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CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA

Situacion nacional del arandano

Chile es el principal proveedor de arandano del Hemisferio Sur, con una participacion del
76% respecto del total. La industria chilena del ardndano ha pasado a ocupar un liderazgo a
nivel mundial, siendo este el segundo pais con mayor exportacion de esta fruta durante la
temporada 2014-2015, con un aumento del 22% con respecto a lo registrado la temporada
2013-2014. Los principales destinos de tales exportaciones fueron Estados Unidos (67%),
Europa (23%) y Lejano Oriente (10%), alcanzando un volumen exportado de 91.000
toneladas de arandano fresco (ODEPA, 2015). Al 2015, Chile cuenta con aproximadamente
15.500 hectéreas de arandano, de las cuales el 46% se encuentran en plena produccion, el
27% en produccién creciente, el 17% en formacién y el 10% en produccion decreciente. La
mayor superficie de plantacién del cultivo se encuentra en la zona sur, con 8.840 ha (ODEPA,
2015). Sin embargo, debido a diversos factores agronémicos con favorables implicancias en
la rentabilidad econdomica del cultivo (cosechas tempranas, condiciones climaticas
favorables, menor susceptibilidad a enfermedades, etc.), se ha verificado en los ltimos afios,
un incremento significativo en el establecimiento del arandano en la zona central de Chile,
alcanzando una superficie de plantacion de 6.064 ha (ODEPA, 2015). Esta expansion del
cultivo hacia la zona central de Chile, entre la Region de Coquimbo y la Region del Maule,
ha impulsado la introduccion del ardndano en una elevada diversidad de ambientes
edafoclimaticos, y en muchos casos, en areas donde los suelos presentan limitaciones severas
para su cultivo. Entre las principales limitaciones relativas a propiedades fisicoquimicas del
suelo se encuentra el pH neutro-alcalino, la presencia de elevadas concentraciones de
carbonatos y la escasa porosidad (Mancilla y Reginato, 2011). Tales limitantes, han inducido
problemas nutricionales en los arandanos, especialmente carencias de hierro.

Caracteristicas del cultivo

El arandano (Vaccinium corymbosum L.), es un arbusto nativo de Norteamérica, pertenece a
la familia Ericaceae y al género Vaccinium, constituido por cinco especies: V. corymbosum
L. (Highbush), V. ashei Reade (Rabbiteye), V. myrtulloides Mitchx (Lowbush), V.
angustifolium Ait (Lowbush), V. brittonii Port. Ex Brickn (Lowbush) y es considerado dentro
del grupo de los berries (Strik y Finn, 2008). Las especies de mayor importancia comercial
son el arandano de arbusto alto V. corymbosum L., ardndano de arbusto bajo V. angustifolium
Ait., y ardandano ojo de conejo V. ashei Reade. En general, el ardndano presenta un
crecimiento arbustivo que puede alcanzar hasta tres metros de altura, dependiendo del
genotipo, llegando a conformar un seto continuo dentro de la plantacion. Segun las
variedades, las plantas pueden presentar un habito mas o menos erecto (Retamales et al.,
2014).



El sistema radicular es superficial, fibroso y de poca extension. La raiz esta desprovista de
pelos radicales, de modo que son las raices jovenes las que efectian principalmente la
absorcion (Hancock et al., 1992; Flores et al., 2011). Sus hojas son simples y se distribuyen
en forma alterna a lo largo de la ramilla, de forma ovalada a lanceolada o aserrada
dependiendo de la variedad, de color verde oscuro y generalmente con abundante pilosidad
en el enves y en general, las especies domeésticas son caducifolias (Gough, 1994; Retamales
y Hancock, 2012). Las flores se producen en inflorescencias (racimos), generalmente axilares
que se diferencian en verano, y la flor es pedunculada (Retamales y Hancock, 2012). El fruto
es una baya casi esférica que, dependiendo de la especies y cultivar, puede variar en tamafio
y en color desde azul claro hasta negro. La epidermis del fruto esta provista de secreciones
cerosas que le dan una terminacion muy atractiva al fruto (Undurraga et al., 2013). El
arandano crece dentro de una amplia gama de climas, debido a que sus requerimientos de
frio varian entre 400 a 1.100 horas. Los arandanos altos y “ojo de conejo” son mas resistentes
a la sequia y tienen menos requerimiento de frio (Bafiados, 2006).

El ardndano es considerado una planta calcifuga, por lo tanto es una especie adaptada a
condiciones de pH acido del suelo, obteniendo un mejor crecimiento y productividad cuando
crecen en un pH entre 4,0 y 5,5 (Retamales y Hancock, 2012). Esta condicion permite
incrementar la disponibilidad de algunos nutrientes, tales como el hierro y manganeso, cuyos
requerimientos porcentuales en la planta de arandano son superiores a los de otras especies
frutales (Hirzel y Rodriguez, 2003). Por lo anterior, el arandano se clasifica como una especie
altamente susceptible al déficit de hierro (Retamales y Hancock, 2012). Tal carencia
nutricional, puede causar una dréstica reduccion en la longevidad del huerto, el crecimiento
de raices y brotes y el rendimiento (Hanson y Hancock, 1996).

El hierro en el suelo

El hierro es el segundo metal mas abundante en la corteza terrestre después de aluminio. Los
minerales primarios son la principal fuente de hierro en el suelo, los cuales incluyen
principalmente silicatos ferromagnéticos, y a partir de la meteorizacion de estos minerales
primarios se libera hierro soluble a la solucion, el cual puede ser utilizado por los organismos
del suelo, unirse a distintos ligandos organicos, o bien ser transformado a minerales
secundarios. Sin embargo, estos se transforman fundamentalmente en éxidos e hidroxidos de
Fe (I11), de distinta composicién y grado de cristalizacion y estos son los que controlan su
solubilidad en el suelo (Lindsay, 1979; Murad y Fischer, 1988; Mengel, 2000). En el suelo
el hierro esta presente en sus dos estados de oxidacion, siendo el Fe (I11) la especie soluble
predominante en condiciones aerdbicas.

La solubilidad del hierro es, sin embargo, extremadamente baja, especialmente en suelos
alcalinos (Lemanceau et al., 2009). Las causas de la carencia de hierro en las plantas son
maultiples y de distinta naturaleza. Entre ellas destacan la escasa disponibilidad de hierro
como producto de la concentracion de ion bicarbonato en el suelo, y otros factores como las
interacciones entre el hierro y otros nutrientes, excesos de humedad, y temperaturas extremas
(Juérez et al., 2007). Respecto de la disponibilidad de este metal, existen varios factores que



la modifican, tales como el pH, potencial redox y tipo de mineral al que esté asociado. La
solubilidad de los éxidos e hidroxidos de Fe (111) presentes en el medio estd muy relacionada
con el pH del suelo (Kim y Guerinot, 2007). En los suelos &cidos, con pH menores a 5, el
hierro esta presente principalmente en estado ferroso (Fe*?), forma predominantemente
absorbida por las raices de las plantas dicotiledoneas como el arandano. En suelos alcalinos,
con pH superior a 7, el estado férrico (Fe*3) prevalece, y debido a la alta afinidad de tal forma
quimica para formar compuestos insolubles, la solubilidad del hierro se reduce
drasticamente, al igual que su absorcion radicular. Asi, el hierro disponible disminuye
notablemente con un pH igual o superior a 7, mientras que es mas disponible a pH cercanos
0 menores a 6 (Razeto, 2009). Como regla general, el Fe (I1) es tomado preferentemente por
las plantas en comparacién con el Fe (I11), pero esto depende de las especies (estrategias | y
I) (Marschner, 2012). Por otra parte, la solubilidad del Fe en un suelo también depende del
contenido de materia organica del mismo. Asi, la asociacion del hierro con los agentes
quelantes de la materia organica da lugar a la formacion de complejos que incrementan
considerablemente la concentracion y la movilidad de este nutriente en la disolucion del suelo
(Lobartini y Orioli, 1988; Cesco et al., 2000).

Los suelos calcéreos se caracterizan por altos contenidos de carbonatos, altas concentraciones
del ion Ca* en la solucion y alto pH, sin embargo, el factor méas importante que provoca la
clorosis inducida es el bicarbonato. Este ion afecta la absorcion de hierro y su translocacion
al interior de la planta. Existen evidencias cientificas de que la clorosis férrica frecuentemente
encontrada en lugares calcéreos, se produce por una parte por el efecto del bicarbonato como
tampon alcalino en el suelo, y por otra parte por desordenes fisioldgicos inducidos por un
exceso de HCOs en el medio radicaal, que resulta en la inmovilizacién del Fe al interior de
la planta (Mengel et al., 1979; Mengel, 2000), y por tanto se dificulta la nutricion férrica del
vegetal. Ademas, la presencia de bicarbonato afecta los principales mecanismos de respuesta
de la planta a la carencia de hierro: se neutralizan los protones liberados por el vegetal, la
alcalinizacion reduce la secrecion de compuestos fendlicos y dificulta la reduccion del Fe(l11)
en la membrana plasmatica (Romheld y Marschner, 1986; Marschner, 2012). Todo ello
conduce a una disminucion en la toma y transporte de hierro por la planta.

El hierro en las plantas

Funciones del hierro en la planta

La importancia del hierro en las plantas, se debe a que es un micronutriente esencial que
interviene en numerosos sistemas enzimaticos con y sin grupos hemo, participando en
procesos de oxido-reduccidn especialmente en mitocondrias y cloroplastos (Mengel, 2000).
Dentro de las hemo-proteinas, se encuentran los citocromos que son los componentes de los
sistemas redox en los cloroplastos, en la nitrato reductasa y en las mitocondrias (Clarkon y
Hanson, 1980; Marschner, 2012). La catalasa y la peroxidasa son hemo-enzimas cuya
actividad disminuye bajo déficit de hierro. La peroxidasa favorece la eliminacion de H2O2 en
los cloroplastos (Romheld y Marschner, 1991; Ranieri et al., 2001; Marschner, 2012).



Aquellas proteinas constituidas sin grupo hemo, son las que presentan enlaces Fe-S, donde
el hierro esté4 coordinando al grupo tiol de la cisteina y/o al azufre. A este grupo pertenece la
ferredoxina, xantina, oxidasa, aconitasa y peroxido dismutasa. La ferrodoxina es una de las
mas importantes debido a su participacion en un gran nimero de procesos metabolicos como
la fotosintesis, asimilacion reductora del nitrato y sulfato, y en la fijacion del nitrégeno
atmosférico (Ranieri et al., 2001; Marschner, 2012).

El hierro ademaés interviene en la fotosintesis, debido a que cataliza la sintesis de clorofila.
El principal efecto de la carencia de hierro en las hojas se produce en los cloroplastos, donde
el déficit del metal altera su estructura y funciones. En particular, se ve reducido el nimero
de tilacoides y de granas, ademas de la reduccion de todos los pigmentos que absorben la luz,
tales como clorofilas a y b y carotenos. Estos Gltimos disminuyen en menor proporcion que
las clorofilas ante un déficit de hierro. Por otra parte, en las plantas con carencia de hierro se
ve reducido también el trasporte fotosintético de electrones (el hierro es uno de los
constituyentes de numerosos transportadores de electrones) (Miller et al., 1984; Soldatini et
al., 2000). Consecuentemente, la carencia de hierro en las plantas genera una reduccion de la
capacidad fotosintética que se traduce en una disminucion en la tasa de produccién de
azucares, almidon y algunos aminoacidos, llegando finalmente a la alteracion en la sintesis
de las proteinas (Terry y Zayed, 1995). Los sintomas de la carencia de hierro en plantas se
manifiestan mediante una clorosis intervenal marcada, la cual se expresa en hojas jovenes,
pudiendo llegar en casos mas severos a ser desprovistas completamente de la clorofila (hojas
blancas), consecuencia del desequilibrio entre los contenidos de clorofila y carotenos
(Marschner, 2012).

Absorcion del hierro por la planta

Las especies vegetales difieren en sus mecanismos fisioldgicos para absorber y solubilizar el
hierro en la solucién suelo y la rizosfera. Se ha propuesto que estas diferencias se deben
principalmente a la capacidad de la especie vegetal para solubilizar y movilizar hierro en la
rizosfera y mejorar su disponibilidad para la absorcion de la planta (Mengel, 2000). En
situaciones en las que existe una carencia de hierro en el medio, las plantas superiores han
desarrollado mecanismos para aumentar la disponibilidad del Fe en la solucién del suelo. En
base a ello, las plantas se dividen en dos grupos dependiendo del modelo de respuesta que
desarrollan ante este déficit: plantas de estrategia | y estrategia Il (Marschner et al., 1986;
Rémheld, 1987; Schmidt, 1999; Puig et al., 2007; Guerinot, 2010; Marschner, 2012).

La estrategia | de absorcion del hierro, es tipica de especies dicotiledoneas, como lo es el
arandano, y monocotiledéneas no gramineas. Estas plantas absorben el hierro desde el suelo
como Fe*2. En suelos de pH alcalino, el Fe*? se oxida a Fe*® y, en consecuencia, tal mineral
esta presente en el suelo como una forma quimica no soluble y disponible para las plantas
(Marschner, 2012). En tales casos, las plantas que desarrollan la Estrategia | de absorcion del
hierro responden a la carencia mediante cambios fisiol6gicos como son la liberaciéon de H* y
moléculas reductoras, asi como el incremento en la actividad de la enzima hierro quelato
reductasa (FCR), y cambios morfolégicos como la proliferacion de raices laterales para
incrementar el area de absorcion (Lépez-Millan et al., 2001; Dell’Orto et al., 2003). La FCR
se encuentra en la membrana plasmatica de las células de la rizodermis y cataliza la reduccion



del Fe*3 presente en la rizosfera, lo cual permite la absorcion del hierro reducido (Fe*?) por
la planta. La FCR es una enzima capaz de reducir el Fe con electrones provenientes de
NADPH citoplasmatico (Moog y Bruggemann, 1994; Rabotti y Zocchi, 1994; Susin et al.,
1996; Rombola et al., 2002). Por otra parte, las plantas de estrategia | tienen la capacidad de
exudar protones a través de la membrana plasmatica de la raiz hacia la rizésfera, mediante
un incremento en la actividad de la enzima ATPasa, disminuyendo el pH de la solucion del
suelo y aumentando la solubilidad del Fe** (Kim y Guerinot, 2007). EI mecanismo de
reduccion del pH de la rizosfera parece estar relacionado con el anterior, debido a que la
acidificacion de la rizosfera, ademas de contribuir a la solubilizacion del hierro del suelo,
mejora la actividad de la enzima FCR, la que se estimula por bajo pH y que mejora la afinidad
por el sustrato de la reductasa, lo que puede atribuirse a una neutralizacion de la carga
negativa de las superficie celulares y por lo tanto impedir la repulsién de los quelatos de
hierro cargados negativamente por los lugares de reduccion (Schmidt, 2006). Ademas, las
plantas de Estrategia | incrementan la exudacion radicular de compuestos quelantes del
hierro, tales como algunos fenoles y acidos organicos, en respuesta a la deficiencia de Fe.
Estos compuestos fendlicos también pueden afectar la disponibilidad de Fe en la rizsfera a
través de la formacion de complejos de quelatos de Fe (Cesco et al., 2010). La capacidad
quelante de estos compuestos podria permitir que se disuelvan 6xidos de hierro o minerales
de Fe poco solubles, mejorando la velocidad de disolucion (Kraemer et al., 2006).

Otra de las respuestas encontradas a nivel radicular, que las especies tolerantes a la clorosis
férrica pueden desarrollar ante un déficit de hierro, son cambios metabolicos que incluyen la
acumulaciédn de acidos organicos en las raices, principalmente citrato y malato, y cambios en
el estado de oxidacién del citoplasma (Ollat et al., 2003). Ademas se ha encontrado, en raices
de remolacha azucarera deficientes de hierro, un aumento en la concentracion de &cido
ascorbico y glutation reducido, y cambios en la actividad de enzimas que son componentes
del ciclo ascérbico-glutation, que participan en la defensa antioxidante de las células
(Zaharieva et al., 2004). En incremento en la concentracion de acidos organicos se produce
mediante un aumento en la actividad de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) en
el citoplasma de las células de las raices, y de distintas enzimas del ciclo de los acidos
tricarboxilicos (Lopez-Millan et al., 2001; Agnolon et al., 2002; Rombola et al., 2002;
Andaluz et al., 2002; Ollat et al., 2003). Esta acumulacion de acidos organicos coincide con
el aumento de la liberacién de protones y la actividad de la FCR en diferentes especies
(Brancadoro et al., 1995). Sin embargo, estos efectos no siempre se desarrollan en paralelo
(Abadia et al., 2002). Se ha propuesto que la alcalinizacion del citoplasma asociada con la
liberacion de protones podria activar la actividad de la enzima PEPC y de distintas enzimas
de ciclo tricarboxilico como la malato deshidrogenasa (MDH), citrato sintetasa (CS)
isocitrato deshidrogenasa (IDH), lo que puede mantener el ciclo de los &cidos tricarboxilicos,
incrementando la acumulacion de los acidos organicos (Yang et al., 1994; Rabotti et al.,
1995; Lopez-Millan et al., 2001). La enzima PEPC cataliza la incorporacién de bicarbonato
en un &cido organico Cs, el fosfoenol piruvato, generando oxalacetato, el cual es transformado
a malato mediante la actividad de la enzima malato deshidrogenasa (Covarrubias y Rombola,
2013). Tales reacciones, constituyen la base de los mecanismos de la planta para mantener el
pH citoplasmatico.

En las plantas que desarrollan la estrategia Il de absorcién del hierro, tipica de especies
monocotiledoneas (graminéceas), los cambios morfolédgicos y fisioldgicos inducidos por



deficiencia de hierro descritos para plantas de estrategia | estan ausentes (Marschner, 2012).
Estas especies son generalmente menos susceptibles a la clorosis férrica y usan una estrategia
diferente para la adquisicion del hierro. Tales especies, responden ante una deficiencia de
hierro mediante la acumulacion y liberacion radicular de aminoéacidos que no forman
proteinas. Algunos de estos aminoacidos han sido identificados como acido avénico y el
acido mugineico, los cuales derivan de la nicotinamina, y se agrupan bajo el nombre de
fitosiderdforos (PS) (Bashir et al., 2006; Guerinot, 2010; Gregory et al., 2013). Las gramineas
poseen una proteina transportadora en la membrana plasmatica de las células radiculares, que
se caracteriza por su elevada afinidad con los fitosideroforos, y que los transfiere hacia el
citoplasma, para proporcionar el Fe requerido por las plantas en situaciones de carencia. Los
fitosiderdéforos también forman complejos con otros metales pesados como el zinc, cobre y
manganeso, sin embargo, el transportador en la membrana plasmaética tiene una baja afinidad
por los correspondientes complejos (Marschner et al., 1986; Ma et al., 1993; von Wirén et
al., 1996; Broadley et al., 2007; White and Broadley, 2009; Marschner, 2012).

Los fitosiderdforos se sintetizan a partir de la L-metionina (Met) via nicotianamina (NA). La
nicotinamina no sélo es un precursor de la biosintesis de PS, sino también es un fuerte agente
quelante de Fe*?, pero no de Fe*3, siendo también esencial para el buen funcionamiento de
los procesos de Fe*? dependientes (Marschner, 2012). Para la biosintesis de los
fitosideroforos la metionina es el precursor comdn y la nicotinamina un intermediario
(Shojima et al., 1990, Ma et al., 1996). El ciclo de sintesis de la metionina sufre una gran
activacion en la raices de las plantas deficientes en hierro, por la demanda de metionina para
la sintesis de fitosideroforos (Kobayashi et al., 2006). Los fitosider6foros forman complejos
PS-Fe*® mediante una quelacion natural del mineral en la rizosfera, y tal complejo es
absorbido por las plantas a través de un sistema de transporte especifico del hierro a traves
de la membrana plasmética (Ma et al., 2003). La liberacion de los PS sigue un ritmo diurno
caracteristico y es rapidamente reducida con la liberacion de hierro (Marschner, 2012).

Estrategias convencionales de control de la clorosis férrica

La deficiencia de hierro en las plantas es un problema nutricional de dificil correccion
(Razeto, 2009). En Chile, para corregir este problema se utilizan métodos de acidificacion de
suelo, ya sea antes de plantar, como también durante el cultivo. Para ello, normalmente se
emplea el azufre elemental (S) como una enmienda que permite acidificar el suelo, dado que
la reaccion del azufre con el agua y el oxigeno del suelo, en presencia de microorganismos
guimioautotréficos especializados (Thiobacillus y otras especies), genera acido sulfurico
como reaccion intermedia, lo que finalmente libera protones (H*) que reducen el pH en el
suelo (Navarro y Navarro, 2003). Este método no es completamente eficaz, ya que,
dependiendo del pH inicial y la capacidad de amortiguacion del suelo (CIC, CEC), se deben
aplicar cantidades extremadamente altas de azufre para cambiar el pH al nivel 6ptimo (5 para
el arandano), afectando la disponibilidad de otros nutrientes (Horneck et al., 2004) y la
biomasa del suelo (muerte de biomasa microbiana) (Hanson, 2006).

Otra alternativa para reducir el pH del suelo es la aplicacion de acidos. Experiencias en
arandanos en aplicaciones via riego en suelos alcalinos de naturaleza calcarea (pH 8,2), han



reportado un aumento en la disponibilidad de hierro, boro y zinc, con lo cual se mejoré en
forma importante los rendimientos. Pero también se ha observado que no todos los acidos
producen los efectos esperados debido a que provocan un aumento en la salinidad; los acidos
fosforico y sulfdricos son los mas efectivos (Ferreyra et al., 2008). EI mas utilizado en la
agricultura es el acido sulfurico, el cual es frecuentemente incorporado a traves del riego por
goteo. Esta enmienda inorganica acidifica los suelos con mayor eficacia respecto del azufre
elemental, especialmente en suelos débilmente tamponados (Horneck et al., 2004). En
términos generales, esta técnica es eficiente para reducir el pH e incrementar la solubilidad
del hierro en el suelo, sin embargo, el &cido sulfarico es peligroso para el operario agricola,
aumenta la salinidad del suelo (conductividad eléctrica) afectando la disponibilidad de otros
nutrientes (Ferreyra et al., 2008), y ademas, las aplicaciones repetidas de acido sulfurico en
el suelo pueden inducir efectos perjudiciales sobre la biomasa microbiana (Hanson, 2006).

Por otra parte, los quelatos de hierro sintéticos, a lo largo del tiempo han demostrado ser la
solucion mas efectiva para la correccion del déficit de hierro. Su eficacia es directamente
proporcional a su capacidad para mantener hierro en forma disponible para la planta, en
cantidad y durante el tiempo necesario para que ésta lo tome (Lucena, 2003). Los quelatos
de hierro pueden utilizarse como fertilizantes, ya sea afiadiéndolos al suelo o mediante
pulverizacion foliar. En aplicaciones al suelo, sin embargo, es importante considerar la
estabilidad del quelato, la cual esté& estrechamente vinculada al pH del suelo. A pH de suelo
elevados, el Ca*? presente en el suelo en altas concentraciones puede desplazar al Fe*® de los
quelatos menos estables, resultando tal reaccion en un aumento de los quelatos de Ca y
precipitando el hierro como éxido (Mengel, 2000). El quelato Fe-EDDHA es estable entre
pH 4y 10, y es altamente eficiente para corregir carencias de hierro en cultivos establecidos
en una amplia gama de suelos. Esto debido a que el Fe*® del quelato es reducido por la raiz a
Fe*?, mediante la FCR, y esta reduccion produce una desestabilizacion del quelato de hierro
dando lugar a su disociacion, liberandose por una parte el agente quelante y por otra el Fe*?,
que es absorbido por la raiz (Lucena, 2003). Sin embargo, los quelatos tienen un alto costo
de adquisicién en el mercado, requieren de repetidas aplicaciones y, debido a su elevada
estabilidad y solubilidad, aumentan el riesgo de lixiviacion de metales y agentes quelantes
en napas freaticas profundas del suelo (Rombola y Tagliavini, 2006).

En definitiva, son multiples las evidencias cientificas que indican que las practicas basadas
en aplicaciones de quelatos de hierro sintéticos y cidos inorganicos presentan consecuencias
ambientales severas. Tales evidencias, sugieren fuertemente la necesidad de adoptar
alternativas para el manejo de la nutricion férrica en cultivos agricolas localizados en suelos
alcalino-célcicos, utilizando estrategias eficaces y sostenibles con el medio ambiente.



Estrategias sostenibles de control de la clorosis férrica

Estudios recientes focalizados en la absorcion de hierro en especies gramineas, han
evidenciado que el hierro acomplejado con los PS exudados por las raices de tales plantas,
puede ser absorbido por plantas dicotileddneas, tan eficazmente como los quelatos sintéticos.
La eficacia de prevencion de la clorosis mediante asociacion con gramineas, depende de la
capacidad de las gramineas utilizadas para la exudacion de fitosider6foros (Ammari y
Rombola, 2010). En una investigacion llevada a cabo por Ma et al., (2003), se demostré que
la especie Festuca rubra L., es altamente eficiente en la secrecion de fitosiderdforos y se
caracteriza por un ritmo circadiano de secrecion el cual esta influenciado por la temperatura
de la raiz. En otro estudio sobre vides establecidas en macetas con un suelo calcareo (20%
de cal activa), se observd que la asociacion de las parras con la especie graminea Festuca
rubra L., increment6 significativamente el nivel de clorofila de las hojas y contribuy6 a
mitigar significativamente el déficit de hierro en las vides (Covarrubias et al., 2014).

En general se ha sugerido que la cubiertas vegetales pueden ejercer efectos benéficos en los
huertos, incluso asociando diferentes especies. En un huerto de frambuesas, se probaron
distintas mezclas de cultivos de cobertera registrandose que la mezcla de trébol blanco +
Festuca rubra entregd resultados positivos en rendimiento y mejoré el contenido de
nutrientes en el suelo (Ovalle et al., 2007). En otro ensayo se probd la asociacion de Festuca
ovina con plantas de vid, y tal asociacion logro ser una solucion eficaz y ademéas un método
sostenible para la correccién de clorosis, en comparacién con la aplicacion de quelatos u otro
fertilizantes (Bavaresco et al., 2010). Por otra parte, en una investigacion realizada en perales
cultivados en un suelo calcareo, se ha evidenciado una correccion de la deficiencia en
aquellos arboles que crecieron en asociacion con especies graminaceas sobre la hilera de
plantacion (Tagliavini et al., 2000).

Asimismo, se debe considerar otros aspectos de esta asociacion con los cultivos. Algunos
estudios han demostrado que la presencia de especies de gramineas pueden estimular la
expresion de algunos genes, que codifican proteinas responsables de la absorcién de hierro,
y tales cambios han sido atribuidos principalmente al nivel de hierro en el suelo, las
condiciones de cultivo y etapa fenoldgica de este (Ding et al., 2009; Ding et al., 2010). Cesco
et al. (2006), llevo a cabo un ensayo con citricos en macetas, en donde estudi6 el
comportamiento de estas especies en asociacion con gramineas. Los resultados obtenidos por
tales autores apoyan el concepto de que los PS liberados por las especies gramineas pueden
contribuir a la nutricion férrica de arboles frutales; no obstante, hay que sefialar que otros
factores, como los cambios en el contenido de agua en el suelo, las diferencias en la capacidad
de movilizar el hierro y la demanda de nutrientes de las gramineas, puede afectar la capacidad
de los cultivos de cobertura para proporcionar hierro a las plantas. Asi también, en un ensayo
en olivos en donde se probaron seis tipos de cobertura, la cebada (Hordeum vulgare L.) y
espiguilla de burro (Brachypodium distachyum L.) mostraron ser exitosas en la correccion de
los sintomas de deficiencia de hierro y de otros micronutrientes (Mn, Cu y Zn), sin embargo,
se evidencio la necesidad de una gestion adecuada en las coberturas con el fin de evitar la
competencia por agua (Cafasveras et al., 2014).



Otra fuente natural rica en hierro, de reciente aparicion en el mercado, son los compuestos
derivados de sangre animal (Tessarin et al., 2012). La harina de sangre animal se compone
principalmente de proteinas que contienen alrededor de 20 a 30 g Fe-kg™?, como hierro en
estado ferroso (Fe*?), formando un complejo con el grupo hemo de la molécula de
hemoglobina, el cual es facilmente absorbible por las plantas. Tales formulados, por sus
caracteristicas quimicas y su capacidad quelante, se postula que podrian constituir una fuente
efectiva de hierro para las plantas. En condiciones de campo, la aplicacién de harina de sangre
(70 g por arbol, equivalente a 180 mg de Fe por arbol) disminuy6 los sintomas de clorosis
férrica en peras. Por ello, es uno de los principales productos utilizados en Europa como
fertilizante en huertos organicos (Yunta et al., 2013). Asi fue demostrado también en ensayo
en vid donde se aplicd sangre animal en condiciones de carencia de hierro, dejando en
manifiesto la eficacia de este producto en comparacion a quelatos sintéticos, no solo
aportando hierro sino también mediante la incorporacion de nitrgeno al sistema (Tessarin et
al., 2012). En un estudio realizado por Kalbasi y Shariatmadari, citado por Yunta et al.,
(2013), se demostro que la aplicacion de Fe mediante harina de sangre animal, obtuvo una
eficacia analoga para corregir la deficiencia de Fe en un cultivo de soya, respecto de la
aplicacion al suelo de un quelato de hierro 0-o-EDDHA/Fe. En tal estudio, el rendimiento y
el contenido de Fe en las plantas que recibieron harina de sangre fueron mayores respecto
del control, y no mostraron diferencias respecto de las plantas que recibieron quelatos de
hierro.

Sin embargo, la alta tasa de retencion observada en suelos con materiales de Ca o suelos
calcéreos (altos en contenido de Ca), sugiere tener en cuenta una posible limitacién en el uso
de este compuesto cuando el terreno es muy rico en cal, debido a que los procesos de
agregacion podrian ser predominantes sobre la precipitacion libre de hierro. Ademas, los
procesos de adsorcion/agregacion en la relacion raiz-suelo pueden ser modificados por la
actividad de la raiz, por lo que se debe considerar la eficacia del compuesto harina de sangre
en evaluaciones especificas a través de cada cultivo de plantas (Yunta et al., 2013).
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CAPITULO Il. EVALUACION DE ESTRATEGIAS DE MANEJO SOSTENIBLE
PARA LA PREVENCION DE CLOROSIS FERRICA EN ARANDANOS
VARIEDAD STAR.

RESUMEN

La expansion del cultivo de arandanos ha impulsado su introduccion en areas donde los
suelos presentan limitaciones quimicas severas para su cultivo. El objetivo de este estudio
fue evaluar algunas implicancias fisioldgicas de estrategias sostenibles para la correccion de
la clorosis férrica en arandanos variedad Star. En el experimento, se establecieron plantas en
macetas con suelo calcareo, implementando los siguientes tratamientos: (1) asociacion del
cultivo con las especies gramineas Festuca rubra L. o Poa pratensis L. y (2) aplicacion de
un producto formulado a base de sangre animal. Tales estrategias fueron contrastadas con un
control positivo (aplicacion de quelato Fe-EDDHA al suelo) y un control absoluto (sin
aplicacion). Los resultados obtenidos indican que la aplicacion de Fe-EDDHA incrementd el
crecimiento de los brotes emitidos en primavera en comparacion con las plantas asociadas
con gramineas. Respecto del crecimiento de los brotes emitidos durante el verano, las plantas
tratadas con sangre animal y Fe-EDDHA mostraron un mayor desarrollo vegetativo respecto
al testigo y a las plantas asociadas con gramineas. El indice SPAD indicé que las plantas
tratadas con sangre animal presentaron un contenido de clorofila andlogo a las plantas
tratadas con Fe-EDDHA y al control absoluto, y mayor en comparacion con las plantas
asociadas con especies gramineas. Las determinaciones de actividad de las enzimas y
concentracion de &cidos organicos en raices no evidenciaron diferencias significativas entre
tratamientos. Los resultados sugieren que la aplicacion de sangre animal es una estrategia
valida para el control de la clorosis férrica en el arandano, mientras que los cultivos de
cobertera posiblemente ejercen una fuerte competencia por agua y nutrientes con los
arandanos. Por otra parte, el genotipo de arandano "Star" no reacciona al déficit de Fe
mediante mecanismos fisiologicos de respuesta a nivel radicular, lo cual podria explicar en
parte la elevada susceptibilidad a tal carencia nutricional exhibida generalmente a nivel de
campo.

Palabras claves: hierro, nutricion, cultivo de cobertera, Fe-Hemo.
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ABSTRACT

The expanding cultivation of blueberries has promoted the introduction of such species in
areas where soils have severe chemical limitations for growing ideally. The aim of this study
was to evaluate the physiological implications of sustainable strategies for the correction of
iron chlorosis in blueberries var. Star. In the experiment plants were established in pots with
a calcareous soil and the following treatments were implemented: (1) association with grasses
species; (2) applying a product formulated with animal blood. These treatments were
contrasted with a positive control (application of Fe-EDDHA chelate to the ground) and
absolute control (no application of Fe-EDDHA) .The results indicate that the application of
Fe-EDDHA increased the shoot growth in spring compared issued in spring with plants
associated with grasses. Regarding the growth of buds during the summer, plants treated with
animal blood and Fe-EDDHA showed greater vegetative growth than the control plants
associated with grasses. The SPAD index showed that plants treated with animal blood
showed a similar value with plants treated with Fe-EDDHA and the absolute control plants,
and had a larger value compared to plants associated with grass species. The results obtained
in the determinations of enzyme activity and concentration of organic acids in roots did not
show significant differences between treatments. The results suggest that the application of
animal blood is a valid strategy to control iron chlorosis in blueberries, while cover crops
may compete for water and nutrients with blueberries. Moreover, genotype blueberry "Star"
does not respond to iron deficiency by physiological response mechanisms at the root level,
which could partly explain the high susceptibility to such nutritional deficiency typically
displayed at the field level.

Keywords: iron, nutrition, intercropping, Fe-Heme.
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INTRODUCCION

Chile es el principal proveedor de arandanos del Hemisferio Sur, pasando a ocupar la
posicion de lider a nivel mundial. Chile cuenta con aproximadamente 15.500 hectéreas de
arandano, de las cuales 8.840 ha se encuentran establecidas en la zona sur. Sin embargo,
debido a diversos factores agronémicos con favorables implicancias en la rentabilidad
econdmica del cultivo (cosechas tempranas, condiciones climaticas favorables, menor
susceptibilidad a enfermedades, etc.), se ha verificado en los Gltimos afios, un incremento
significativo en el establecimiento del ardndano en la zona central de Chile, alcanzando una
superficie de plantacion de 6.064 ha en tal zona (ODEPA, 2015). Esta expansién del cultivo
hacia la zona central de Chile, entre la Region de Coquimbo y la Regién del Maule, ha
impulsado la introduccion del ardndano en una elevada diversidad de ambientes
edafoclimaticos, y en muchos casos, en areas donde los suelos presentan limitaciones severas
para su cultivo. Entre las principales limitaciones relativas a propiedades fisicoquimicas del
suelo se encuentra el pH neutro-alcalino, la presencia de elevadas concentraciones de
carbonatos y la escasa porosidad (Mancilla y Reginato, 2011). Tales limitantes, han inducido
problemas nutricionales en los arandanos, especialmente carencias de hierro.

El ardndano es una planta de Estrategia | de absorcion del hierro. Estas plantas absorben el
hierro desde el suelo como Fe*. En suelos de pH alcalino, el Fe™ se oxida a Fe* y, en
consecuencia, tal mineral esta presente en el suelo como una forma quimica no soluble y
disponible para las plantas (Marschner, 2012). En tales casos, las plantas que desarrollan la
Estrategia | de absorcion del hierro responden a la carencia mediante cambios fisiologicos
como son la liberacion de H™ y moléculas reductoras, el incremento en la concentracion d
acidos organicos y sus enzimas de sintesis en las raices, el incremento en la actividad de la
enzima hierro quelato reductasa (FCR), y cambios morfolégicos como la proliferacién de
raices laterales para incrementar el area de absorcion (Lopez-Millan et al., 2001; Dell’Orto
et al., 2003).

En Chile, para corregir este problema se utilizan métodos de acidificacion de suelo mediante
la aplicacion de &cidos inorganicos, los cuales son eficientes para reducir el pH e incrementar
la solubilidad del hierro en el suelo, sin embargo son peligrosos para el operario agricola,
aumentan la salinidad del suelo (conductividad eléctrica) (Ferreyra et al., 2008), y ademas
las aplicaciones repetidas en el suelo pueden inducir efectos perjudiciales sobre la biomasa
microbiana (Hanson, 2006). Por otra parte, la aplicacion de quelatos de hierro sintéticos es
una de las técnicas mas utilizadas y eficaces para la correccion del déficit de hierro. Sin
embargo, los quelatos tienen un alto costo de adquisicion en el mercado, requieren de
repetidas aplicaciones y, debido a su elevada estabilidad y solubilidad, aumentan el riesgo de
lixiviacion de metales y agentes quelantes en napas freaticas profundas del suelo (Rombola
y Tagliavini, 2006).

Estudios recientes focalizados en la absorcion de hierro en especies gramineas, han
evidenciado que el hierro acomplejado con los PS exudados por las raices de tales plantas,
puede ser absorbido por plantas dicotileddneas, tan eficazmente como los quelatos sintéticos.
La eficacia de prevencion de la clorosis mediante asociacion con gramineas, depende de la
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capacidad de las gramineas utilizadas para la exudacion de fitosider6foros (Ammari y
Rombola, 2010). En una investigacion llevada a cabo en vides establecidas en macetas con
un suelo calcareo (20% de cal activa), se observd que la asociacion de las parras con la
especie graminea Festuca rubra L., incremento significativamente el nivel de clorofila de las
hojas y contribuy0 a mitigar significativamente el déficit de hierro en las vides (Covarrubias
et al., 2014). En otro ensayo se prob0 la asociacion de Festuca ovina con plantas de vid, y tal
asociacion logro ser una solucion eficaz y ademas un método sostenible para la correccion
de clorosis, en comparacion con la aplicacion de quelatos u otro fertilizantes (Bavaresco et
al., 2010).

Otra fuente natural rica en hierro, de reciente aparicion en el mercado, son los compuestos
derivados de sangre animal (Tessarin et al., 2012). La harina de sangre animal se compone
principalmente de proteinas que contienen alrededor de 20 a 30 g Fe/kg, como hierro en
estado ferroso (Fe*?), formando un complejo con el grupo hemo de la molécula de
hemoglobina, el cual es facilmente absorbible por las plantas. Tales formulados, por sus
caracteristicas quimicas y su capacidad quelante, se postula que podrian constituir una fuente
efectiva de hierro para las plantas. En condiciones de campo, la aplicacion de harina de sangre
(70 g por arbol, equivalente a 180 mg de Fe por arbol) disminuy6 los sintomas de clorosis
férrica en peras. Por ello, es uno de los principales productos utilizados en Europa como
fertilizante en huertos orgénicos (Yunta et al., 2013). Asi fue demostrado también en ensayo
en vid donde se aplicd sangre animal en condiciones de carencia de hierro, dejando en
manifiesto la eficacia de este producto en comparacién a quelatos sintéticos, no solo
aportando hierro sino también mediante la incorporacion de nitrogeno al sistema (Tessarin et
al., 2012).
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HIPOTESIS

Estrategias de manejo sostenible basadas en el uso de cultivos de cobertera con especies
gramineas Yy la aplicacién de fuentes naturales de hierro, previenen eficazmente la carencia
de hierro en los ardndanos, mejorando su disponibilidad en el suelo y la absorcion en
condiciones controladas.

OBJETIVO

Determinar el efecto de manejos sostenibles para prevenir el déficit de hierro en variables
vegetativas Yy fisiologicas de los ardandanos.
Objetivos especificos

Determinar el efecto de manejos sostenibles para prevenir el déficit de hierro en variables
vegetativas de los arandanos.

Evaluar el efecto de manejos sostenibles para prevenir el déficit de hierro sobre mecanismos
fisioldgicos de respuesta al déficit de hierro en las raices de los ardndanos.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El ensayo se realiz6 durante las temporadas 2014-2015, en la Estacion Experimental
Antumapu (33°34°11,198”S; 70°37°54,5°0), perteneciente a la Facultad de Ciencias
Agrondmicas de la Universidad de Chile, ubicada en la Av. Santa Rosa 11.315, Comuna de
La Pintana, Region Metropolitana, Chile.

Los analisis de concentracion de clorofilas en las hojas, actividad enzimatica y extracciones
de é&cidos organicos en raices se realizaron en el Laboratorio de Nutricion Vegetal,
perteneciente al Departamento de Produccién Agricola. Las determinaciones de acidos
orgénicos en raices se realizaron en el Laboratorio de Analisis Cromatografico y
Antioxidantes, perteneciente al Departamento de Agroindustria y Enologia.

Disefio experimental y tratamientos

Se utilizaron 25 plantas micropropagadas de ardndanos (Vaccinium corymbosum L.) de la
variedad Star de 7 meses de edad, adquiridas en el vivero Blueberry, ubicado en parcela 18,
colonia Kennedy, comuna de Paine. Las plantas fueron aclimatadas por 3 semanas en
invernadero y luego trasplantadas a macetas de 45 L. Las macetas fueron rellenas con sustrato
constituido por una mezcla de 30 L de suelo agricola proveniente de la Estacion Experimental
Antumapu (pH 7,9), 15 L de vermiculita para otorgar mayor aireacion y 1,2 kg de cal agricola
para tamponar el sustrato a pH sobre 7,0. La mezcla resultante generé un sustrato con un pH
8,1; 10% de carbonatos totales y 2,5 % de cal activa. La composicion mineral del sustrato se
presenta en el Cuadro 1. Tales condiciones del sustrato cuentan con las propiedades fisico-
quimicas predisponentes para inducir deficiencias de Fe en los arandanos (Retamales y
Hancock, 2012). Sucesivamente, las macetas fueron forradas con papel aluminio con el
objeto de evitar temperaturas superiores a 30°C en el suelo, y se realizaron ventanas por dos
costados a las macetas, las cuales permitieron acceder al sistema radicular para la recoleccién
de muestras. Tales ventanas se mantuvieron cerradas hasta el momento de los muestreos. Las
macetas con las plantas fueron puestas bajo malla (sombreadero), a una distancia de 0,45 x 1
m y se instalé un sistema de riego por goteo con un gotero (2 L h™Y) por planta. En primavera,
los arandanos fueron uniformados en cuanto a desarrollo mediante una poda, dejando 3 brotes
principales por planta de 10-20 cm.
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Cuadro 1. Composicion mineral del sustrato utilizado en el experimento.
Fertilidad

pH (agua, relacion 1:2,5) (1:2,5) 79 Lig. Alcalino
C. Eléctrica (en extracto) (dS m?) 10 Salino
Materia organica (%) 1,9 Bajo
Nitrégeno disponible (mg kg™) 40 Medio
Fdsforo disponible (mg kg™ 9 Bajo
Potasio disponible (mg kg?) 82 Bajo
Microelementos disponibles

Hierro (mg kg?) 14,8 Adecuado
Manganeso (mg kg™ 11,9 Alto

Zinc (mg kg™ 1,6 Adecuado
Cobre (mg kg?) 7,7 Adecuado
Boro (mg kg™ 2,3 Alto
Otras determinaciones

Carbonato total (CaCOs3 %) 10

Caliza activa (CaCO3 %) 2,5

Fuente: Laboratorio de analisis agricolas AGROLAB.

Los tratamientos implementados en el experimento fueron los siguientes: (1) control sin
aplicaciones de fuentes de Fe; (2) aplicaciones al suelo del quelato Fe-EDDHA utilizando el
producto comercial Basafer® Plus (6% p/p SA, Compo); (3) aplicaciones al suelo del
producto formulado a base de sangre de cerdo utilizando el producto Hemo Fe 550 (5500
ppm Fe, Farpro Modena); (4) asociacion con la graminea Poa pratensis L. y; (5) asociacion
con la graminea Festuca rubra L. (Cuadro 2.).

Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos implementados en el experimento.

Tratamientos Concentracion (i.a)/ Densidad Dosis de aplicacion
T1: Control - -

T2: Fe-EDDHA 50.000 mg kg Fe 0,5g/500mL

T3: Hemo Fe 5.500 mgkg? Fe 4,5 g/500mL

T4: Poa pratensis (L.)  10.000 m?
T5: Festuca rubra (L.)  10.000 m?

Se implement6 un disefio experimental completamente aleatorizado (DCA), donde la unidad
experimental fue una planta, al igual que la unidad de observacion del ensayo. En el ensayo
se establecieron 5 tratamientos con 5 repeticiones, aplicados a cada planta con similar nivel
de desarrollo.
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Manejo del ensayo

Las aplicaciones del quelato de Fe y sangre de cerdo se realizaron en forma manual. El
numero de aplicaciones de tales productos se establecié de acuerdo a la intensidad del color
verde de la primera hoja completamente expandida (en donde se manifiesta la clorosis
férrica), el cual fue determinado mediante el valor SPAD (SPAD MINOLTA 502, Osaka,
Japdn), procurando mantener un color verde intenso (indice SPAD >25). Las dosis tanto para
Fe-EDDHA y Hemo Fe fueron preparadas en envases de 500 ml adicionando agua destilada;
en cada unidad de observacion se aplicaron 100 mL de la solucién por cada aplicacion.
Durante latemporada se realizaron 17 aplicaciones para cada unidad. Adicionalmente, a cada
tratamiento se le aplico una solucion de sulfato de amonio para aportar nitrogeno
(0,1g-maceta™) y favorecer el desarrollo vegetativo en la fase inicial del crecimiento de las
plantas. Para ello se preparé una solucion de 14,4 g de sulfato de amonio en 3 L de agua
destilada, incorporando 100 ml por planta de la solucién en cada aplicacién. Se realizaron 5
aplicaciones durante la temporada.

Las gramineas fueron sembradas durante el otofio del afio 2014, con una densidad de 10.000
semillas m2. Para esto se prepard una cama de semillas en las macetas, luego fueron
sembradas manualmente de forma homogénea en las macetas correspondientes a cada
tratamiento. Para finalizar se cubrieron con arena y, durante la primera semana, fueron
regadas 2 veces al dia con un pulverizador manual para mejorar su germinacién. Durante la
temporada, estas fueron segadas cada 15 dias y se tomd el peso fresco de las gramineas de
cada tratamiento con una balanza de precision. Luego las muestras fueron secadas en una
estufa con aire forzado durante 72 horas a 70°C para obtener el peso seco final.
Posteriormente las muestras secas fueron incorporadas a cada maceta de su respectivo
tratamiento.

Las plantas fueron regadas periédicamente por goteo, procurando mantener un nivel
constante de humedad en el suelo cercano a capacidad de campo (40% de saturacion). Para
contrarrestar las necesidades de agua de las especies graminaceas, se agregara un suministro
adicional en tales macetas (aproximadamente un 20% en comparacion a las aplicadas a los
demés tratamientos). Se controld el potencial hidrico del suelo mediante tensiémetros de 30
cm de largo, de rango -100/0 cb (Irrometer, Veto, Chile). Para ello se utilizé una curva de
retencion de agua del sustrato, la cual indicé que entre 30 y 60 cb de presion de los
tensidmetros el sustrato se encontraba a capacidad de campo, y sobre los 60 cb se debia iniciar
el riego. Adicionalmente, se realizd una fertilizacién periddica en todas las plantas con una
solucion nutritiva %2 Hoagland que contenia todos los macro y microelementos esenciales
excepto Fe. La conductividad eléctrica del sustrato fue monitorizada periodicamente con un
conductivimetro portatil, de rango 0 + 19,99 mS (Modelo L0159952, Veto, Chile),
procurando realizar un lavado de sales cada vez que la CE superd el valor 1,5 dS m™. Los
lavados se realizaron aplicando una cantidad de agua equivalente al doble del volumen de las
macetas. Durante el experimento se realizaron 5 lavados de sales.
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Evaluaciones

Parametros vegetativos

Largo del brote (cm). Se midi6 semanalmente en tres brotes por planta, previamente
marcados con cinta de color. La longitud de tales brotes se midié desde la segunda yema
partiendo desde la base del brote, mediante una cinta métrica.

Radiacion fotosintéticamente activa interceptada (PARi) (umol m2seg™). Se determind
mediante un ceptometro portatil (AccuPar LP 80, Decagon, Devices, Inc. WA. USA), de 80
cm con 80 sensores de luz. La medicion se realizo en tres momentos de la temporada 2014-
2015 (septiembre, enero y abril), a medio dia solar (momento de mayor radiacion durante el
dia) en todas las plantas del ensayo. La evaluacion se realizd considerando 5 puntos de
medicion en forma horizontal bajo el follaje. El area foliar (LAI) se calculé mediante la
metodologia de Norman (1989).

Parametros fisioldgicos

Intensidad de verde y concentracion de clorofila foliar. Se midi6 semanalmente la
intensidad del color verde en la primera hoja expandida de los mismos brotes a los cuales se
les evaluo largo, mediante un medidor de clorofila portatil (SPAD MINOLTA 502, Osaka,
Japdn). Cada valor de SPAD se obtuvo del promedio de 2 mediciones por la hoja, cada una
a un lado de la nervadura central. El valor SPAD se correlaciona significativamente con la
concentracion de clorofila de las hojas (Syvertsen, 1987). Por ello, se colectaron, al azar, 3
hojas por planta con distintos grados de clorosis. A cada una de ellas, se les midio el indice
SPAD Yy se sacaron 2 discos (1,13 cm?), los cuales fueron congelados a -80 °C para las
determinaciones de clorofilas. La concentracién de las clorofilas a y b, se determinaron a
partir de la extraccion de estas con acetona al 80%, previamente enfriada a -10 °C, mediante
la metodologia de Lichtenthaler (1983). Los extractos fueron sometidos a lecturas de
absorbancia a 663 nm y 645 nm de longitud de onda en laboratorio mediante un
espectrofotometro UV-VIS (V630 JASCO, Japon). Con los resultados de las absorbancias en
cada extracto, se calcul6 concentracién de clorofilas a partir de las ecuaciones descritas por
Arnon (1949). Con los resultados obtenidos, se elaboré una curva de calibracion, la cual fue
utilizada para conocer la concentracion de clorofila de las hojas a partir del valor SPAD.

Concentracién de macro y microelementos esenciales. Se determind la concentracién de
macro (N, P, K, Ca, Mg) y micronutrientes (Fe, Zn, Mn, B, Cu) en muestras de hojas
colectadas de cada unidad experimental en el mes de enero. Para determinar tales parametros,
se colectaron muestras constituidas por 10 hojas por planta y fueron enviadas al Laboratorio
Agrolab.

Analisis enzimatico. Se determind la actividad de las enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC), malato deshidrogenasa (MDH), citrato sintasa (CS) e, isocitrato deshidrogenasa
(IDH). Para ello, se colectaron muestras de apices radiculares (20-30 mm) en cada unidad
experimental a través de las ventanas desmontables ubicadas en los costados laterales de las
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macetas en el mes de marzo. El extracto de enzimas se llevo a cabo moliendo 100 mg de las
muestras de raices en un mortero con nitrégeno liquido y 50% PVPP (p/p). Posteriormente
el tejido fue colocado en tubos Eppendorf, a los cuales se adiciono 1 ml del buffer de
extraccion que contenia 400 mM de Tricina (pH 7,6); 5 mM MgSOa4, 0,25 mM EDTA,; 10%
(v/v) glicerol; 0,5% (p/v) BSA; 5 mM NaHOCs3, 2 mM OMSF, 10 mM ascorbato de sodio y
1% (v/v) Triton. Los extractos se centrifugaron a 15.000 rpm mediante la centrifuga
refrigerada Sigma (1-14K, Germany) a 4 °C por 10 min. Luego, 600 pL de los extractos
libres de material particulado fueron desalinizados mediante su paso por columnas Sephadex
G-25 (PDmidiTrap G-25, GE Healthcare,UK), previamente equilibrados con el buffer de
extraccion. Los extractos desalinizados se llevaron a un volumen de 1,5 mL, y fueron
utilizados para los correspondientes analisis enzimaticos.

Fosfoenolpiruvato carboxilasa. La actividad de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) se
determind por el acople de su actividad al de la enzima malato deshidrogenasa (MDH),
mediante la oxidacion de NADH (Vance et al., 1983; Jiménez, 2007). Para esto se us6 25uL
de extracto en 1 mL de 5 mM NaHCOs"; 0,2 mM NADH; 2 mM DTT; 3 unidades mI™*t MDH
(Sigma); 2,2 mM PEP; 2,5 mM MgSOys; 0,25 mM EDTA y 100 mM Tricina a pH 8,1. El
consumo de NADH se determind por espectrofotometria mediante el monitoreo del
decrecimiento en la absorbancia a 340 nm, a 25 °C.

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

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

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

Concentracién de &cidos organicos en raices. Las concentraciones de acidos organicos en
raices fueron determinadas segun el protocolo descrito por Neumann (2006). Una fraccion
de las muestras de apices radiculares colectadas para los analisis enzimaticos, se introdujeron
en un mortero previamente enfriado a 4 °C. Luego el tejido fue triturado y homogenizado
con N liquido en el mortero. Para la extraccién y la fase moévil, se prepar6 un buffer con 2 L
de agua MiliO, 4,9 g KH2PO4 (18 mM), ajustado a pH 2,1 con H3POs. Los acidos organicos
fueron cuantificados mediante HPLC con una columna LiChrospher 250 x 4 mm 5 um RP-
18 (Supelcco Inc., PA 16823-0048, USA). La duracion de los cromatogramas fue de 40
minutos por muestra, con una inyeccion de 100 uL a una velocidad de 0,5 mL min?ty se
utilizé una longitud de onda de deteccién de 210 nm.
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Anadlisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados de acuerdo a un disefio completamente
aleatorizado mediante un analisis de la varianza (ANDEVA). En caso de encontrar
diferencias significativas entre tratamientos, los datos fueron sometidos a la prueba de rango
multiple de Tukey con un nivel de significancia de p<0,05. El analisis estadistico se realizo
mediante el software estadistico INFOSTAT (FCA-UNC, Argentina).
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RESULTADOS

Crecimiento vegetativo y contenido de clorofila

Durante la temporada vegetativa de los arandanos, se distinguieron dos “flushes” de
crecimiento de los brotes, el primero de ellos durante la primavera y el segundo en el verano
(Figura 1). De los dos “flushes” identificados, el de verano fue el mas intensivo en relacion
al crecimiento de los brotes. Durante el crecimiento de primavera, sobre los primeros 30 dias
a partir de la brotacién de las plantas, los resultados arrojan diferencias significativas entre
la aplicacion de Fe-EDDHA vy las plantas asociadas con gramineas, por otra parte las plantas
tratadas con Fe-Hemo y el control mostraron resultados intermedios (Figura 1). Los brotes
correspondientes al desarrollo de verano, registraron un crecimiento promedio de 12 cm de
largo para los tratamientos con Fe-EDDHA y Fe-Hemo. Durante tal periodo, las plantas que
fueron tratadas con Fe-EDDHA y Fe-Hemo mostraron un mayor crecimiento de brotes
respecto del control, y las plantas asociadas con gramineas (Figura 1). Sin embargo, es
importante destacar que la asociacion con Festuca rubra L. indujo un largo de brote mayor
respecto de la asociacion con Poa pratensis L. (Figura 1).
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Figura 1. Largo (cm) de brotes durante la temporada en las plantas sometidas a los distintos
tratamientos. Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas de
acuerdo a la prueba de comparaciones multiples de Fisher (p < 0.05).
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Respecto del indice de area foliar (LAI) y la radiacion fotosintéticamente activa interceptada
(PARI) por el follaje de las plantas, los resultados registrados en tres momentos durante la
temporada no evidenciaron diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadros 3 y 4).

Cuadro 3. Area foliar registrada en las plantas sometidas a los distintos tratamientos durante

la temporada.
indice de area foliar (LAI)
Tratamientos 07-11-2014 26-01-2015 27-04-2015
(m?m?)
Control 0,07 a 0,17 a 0,12 a
Fe-EDDHA 0,07 a 0,17 a 0,11a
Fe-Hemo 0,07 a 0,17 a 0,10 a
Poa pratensis L. 0,06 a 0,17 a 0,09 a
Festuca rubra L. 0,06 a 0,17 a 0,09 a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de
comparaciones multiples de Tukey (p < 0,05).

Cuadro 4. Porcentaje Radiacion Fotosintéticamente Activa interceptada por el follaje (PARI)
registrada en las plantas sometidas a los distintos tratamientos durante la temporada.

PARI
Tratamientos 07-11-2014 26-01-2015 27-04-2015
(%)
Control 50a 10,50 a 8,59 a
Fe-EDDHA 48a 10,46 a 8,31a
Fe-Hemo 50a 10,58 a 7,67 a
Poa pratensis L. 4,2 a 10,50 a 6,48 a
Festuca rubra L. 4,2 a 10,28 a 6,65 a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de comparaciones
multiples de Tukey (p < 0,05).

Respecto del contenido de clorofila de las hojas para los distintos tratamientos, la recta de
calibracion entre el valor SPAD vy la concentracion de clorofila en extractos de hoja arrojo
una relacion altamente significativa (R?= 0,88) entre las variables (Figura 2).
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Figura 2. Correlaciéon entre la concentracion clorofila extractable y los valores SPAD
registrados en 16 hojas de arandano.

Los datos relativos a la concentracion de clorofila estimada mediante el valor SPAD,
determinada durante los primeros 30 dias de crecimiento de las plantas, indican que los
tratamientos no influenciaron en la concentracion de clorofila foliar (Figura 3). Sin embargo,
desde los 60 dias de crecimiento vegetativo en adelante, se observa un efecto significativo de
los tratamientos. Durante tal periodo, la aplicacion de Fe-Hemo incremento
significativamente la concentracién de clorofila foliar respecto de la asociacion con
gramineas, mientras las plantas tratadas con Fe-EDDHA y las de control no se diferenciaron
significativamente del Fe-Hemo (Figura 3).
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Figura 3. Valor SPAD de la primera hoja expandida durante la temporada en los distintos
tratamientos. Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas de
acuerdo a la prueba de comparaciones multiples de Fisher (p < 0.05).

Concentracién de macro- y micro-elementos en las hojas

En los cuadros 5y 6, se presentan los resultados del analisis foliar realizado a las hojas de las
plantas, y en el Anexo 1, se presenta la tabla de los rangos de concentraciones Gptimos para
cada elemento mineral en el ardndano. Los resultados de la concentracion de nitrégeno (N)
arrojan diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 5), en el cual, las plantas
asociadas con Poa pratensis L. presentaron una concentracion 1,5 veces mayor respecto del
tratamiento con Fe-Hemo, el control y a las plantas asociadas con Festuca rubra L. (Cuadro
5). En las plantas tratadas con Fe-Hemo registro la concentracion de N mas baja.
Adicionalmente, las plantas sometidas a los tratamientos presentaron un nivel de N bajo el
rango adecuado para el arandano (Anexo 1).

Respecto de los otros macro-elementos, la concentracion de fosforo (P) no presentd
diferencias significativas entre los distintos tratamientos, mientras que para el potasio (K),
las plantas asociadas con Poa pratensis L. presentaron una mayor concentracion respecto del
resto de los tratamientos, los cuales no presentaron diferencias entre ellos (Cuadro 5). En
tanto para el contenido de calcio (Ca) y magnesio (Mg), se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos. El aporte de Fe-Hemo mediante la sangre de cerdo
incrementd la concentracion de Ca en 1,5 veces respecto del control, mientras el resto de los
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tratamientos presentaron niveles intermedios. Por otra parte, el Fe-Hemo y la asociacidn con
Festuca rubra L. incremento la concentracion de Mg respecto del control y la aplicacion de
Fe-EDHHA (Cuadro 5). Las concentraciones foliares de P, K y Mg se encontraron dentro del
rango adecuado para el ardndano, mientras que para el Ca los niveles estuvieron sobre el
rango optimo (Anexo 1).

Cuadro 5. Concentracion de macronutrientes determinada en hojas de arandanos sometidos
a los distintos tratamientos.

Tratamientos Nitrogeno Faésforo Potasio Calcio Magnesio
(%) (%) (%) (%) (%)
Control 1,00 b 0,08 a 0,53 b 0,62 Db 0,20 b
Fe-EDDHA 1,02 ab 0,07 a 0,52 b 0,67 ab 0,20 b
Fe-Hemo 0,78 c 0,07 a 0,45b 0,95a 0,28 a
Poa pratensis L. 1,17 a 0,08 a 0,73 a 0,81 ab 0,24 ab
Festuca rubra L. 0,86 bc 0,08 a 0,40 b 0,91 ab 0,26 a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de comparaciones
multiples de Tukey (p < 0,05).

Respecto de la concentracion de microelementos en las hojas, tanto para hierro (Fe),
manganeso (Mn), zinc (Zn), cobre (Cu) y boro (B), no se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos (Cuadro 6). Sin embargo, es importante destacar que la
asociacion con Poa pratensis L. y la aplicacion de Fe-Hemo incrementaron tendencialmente
la concentracion de Fe en comparacion al control (Cuadro 6). En todos los tratamientos los
valores se presentaron dentro de los rangos adecuados requeridos por el arandano (Anexo 1).

Cuadro 6. Concentracion de micronutrientes determinada en hojas de los arandanos
sometidos a los distintos tratamientos.

Tratamientos Hierro Manganeso Zinc Cobre Boro
(mgkg!)  (mgkg?)  (mgkg')  (mgkg')  (mgkg™)
Control 100,8 a 310a 12,6 a 3,8a 52,6 a
Fe-EDDHA 103,2 a 35,6 a 12,4 a 3,2a 77,8 a
Fe-Hemo 1115a 45,3 a 14,2 a 30a 615a
Poa pratensis L. 112,8 a 41,2 a 12,4 a 34a 75,8 a
Festuca rubra L. 107,6 a 446 a 13,0a 38a 75,0a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de comparaciones
multiples de Tukey (p < 0,05).
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Actividad enzimatica

Al final de la temporada 2014-2015, se determind la actividad de las enzimas
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), malato deshidrogenasa (MDH), citrato sintetasa (CS)
e isocitrato deshidrogenasa (IDH) en extractos de apices radiculares. Los resultados de tales
analisis indican que los tratamientos no influenciaron la actividad de las enzimas descritas
(Cuadro 7).

Cuadro 7. Actividad (nmol NADH mg rad min*) de las enzimas PEPC, MDH, NADP*-IDH
y CS determinadas en extractos de raices de los arandanos sometidos a los distintos
tratamientos.

Actividad enzimatica

Tratamientos PEPC MDH CS
(nmol NADH mg rad min™)

Control 0,67 a 5,64 a 0,31a

Fe-EDDHA 0,50a 595a 0,30 a

Fe-Hemo 0,82 a 7,54 a 0,34 a

Poa pratensis L. 0,52 a 3,94 a 0,28 a

Festuca rubra L. 0,42 a 6,51 a 0,38a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de
comparaciones mdaltiples de Tukey (p < 0,05).

Concentracion de acidos organicos en raiz

Al finalizar el ensayo, los principales acidos orgéanicos presentes en los pices radiculares
fueron el citrico y malico. Los resultados de tales andlisis indican que los tratamientos no
influenciaron la concentracion de tales acidos orgéanicos en los extractos de raices (Cuadro
8).

Cuadro 8. Concentracion (mg g PF™) de los 4cidos citrico y malico en extractos de raices
de los ardndanos sometidos a los distintos tratamientos.

Concentracion acidos organicos

Tratamientos

Citrato Malato

(mg g PFY)
Control 0,67 a 0,26 a
Fe-EDDHA 091a 0,44 a
Fe-Hemo 0,68 a 0,28 a
Poa pratensis L. 0,64 a 0,19a
Festuca rubra L. 0,57 a 0,23 a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de comparaciones
multiples de Tukey (p < 0,05).
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DISCUSION

El crecimiento de brotes en los arandanos ocurre en “flushes” (1, 2 o 3 por temporada) y el
desarrollo de estos es altamente dependiente del vigor del brote, cultivar, estado nutricional
y factores ambientales (Bryla, 2006). Los resultados obtenidos en el presente experimento
evidenciaron un menor desarrollo de los ardandanos durante la primavera, en comparacion
con el crecimiento registrado durante el verano. Por otra parte, si bien se detectaron
diferencias significativas entre tratamientos en el crecimiento de los brotes durante la
primavera, las medias registradas fueron muy similares entre ellas, presentando en promedio
brotes de 6 cm de largo (Figura 1). En tal periodo, el mayor crecimiento de brotes fue
inducido por la aplicacion de Fe-EDDHA respecto del resto de los tratamientos, lo que podria
indicar que el quelato es una fuente de Fe altamente disponible y de mayor velocidad de
accion respecto de las otras estrategias en estudio, incluso en plantas de 7 meses de edad
sometidas a un estrés inicial de adaptacion con escasa resistencia a cambios de sustrato,
ambiente, y otras variables ambientales.

En el presente experimento se observé un segundo periodo crecimiento de brotes,
mayoritariamente provenientes de yemas de la corona, registrado durante el verano. En tal
periodo, las aplicaciones de Fe-Hemo y Fe-EDDHA incrementaron el crecimiento de los
brotes respecto del control. El positivo efecto del Fe-Hemo en el crecimiento de los brotes
podria ser atribuido a que los compuestos derivados de sangre animal representan una fuente
natural de Fe y otros nutrientes, especialmente nitrégeno (N) (Ciavatta et al., 1997). Ademas,
el Fe-Hemo posee altas concentraciones de diferentes aminoacidos (Anexo 2), los que
contribuyen finalmente al aporte de N orgéanico para el desarrollo de los arandanos, y
estimulan el crecimiento de brotes durante el verano. En tal contexto, los resultados de
crecimiento de brotes indican que esta fuente de Fe resultd ser eficaz para el control de
clorosis ferrica en los arandanos.

Por otra parte, el acotado crecimiento registrado en las plantas asociadas con Poa pratensis
L. puede estar vinculado a un escaso desarrollo radicular de los arandanos inducido por la
presencia de la graminea. Las fuertes mermas en el crecimiento de los arandanos exhibidas
por los tratamientos con asociacion de gramineas, las cuales arrojaron un crecimiento menor
que el tratamiento testigo, podrian ser una consecuencia de la competencia por agua y
nutrientes entre estas y las plantas evaluadas, y tal efecto pudo verse exacerbado ante el
incipiente estado de desarrollo de las plantas. Ademas, la restriccion del crecimiento de las
raices causada por las limitaciones de espacio impuestas por las macetas, agrava la
competencia entre las especies. Considerando lo anterior, es posible que la dosis de siembra
de las especies gramineas utilizada en el ensayo fue muy elevada, y que a pesar del
suplemento extra de agua, sulfato de amonio y macro- y micro- nutrientes que recibieron
tales macetas, los arandanos no lograron satisfacer sus requerimientos hidricos y
nutricionales.

En otros estudios, ya se ha reportado la fuerte competencia que las gramineas pueden ejercer
con el cultivo asociado. En un ensayo conducido en vides establecidas en macetas,
Covarrubias et al. (2014) evidenciaron que la presencia de la especie Festuca rubra L. redujo
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fuertemente el area foliar y la biomasa vegetal de plantas, producto de la competencia que
estas ejercieron con las vides cultivadas. En otro ensayo realizado en un vifiedo de secano, el
cultivo de cobertera redujo significativamente el vigor de las plantas y sus rendimientos
(Palliotti et al., 2007).

Por otra parte, en el presente experimento la Poa pratensis L. present6 un menor desarrollo
vegetativo respecto de Festuca rubra L. Esto se podria deber a que la Poa pratensis L. posee
una alta demanda hidrica, y es poco tolerante a las altas temperaturas en su proceso de
germinacion (Alvarez, 2006), lo cual influy6 su crecimiento durante el otofio (periodo se
siembra), en donde se presentaron elevadas temperaturas en la zona. Esto probablemente
resulté en una menor densidad de germinacion. En contraste, Festuca rubra L. posee una
mejor tolerancia a la sequia y altas temperaturas (Alvarez, 2006), y concordante con ello, en
las macetas se observod una germinacion mas uniforme y de mayor densidad. Ademas, en un
ensayo conducido por Ma et al. (2003), se demuestra que Festuca rubra L. es capaz de exudar
una elevada cantidad de fitosider6foros en medios carentes de Fe, los cual también explicaria
la mayor eficiencia de esta graminea en su propio desarrollo vegetativo y en el de los
arandanos, al contrario de Poa pratensis L.

El area foliar estimado en las plantas en base a la PAR, no mostro variaciones significativas
atribuibles a los tratamientos, a pesar de las diferencias registradas entre los tratamientos para
el crecimiento de los brotes. Tales resultados, contrastantes entre ellos, sugieren que
probablemente el ceptémetro no logré censar con precision la totalidad de la luz interceptada
por los arandanos, ya que se trabajé con plantas de bajo vigor. Ademas, los arandanos
presentan un habito de crecimiento irregular, sin un eje formado, y sus brotes vegetativos se
posicionan en forma abierta, lo que probablemente dificulta la medicion. Por otra parte, cabe
destacar que el equipo posee una elevada sensibilidad a la inclinacion de la barra durante la
medicion, lo que podria influir negativamente la precision de los datos obtenidos, pues un
pequefio cambio en la inclinacion determina grandes diferencias en los resultados (Miranda,
2013).

Las aplicaciones de Fe-Hemo y Fe-EDDHA incrementaron significativamente la
concentracion de clorofila de las hojas respecto de las plantas asociadas con gramineas
(Figura 3), pero sin diferenciarse del control. La clorofila es el principal pigmento que
absorbe la luz, y una de sus funciones fisiol6gicas es captar fotones para llevar a cabo la
fotosintesis. La cantidad de radiacion que una planta de arandano es capaz de captar no s6lo
determina el potencial de produccién de hidratos de carbono mediante la fotosintesis, sino
que también define la calidad de la fruta y la morfologia de la planta (longitud del tallo,
tamario de la hoja, la densidad de estomas) (Retamales y Hancock, 2012). Por otra parte, el
deéficit de Fe reduce los niveles de clorofila a, b y total en las hojas, debido a que uno de sus
roles principales en las plantas es catalizar la formacién directa del pigmento clorofilico,
indispensable en el proceso para la obtencion de azucares primarios (Kim et al., 2007). El
efecto de las aplicaciones de Fe-Hemo sobre la concentracion de clorofila foliar es
interesante, ya que tal estrategia evidencid una eficacia mayor a las aplicaciones de Fe-
EDHHA en tal variable. En un experimento conducido en vides, Tessarin et al. (2012)
demostraron que la adicion de sangre animal al suelo incrementd el contenido de clorofila de
la hoja con una efectividad similar a los quelatos de Fe. Esto debido a que la planta es capaz
de asimilar el contenido de Fe proveniente de estos productos y restaurar la sintesis de
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clorofila en las hojas de manera més rapida. Por otra parte, el efecto de la asociacion con
especies gramineas puede deberse a que el Fe asimilado por los ardndanos bajo tales
condiciones es aun insuficiente para poder restaurar la estructura de las clorofilas en las hojas,
probablemente porque el Fe presente en el tejido es utilizado preferentemente para corregir
o restablecer otros parametros fisioldgicos dafiados. Por otra parte, es importante considerar
que el proceso de adquisicion de hierro a través de los fitosideréforos es mas lento, debido a
que el proceso se divide en diversas etapas, desde la biosintesis hasta absorcion del complejo
PS-Fe*3 por las raices (Rémheld, 1991).

Las estrategias para la prevencion de carencias de Fe que se evaluaron en este ensayo,
influyeron en el contenido de N de las hojas de los arandanos. Los resultados indican un
mayor nivel de N en las plantas asociadas con la graminea Poa pratensis L. En contraste, la
asociacion con la graminea Festuca rubra L. redujo significativamente la concentracion de
N en comparacion la Poa pratensis L. Resulta relevante considerar que los restos vegetales
provenientes de los cortes que se realizaban a las gramineas eran incorporados a las macetas,
lo cual podria contribuir a explicar la mayor concentracion de N registrada en los arandanos
asociados a Poa pratensis L., ya que en el periodo estival se produce una activa
mineralizacion de la materia organica, la cual es favorecida por las condiciones ambientales
del suelo. Por otra parte, los arandanos asociados con Festuca rubra L. mostraron una baja
concentracion de N en el analisis, y tal graminea present6 una elevada produccién de biomasa
(evaluada como peso fresco y seco) en comparacion a Poa pratensis L., lo cual indica que
tiene mayor potencial de competencia. Segin Peacock y Christensen (1998) en poaceas y
cereales jovenes el contenido de nitrdgeno es mayor y la descomposicion es rapida. Sin
embargo, cuando estas estan maduras y han acumulado biomasa, como podria ser el caso de
la Festuca rubra L. en el presente experimento, en general contienen menos nitrégeno, lo
cual resulta en un indice significativamente mas lento de descomposicion, y los
microorganismos ante esto deben utilizar el nitrdgeno del suelo para descomponer el residuo
vegetal. Por otro lado, hay que considerar ademéas que los arandanos asociados con Poa
pratensis L. presentaron el menor desarrollo vegetativo (Figura 1), lo cual podria influir en
la concentracion de N foliar por efecto dilucion, a diferencia de los resultados obtenidos en
los ardndanos asociados con Festuca rubra L. donde las plantas se encontraban mas
desarrolladas (Figura 1). Un efecto similar al descrito evidenciaron los resultados relativos a
la concentracién de K en las hojas de los arandanos asociados con Poa pratensis L. Por su
parte, las plantas tratadas con Fe-Hemo presentaron el valor méas bajo de N, sin embargo,
tales plantas se caracterizaron por un elevado crecimiento vegetativo en comparacion con las
plantas asociadas con gramineas. En tal caso, la relacion entre el crecimiento de las plantas
y la concentracion de N se atribuye principalmente a un efecto dilucion.

Las concentraciones de Ca y Mg en las hojas de los arandanos no fueron alteradas por los
tratamientos. Adicionalmente se observa que los niveles de Ca estan por sobre el rango
optimo sugerido para el ardndano. Lo anterior podria ser atribuido a la elevada concentracion
de Ca del sustrato utilizado, ya que las plantas calcifugas como los arandanos, en presencia
de un sustrato rico en Ca*?, no regulan la entrada de este ion y este puede acumularse en
cantidades excesivas en los tejidos. Cuando la absorcion de Ca excede las necesidades de la
planta, parte de este puede formar oxalatos de Ca que también contribuyen en la defensa y la
desintoxicacién de metales pesados (Franceschi y Nakata, 2005). Ademas se debe considerar
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que el exceso de Caen las células interfiere con iones de Mg y K en el metabolismo, alterando
sus funciones (Retamales y Hancock, 2012).

Por otra parte, los tratamientos no influenciaron las concentraciones de P, Fe, Mn, Zn, Cu y
B a nivel foliar. Sin embargo, es importante destacar la tendencia observada a un mayor
contenido de Fe en las hojas de los ardndanos asociados con Poa pratensis L. y en aquellos
tratados con Fe-Hemo en comparacion al control, el cual presento el contenido mas bajo de
tal mineral en el tejido. En tal contexto, diferentes ensayos han demostrado la eficacia del
Fe-Hemo como un fertilizante para la agricultura organica, debido al alto contenido de Fe
que la sangre de cerdo entrega a las plantas. En un estudio conducido por Yunta et al. (2013),
se evalud la estabilidad, la concentracion total de Fe disponible y la tasa de absorcion sobre
sustratos con diferentes pH de un producto formulado a base de cerdo similar al utilizado en
el presente estudio. Tales resultados evidenciaron el interesante potencial del Fe-Hemo como
fertilizante férrico sostenible para su uso en suelos calcareos. Otro estudio llevado a cabo por
Tessarin et al. (2012), focalizado a estudiar la carencia de Fe en diferentes portainjertos de
vid, indico que la sangre animal como fertilizante férrico presenta mejores resultados en
comparacion con los quelatos de Fe sintéticos. Si bien en el presente experimento no se
detectaron diferencias significativas entre tratamientos en el contenido de Fe foliar, las
evidencias descritas confirman la factibilidad de reemplazar los quelatos de Fe sintéticos por
fuentes de Fe-Hemo, las cuales representan una alternativa eficiente, eficaz y sostenible para
controlar el déficit de Fe en ardndanos cultivados en suelos calcareos.

En el caso de la asociacion con gramineas, las plantas asociadas a Poa pratensis L.,
presentaron una tendencia a concentrar mas Fe en las hojas en comparacion con los ardandanos
testigo. El incremento en la concentracion de Fe foliar inducida por las gramineas, en
términos generales, se debe en parte a su capacidad para solubilizar el Fe del suelo a través
de la secrecion de fitosiderdforos (Cesco et al., 2006). Diversos estudios (Ovalle et al., 2007,
Ma et al., 2003; Cesco et al., 2006;) indican que la eficacia en la prevencion de la clorosis
férrica depende de las especies gramineas que se utilizan, siendo algunas de estas mas
eficaces respecto de otras. Por ejemplo, en un ensayo realizado en el portainjerto citrumelo,
se probaron asociaciones con tres especies de gramineas. Los resultados de tal investigacion
indicaron que Festuca rubra L. fue eficaz en la correccion de la clorosis, mientras las otras
dos especies no presentaron potencial para la prevencion de la clorosis. Sin embargo, los
resultados de la presente investigacion evidenciaron solo tendencias inducidas por las
gramineas, lo cual contrasta con los resultados reportados en la literatura. Tales evidencias
sugieren que la eficacia del tratamiento responde principalmente a las condiciones del
estudio, al cultivo utilizado, a la cantidad de fitosider6foros secretados al suelo y a su ritmo
de secrecion por cada especie (Ammari y Rombola, 2010). Ademas, las experiencias
reportadas y los resultados del presente ensayo indican que el empleo de cultivos de cobertera
como técnica de prevencién de la clorosis férrica, requiere de una seleccion de las especies a
utilizar y el estudio de su comportamiento en el medio ambiente.

Con respecto a los mecanismos fisiologicos de respuesta al déficit de Fe a nivel radicular, en
el presente experimento las plantas no respondieron a los tratamientos mediante cambios en
la actividad de las enzimas PEPC, MDH y CS, y la concentracién de los acidos organicos
citrato y malato. Los aumentos en la actividad de PEPC, MDH y CS a nivel radicular
inducidas por el déficit de Fe han sido ampliamente reportados en diversas plantas cultivadas
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sometidas a déficit de Fe, y la actividad de tales enzimas ha sido propuesta por algunos
autores, como un marcador bioquimico de la condicién de Fe-deficiencia en especies
tolerantes (Rombola et al., 2002; Rombola y Tagliavini, 2006; Jiménez et al, 2007;
Covarrubias et al., 2014). Ademas los aumentos en las concentraciones de &cidos organicos
en raices de plantas deficientes en Fe corresponden a una respuesta fisiologica propia de
plantas tolerantes a tal deficiencia nutricional, y se producen tanto en especies de plantas de
Estrategia tipo | y Il (Abadia et al., 2002). Por otro lado cabe destacar que el aumento en la
actividad de la enzima PEPC ante una deficiencia de Fe puede ser diferente para distintos
genotipos dentro de la misma especie (Rombola et al., 2000). Los resultados obtenidos en
este ensayo indican que los arandanos “Star”, no respondieron mediante los mecanismos
descritos, y esto posiblemente se debe a la naturaleza y origen de la especie. Las plantas
calcifugas como el ardndano han sido evolucionadas en suelos acidos, y por ello es altamente
probable que no cuenten con la habilidad de ejecutar este tipo de respuestas bioguimicas. Lo
anterior podria explicar la escasa tolerancia del arandano a suelos de pH neutro-alcalino, y
consecuentemente los sintomas de déficit de Fe que comdnmente se observan en condiciones
de campo.
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CONCLUSIONES

El uso de sangre animal se presenta como un producto con gran potencial como fertilizante
férrico, siendo una estrategia valida y sostenible para la correccion/prevencion de la clorosis
férrica en el ardndano.

La asociacion con especies gramineas no fue eficaz en la correccion/prevencion de la clorosis
férrica, probablemente por la competencia que estos cultivos ejercieron por el agua y
nutrientes con el ardndano en su fase inicial de desarrollo. Los estudios futuros deberian
centrarse en la identificacion de especies de gramineas Fe-eficientes con bajo requerimiento
de agua y nutrientes, ademas considerar el uso de mezclas de cubiertas vegetales
(leguminosas, gramineas, etc.) para potenciar las caracteristicas y obtener resultados.

Entre los manejos sostenibles que se estudiaron, ninguno present6 efectos sobre respuestas
fisioldgicas a nivel radicular frente a la deficiencia de hierro en el arandano, lo cual podria
ser caracteristico de la de la especie y/o variedad, y explicaria la escasa capacidad de defensa
del ardndano a la clorosis férrica.
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ANEXQOS

Anexo I. Concentraciones foliares suficientes 0 normales de nutrientes para ardndanos altos.

Nutrient Highbush blueberry
Macroelements (%)
N 1,70-2,10
P 0,08-0,40
K 0,40-0,65
Ca 0,30-0,80
Mg 0,15-0,30
S 0,12-0,20
Microelements (ppm)
B 25-70
Cu 5-20
Fe 60-200
Mn 50-350
Zn 8-30

Fuente: Elaboracidn propia en base a Retamales y Hancock, 2012.
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Anexo Il. Composicion mineral del producto a base de Sangre de cerdo.

PRODUCT Hemo Fe 550

Description Hemo Fe 550 is a veterinary approved protein obtained from pig blood. Hemo Fe
550 has a high protein content and is easy to dissolve in water. Maoreover Hemo Fe
550 has a good aminoacid profile and high Iron (Fe) content thus it is suitable as a
fertilizer to solve plant iron chlorosis (yellow leaves).

ANALYSIS (1)
Chemical Protein =81 % Fe 5500 ppm
analysis Moisture =B % Zn <20  ppm
Ash =9 e Cu <10 ppm
Fat =02 % Mn =20  ppm
Heavy metals 0,1 ppm
Aminoacidic Essential aminoacid Mon essential aminoacid
Profile Arginin 41 % Alanin 5.7 %
Phenilalaning 56 % Aspartic acid 100 %
Istidine 7,0 % Glutammic acid 6.3 %
Isoleucine 06 % Glicine 3,5 %
Leucine 11,7 % Proline 3,2 %
Lisine 58 % Sering 3,0 %
Methionine 0,3 %
Treonine 2,0 % Emi essential aminoacid
Triprofane 1,1 % Cisteine 0.8 %
Waline 77 % Tirosine 1.4 %
Phisical Diestibiiy =~ .. %
caracteristics Specific weight 0.6 Kglt
PH (1:10 solution} 7,.0-90
Microbiological TEC < 50.000 CFU/g
Analysis Enterobacteriaceae <10 CFlg

Salmonella spp MNeg 25/g



