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CAPITULO I: REVISION BIBLIOGRAFICA

En Chile la superficie cultivada con paltos se distribuye principalmente en las regiones
de Valparaiso, Coquimbo y Metropolitana, las cuales concentran méas del 90% de la
superficie nacional plantada (Juri, 2010). Segun datos de la Oficina de Estudios y Politicas
Agrarias, en el afio 2014 alcanzo las 31.727 hectareas cultivadas, ubicando a este frutal
como el segundo mas importante del pais, solo superado por la vid (ODEPA, 2015).

La variedad Hass tiene un potencial productivo aproximado de 25 t ha™* (Lemus et al.,
2005). Sin embargo, en Chile los rendimientos promedio son menores, alcanzando las 10
t ha® en huertos adultos (Gardiazabal, 2004). Esto se debe, por una parte al manejo
inadecuado de los huertos, y en particular, a problemas de riego. Por otra, a que una
fraccion importante de las plantaciones estan ubicadas en suelos y/o climas inadecuados
para su desarrollo (Ferreyra et al., 2008). En la zona central de Chile es comln la
presencia de suelos calcareos caracterizados por un elevado pH, lo cual limita la
disponibilidad de micronutrientes para las plantas, especialmente de hierro (Fe)
(Gardiazabal, 2004).

El Fe es un microelemento esencial que, entre sus multiples funciones fisioldgicas,
participa en reacciones de transferencia de electrones y transformaciones de energia.
Adicionalmente, el Fe es componente de numerosas enzimas, y forma puentes entre
enzima y sustrato en procesos bioldgicos fundamentales para la vida de las plantas
(Palacios, 2003). Por otra parte, una de las funciones principales del Fe en la planta es su
participacién como catalizador en el proceso de sintesis de la molécula de clorofila y
ademas influye en la morfologia de los cloroplastos (Juarez et al., 2007). De alli que el
déficit de Fe se manifieste con el sintoma denominado como clorosis férrica. La clorosis
férrica se manifiesta como una clorosis intervenal en las hojas debido a que el Fe es
necesario para la sintesis de clorofila, y tal pigmento es el principal responsable del color
verde de las hojas. En general la clorosis férrica es mas intensa en crecimientos nuevos,
debido a que su movilidad desde las hojas basales hacia aquellas apicales (jovenes) es
muy baja (Ferreyra et al., 2008). La clorosis puede abarcar al arbol completo o solo a
determinadas zonas del follaje, siendo esta sintomatologia observada con mayor
frecuencia entre los meses de septiembre a marzo (Gardiazabal, 2004). Si el déficit es
severo, ademas de la clorosis podria aparecer una necrosis marginal que compromete
tanto a las hojas nuevas como a las mas desarrolladas o adultas. Debido a este problema,
se produce caida de hojas en noviembre y, si la carencia es severa, puede conducir a la
muerte de la planta (Ferreyra et al., 2008).

La carencia de Fe también reduce de manera significativa el crecimiento y rendimiento
de los cultivos. Por ejemplo, se han observado disminuciones de un 20% en la produccién
de materia seca en hojas, tallos y raices en cultivo de mani y se han verificado pérdidas
que superan el 25% en otros cultivos como cereales, legumbres, hortalizas y arboles
frutales (Briat et al., 2015). En la vid, la carencia de Fe puede causar una reduccion
dramaética en la longevidad, la productividad, el crecimiento de brotes y raices, asi como
pérdidas en el rendimiento y calidad de la fruta (Bavaresco et al., 2003). El palto, y
particularmente la variedad Hass, es una de las especies mas susceptibles a la clorosis
férrica (Razeto y Palacios, 2005). Algunas experiencias en palto indican que, incluso en
arboles levemente afectados por carencia de Fe, se producen impactos negativos del orden



del 24% en la produccion (Ferreyra et al., 2008). Por tal motivo, es importante detectar
precozmente la carencia de Fe, pues cuando se manifiesta su sintoma en el arbol, éste
disminuye su produccion y la correccion del problema es mas dificil y onerosa (Palacios,
2003).

La principal causa de la clorosis férrica no radica en la ausencia de este micronutriente en
el suelo, ya que se considera al Fe como el cuarto elemento mas abundante en las rocas
de la Tierra, con gran capacidad de formar numerosos compuestos estables con S, O y Si
(Astudillo, 2008). El Fe se puede encontrar en el suelo en la forma ferrosa (Fe?*) o en la
forma férrica (Fe*), y a pesar de su abundancia, en presencia de oxigeno y pH neutro-
alcalino este elemento esta escasamente disponible para plantas debido a la rapida
oxidacion de Fe?* a Fe*" y la subsecuente formacion de hidroxidos insolubles (Aguado-
Santacruz et al., 2012). La solubilidad de los 6xidos e hidroxidos de Fe®** presentes en el
medio estd muy relacionada con el pH del suelo. Asi, la solubilidad del Fe desciende mil
veces por cada unidad de aumento en el pH, y su disponibilidad se reduce a niveles muy
bajos cuando el pH se encuentra alrededor de 7,5 a 8,5, como sucede en suelos calizos
(Juérez et al., 2007). Un suelo calcareo contiene carbonatos de calcio, los que a pesar de
ser relativamente insolubles, son capaces de controlar el pH del suelo mediante su
hidrolisis alcanzando valores de entre 7,3 a 8,5. El efecto de los suelos calcareos sobre el
Fe se debe principalmente a la accién de la caliza activa, la cual es la parte de los
carbonatos totales que posee un tamafio inferior a 20 micras, determinando asi una
elevada area superficial activa capaz de interactuar con los 6xidos de Fe en el suelo
(Astudillo, 2008).

Se han descrito dos mecanismos para la absorcion del Fe desde el suelo, los cuales son
llevados a cabo en funcién de la especie: una estrategia basada en la reduccion del Fe
(Estrategia I) y otra basada en la quelacion (Estrategia I1). La Estrategia | es ejecutada por
especies dicotileddneas y monocotiledéneas no gramineas, mientras la Estrategia Il es
restringida a las Poaceas (Juarez et al. 2007). Bajo condiciones deficientes de Fe, las
plantas de Estrategia | expulsan protones dentro de la rizosfera, disminuyendo el pH de
la solucion del suelo e incrementando asi la solubilidad del Fe®* (Kim y Guerinot, 2007).
Los componentes principales del mecanismo basado en la reduccién son una enzima Fe-
reductasa que pertenece a la familia FRO (Ferric Reductase Oxidase) y un transportador
intermembrana de Fe (1) IRT (Iron Regulator Transporter) (Kobayashi y Nishizawa,
2012). Elementos asociados al mecanismo basado en la reduccion en la raiz, incluyen la
excrecion de protones a la rizosfera, mediante la enzima H*-ATPasa y de una gran
cantidad de compuestos organicos, incluyendo carboxilatos, compuestos fendlicos y
flavonoides, que pueden afectar la disponibilidad de Fe directa o indirectamente. Aunque
los componentes de ambas estrategias estan bien caracterizados a nivel molecular,
aspectos fisioldgicos vinculados a su respuesta a la fertilizacion con Fe han sido menos
explorados (Abadia et al., 2011). Adicionalmente, una vez que el Fe es absorbido por la
raiz, este es cargado en la savia del xilema y trasladado a las partes aéreas de la planta a
través de la corriente de transpiracion. Los acidos organicos, especialmente citrato, son
los principales quelantes de metales en el xilema (Yoneyama et al., 2015). De este modo,
se ha acordado que el Fe esta presente en el xilema formando complejos de Fe(l11)-citrato,
donde el pH es de 5,5 a 6. EI mutante de Arabidopsis frd3 (manl) ha proporcionado
evidencias moleculares del papel del citrato en transporte del Fe a larga distancia (Kimy
Guerinot, 2007). Este mecanismo implica que transportadores activos de la raiz deben
descargar Fe desde las células corticales hacia el xilema. Sin embargo, los transportadores



de flujo de salida aun no han sido caracterizados a nivel molecular. Una vez en las hojas,
es probable que el Fe-citrato sea el sustrato de la Fe-quelato reductasa de la hoja, ya que
tal actividad enzimatica se ha descrito en las células del mesdfilo de la hoja. Asi también,
el hecho de que en guisantes psfrol también se expresa en las hojas, indica que la proteina
FRO1 es candidata para la funcion reduccién de Fe en la hoja (Thomine y Lanquar, 2011).
La movilidad del Fe desde el origen a tejidos sumidero a través de la savia del floema ha
sido poco documentada. Sin embargo, estd bien establecido que la savia del floema
contiene Fe que surge de su movilizacion desde los 6rganos de origen (Briat, 2006). La
re movilizacion de Fe desde hojas adultas a hojas més nuevas también toma lugar via
trasporte floematico. El pH en la savia del floema es mayor a 7,0, por lo que el Fe requiere
formar complejos con quelantes con el fin de mantener una elevada solubilidad. Estudios
en Ricinus communis han identificado una proteina de trasporte (ITP) como un Fe-
quelador en el floema. ITP se une especificamente a Fe®*. Por lo tanto, se presume que
Fe se transporta como Fe(l11)-1TP en el floema (Kim y Guerinot, 2007).

Consecuentemente, la clorosis férrica se produce por disminuciones en la disponibilidad
de Fe?* activo en la planta, desencadenada por la interaccion de factores quimicos, fisicos
y biologicos presentes tanto en el suelo como dentro de la misma especie vegetal
(Astudillo, 2008). Existe ademas un fendmeno descrito como “paradoja de la clorosis” la
cual se refiere a que las hojas clordticas tienen mayores concentraciones de Fe total que
las verdes. Por lo tanto, la concentracion de Fe total foliar no esta correlacionada con la
concentracion de clorofila de la hoja (Morales et al., 1998; Rémheld, 2000). Tal fenémeno
indica que la clorosis manifestada en plantas cultivadas en suelos calcareos no esta solo
relacionada a la absorcion de Fe por la raices y a la translocacion de Fe de las raices a las
partes superiores de la planta, sino que también depende de la eficiencia del Fe en las
hojas. Existe la hipotesis de que en las hojas la reduccion de Fe3* y su transporte
intermembrana desde el apoplasto hasta el citosol, es particularmente afectado por el pH
del apoplasto, el cual se ve incrementado por la presencia de nitratos y bicarbonatos en
una forma anédloga como ocurre en la raiz (Mengel, 1994).

Una de las alternativas mas eficientes para la correccion y/o prevencion de déficit de Fe
en cultivos establecidos en suelos alcalinos y calcéreos, es la aplicacion de quelatos de
Fe-EDDHA al suelo, siendo las aspersiones foliares de baja eficiencia debido a la baja
movilidad del elemento (Ferreyra et al., 2008). La aplicacién de quelato directamente a
los arboles en dosis de 15 g por arbol al primer afio, hasta 150 g por arbol al sexto afio,
controlaria la clorosis férrica (Lemus et al., 2005). Sin embargo, el alto costo de los
quelatos de Fe imposibilita su uso en todo el huerto, y se utilizan Gnicamente a nivel de
cuarteles o arboles individuales con dafios severos (Ferreyra et al., 2008; Lemus et al.,
2005). Asi también, los quelatos de Fe son féciles de lixiviar pudiendo Ilegar al subsuelo
y contaminar la napa freatica. Al respecto, Arizmendi-Galicia et al. (2011), indican que
después de 48 h de aplicacion de la solucion de quelato de Fe sobre el suelo, la movilidad
del Fe fue de 10 a 30 cm independiente del tamafio de columna del suelo calcareo. Otra
alternativa para corregir la clorosis férrica es la aplicacion de acidos inorganicos a traves
del agua de riego para disminuir el pH del suelo. Sin embargo, se indica que los acidos
aumentan la conductividad eléctrica (CE) del suelo y no todos los &cidos producen los
efectos esperados. Los acidos fosforico y sulfurico son los mas efectivos en la
disminucion del pH sin llevar la CE a niveles extremadamente altos. El acido nitrico
reacciona en los suelos formando sales solubles bajando el pH pero incrementando la CE
a niveles muy altos. Los &cidos acético y citrico no logran disminuir el pH en forma
importante (Ferreyra et al., 2008). Adicionalmente, el acido sulfurico reacciona con los



carbonatos de calcio y el bicarbonato, altamente presentes en tales suelos, con el
consecuente incremento en las emisiones de CO; desde el suelo hacia el medio ambiente
(Rombola y Tagliavini, 2006).

Ante tal situacion, es necesario buscar alternativas que puedan contribuir a mitigar la
clorosis férrica mediante estrategias eficientes y menos contaminantes. En este contexto,
se ha sefialado que utilizando estrategias de fertilizacion basadas en la aplicacion de
productos nitrogenados acidificantes se podria mejorar la absorcién de Fe desde la
rizosfera (Covarrubias et al., 2014). Los fertilizantes nitrogenados tienen una importante
influencia sobre el pH del suelo, la cual depende principalmente del perfil acidificante de
la composicion quimica del fertilizante, de su caracter descalcificante o calcificante y de
la capacidad tamponadora del suelo. La acidificacion es la tendencia del complejo de
cambio del suelo a cargarse con iones H*, con el consiguiente detrimento del resto de los
cationes minerales (Mariscal-Sancho y Ginés, 2002). Respecto del nitrégeno, se ha
reportado que la acidificacion del suelo es favorecida mediante la aplicacion de
fertilizantes que contienen amonio (NH4") (Baldoncini, 2015).

Una vez en el suelo, el NH4* es convertido a nitrato (NOs") a través del proceso conocido
como nitrificacion y requiere de algunas semanas para completarse. El proceso de
nitrificacion implica una serie de conversiones controladas por bacterias especificas. La
primera etapa de la descomposicién implica la oxidacion de amoniaco (NHs3) a
hidroxilamina (NH2OH) y luego a nitrito (NO2") por las bacterias Nitrosomonas. El
segundo paso en la ruta implica la oxidacion de NO2 a NOs™ a través de la accion de las
bacterias Nitrobacter (Hewitt, 2006). Las reacciones de oxidacion enzimatica de
nitrificacion son complejas, pero se pueden resumir, de la siguiente forma:

Nitritacion: 2NH4" + 302 —» 2NO + 2H,0 + 4H" + Energia
Nitratacion: 2NO2 + 0> —» 2NOgs + Energia

De tal modo, la forma amoniacal pasa a forma nitrica liberando H* al medio y esta Gltima,
como NOs, es la forma en que la mayoria de las plantas asimilan el nitrégeno (Mariscal-
Sancho y Ginés, 2002).

La urea es uno de los fertilizantes mas concentrados en nitrogeno (46%) y normalmente
el més econdmico en el mercado. Es una amida clasificada como fuente amoniacal y por
lo tanto, la hidrdlisis de ésta y la posterior oxidacion del NH4* liberan protones,
aumentando la acidificacion en el suelo (Sierra, 2010). Tomando la misma urea como
ejemplo, luego de las reacciones de hidroélisis y nitrificacion en el suelo se liberan 4H* y
20H", asi una molécula de urea (con dos N) produce dos H*, lo que equivale a un H* por
cada N como urea. Ello se conoce como acidificacion méaxima provocada por la urea. Sin
embargo, cuando las raices absorben aniones NOs™ liberan en paralelo iones OH,
manteniendo asi una compensacion iénica y de cargas intra-celulares para no afectar el
metabolismo de las raices. En este caso el balance es de 0,5 H* por cada N como urea.
Esto corresponde a la acidificacion minima derivada del uso de la urea. Por lo tanto, la
acidificacion en el suelo se produciria solamente por la porcién de nitrogeno agregado
gue no es usado por las plantas (Campillo y Sadzawka, 2009). El incremento de protones
igualmente produce un desplazamiento de cationes intensificando la pérdida potencial,
principalmente de calcio (Ca), por lo tanto es posible afirmar que en determinadas
condiciones de suelo, el uso continuado de urea podria descalcificar los suelos (Sierra,
2010). Similarmente, el sulfato de amonio ((NH4)2SO4) es un fertilizante acidificante y



esta accion acidificante se debe a que, ademas de tener nitrégeno en forma amoniacal,
tiene un grupo sulfato (SO42) en su estructura que produce una accion descalcificante al
formar CaSOg, el cual es arrastrado en profundidad por las aguas de lluvia o riego. Tal
proceso es llevado a cabo mediante la siguiente reaccion:

1) (NHz)2S0; <«—— 2NHs" + SO4*
2) Ca’* +S0s «—— (CaSO4

La descalcificacion se produce con el abandono de cationes Ca®* del complejo de cambio
del suelo. Si en el suelo no existe una reserva de calcio, la descalcificacion aparece como
una fase preliminar de la acidificacion. Generalmente el Ca es el cation més abundante y
su salida facilita la fijacion de iones H* para contrarrestar la carga del complejo. El suelo
tiene un poder amortiguador por el cual, la aplicacion de acidos o bases no varia en gran
medida su pH. Este poder amortiguador esta relacionado, por un lado, con la existencia
de coloides en su composicion. Y por otro, estd relacionado con su capacidad de
intercambio i6nico. Cuanto mayor sean estos dos factores, mayor poder amortiguador
tendré el suelo. La capacidad de amortiguacion es distinta segun el tipo de suelo: Suelos
himicos > suelos arcillosos > suelos francos > suelos arenosos (Mariscal-Sancho y
Gines, 2002).

Es importante conocer que el NH4™ y el NOs son las principales formas inorgénicas de N
en los suelos. Ambas formas pueden ser absorbidas por las plantas. La forma de N
preferida varia en funcion de la especie y su absorcion depende de las condiciones de
aplicaciéon de N y del suelo (Ma et al., 2015). La absorcion de NOs™ es normalmente
mediada por un co-transporte con 2 protones a través de la membrana celular de la raiz,
la cual incrementa el pH en la rizosfera o neutraliza los protones liberados por las raices
para incrementar la solubilidad del Fe en el suelo o el apoplasto, consecuentemente, la
presencia de NOs™ en el suelo contribuye a inducir carencias de Fe en plantas cultivadas
en suelos calcareos (Nikolic y Rémheld, 2002). Por el contrario la absorcion de NH4*
puede inducir la liberacion de protones desde las raices y por lo tanto causar acidificacion
en la rizosfera (Shen et al., 2012) favoreciendo la reduccion de Fe* (Covarrubias et al.,
2014).

Con el fin de promover una mayor absorcion de N en forma de NH4" y asi aliviar la
clorosis férrica en plantas, puede ser crucial desarrollar estrategias conducentes a
mantener concentraciones convenientes de NH4* en el suelo a través de la ralentizacion
de la nitrificacion (Covarrubias et al., 2014). Los inhibidores de la nitrificacion retardan
el proceso de nitrificacion al interferir con la actividad del grupo de bacterias
Nitrosomonas que transforman NHs a NO2 y por lo tanto disminuyen eficazmente la
formacion de NOs". Esta interferencia blogquea la oxidacion de NHz dejando nitrogeno en
una forma menos susceptible a la lixiviacion y a pérdidas por desnitrificacion. Han
existido un gran numero de productos quimicos probados como inhibidores potenciales
de nitrificacion, sin embargo, hay solamente tres que estan disponibles comercialmente.
Estos productos incluyen Nitrapypin (2-cloro-6 triclorometilo piridina), DCD
(diciandiamida) y el DMPP (3,4-dimetilpirazolfosfato) (Hewitt, 2006). EI DMPP es muy
eficiente en la inhibicion de la nitrificacion del suelo y aumenta la eficiencia de los
fertilizantes nitrogenados, el rendimiento del cultivo y la calidad de la fruta, ademas el
DMPP no tiene efectos toxicoldgicos (Martinez et al., 2015). Sin embargo, es importante
considerar que la eficacia de los inhibidores de la nitrificacion es muy variada en
diferentes condiciones de clima y suelo, con resultados variables que han sido reportados



en suelos de diferentes texturas, contenidos de humedad, contenido de materia orgénica,
pH, concentracion de los inhibidores, y también temperatura (Hewitt, 2006). Un
experimento llevado a cabo en fresa mostré un incremento en el tamafio del fruto,
concentracion de acido ascorbico e incremento de unidades SPAD (hojas mas verdes), en
plantas tratadas con NH4™ mas DMPP en comparacion con plantas tratadas Gnicamente
con nitrato de amonio (Martinez et al., 2015). Analogamente, estudios realizados en
citricos mostraron que el uso de DMPP permite una utilizacion més eficiente del
fertilizante nitrogenado, lo que minimiza a la vez el riesgo de contaminacion por nitratos
en aguas subterraneas. Al aplicar sulfato de amonio mas DMPP se obtuvo un incremento
de biomasa en frutos, hojas, troncos, ramas y raices, en comparacion con la aplicacion de
sulfato de amonio solo (Martinez-Alcéntara et al., 2013). Similarmente, estudios en trigo
indicaron incrementos en la absorcion de Fe e incrementos en la concentracion de Fe en
el grano bajo diferentes combinaciones de aplicacién de urea, azufre y DMPP (Selim y
Mahmoud, 2015). En contraste, se encontraron interrupciones significativas de absorcion
de nitrégeno y desarrollo de planta en cultivo de trigo al aplicar urea con DMPP (Hewitt,
2006).

Por otra parte, estudios realizados en vid indican que aplicaciones de NH4* con inhibidor
de nitrificacion pueden prevenir la carencia de Fe e incrementar el contenido de clorofila
foliar. Ademas, este tratamiento induce respuestas bioquimicas radicales similares a las
de plantas tratadas con quelato Fe-EDDHA, lo que sugiere que es eficaz para prevenir la
clorosis de Fe en cultivos situados en suelos calcareos (Covarrubias et al., 2014). Otro
estudio reporta de forma similar una mejor absorcién de Fe en vides tratadas con
NHs"NO3™ que las que fueron tratadas Unicamente con NOs (Jiménez et al., 2007).
Anéalogamente, aplicaciones de fertilizantes con N en forma de NH4*, como el
(NH4)2S0s, disminuyd el pH en la rizosfera en cultivo de maiz, lo que condujo a una
mayor disponibilidad de Zn y Fe en suelos calcareos (Ma et al., 2014). El contenido de
Fe en la planta parece estar afectado por las diferentes formas de N aplicadas, el azufre y
por el uso de inhibidores de nitrificacion (Selim y Mahmoud, 2015).
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CAPITULO II: EFICACIA E IMPLICANCIAS FISIOLOGICAS DEL USO DE
FERTILIZANTES NITROGENADOS PARA CORREGIR LA CARENCIA DE
HIERRO EN EL PALTO (Persea americana Mill.).

RESUMEN

El palto es una especie susceptible a la carencia de Fe, debido a que los suelos con pH
neutro-alcalino y alta concentracidn de carbonatos reducen la capacidad de absorcion de
este elemento por la planta, provocando el sintoma conocido como clorosis férrica. Los
métodos actuales para corregir el problema, como uso de quelatos y &cidos, son onerosos
y contaminantes. En tal contexto se propuso como alternativa el uso de fertilizantes
nitrogenados amoniacales, los cuales tienen un efecto acidificante en el pH del suelo y la
rizosfera. Para este proposito se evalud la urea y el sulfato de amonio, aplicados en forma
simple y acompafados con un inhibidor de nitrificacion (DMPP), asi como dos
tratamientos control, un absoluto (nitrato de calcio) y un positivo (nitrato de calcio +
quelato Fe-EDDHA\). El ensayo se ubico en la localidad de Hijuelas y se utilizaron paltos
“Hass” de 3 afios de edad. Los resultados indicaron que las aplicaciones de sulfato de
amonio con y sin DMPP redujeron la concentracion de carbonatos totales y caliza activa,
asi también redujeron el pH del suelo. Por otra parte, los paltos tratados con sulfato de
amonio + DMPP, urea, y nitrato de calcio + Fe-EDDHA alcanzaron un 25% de
incremento en la concentracion de clorofila en hojas en comparacién con el resto de los
tratamientos, mientras que en crecimiento de brote, actividad fotosintética y conductancia
estomatica foliar no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos.

Palabras clave: urea, sulfato de amonio, DMPP, clorosis férrica, clorofila.
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ABSTARCT

Avocado trees are highly susceptible to Fe deficiency, in soils with neutral-alkaline pH
and high concentration of carbonate the absorption capacity of this element by the plant
is reduced, causing the symptom known as iron chlorosis. Currently, methods to control
this problem are based on the use of Fe chelates and inorganic acids applications to soil,
being these expensive and polluting techniques. In this context it was proposed, as an
alternative, the use of ammonium based nitrogen fertilizers, which can decrease the soil
and rhizosphere pH. Urea and ammonium sulphate were applied simply and accompanied
with an nitrification inhibitor (DMPP), plus two control treatments, an absolute (calcium
nitrate) and a positive (calcium nitrate + Fe-EDDHA chelate). The experiment was
located in Hijuelas and 3 years old avocados cv. “Hass” trees were used. Results indicated
that applications of ammonium sulfate with and without DMPP decreased the
concentration of total carbonates and active lime, and also soil pH was reduced.
Moreover, avocados treated with DMPP + ammonium sulphate, urea and calcium nitrate
+ Fe-EDDHA reached a 25% increase in the concentration of chlorophyll in leaves
compared with other treatments, while shoot growth, photosynthetic activity and leaf
stomatal conductance showed no significant differences.

Key words: urea, ammonium sulphate, DMPP, iron chlorosis, chlorophyill.
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INTRODUCCION

La carencia de Fe es uno de los problemas mas frecuentes en los huertos de paltos
establecidos en suelos de pH neutro-alcalino. Algunas experiencias obtenidas en el
extranjero, sobre el cultivo del palto en suelos calcareos de pH alcalino, indican que
incluso en la condicion de arboles levemente afectados, se producen impactos negativos
del orden del 24% en la produccion (Ferreyra et al., 2008). El Fe es el cuarto elemento
mas abundante en la corteza terrestre. Sin embargo, su déficit en las plantas se debe a que
solo una pequefia parte de él est& disponible para las plantas. Lo anterior se debe a su baja
solubilidad en la rizésfera a pH neutro-alcalino. En tal contexto, la causa principal de la
deficiencia de Fe en los cultivos de tales areas, es la elevada presencia en el suelo de
carbonatos como CaCO3z (> 10% cal activa) y HCO3s (> 5 mM), dado el efecto de tales
iones en el pH de los suelos (Rombola y Tagliavini, 2006).

Las plantas dicotiledéneas, como las especies frutales, desarrollan la Estrategia | de
absorcion del Fe y, consecuentemente, absorben el Fe del suelo en la forma de Fe?*
(estado ferroso). En aquellos suelos en que el pH es neutro-alcalino, el Fe presente se
oxida a Fe®*" (estado férrico), y se encuentra en una forma quimica menos soluble y
disponible para la absorcion radical de este tipo de plantas (Marschner, 1995). En estos
casos, las plantas de Estrategia | pueden responder a carencias de Fe bajando el pH de la
rizosfera mediante la liberacién de protones (mediante la actividad de la enzima ATP-
asa), y a través de la exudacion radical de algunos éacidos organicos y compuestos
fendlicos, lo cual promueve el incremento en la solubilidad/disponibilidad del Fe presente
en el suelo (Rombola y Tagliavini, 2006). Andlogamente, las especies caracterizadas por
un mayor grado de tolerancia a la clorosis férrica pueden reducir el Fe directamente en
las raices a través del aumento de la enzima Felll-reductasa (FCR). El grado de
susceptibilidad a la clorosis férrica es altamente variable entre especies vegetales e
incluso entre genotipos de una misma especie (Rombola y Tagliavini, 2006). Dentro de
los frutales de mayor importancia cultivados en Chile, el palto se encuentra entre las
especies mas susceptibles a la carencia de Fe. La clorosis férrica en el palto se comienza
a manifestar a partir de niveles de pH superiores a 7,5. Sin embargo, la intensidad del
sintoma aumenta con incrementos de pH por sobre este valor, probablemente por efectos
adicionales del CaCOs (Ferreyra et al., 2008).

En los huertos de palto establecidos en suelos calcareos (principalmente localizados entre
la IV y la VI region de Chile), los productores usualmente intentan resolver tal carencia
nutricional acidificando el suelo mediante aplicaciones de acido sulfurico a traves del
riego. Sin embargo, tal practica resulta peligrosa (toxica) para el operario agricola
(Horneck et al., 2004) y sus repetidas aplicaciones podrian inducir efectos deletéreos
sobre la microflora del suelo (Hanson, 2006). Una de las alternativas mas eficientes para
controlar la carencia de Fe es el uso de quelatos sintéticos, pero el costo de éstos podria
llegar a alcanzar el 60% del presupuesto total destinado a fertilizantes en aquellos huertos
localizados en suelos calcareos, y por lo anterior, su uso es justificado solo en cultivos
altamente rentables. Adicionalmente, los tratamientos con quelatos de Fe requieren
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repetidas aplicaciones, y debido a su elevada estabilidad y solubilidad en los suelos,
incrementan los riesgos de lixiviacion y contaminacion de napas fredticas (Rombola y
Tagliavini, 2006).

Tales evidencias sugieren la necesidad de adoptar estrategias de manejo de la nutricion
férrica considerando integralmente variables de suelo y de la planta. En tal contexto, la
aplicacion de fertilizantes (nitrogenados principalmente) cuya absorcion y/o reacciones
quimicas a nivel de suelo favorezcan la acidificacion de la rizosfera y/o de la solucion
suelo, podria constituir una estrategia valida y sostenible para la prevencion de la clorosis
férrica. EI mecanismo de prevencion de la carencia de Fe implementado mediante tal
estrategia consiste en que la acidificacion de la rizosfera y/o solucién suelo, permitiria
favorecer la reduccion del Fe** a Fe?*, posibilitando la absorcion radical del Fe por el
cultivo. La aplicacion de fertilizantes amoniacales y amidicos induce una acidificacion
en la solucidn del suelo mediante el proceso de nitrificacién del NH4™. La intensidad de
la acidificacion esta regulada entonces por la cantidad de fertilizante aplicado y por el
manejo del suelo (Campillo y Sadzawka, 2009). Adicionalmente, los suelos sin una
importante reserva de Ca pueden presentar un proceso de acidificacion tanto mas rapido
cuanto mas intensivo es el cultivo y cuanto mayores son los aportes de fertilizantes
acidificantes (Mariscal-Sancho y Ginés, 2002).

Por otra parte, la presencia de ciertos iones que mediante su absorcién por las plantas
acidifican el pH en la rizosfera, también podrian favorecer la absorcién de Fe por el
cultivo. Estudios sobre vides conducidas en condiciones controladas, han demostrado que
la presencia del ion NH4", en el sustrato, puede contrarrestar los efectos negativos del
NOs en la absorcidn de Fe por las raices (Covarrubias et al., 2014; Jiménez et al., 2007).
La absorcién de NH4* por la planta induce una acidificacion en la rizésfera, debido a la
excrecion de protones a través de la enzima H™-ATPasa, favoreciendo la reduccion del
Fe®". En consecuencia, la presencia de NH4" en la rizsfera podria ser beneficiosa para
inducir una mayor acidificacion de esta, mediante la absorcién de tal forma nitrogenada
(Covarrubias et al., 2014). Para mantener concentraciones medias-bajas de NH4" en el
suelo, mediante la disminucion de la oxidacion del NH4* a NOs™ (nitrificacion), el uso de
inhibidores de la nitrificacion aplicados al suelo podria optimizar la nutricion nitrogenada
y la férrica simultaneamente. Algunos autores han reportado la eficacia del 3,4-
dimetilpirazolfosfato (DMPP) como inhibidor de la nitrificacion (Hewitt, W. 2006;
Irigoyen et al. 2001; Zerulla et al. 2001). Aplicaciones de DMPP en dosis de 0,5-1,5 kg
ha! han sido suficientes para lograr una dptima inhibicion de la nitrificacion en el
sustrato, reduciendo significativamente la lixiviacion de NOs™ y emisiones de N20O, e
incrementando la productividad de los cultivos (Zerulla et al. 2001).
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HIPOTESIS

La aplicacion de fertilizantes nitrogenados amoniacales de accion acidificante corrige la
carencia de Fe en paltos cultivados en suelos calcareos con pH neutro-alcalino.

OBJETIVO

Evaluar la eficacia e implicancias fisioldgicas de la aplicacion de fertilizantes
amoniacales, como estrategia para corregir la carencia de Fe en paltos en suelos calcareos
con pH neutro-alcalino.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del estudio

La investigacion se realizé en la comuna de La Calera, ubicada en la regién de Valparaiso,
Zona Central de Chile. EI territorio comunal se encuentra rodeado por cerros de la
cordillera de la costa que alcanzan los 1.000 msnm, encerrando un valle ubicado a 130
msnm, sobre la cuenca del rio Aconcagua. El régimen anual de temperaturas de la zona
es de 9 - 24 °C y el promedio de precipitaciones anuales es de 358 mm. La localizacion
especifica del huerto fue en la zona de Hijuelas, en el predio “La Vega” (32°48'S y
71°09°'W),

Material biologico

Para el ensayo se utilizaron arboles de palto variedad Hass de dos afios y medio de edad
injertados sobre patron Mexicola, y que se encontraban iniciando su etapa productiva. Al
momento de establecer el experimento (agosto de 2014), los arboles presentaban severos
sintomas de clorosis férrica de forma aleatoria en el cuartel. Los paltos estaban
establecidos en un marco de plantacion de 3 m sobre la hilera 'y 6 m entre hileras, con
sistema de riego por goteo. El huerto estaba manejado mediante procedimientos
convencionales de produccion comercial ajustado a labores culturales, fertilizaciones y
controles sanitarios establecidos por la administracion del predio.

Tratamientos y disefio experimental

Los tratamientos consistieron en la aplicacién de urea y sulfato de amonio como fuentes
de nitrogeno amoniacal de accion acidificante, con y sin la adicion del inhibidor de la
nitrificacion 3,4 dimetil pirazol fosfato (DMPP). Para evaluar la eficacia de los
tratamientos, las estrategias propuestas fueron comparadas con la aplicacion de NOs
como fuente nitrogenada no amoniacal, en forma de nitrato de calcio (control absoluto) y
nitrato de calcio + un quelato de Fe aplicado al suelo (control positivo). Los tratamientos
implementados en el experimento se resumen en el Cuadro 1.

Las dosis de los tratamientos se establecieron segun las recomendaciones de fertilizacion
realizadas en el predio con el propdsito de no alterar el manejo convencional y evaluar la
efectividad de los tratamientos bajo las condiciones reales al huerto. Bajo estas
consideraciones se establecio una dosis de 200 g de N por planta para todos los
tratamientos y para el control positivo se aplico una dosis adicional de 26 g por planta de
quelato Fe-EDDHA, de nombre comercial Basafer® PLUS, 5% orto-orto (Compo®), el
cual corresponde a un quelato Fe-etilendiamino-N,N’-di(2-hidroxifenil) acido acético.
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Las dosis se fueron fraccionando durante la temporada a partir del inicio del crecimiento
vegetativo (mes de octubre de 2014), hasta el cese de tal actividad (mes de abril de 2015),
y las aplicaciones de fertilizante fueron aproximadamente cada 15 dias. El método de
aplicacion de los tratamientos fue de forma manual a través de disolucion de los
fertilizantes en agua y posterior aplicacion directa al suelo. Se fertiliz6 con un litro de
solucion por planta en cada aplicacion, repartiendo medio litro a cada lado del arbol
debajo del gotero.

Cuadro 1. Fertilizantes aplicados en los distintos tratamientos establecidos en el ensayo
en paltos variedad Hass. La Calera.

Tratamiento Descripcion
Tl Nitrato de calcio + quelato Fe-EDDHA (control positivo)
T2 Nitrato de calcio (control absoluto)
T3 Urea
T4 Sulfato de amonio
T5 Urea + DMPP
T6 Sulfato de amonio + DMPP

Para el ensayo, se implementd un disefio en bloques completamente al azar, con seis
tratamientos y seis repeticiones para cada tratamiento, obteniéndose un total de 36
unidades experimentales. Cada unidad experimental se constituyé por un arbol.

Manejo del ensayo

Se selecciond un cuartel del huerto cuyo suelo presentaba un pH neutro alcalino y un alto
porcentaje de cal activa. Tales propiedades quimicas son predisponentes para inducir
carencia de Fe en los paltos. Para determinar los niveles exactos de tales pardmetros, mas
otros relativos a la fertilidad, se analiz6 una muestra compuesta de suelo la cual provino
de quince sub-muestras de diferentes sectores en los cuales estaba distribuido el ensayo y
fueron tomadas a 30 cm de profundidad. Los resultados del analisis se presentan en el
Cuadro 2. Asi también, las plantas del cuartel evidenciaban sintomatologia severa de
carencia de Fe. Se procuré seleccionar arboles con caracteristicas similares en cuanto a
intensidad del sintoma y agruparlos en bloques de acuerdo a su distribucién en el ensayo
por linea de riego y altura de planta, con el fin de homogenizar las unidades
experimentales y optimizar la evaluacion de los tratamientos en el ensayo. Para asegurar
el efecto del tratamiento sobre el arbol, ademas de la fertilizacion localizada, se procurd
un espaciamiento pertinente entre las unidades experimentales (como minimo una planta
por lado).

Los tratamientos se aplicaron cada 15 dias en dosis de 10 a 20 g de N planta?, hasta
completar los 200 g de N planta™ durante la temporada. Durante este periodo se realizaron
muestreos Yy registros de datos acorde a lo descrito en la seccion Evaluaciones.
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Cuadro2. Analisis de suelo en la zona de evaluacion previo a aplicacion de tratamientos
en paltos variedad Hass. La Calera.

Fertilidad Unidad Valor Interpretacion
pH (agua, relacion 1:2,5) 1:2,5 8,1 Alcalino
C.Eleéctrica (en extracto) dS/m 1,3 Sin Problema
Materia organica % 4.4 Alto
Nitrogeno disponible (N) mg/kg 51 Adecuado
Fosforo disponible  (P) mg/kg 18 Adecuado
Potasio disponible  (K) mg/kg 97 Bajo
Cationes Intercambiables
Calcio (Ca) meq/100g 17,4 Alto

% CIC 80
Magnesio  (Mg) meq/100g 3,5 Alto

% CIC 16
Potasio (K) meq/100g 0,25 Bajo

% CIC 11
Sodio (Na) meq/100g 0,32 Bajo

% CIC 1,5
Suma de bases (Ca+Mg+K+Na) 21,5

CIC (Cap.Intercambio Cationico) meq/100g 21,7

Microelementos disponibles

Fe (Fe) mg/kg 14,4 Adecuado

Manganeso (Mn) mg/kg 19,0 Alto

Zinc (2Zn) mg/kg 2,0 Adecuado

Cobre (Cu) mg/kg 8,5 Adecuado

Boro (B) mg/kg 3,5 Alto

Carbonatos Sin problema problema
Severo

Carbonato total CaCO3% 4,3 <5,0 >20

Caliza activa CaCo3% 2,5 <2,5 >10

Evaluaciones

Variables vegetativas

Area de seccion transversal del tronco ASTT. En cada planta se midi6 el perimetro del
tronco a 20 cm desde el suelo con una cinta de medir. Esta medicion se realiz6 al inicio y
al final de la aplicacion de los tratamientos, en el mes de octubre de 2014 y agosto de
2015.
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Largo del brote. Se marcaron dos brotes por cada unidad experimental. Inicialmente
fueron yemas en crecimiento de la temporada que no superaban los 5 cm de largo, por lo
tanto, no tenian flores ni fruto y estaban principalmente ubicados en el tercio medio de la
altura del arbol. Tales brotes se midieron con una cinta de medir cada mes durante la
temporada.

Variables Fisiologicas

Color de las hojas. Se determin0 el color de la cara adaxial en una muestra aleatoria de
24 hojas completamente expandidas, con distinta intensidad de verde. Las hojas
provinieron de brotes desarrollados durante la primavera, del tercio medio del arbol. Para
tal medicion se utilizo un colorimetro (Minolta triestimulo modelo CR300). Esta labor se
realiz6 una sola vez al inicio de los tratamientos para comprobar la efectividad del equipo
al compararlo con el SPAD.

Concentracion de clorofilas en las hojas. Se utilizé el SPAD para determinar la
concentracion de clorofila de las hojas. Las mediciones se realizaron en campo cada mes
a partir del mes de diciembre de 2014 considerando la primera hoja totalmente expandida
de los dos brotes marcados para las determinaciones de crecimiento.

Previo a este trabajo se establecid una curva de calibracion mediante una regresion entre
el valor SPAD vy concentracion de clorofila, la cual se construyd con la misma muestra
de 24 hojas utilizadas para medir el color de la hoja mediante el colorimetro. Dichas
muestras fueron llevadas al laboratorio de Nutricién Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agronomicas, y luego, mediante el método de Lichtenthaler y Wellburn (1983)
modificado, se determind la concentracion de clorofila de cada muestra mediante un
espectrofotometro (Jasco V-630, Japdn). Los resultados se expresaron en pg cm? y
también en pg g de tejido fresco. Es importante indicar que se aplicaron dos modelos de
regresion a los resultados, el primero fue un modelo de regresion simple y el segundo un
modelo de regresion polindmica cuadratico siendo éste Gltimo el que arrojé mejores
ajustes en general para las diferentes variables estudiadas. Todas las regresiones
realizadas fueron sometidas a diversas pruebas estadisticas como analisis de varianza,
pruebas de no colinealidad para posibles regresiones multiples, analisis de observaciones
inusuales por prueba de residuos estudentizados y andlisis de posible puntos de influencia
por prueba de Leverage. Los valores SPAD obtenidos en las hojas de las unidades
experimentales del ensayo fueron convertidos a concentracion de clorofila, mediante la
funcion que se obtuvo al hacer la regresion entre concentracion de clorofila y valor SPAD
presentada en los resultados.
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Intercambio gaseoso foliar. Se determind la temperatura de la hoja (T° hoja), radiacion
fotosintética activa (PAR), concentracion interna de CO2 en la hoja (Ci),
evapotranspiracion de la hoja (E), conductancia estomatica (Gs), y fotosintesis neta (A),
mediante el analizador de gases en infrarrojo IRGA (LCi, ADC BioScientific Ltd.,
Hoddesdon, U.K.). El registro de datos se realizd en hojas totalmente expandidas y
funcionales, provenientes del tercio superior de los dos brotes marcados para las
determinaciones de crecimiento y clorofila, por cada unidad experimental. Este parametro
fue medido el 12 de enero de 2015 a las 12:00 y 16:00 horas.

Concentracion NOs, NH4* y Fe?* (activo) en las hojas. Se realizé un andlisis foliar en
el cual se determind la concentracion de NOs”, NH4* y Fe?*(activo) en la hoja. Se colectd
una muestra de 20 hojas en cada unidad experimental, las cuales fueron seleccionadas del
tercio medio de brotes en crecimiento. Las muestras fueron enviadas el mismo dia de su
recoleccion al laboratorio Agrolab y analizadas bajo sus protocolos. Esta medicion se
realiz6 en el mes de abril de 2015 debido a que ésta es la época apropiada para realizar
un andlisis foliar en el palto segun sus estandares de comparacion.

Variables de suelo

Analisis de suelo. Inicialmente, en octubre de 2014, se tom6 una muestra compuesta, la
cual provino de quince sub-muestras de diferentes lugares distribuidas en toda el area del
ensayo Yy a 30 cm de profundidad, zona en la cual se encontraba mayor cantidad de raices.
A tal muestra compuesta se le realizé un anélisis completo que incluyé macro- y micro-
nutrientes, materia organica, cal activa, carbonatos totales, CE, pH, concentracion NO3’
y NH4" y Fe total en el suelo. Posteriormente, en mayo de 2015, se colectaron muestras
compuestas de cada tratamiento para determinar concentracion de N, NOs y NH4*, Fe
total y carbonatos totales. Ambos muestreos fueron enviados al laboratorio Agrolab y
fueron determinados bajo sus protocolos.

pH del suelo. Se realizaron mediciones de pH del suelo cercano al bulbo de mojamiento
de los goteros mediante un medidor de pH portatil (EImetron modelo CP-4001) en el mes
de marzo, mayo y agosto.

Andlisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un Analisis de la Varianza (ANDEVA)
de acuerdo a un disefio en blogues completamente al azar. Para casos de diferencias
estadisticas significativas se utilizaron pruebas de comparacion multiple como DGC y
Tukey con un nivel de significancia del 0,05. Las variables de concentracion de clorofila
en hojas y el indice SPAD fueron sometidas a analisis de regresion. Adicionalmente se
realizaron analisis de correlacion entre diversas variables para determinar el grado de
asociacion entre ellas. Se utilizd el programa InfoStat para el anélisis estadistico.
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RESULTADOS

Area de seccion transversal del tronco

Los resultados relativos al area de seccion transversal de tronco, registrados en los paltos
durante el experimento, indican que los arboles incrementaron marcadamente su tamafio
durante la temporada de crecimiento vegetativo (Cuadro 3). Tal incremento supero el
113% para todos los tratamientos. Sin embargo, no se registraron diferencias
significativas entre ellos para esta variable.

Cuadro 3. Area de seccion transversal de tronco determinada en cada unidad
experimental en octubre de 2014 y en agosto de 2015, y el porcentaje de incremento entre
tales fechas.

Area de seccion transversal de tronco

Tratamientos (cm?) Incremento
17-oct-14 30-ago-15 (%)
Ca(NO3)2 + Fe-EDDHA 7,7 19,0 147
Ca(NO3)2 91 20,3 123
Urea 8,1 23,3 188
(NH4)2S04 7,9 20,3 157
Urea + DMPP 9,2 22,7 147
(NH4)2SO4 + DMPP 9,7 20,7 113

Ca(NOg3)2 = nitrato de calcio; Fe-EDDHA= quelato de Fe; (NH4)2SO. = sulfato de amonio; DMPP = dimetil
pirazol fosfato (inhibidor de nitrificacion).

Largo de brote

Considerando que al inicio de la temporada los brotes no superaban los 5 cm de largo, los
resultados evidencian un crecimiento importante de estos durante la temporada para todos
los tratamientos del ensayo. En las ocho fechas en las cuales se realizaron las mediciones,
no se registraron diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 1).

Sin embargo, se observo que durante la temporada asi como en el incremento total final,
el tratamiento con nitrato de calcio + Fe-EDDHA mostro un menor crecimiento pero sin
diferenciarse estadisticamente del resto de tratamientos (Figura 1y Cuadro 4). En cuanto
al crecimiento de brotes a través del tiempo se puede observar un crecimiento constante,
los mayores desarrollos se verificaron entre los meses de octubre a noviembre y enero a
febrero, mientras que al final de la temporada y durante el invierno el crecimiento fue
muy lento (Figura 1).
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oct-nov 2014 novl4-enel5 ene-feb 2015 feb-mar2015 mar-abr 2015 abr-may 2015 may-ago 2015
Intervalo de fechas de medicion

B Ca(NO3)2 + Fe-EDDHA M Ca(NO3)2 EUrea O(NH4)2504 M Urea+ DMPP O (NH4)2504 + DMPP

Figura 1. Incremento de largo de brotes (cm) en los diferentes intervalos de fechas de

medicion en palto variedad Hass. La Calera.
Ca(NOg3)2 = nitrato de calcio; Fe-EDDHA= quelato de Fe; (NH4)2SO, = sulfato de amonio; DMPP = dimetil
pirazol fosfato (inhibidor de nitrificacion).

Cuadro 4. Incremento total del largo de brote entre octubre de 2014 y agosto de 2015 en
palto variedad Hass. La Calera. No se hallaron diferencias estadisticas.

Longitud de brote (cm) Incremento

Tratamientos 17-0ct-14 30-ag0-15 total

(cm)
Ca(NOs)2 + Fe-EDDHA 1,6 12,0 10,4
Ca(NO3)2 2,2 16,8 14,6
Urea 2,0 15,9 13,9
(NH4)2SO4 1,7 20,6 18,9
Urea + DMPP 1,6 20,4 18,8
(NH4)2SO4 + DMPP 2,8 19,0 16,2

Ca(NOs3), = nitrato de calcio; Fe-EDDHA= quelato de Fe; (NH4).SO4 = sulfato de amonio; DMPP = dimetil
pirazol fosfato (inhibidor de nitrificacion).
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Determinacion de concentracion de clorofila en las hojas

Relacion entre la concentracion de clorofila y el colorimetro triestimulo.

Los resultados obtenidos de concentracion de clorofila foliar, determinada en laboratorio
y los valores de L* y b* obtenidos mediante el colorimetro triestimulo, arrojaron una
correlacion entre ellos con un coeficiente de Pearson de 0,98, por lo tanto no se cumplid
el supuesto de no colinealidad y no fue posible realizar un analisis de regresion lineal
multiple. En consecuencia, se aplico un analisis de regresion lineal simple para cada caso,
considerando el contenido de clorofila en ug cm™ vy las tres estimaciones que tiene el
colorimetro en sus valores (L*, b*, y a*). Los analisis de varianza indicaron relacién
significativa entre el valor de L* y el contenido de clorofila en las hojas bajo un modelo
cuadratico con un R?= 0,94, siendo éste el mejor modelo (Figura 2).
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y = 0,04x? - 5,59x + 2086,7
R2=0,94

50

(Mg cm?)
]

N
o

Concentracion de clorofila en las hojas

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Valor L*

Figura 2. Relacion cuadrética entre el valor L* y la concentracion de clorofila en ug
cm en palto variedad Hass. La Calera.

La relacion lineal y cuadrética entre el valor b* y la concentracion de clorofila fue también
muy alta con un R?=0,90 para ambas relaciones. Sin embargo, en este caso parece
ajustarse mejor un modelo lineal (Figura 3). Por otra parte, el andlisis de varianza indico
que no existe una relacion significativa entre el valor a* del colorimetro y la
concentracion de clorofila en la hoja, resultados a su vez reforzados por el bajo coeficiente
de determinacion de R?= 0,02 en ambos casos (APENDICE I).
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Figura 3. Relacion lineal entre el valor b* y la concentracion de clorofila en pg cm en
palto variedad Hass. La Calera.

Relacion entre la concentracion de clorofila y el valor SPAD.
Para el caso de la relacion entre el valor SPAD vy la concentracion de clorofila, el analisis

estadistico arrojé una relacion significativa entre las variables con un R?= 0,92 para un
modelo lineal y R?= 0,93 para un modelo cuadratico (Figura 4).
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Figura 4. Relacion cuadratica entre el valor SPAD vy la concentracion de clorofila en pug
cm en palto variedad Hass. La Calera.

Por otra parte, al analizar los valores SPAD y la concentracion de clorofila en pg g, se
encontrd también una relacion significativa entre estas variables. Sin embargo, los
coeficientes de determinacion (R? = 0,81) fueron menores para ambos modelos lineal y
cuadratico. Todos los modelos analizados se encuentran en el APENDICE 1.
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Concentracion de clorofila en las hojas

El andlisis de varianza arrojé diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos en distintas fechas a lo largo de la temporada (Figura 5). Sin embargo, la
significancia de las diferencias fue reduciendo su nivel gradualmente desde el mes de
inicio (diciembre 2014), hasta llegar al Gltimo mes de toma de datos (agosto 2015), en el
cual no se evidenciaron diferencias estadisticas significativas. Andlogamente la prueba
de comparacion multiple de Tukey fue reduciendo su sensibilidad para encontrar grupos
de tratamientos similares traslapando demasiado los tratamientos principalmente a partir
de marzo (APENDICE I1). Por este motivo se consideré pertinente emplear la prueba de
comparacion multiple DGC la cual no traslapa tratamientos y clarifica los resultados. Se
debe ademas indicar que la medicién de esta variable no se pudo realizar en octubre y
noviembre de 2014 debido a que los brotes, por ser ain muy pequefios, no presentaban
hojas completamente expandidas, sobre las cuales se mide SPAD.

Concentracion de clorofila (ug cm2)

32
02-dic. 04-ene.  06-feb.  1l-mar.  13-abr. 16-may.  18-jun. 21-jul. 23-ago.

Fechas de mediciones durante la temporada 2014-2015

—&—Ca(NO3)2 + Fe-EDDHA —#¢—Ca(N03)2 —A— Urea

+— (NH4)2504 —&— Urea + DMPP (NH4)2504 + DMPP

Figura 5. Concentracion de clorofila foliar en palto variedad Hass determinada a partir
de los valores SPAD para diferentes tratamientos durante la temporada. Medias con letras
distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticas significativas segun la prueba
DGC (pvalor <0.05).

Ca(NOs3), = nitrato de calcio; Fe-EDDHA= quelato de Fe; (NH4)2SO4 = sulfato de amonio; DMPP = dimetil
pirazol fosfato (inhibidor de nitrificacion).
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Como se puede apreciar en la Figura 5, durante una parte importante de la temporada las
aplicaciones de nitrato de calcio + quelato de Fe, y sulfato de amonio + DMPP
incrementaron la concentracion de clorofila foliar respecto del resto de los tratamientos,
mientras que los tratamientos con urea + DMPP, y nitrato de calcio mostraron los menores
valores. Las aplicaciones de sulfato de amonio y urea mostraron una eficacia intermedia
en incrementar la concentracion de clorofila foliar, siendo la urea la que tiende a aparecer
en las mediciones de abril y mayo en el grupo de mayor concentracion de clorofila. Es
importante considerar que en el mes de agosto, en el cual no se registraron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos, la aplicacion de los fertilizantes habia
finalizado hacia cuatro meses y el cultivo se encontraba saliendo del periodo invernal. A
pesar de lo anterior, la tendencia observada durante la temporada precedente parece
mantenerse, pues en agosto el grupo con la mayor concentracion de clorofila continua
siendo urea, sulfato de amonio + DMPP, y nitrato de calcio + quelato de Fe, mientras que
los tratamientos restantes presentaron menores medias.

Actividad fotosintética

Con respecto al intercambio gaseoso foliar, determinado en los paltos mediante el
analizador de gases en infrarrojo IRGA, los tratamientos aplicados no influenciaron
significativamente las variables de: concentracion interna de CO2 en la hoja (Ci),
evapotranspiracion de la hoja (E), conductancia estomatica (Gs), y fotosintesis neta (A)
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Fotosintesis neta (A), concentracion interna de CO2 en la hoja (Ci),
conductancia estomatica (Gs), y evapotranspiracion de la hoja (E) determinados el 12 de
enero a las 12:00 y 16:00 horas en palto variedad Hass. La Calera. No se hallaron
diferencias estadisticas significativas entre tratamientos.

A Ci Gs E
Tratamientos pmol m2s?  pmol molt  mmol m?s? mmol m?s*

12:00 16:00 12:00 16:00 12:00 16:00 12:00 16:00

CaNOsl  + Fe- 95, 896 1827 1480 013 012 438 311

EDDHA

Ca(NOs)2 11,38 885 1762 1512 014 010 4,64 295
Urea 11,20 893 1870 1636 016 010 487 3,27
(NH4)2S04 943 843 1818 171,8 012 012 401 3,19
Urea + DMPP 10,77 9,68 1868 1856 014 014 488 3,76

(NH4)2SO4 + DMPP 853 780 1714 1549 0,10 0,06 3,90 2,80

Ca(NOs3), = nitrato de calcio; Fe-EDDHA= quelato de Fe; (NH4)2SO4 = sulfato de amonio; DMPP = dimetil
pirazol fosfato (inhibidor de nitrificacion).
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Paralelamente, se realizaron analisis de correlacion entre las diversas variables y los
resultados arrojaron correlaciones significativas positivas entre la fotosintesis y la
conductancia estomatica (r=0,82; pvalor=<0,0001), la fotosintesis y la evapotranspiracion
(r=0,90; pvalor=<0,0001), y la evapotranspiracién y conductancia estomaética (r=0,81;
pvalor=<0,0001) (APENDICE III).

Concentracion de NOs', NHs* y Fe?* activo en las hojas

Los datos de analisis foliar indicaron que la aplicacion de fertilizantes influencié la
concentracion foliar de N-nitrico, N-amoniacal, N-metabolizado y Fe activo. En
contraste, no se hallaron diferencias estadisticas para la concentracion de N-total (Cuadro
6).

De los resultados obtenidos, se puede destacar que los paltos tratados con fuentes
nitrogenadas amoniacales presentaron menor concentracion de Fe?* respecto de aquellos
fertilizados con nitrato de calcio + quelato Fe-EDDHA (control positivo) y por otro lado
el menor porcentaje de nitrogeno metabolizado se registro los paltos tratados con nitrato
de calcio en comparacion con el resto de los tratamientos. Asi mismo, el tratamiento con
menor cantidad de nitrégeno nitrico fue el del sulfato de amonio + DMPP el cual presento
una reduccion de alrededor del 40% en comparacion con el resto de tratamientos, mientras
que la mayor concentracion de nitrégeno amoniacal la present6 el tratamiento con nitrato
de calcio y urea + DMPP, siendo los tratamientos restantes de concentracion similar entre
ellos (Cuadro 6).

Cuadro 6. Resultados del andlisis foliar para los distintos tratamientos considerando el
perfil metabolico completo de N asi como la concentracion de Fe?*.

Tratamientos N'(I)'/c;tal Nggrrri]co amor[:IiacaI metablgllizado Eg;
ppm %

Ca(NOs3)2+ Fe-EDDHA 2,42a 2398 a 552 b 96,3 a 57,3 a

Ca(NOs):2 259a 2180 a 1067 a 943 b 363 ab

Urea 2,39a 2475 a 516 b 96,0 a 26,5 Dbc

(NH24)2S04 251la 2175 a 585 b 96,3 a 173 bec

Urea + DMPP 246a 2138 a 842 ab 95,3 a 145 bec

(NH4)2SO4 + DMPP 23la 1443 b 626 b 96,0 a 12,6 c

Ca(NOs), = nitrato de calcio; Fe-EDDHA= quelato de Fe; (NH4)2SO4 = sulfato de amonio; DMPP = dimetil
pirazol fosfato (inhibidor de nitrificacion).

* Medias con letras distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticas significativas segin la
prueba de Tukey (p-valor <0.05).
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Complementariamente, al realizar un analisis de correlacion entre estas variables se
observo una sola correlacion lineal negativa significativa entre el nitrdgeno metabolizado
y el nitrégeno amoniacal (r=-0,97; p-valor=0,0011) (APENDICE III).

Andlisis de suelo

El andlisis de la concentracion de nitrogeno, Fe total en suelo y carbonatos se realizd
sobre una sola muestra compuesta para cada tratamiento homogenizando la variabilidad,
por tal motivo no fue posible realizar un anélisis de varianza. Sin embargo, la muestra
compuesta incluy6 a todas las repeticiones dentro de cada tratamiento considerado asi a
todas las unidades experimentales. Los datos indicaron una considerable disminucién de
carbonatos totales y caliza activa en el tratamiento con sulfato de amonio con y sin DMPP,
asi como un aumento en la concentracion de Fe total (Cuadro 7).

Un analisis de correlacion complementario entre las variables se considerd necesario para
observar las posibles asociaciones entre las diversas variables analizadas. El analisis
mostré dos correlaciones lineales positivas significativas entre el contenido de N-total y
el NOz™ (r= 0,99; p-valor=0,0001), y entre el carbonato total y caliza activa (r= 0,94; p-
valor=0,005). Asi también se encontraron correlaciones lineales negativas entre Fe total
y carbonato total (r= -0,84; p-valor= 0,03), y entre Fe total y caliza activa (r=-0,97; p-
valor= 0,001) (APENDICE III). Tales resultados, indican que a mayor contenido de
carbonatos y caliza activa el contenido de Fe en solucion se reduce.

Cuadro 7. Concentracion de NH4*, NOs", N total, Fe total, carbonato total y caliza activa
en el suelo para los distintos tratamientos.

NH4* NOs N-total Fetotal Carbonato Caliza
Tratamiento mgkg! mgkg? mgkg? mgkg?! total (%) activa (%)

"
(F:;(EN[?S)ﬁI A 39 242 281 23 48 25
Ca(NOs)2 29 36 65 19 45 25
Urea 59 259 318 25 43 23
(NH4)2504 44 83 127 86 24 1.2
Urea+DMPP 36 114 150 28 3.9 23
+
(DNI\';;);SO“ 76 225 301 2 26 18

Ca(NOs3), = nitrato de calcio; Fe-EDDHA= quelato de Fe; (NH4)2SO4 = sulfato de amonio; DMPP =
dimetil pirazol fosfato (inhibidor de nitrificacion).
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pH del suelo

Previo al anélisis de tratamientos se determin6 un pH de suelo inicial con una muestra
general del cuartel en octubre de 2014, la cual indic6 un valor de 8,1. Posteriormente el
disefio del ensayo permitid establecer sectores de suelo inicial muy homogeéneo para los
distintos tratamientos. Por ejemplo, fue frecuente tener un tratamiento con sulfato de
amonio cerca de un tratamiento con nitrato de calcio, en tal sentido resultaria muy dificil
atribuir que el pH del suelo en una zona tan reducida se atribuya a condiciones especificas
y pre existentes del suelo, en lugar de un efecto del tratamiento.

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para todas las fechas de
medicién, incluso a cuatro meses después de haber finalizado las aplicaciones de
fertilizantes en el mes de agosto (Figura 6).

Durante la temporada, se realizaron tres mediciones en fechas diferentes para evaluar el
comportamiento del pH. La primera se realizé el 21 de marzo de 2015, y en ella los datos
indicaron que las aplicaciones de sulfato de amonio y sulfato de amonio + DMPP
presentaron un menor pH del suelo en comparacion con el resto de tratamientos. En la
segunda medicion, el 17 de mayo de 2015, se encontr6 la media mas baja para el
tratamiento con sulfato de amonio el cual alcanzé un valor de pH de 5,5, logrando una
reduccién de 2,6 puntos en la escala en comparacion con el analisis de suelo inicial que
reportd un pH de 8,1 en el mes de octubre de 2014.

9,0 -
8,5 A %
801 3
754 @
7,0 1
R
% 6,5 1
5 604
Lss{ ©°
5,0 A
45 H
4,0
mar.-15 abr.-15 may.-15 jun.-15 jul.-15 ago.-15
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Figura 6. Valores de pH para los tratamientos en diferentes fechas de medicion. Medias
con letras distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticas significativas segun

la prueba de Tukey (pvalor <0.05).
Ca(NOs3), = nitrato de calcio; Fe-EDDHA= quelato de Fe; (NH4)2SO4 = sulfato de amonio; DMPP = dimetil
pirazol fosfato (inhibidor de nitrificacion).
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La tercera medicion se realizé el 30 de agosto de 2015, cerca de cuatro meses después de
haber finalizado la aplicacion de los tratamientos, en la cual pese a haber pasado este
periodo de tiempo el tratamiento con sulfato de amonio aun present6 el menor valor de
pH en comparacion con el resto de tratamientos, aunque los valores de pH fueron mayores
a los presentados durante la aplicacion del tratamiento, indicando asi que efectivamente
tal fertilizante amoniacal reduce el pH del suelo. Asi mismo, el pH del suelo fertilizado
con sulfato de amonio + DMPP presentd un pH intermedio, sin diferenciarse
estadisticamente del sulfato de amonio y el resto de los tratamientos.

Adicionalmente se debe indicar que paralelamente a la medicion de pH se evalud también
la conductividad eléctrica (CE), sin embargo no se hallaron diferencias estadisticas
significativas en ninguna de las fechas evaluadas para los tratamientos en esta variable
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Conductividad eléctrica (CE) en el suelo para los diferentes tratamientos
tomadas el 21 de marzo, 17 de mayo y 30 de agosto de 2015, no se hallaron diferencias
estadisticas significativas.

CE
Tratamiento (mS)
mar-15 may-15 ago-15

Ca(NOs3)2 + Fe-EDDHA 0,25 1,31 0,16
Ca(NOs3)2 0,15 0,82 0,14
Urea 0,21 1,21 0,22
(NH4)2SO4 0,63 1,55 0,31
Urea + DMPP 0,17 1,12 0,19
(NH4)2SO4 + DMPP 0,66 1,54 0,25

Ca(NOs3), = nitrato de calcio; Fe-EDDHA= quelato de Fe; (NH4)2SO4 = sulfato de amonio; DMPP = dimetil
pirazol fosfato (inhibidor de nitrificacion).

Anadlisis entre variables

Para conocer si existe algun tipo de asociacion entre diferentes variables, se realizé un
analisis de componentes principales (ACP), tomando en cuenta variables como analisis
de suelos, pH de suelo, SPAD, analisis foliares y largo de brote. La Figura 7 resume en
un gréfico biplot los resultados encontrados.
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Figura 7. Grafico Biplot para distintas variables a nivel fisiolégico y de suelo
relacionadas con la aplicacion de tratamientos en paltos Hass durante el periodo final de

la temporada (abril-mayo). La Calera.
Ca(NOg3)2 = nitrato de calcio; Fe-EDDHA= quelato de Fe; (NH4)2SO4 = sulfato de amonio; DMPP = dimetil
pirazol fosfato (inhibidor de nitrificacion).

El andlisis indica que el componente principal 1 (CP1) explica el 43,9% de la variabilidad
mientras que el componente principal 2 (CP2) explica el 37,1 % de la variabilidad en el
ensayo. El analisis de componentes principales resalté correlaciones negativas entre el N
total foliar y el NH4" en el suelo (r= -0,86; p-valor=0,02), el N total foliar y el NOs™ en el
suelo (r= -0,85; p-valor=0,03), el N total foliar y el N total en el suelo (r= -0,89; p-
valor=0,01).

Paralelamente se hallaron correlaciones positivas entre el pH del suelo y carbonato total
del suelo (r=0,9; p-valor=0,01), pH de suelo y caliza activa (r=1; p-valor=<0,0001),
ademas de una correlacion negativa entre el pH de suelo y Fe en el suelo (r= -0,98; p-
valor= 0,001). No se encontro correlacion significativa alguna entre el Fe?* foliar y el Fe
del suelo (r= -0,47; p-valor= 0,34). Sin embargo, se encontré una correlacion negativa
significativa entre el Fe?* foliar y el largo de brote (r= -0,95; p-valor= 0,003) sugiriendo
gue una mayor concentracion de Fe en la hoja podria ser atribuido a un menor crecimiento
del brote. Sin embargo, no se encontraron correlaciones adicionales en las variables en
las que el Fe?* foliar estuvo involucrado.

Asi también, se encontro una correlacion negativa significativa entre el largo de brote y
la concentracion de carbonato total del suelo (r=-0,82; p-valor= 0,04). Ademaés parece
existir una relacion entre el valor SPAD y el N total en el suelo (r=0,81, p-valor= 0,051),
el SPAD y el N amoniacal foliar (r=-0,76; p-valor=0,08), el N-amoniacal foliar y N total
en el suelo (r=-0,79; p-valor= 0,06). Para estas Ultimas correlaciones el p-valor no es
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<0,05. Sin embargo, se acercan bastante a tal valor y los coeficientes r de Pearson son
elevados. Todas las correlaciones analizadas se indican en el APENDICE IlI.

En cuanto a los tratamientos, se pudo observar que el sulfato de amonio y sulfato de
amonio + DMPP se ubican entre las variables que se mas relacionan con un mayor
contenido de Fe en el suelo y crecimiento de largo de brote y a su vez en posicion opuesta
del pH del suelo, carbonatos y caliza activa. Asi también el sulfato de amonio + DMPP
se observa relacionado con variables de valor SPAD, concentracion de NH4" en el suelo
y N metabolizado foliar en el CP1, mientras que la urea se observa relacionada con el N
total en el suelo y SPAD en el CP2. El nitrato de calcio + Fe-EDDHA se observa asociado
al Fe?* foliar en el CP2. Mientras que, opuesto a contenidos de nitrdgeno en el suelo y
SPAD se observan los tratamientos de urea + DMPP y al control absoluto nitrato de calcio
tanto en CP1 como en CP2.
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DISCUSION

Al finalizar la temporada, los tratamientos implementados no modificaron el ASTT
respecto de los tratamientos testigo, a pesar de registrar un importante incremento de tal
variable durante toda la temporada (Cuadro 3). Tales resultados, podrian ser esperables
considerando que la dosis de nitrégeno aplicada a los paltos, durante toda la temporada,
fue la misma para todos los tratamientos, y los arboles no se sometieron a ningun tipo de
poda o manejo agronomico diferenciado. En tal sentido, el N es un macronutriente que
influencia marcadamente el crecimiento de las plantas (Barker y Pilbeam, 2015).
Aparentemente la fuente nitrogenada no influy6 el diametro del tronco. Estos resultados
son concordantes con lo reportado por Gardiazabal et al. (2007), quien no encontro
diferencias en el diametro del tronco en paltos “Hass” adultos injertados sobre Mexicola
fertilizados con diferentes fuentes de nitrogeno. Por otra parte, en el ensayo no se
registraron correlaciones entre el largo de los brotes y el ASTT, lo que contrasta con lo
reportado por Reginato (2009), quien menciona que el tamafio de un arbol puede ser
expresado por su area de seccion transversal de tronco, especialmente durante sus
primeros afios de vida, antes que éste sea intervenido fuertemente por podas. Asi también,
el autor menciona que el &rea de seccion transversal de tronco estd linealmente
relacionado con el &rea foliar de un arbol o el peso de éste, lo cual ha sido demostrado en
vides y manzanos. Es probable que no se haya encontrado correlacién debido a que la
medicién de largo de brote se realizd en dos brotes por unidad experimental, los cuales
presentaron gran variabilidad en cuanto a su desarrollo en todos los tratamientos. En este
sentido es posible que un mejor indicador para correlacionar el crecimiento del arbol con
el ASTT, sea el indice de area foliar. Es también posible que, para el palto, el ASTT no
sea un indicador fidedigno del tamafio de la copa o crecimiento del arbol.

Por otra parte, no se registraron diferencias significativas entre los tratamientos para el
largo de los brotes de los paltos. Este resultado puede ser atribuible a lo mencionado
anteriormente en cuanto a igualdad de dosis y manejo. Sin embargo, los resultados
encontrados difieren con lo expresado por Gardiazabal et al. (2007), quien indica que ante
dosis similares de N, el sulfato de amonio + DMPP induce un mayor crecimiento en los
arboles en comparacién con la urea. Por otro lado, en un estudio realizado en manzanos,
Fuentes y Andres (2000), no encontraron diferencias significativas en el crecimiento de
brotes al comparar el efecto de aplicaciones de urea y nitrato de calcio a una misma dosis
de N. Otro factor que pudo incidir en el resultado se atribuye a que el palto presenta dos
tipos de brotes, el siléptico y el proléptico los cuales muestran diferentes comportamientos
de crecimiento (Salvo y Martinez, 2008). Esto pudo haber generado gran variabilidad en
la longitud de los brotes, lo cual dificulta la deteccion de posibles diferencias
significativas.

En cuanto a los instrumentos utilizados para determinar la concentracion de clorofila en
campo, en la literatura se concuerda que tanto el Colorimetro Triestimulo Minolta
(Palacios, 2003), como el SPAD (Ferreyra et al., 2008), son herramientas que ofrecen
buenos ajustes al relacionarlos con la concentracion de clorofila foliar. Ademas, tales
autores han reportado que la relacidn se ajusta mejor a una funcion polinomial de segundo
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orden que la lineal, lo cual también coincide con lo indicado por Ling et al. (2011). Sin
embargo, los niveles de concentracion de clorofila foliar registrados en el presente estudio
no concuerdan con lo expresado por Razeto y Palacios (2005), quienes registraron un
rango entre 50 y 500 pg cm2 para hojas de palto sometidos a diferentes niveles de clorosis
férrica. Por otra parte, los resultados obtenidos en esta investigacion son méas cercanos
con lo expresado por Schaffer et al. (1991), quienes reportaron concentraciones entre 15
y 60 pig cm para paltos “Hass” (figuras 2 y 3).

La concentracion de clorofila (Figura 5), fue mayor en las hojas de los paltos fertilizados
con nitrato de calcio + Fe-EDDHA (control positivo) y sulfato de amonio + DMPP, y
ambos tratamientos mostraron un efecto similar en la concentracion de clorofila foliar en
todas las fechas de medicion, superando siempre al testigo absoluto. El uso de quelatos
de Fe para corregir clorosis férrica en palto es una técnica bastante difundida y los efectos
observados en el presente estudio sobre el contenido de clorofila de las hojas coinciden
con el comportamiento reportado por distintos autores (Gardiazabal, 2004; Ferreyra et al.,
2008). Los paltos tratados con sulfato de amonio + DMPP presentaron altos valores de
SPAD, similar a los observado por Covarrubias et al. (2014) y Martinez et al. (2015) en
plantas de vid y fresa, respectivamente, quienes reportaron incrementos en los valores de
SPAD ante tal tratamiento atribuibles a aplicaciones de sulfato de amonio + DMPP. Es
probable que la alta concentracion de clorofila para el tratamiento con sulfato de amonio
+ DMPP se deba a una combinacién de los dos efectos esperados para tal tratamiento, por
un lado la absorcion directa de NH4* produjo una acidificacion en la rizésfera debido a la
emision de protones via H™-ATPasa (Jiménez et al., 2007), y a la vez la porcién restante
de N en el suelo se nitrificd acidificando el mismo (Tong y Xu, 2012), como lo demostro
el anélisis de pH del suelo, facilitando la movilizacion del Fe y otros nutrientes (Blaya y
Garcia, 2003).

El tratamiento con urea indujo en los paltos un efecto variable a través del tiempo, en
enero y febrero indujo una concentracién de clorofila foliar baja en comparacion con los
paltos tratados con sulfato de amonio + DMPP y nitrato de calcio + quelato Fe-EDDHA,
mientras en los meses restantes no se diferencid estadisticamente de los tratamientos antes
mencionados, presentando por lo tanto una elevada concentracion de clorofila. Al
respecto Gardiazabal et al. (2007), no encontraron diferencias significativas entre paltos
“Hass” tratados con urea y sulfato de amonio + DMPP. Sin embargo, no se menciona el
pH del suelo en el cual realiz6 el ensayo, lo cual podria explicar en parte tales resultados.
Es importante considerar que la urea es una amida y cuando se aplica al suelo pasa por el
proceso conocido como hidrdlisis, convirtiendo el nitrégeno en forma de NH4", como
resultado de la enzima ureasa (Hewitt, 2006). Sin embargo, la urea es susceptible a
volatilizacién, altamente dependiente de las condiciones del suelo y del medio ambiente
(Koenig et al., 2007), y por tal motivo, es probable que procesos como la hidrdlisis y la
volatilizacién hayan influido en la variabilidad de la respuesta a la concentracion de
clorofila para este tratamiento.

El tratamiento con sulfato de amonio mostrd también un comportamiento variable en sus
valores SPAD a lo largo de las mediciones. Es probable que dicho comportamiento se
deba a que este tratamiento redujo notablemente el pH del suelo y tal condicion influy6
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en la disponibilidad de los nutrientes (Figura 6). Es decir, un pH muy bajo puede
contribuir a la solubilidad de ciertos elementos (mayoritariamente micro-elementos) pero
comprometer la disponibilidad de otros (preferentemente macro-elementos). Ante una
reduccion en el pH del suelo, se puede verificar una disminucion en la disponibilidad de
P, ya que, a medida que el pH decrece se produce la precipitacion del P como fosfatos
insolubles. Asi también, la absorcion de K podria verse afectada bajo estas condiciones
de pH (Blaya y Garcia, 2003). Por el contrario, Rodriguez et al. (1998) reportaron
incrementos en valor SPAD en suelos calcareos como respuesta a aplicaciones de sulfato
de amonio, reduciendo sintomas de clorosis en un cultivo de sorgo, lo cual también se
observo en el presente estudio en los meses de diciembre de 2014 y marzo de 2015 (Figura
5). A pesar de que en el ensayo no se evaluaron variables bioldgicas de suelo, es
importante considerar que efectos del azufre y acidificacion del suelo pueden alterar el
ciclo biogeoquimico de los elementos y también causar efectos negativos sobre la biota
(Tong y Xu, 2012).

El tratamiento con urea + DMPP indujo en los paltos la concentracion de clorofila mas
baja junto con el tratamiento control (nitrato de calcio) en todas las fechas de medicion
(Figura 5). Los tratamientos urea + DMPP y urea fueron similares en enero y marzo de
2015, y significativamente diferentes los meses restantes siendo mas efectivo el
tratamiento que llevd unicamente urea. Al respecto, Garcia-Castro et al. (2013), no
encontraron diferencias estadisticas significativas para los tratamientos de urea y urea +
DMPP en los valores de SPAD en un cultivo de rosa. Asi también, Canali et al. (2014),
no encontraron diferencias en los valores de SPAD entre tales tratamientos en cultivo de
espinaca, pero a la vez indican que el tratamiento que s6lo contenia urea se comporto
mejor que el tratamiento con urea + DMPP. Los autores del trabajo atribuyeron tal efecto
a una mejor absorcién de N y eficiencia de uso de este por una parte, y por otra a que la
disponibilidad de NO3™ en el suelo no estaba sincronizada con las necesidades de N del
cultivo. Algo similar pudo ocurrir en el presente ensayo. En tal contexto, la urea es
propiamente una amida que cuando se aplica al suelo pasa por una hidro6lisis en la cual el
N es convertido rapidamente a una forma amoniacal. Una vez como NH4", los iones son
adsorbidos por las particulas de arcilla y humus, siendo temporalmente resistentes a la
lixiviacion (Hewitt, 2006). Sin embargo, la hidroélisis ocasiona una elevacion en el pH'y
consecuentemente ese incremento desplaza el equilibrio del NH4" y NH3 favoreciendo la
volatilizacion del NHz a la atmosfera (Schlegel y Nelson, 1987). Es importante considerar
que todos los fertilizantes basados en NH4* tienen potencial de volatilizarse, pero la urea
presenta los mayores potenciales de volatilizacidn, siendo mas significativa durante las 2
a 3 semanas después de haber sido aplicada. Asi también, condiciones de pH alcalino de
suelo y altas temperaturas incrementan la tasa de volatilizacion (Koenig, et al. 2007).
Tales evidencias, sugieren que en el presente estudio hubo condiciones que pudieron
predisponer una mayor volatilizacion del N en el tratamiento de urea al adicionar DMPP,
el cual impidié6 el proceso de nitrificacion provocando acumulacion de NH4* y pérdidas
por volatilizacion reduciendo la eficiencia de uso del N. Por tal motivo, es posible que
este tratamiento haya presentado los valores méas bajos de SPAD de forma similar al
testigo (nitrato de calcio).
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Por su parte, los paltos testigos presentaron el comportamiento esperado, vale decir,
menores concentraciones de clorofila, lo cual concuerda con lo mencionado por varios
autores (Mengel, 1994; Smolders et al. 1997; Kosegarten et al. 1998; Jimenez et al. 2007,
Covarrubias et al. 2014), quienes reportan que el NO3™ puede inducir carencias de Fe. Al
respecto, Aktas y Van Egmond (1979), estudiaron el efecto de la fertilizacidn nitrogenada
sobre genotipos de soya con diferentes susceptibilidades a la clorosis férrica en suelos
calcareos y reportaron que, un aumento en la cantidad de NO3z™ suministrado a plantas
susceptibles agravaron los sintomas de clorosis, mientras que en variedades resistentes
aumento el crecimiento. Por lo tanto, al ser el palto una especie susceptible, se esperaba
encontrar bajos niveles de clorofila como respuesta a aplicaciones de NOs™ y se ratifica
que esta fuente de N puede influir negativamente en la concentracion de clorofila de
plantas establecidas en suelos alcalinos y calcéreos.

Con respecto a la fotosintesis y sus variables relacionadas, no se encontraron diferencias
estadisticas como respuesta a los tratamientos (Cuadro 5). Los resultados no coinciden
con Bavaresco et al. (2006), quienes encontraron diferencias en las variables antes
mencionadas en hojas apicales de vid, presentando menores valores en hojas clordticas
de plantas que crecieron en suelo calcareo en comparacion con las que crecieron no
clordticas en suelo no calcareo. Es probable que en el presente estudio no se encontraron
diferencias debido a que la medicion se realizé en hojas adultas y funcionales insertas en
el tercio medio del brote de los paltos, y tales hojas presentaban sintomas leves de
clorosis. Sin embargo, se debe mencionar que a pesar de que se conoce que el déficit de
Fe altera tanto la estructura del cloroplasto como la tasa de fotosintesis en las plantas
superiores, el conocimiento del impacto de la homeostasis del Fe en la eficiencia de la
fotosintesis, y por lo tanto, sobre la produccion de biomasa, es ain muy limitado (Briat et
al., 2015). Asi también, habria sido conveniente el poder realizar m&s mediciones durante
la temporada o en periodos posteriores de forma de hacer un correcto seguimiento sobre
esta variable.

En lo que respecta el estado nutricional de los paltos, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para la concentracion de N total determinado en hojas. Tal
resultado podria ser esperable, e indica que la aplicacion de dosis iguales de N pero de
distintas fuentes no afectaria tal variable en hoja de palto. En cuanto a la concentracién
de N-nitrico, el tratamiento con sulfato de amonio + DMPP fue el que presentd la menor
concentracion y esto podria atribuirse a una menor absorcién del N en esta forma, lo que
indicaria la eficacia del DMPP como inhibidor de la nitrificacién. A pesar de que los
resultados indican una menor absorcion de NOgz™ en este tratamiento, debe considerarse
que el NOs™ puede ser reducido a NH4" en la misma raiz y también puede ser transportado
a la hoja por el xilema para ser reducido y asimilado (Diaz et al., 2002). Por tal motivo,
en el actual estudio no es posible conocer la relacion NOs/NH4* absorbido, ni cuanto
NOs" se transport6 directamente a la hoja y cuanto se redujo en la raiz. Una situacion
similar sucede con el contenido de nitrogeno amoniacal, pero en este caso el NHs" se
asimila en proteinas y puede hacerlo tanto en la raiz como en las hojas (Diaz et al., 2002).
Sin embargo, debe observarse que los paltos tratados con nitrato de calcio y urea + DMPP
tienen mayor concentracion de N amoniacal y a la vez menor nitrégeno metabolizado, lo
que sugiere que el NH4* se acumul6 debido a una baja transformacion y asimilacion a
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aminoacidos. A la vez, estos tratamientos son los que presentaron menor valor de SPAD
durante todas las mediciones, sugiriendo menor actividad de enzimas GS/GOGAT. Seria
entonces de utilidad evaluar la actividad de estas enzimas en investigaciones futuras, asi
como observar explicaciones posibles a estos efectos.

En cuanto a la concentracion de Fe?* en el tejido foliar, las aplicaciones de nitrato de
calcio + quelato de Fe incrementaron significativamente la concentracion en comparacion
con el resto de los tratamientos. Es altamente probable que esto se deba al efecto de la
aplicacion del quelato de Fe al suelo y al menor crecimiento del brote registrado en los
paltos asociados a este tratamiento, provocando el aumento en la concentracion del Fe?".
Tal hipotesis podria ser respaldada por la alta correlacion negativa significativa entre el
Fe?* foliar y el largo de brote, la cual arrojo un r=-0,95: p-valor= 0,003; es decir que la
concentracion el Fe?" estaria mas asociada al suministro del elemento via quelato y al
crecimiento del Organo, que a otras variables como concentracion de clorofila,
fotosintesis o pH del suelo. Por tal motivo no se encontraron correlaciones entre tales
variables y los resultados para el resto de tratamientos arrojaron una tendencia o
concordancia. Al respecto, Palacios (2003), sefiala que el analisis de Fe activo es un
proceso complicado y que no ha sido posible determinar niveles estandares para utilizarlo
como técnica de diagndstico del déficit de Fe.

A nivel de suelo, los analisis indicaron una reduccion del pH para el tratamiento con
sulfato de amonio. Los datos son concordantes con lo indicado por Ruiz (1999), quien
menciona el importante efecto acidificante del sulfato de amonio en la solucion suelo.
Respecto a la menor concentracion de carbonatos y caliza activa en el tratamiento con
sulfato de amonio, a pesar de no poder haber sido posible el analisis estadistico es factible
obtener dicho resultado, Mariscal-Sancho y Ginés (2002) mencionaron efectos
descalcificantes del ion SOs2 en el suelo mediante su reaccion con el Ca de los
bicarbonatos presentes, dando paso a la formacion de CaSOa.

Las concentraciones de N-total, NH4" y NOs™ en el suelo fueron muy diferentes entre los
tratamientos, por lo cual no se logré construir una explicacion valida sobre el efecto de
los tratamientos en tal variable. Un aspecto que pudo incidir en los resultados fue que la
recoleccion de muestras se realizd tres semanas después de haber aplicado los
tratamientos y es posible que hasta tal fecha los efectos y reacciones de nitrificacion hayan
sucedido en su mayor parte. Al respecto, Tagliavini et al. (1995) no encontraron
diferencias en la concentracion de NOs™ al confrontar suelos calcareos tratados con sulfato
de amonio o nitrato de calcio en cultivo de duraznero. Sin embargo, las plantas fertilizadas
con nitrato de calcio presentaron clorosis en comparacién con aquellas fertilizadas con
sulfato de amonio, el cual se sefiala puede mejorar la absorcion de micronutrientes en
estas condiciones, corroborando los resultados encontrados en el presente ensayo.

Finalmente, el pH en el suelo mostré una correlacion positiva con la concentracion de
carbonatos y caliza activa, asi como una alta correlacion negativa con la concentracién
de Fe en el suelo. Tales resultados, confirman que menores valores de pH y carbonatos
solubilizan el Fe, incrementando su disponibilidad (Lemus et al., 2005; Astudillo, 2008;
Ferreyra et al., 2008). En tal sentido, las aplicaciones de sulfato de amonio con y sin
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DMPP indujeron mayores concentraciones de Fe en la solucion suelo. Es importante
mencionar que para cuantificar el contenido de Fe en el suelo se utiliz6 el método DTPA
(&cido dietilentriaminopentaacético), el cual extrae metales de las fracciones més labiles
del suelo, y ha sido ampliamente utilizado para determinar la biodisponibilidad de muchos
metales, obteniendo en numerosos casos buenas correlaciones entre las concentraciones
de metales extraidos con él y las cantidades tomadas por la planta (Gonzalez et al., 2009).
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en las cuales se realizo el presente experimento, es posible concluir
que:

El sulfato de amonio + DMPP, incrementan la concentracion de clorofila de forma
analoga al quelato de Fe.

El uso continuo de fertilizantes de fuente amoniacal durante la temporada,
particularmente del sulfato de amonio, reduce de forma sustancial el pH de suelos
alcalinos, asi como la concentraciéon de carbonatos totales y caliza activa, y a su vez
promueven la solubilizacion del Fe en el suelo.

La aplicacion de fertilizantes amoniacales no logra alcanzar concentraciones de Fe foliar
similares a las registradas con el uso de quelatos de Fe. Sin embargo, en el tratamiento
con Fe-EDDHA la mayor concentracion de Fe foliar estd intimamente asociada al aporte
de este elemento en el quelato, y no presenta correlacion alguna a aspectos relativos al
sintoma de clorosis férrica como concentracion de clorofila, pH del suelo y carbonatos
en el suelo.

No existe correlacion alguna entre el contenido de Fe?* foliar y el Fe disponible en el
suelo, asi como tampoco con la concentracion de clorofila, dejando adn pendientes los
cuestionamientos sobre la “Paradoja de la clorosis” en las que el contenido de Fe en la
hoja no es indicador fidedigno del sintoma por carencia de Fe.

Durante el tiempo en el cual se desarroll6 el experimento, las fuentes de N implementadas
no alteraron la fotosintesis, conductancia estomatica y evapotranspiracion de las hojas.
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Resumen de distintos modelos de regresion analizados al medir la concentracion de

clorofila con valores del colorimetro triestimulo y SPAD.

Modelo

Variables R2 AIC BIC Ecuacion
Hgcm2y L* lineal 0,90 156,1 159,6 y=-1,67x+ 111,02
ug cm2y L* cuadratico 0,94 1446 1493 y=0,04x*-5,59x + 206,7
Hg cm?2y a* 0,02 ns
Hg cm?y b* lineal 0,90 1551 158,6 y=-1,24x+67,631
Hg cm?y b* cuadratico 0,90 156,6 161,4 y=0,0055x%-1,57x + 71,73
ug cm?y SPAD lineal 0,92 1276 130,7 y=1,04x-3,16
Hug cm?y SPAD cuadratico 0,93 1282 1314 y=0,0026x%+ 0,88x - 1,35
ngglyL* lineal 0,80 352,0 3555 y=-67,03x+4448,2
ngglyL* cuadratico 0,87 343,9 3486 y=2,04x%-274,16x + 9498,3
ug gty a* 0,02 ns
ug gty b* lineal 0,80 3520 3556 y=-49,73x +2701,62
ug gty b* cuadratico 0,81 3523 357,0 y=0,64x>-88,35x +3176,7
uggly SPAD lineal 081 2982 301,3 y=3331x+ 29,04
ug gy SPAD  cuadratico 0,81 300,1 304,3 y=-0,07x?+ 37,85x - 23,52
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APENDICE II

Valores SPAD para los diferentes tratamientos en diferentes fechas de toma de datos y
las diferencias halladas mediante dos pruebas de comparacion maultiple, Tukey y DGC.
Letras distintas en sentido vertical indican diferencias significativas entre valores de
SPAD segun las pruebas de Tukey y DGC (p<0,05).

05-Dic 03-Ene
Tratamiento SPAD Tukey DGC | Tratamiento SPAD Tukey DGC
Tl 4405 at a T1 54,46 a a
T6 43,33 a a T6 50,41 ab a
T4 42,18 a a T4 47,74 abc b
T3 40,89 ab a T3 46,39 bc b
T5 37,15 b b T2 45,03 bc b
T2 36,67 b b T5 42,22 c b
03-Feb 06-Mar
Tratamiento SPAD Tukey DGC | Tratamiento SPAD Tukey DGC
T6 53,08 a a T1 53,85 a a
Tl 52,33 a a T6 52,71 ab a
T3 44,75 ab b T4 50,03 ab a
T4 41,21 b b T3 4995 ab a
T5 40,34 b b T2 4405 ab b
T2 37,56 b b T5 43,05 b b
25-Abr 16-May
Tratamiento SPAD Tukey DGC | Tratamiento SPAD Tukey DGC
T6 55,03 a a T6 55,62 a a
Tl 51,98 ab a T1 53,41 ab a
T3 51,40 ab a T3 5191 ab a
T4 4786 ab b T4 4854 ab b
T2 4418 ab b T2 43,70 ab b
T5 41,09 b b T5 40,19 b b
30-Ago
Tratamiento  SPAD
T3 49,39 ns
T6 47,42 ns
Tl 46,88 ns
T2 41,68 ns
T4 41,58 ns

T5 37,5 ns




Todas las correlaciones analizadas durante el estudio con el fin de encontrar variables
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relacionadas a la carencia de Fe.

variable 1 variable 2 Pearson p-valor
Nitrato en suelo Amonio en suelo 0,65 0,1609
N total en suelo Amonio en suelo 0,74 0,0929
N total en suelo Nitrato en suelo 0,99 0,0001
Fe en suelo Amonio en suelo 0,18 0,7386
Fe en suelo Nitrato en suelo -0,27 0,6067
Fe en suelo N total en suelo -0,21 0,6891
Carbonato total suelo Amonio en suelo -0,54 0,2702
Carbonato total suelo Nitrato en suelo 0,15 0,7816
Carbonato total suelo N total en suelo 0,04 0,9343
Carbonato total suelo Fe en suelo -0,84 0,0369
Caliza activa en suelo Amonio en suelo -0,38 0,4623
Caliza activa en suelo Nitrato en suelo 0,18 0,7301
Caliza activa en suelo N total en suelo 0,10 0,8488
Caliza activa en suelo Fe en suelo -0,97 0,0012
Caliza activa en suelo Carbonato total suelo 0,94 0,0059
N total foliar Amonio en suelo -0,86 0,0272
N total foliar Nitrato en suelo -0,85 0,0324
N total foliar N total en suelo -0,89 0,0169
N total foliar Fe en suelo 0,11 0,8385
N total foliar Carbonato total suelo 0,24 0,6431
N total foliar Caliza activa en suelo 0,06 0,9089
N-nitrico foliar Amonio en suelo -0,39 0,4502
N-nitrico foliar Nitrato en suelo 0,28 0,5900
N-nitrico foliar N total en suelo 0,19 0,7222
N-nitrico foliar Fe en suelo -0,28 0,5903
N-nitrico foliar Carbonato total suelo 0,69 0,1286
N-nitrico foliar Caliza activa en suelo 0,43 0,3941
N-nitrico foliar N total foliar 0,25 0,6367
N-amoniacal foliar Amonio en suelo -0,59 0,2200




46

N-amoniacal foliar Nitrato en suelo -0,78 0,0682
N-amoniacal foliar N total en suelo -0,79 0,0642
N-amoniacal foliar Fe en suelo -0,36 0,4870
N-amoniacal foliar Carbonato total suelo 0,26 0,6203
N-amoniacal foliar Caliza activa en suelo 0,38 0,4628
N-amoniacal foliar N total foliar 0,63 0,1783
N-amoniacal foliar N-nitrico foliar -0,29 0,5740
N met foliar Amonio en suelo 0,55 0,2622
N met foliar Nitrato en suelo 0,68 0,1340
N met foliar N total en suelo 0,69 0,1257
N met foliar Fe en suelo 0,48 0,3381
N met foliar Carbonato total suelo -0,38 0,4613
N met foliar Caliza activa en suelo -0,49 0,3273
N met foliar N total foliar -0,61 0,1994
N met foliar N-nitrico foliar 0,16 0,7670
N met foliar N-amoniacal foliar -0,97 0,0011
Fe++ foliar Amonio en suelo -0,46 0,3568
Fe++ foliar Nitrato en suelo 0,22 0,6798
Fe++ foliar N total en suelo 0,12 0,8221
Fe++ foliar Fe en suelo -0,47 0,3420
Fe++ foliar Carbonato total suelo 0,77 0,0725
Fe++ foliar Caliza activa en suelo 0,61 0,2008
Fe++ foliar N total foliar 0,21 0,6831
Fe++ foliar N-nitrico foliar 0,64 0,1739
Fe++ foliar N-amoniacal foliar -0,04 0,9436
Fe++ foliar N met foliar -0,01 0,9846
pH suelo Amonio en suelo -0,37 0,4688
pH suelo Nitrato en suelo 0,15 0,7729
pH suelo N total en suelo 0,08 0,8862
pH suelo Fe en suelo -0,98 0,0008
pH suelo Carbonato total suelo 0,92 0,0086
pH suelo Caliza activa en suelo 1,00 0,00001
pH suelo N total foliar 0,07 0,8907
pH suelo N-nitrico foliar 0,39 0,4458
pH suelo N-amoniacal foliar 0,42 0,4116
pH suelo N met foliar -0,53 0,2837
pH suelo Fe++ foliar 0,60 0,2120
SPAD Amonio en suelo 0,74 0,0959
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SPAD Nitrato en suelo 0,78 0,0687
SPAD N total en suelo 0,81 0,0509
SPAD Fe en suelo 0,11 0,8353
SPAD Carbonato total suelo -0,20 0,7031
SPAD Caliza activa en suelo -0,20 0,6975
SPAD N total foliar -0,70 0,1244
SPAD N-nitrico foliar 0,01 0,9788
SPAD N-amoniacal foliar -0,76 0,0822
SPAD N met foliar 0,71 0,1125
SPAD Fe++ foliar 0,20 0,6979
SPAD pH suelo -0,21 0,6921
Amonio en suelo Largo Brote 0,33 0,5281
Nitrato en suelo Largo Brote -0,41 0,4247
N total en suelo Largo Brote -0,31 0,5518
Fe en suelo Largo Brote 0,54 0,2698
Carbonato total suelo Largo Brote -0,82 0,0444
Caliza activa en suelo Largo Brote -0,65 0,1597
N total foliar Largo Brote -0,08 0,8745
N-nitrico foliar Largo Brote -0,79 0,0626
N-amoniacal foliar Largo Brote 0,19 0,7175
N met foliar Largo Brote -0,09 0,8696
Fe++ foliar Largo Brote -0,95 0,0032
pH suelo Largo Brote -0,63 0,1785
SPAD Largo Brote -0,28 0,5903
Evapotranspiracion Conductancia estomética | 0,81 <0,0001
Evapotranspiracion Fotosintesis neta 0,90 <0,0001
Conductancia estomética | Fotosintesis neta 0,82 <0,0001




