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RESUMEN

La clorosis férrica es uno de los principales problemas nutricionales que afectan a vifiedos
injertados sobre portainjertos hibridos de Vitis americana establecidos en zonas calcareas,
las cuales se caracterizan por la presencia de elevados contenidos de carbonato de calcio y
bicarbonatos en los suelos. El presente trabajo evalla, a nivel fisioldgico y bioguimico, las
respuestas del portainjerto de vid 140 Ruggeri a la presencia de bicarbonato, en condiciones
de déficit de Fe en la solucion nutritiva. Plantas del genotipo 140 Ruggeri fueron crecidas
en condiciones hidroponicas, con dos niveles de Fe y bicarbonato (-Fe, +Fe; 0, 10 uM de
Fe; -BIC, +BIC; 0 y 5mM de KHCO3 respectivamente). Determinaciones de crecimiento y
peso de la planta, indice SPAD vy clorofila, fotosintesis y conductancia estomatica, pH de la
solucién, actividad enzimatica de raices (PEPC, MDH, CS, NADP" ~IDH) y concentracion
de proteinas, concentracion de &cidos organicos en raices y liquido xileméatico fueron
realizadas. Los resultados obtenidos indican que el genotipo de vid 140 Ruggeri cuando es
sometido a un déficit directo de Fe, responde activamente disminuyendo el crecimiento del
brote y la biomasa de la parte aérea, e incrementando la concentracion de acidos organicos
y sus enzimas de sintesis en raices. Ademas, el efecto del déficit de Fe directo se manifiesta
mediante una reduccion en el contenido de clorofila, la fotosintesis neta y la conductancia
estomatica de las hojas. Por su parte, la presencia de bicarbonato en la solucién nutritiva
induce una reduccion en el crecimiento del tallo y las feminelas, y un incremento en la
biomasa radical. Adicionalmente, la presencia de bicarbonato incrementa la concentracion
de clorofila foliar, y la concentracién de acido tartarico en el liquido xilematico. Los
resultados confirman la probabilidad de que la presencia de bicarbonato en la solucion
nutritiva contribuye a mitigar el efecto del estrés en las plantas sometidas a déficit de Fe.
Lo anterior se fundamenta en que, ante un déficit de Fe, las plantas cultivadas en presencia
de bicarbonato muestran una menor actividad de la PEPC y concentracion de &cido
tartarico en raices, asimilandose al control. Estos resultados permiten concluir que el
genotipo tolerante al déficit de Fe 140 Ruggeri responde con mecanismos correspondientes
a una planta de Estrategia | en condiciones limitantes de Fe. Ademaés frente presencia de
bicarbonato, presenta respuestas similares a la especie calcicola Parietaria diffusa como la
reduccion del crecimiento, mayor biomasa radical, y aumento de la concentracion de acidos
organicos, sin embargo mas investigaciones son necesarias para determinar con precision el
rol del bicarbonato en el metabolismo del portainjerto 140 Ruggeri.

Palabras claves: Deficit de Fe, bicarbonato, 140Ruggeri, calcicola, solucion nutritiva,
Estrategia I.



ABSTRACT

Iron (Fe) chlorosis is one of the main nutritional disorders in vineyards grafted on Vitis
americana hybrids rootstocks established in calcareous zones which are characterized by
high levels of calcium carbonates and bicarbonates in the soil. The present work determine,
at physiological and biochemical level, the responses of the grapevine rootstock 140
Ruggeri to the presence of bicarbonate under Fe deficiency conditions. The 140 Ruggeri
plants were grown in hydroponic conditions, and were submitted to two levels of Fe and
bicarbonate (-Fe, +Fe; 0, 10 uM de Fe; -BIC, +BIC; 0 y 5mM de KHCOj3, respectively).
Determinations regarding the plants biomass and growth, chlorophyll content and SPAD
value, photosynthesis and stomatal conductance, nutrient solution pH, enzyme activity
(PEPC, MDH, CS, NADP" —IDH) and protein concentration in roots and organic acids
content in roots and xylem sap were done during the experiment. The results obtained
indicate that the grapevine genotype 140 Ruggeri, when it was submitted to a direct Fe
depletion in the nutrient solution, reacted reducing the length and biomass of the shoots,
and increasing the organic acids concentration and the activity their related enzymes in
roots. Moreover, Fe deficiency reduced the chlorophyll content, the net photosynthesis, and
the stomatal conductance of the leaf. In addition, the presence of bicarbonate in the nutrient
solution induced a reduction in the main and lateral shoots growth, and increased the root
biomass. Moreover, the presence of bicarbonate increased the leaf chlorophyll content, and
the tartaric acid concentration in the xylem sap. Data obtained confirm the probability that
the presence of bicarbonate in the nutrient solution contributes to mitigate the stress in
plants submitted to Fe deficiency. This is based on that, under Fe deficiency conditions, the
plants grown under the presence of bicarbonate show a PEPC activity and tartaric acid
concentration in roots similar to control plants. Such results, allow to conclude that the Fe
deficiency tolerant genotype 140 Ruggeri reacts to Fe deficiency activating response
mechanisms corresponding to a Strategy | plants. In addition, under the presence of
bicarbonate, the genotype shows similar responses to Parietaria diffusa species, such as the
growth reduction, the higher root biomass, and the root organic acids increase. However,
more investigations are necessary to determine the role of bicarbonate in the 140 Ruggeri
rootstock metabolism.

Keywords: Fe deficiency, bicarbonate, 140 Ruggeri, calcicole plant, nutrient solution,
Strategy I.



INTRODUCCION

El hierro (Fe) es el elemento mineral mas estudiado en nutricion vegetal debido a que su
déficit es una de las alteraciones nutricionales méas importantes que afectan a los cultivos
localizados en suelos calcareos (Tagliavini y Rombola, 2001).

El hierro, es un nutriente esencial para la vida de las plantas, ya que cumple funciones
fundamentales para el metabolismo de ellas. Tal micronutriente, es componente de diversas
enzimas vitales (catalasas, oxidasas, peroxidasas, deshidrogenasas, aconitasa, Fe-SOD,
etc.), participa en reacciones de transferencia de electrones y transformaciones de energia, y
también es componente de moléculas que participan en la cadena transportadora de
electrones (ej. citocromos y ferredoxina) (Marschner, 1995). En plantas, el Fe es un
micronutriente esencial implicado en la sintesis de la clorofila y fundamental para el
mantenimiento de la estructura y funcion de cloroplastos (Abadia, 1992).

Desde un punto de vista agricola, la carencia de Fe en los cultivos puede provocar una
importante reduccién del crecimiento, contracciones en la productividad, y mermas en la
calidad de la fruta y vida Gtil de la planta (Alvarez-Fernandez et al., 2006; Rombola y
Tagliavini, 2006). Adicionalmente, tal déficit se manifiesta como una clorosis intervenal en
hojas jovenes y reducciones en el crecimiento de la raiz (Schmidt, 2006). El sintoma de
carencia de Fe en las plantas se denomina clorosis férrica, y se manifiesta en hojas jovenes
debido a la escasa movilidad del Fe al interior de la planta (Razeto, 1984). La clorosis
férrica es un problema a nivel mundial, y predomina en zonas con suelos calcareos
(Marschner, 1995; Mengel et al., 2001). Tales suelos, se caracterizan por contener mas de
un 20% de carbonatos totales, 3% de cal activa, pH mayor a 6-6,5, y concentraciones
superiores a 5 mM de bicarbonatos (Gildersleeve y Ocampaugh, 1989). Estos suelos cubren
aproximadamente un tercio de la superficie terrestre y se localizan predominantemente en
regiones que reciben menos de 500 mm de precipitacion anual (Chen y Barak, 1982). Las
caracteristicas edéaficas descritas presentan condiciones predisponentes para inducir
deficiencias de Fe en los cultivos.

A nivel de suelo, el Fe se presenta en dos posibles estados de oxidacién: férrico (Fe**) y
ferroso (Fe**) (Lindsay y Schwab, 1982). En condiciones de pH acido y no oxidante en el
suelo, predomina la forma Fe®*. Tal forma quimica es altamente soluble y absorbible por
las plantas. Sin embargo, en presencia de oxigeno y en medio alcalino, el Fe?* es oxidado
rapidamente a Fe®", el cual precipita en forma de 6xidos e hidréxidos de Fe** y otras formas
intermedias, volviéndose menos disponible para las plantas. Existen dos tipos de estrategias
de absorcidn del Fe segun el tipo de planta. La Estrategia | de absorcion de Fe, corresponde
a un mecanismo desarrollado por las plantas dicotiledoneas y monocotiledoneas no
gramineas, mientras la estrategia Il, la ejecutan principalmente las gramineas (R6mheld y
Marschner, 1986; Morrissey y Guerinot, 2009; Abadia et al., 2011). Ante una baja
disponibilidad de Fe, las plantas de Estrategia | responden mediante la acidificacion de la



rizosfera y del apoplasto de la raiz, a través de la excrecion de protones por medio del
incremento en la actividad de la enzima intermembrana H*-ATPasa presente en la
membrana plasmatica de los apices radicales, permitiendo aumentar la solubilidad del Fe®*
(Marschner y Rémheld, 1994; Rabotti y Zocchi, 1994). Por otra parte, tales plantas también
pueden responder exudando a la rizosfera acidos organicos, principalmente citrato y malato
(Bedri et al., 1960), los cuales son sintetizados en las células de la raiz mediante el
incremento de la actividad de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) (Ollat et al.,
2003). Estos &cidos organicos cumplen funciones como agentes quelantes del Fe en la
solucion suelo y al interior de la planta. Otro mecanismo fisiologico de respuesta a la
carencia de Fe en plantas de Estrategia I, es el incremento de la capacidad de reduccién del
Fe*® a Fe*? directamente, mediante el aumento en la actividad de la enzima hierro-quelato
reductasa (FC-R), localizada en la membrana plasmética de las células de las raices
(Chaney et al., 1972; Schmidt, 1999). Adicionalmente, tales plantas responden mediante la
activacion del transporte del Fe** al interior de la célula por medio del incremento en la
actividad de la proteina intermembrana transportadora de Fe IRT (Kim y Guerinot, 2007).
Ademas, algunas especies tienen la capacidad de exudar moléculas quelantes como fenoles,
flavinas y azlcares por las raices, que ayudan a la solubilizacion de compuestos que
contienen Fe (Lépez-Millan et al., 2009).

El incremento en la concentracién de &cidos organicos en las raices como mecanismo de
respuesta al deficit de Fe, se debe al aumento en la actividad de las enzimas que los
originan, principalmente de aquellas vinculadas al ciclo de los &cidos tricarboxilicos (ciclo
de Krebs). Lo que se ha evidenciado en especies modelos tolerantes a la deficiencia de Fe,
es que tales plantas poseen la habilidad de incrementar la actividad de la enzima PEPC.
Esta enzima ejerce un rol fundamental como mecanismo para mitigar la deficiencia de Fe
(Rombola, 1998). La PEPC fija carbono desde el bicarbonato para sintetizar oxaloacetato
en el citoplasma. El oxaloacetato da origen al acido malico a través de la enzima malato
deshidrogenasa (MDH), el que puede formar parte del ciclo de los &cidos tricarboxilicos al
interior de la mitocondria, en donde se estimula la sintesis de distintos &cidos organicos,
particularmente el malico y el citrico. El &cido citrico, adicionalmente, ejerce un importante
rol en el transporte del Fe a traves de los vasos xilematicos (Tiffin, 1970).

Uno de los principales iones presentes en los suelos calcéreos es el bicarbonato (HCO®),
categorizado segun Mengel et al. (1984), como el factor mas importante en la induccion de
clorosis férrica. EI modo de accién del bicarbonato y su interaccion con la carencia de Fe
en plantas ain no se logra comprender en su totalidad. Los factores que favorecen la
formacion de bicarbonato, como la alta humedad del suelo, la compactacion y el aporte de
materia organica fresca, también son inductores de clorosis férrica (Chaney, 1984).
Multiples autores han propuesto algunas rutas en donde tal ion podria intervenir. Por un
lado podria existir una accién externa, en suelos calizos que presentan elevadas
concentraciones del ion, en los cuales el HCO3 tampona la solucion suelo a elevados
valores de pH. En este aspecto Donnini et al. (2009) plantea que el HCO3 interviene
externamente manteniendo el suelo en un rango de valores entre 7,5-8,5, reduciendo e
impidiendo la solubilidad y disponibilidad del Fe que se encuentra en forma de 6xidos e
hidroxidos (Lindsay, 1979). En concentraciones elevadas (20-30 mM), el HCO3™ puede



inducir clorosis férrica al inhibir la expresion de los genes que codifican a la FC-R,
transportadores de Fe y a la H*-ATPasa (Lucena et al., 2007). Adicionalmente, evidencias
cientificas sugieren que el bicarbonato podria ser cargado al xilema, y al apoplasto de las
células foliares. Algunos autores (Covarrubias y Rombola, 2013) han reportado un aumento
en el pH del liquido xilematico presente en plantas crecidas en una solucion nutritiva con
una concentracién de bicarbonato de 5 mM. Por otra parte, Mengel et al. (1994) y Wegner
y Zimmermann (2004), observaron una alcalinizacion del xilema y del apoplasto de la hoja
en plantas sometidas a la presencia de bicarbonato en la solucion nutritiva, oxidando el Fe
absorbido por las células del mesofilo. Recientemente, Covarrubias y Rombola (2013)
reportaron que la presencia de bicarbonato en la solucion nutritiva, modifico la actividad de
enzimas vinculadas al ciclo de Krebs, tales como la malato deshidrogenasa (MDH), citrato
sintasa (CS) e isocitrato deshidrogenasa (NADP*-IDH), siendo estas reportadas como
enzimas que responden a la deficiencia de Fe en tejidos de Beta vulgaris (Lopez-Millan et
al., 2000a), Pisum sativum (Jelali et al., 2010) y Lycopersicon esculentus (Lopez-Millan et
al., 2009). De igual forma, se ha evidenciado que en presencia de HCOj3 se produce un
cambio en la acumulacién y translocacién de &cidos organicos en raices de plantas privadas
de Fe, como malato y citrato (Ollat et al., 2003; Covarrubias y Rombola, 2013).
Normalmente, en condiciones de déficit de Fe en plantas de estrategia I, ocurre un aumento
de la actividad de la enzima PEPC (L6pez-Millan et al., 2000b), sin embargo diversos
autores han reportado resultados contrastantes, ante la presencia de bicarbonato. En este
sentido, Covarrubias y Rombola (2013) evidenciaron una disminucion de la actividad de
esta enzima en presencia de HCOg en el portainjerto de vid 140 Ruggeri en comparacion a
una deficiencia absoluta de Fe, sin presencia de bicarbonato. Similares resultados fueron
encontrados en Pisum sativum (Jelali et al., 2010) y Parietaria diffusa (Donnini et al.,
2012). El nivel de tal respuesta fisiologica, depende fundamentalmente del grado de
tolerancia a la deficiencia de Fe, ya que las plantas estudiadas presentan caracteristicas
tipicas de plantas del tipo calcicola.

Existen dos tipos de plantas en relacion a su adaptacion al tipo de suelo, las calcifugas y
calcicolas. Las calcifugas presentan un mayor grado de adaptacion a sustratos acidos en
donde el Fe abunda y no es una limitante. Por otra parte, las especies denominadas
calcicolas, logran colonizar hébitats calcareos sin presentar sintomas de estrés, lo cual
indica una mayor adaptacion a tales condiciones quimicas de suelo. Se ha demostrado que
las plantas calcicolas presentan una mayor actividad de la FC-R, como respuesta a la
deficiencia de Fe en plantas de estrategia | (Schmidt y Bartles, 1998). A su vez, las plantas
calcicolas exudan una mayor proporcién de acidos di- y tri-carboxilicos que las calcifugas,
especialmente acido citrico y oxalico, los cuales son poderosos quelantes de Fe y ayudan a
la solubilizacion del P, respectivamente (Tyler y Strém, 1995). Por otro lado, las plantas
calcicolas pueden generar caracteristicas morfo-fisioldgicas de resistencia ante condiciones
desfavorables como suelos calcareos o baja disponibilidad de nutrientes. Por ejemplo, la
especie Parietaria diffusa, una enredadera recientemente clasificada como calcicola,
incrementa la formacion de raices proteiformes (0 en racimo), ante la presencia de suelos
calcareos (Donnini et al., 2012). En este sentido, Donnini et al. (2012) demostraron que en
tal especie, la presencia de bicarbonato cambia significativamente la respuesta de la planta
a la deficiencia de Fe, evidenciando poca o ninguna presencia de sintomas de clorosis



férrica, menor actividad de la PEPC y una produccion exacerbada de acidos organicos y
fenoles. De la misma forma Nikolic et al. (2000), concluyeron que la clorosis férrica
inducida por bicarbonato, se presenta en bajos niveles en portainjertos de vid tolerantes,
debido a una mayor capacidad para acidificar el medio, y para reducir y absorber el Fe.

El portainjerto 140 Ruggeri ha sido clasificado como un patron altamente tolerante a la
cerencia de Fe (Covarrubias y Rombola, 2013; Ksouri et al., 2006; Tagliavini y Rombola,
2001). Es un portainjerto hibrido interespecifico proveniente de las variedades Vitis
berlandieri x Vitis rupestris. Su alta tolerancia a los suelos calcareos fue heredada de Vitis
berlandieri, mientras Vitis rupestris le entregd caracteristicas de tolerancia al estrés hidrico
(Eynard y Dalmasso, 1990). Ksouri et al. (2006) encontraron que la alta tolerancia del 140
Ruggeri a la clorosis férrica se debia en parte a la alta actividad de la FC-R presente en la
raiz y a su habilidad para liberar compuestos fenolicos, acidificando el medio externo.
Ambos parametros, han sido descritos como marcadores bioquimicos para la deteccion de
plantas tolerantes a la deficiencia de Fe (Ellsworth et al., 1997; Wei et al., 1997). Ksouri et
al. (2005) comprobaron que las estacas lefiosas del portainjerto 140 Ruggeri sin injertar,
pueden tolerar altas concentraciones de bicarbonato en el suelo (10 mM), mostrando s6lo
moderados descensos en la clorofila de las hojas y la biomasa vegetal. En otros estudios
(Lopez-Millan et al., 2000b; Lopez-Millan et al., 2009; Rombola et al., 2005), se ha usado
el bicarbonato o el carbonato de Ca en soluciones nutritivas, de manera de exacerbar los
sintomas de deficiencia de Fe y de estimular sus mecanismos de respuesta. En la misma
linea, Covarrubias y Rombola (2013), registraron un mayor contenido de clorofila y de
biomasa radical en plantas 140 Ruggeri en el tratamiento de solucién con HCOj3™ y ausencia
de Fe, sumado a cambios en la respuesta de las enzimas relativas a la sintesis de acidos
organicos PEPC, NADP+-IDH y MDH. En condiciones similares (presencia de HCO3" y
Fe; comparados con deficiencia de Fe), se han encontrado resultados analogos, indicando
que genotipos altamente tolerantes, son generalmente menos afectados por la deficiencia de
hierro cuando se encuentran en ambientes con bicarbonato (Donnini et al., 2009; Jelali et
al., 2010; Rombola, 1998).

A la luz de los antecedentes previamente expuestos, el presente trabajo evalta, a nivel
fisioldgico y biogquimico, la respuesta del portainjerto de vid 140 Ruggeri a la presencia de
HCOg3', en condiciones de deficiencia de Fe. A su vez, el presente estudio busca demostrar
si tal genotipo de vid, presenta las caracteristicas descritas para una planta calcicola.



Hipotesis

El portainjerto de vid, 140 Ruggeri responde a un déficit de Fe en presencia de bicarbonato
en la solucidn nutritiva, mediante mecanismos fisioldgicos y bioquimicos correspondientes
a una planta calcicola.

Objetivo general

Evaluar respuestas fisioldgicas y bioquimicas del portainjerto 140 Ruggeri frente a la
deficiencia de Fe y la presencia de bicarbonato en la solucion nutritiva.

Obijetivos especificos

Evaluar el efecto del bicarbonato y el déficit de Fe sobre el crecimiento de las plantas.

Determinar el efecto del bicarbonato y el déficit de Fe sobre la concentracién de clorofila,
indice SPAD Yy fotosintesis.

Determinar el efecto del bicarbonato y el déficit de Fe sobre el pH de la solucién nutritiva.

Determinar la actividad radical de las enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC),
citrato sintasa (CS), malato deshidrogenasa (MDH), isocitrato deshidrogenasa (NADP-
IDH) en las plantas sometidas a déficit de Fe y presencia de bicarbonato en solucidn
nutritiva.

Determinar el efecto del bicarbonato y el déficit de hierro sobre la concentracion de acidos
organicos en las raices y extractos de liquido xilematico de las plantas.



MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El estudio se realizo en la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile,
ubicada en la Av. Santa Rosa 11315, La Pintana. EIl experimento se llevé cabo en un
invernadero climatizado. Los analisis quimicos y enzimaticos se realizaron en el
Laboratorio de Nutricion Vegetal, perteneciente al Departamento de Produccién Agricola.
Los andlisis de &cidos organicos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Anélisis
Cromatogréafico del Departamento Agroindustria y Enologia. El ensayo se realizo entre los
meses de Enero y Marzo del afio 2015.

Material vegetal y condiciones del experimento

En el experimento se utilizaron plantas micropropagadas del genotipo tolerante al déficit de
Fe 140 Ruggeri, hibrido interespecifico proveniente de los genotipos Vitis berlandieri y
Vitis rupestris. Las plantas micropropagadas fueron aclimatadas por 8 semanas en un
sustrato de turba y perlita a iguales proporciones. Previo al establecimiento del
experimento, las plantas fueron podadas dejando un brote principal lignificado de 5 nudos y
15 cm de largo. Posteriormente, se trasplantaron 24 plantas a 4 contenedores provistos de
un sistema hidroponico de raiz flotante de 17 L de capacidad cada uno (6 plantas por cada
contenedor, Figura 1). Luego de la brotacién, se redujo a un brote vegetativo por planta.

Los contenedores fueron cubiertos con papel aluminio, y rellenos con solucion nutritiva %2
Hoagland continuamente oxigenada. La oxigenacion de la solucion nutritiva se llevé a cabo
mediante bombas de acuario de flujo controlado. En el invernadero se mantuvieron las
condiciones de temperatura y humedad relativa entre 20-30°C y 58-75%, respectivamente
(Apendice I).

Tratamientos y disefio experimental

El ensayo fue establecido acorde a un disefio experimental completamente aleatorizado con
estructura factorial con dos factores (Fe y BIC), y dos niveles de cada factor (-Fe, +Fe; 0,
10 uM de Fe; -BIC, +BIC; 0 y 5mM de KHCOj; respectivamente). Los tratamientos
establecidos fueron 1) +Fe —BIC; 2); -Fe —BIC 3) +Fe +BIC; 4) —Fe +BIC. El potasio
incluido en los tratamientos con KHCOj3; fue balanceado con K,;SO4 en los tratamientos sin
bicarbonato. El Fe fue aportado en forma de Fe-EDTA. La composicion de la solucion



nutritiva %2 Hoagland fue 2,5mM KNOj3; 2 mM MgSO4; 1 mM KH,PO4 2,5 mM
Ca(NOs3),; 4,6 uMMnNCly; 23,2 uM HzBOs3; 0,06 uM Na;MoOQy; 0,4 uM ZnSOy; 0,19 uM
CuSQq. La solucion fue continuamente aireada y renovada dos veces por semana, ajustando
el pH a 5,55y 7,1 en los tratamientos sin y con bicarbonato, respectivamente. Cada planta
correspondio a una repeticion.

Figura 1. Esquema del experirhento segun tratamientos (a); disposicion de contenedores
segun tratamiento (b); y las plantas establecidas en el experimento (c).
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Procedimiento

El experimento fue establecido el dia 13 de enero de 2015, y las plantas fueron sometidas a
los distintos tratamientos por 50 dias. Durante el experimento, se registro diariamente el pH
de la solucion nutritiva en cada contenedor entre las 9:00 y 10:00 am, mediante un medidor
de pH portatil (CP-401 pHmeter, Elmetron Co., Polonia). Ademas, se realizaron
determinaciones de variables fisiologicas y vegetativas. Al finalizar el ensayo, cada planta
fue seccionada en raices, tallo principal, feminelas y hojas, y se registrd la biomasa fresca y
seca de tales organos. Adicionalmente, se recolectaron muestras de hojas y raices que
fueron congeladas en nitrégeno liquido, y luego almacenadas a -80°C hasta la ejecucion de
los analisis subsecuentes.

Evaluaciones biométricas

Largo del brote principal

El crecimiento por planta se midié desde el punto de emergencia del brote hasta el apice,
mediante una cinta métrica.

Contenido de clorofila foliar

El contenido de clorofila de las hojas se determind 2 veces por semana, en cinco areas
diferentes de la ultima hoja completamente expandida, mediante un medidor de clorofila
portatil (Minolta SPAD 502, Osaka, Japdon). Con el propésito de determinar la
concentracion de clorofila foliar mediante el indice SPAD, discos de hojas (0,56 cm?)
previamente evaluados con el medidor portatil, fueron congelados en nitrégeno liquido.
Posteriormente, se realizo una extraccion de la clorofila en los discos congelados mediante
acetona 80%, segln el método de Lichtenthaler y Wellbur (1983). La concentracion de
clorofila total en el extracto se determiné en laboratorio cuantificando la absorbancia de luz
de los extractos a 647 y 663 nm, mediante un espectrofotometro UV-VIS (V-630, Jasco,
Japon). Luego, la concentracion (ug-cm™) de clorofila en los discos foliares se determind
mediante las siguientes ecuaciones descritas por Arnon (1949):

Clorofila total= 8,02 Agegz + 20,21 Aga7
Clorofilaa=12,7 Aesz — 2,69 Agar
Clorofilab =22,9 Ags7 — 4,68 Agss

De esta forma se obtuvo la correlacion entre el indice SPAD y la concentracion de clorofila.
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Intercambio gaseoso foliar

Se determind la fotosintesis neta (Pn) y conductancia estomatica (gs) en la primera hoja
completamente expandida de cada planta mediante un sensor de gases infrarojo, IRGA
(LCi, ADC BioScientific Ltd., Hoddesdon, U.K.). Los datos se registraron luego de 40 a 60
segundos, cuando la tasa de asimilacion de CO; alcanzé un valor constante. Las mediciones
se realizaron cada 7 dias, en condiciones despejadas, entre las 9:00 am y 12:00 pm.

Peso fresco y peso seco

Se determind el peso de las plantas separadas en hojas, tallo, raices y feminelas, mediante
una balanza de precision. Posteriormente se procedio a secar las muestras en una estufa de
aire forzado durante 72 horas a 70°C.

Actividad enzimatica y concentracion de proteinas

Al final del experimento, se colectaron muestras de apices de raices (20-30 mm de largo) en
cada planta. Estas fueron lavadas en agua desionizada, y luego pesadas y congeladas en
nitrogeno liquido (-180 °C). Luego, las muestras fueron almacenadas en un congelador de
ultra baja temperatura (-80 °C). En extractos de tales raices se determind la actividad de las
enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC; EC 4.1.1.31), malato deshidrogenasa
(MDH; EC 1.1.1.37), citrato sintasa (CS; EC 4.1.3.7), e isocitrato deshidrogenasa (NADP*-
IDH; EC 1.1.1.42). Adicionalmente, se determind la concentracion de proteinas en los
extractos. Los analisis se realizaron mediante un espectrofotometro UV-VIS (V-630, Jasco,
Japon). La extraccion de las enzimas se llevd a cabo segun el protocolo descrito por
Jiménez et al. (2007).

Extraccion de enzimas

El extracto de enzimas se llevo a cabo moliendo 0,1 g de las muestras de raices en un
mortero con nitrégeno liquido y 50% PVPP (p/p PS). Posteriormente el tejido fue colocado
en tubos Eppendorf, a los cuales se adicion6 1 mL del buffer de extraccion que contenia
400 mM de Tricina (pH 7.6); 5 mM MgSO4; 0,25 mM EDTA; 10% (v/v) glicerol; 0,5%
(p/v) BSA; 5 mM NaHCO3, 2 mM PMSF, 10 mM ascorbato de sodio y 1% (v/v) Triton.
Los extractos se centrifugaron a 15.000 rpm mediante la centrifuga refrigerada Sigma (1-
14K, Germany) a 4°C por 10 min. Luego, 0,6 mL de los extractos libres de material
particulado fueron desalinizados mediante su paso por columnas Sephadex G-25
(PDmidiTrap G-25, GE Healthcare, UK), previamente equilibradas con el buffer de
extraccion. Los extractos desalinizados se llevaron a un volumen de 1,5 mL segln
metodologia de Jiménez et al. (2007). Posteriormente tales extractos fueron utilizados para
los correspondientes analisis enzimaticos.
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Fosfoenolpiruvato carboxilasa. La actividad de la enzima PEPC se determin6 mediante el
acople de su actividad a la malato deshidrogenasa, cuya reaccion de oxidacion es catalizada
por NADH (Vance et al., 1983). Para su determinacion, se introdujo 25 pl de extracto en 1
mL de 5 mM NaHCOg3; 0,2 mM NADH; 2 mM DTT; 3 unidades mL™* MDH (Sigma); 2,2
mM PEP; 2,5 mM MgSOg; 0,25 mM EDTA y 100 mM tricina a pH 8,1. El consumo de
NADH se determiné por espectrofotometria mediante el monitoreo del decrecimiento en la
absorvancia a 340 nm, a 25°C.

Malato deshidrogenasa. La actividad de la enzima MDH se determind mediante el
aumento de la absorbancia a 340 nm, debido a la reduccion enziméatica de NAD" a 25°C
(Smith, 1974). La reaccion se llevo a cabo con 5 pl de extracto en 1 mL de 3 mM NAD®,
29 mM malato, 5 mM MgCl, y 100 mM buffer DEA, a pH 9,2.

Citrato sintasa. La actividad de la enzima CS se midi6 mediante la reduccion del Acetil
CoA a CoA con DTNB a 412 nm y 25°C (Srere, 1967). La mezcla de reaccion contenia 25
pl de extracto en 1 mL con 0,4 mM acetyl CoA, 0,1 mM DTNB, 0,5 mM oxalacetato y 200
mM Tris—HCI, a pH 8,1.

Isocitrato deshidrogenasa. La actividad de la enzima NADP*-IDH se determin6 mediante
el monitoreo en la reduccion de NADP* a 340 nm a 37°C (Goldberg y Ellis, 1974). La
reaccion se llevo a cabo con 25 pL de extracto en 1 mL de 3,9 mM MgCl,, 0,42 mM
NADP+, 6,7 mM isocitrato de sodio y 100 mM buffer TEA, a pH 7,3.

Concentracién de proteinas. La concentracion de proteinas se determind en los extractos
de raices mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Se utiliz6 albumina de suero
bovino (BSA) como proteina de referencia para la conformacion de una curva estandar. Las
lecturas mediante espectrofotometria se realizaron con una absorbancia de 595 nm. La
concentracion de proteinas se expres6 en mg-g™ de peso fresco (PF).

Determinacién de la concentracion de acidos organicos

Determinacién de &cidos organicos en raices

Las concentraciones de &cidos organicos fueron determinadas segun el protocolo descrito
por Neumann (2006). Las muestras congeladas de apices radicales colectadas al término del
experimento, se introdujeron en un mortero previamente enfriado con nitrégeno liquido (4
°C). Luego el tejido fue triturado y homogeneizado en el mortero. Para la extraccion y la
fase movil, se prepar6 un buffer con 2 L de agua MiliQ, 4,9 g KH,PO,4 (18 Mm), ajustado a
pH 2,1 con H3PO,. Los acidos organicos fueron cuantificados mediante un HPLC con una
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columna LiChrospher 250 x 4 mm 5 um RP-18 (Supelco Inc., PA 16823-0048, USA). La
duracién de los cromatogramas fue de 40 minutos por muestra, con una inyeccion de 100
uL a una velocidad de 0,5 mL min™ y se utilizé una longitud de onda de deteccién de 210
nm.

Recoleccion y analisis de extractos de liquido xilematico

El extracto de liquido xilematico fue colectado de cada planta al finalizar el experimento
aplicando una presién de 5 bares hacia el sistema de raices usando una camara de presion
Scholander, como fue descrito por Rombola et al. (2002). Fueron recolectados entre 500—
1000 uL de extracto xilematico por planta por medio de micro tubos Eppendorf de 2 mL.
Las muestras fueron congeladas y almacenadas a —20 °C hasta la determinacion de los
acidos organicos. Posteriormente fueron cuantificados los acidos orgénicos por medio de un
HPLC mediante la metodologia descrita previamente.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron de acuerdo a un disefio experimental aleatorizado con
estructura factorial con dos factores (Fe y BIC) y dos niveles cada factor (-Fe, +Fe; 0, 10
UM de Fe; -BIC, +BIC; 0 y 5mM de KHCOj3; respectivamente). Cada tratamiento fue
compuesto por 6 plantas, y cada planta constituyd una repeticion. Los datos fueron
analizados mediante un andlisis de varianza two-way, y en caso de encontrar interacciones
significativas entre los factores por medio de la prueba F, la comparacién estadistica se
realiz6 entre los 4 tratamientos (2 niveles de Fe x 2 niveles de KHCOj3). En estos casos se
procedio a calcular el error estandar de la media de la interaccion (SEM), y los tratamientos
fueron considerados significativamente diferentes cuando la diferencia entre las medias
fuera mayor a 2 * SEM. En caso de no encontrar interacciones significativas entre factores,
la comparacion estadistica se realizO entre los niveles de cada factor en forma
independiente para cada factor por medio de la prueba F (P<0.05). Los analisis estadisticos
se realizaron mediante el software SAS (SAS Institute, Cary, NC).
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RESULTADOS

Crecimiento

El monitoreo del crecimiento (cm) se inicidé una vez que las plantas emitieron el brote
principal, lo cual ocurrié a los 18 dias desde el inicio del experimento. Las feminelas y
zarcillos fueron excluidas de la medicién. Durante el experimento, las plantas sometidas a
los distintos tratamientos presentaron diferencias significativas en el largo del brote
principal en las distintas fechas (Figura 2).
Dia 22 cm Dia 29 cm Dia 35 cm Dia 30 cm
+Fe -BIC 178 +Fe -BIC 4438 +Fe -BIC 67 +Fe -BIC 1023
-Fe -BIC 128 -Fe -BIC 368 -Fe -BIC 538 -Fe -EIC 737
+Fe +BIC 121 +Fe +BIC 328 +Fe +BIC 3513 +Fe +EBIC 858
-Fe +BIC 143 -Fe +BIC 333 -Fe +BIC 403 g, +BIC 643
100 - FexBIC * FactorFe NS FactorFe * Factor Fe w4

SEM 33 Factor BIC * Factor BIC ik Factor BIC +
a0 - FexBIC NS§ FexBIC NS FexBIC N
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Figura 2. Largo del brote principal (cm) medido durante el experimento (dias) en las
plantas del portainjerto 140 Ruggeri sometidas a los tratamientos. Los datos son la
media de seis repeticiones. NS, * y **, No significativo, significativo a p<0,05 y
p=<0,01, respectivamente.

A los 22 dias del ensayo, se encontrd una interaccion entre los factores Fe y BIC, en donde
las plantas crecidas en presencia de Fe y ausencia de bicarbonato alcanzaron un mayor
crecimiento del brote principal en comparacion con el resto de los tratamientos.
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Sucesivamente, desde los 29 dias, el bicarbonato redujo el crecimiento del brote principal,
independientemente del nivel de Fe. A partir de los 35 dias desde la imposicion de los
tratamientos, se encontraron diferencias entre los niveles de Fe, en la cual el déficit de Fe
redujo el largo de brotes de las plantas. Al finalizar el experimento, la carencia de Fe
provocd un decrecimiento significativo de un 26,7% en el largo del brote principal en
comparacion con las plantas cultivadas en presencia de Fe en la solucién nutritiva. A su
vez, la presencia de bicarbonato redujo el crecimiento en un 14,7%.

Peso fresco y peso seco

Los resultados obtenidos indican que el nivel de Fe y de bicarbonato modificaron la
produccion de biomasa de las plantas (cuadros 1y 2). En tal contexto, la deficiencia de Fe
redujo la biomasa en peso fresco del tallo, hojas, feminelas y el total, mientras el
bicarbonato redujo el peso de tallo y feminelas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Valores promedio de peso fresco (g) determinados al finalizar el experimento en
las raices, tallos, hojas, feminelas y peso total de las plantas del portainjerto 140 Ruggeri
sometidas a los distintos tratamientos.

Factores Peso Fresco ()
Hierro Bicarbonato Raices Tallo Hojas  Feminelas Total
+ Fe -BIC 34,0£1,6 14,3+1,7 16,1+1,6 11,8+2,8 76,2+3,7
- Fe -BIC 33,6£6,8 9,0£3,9 10,4+1,1 4,2+15 57,2+7,4
+ Fe +BIC 36,0+3,4 10,3+1,1 12,4+15 3,610 62,415,8
- Fe +BIC 32,2449 7,2+0,8 8,6£0,9  1,5%0,7 49,516,8
Estadistica
Factor Fe NS ** * * *
Factor BIC NS * NS ** NS
Interaccion Fe x BIC NS NS NS NS NS

Los datos son las medias de seis repeticiones * el error estandar.
NS, * y **. No significativo, significativo para p<0,05 y p<0,01, respectivamente.

Respecto de la biomasa seca, el déficit de Fe redujo el peso de los tallos, hojas, feminelas y
el total de las plantas (Cuadro 2). El peso de raices mostré una respuesta significativa
(p<0,01) ante el efecto del factor bicarbonato, en el cual la presencia de tal ion incremento
el peso de raices. Adicionalmente, la presencia de bicarbonato en la solucion nutritiva
redujo el peso de las feminelas (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Valores promedio de peso seco (g) determinados al finalizar el experimento en
las raices, tallos, hojas, feminelas y peso total de las plantas del portainjerto 140 Ruggeri
sometidas a los distintos tratamientos.

Factores Peso Seco (g)
Hierro Bicarbonato Raices Tallo Hojas  Feminela Total
+Fe -BIC 2,8£0,2 2,9+0,2 2,6£0,3 2,1+0,5 10,5+0,6
- Fe -BIC 3,1+0,4 1,9+0,2 1,5+0,2 0,740,2 7,2+1,1
+ Fe + BIC 59+0,6 2,5+0,2 2,4+0,3 0,8%0,2 11,5+1,2
- Fe +BIC 57409 1,8+0,2 1,4+0,2 0,3%0,1 9,1+1,3
Estadistica
Factor Fe NS e il * *
Factor BIC fole NS NS * NS
Interaccion Fe x BIC NS NS NS NS NS

Los datos son las medias de seis repeticiones * el error estandar.
NS, * y **. No significativo, significativo a p<0,05 y p<0,01, respectivamente.

Valor SPAD y contenido de clorofilas

El valor SPAD corresponde a una medida no destructiva de la intensidad de verde de la
hoja o indice de verdor (Waskom, 1996). Dicha medida, es un indicador relativo de la
concentracion de clorofilas en las hojas. A partir de los datos obtenidos del valor SPAD en
el experimento, se realiz6 una correlacion entre este parametro y la concentracion total de
clorofila en las hojas determinada en laboratorio. En la Figura 3 se presenta la correlacién
entre el valor SPAD y la concentracion de clorofila, la cual arrojé un R? de 0,96 (n=20).

25
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Figura 3. Correlacion entre el valor SPAD y la concentracion total de clorofila (g cm™) en
20 hojas del portainjerto 140 Ruggeri.
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El valor SPAD medido en la primera hoja completamente expandida del brote principal de

las plantas se presenta en la Figura 4. Los resultados indican que desde el
tratamientos influenciaron la intensidad de verde de las hojas.

dia 23 los
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-
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Figura 4. Valor SPAD determinado durante el experimento en la pri

mera hoja

completamente expandida del portainjerto 140 Ruggeri sometido a los distintos

tratamientos.

Cuadro 3. Concentracion de clorofilas (ug-Chl cm™) estimada a partir del valor SPAD a los

18, 23, 32, 43 y 49 dias del experimento.

Factores Tiempo (dias)
Hierro  Bicarbonato 18 23 32 43 49
Concentracion de clorofilas (g Chl cm™)

+ Fe - BIC 7,4+2,3 15,6+1,0 16,2+0,4 11,5+0,7 15,9405
- Fe - BIC 3,212 10,5+1,5 10,8+0,9 3,2£0,9  1,3+0,7
+ Fe + BIC 4,1+25 135+0,7 15,9+0,8 15,4+0,5 14,6+0,8
- Fe + BIC 7,2+2,3 13,2+15 10,5%0,9 4,614  2,4+0,8
Estadistica
Factor Fe NS * ** ** **
Factor BIC NS NS NS * NS
Interaccion Fe x BIC NS NS NS NS NS

Los datos son las medias de seis repeticiones * el error estandar.
NS, * y **. No significativo, significativo a p<0,05 y p<0,01, respectivamente.
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Respecto de la concentracion de clorofilas de las hojas, el déficit de Fe redujo tal variable
desde el dia 23, y al finalizar el experimento, se registré una reduccion del 87,9% en la
concentracion de clorofila inducida por el déficit de Fe (Cuadro 3). Los resultados
evidencian que las plantas sometidas a carencia de Fe mostraron severos sintomas de
clorosis férrica. Por otra parte, la presencia de bicarbonato en la solucién nutritiva
increment6 en un 26,5% la concentracion de clorofila en la medicion realizada en el dia 43
del experimento.

Intercambio gaseoso foliar

En el Cuadro 4 se presenta la actividad fotosintética determinada en la primera hoja
completamente expandida durante el experimento. Los resultados evidencian que a los 42
dias, la carencia de Fe redujo la fotosintesis neta en un 46,5% respecto al tratamiento en
presencia de este elemento (Cuadro 4). A los 46 dias se registré una interaccion entre los
factores en la cual, el déficit de Fe redujo la fotosintesis neta en un 70% en las plantas
cultivadas en presencia de bicarbonato, y en un 41% en las plantas cultivadas sin la
presencia de este ion en la solucién nutritiva (Cuadro 4).

La conductancia estomatica es la velocidad (cm s™) a la cual se produce el flujo de agua
transpirada desde las hojas hacia la atmoésfera a través de los estomas. A los 25 dias del
experimento se registrd una interaccion entre los factores Fe y bicarbonato, en la cual, el
déficit de Fe redujo la conductancia estomatica foliar en las plantas cultivadas en ausencia
de bicarbonato, mientras una respuesta contraria se registré en las plantas tratadas con
bicarbonato (Cuadro 5). Por otra parte, los resultados indican que el déficit de Fe redujo la
conductancia estomaética desde los 32 dias del experimento, mientras el bicarbonato la
redujo solo a los 42 dias.
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Cuadro 4. Fotosintesis neta (umol CO, m s ) determinada a los 25, 32, 42 y 46 dias del
experimento en hojas del portainjerto 140 Ruggeri sometido a los distintos tratamientos.

Factores Tiempo (dias)

Hierro Bicarbonato 25 32 42 46
Fotosintesis neta (umol CO, m *s ™)

+ Fe -BIC 4,6+0,5 79+1,4 8,9+0,3 7,1+0,8
- Fe -BIC 5,0+0,5 7,0+0,8 4,2+0,5 5,1+1,2
+ Fe +BIC 3,5+0,4 7,3t1,3 8,5+0,5 8,6+0,9
- Fe + BIC 3,9+0,5 6,0+0,6 5,1+0,6 2,6+0,3
Estadistica
Factor Fe NS NS kel
Factor BIC NS NS NS
Interaccion Fe x BIC NS NS NS *
SEM 1,01

Los datos son las medias de seis repeticiones * el error estandar.
NS, * y **. No significativo, significativo a p<0,05 y p<0,01, respectivamente.
SEM. Error estdndar de la media.

Cuadro 5. Conductancia estomética (cm s) determinada a los 25, 32, 42 y 46 dias del
experimento en hojas del portainjerto 140 Ruggeri sometido a los distintos
tratamientos.

Factores Tiempo (dias)

Hierro Bicarbonato 25 32 42 46
Conductancia estoméatica (cm s™)

+Fe - BIC 5,8+0,2 6,4+0,4  7,4+0,2 5,1+0,4
- Fe - BIC 4,8+0,1 4,6£0,1 4,9+04 4,0+£0,5
+ Fe + BIC 4,3+0,2 6,6+0,3  6,9+0,3 5,1+0,5
- Fe + BIC 4,8+0,4 53+0,2  3,5%0,3 2,7+0,1
Estadistica
Factor Fe fakad okl *k
Factor BIC NS * NS
Interaccion Fe x BIC * NS NS NS
SEM 0,11

Los datos son la media de seis repeticiones * el error estandar.
NS, * y **. No significativo, significativo a p<0,05 y p<0,01, respectivamente.
SEM. Error estandar de la media.
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ph de la solucion nutritiva

Los datos obtenidos en las mediciones periddicas de pH en la solucion nutritiva se
presentan en la Figura 5. Durante el experimento, los valores de pH se mantuvieron entre
un rango de 7 y 8 para los tratamientos en presencia de bicarbonato, y entre 6,3 y 5,5 en las
plantas sin la presencia de este ion. A partir de la tercera semana del experimento, se
registro una disminucion del pH de la solucion nutritiva en los contenedores de las plantas
sometidas a déficit de Fe en ausencia de bicarbonato (Figura 5). En el dia 45 del
experimento, la solucion nutritiva de las plantas sometidas a déficit de Fe y ausencia de
bicarbonato presentd los valores minimos, alcanzando un pH de 5,1. Este valor muestra una
diferencia mayor a una unidad comparado con el registrado en la solucion nutritiva de las
plantas cultivadas en presencia de Fe y bicarbonato. En presencia de bicarbonato, el déficit
de Fe no indujo una reduccion del pH del medio (Figura 5).
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Figura 5. Valores de pH de la solucion nutritiva durante el experimento. Las flechas hacia
abajo indican la renovacion de la solucion nutritiva.

Actividad enzimatica y concentracion de proteinas en raices

La actividad de las enzimas evaluadas en los extractos de raices se presenta en el Cuadro 6.
El andlisis de los datos arrojé una interaccion entre los factores para la actividad de la
enzima PEPC, en la cual, el deficit de Fe incrementd la actividad de la PEPC en las plantas
crecidas en presencia de bicarbonato, mientras en ausencia de bicarbonato no se registro tal
efecto (Cuadro 6). Por otra parte, el déficit de Fe incrementd la actividad de las enzimas
NADP*—IDH y CS, mientras el bicarbonato incrementd la actividad de la NADP*—IDH.
Los tratamientos no influenciaron la actividad de la enzima MDH (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Actividad (nmol mg™ proteina min™) de las enzimas PEPC, MDH, NADP*-IDH,
CS y concentracion de proteinas (mg g™ PF) determinadas en extractos de raices del
portainjerto 140 Ruggeri sometido a los distintos tratamientos.

Factores Activid_alld de e,nzima_ls_1 Concen_tlraci()n
(nmol mg™ proteina min™) (mg g~ PF)
Hierro Bicarbonato PEPC MDH  NADP*-IDH CS Proteina
+ Fe -BIC 12,31+0,4 40,01+2,2 1,37#0,1 0,27%0,02 21,96+2,3
- Fe -BIC 16,43+1,9 42,06+2,2 1,96+0,08 0,38+0,05 29,38+4,5
+ Fe + BIC 18,05+0,8 36,94+2,8 2,17+0,09 0,65+0,03 27,58+3
- Fe + BIC 29,82+0,4 36,37+2,3 2,06£0,1 0,57+0,06 28,58+5,5
Estadistica
Factor Fe NS el il NS
Factor BIC NS * NS NS
Interaccion Fe x BIC *x NS NS NS NS
SEM 3,27

Los datos son las medias de seis repeticiones * el error estandar.
NS, * y **. No significativo, significativo a p<0,05 y p<0,01, respectivamente.
SEM. Error estdndar de la media.

Concentracion de acidos organicos en extractos de raices y liquido xilematico

Luego de finalizar el experimento, se determiné la concentracion de los principales acidos
organicos presentes en extractos de raices, y en liquido xilematico de las plantas mediante
HPLC. Se determind la concentracion de acido citrico, malico, tartarico y ascérbico. Los
resultados relativos a la concentracion de los acidos citrico, mélico y tartarico, arrojaron
interaccion entre los factores Fe y bicarbonato, en la cual, el déficit de Fe increment6 la
concentracion de tales acidos organicos en las plantas cultivadas en ausencia de bicarbonato
(Cuadro 7). En contraste, la carencia de Fe redujo la concentracion de acidos organicos en
presencia de bicarbonato (Cuadro 7).

En el liquido xilematico la presencia de Fe y bicarbonato en la solucién nutritiva
incrementaron la concentracion de acido tartarico (Cuadro 8). Las datos relativos a la
concentracion de acido ascorbico arrojaron una interaccion entre los factores, en la cual, el
déficit de Fe redujo la concentracion de ascorbato en las plantas cultivadas en ausencia de
bicarbonato, mientras el efecto adverso se registro en las plantas sometidas a la presencia
de bicarbonato (Cuadro 8). Por otra parte, el déficit de Fe provocd un incremento de 36,5%
en el contenido de &cido maélico en extractos de liquido xilematico del portainjerto 140
Ruggeri (Cuadro 8).
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Cuadro 7. Concentraciéon (mg g™ PF) de acido citrico, malico, tartarico y ascorbico, en
extractos de raices del portainjerto 140 Ruggeri sometido a los distintos
tratamientos.

Factores Concentracion (mg g'1 PF)
Hierro Bicarbonato Citrico Malico  Tartérico Ascorbico
+ Fe - BIC 0,5+0,09 0,2+0,05 2,0+0,2 0,12+0,06
- Fe -BIC 1,6+0,07 0,5+0,06 2,4+0,1 0,03+0,01
+ Fe + BIC 1,7+0,17 0,6+0,06  3,0+0,3 0,07+0,04
- Fe + BIC 1,3+0,1 0,5+0,05 2,0+0,09 0,03+0,01
Estadisticas
Factor Fe NS
Factor BIC NS
Interaccion Fe x BIC ** *x *x NS
SEM 0,02 0,004 0,05

Los datos son las medias de seis repeticiones * el error estandar.
NS, **. No significativo, significativo a p<0,01, respectivamente.
SEM. Error estdndar de la media.

Cuadro 8. Concentracion (uM) de acido citrico, mélico, tartarico y ascorbico, en extractos
de raices del portainjerto 140 Ruggeri sometido a los distintos tratamientos.

Factores Concentracion (UM)
Hierro Bicarbonato Citrico Malico  Tartarico Ascorbico
+ Fe - BIC 195+36,4 165+9,6 565+26,4 67%18,1
- Fe - BIC 212+431,3 265+175 486+66,3 54+10,7
+ Fe + BIC 197+40,4 200+37,2 771+22,6 12+2,4
- Fe + BIC 236+35,4 310+38,7 580+52,3 76+21,2
Estadistica
Factor Fe NS **
Factor BIC NS NS
Interaccion Fe x BIC NS NS NS *
SEM 8,61

Los datos son la media de seis repeticiones * el error estandar.
NS, * y **. No significativo, significativo a p<0,05 y p<0,01, respectivamente.
SEM. Error estandar de la media.
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DISCUSION

En el presente estudio, el portainjerto de vid 140 Ruggeri respondio ante el déficit de Fe
mediante una reduccion en el crecimiento del brote principal y la biomasa del tallo, hojas,
feminelas y total de la planta. Tal respuesta, corresponde a un sintoma de déficit de Fe
ampliamente reportado en la literatura en otros genotipos de vid tales como Cabernet
Sauvignon (Jimenez et al., 2007), y en otras especies lefiosas como el kiwi, duraznero y
peral (Rombola et al., 2002; Alvarez-Fernandez et al., 2003; Alvarez-Fernandez et al.,
2011). Sin embargo, en estudios realizados en los genotipos de vid susceptibles al déficit de
Fe 3309-C vy Vitis riparia Gloire de Montpellier, la carencia de este micronutriente no
redujo el crecimiento del brote principal de las plantas, pero si se registré una significativa
reduccion en la concentracion de clorofila foliar (Covarrubias et al., 2014; Covarrubias et
al., 2015; Jimeénez et al., 2007). Tales evidencias, sugieren que la reduccion en la tasa de
crecimiento de la parte aérea de la planta, asociada a la mantencion de elevados niveles de
clorofila foliar podria constituir un mecanismo de respuesta para mantener concentraciones
de Fe adecuadas para el funcionamiento metabdlico de la planta (Covarrubias y Rombola,
2015).

Por otra parte, el bicarbonato redujo en un 14,7% el largo del brote principal, sin alterar la
biomasa de las plantas. En otros experimentos conducidos en sistemas hidroponicos en el
mismo portainjerto de vid se han encontrado resultados contrastantes. Por ejemplo, Ksouri
et al. (2005) reportaron que el bicarbonato redujo en un 20% el crecimiento del brote
principal y la biomasa total en plantas sometidas a 10 mM de NaHCOg. Por otra parte,
Covarrubias y Rombola (2013) no observaron un efecto del bicarbonato en el crecimiento
de brotes y biomasa en plantas del genotipo 140 Ruggeri sometidas a 10 mM de KHCO:s.
Es posible que las diferencias en los resultados reportados, se deban a las condiciones
experimentales particulares de cada estudio. En una investigacion realizada por Donnini et
al. (2012), se estudid el comportamiento de la especie calcifuga Pariataria diffusa ante la
carencia de Fe y la presencia de bicarbonato en el sustrato. En el estudio, tal especie
presentd una disminucion del 55% en el crecimiento del brote principal en las plantas
tratadas con bicarbonato (15 mM HCOg). En el presente ensayo el bicarbonato aumento el
peso seco de las raices. Dicha estimulacion del crecimiento de la biomasa radical en plantas
sometidas a la presencia de bicarbonato se ha observado en el portainjerto 140 Ruggeri
(Covarrubias y Rombola, 2013), en Medicago ciliaris (M’sehli et al., 2009) y en especies
lefiosas cultivadas en campo como el peral (Tagliavini et al., 1993). Desde un punto de
vista morfoldgico, el incremento en la biomasa radical con la aparicion de pelos radicales y
abundantes raices secundarias incrementan la superficie de contacto entre las raices y el
suelo, favoreciendo la busqueda y adquisicion de nutrientes (Landsberg, 1996; Schmidt y
Bartels, 1996) en condiciones limitantes. En tal contexto, es posible que el estimulo en el
crecimiento de las raices como respuesta al bicarbonato sea un mecanismo para incrementar
la capacidad de absorcion de minerales por las raices.
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Los resultados obtenidos arrojaron una alta correlacion entre el indice SPAD vy la
concentracion de clorofilas (r = 0,97), confirmando la elevada confiabilidad de tal indice
como indicador del contenido de clorofilas en las hojas, como ya ha sido descrito por otros
autores para la vid (Petrie et al., 2000; Porro et al., 2001; Steele et al., 2008). En la presente
investigacion, el déficit de Fe disminuyo la concentracion de clorofila foliar en un 70,9%.
Debido a que el Fe es componente estructural del fotosistema Il (PSII) y I (PSI) (Terry y
Abadia, 1986) y participa en numerosas reacciones de la ruta de sintesis de la molécula de
clorofila, se explica que su deficiencia provoque una disminucion en la concentracion de
clorofilas por unidad de area de hoja (Morales et al., 1990). Adicionalmente, el déficit de
Fe redujo la actividad fotosintética y conductancia estomatica foliar. Presumiblemente,
tales resultados son una consecuencia de la disminucion en la concentracion de las
clorofilas totales en las hojas, lo cual se suma a una condicion estresante prolongada. En
otros experimentos, Larbi et al. (2006) atribuyé la disminucion de la tasa fotosintética y
transpiracion de tres especies vegetales a una baja concentracion de clorofila total debido a
la privacion de Fe. Segun Lerdau y Coley (2002), una limitante nutricional en general
afecta de mayor manera al crecimiento de la planta antes que a la fotosintesis, lo cual
permite la asignacion de los fotosintetatos a la produccion de metabolitos secundarios como
compuestos fendlicos. Por otra parte, en el presente estudio se observo una tendencia al
incremento en la concentracién de clorofilas en las hojas inducido por la presencia de
bicarbonato, la cual fue significativa en la medicion realizada a los 43 dias del experimento.
Los resultados obtenidos son concordantes con lo reportado por Covarrubias y Rombola
(2013), quienes con el mismo portainjerto y bajo similares condiciones experimentales
registraron un incremento en el indice SPAD inducido por el bicarbonato (5 mM). Tales
autores atribuyeron este resultado al posible efecto del ion bicarbonato en desacelerar la
degradacion de la clorofila en las hojas (Covarrubias y Rombola, 2013). En contraste, la
especie calcifuga Parietaria diffusa mostr6 una reduccion del 20% en la concentracion de
clorofila inducida por el bicarbonato (Donnini et al., 2012). Sin embargo, en el mismo
estudio, las plantas en déficit de Fe tratadas con bicarbonato presentaron un valor SPAD
mayor respecto a las plantas sometidas a déficit de Fe absoluto (Donnini et al., 2012), lo
cual se condice con lo reportado por Covarrubias y Rombola (2013) y con los resultados
encontrados en el presente estudio. En consecuencia, los datos de crecimiento y
concentracion de clorofila foliar obtenidos sugieren que el genotipo de vid 140 Ruggeri,
cuando se encuentra ante la presencia de bicarbonato, desarrolla una estrategia de
adaptacion basada en la reduccién del crecimiento de la parte aérea para mantener
adecuados niveles de Fe y clorofila en la plantas preservando la actividad fotosintética, tal
como lo sugirié Donnini et al. (2009), e incrementando la biomasa radical para favorecer la
absorcion de nutrientes.

En este experimento se registro una disminucion del pH en la solucion nutritiva de las
plantas sometidas a déficit de Fe. La acidificacion de la rizosfera, y consecuentemente del
medio externo a las raices es uno de los principales mecanismos de respuesta de este
genotipo a la deficiencia de Fe (Covarrubias y Rombola, 2013; Ksouri et al., 2006). Tal
respuesta ha sido ampliamente registrada en especies frutales tolerantes de Estrategia | de
absorcion del Fe, tales como la vid, el kiwi y el limonero (Brancadoro et al., 1995;
Covarrubias y Rombola, 2013; Covarrubias y Rombola, 2015, Rombola et al., 2002). La
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disminucion del pH de la rizsfera ante deficiencia de Fe se debe en parte a la activacion de
la enzima H*-ATPasa de la membrana plasmatica (Dell’Orto et al., 2000), la cual cataliza la
exudacion de protones hacia el medio externo. Este mecanismo de respuesta permite
incrementar la solubilidad y disponibilidad del Fe presente en la solucion, y contribuye a
establecer un potencial eléctrico transmembrana favorable (negativo al interior) para la
mejor captacion de otros cationes (Dell’Orto et al., 2000). Los procesos de reduccion y
aumento de extrusion de protones en las raices bajo deficiencia de Fe requieren de una
mayor produccién de NAD(P)H y regeneracion de ATP, lo que se consigue a través de la
aceleracion del metabolismo interno, en particular la glicolisis (Donnini et al., 2012). Por
otra parte, las plantas deficientes en Fe no lograron reducir significativamente el pH de la
solucion nutritiva en presencia de bicarbonato. Este resultado se debe probablemente a la
capacidad tampdn del HCO3', el cual mantuvo un pH de 7,1 en el medio demostrando su
eficacia en neutralizar los protones H* excretados por la bomba H*-ATPasa (Romera et al.,
1992). La especie calcifuga Parietaria diffusa sometida a deficiencia de Fe logré disminuir
el pH en la solucion nutritiva mediante la reorganizacién de sus compuestos carbonados,
administrandolos entre el metabolismo primario y secundario, provocando la acumulacion
de compuestos organicos en sus tejidos (Donnini et al., 2012).

En el presente estudio, la deficiencia de Fe incrementd la concentracién de acidos organicos
en las raices y la actividad de sus enzimas de sintesis. Las plantas deficientes en Fe
presentaron una actividad PEPC dos veces mayor en comparacién al testigo. Similares
resultados han sido reportados en el genotipo de vid sometido a estudio (Covarrubias y
Rombola, 2013), en Cabernet Sauvignon, y en Riparia Gloire de Montpellier (Jiménez et
al., 2007; Ollat et al., 2003). La enzima PEPC cataliza la incorporacion de bicarbonato en el
acido organico C3 fosfoenolpiruvato, generando oxaloacetato (OAA), el cual es convertido
a malato mediante la actividad de la enzima malato deshidrogenasa (MDH) (Lance y
Rustin, 1984). Tal mecanismo es fundamental para mantener en equilibrio el pH citosélico
(Davies, 1986). Adicionalmente, el déficit de Fe incrementd la actividad de la enzima
NADP*—IDH. Esta enzima forma parte del Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos (TCA), y
cataliza la produccion de 2-oxoglutarato mediante la oxidacion de isocitrato (Foyer et al.,
2011). La enzima se encuentra principalmente compartimentada en el citosol y la
mitocondria al interior de la célula. Las enzimas NADP*™~IDH y CS han sido documentadas
como enzimas que responden incrementando su actividad frente a la deficiencia de Fe en
tejidos radicales de Beta vulgaris L. (Lopez-Millan et al., 2000b), Pisum sativum (Jelali et
al., 2010) y Lycopersicon esculentum L. (Lopez-Millan et al., 2009). Adicionalmente, la
enzima CS respondi6 positivamente a la deficiencia de Fe, lo cual podria ser atribuido al rol
de tal enzima en la acumulacion de &cido citrico en las raices. Por otra parte, la presencia de
bicarbonato incremento la actividad de la NADP*™-IDH, sin modificar la actividad del resto
de las enzimas evaluadas. La elevada concentracion del ion bicarbonato en suelos calcareos
es uno de los principales factores causantes de clorosis férrica en las especies y/o genotipos
susceptibles (Nikolic y Kastori, 2000). Sin embargo, aun no hay absoluta claridad sobre los
mecanismos mediante los cuales el bicarbonato provoca déficit de Fe, y en relacion a ello,
se han propuesto distintas hipétesis. Por una parte, el bicarbonato tampona el suelo a pH
7,5-8,5, reduciendo la biodisponibilidad de Fe. Ademas, se ha observado que la presencia
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de este ion inhibe la actividad de enzimas claves para absorcion del Fe, tales como la FC-R,
la cual cataliza la reduccién de Fe*® a Fe*? (Romera et al., 1997; Alcantara et al., 2000),
MDH, CS e NADP*-IDH (Covarrubias y Rombola, 2013). En las plantas sometidas a
déficit de Fe, el bicarbonato redujo la actividad de la PEPC en comparacion las plantas
cultivadas en ausencia de este ion. Tal resultado, podria ser atribuido al efecto del
bicarbonato como inhibidor de la actividad de la PEPC, o podria ser un indicador de que el
bicarbonato logra mitigar parcialmente el estrés causado por el déficit de Fe.

Ademas, en el presente experimento, el déficit de Fe y la presencia de bicarbonato
incrementaron la concentracién de &cido citrico, malico y tartarico en las raices. El
incremento de los &cidos organicos generalmente conlleva a su acumulacion en tejidos de
raices, hojas y/o exudados (Abadia et al., 2002). La exudacién de &cidos desde la raiz hacia
la rizésfera mejora la disponibilidad del Fe para ser absorbido (Tyler y Strom, 1995) siendo
un recurso para la excrecion de H* desde la raiz (Landsberg, 1986). Adicionalmente su
acumulacién en plantas deficientes de Fe mejora el transporte a larga distancia del Fe
(Lopez-Millan et al., 2000a), promueve el control del pH citosélico y ayuda a aumentar la
actividad de la enzima transmembrana H*-ATPasa (Zocchi, 2006). De igual forma, en la
especie calcicola Parietaria diffusa se encontr6 un aumento en la acumulacién de
compuestos organicos concentrados y exudados bajo condiciones de deficiencia de Fe, y de
mayor manera en presencia de bicarbonato (Donnini et al., 2012). En el liquido xilemético,
la presencia de Fe y bicarbonato incrementaron la concentracion de &cido tartarico.
Aparentemente este acido juega un rol de mayor importancia para el portainjerto 140
Ruggeri en comparacion a otras especies, por ser un acido caracteristico de la vid (Ruffner,
1982). El incremento en la concentracion de los &cidos ascdrbico y principalmente malico
en el liquido xilematico del portainjerto 140 Ruggeri sometido a déficit de Fe, podria ser
debido al rol de los &cidos organicos en el transporte del Fe a través de los vasos
xilematicos, y a la necesidad de reducir el Fe en el apoplasto del tejido foliar, a través del
efecto de tales acidos en el pH, y asi contribuir a facilitar su paso por la membrana
(Kosegarten et al., 2004). En consecuencia, los resultados sugieren que el portainjerto 140
Ruggeri responde al déficit de Fe y al bicarbonato incrementado la sintesis y concentracion
de acidos organicos en las raices, y el transporte hacia la parte aérea de algunos de ellos.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, es posible concluir que:

El genotipo de vid 140 Ruggeri cuando es sometido a un déficit directo de Fe, responde
activamente disminuyendo el crecimiento del brote y la biomasa de la parte aérea, e
incrementando concentracion de acidos organicos y sus enzimas de sintesis en raices.
Ademas, el efecto del déficit de Fe directo se manifiesta mediante una reduccion en el
contenido de clorofila, la fotosintesis neta y la conductancia estomatica de las hojas.

La presencia de bicarbonato en la solucion nutritiva induce una reduccién en el crecimiento
del tallo y las feminelas, y un incremento en la biomasa radical. Adicionalmente, la
presencia de bicarbonato incrementa la concentracion de clorofila foliar, y la concentracion
de &cido tartarico en el liquido xilematico.

Los resultados confirman la probabilidad de que la presencia de bicarbonato en la solucion
nutritiva contribuye a mitigar el efecto del estrés en las plantas sometidas a déficit de Fe.
Lo anterior se fundamenta en que, ante un déficit de Fe, las plantas cultivadas en presencia
de bicarbonato muestran una menor actividad de la PEPC y concentracion de &cido
tartarico en raices, asimilandose al control.

Las respuestas fisiologicas y bioquimicas del portainjerto 140 Ruggeri al déficit de Fe y la
presencia de bicarbonato se asemejan a las reportadas para la especie Parietaria diffusa,
declarada como calcicola. Lo anterior, indica que el genotipo de vid estudiado manifiesta
caracteristicas propias de una planta calcicola, sin embargo mas investigaciones son
necesarias para determinar con exactitud el rol del bicarbonato en el metabolismo del
portainjerto.
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APENDICE

Apendice I. Temperatura media y humedad relativa del invernadero durante el transcurso
del experimento (13-01-2015/03-03-2015).

Diasde  Temperatura Humedad Diasde Temperatura Humedad
tratamiento media relativa tratamiento media relativa
(dia) °C % (dia) °C %
1 21,64 62,66 26 22,39 64,60
2 22,36 66,39 27 22,49 73,32
3 22,44 77,53 28 21,38 72,12
4 22,57 60,10 29 20,17 75,71
5 22,12 62,66 30 19,65 76,00
6 20,74 77,65 31 20,97 72,98
7 20,17 78,32 32 22,01 68,08
8 21,39 69,87 33 22,51 76,47
9 21,71 70,18 34 18,94 68,98
10 22,35 76,77 35 21,57 58,80
11 22,76 75,53 36 20,29 69,81
12 22,79 75,76 37 20,68 70,61
13 23,23 74,84 38 20,87 58,02
14 23,54 74,49 39 21,85 60,04
15 23,51 67,68 40 21,70 66,61
16 23,20 78,05 41 22,01 73,58
17 22,89 68,00 42 22,14 70,72
18 22,97 60,11 43 22,08 74,05
19 23,27 65,53 44 22,11 74,26
20 23,33 66,24 45 22,01 71,68
21 23,49 67,74 46 21,08 75,33
22 23,15 60,83 47 21,42 72,82
23 23,85 71,04 48 21,05 61,71
24 22,83 64,34 49 22,01 60,19

N
(6}

22,31 68,15 50 21,88 59,36




