado la influencia
del estado nutricional sobre el desarrollo vegetativo, rendimiento de las cepas y la
composicion de la uva. En este capitulo, se analizara la viabilidad en la utilizacion de
las concentraciones de pigmentos foliares y los parametros de fluorescencia de la
clorofila para evaluar el comportamiento agronémico y el potencial enolégico de los
vifiedos con diferente estado nutricional, para su aplicaciéon en viticultura de precision.

En numerosos trabajos se ha puesto de manifiesto que la disminucién del
contenido foliar de pigmento y de la actividad fotosintética asociada a la carencia de
hierro (Bavaresco et al., 2005; Martin et al., 2007a) modifican la productividad del
vifiedo y la calidad de la uva. Por esta razén, las medidas de la fluorescencia de la
clorofila, como estimadoras del rendimiento fotosintético podrian servir para estimar el
potencial productivo y de calidad en vifiedos afectados por clorosis férrica.

Los avances en la investigacion sobre la utilizacion de parametros de la
fluorescencia de la clorofila para la deteccion de estrés nutricional en los ultimos afios
son importantes. Asi, algunos autores han mostrado resultados favorables al uso de
estos parametros como indicadores de deficiencias nutricionales en diferentes cultivos
(Stark et al., 2000; Shmidts-Eiberger et al., 2002; Mallicka y Mohn 2003; Baker y
Rosenqvist, 2004; Huang et al., 2004; Wang y Jin, 2005; Spagilova y Safrankova,
2011; Martinez-Penalver et al., 2011).

4.5.1.- Parametros de vigor

De las componentes del vigor, solo el nimero medio de sarmientos por m?se
relaciond con los pigmentos foliares medidos en cuajado, siendo la relacion negativa
con la concentracion de antocianinas en 2009 y con el contenido en clorofila y
antocianinas en 2011 (tabla 4.64).

El peso de la madera de poda se relacion6 de forma positiva con la asimilacion
neta y la conductancia estomatica en el cuajado de 2011. Ademas, PMS se relacion6
significativamente con la asimilacién neta en el cuajado de 2011 (tabla 4.64). En
definitiva, los contenidos de pigmentos de las hojas tienen una mayor relacién con el
numero de brotes de las vides, mientras que los parametros de intercambio de gases y
de la fluorescencia de la clorofila en el cuajado tienen una fuerte relacion con el peso
medio de los sarmientos y el peso de la madera de poda. Es comunmente aceptado
que la disminucién del vigor en los suelos clorosantes (alto contenido en carbonatos)
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se puede explicar por la disminucion de la capacidad fotosintética de las plantas
debido a la carencia de hierro (Hurley et al., 1986; Bavaresco y Poni, 2003; Bertamini y
Nedunchezhian, 2005; Bavaresco et al., 2006). Es de destacar que no se han
observado regresiones significativas de las componentes del vigor con los contenidos
de pigmentos de las hojas y los niveles de intercambio de gases medidos en envero,
por lo que en este estudio solo serian utiles las medidas de cuajado para la estimacion
del vigor.

De las regresiones lineales de los parametros de vigor de los vifiedos sobre las
variables de fluorescencia de la clorofila en cuajado (tabla 4.64), se pueden destacar
los coeficientes de determinacion significativos de PMS y NMS en 2010, y sobre todo
en 2011. En cuanto a los parametros monitorizados en el envero, se encontré una
regresion lineal significativamente positiva de PMP sobre Fm, Fv y NPQ en 2010. En
2011, PMP y PMS se relacionaron significativamente de forma positiva con Fm y Fv
(tabla 4.65). Cuanto mayor sea el valor de Fv, mayor sera la capacidad del PSII para
realizar los procesos fotoquimicos primarios y, en consecuencia, mayor sera la
capacidad de asimilacién de CO, en la fotosintesis (Baker y Rosenqvist, 2004). En el
presente trabajo, el aumento del vigor de las plantas pudo ser la consecuencia de una
mayor capacidad de disipacion de la energia capturada por el PSIl en forma de calor
(apagado no fotoquimico, NPQ).

En definitiva, las medidas de fluorescencia realizadas en el estado fenologico
de cuajado del fruto estimaron mejor el nimero medio de sarmientos por m’mientras
que el peso de la madera de poda se correlaciona mejor con las medidas en envero.
Los parametros de fluorescencia de la clorofila medidos en condiciones de iluminacion
son mejores indicadores del nimero medio de sarmientos por m? que el contenido en
clorofila foliar con coeficientes de determinacién (R?) son claramente mayores (tabla
4.64 y 4.65). En cuanto a las medidas realizadas en el envero, solo Fm, Fv y NPQ se
han relacionado con el peso de la madera de poda y el peso medio de los sarmientos.

Los contenidos de carbonatos totales del suelo y los niveles de K, Mg y Mn se
han relacionado significativamente con el contenido en clorofila foliar (ejercen una
importante influencia en la afeccion de la clorosis férrica) y los parametros de
fluorescencia de la clorofila, tal como se ha descrito en los epigrafes 4.2.1 y 4.3.1. El
peso de la madera de podase ha relacionado también de forma negativa con el
contenido en carbonatos totales y positiva con el nivel nutricional de potasio en el afio
2011, tal y como se ha descrito en el capitulo anterior. Los suelos clorosantes de la
zona se caracterizan por tener un elevado contenido en carbonatos totales y un alto
porcentaje de arcilla, lo que esta relacionado a su vez con un nivel de K alto en el
suelo. De hecho, en el apartado 4.3.1., se han observado relaciones negativas del
contenido de carbonatos totales y positivas del K presente en el suelo con An, Fm, Fv,
Fv/Fm y Fo/Fv en el cuajado.

La figura 4.24 muestra el primer plano factorial del andlisis de componentes
principales (ACP) realizado con los parametros de la fluorescencia de la clorofila
medidos en envero. Se representan las variables y las subzonas con peso de la
madera de poda alto y bajo.
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En 2009, los ejes de los dos primeros componentes principales explican el
88,07% de la variacién. La componente principal 1 (64,25%) mostré una correlacion
negativa con P, NPQ y Fo/Fv y una correlacion positiva con el resto de variables. La
componente principal 2 mostré una correlacién positiva con gP y ®PSIl y una
correlacion negativa con Fo/Fv.

En 2010, las dos primeras componentes principales explicaron el 79,24% de la
variacién. La componente principal 1 (51,17) se correlacion6 positivamente con las
variables de fluorescencia Fo, Fo/Fv, Fs/Fo, Fo’, Fm’, Fv’, Fv//Fm’, Fs y ®PSIl y
negativamente con el resto. La componente principal 2 mostré una correlacion positiva
con Fv/Fmy gP y negativa con Fo y Fo/Fv.

En 2011, los ejes de los dos primeros componentes principales explican el
77,09% de la variaciéon. La componente principal 1 (56,31%) mostrdé una correlacion
positiva con la mayoria de las variables de la fluorescencia y una correlacién negativa
con Fo, NPQ y Fo/Fv. La componente principal 2 mostré correlaciéon positiva con gP y
una correlacion negativa con Fo y Fo/Fv.

En general, la componente principal 1 mostré una correlaciéon negativa con gP,
NPQ y Fo/Fv y una correlacion positiva con el resto de variables. La componente
principal 2 mostré6 una correlacién positiva con gP y una correlacién negativa con
Fo/Fv en los tres afios de estudio.

El analisis de componentes principales realizado a partir de los parametros de
fluorescencia de la clorofila medida en el envero, ha permitido, en el afo 2011, una
discriminacién clara de grupos de observaciones en funcion del vigor (peso de la
madera de poda) de los vifiedos (figura 4.24). Sin embargo, los graficos de 2009 y
2010 mostraron una alta dispersioén, sin poder discriminarse grupos en funcién del
rendimiento alto o bajo de los vifedos. Estos limitados resultados, se han dado
probablemente por la poca variabilidad del peso de la madera de poda registrada en
2009 y principalmente en 2010, con valores anormalmente bajos. Estas oscilaciones
interanuales en el peso de la madera de poda del vifiedo se deberian, en gran medida,
a la variabilidad de las condiciones meteoroldgicas en las tres campafias de estudio
(apartado 3.2.3). En general, en el afio 2011 se observaron unas precipitaciones y
temperaturas mas apropiadas para el desarrollo de las plantas que en las otras dos
campanas, sin registrarse accidentes meteoroldgicos de ningun tipo. En el afio 2011,
el grupo de observaciones correspondientes a las subzonas con un vigor alto se
distinguid por tener mayores niveles de Fo y Fo/Fv y menores de qP y NPQ. El grupo
de observaciones correspondientes a las subzonas con un vigor bajo se distinguié por
tener mayores niveles de Fm, Fv, Fv/Fm, ®PSIl y ETR y menores de Fo’, Fm’, Fv’,
Fv'/Fm’, Fsy Fs/Fo.

El estudio de las regresiones del peso de la madera de poda y sus
componentes sobre los contenidos en pigmentos foliares y la asimilacion neta medidos
en cuajado y los parametros de la fluorescencia de la clorofila medidos en condiciones
de iluminacion en cuajado y Fm y Fv en envero, nos permiten concluir que dichos
parametros pueden ser una buena herramienta para estimar el crecimiento de las
plantas con diferente estado nutricional, siempre que exista una variabilidad suficiente.
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Figura 4.24. Primer plano factorial del analisis de componentes principales realizado con los datos de
las variables de fluorescencia de la clorofila en el envero de los vifiedos en el conjunto de las zonas de
estudio en los tres afios de seguimiento. Los circulos rojos representan los parametros de fluorescencia
de la clorofila en el envero, los tridangulos negros representan las areas de muestreo con alto crecimiento
de madera de poda y los triangulos en blanco representan las areas de muestreo con bajo crecimiento
de madera de poda, utilizando la mediana como limite de peso.

Alvaro Catalina Tomas

214

Tesis Doctoral (Universidad de Valladolid)



Utilizacién de medidas de fluorescencia de la clorofila para monitorizar el estado nutricional y estimar el potencial RESULTADOS
enoldgico en vifiedos afectados por clorosis férrica. A
9 P Y DISCUSION

4.5.2.- Parametros de rendimiento

Se ha relacionado de forma positiva el rendimiento con los contenidos foliares
en clorofila y antocianinas en cuajado y en envero en el afio 2011 (tablas 4.66 y 4.67).
Ademas, se ha observado una regresion lineal positiva de PMR y P100 sobre el
contenido en clorofila y antocianinas foliares en cuajado y envero de 2011. También se
han encontrado relaciones significativas de la fertilidad de las yemas sobre la
concentracién foliar de antocianinas, pero no sobre la concentracién de clorofila.
Numerosos autores han observado reducciones importantes del rendimiento de
vifiedos asociada a la clorosis férrica (Gruber y Kosegarten, 2002; Bertamini y
Nedunchezhian, 2005; Bavaresco y Poni, 2003; Bavaresco et al., 2006, 2010; Martin et
al., 2008). Bavaresco et al. (2005)indicaron que la clorosis afecta negativamente la
productividad, reduciendo el numero de racimos por planta, el peso del racimo y el
tamafno de la baya en comparacién con las condiciones de crecimiento normales. El
hecho de que solo en el afio 2011 se hayan observado relaciones significativas se
pueden deber, en gran medida, a la poca variabilidad los rendimientos en las otras dos
campanas, donde estuvieron limitados basicamente por limitaciones en el régimen
hidrico (apartado 3.2.3).

El rendimiento y sus componentes se relacionaron de forma negativa con An
en el cuajado en el afo 2009y con gs en el cuajado de 2010 (tabla 4.66). Sin embargo,
el rendimiento en 2009, P100 en 2009 y 2011, y RPS en 2010 se relacionaron de
manera positiva con An medida en envero (tabla 4.67).Es cominmente aceptado que
la disminucion en el rendimiento de las plantas cultivadas en los suelos clorosantes
(alto contenido en carbonatos) se puede explicar por la disminucién de la capacidad
fotosintética de las plantas debido a la carencia de hierro (Hurley et al., 1986;
Bavaresco y Poni, 2003; Bertamini y Nedunchezhian, 2005; Bavaresco et al., 2006).
Sin embargo, en este estudio, en el cuajado se ha producido el efecto contrario,
aunque en el envero niveles mayores de asimilacion neta han producido mayores
rendimientos.

En cuanto a los parametros de la fluorescencia de la clorofila, en el afno 2009 el
rendimiento se ha relacionado con ®PSII en el cuajado y con Fm’, Fv’, Fs, Fv'/Fm’,
OPSIl y gP en el envero. En el afio 2011, el rendimiento se relacioné con Fo, Fv, Fm’,
Fs, gP, Fv/Fm y Fo/Fven el cuajado y Fo, Fv/Fm, Fv'//Fm’, ®PSIl, ETR y Fo/Fv en el
envero (tablas 4.66 y 4.67). No se han encontrado regresiones significativas en el afio
2010.

Como se ve en la tabla 4.66, P100 se ha relacionado significativamente con
varios de los parametros de la fluorescencia de la clorofila monitorizados en el cuajado
los tres afos de seguimiento, destacando Fo, Fv/Fm y Fo/Fv. Ademas, coincidiendo
con la concentracion de clorofila y antocianinas, es de destacar el gran niumero de
regresiones lineales significativas de PMR, P100 y RPS sobre la mayoria de los
parametros de la fluorescencia en el ano 2011. Resultados similares a los obtenidos
en las medidas de cuajado se han obtenido para los parametros de fluorescencia
medidos en el envero para los afios 2009 y 2011, no encontrando ninguna relacion
significativa en el afio 2010 (tabla 4.67). Asi, las relaciones significativas de las
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componentes del rendimiento fueron positivas con Fv/Fm, ®PSIl, P y ETR y
negativas con Fo y Fo/Fv. Con los datos de 2011, los parametros de la fluorescencia
de la clorofila en cuajado Fo (R®=0,34; p<0,01), Fv/Fm (R?=0,38; p<0,01) y Fo/Fv
(R?=0,36; p<0,01)fueron mejores variables para estimar el rendimiento y sus
componentes que el contenido foliar en clorofila (R?=0,21; p<0,05).Dichos parametros
de fluorescencia estiman mejor las componentes P100 (R%=0,55; p<0,01 para Fo;
R?=0,41; p<0,01 para Fv/Fm; R?=0,42; p<0,01 para Fo/Fv) y PMR (R?=0,51; p<0,01
para Fo; R2=0,58; p<0,01 para Fv/Fm; R?=0,56; p<0,01 para Fo/Fv) que el rendimiento
total (R?=0,34; p<0,01 para Fo; R?=0,38; p<0,01 para Fv/IFm; R?=0,36; p<0,01 para
Fo/Fv). Estos resultados confirman que las diferencias de productividad observadas
entre subzonas se deben fundamentalmente al efecto de la clorosis férrica sobre el
rendimiento del fotosistema II.

Como se ha descrito en el capitulo anterior, el rendimiento y sus componentes
se han relacionado de forma positiva con el contenido de Ky de Mn en el suelo y de
forma negativa con la concentracion de Mn peciolar. El contenido en potasio y el
manganeso presente en el suelo y los peciolos se han relacionado significativamente
con la concentracion de clorofila de la hoja. La nutricion potasica afecta tanto a la
absorcion de la luz como a su aprovechamiento en el PSIl debido a que la
concentracion de clorofila foliar disminuye en respuesta a la limitacion de K (Watson y
Malmberg, 1996; Chen y Cheng, 2003). La intensidad de la clorosis férrica se
manifiesta en la zona de estudio en una mayor acumulacién de manganeso en los
peciolos (Martin et al., 2008), siendo este un elemento que juega un papel importante
en la fertilidad de las yemas y el cuajado de los frutos (Bavaresco et al., 2010b).
Ademas, en el capitulo 4.3.1., se han establecido relaciones del K presente en el suelo
con Fm, Fv, Fv/Fm, ®PSIl y gP y negativas con Fo y Fo/Fv y de la concentracion de
Mn en el suelo y en los peciolos con Fo, Fv/Fm y Fo/Fv. La fuerte influencia de ambos
minerales en la afeccidn de la carencia nutricional de hierro en los suelos clorosantes
propios de la zona, hace que estos parametros relacionados conel nivel de
fluorescencia cuando Qa estd oxidada al maximo (los centros de reaccion del
fotosistema |l estan abiertos, Fo), el nivel de la eficiencia maxima del fotosistema Il
(Fv/iFm),la eficiencia con la que la luz absorbida por las antenas del fotosistema Il es
convertida en energia quimica (PPSIl), el apagado fotoquimico (proporciéon de los
centros de reaccion del fotosistema Il que estan abiertos. Relaciona la maxima
eficiencia del fotosistema Il con la eficiencia a la que opera, qP) y la actividad del
complejo de oxidacion del agua en el donador de electrones del PSII (Fo/Fv) posean
un gran potencial como medidas de estimacion del rendimiento de las plantas.

El indice de Ravaz se relaciond significativamente con Fo, ®PSIl y gP en
cuajado de 2009 y 2011, y con Fo, ®PSIl y ETR en envero de 2011.

La figura 4.25 muestra el primer plano factorial analisis de componentes
principales (ACP) realizado con los parametros de la fluorescencia de la clorofila
medidos en envero. Se representan las variables y las subzonas con rendimiento alto
y bajo. Se puede observar que con dos componentes principales se explica el 88% de
la variacién en 2009, el 79% en 2010y el 77% en 2011.

Alvaro Catalina Tomas 216 Tesis Doctoral (Universidad de Valladolid)



Utilizacién de medidas de fluorescencia de la clorofila para monitorizar el estado nutricional y estimar el potencial RESULTADOS
enoldgico en vifiedos afectados por clorosis férrica. A
9 P Y DISCUSION

El ACP ha permitido en el afio 2011 una discriminacién clara de grupos de
observaciones en funcién del rendimiento del vifiedo (figura 4.25). Sin embargo, los
graficos de 2009 y 2010 mostraron una alta dispersion, sin poder discriminarse grupos
en funcién del rendimiento. Estos resultados se han dado, probablemente, por la poca
variabilidad del rendimiento en 2009 y 2010, con valores anormalmente bajos. En el
afo 2011, el grupo de observaciones correspondientes a las subzonas con
rendimientos bajos se distinguié por tener mayores niveles de Fo y Fo/Fv y menores
de gP y NPQ. El grupo de observaciones correspondientes a las subzonas con
rendimientos altos se distinguié por tener mayores niveles de Fm, Fv, Fv/Fm, ©PSIl y
ETR y menores de Fo’, Fm’, Fv’, Fv'/Fm’, Fs y Fs/Fo.

Como se ha descrito en el apartado 4.4.1., el rendimiento en las parcelas no
afectadas por clorosis férrica en el afio 2011fue 1,9 veces mayor que en 2009 y 4,5
veces mayor que en 2010. Las relaciones entre parametros de fluorescencia y
rendimientos fueron mas intensas en 2011 que en los otros dos afios, cuando la
capacidad productiva de las plantas estuvo mas limitada por el déficit hidrico que por
la incidencia de la clorosis férrica. Esto sugiere que en afios donde haya suficiente
variabilidad en el rendimiento, sin que existan otros factores limitantes, los parametros
Fo, Fv/Fm y Fo/Fv podrian ser utiles en viticultura de precisién para hacer una
estimacion temprana del potencial productivo en vifiedos afectados por clorosis férrica.
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Figura 4.25. Primer plano factorial del analisis de componentes principales realizado con los datos de
las variables de fluorescencia de la clorofila en el envero de los vifiedos en el conjunto de las zonas de
estudio en los tres afios de seguimiento. Los circulos rojos representan los parametros de fluorescencia
de la clorofila en el envero, los tridngulos negros representan las areas de muestreo con alto rendimiento
y los triangulos en blanco representan las areas de muestreo con bajo rendimiento, utilizando la

mediana como limite de peso.

Alvaro Catalina Tomas

220

Tesis Doctoral (Universidad de Valladolid)



Utilizacién de medidas de fluorescencia de la clorofila para monitorizar el estado nutricional y estimar el potencial RESULTADOS
enoldgico en vifiedos afectados por clorosis férrica. A
9 P Y DISCUSION

4.5.3.- Composicion del mosto

La limitacion en la produccién y la dificultad en la maduracién de las uvas en
las plantas cloréticas, esta provocada principalmente por una reduccidon en la
capacidad asimiladora de la planta, a causa de la alteracion de la estructura y las
funciones del aparato fotosintético (Tagliavini y Rombola, 2001; Pestana et al., 2003).
Por esta razon es interesante el analisis de la relacion de la composicion del mosto
con los contenidos en pigmentos foliares y los parametros de la fluorescencia de la
clorofila, que podrian ser medidas potencialmente interesantes para la estimacion del
potencial enoldgico de los vifiedos.

En el afio 2011, se han relacionado el IPT, pH, SST y el contenido de K de los
mostos siempre de forma negativa con los contenidos foliares en clorofila y
antocianinas en cuajado y en envero. Sin embargo, no se encontraron relaciones
significativas en los afios 2009 y 2010 (tablas 4.68 y 4.69), debido probablemente a la
escasa variabilidad registrada a consecuencia de las condiciones generalizadas de
estrés hidrico producidas en el area de estudio en estas dos campafas (apartado
3.2.3). Hay que tener en cuenta que en 2011 el rendimiento medio del conjunto de las
subparcelas fue sensiblemente mayor que en los otros dos anos, cuando la capacidad
productiva de las plantas estuvo mas limitada por el déficit hidrico que por la incidencia
de la clorosis férrica.

AT se ha relacionado de forma positiva con gs medida en el envero de 2009 y
de forma negativa con An en el envero de 2010. EI IPT, pH y el contenido en K del
mosto se relacionaron de forma positiva con gs, solo en el cuajado de 2011 (tabla
4.81). Sin embargo, el IPT, pH y SST se han relacionado de manera negativa con An'y
gs medidas en envero de 2011 (tabla 4.69). Por el contrario, como se ha explicado en
el apartado anterior, los parametros de asimilaciéon neta y conductancia estomatica se
han relacionado con el rendimiento y sus componentes de forma negativa en cuajado
y de forma positiva en envero. En este estado fenoldgico, niveles mayores de An han
producido mayor rendimiento y tamafo de la baya, lo que ha reducido la proporcion
hollejo/pulpa, y asi la proporcién en peso de polifenoles y contenido en K. La clorosis
férrica al disminuir el tamafno de las bayas podria contribuir a incrementar su contenido
fendlico, aunque la carencia afecta negativamente de algun modo a la biosintesis de
compuestos fendlicos (Bavaresco et al., 2005). Bavaresco y Poni (2003) observaron
que los contenidos en sodlidos solubles del mosto cv. Aurora se incrementaban en
condiciones de estrés nutricional en suelos calizos.

Como se observa en las tablas 4.68 y 4.69, apenas se encontraron regresiones
lineales significativas de componentes del mosto analizados en 2009 y 2010 sobre los
parametros de la fluorescencia de la clorofila en cuajado y envero. En el afo 2011,
cabe destacar las relaciones significativas de IPT, SST y el contenido de K con Fo,
Fv/Fm y Fo/Fv en cuajado, y el IPT, AT y SST con Fo’, Fm’, Fv’, Fs, NPQ y Fs/Fo en
envero (tablas 4.68 y 4.69). En la campana de 2011, coincide el mayor niumero de
regresiones significativas de las variables de composicién del mosto sobre los
parametros de la fluorescencia de la clorofila con los mayores valores medios de SST
e IPT de las tres campanas (tabla 4.46).
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Se observaron relaciones significativas de variables de composicion del mosto
con parametros de fluorescencia medidos en hojas adaptadas a la oscuridad durante
el cuajado, mientras que en envero, las relaciones mas claras se dieron con los
parametros de fluorescencia medidos en hojas adaptadas a la luz. En este contexto,
Bertamini et al. (2002), Bavaresco et al. (2006), Martin et al. (2007a), Catalina et al.
(2010, 2011a) han relacionado el contenido foliar de clorofila en el cuajado del fruto,
que reflejaria la presencia o no de sintomas iniciales de clorosis férrica, con las
medidas de fluorescencia de la clorofila obtenidas en condiciones de oscuridad. Por
otra parte, Flexas et al. (2002a, 2002b) y Catalina et al. (2011a) relacionaron el estado
hidrico de las plantas con parametros de la fluorescencia de la clorofila medidos en
hojas adaptadas a la luz, y no con Fv/Fm. Segun Baker y Rosenqvist (2004), el estrés
hidrico no tiene gran impacto sobre la eficiencia del fotosistema Il. Asi pues, la clorosis
férrica y el estrés hidrico afectan de forma diferente a los parametros de fluorescencia,
que podrian utilizarse para el seguimiento en campo de ambos tipos de estrés.

En definitiva, los parametros que mejor estiman las variables de composicion
del mosto son los contenidos en clorofila y antocianinas foliares tanto en cuajado como
en envero, Fo, Fv/Fm y Fo/Fv monitorizadas en cuajado y Fo’, Fm’, Fv’, Fs, NPQ y
Fs/[Fo medidas en envero. Sin embargo, aun siendo en general similares los
coeficientes de determinacion (R?) de las regresiones, sobresale de todas ellas la
relacion observada entre las antocianinas foliares en envero con IPT (R2=O,66;
p<0,0001) y SST (R?=0,46; p<0,01) en 2011, por lo que dicho parametro podria ser la
mejor herramienta para estimar el contenido fendlico y el contenido en sdlidos solubles
de los mostos. Meggio et al. (2010) sugirieron que el aumento del contenido de
antocianinas en condiciones de sequia, altas temperaturas o deficiencias de
micronutrientes es un buen indicador de las dificultades de maduracion fendlica de la
vid afectadas por clorosis férrica.

Como se ha descrito en el capitulo anterior, las variables IPT, pH y SST de los
mostos se han relacionado de forma positiva con el contenido en carbonatos totales
del suelo y la concentracion de Mn peciolar, y de forma negativa con el contenido de K
y de Mn en el suelo. El contenido en carbonatos totales, Ky Mn presente en el suelo y
la concentracién de Mn de los peciolos se han relacionado significativamente con la
concentracion de clorofila de la hoja. En los suelos clorosantes propios de la zona
(elevado contenido en carbonatos totales), la intensidad de la clorosis férrica se
manifiesta en una mayor acumulacion de Mn en los peciolos (Martin et al., 2008)
Ademas, en el capitulo 4.3.1, se han establecido relaciones significativas del contenido
en carbonatos totales y de la concentracion de Mn en el suelo y en los peciolos con
Fo, Fv/Fm y Fo/Fv monitorizadas en cuajado y con los parametros de la fluorescencia
en hojas adaptadas a la luz en los afios 2009 y 2011.

En el analisis de componentes principales realizado a partir de los parametros
de fluorescencia de la clorofila medidos en el envero (figura 4.26) se puede observar
que con dos componentes principales se explica el 88% en 2009, el 79% en 2010 y el
77% en 2011 de la variacién. Los graficos mostraron una alta dispersion, sin poder
discriminarse grupos de subzonas en funcion de los valores de SST del mosto de
vendimia.
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Los resultados presentados en la campafia de 2011nos permiten pensar que
los parametros de la fluorescencia de la clorofila pueden ser una buena herramienta
para estimar variables de composicion del mosto, en vifiedos con diferente estado
nutricional, en afos donde la variabilidad entre subzonas no esté limitada por la
incidencia de otros factores como el estrés hidrico. No obstante, el contenido foliar de
antocianinas puede ser un mejor estimador que los parametros de fluorescencia para
el caso de IPT y SST del mosto.
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Figura 4.26. Primer plano factorial del andlisis de componentes principales realizado con
los datos de las variables de fluorescencia de la clorofila en el envero de los vifiedos en el
conjunto de las zonas de estudio en los tres afios de seguimiento. Los circulos rojos
representan los parametros de fluorescencia de la clorofila en el envero, los triangulos
negros representan las areas de muestreo con alto SST y los triangulos en blanco

representan las areas de muestreo con bajo SST, utilizando la mediana como limite de
medida.
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4.5.4.- Caracteristicas cromaticas del mosto

En lo referente a los parametros cromaticos del mosto, se han relacionado la
luminosidad de forma positiva y la coordenada a* de forma negativa con los
contenidos foliares en clorofila y antocianinas en cuajado y envero en el afio 2011, no
encontrandose relaciones significativas en los afios 2009 y 2010 (tablas 4.70 y 4.71).
Como se ha comentado en el apartado anterior, en los dos primeros afos del estudio
la variabilidad registrada de los parametros cromaticos fue escasa a consecuencia de
las condiciones generalizadas de estrés hidrico (ver epigrafe 3.2.3). En cuanto a las
medidas de intercambio de gases, tanto An y gs en el envero se relacionaron
significativamente con los parametros cromaticos del mosto en2011 (tablas 4.70 y
4.71). Mayores niveles de An y gs en el cuajado aumentaron la luminosidad, el tono y
la coordenada b* y disminuyeron la cromaticidad y la coordenada a*. Estos resultados
estadn de acuerdo con los de Martin et al. (2007a, 2007b) y Meggio et al. (2010), que
han encontrado estrechas relaciones entre las caracteristicas cromaticas de la uva y
los niveles de clorofilas y otros pigmentos en hoja, en vifiedos afectados por clorosis
férrica.

Como se puede ver en las tablas 4.70 y 4.71, apenas se encontraron
regresiones lineales significativas de las componentes del color del mosto sobre los
parametros de la fluorescencia de la clorofila en los afios 2009 y 2010. Sin embargo,
en el afo 2011 se dieron regresiones significativas de L y a* sobre Fo, Fv, Fv/Fm,
OPSII, ETR y Fo/Fv monitorizadas en cuajado, y sobre Fo’, Fm’, Fv’, Fs, NPQ y Fs/Fo
medidas en envero. Estos resultados estan de acuerdo con los presentados en el
apartado anterior, ya que en cuajado las relaciones mas destacadas se dieron con
parametros medidos en hojas adaptadas a la oscuridad, mientras que en envero las
relaciones se dieron con los parametros de la fluorescencia medida en hojas
adaptadas a la luz. En este contexto, el estado nutricional y el estado hidrico de las
plantas podrian afectar de forma diferente a los parametros de fluorescencia de la
clorofila, tal y como han sugerido diversos autores (Bertamini et al., 2002; Flexas et al.,
2002a, 2002b; Baker y Rosenqvist 2004; Bavaresco et al., 2006; Martin et al., 2007a;
Catalina et al., 2010, 2011a). Por lo tanto, los pardmetros de fluorescencia podrian ser
utilizados en campo para diferenciar zonas afectadas por uno u otro tipo de estrés.

A la vista de los resultados presentados, la luminosidad y la relacion
rojos/verdes son las variables cromaticas que mejor podrian ser estimadas por las
medidas de fluorescencia, siempre que la variabilidad fuera suficiente De los
parametros monitorizados en el cuajado, Fo (R2=0,48; p<0,01 para L y R?=0,36;
p<0,01 para a*) y ETR (R?=0,45; p<0,01 para L y R?=0,43; p<0,01 para a*) serian los
mas interesantes. De los parametros fisioldgicos monitorizados en el envero, el
contenido foliar en antocianinas (R?=0,61; p<0,0001 para L y R?>=0,46; p<0,01 para a*)
es el parametro que mejor estima dichas variables cromaticas, de acuerdo con los
resultados observados para el IPT del mosto presentados en el apartado anterior.
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4.5.5.- Madurez fendlica de las bayas.

La sintesis y acumulacion de los compuestos fendlicos en las uvas durante la
maduracién esta muy influenciado por la capacidad fotosintética de la vifia y la
exposicion a la radiacion solar (Pirie y Mullins, 1980; Smart y Robinson, 1991). El
contenido fendlico de las bayas es considerado como un parametro fundamental para
conocer la calidad final del vino, ya que es en gran medida responsable del color y las
propiedades de astringencia de aquel (Agati et al., 2007). La composicion y evolucion
de los compuestos fendlicos de la baya con la maduracion dependen de la variedad de
uva, practicas viticolas y los factores ambientales (Krstic, 2003; Downey et al, 2006).
Las vides con estrés nutricional de hierro producen una mayor acumulacion de
polifenoles en las bayas (Bavaresco et al., 2005). Por esta razdn es interesante el
analisis de la relacion de la madurez fendlica de las bayas con los contenidos en
pigmentos foliares y los parametros de la fluorescencia de la clorofila, que podrian ser
medidas potencialmente interesantes para la estimacion del potencial enoldgico de los
vifiedos.

El contenido en antocianos de la uva (ANT) y el indice de madurez celular
(IMC) se han relacionado de forma positiva con el contenido en antocianinas foliares
en cuajado y en envero en el afo 2009 (tablas 4.72 y 4.73). Sin embargo, en el
cuajado de 2011, el nivel de antocianos facilmente extraibles de la uva (AFE) se ha
relacionado significativamente de forma negativa con la concentracion foliar de
clorofila y antocianinas. En 2011, el contenido fendlico total (CFT), AFE y ANT se
relacionaron también negativamente con el nivel foliar de antocianinas en envero.

Del mismo modo que con las antocianinas foliares, CFT, AFE y ANT se
relacionaron significativamente de manera negativa con An y gs medidas en el envero
de 2011, no encontrandose relaciones significativas en los afios 2009 y 2010 (tablas
4.72 y 4.73). Como se ha comentado anteriormente, en 2011 se ha relacionado de
forma directa el rendimiento del vifiedo con el nivel foliar de antocianinas y los valores
de asimilacion y conductancia estomatica con el peso de 100 bayas (menor proporcion
hollejo/pulpa), y en consecuencia con la concentracion en peso de compuestos
fendlicos.

En relacién a las medidas de fluorescencia tomadas en el cuajado del fruto,
como se puede ver en la tabla 4.72, hubo una regresion lineal significativamente
positiva de IMC sobre la relacion Fv/Fm en 2009. En 2010 se observd una relacion
positiva de AFE, y negativa de IMC e IMP, sobre Fm. En el afio 2011, se encontrd una
relacion positiva de CFT, AFE y ANT con Fo y negativa con ®PSIl y ETR. Ademas,
IMC se relaciono significativamente con varios de los parametros de la fluorescencia
medidos en condiciones de iluminacién.

Considerando medias de fluorescencia en envero, AFE se relacioné
significativamente de forma negativa, e IMC de forma positiva, con Fm, Fv, Fo", Fv/Fm
y el ratio Fo/Fv en el afio 2009. En 2010 se ha dado una regresion significativa del IMC
sobre casi todos los parametros de fluorescencia. En 2011 son de destacar las
relaciones significativas de CFT, AFE y ANT con casi todos los parametros de la
fluorescencia de la clorofila medidos en condiciones de iluminacion (tabla 4.73).
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Los resultados indican que el estado nutricional de las plantas, que afecta al
rendimiento fotosintético, modifica en gran medida la maduracion fendlica de las
bayas. ANT se ha relacionado de forma negativa con la concentracién de Mn en el
suelo y AFE y ANT de forma positiva con el contenido de Mn peciolar, como se ha
descrito en el capitulo 4.4.2.3. En los suelos clorosantes propios de la zona (alto
contenido en carbonatos totales), la intensidad de la clorosis férrica se manifiesta en
una mayor acumulacién de manganeso en los peciolos (Martin et al., 2008). Fo’, Fm’,
Fv’ y Fs monitorizadas en el envero por su relacion con el contenido en Mn en el suelo
y en los peciolos podrian ser interesantes indicadores del potencial fendlico
(especialmente en cuanto a concentracién de materia colorante) de vifiedos afectados
por clorosis férrica.

Con los datos de 2011, al igual que para las variables cromaticas del mosto, de
los parametros de fluorescencia monitorizados en el cuajado que mejor estiman CFT,
ANT y AFE han sido Fo (R2=0,26; p<0,05 para CFT; R?=0,34; p<0,01 para ANT,
R?=0,27; p<0,05 para AFE) y ETR (R?=0,27; p<0,05 para CFT; R?=0,30; p<0,01 para
ANT, R?=0,50; p<0,01 para AFE). Entre los parametros fisiolégicos monitorizados en el
envero, el contenido foliar en antocianinas (R®=0,37; p<0,01 para CFT; R?=0,34;
p<0,01 para ANT, R?=0,36; p<0,01 para AFE) es el que mejor ha estimado CFT, ANT
y AFE de la uva.

Las relaciones de las variables de madurez fendlica de las bayas con los
parametros de la fluorescencia de la clorofila fueron diferentes segun el estado
fenoldgico en que estos se midieron, de modo similar a lo reflejado para las variables
de composicion del mosto y sus caracteristicas cromaticas. En cuajado las relaciones
mas estrechas se dieron con parametros medidos en hojas adaptadas a la oscuridad
(relacionados con el rendimiento fotoquimico del PSIl), mientras que en envero las
relaciones se dieron mayoritariamente con los parametros de la fluorescencia medidos
en hojas adaptadas a la luz. Las medidas de cuajado podrian ser mas interesantes
para la deteccidén y seguimiento de zonas afectadas por clorosis férrica, mientras que
las medidas en hojas adaptadas a la luz en envero reflejarian mas la variabilidad en el
régimen hidrico de las parcelas.
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5.- CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este estudio se pueden extraer las
siguientes conclusiones:

1. Se ha detectado una alta variabilidad en el porcentaje de arcilla, contenido en
carbonatos totales y niveles de P, K, Mg, Zn y Cu asimilables de los suelos de
vifiedo del area de estudio. La composicion mineral de los peciolos recogidos
en envero también ha mostrado una gran variacion espacial para los
mencionados nutrientes, con oscilaciones interanuales importantes en el caso
de P, Cuy Mn.

2. Se ha podido comprobar que los niveles peciolares de Fe no son validos para
el diagnostico de la clorosis férrica. La deficiencia en la zona de estudio esta
inducida por la interferencia de la caliza del suelo en la asimilacién del hierro,
ya que no se han detectado regresiones significativas de los niveles foliares de
clorofila con los contenidos en Fe asimilable, pero si con los contenidos en
carbonatos totales del suelo.

3. Los contenido en arcilla carbonatos de los suelos estuvieron altamente
correlacionados, obteniéndose regresiones significativas de los niveles
peciolares de P, Mg y Mn con ambos parametros. Los contenidos de Ky Mg
en el suelo se relacionaron directamente con sus respectivos niveles en los
peciolos, constatandose un fuerte antagonismo entre ambos nutrientes. Los
valores de la ratio K/Mg en muchas de las subparcelas han estado por encima
de los valores de referencia, dandose situaciones de carencia inducida de Mg.

4. La concentracion foliar de clorofilas, carotenoides y antocianinas se reduce
con el incremento del contenido en carbonatos de los suelos del area de
estudio, de forma mas intensa en cuajado que en envero, por lo que las
medidas del contenido en pigmentos después de floracién podrian ser mas
interesantes para el seguimiento del estado nutricional del vifiedo. Las
elevadas concentraciones de carbonatos en el suelo han afectado mas a los
niveles de clorofila que a los de carotenoides, mientras que su efecto sobre los
niveles de antocianinas ha sido variable en funcién del afio de estudio.

5. Las relaciones entre niveles nutricionales y contenido foliar de pigmentos
demuestran que la clorosis férrica se manifiesta en la zona de estudio en una
mayor acumulacion de Mn en los peciolos, y que una alta disponibilidad de K
en el suelo disminuye el grado de afeccion de la fisiopatia.

6. La concentracién foliar de clorofila, carotenoides y antocianinas en cuajado y
envero no han mostrado relaciones significativas con la conductancia
estomatica y la asimilacién neta, si bien los resultados reflejan que la clorosis
férrica se traduce en un incremento de la fluorescencia minima y
disminuciones de la fluorescencia variable, de la eficiencia fotoquimica del
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fotosistema Il y del transporte aparente de electrones. Pardmetros de
fluorescencia de la clorofila como Fo y Fv/Fm se han visto afectados, ademas
de por el Fe, por la nutricién de K, Mg y Mn. La ratio Fo/Fv ha presentado una
gran sensibilidad para el seguimiento de los niveles nutricionales de Fe y Mn
en el vifiedo.

7. La clorosis férrica se ha traducido en el area de estudio en un menor vigor
(medible tanto en el peso de madera de poda como en la superficie media de
la hoja), y del rendimiento del vifiedo (afectando principalmente al peso del
racimo y al tamafio de la baya). Los mostos procedentes de subzonas
afectadas han mostrado mayor concentracion de azucares y polifenoles, y
menor acidez, que los de subzonas sanas, sin variaciones significativas en
cuanto a pH. La mejora de los indices de madurez de la uva en los vifiedos
cloréticos es consecuencia, en las condiciones del estudio, de la reduccion del
rendimiento y del tamafio de la uva (efecto de concentracion), lo que
compensaria el impacto negativo del déficit de hierro sobre la actividad
fotosintética de las plantas.

8. Las componentes de la expresion vegetativa del vifiedo también se han visto
modificadas por el nivel nutricional de otros elementos distintos al Fe. Asi se
ha apreciado que el nivel de K tiende a incrementar el vigor y rendimiento,
reduciendo los contenidos en azlcares y polifenoles del mosto. En el conjunto
de subparcelas, mayores niveles de nutricion magnésica dieron mostos con
mayor indice de polifenoles totales. Debido a su interaccion con el Fe, el nivel
de Mg incrementd la concentracién de soélidos solubles del mosto en las
subparcelas afectadas por clorosis férrica, pero no en las sanas.

9. Las subzonas con déficit de P tuvieron un rendimiento y acidez total del mosto
significativamente menor, y un contenido en azucares, polifenoles, vy
antocianos totales y facilmente extraibles en la uva significativamente mayor
gue las subzonas con nutricién adecuada. En las areas de estudio con déficit
de Cu, el indice de area foliar, la superficie media de la hoja, el rendimiento y
sus componentes fueron menores que en las subzonas sanas, dando
cosechas con mayor contenido en azucares. El nivel nutricional de Zn se
relaciond positivamente con los pesos de madera de poda y negativamente
con el indice de polifenoles totales y la concentracion de sélidos solubles
totales del mosto. La concentracion peciolar de Mn se ha relacionado de forma
negativa con el rendimiento, y de forma positiva con el pH y los contenidos en
azucares y polifenoles del mosto.

10. Las relaciones detectadas entre concentracibn de pigmentos foliares,
parametros de fluorescencia de la clorofila y rendimiento del vifiedo fueron
mas evidentes en 2011 que en los otros dos afios de estudio, en los cuales la
capacidad productiva de las plantas estuvo limitada a nivel general por el
déficit hidrico. En vifiedos donde exista suficiente variabilidad espacial en el
rendimiento, los parametros Fo, Fv/Fm y Fo/Fv monitorizados en cuajado y
envero, (especialmente en cuajado) podrian ser utiles en viticultura de
precision para hacer una estimacion temprana del potencial productivo en
vifiedos afectados por clorosis férrica.
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11. Se han observado relaciones significativas entre las variables de composicion
de la uva y las concentraciones foliares de clorofila y antocianinas en cuajado
y envero, siendo las mas destacadas las obtenidas con el nivel de
antocianinas en envero. Siempre que la variacion espacial fuera suficiente,
esta variable podria ser una buena herramienta para estimar el contenido en
azucares, polifenoles y antocianos de la uva en vendimia.

12. Las relaciones entre las variables de composicion de la uva y los parametros
de la fluorescencia de la clorofila fueron diferentes segun el estado fenologico
en que estos se registraron. En cuajado las relaciones mas estrechas se
dieron con medidas en hojas adaptadas a la oscuridad, relacionadas con el
rendimiento fotoquimico del PSII, mientras que en envero las relaciones se
dieron con mayor intensidad en parametros medidos en hojas adaptadas a la
luz, que reflejarian més la variabilidad en el régimen hidrico de las
subparcelas. Las medidas de fluorescencia Fo, Fv/Fm, Fo/Fv y ETR, podrian
ser utiles para la estimacion del contenido en sélidos solubles, la luminosidad
y la relacién rojos/verdes del color de los mostos, el contenido fendlico total y
la concentracion de antocianos totales y facilmente extraibles de las bayas en
vifledos afectados por clorosis férrica, para su aplicacion en viticultura de
precision.
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