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CAPITULO I: EL DEFICIT DE HIERRO EN ESPECIES FRUTALES

Los numerosos efectos benéficos que tiene el ardndano para la salud (Zafra-Stone et al.,
2007; Seeram, 2008), debido a la riqueza de sus bayas en una amplia variedad de
compuestos fenolicos antioxidantes (Zafra-Stone et al., 2007; Paredes-Lopez et al., 2010),
han llevado a que, desde hace varios afios, el consumo per cépita nacional aumente
progresivamente (Orellana, 2013). Asi, por la importancia que ha adquirido la especie,
tanto a nivel nacional como mundial, fue necesario expandir la superficie de cultivo
(Bafados, 2006; Strik, 2007). En Chile, principal pais productor y exportador de arandanos
del Hemisferio Sur (Bafiados 2006; Brazelton y Strik, 2007; Orellana, 2013), alrededor del
85% de la superficie cultivada con arandanos se ha encontrado, tradicionalmente, en la
zona sur, es decir entre las regiones VII-X y X1V (Bafados, 2006; ODEPA/CIREN, 2012).
Sin embargo, debido a factores agronomicos, tales como la bdsqueda de cosechas mas
tempranas, condiciones climaticas mas benignas y una menor susceptibilidad a las
enfermedades fungicas (Bafiados, 2009), los nuevos huertos de arandano comenzaron a
establecerse, también, en la zona central, es decir entre la IV y VI Regién (Bafiados, 2006;
ODEPAJ/CIREN, 2012). En esta zona, donde los suelos predominantes son calcareos y
alcalinos, algo salinos y de textura media a pesada (Luzio et al., 2010; Retamales et al.,
2014), las caracteristicas vegetativas, reproductivas y fisiologicas del arandano (Vaccinium
sp.) se ven afectadas (Retamales y Hancock, 2012a), debido a su condicion de especie
calcifuga (Mengel et al., 2001), es decir, adaptada a condiciones acidas del suelo y, por lo
tanto, a su baja tolerancia a suelos alcalinos y calcéareos (Font Quer, 1985; Parker et al.,
1991). De hecho, el arandano alto o ‘‘highbush’’ (Vaccinium corymbosum L.), especie a la
que pertenece ‘Emerald’ (Retamales y Hancock, 2012b), requiere un pH de suelo en el
rango de 4,5 a 5,55 para lograr un crecimiento, desarrollo y productividad adecuados
(Horneck et al., 2004; Retamales y Hancock, 2012a; Hirzel, 2014). Debido a que el pH del
suelo influye, entre otras cosas, en la disponibilidad de los elementos minerales para las
plantas (Sims, 1985; Tan, 1998; Mortvedt, 2000; Mengel et al., 2001; Altland et al., 2008;
Taiz y Zeiger, 2010), los productores de arandano de la zona central han tenido y tienen que
enfrentarse a un problema nutricional importante: el déficit de hierro.

Déficit de hierro

El déficit de hierro en las plantas frutales, que son cultivadas en suelos calcareos, es un
problema que ha sido descrito desde comienzos del siglo XIX (Molz, 1907, citado por
Mengel, 1994). A pesar de que, por ser un micronutriente, el hierro es requerido por las
plantas en cantidades relativamente bajas (Taiz y Zeiger, 2010; Kirkby, 2011), el déficit de
hierro es la principal limitante para la produccién exitosa de varias especies frutales en
areas de produccion de todo el mundo (Rombola y Tagliavini, 2006). Se ha realizado una
gran cantidad de trabajos sobre la disponibilidad del hierro en el suelo, su adquisicion y
absorcion por las raices de las plantas, y la utilizacion del mismo una vez absorbido. Sin
embargo, el problema de la clorosis férrica, o clorosis calcarea como también se le llama,
aun no es totalmente entendido (Mengel, 1994). De hecho, todavia no se ha encontrado



ninguna estrategia para resolver la clorosis férrica en forma satisfactoria, convirtiéndola en
una de las deficiencias nutricionales mas complejas (Pestana et al., 2003).

Uno de los tantos factores que dificultan la comprension del déficit de hierro es la
variabilidad, tanto espacial como temporal, que presenta. La variabilidad espacial se debe,
en parte, a que la textura, pH, concentracion de CaCOs, contenido de materia organica,
aireacion y demas propiedades del suelo pueden variar a pocos metros de distancia
(Rombola y Tagliavini, 2006). De hecho, en un determinado huerto, una planta en
particular puede desarrollar clorosis férrica, mientras que otra especie, otra variedad de la
misma especie o, incluso, otra planta cercana de la misma especie y variedad, puede
comportarse de una manera considerablemente mas tolerante (Chen y Barak, 1982). Por su
parte, la variabilidad temporal, es decir, que los sintomas de clorosis férrica varien de afio a
afio, e incluso en la misma temporada, es resultado de la interaccién que existe entre la
planta y las condiciones ambientales (Rombola y Tagliavini, 2006). A su vez, debido a la
baja movilidad que tiene el hierro en el floema de la planta (Taiz y Zeiger, 2010; Broadley
et al., 2011), se ha supuesto que los arboles reciclan s6lo una cantidad limitada de este
elemento de afio a afio y, por ende, la mayor parte del hierro, necesario para el crecimiento
vegetativo y reproductivo, debe provenir de la absorcion del mismo durante la temporada
(Rombola y Tagliavini, 2006).

Causas

La principal causa del déficit de hierro no radica en la ausencia del mismo en el suelo,
debido a que no solo es el cuarto elemento méas abundante en la corteza terrestre, luego del
oxigeno, silicio y aluminio, sino que, ademas, posee la capacidad para formar numerosos
compuestos estables con todos ellos (Krauskopf, 1983; Loué, 1988; Essington, 2004). Asi,
esta carencia se debe, mas bien, a una menor disponibilidad del hierro activo en el suelo y
en la planta, desencadenada por la interaccion de factores quimicos, fisicos y biologicos
presentes tanto en el suelo como dentro de la especie vegetal (Vose, 1982; Coulombe et al.,
1984; Loue, 1988; Broadley et al., 2011).

Si se considera sélo el hierro inorganico presente en el suelo, éste puede encontrarse bajo
las formas ferrosa, o reducida (Fe*?), y férrica, u oxidada (Fe*?), siendo la primera, la forma
metabolicamente activa y con mayor solubilidad (Rowell, 1992; Brennan y Lindsay, 1998;
Navarro, 2003; Essington, 2004; Ruiz, 2006). Debido a esto, todas las plantas superiores,
incluyendo las gimnospermas, dicotiledoneas y monocotiledoneas no gramineas absorben
el hierro bajo su forma ferrosa (Curie y Briat, 2003; Navarro, 2003; Thomine y Lanquar,
2011). Sin embargo, en los suelos aireados, el hierro esta principalmente presente en su
estado oxidado (Loué, 1988; Essington, 2004), por lo cual debe ser previamente reducido al
estado ferroso (Fe** — Fe*?) para ser absorbido por las raices de las plantas. Esta reduccién
es un paso obligatorio para las especies Fe-eficientes (Curie y Briat, 2003; Thomine y
Lanquar, 2011) y es llevada a cabo por la enzima ferroquelato reductasa, la cual esta
localizada en la membrana plasmatica (Moog y Briiggemann, 1994; Mukherjee et al., 2006)
y cuya actividad es dependiente del pH, viéndose afectada en condiciones de pH alcalino
(Mengel, 1994). A su vez, se ha sefialado que con un pH de suelo superior a 4,0 existe una
disminucién en la solubilidad del Fe™ en solucién, en una magnitud cercana a unas mil



veces por cada unidad de aumento en el pH (Vose, 1982; Loué, 1988; Ma y Nomoto, 1996;
Mortvedt, 2000), valor que presenta una gran variabilidad porque depende de los factores
formadores del suelo, tales como material parental, clima, topografia, actividad bioldgica,
manejo y tiempo (Rowell, 1992). Asi, la disponibilidad de hierro para la planta estd
determinada por el pH del suelo, tornandose menos disponible con valores de pH mayores a
7,0, es decir, cuando el suelo es alcalino (Taiz y Zeiger, 2010; Retamales y Hancock,
2012a).

Los suelos alcalinos poseen, generalmente, un horizonte calcico a cierta profundidad,
debido a la acumulacion de carbonato y/o sulfato de calcio en el perfil; en este caso, los
suelos se denominan calcareos (Brady y Weil, 2008). Los suelos calcareos se encuentran en
todo el mundo (Lombi et al., 2004) y, de hecho, la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) estima que la extension de éstos alcanza las
800 millones de hectéreas, y que estan concentrados, principalmente, en zonas de clima
arido o mediterraneo (FAO-Land and Plant Nutrition Management, 2000), donde las lluvias
son menores que la evapotranspiracion potencial, lo que conduce a la acumulacion de los
cationes liberados por la meteorizacion de minerales, debido a la ausencia de
precipitaciones suficientes para lixiviarlos (Porta et al., 2003; Brady y Weil, 2008). Asi, la
solucion del suelo estd formada, por un lado, por los cationes del complejo de cambio:
Ca*?, Mg*, K"y Na', los cuales no son hidrolizables y, por ende, no producen H" al
reaccionar con agua y, por el otro, por los aniones carbonatos (CO5?) y bicarbonatos
(HCOg3), ambos generadores de grupos hidroxilo (OH"). Estos aniones se originan a partir
de la disolucién de minerales como la calcita (CaCOg), conocida también como carbonato
de calcio, o de la disociacién del acido carbonico (H,COs3) (Faust; 1989; Brady y Weil,
2008). De esta manera, el carbonato de calcio presente en estos suelos, el cual es
relativamente insoluble, puede controlar el pH del suelo al hidrolizarse, alcanzandose
valores entre 7,3 a 8,5 y generando, entonces, deficiencias nutricionales (Loué, 1988; Faust,
1989; Rowell, 1992; Rodriguez et al., 1998; Imas, 2000). Si bien los carbonatos de calcio,
al igual que los de magnesio, no se disuelven facilmente en agua pura (Porta et al., 2003), si
lo hacen en agua con anhidrido carbonico, a través de la reaccion expresada por varios
autores: CaCOj; + H,0 + CO; «» Ca*? + 2HCO; (Boxma, 1972; Faust, 1989; Loeppert y
Suérez, 1996), la cual es sucedida por una serie de reacciones que conducen a la formacion
de grupos OH’, responsables de la alcalinizacion del medio (Brady y Weil, 2008), de la
siguiente manera: CaCO; « Ca*+CO5?

CO32+ Hy,0 < HCO3 + OH’

HCO3; + H,O «— H,COs+ OH’

H,CO3; « H,O + CO, (gas)

Se ha determinado que los bicarbonatos formados en los suelos calcareos son el factor méas
importante del suelo asociado con el desarrollo de clorosis férrica en especies frutales como
el manzano (Malus domestica M.), peral (Pyrus communis L.) y la vid (Vitis vinifera L.),
entre otras (Mengel et al., 1984; Faust 1989; Nikolic y Kastori, 2000). En suelos calcareos
cultivados, la dindmica de formacion del bicarbonato es mucho mayor, debido a las altas
presiones de CO; en el suelo, proveniente de la respiracion de las plantas, y de la hidr6lisis
de los carbonatos (Boxma, 1972; Brady y Weil, 2008). A su vez, los suelos calcareos
presentan altos contenidos de caliza activa, que es aquella parte de los carbonatos totales
que posee un tamafio inferior a 20 um vy, por lo tanto, una gran area superficial activa,



capaz de interactuar facilmente con los 6xidos de hierro en el suelo (Chen y Barak, 1982;
Rowell, 1992; Mendoza, 2000). Por otro lado, este tipo de suelos se caracteriza por
presentar el nitrogeno bajo la forma de nitrato (NO3’), debido a que el nitrégeno amoniacal
es rapidamente nitrificado y/o se volatiliza como amoniaco (Brady y Weil, 2008). Tanto el
nitrato como el bicarbonato son aniones y, por ende, son capaces de neutralizar los protones
hidrogeno (H") que bombea el sistema radical de las plantas, mediante la actividad de una
proteina ATP-asa, evitando, asi, la disminucion del pH (Mengel, 1994).

En las especies frutales que son cultivadas en suelos calcareos, Tagliavini y Rombola
(2001) sefialan que, por un mecanismo aun desconocido, parte del hierro proveniente de las
raices no es capaz de atravesar la membrana plasmatica de las hojas, ubicandose en el
apoplasto celular, lo que justificaria la existencia de hierro inactivo (Fe*®) en hojas
clordéticas de vid (Vitis vinifera L). Asociado a esto, Mengel et al. (1994) y Mendoza (2000)
plantean que la absorcion de bicarbonatos y nitratos por parte de la planta determina un
aumento en el pH de los tejidos, especialmente a nivel de apoplasto, transformando el Fe*?
aFe™, lo que inmoviliza el hierro y genera, de esta forma, los sintomas caracteristicos.

Sintomas

El sintoma tipico de la carencia de hierro es la aparicion de un color amarillento, de
intensidad progresiva, entre las nervaduras de la hoja (Krewer y NeSmith, 2006; Horneck et
al., 2004; Taiz y Zeiger, 2010), lo que se conoce como ‘‘clorosis férrica’’> (Rombola y
Tagliavini, 2001). Esta se manifiesta en las hojas apicales de la planta, es decir, jovenes
(Hell y Stephan, 2003; Hart et al., 2006; Fageria, 2009; Taiz y Zeiger, 2010), debido a la
baja movilidad del hierro en la planta (Navarro, 2003; Fageria, 2009; White, 2011); sin
embargo, si la carencia es prolongada y nuevas hojas son formadas, entonces la clorosis
también aparece en las hojas del tercio medio y basal (Rombola y Tagliavini, 2006). Las
nervaduras usualmente permanecen verdes, a no ser que el déficit sea extremadamente
severo; en este caso, la hoja entera se torna blanca y translicida (Fageria, 2009; Taiz y
Zeiger, 2010). En algunas especies, como el peral, la clorosis férrica es atipica, ya que se
extiende en toda la lamina de la hoja, incluyendo las nervaduras (Abadia et al., 1989;
Rombola y Tagliavini, 2001). Las hojas clordticas frecuentemente son mas pequefias de lo
normal y, a menudo, se vuelven marrones y caen antes de que termine la temporada; a su
vez, se produce poco crecimiento de la planta e, incluso, algunas pueden morir (Retamales
y Hancock, 2012a). Las plantas afectadas por un elevado pH del suelo, por lo general, no se
recuperan, incluso cuando éste logra ser reducido (Hart et al., 2006). De hecho, cuando el
sintoma de la clorosis férrica se manifiesta, a menudo es demasiado tarde para evitar los
efectos negativos de esta carencia nutricional sobre el rendimiento y calidad de la fruta
(Pestana et al., 2003).

Los métodos mas adecuados para determinar si el sintoma observado corresponde a un
deéficit de hierro consisten en mediciones de clorofila foliar en laboratorio y en el uso de
fotometros portéatiles, como el SPAD, mediante los cuales se comprueba que la clorosis no
se debe a un problema nutricional distinto (Abadia et al., 2004). Sin embargo, para estar
razonablemente seguro de que la clorosis se debe a un déficit de hierro, las hojas cloréticas
deben rociarse con quelatos de hierro y, al poco tiempo, éstas deben recuperar el color



verde (Rombola y Tagliavini, 2006). En este punto es importante mencionar que, en
condiciones de campo, la concentracion foliar de hierro no es un indicador confiable del
estado de hierro de la planta, debido a que no se correlaciona con la concentracion foliar de
clorofila (Mengel et al., 1984; Haussling et al., 1985; Krewer y NeSmith, 2006). Asi,
plantas con concentraciones foliares dentro del ‘rango de deficiencia’ pueden no exhibir
clorosis, y hojas clor6ticas, a menudo, presentan mayores concentraciones de hierro que las
no clordticas (Hanson y Hancock, 1996); el problema radica en que parte de ese hierro no
estd disponible para el metabolismo (Krewer y NeSmith, 2006). A este fendmeno se lo
conoce como ‘‘paradoja de la clorosis férrica’’ y, para explicarlo, se han propuesto dos
hipotesis: (1) un incremento en el pH del apoplasto de las hojas, inducido por la presencia
de nitratos y bicarbonatos, conduce a la inactivacion del hierro e imposibilita su entrada a la
célula (Mengel, 1994; Kosergarten et al., 2001) y (2) el &area foliar se ve afectado por la
carencia de hierro, de manera que las hojas cloréticas son mas pequefias y, asi, su
concentracion de hierro es mayor que la de una hoja verde, pero el contenido es el mismo
(R6mheld, 2000; Nikolic y Rémheld, 2003).

Efectos

La importancia del déficit de hierro en las plantas superiores radica en que puede tener una
gran variedad de efectos negativos, tanto a nivel radical como foliar (Abadia, 1992). Este
fendmeno es méas complicado en las especies lefiosas, como frutales y vides, debido a que
el transporte de hierro debe superar largas distancias en estas plantas, en las que, luego de
ser absorbido desde el suelo, debe alcanzar sucesivamente los tejidos de la raiz, tronco,
ramas Yy hojas (Tagliavini y Rombola, 2001).

Dentro de los numerosos perjuicios que implica la carencia de hierro destacan una drastica
reduccion en la longevidad y productividad de los huertos frutales, la disminucion del
crecimiento de raices y brotes, y pérdidas en el rendimiento y calidad de la fruta (Pestana et
al., 2003; Alvarez-Fernandez et al., 2006a).

En el palto (Persea americana Mill), una deficiencia severa puede provocar desecacion de
brotes y cambio de color de los frutos hacia verde palido (Lahav y Whiley, 2007). Palacios
(2003) corrobora que la clorosis férrica no sélo disminuye la produccién y calibre de los
frutos, sino que reduce su contenido de aceite. Lo mismo afirma Fernandez-Escobar (2008)
para el caso del olivo (Olea europea L.) y, ademas, sefiala que la aceituna de mesa suele ser
rechazada no sélo por su menor tamario sino por la presencia de manchas cloroticas.

Por su parte, Alvarez-Fernandez et al. (2003) encontraron que la carencia de hierro en dos
variedades de duraznero provocd una importante disminucion en el numero de frutos por
arbol, los cuales, a su vez, tuvieron un menor peso fresco, lo que se tradujo en una dréstica
reduccion del porcentaje de frutos comercialmente aceptables. Asimismo, no sélo se redujo
la firmeza de los frutos y el color rojo de la piel, pardmetros determinantes de la calidad,
sino que se observd una mayor concentracion de aniones organicos (especialmente
succinato y quinato), vitamina C y compuestos fenolicos, y una relacion azlcares
totales/acidos totales mas baja.



Por otro lado, se ha visto que la clorosis férrica afecta aspectos de la fisiologia de la hoja en
arboles frutales; de hecho, la reduccion en la fotosintesis neta, mediada por la deficiencia de
hierro, ha sido reportada en muchas especies (Terry y Abadia, 1986; Abadia, 1992; Morales
et al., 2000; Larbi et al., 2006). En peral (Pyrus communis L.), la disminucién de la
fotosintesis en hojas cloroticas se ha atribuido a una disminucion de la eficiencia del
Fotosistema Il (PSII), debido, por un lado, al cierre de los centros de reaccién del PSII vy,
por el otro, a una reduccién de la eficiencia intrinseca del PSII (Morales et al., 2000). A su
vez, la eficiencia de absorcion de la luz y la actividad de carboxilacion de la Rubisco se
reduce en respuesta a la falta de hierro (Larbi et al., 2006). Por su parte, en hojas cloréticas
de manzano (Malus pumila Mill.), Faust (1989) reporté un menor tamafio de cloroplastos y
la presencia de estomas poco desarrollados, es decir, sin su estructura caracteristica.

Técnicas de manejo tradicional

Dentro de las técnicas de manejo tradicionales que utilizan los productores de la zona
central de Chile, para sobrellevar el déficit de hierro de las plantas, se destacan las
aplicaciones de quelatos sintéticos de hierro, tanto foliares como edéficos, y la adicion de
acidos inorganicos al agua de riego, principalmente, sulfdrico y fosférico (Rodriguez et al.,
1998; Tagliavini y Rombola, 2001; Pestana et al., 2003; Retamales y Hancock, 2012a; Ruiz
etal., 2012).

Aplicacion de quelatos de hierro. Los quelatos son compuestos capaces de mantener
iones metalicos, como hierro, zinc, manganeso y cobre, rodeados de una molécula organica,
denominada agente quelante, de modo que queden protegidos del entorno, evitando su
precipitacion en forma de hidroxidos insolubles y no disponibles para la planta (Chen y
Barak, 1982; Lucena, 2006). Asi, se ha supuesto que los quelatos de hierro sirven como
transportadores del hierro nativo del suelo, desde los minerales del suelo hasta las raices de
las plantas (Lindsay, 1995; Lucena, 2003).

Existen dos tipos de quelatos de hierro sintéticos: aquellos que son aplicados al suelo, via
riego, y los que se aplican directamente a la planta, via foliar (Lucena, 2006). En el primer
caso, los més usados son los EDDHA (Yunta et al., 2013; Alvarez-Fernandez et al., 2005),
que presentan dos isomeros posicionales: el orto-orto (0,0-EDDHA- &cido etilendiamino-
N,N’-di[(ortohidroxifenil)acético], de alta estabilidad, y el orto-para (o,p-EDDHA- acido
etilendiamino-N,-[(orto-hidroxifenil)acético]-N’-[(parahidroxifenil) acético], de menor
estabilidad, pero de rapida respuesta (Garcia-Marco et al., 2006). Es importante tener en
cuenta la riqueza del producto en los isdbmeros y no el dato de hierro soluble, debido a que
si no esta quelado, precipitard y no sera usado por las plantas (Herndndez-Apaolaza et al.,
2000; Garcia-Marco y Lucena, 2009). En el segundo caso, dentro de los quelatos foliares,
destacan el EDTA (acido etlilendiamino tetraacético), HEEDTA (acido N- (2-hidroxietil)
etilendiamino triacético) y DTPA (&cido dietilentriamino pentaacético), los cuales son
usados en cultivos poco sensibles o sustratos no tan calcareos, por su menor estabilidad a
pH sobre 6,0 (Lucena 2006; Lucena et al., 2008). En caso de ser aplicado al suelo, se han
recomendado dosis de 17 a 34 kg ha™* (Hart et al., 2006) y, en caso de aplicacién foliar, dos
aplicaciones de 1 kg, en 400 L de agua, por hectarea (Krewer y NeSmith, 2006). Sin
embargo, debido a que existen numerosas formulaciones de quelatos de hierro, la dosis a



aplicar debe ajustarse segun la concentracién del producto utilizado (Retamales y Hancock,
2012a).

La aplicacion de quelatos es una técnica que ha probado tener una alta eficacia (Chen y
Barak, 1982; Nikolic et al., 1998; Lucena, 2003; Pestana et al., 2003; Alvarez-Fernandez et
al., 2006b; Lucena, 2006), la cual esta relacionada con su elevada estabilidad, incluso
cuando el pH del suelo estd por encima de 9,0, previniendo la precipitacion del hierro
(Lucena et al., 1992). Por otro lado, los agentes quelantes permanecen en el suelo después
de que el hierro es absorbido por las plantas, por lo que quedan disponibles para reaccionar
con otros metales, tales como manganeso, cobre y niquel, aumentando, asi, su
biodisponibilidad (Wallace et al., 1992). Sin embargo, el problema de los quelatos se
encuentra en su alto costo (Lahav y Whiley, 2007), y en los riesgos ambientales y de salud
que implican (Rombola y Tagliavini, 2006). Debido a que son productos caros, representan
el 60% de los costos totales de fertilizacion en los huertos ubicados en suelos calcéreos
(Tagliavini et al., 2000) y, por lo tanto, su uso solo esta justificado, econdmicamente, en
cultivos de muy alto valor (Tagliavini et al., 2000; Lucena, 2006). Ademas, debido a su alta
solubilidad, presentan un elevado potencial de lixiviacion de agentes quelantes hacia las
capas profundas del suelo y de la napa freética, lo que conduce no sélo a la contaminacion,
sino también a la necesidad de aplicaciones repetidas (Rombola et al., 2002; Rombola y
Tagliavini, 2006). A su vez, algunos de ellos tienen potencial para unirse a metales pesados,
como plomo, zinc y cadmio, ocasionando la contaminacion de las aguas subterraneas por
una incontrolada disolucion y lixiviacion de los mismos (Gréman et al., 2001). Sumado a
ello, algunos quelatos tienen una escasa foto-, quimio- y biodegradabilidad en el suelo
(Nortemann, 1999), lo que puede causar efectos toxicos en las plantas, microorganismos
del suelo y micorrizas (Gréman et al., 2001). Por otra parte, se ha reportado que el EDDHA
puede ser absorbido directamente por algunas especies de plantas, acumulandose en las
hojas y conduciendo, asi, a cambios en su fisiologia y a la presencia de trazas del quelato en
los frutos (Bienfait et al., 2004).

Aplicacién de &cidos. La aplicacion de &cido sulfurico o fosférico al agua de riego, o
precursores de ellos, como el azufre elemental, al suelo, son técnicas utilizadas para
disminuir temporalmente el pH de una zona especifica, aumentando la disponibilidad de
algunos nutrientes (Miyamoto, 1998; Nikolic et al., 1998; Mendoza, 2000) y mejorando
ciertas caracteristicas fisicas, como la capacidad de infiltracion (Mendoza, 2000).

El 4cido sulfurico no es una fuente de hierro, por lo que su mecanismo de accién esta
asociado, exclusivamente, a la disminucion del pH mediante la liberacion de protones en la
rizosfera, los cuales neutralizan los bicarbonatos presentes en el medio, de la siguiente
manera: H,SO; — SO42 + H* — H* + HCO3 «— H,0 + CO,. Ademés, reacciona con los
carbonatos presentes, conduciendo a la acumulacién de sulfato de calcio, a través de la
reaccion: H,SO,4 + CaCO3 — CaSO,4 + CO, + H,O (Nikolic et al., 1998). En ambos casos,
la principal consecuencia es un incremento en las emisiones de CO, del suelo a la
atmosfera. A su vez, el sulfato de calcio resultante conduce al aumento de la salinidad del
suelo, debido a un incremento en el contenido de aniones y cationes (Miyamoto, 1998).

Por otro lado, si bien el acido sulfurico, incorporado a través del riego por goteo, acidifica
los suelos rapidamente, su efecto es cortoplacista (Alvarez- Fernandez et al., 2004) y, por



sus caracteristicas corrosivas, este material es peligroso y dificil de usar por los operadores
(Rodriguez et al., 1998; Horneck et al., 2004). Ademas, el efecto correctivo que tiene la
acidificacion del agua ha resultado ser nulo en arboles con sintomas de clorosis moderada y
fuerte, con costos superiores a los beneficios generados (Ferreyra et al., 2008). De hecho,
en los pocos casos en que el acido sulfarico resultd efectivo en el control de la clorosis
férrica fue en plantas jovenes, es decir que se tratd, mas bien, de una prevencién y no de
una correccién; por otro lado, se necesitaron cantidades superiores a 6.000 L ha™ para
lograr los cambios deseados (Nikolic et al., 1998; Ruiz et al., 2006), lo cual no sélo implica
un alto costo sino que también incrementa considerablemente la salinidad del suelo
(Ferreyra et al., 1998; Ruiz et al., 2006). De esta manera, al momento de la aplicacion, debe
considerarse que los efectos del tratamiento con &cidos dependen de las propiedades del
suelo, especie cultivada, método de aplicacion y proporcion de éste (Horneck et al., 2006).

Por su parte, la transformacion del azufre elemental a &cidos, a través de la siguiente
reaccion: S + 1%0, + H,O — H,SO, — 2H" + S04, es un proceso mediado por los
microorganismos del suelo, principalmente del género Thiobacillus, por lo que requiere
tiempo, humedad y temperaturas calidas para que haya un cambio de pH (Miyamoto,
1998). Ademas, dependiendo del pH inicial y la capacidad de amortiguacion del suelo, o
CIC, pueden ser necesarias cantidades extremadamente altas de azufre para cambiar el pH
(Retamales y Hancock, 2012a); de hecho, las dosis comerciales se calculan considerando
que, para disminuir una unidad de pH, deben aplicarse alrededor de 390 kg ha™S, en un
suelo arenoso, y 1790 kg ha™S, en uno arcilloso (Longstroth, s.f.). La literatura reporta que
la incorporacion de azufre elemental en suelos calcareos no logra aumentar de manera
importante la disponibilidad de micronutrientes y, ademas, conduce a un incremento
significativo de la salinidad, como consecuencia de la mayor solubilidad de las sales
presentes (Sierra et al., 2007).

Debido a lo expuesto anteriormente, se hace necesario encontrar nuevas técnicas de manejo
del déficit de hierro que sean viables, le permitan al productor disminuir los costos de
produccion vy, sobre todo, que tengan un bajo impacto ambiental (Pestana et al., 2003;
Lopez- Rayo et al., 2015).

Técnicas de manejo sostenible

Teniendo en cuenta que las nuevas estrategias de correccion de la clorosis férrica deben
estar orientadas a un manejo sostenible, que permita obtener producciones constantes y de
calidad, sin ocasionar efectos perjudiciales al medioambiente (Rombola y Tagliavini,
2006), se ha evaluado el uso de fuentes organicas de hierro, tales como la harina de sangre
animal (Sorrenti et al., 2012; Lbépez-Rayo et al., 2015), y el intercalado del cultivo con
especies gramineas perennes (Cesco et al., 2006; Rombola y Sorrenti, 2006; Bavaresco et
al., 2010; Covarrubias et al, 2014).

Aplicacion de productos a base de sangre animal. Los compuestos derivados de sangre
animal son subproductos de la industria ganadera y de alimentos que no estan destinados al
consumo humano (Regulation EC N°1774, 2002). Son materiales ricos en proteinas y
contienen un 10-13% de nitrogeno, por lo que tienen potencial para ser utilizados como



fertilizantes organicos de nitrégeno (Ciavatta et al., 1997; Gaskell y Smith, 2007; Mondini
et al., 2008). De hecho, algunos de estos residuos estan disponibles, en forma comercial,
como fertilizantes organicos certificados (Van-Camp et al.,, 2004). A su vez, estos
productos estdn formados, principalmente, por una proteina globular, denominada
hemoglobina, la cual se caracteriza por la presencia de un grupo prostético, conocido como
protoporfirina, que contiene hierro (Fe*?). De esta manera, la harina de sangre tiene una
concentracion de hierro quelado de alrededor de un 0,2 a 0,3% (p/p) de hierro, es decir, 20
a 30 g Fe/kg producto (Tessarin et al., 2013; Yunta et al., 2013), la cual, a pesar de no ser
muy alta, garantiza que el hierro sea absorbido por las raices de las plantas (Kalbasi y
Shariatmadari, 1993). Segun Mori (1999), la incorporacién del hierro presente en la
molécula de hemoglobina, por las células de la raiz, seguiria un mecanismo similar al de la
absorcion del hierro en las células animales, conocido como endocitosis.

Segun Horesh et al. (1991), la materia organica es capaz de prevenir la clorosis férrica por
su capacidad para acomplejar el hierro y luego solubilizarlo. Sin embargo, la eficacia del
tratamiento dependerd de la composicion de la materia orgénica, de su capacidad para
captar el hierro y de la estabilidad del hierro quelado formado (Hagstrom, 1984).

Recientemente, se han investigado formulaciones innovadoras, basadas en sangre bovina
fluida con un contenido de 0,125 % de Fe y 5% de N, con una alta estabilidad y capacidad
de mantener el hierro disponible para las plantas en un suelo calcareo (Yunta et al., 2013).
A pesar de que, a la fecha, existen estudios que han evaluado el potencial de estos
productos para inmovilizar metales pesados (Sneddon et al., 2008) y suprimir patdégenos
(Tenuta y Lazarovitis, 2004), asi como los cambios quimicos y biolégicos producidos en el
suelo luego de la aplicacion de los mismos (Mondini et al., 2008; Cayuela et al., 2010),
ninguno ha considerado sus posibles efectos en el ardndano. De hecho, los estudios
realizados con harina de sangre se han centrado en su eficiencia como fertilizantes de
nitrdgeno o como materia organica para el mejoramiento del suelo (Gaskell y Smith, 2007),
pero hay poca informacién disponible acerca de su aplicacion como fuente de hierro para
las plantas (Lopez-Rayo et al., 2015).

Asociacion del cultivo con especies gramineas. Entre los numerosos beneficios que
implica el uso de cultivos de cobertura, como la reduccion de la erosién, el aumento del
contenido de materia organica y de la retencion de agua, el manejo de la compactacion, el
control de malezas y control bioldgico de plagas, entre otros, destaca el aumento en el
contenido de nutrientes del suelo, incluido el hierro (Baginsky et al., 2010). Siguiendo este
objetivo, la familia de plantas recomendada es Poaceae, a la cual pertenecen las especies
gramineas (Stanley, 1999). Esto se basa en la estrategia de adaptacion, caracteristica de
estas especies, para mejorar la adquisicion del hierro en condiciones de carencia del mismo.

Las plantas superiores han desarrollado distintos mecanismos de adaptacion para movilizar
el hierro ubicado en la interfase suelo-raiz o ‘rizosfera’. Asi, en funcién de la estrategia
utilizada, las plantas fueron clasificadas en dos grupos: plantas de estrategia | y plantas de
estrategia II (Marschner et al., 1986). La denominada ‘Estrategia I’ es llevada a cabo por
especies dicotiledoneas y monocotiledoneas no gramineas (Marschner y Rémheld, 1994), y
consiste de cuatro acciones conjuntas: 1) un incremento en la reduccion del Fe*™ en la
superficie de la raiz, con la consecuente absorcién preferencial del Fe*? (Rémheld,1987;
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Marschner y Rémheld, 1994; Moog y Briiggemann, 1994; Schmidt, 1999; Rombola et al.,
2002); 2) una exudacion de H*, mediada por una ATP-asa, con el fin de disminuir el pH y,
asf, promover la reduccion del Fe*3, (Rémheld et al., 1984; Rémheld, 1987; Toulon et al.,
1992; Marschner y Romheld, 1994); 3) en algunos casos, una exudacion radical de
sustancias quelantes y/o reductoras, tales como polifenoles, citrato y malato (Hether et al.,
1984; Romheld,1987; Mori, 1999; Dasgan et al., 2002), y 4) en algunos casos, una
proliferacion de raices laterales y un aumento del diametro de la zona apical radical para
incrementar el area de absorcion del Fe, debido a una mayor superficie de contacto (Welkie
y Miller, 1993; Schmidt, 2001). La caracteristica mas importante de esta estrategia es el
incremento en la reduccion del Fe*? en la superficie de la raiz, la cual es llevada a cabo por
la enzima ferroquelato reductasa, la cual se activa frente a un déficit de hierro, y esta
ubicada en la membrana plasmatica (Moog y Briiggemann, 1994) y, presumiblemente, en la
pared celular de la zona apical de la raiz (Bienfait et al., 1983; Tipton y Thowsen, 1985;
Romheld y Marschner, 1986). Por su parte, la ‘Estrategia II’ es aquella utilizada por las
especies monocotileddneas gramineas, o pastos, y se caracteriza por la exudacion radical de
compuestos quelantes naturales y especificos del hierro, denominados ‘fitosider6foros’
(Takagi et al., 1984; Marschner y Romheld, 1994), y un sistema de absorcion de alta
afinidad asociado a ellos (Rémheld y Marschner, 1986). Desde un punto de vista evolutivo,
la Estrategia Il tiene la ventaja de no verse afectada por un suelo calcareo, a diferencia de la
Estrategia | (R6mheld y Marschner, 1986), por lo que las especies gramineas son mas
eficientes en la adquisicion del hierro (Rémheld, 1987).

Los fitosider6foros han sido identificados como acidos iminocarboxilicos sustituidos por
grupos hidroxilos y aminos, obteniéndose, asi, acidos mugineicos. Estos compuestos estan
qguimicamente relacionados con la nicotinamida, un aminoacido ampliamente presente en
las plantas superiores (Sugiura y Nomoto, 1984). La ruta biosintética de los &cidos
mugineicos (AM) comienza con la metionina (Higuchi et al., 1996), la cual ha sido
reconocida como precursor (Mori y Nishizawa, 1987). Esta es suministrada por las raices a
través del ciclo de la metionina (Ma et al., 1999), en el cual se genera metionina como
precursor de la sintesis de etileno en condiciones de estrés ambiental (Yang y Hoffman,
1984). A su vez, se han identificado intermediarios quimicos de la ruta, tales como la S-
adenosilmetionina (SAM), que se sintetiza a partir de la metionina mediante la SAM
sintetasa. A continuacion, la sintasa de nicotianamina (NAS) combina tres moléculas de
SAM para formar una molécula de nicotianamina (NA) (Higuchi et al., 1996). Esta NA se
convierte luego en 3-cetoacido por la aminotransferasa nicotianamina (NAAT). Finalmente,
se sintetiza el acido deoximugineico (DMA) a través de una reductasa desconocida; hasta
aqui, la ruta es igual en todas las especies (Aguado-Santacruz et al., 2012). Luego, otros
acidos mugineicos se forman mediante la hidroxilacién del DMA (Nakanishi et al., 2000)
(Figura 1); la ruta de sintesis de cada uno de ellos difiere entre especies y variedades
(Murata et al., 2006). La secrecion de los acidos mugineicos se produce en la rizdsfera;
luego, estos quelantes naturales se unen con el hierro insoluble (Fe*®) en el medio del suelo,
volviéndolo un poco mas soluble en agua; finalmente, el hierro es transportado hacia las
células de la raiz a través de un sistema altamente especifico (Singh et al., 2011), debido a
que este sistema reconoce el complejo AM-Fe, pero no el de cobre, zinc y cobalto,
principalmente por diferencias en su estereoestructura (Nomoto et al., 1981; Mino et al.,
1983). Dicho complejo, al ser soluble en agua, se moviliza hasta la zona radicular e ingresa
a las células de la raiz, donde es absorbido (Curie et al., 2001). Cabe destacar que, frente al
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déficit de hierro, los acidos mugineicos son sintetizados por las gramineas antes de que la
clorosis aparezca, y que la biosintesis sera mayor mientras mayor sea la carencia (Takaji,
1984; Ma y Nomoto, 1996). Asimismo, una vez que el requerimiento de hierro por la planta
es satisfecho, la sintesis de acidos mugineicos se detiene, evitando, asi, una toxicidad por
hierro, debida a la absorcidn excesiva del mismo (May Nomoto, 1996).
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Figura 1. Mecanismo de adquisicion del hierro en plantas ‘Estrategia II” (Mori, 1998).

Numerosos estudios han reportado que la asociacion del cultivo con especies gramineas
resulta una técnica eficiente para prevenir la clorosis ferrica, tanto en especies anuales (Zuo
et al., 2000; Inal et al., 2007; Zuo y Zhang, 2008) como en frutales (Tagliavini et al., 2000;
Cesco et al., 2006; Ammari y Rombola, 2008; Covarrubias et al., 2014). En este sentido,
aunque se han llevado a cabo numerosos estudios con especies gramineas anuales, tales
como trigo (Triticum aestivum L.), maiz (Zea mays L.), sorgo (Sorghum spp.) y cebada
(Hordeum vulgare L.), existe poca informacion disponible acerca de la respuesta de
especies gramineas perennes al déficit de hierro (Ma et al., 2003). Al respecto, los ensayos
Ilevados a cabo en especies frutales han utilizado, generalmente, gramineas perennes, como
Festuca rubra, Festuca ovina, Poa nemoralis, Poa pratensis, Lolium perenne y Bromus
madritensis (Cesco et al., 2006; Ammari y Rombola, 2008; Bavaresco et al., 2010;
Cafiasveras et al., 2014; Covarrubias et al., 2014).
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En general, la cantidad de &cidos mugineicos secretados por una especie graminea es
bastante consistente con su habilidad para tolerar el déficit de hierro (Kawai et al., 1988).
Asi, la Festuca rubra ha sido identificada como una especie altamente eficiente para la
correccion de la clorosis férrica (Covarrrubias y Rombola, 2013), dada su elevada tasa de
exudacion de compuestos fitosideroforos (Ma et al., 2003). De hecho, Ma et al. (2003)
caracterizaron la secrecion de &cidos mugineicos de la Festuca rubra bajo condiciones de
déficit de hierro y encontraron que la secrecion de DMA esta caracterizada por un ritmo
diurno distintivo, produciéndose el ‘peak’ de secreciéon entre 2 y 5 horas después del
amanecer, con una temperatura de 20°C. Asimismo, observaron que este ‘peak’ se retrasa 3
horas si la temperatura es baja (<10°C), y que se adelanta 3 horas cuando la temperatura es
alta (30°C), confirmando que tanto la luz como la temperatura participan en la regulacion
diurna de la secrecion de &cidos mugineicos (Takagi, 1990).

Cabe destacar que, hasta el momento, los productores de arandano de la zona central de
Chile no han encontrado una técnica eficiente para controlar el déficit de hierro, que les
permita producir con bajos costos y sin impactos negativos para el medioambiente. Sumado
aello, no existe en la literatura evidencia de que alternativas mas sostenibles, tales como la
aplicacion de compuestos formulados a base de sangre bovina y la asociacion del cultivo
con especies gramineas, hayan sido evaluadas como estrategias para corregir el déficit de
hierro en el arandano alto (Vaccinium corymbosum L.) cultivado en un suelo calcareo y
alcalino, lo que vuelve novedosa, interesante e indispensable la siguiente investigacion.
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CAPITULO II: EFECTO DE TECNICAS DE MANEJO SOSTENIBLE DEL
DEFICIT DE HIERRO EN LA CONCENTRACIQN DE CLOROFILAY EL
INTERCAMBIO GASEOSO FOLIAR DE ARANDANOS ‘EMERALD’

RESUMEN

El déficit de hierro es un problema nutricional comudn en suelos calcareos y alcalinos,
resultando particularmente perjudicial para las especies calcifugas, como el arandano alto,
el cual ve afectadas su longevidad y productividad, crecimiento de raices y brotes, y
rendimiento y calidad de baya. Las técnicas de manejo tradicionales se basan en
aplicaciones repetidas de quelatos de hierro y/o &cidos fuertes, las cuales implican altos
costos, y riesgos ambientales y de salud. Como consecuencia, se evaluaron dos técnicas de
manejo sostenible: (1) aplicacion de un formulado a base de sangre bovina y (2) asociacion
del cultivo con especies gramineas, siendo elegidas Festuca rubra rubra y Poa pratensis.

Con el objetivo de estudiar el efecto de estas técnicas en la concentracion de clorofila y el
intercambio gaseoso foliar en arandanos ‘Emerald’, se utilizé un disefio en cuadrado latino,
con 5 tratamientos (testigo, quelato Fe-EDDHA, sangre bovina, Festuca rubra rubra, Poa
pratensis) y 5 repeticiones. Se estimd la concentracién de clorofila foliar, a través de la
medicién del indice SPAD, durante toda la temporada. Asimismo, se evalué fotosintesis
neta, conductancia estomatica, transpiracion, temperatura foliar y radiacion incidente a
inicios de cosecha y una vez finalizada la misma. Por otro lado, con el fin de determinar el
efecto del déficit de hierro sobre el intercambio gaseoso foliar, se evaluaron estos mismos
parametros en hojas con distinto grado de clorosis férrica: intensa, moderada y sin clorosis.

Se observd que, mientras mayor es la severidad de la clorosis férrica, la intensidad del
intercambio gaseoso foliar disminuye progresivamente, a excepcion de la temperatura
foliar, que evidencia el comportamiento opuesto. Asimismo, se encontré que la clorosis
férrica aumenta en mayor medida la eficiencia de uso de la clorofila que la eficiencia
intrinseca de uso del agua. Respecto de los tratamientos, la aplicacion de un fomulado a
base de sangre bovina no logré incrementar la concentracién de clorofila foliar, por lo cual
no resulto una técnica eficaz para controlar la clorosis férrica en arandanos ‘Emerald’ y, por
ende, tampoco favorecidé el intercambio gaseoso foliar. En contraste, la asociacion con
ambas especies gramineas aumenté la concentracion de clorofila foliar, por lo cual
representa una estrategia sostenible eficaz y eficiente para corregir la clorosis ferrica,
favoreciendo, asi, el intercambio gaseoso foliar en arandanos ‘Emerald’.

Palabras clave: asociacion con gramineas, clorosis férrica, fotosintesis, indice SPAD,
sangre bovina, Vaccinium corymbosum
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ABSTRACT

Iron deficiency is a common nutritional problem in calcareous and alkaline soils, being
particularly harmful to calcifuges species such as highbush blueberry, being affected its
longevity and productivity, root and shoot growth, and berry yield and quality. Traditional
techniques are based on repeated applications of iron chelates and strong acids, which
implies high costs and environmental and health risks. As a consequence, two sustainable
techniques were evaluated: (1) application of a bovine blood meal compound and (2)
intercropping with graminaceous species, being selected Festuca rubra rubra and Poa
pratensis.

In order to study the effect of these techniques in chlorophyll concentration and leaf gas
exchange on 'Emerald' blueberry, a latin square design was used, with 5 treatments (control,
Fe-EDDHA chelate, bovine blood meal, Festuca rubra rubra, Poa pratensis) and 5
replicates. Throughout the season, leaf chlorophyll concentration was estimated through its
SPAD index. In addition, net photosynthesis, stomatal conductance, transpiration, leaf
temperature and incident radiation were evaluated at the beginning and the end of harvest.
Furthermore, in order to determine the effect of iron deficiency on leaf gas exchange, these
parameters were evaluated in leaves with different degrees of iron chlorosis: severe,
moderate and no chlorosis.

It was observed that, as severity of iron chlorosis increases, foliar gas exchange parameters
decreases progressively, with the exception of leaf temperature, which has the opposite
behavior. We also found that iron deficiency further increases chlorophyll use efficiency
than intrinsec water use efficiency. Regarding the treatments, the application of bovine
blood meal did not increase leaf concentration chlorophyll, so it was not an effective
technique to control iron chlorosis in blueberry 'Emerald’ and, therefore, did not improve
foliar gas exchange. In contrast intercropping with both graminaceous species increased
leaf chlorophyll concentration, so it represents an effective and efficient sustainable
strategy to control iron chlorosis, improving leaf gas exchange in 'Emerald’ blueberry.

Keywords: intercropping with graminaceous, iron chlorosis, photosynthesis, SPAD index,
bovine blood meal, Vaccinium corymbosum
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INTRODUCCION

El déficit de hierro (Fe) es un problema nutricional generalizado en muchas especies
lefiosas cultivadas en suelos calcéreos y alcalinos (Bertamini et al., 2002), donde su
biodisponibilidad suele ser insuficiente para satisfacer las necesidades de las plantas
(Lindsay y Schwab, 1982), debido a la baja solubilidad que presenta el elemento en estas
condiciones (Eichert et al., 2010). En tal contexto, el arandano alto, especie calcifuga por
excelencia (Mengel et al., 2001), se ve particularmente perjudicado frente a esta carencia,
viendo afectados su crecimiento, desarrollo y productividad (Rombola y Tagliavini, 2006).
Esto se debe a que el Fe es un elemento que participa en multiples procesos metabélicos y
enzimaticos de la planta, de los cuales destacan el transporte de oxigeno, la biosintesis de la
clorofila'y el ADN, la fijacion de nitrogeno y la fotosintesis (Briat, 2007; Jeong y Guerinot,
2009).

La fotosintesis, uno de los procesos fisiolégicos mas importantes para el desarrollo,
constituye la base principal para la formacién de los carbohidratos que determinan el
rendimiento y la calidad (Huairui et al., 1993, citado por Li et al., 2012). Asi, su
importancia radica en que el 90 a 95% del peso seco de las plantas estd constituido por los
compuestos de carbono que se producen como resultado de este proceso (Tromp, 2005). En
este sentido, se ha sefialado que el aparato fotosintético de las plantas es uno de los sistemas
celulares mas ricos en Fe (Behrenfeld et al., 1996; Varotto et al., 2002), puesto que
alrededor del 80% del Fe foliar se localiza en los cloroplastos y, de éste, cerca del 60% esta
ubicado en las membranas tilacoidales (Terry y Abadia, 1986). Asi, plantas que crecen con
un limitado suministro de Fe exhiben marcados cambios en la estructura y funcionamiento
del cloroplasto (Abadia, 1992) debido, principalmente, a una disminucion en la
concentracion de los componentes de la membrana tilacoidal, en particular de los
pigmentos fotosintéticos, es decir clorofilas y carotenos (Taiz y Zeiger, 2010).

Al respecto, se ha sefialado que la clorofila foliar integra dos complejos supramoleculares
formados por un pigmento y un polipéptido (Anderson et al., 1978; Camm y Green, 1981),
los cuales han sido denominados ‘complejo centro de reaccion’ y ‘complejo antena’ (Camm
y Green, 1981). Si bien ambos contienen clorofila a, los ‘complejos antena’ poseen,
ademas, clorofila b y xantofila, mientras que los ‘complejos centro de reaccion’ poseen
caroteno. Por lo tanto, los ‘complejos antena’ recogen la energia de la luz y la transfieren a
través de los ‘complejos centros de reaccion’. Estos complejos pigmento-proteina
constituyen unidades llamadas fotosistema | y fotosistema Il, cada una de las cuales es
considerada una unidad estructural y funcional capaz de llevar a cabo la cosecha de luz y el
transporte electrénico fotosintético (Terry y Abadia, 1986).

Bajo este contexto, la clorosis tipica que causa el déficit de Fe en las hojas jovenes se debe
a una disminucién en la concentracion, por unidad de area, de clorofilas y carotenos (Terry
y Abadia, 1986; Abadia y Abadia, 1993; Morales et al., 1994), viéndose particularmente
afectados la neoxantina, el B-caroteno y la clorofila a (Morales et al., 1994; Abadia et al.,
1999), lo que conlleva a una disminucion en la capacidad de absorbancia de la hoja (Abadia
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et al.,, 1999) y, como consecuencia, a la saturacion de la fotosintesis con una menor
intensidad de luz (Terry, 1983; Morales et al., 1998).

Un método que ha sido ampliamente utilizado para estimar de manera rapida y no
destructiva la concentracion foliar de clorofila en varias especies es el indice SPAD
(Campbell et al., 1990; Markwell et al., 1995; Richardson et al., 2002; Yamamoto et al.,
2002). Este se obtiene mediante un instrumento denominado chlorophyll meter, el cual
funciona emitiendo luz a dos longitudes de onda, 650 y 940 nm, a través de la hoja (Sainz
Rozas y Echeverria, 1998; Villar y Ortega, 2003). Una fraccién de la luz emitida es
absorbida por la clorofila contenida en el tejido foliar; por su parte, la fraccion reflejada es
censada como una sefial eléctrica por la celda detectora. Asi, la proporcion de luz captada
por la celda detectora es inversamente proporcional a la cantidad de luz absorbida por la
clorofila. Luego, la sefial es procesada, la absorbancia es cuantificada por el detector y es
expresada mediante un valor adimensional que va de 0 a 199; éste valor es el indice SPAD
(Krugh et al., 1994; Villar y Ortega, 2003). De esta manera, el indice SPAD que arroja el
chlorophyll meter indica la intensidad del color verde del tejido vegetal, la cual se relaciona
positiva y significativamente con la concentracién de clorofila de la hoja (Yadava, 1986;
Syvertsen, 1987), representando una herramienta potencialmente Util para cuantificar la
severidad de la clorosis férrica en numerosas especies (Peryea y Kammereck, 1997).

Por otro lado, dado que el Fe no sélo esta implicado en la sintesis de las clorofilas, sino que
forma parte de las ferredoxinas y citocromos (Loue, 1988; Taiz y Zeiger, 2010; Broadley et
al., 2011), una carencia de Fe afecta tanto los pigmentos colectores de luz (Morales et al.,
1994; Abadia et al., 1999; Gogorcena et al., 2001) como los transportadores de electrones
(Spiller y Terrry, 1980; Terry, 1980). Asimismo, se ha reportado que el Fe participa en la
regulacion de las enzimas del ciclo de Calvin, por lo cual la clorosis férrica disminuye la
capacidad de carboxilacion de la ribulosa 1,5-bifosfato, debido a una menor activacién de
la enzima Rubisco (Taylor y Terry, 1986; Winder y Nishio, 1995). De esta manera, dados
los numerosos puntos de accion del Fe en el aparato fotosintético de la planta, la carencia
de este elemento conduce a una marcada reduccion en la capacidad fotosintética de la
misma (Morales et al., 1998; Abadia et al., 1999).

En este sentido, los parametros que integran el proceso fotosintético, o bien, el intercambio
gaseoso foliar, se encuentran estrechamente vinculados (Tromp, 2005). Asi, numerosos
trabajos han reportado una relacion lineal positiva entre la fotosintesis y la conductancia
estomatica (Chaumont et al., 1994; Schubert et al., 1996; Li et al., 2001; 2005) y, a su vez,
entre esta Ultima y la transpiracion (Li et al., 2001, 2005; Duan et al., 2008). Por su parte, se
ha observado que una menor transpiracion conduce a un aumento de la temperatura foliar,
con el consecuente dafio fotooxidativo de los cloroplastos (Duan et al., 2008).

Cabe sefialar que, bajo las mismas condiciones hidricas, nutricionales y ambientales, un
factor que modifica la fotosintesis neta es la presencia de fruta en la planta (Tromp, 2005),
por lo que es importante considerar este aspecto al momento de evaluar el intercambio
gaseoso foliar. Dado que los frutos representan el principal sumidero de fotoasimilados en
los arboles frutales, siendo la materia seca de la fruta superior al 50% del total de un arbol
al momento de cosecha (Pavel y Dejong, 1993), se ha observado que la actividad
fotosintética de las especies frutales disminuye luego de la remocién de la fruta (Gucci et
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al., 1995; Iglesias et al., 2002; Li et al., 2005; Duan et al., 2008); sin embargo, en ninguno
de estos casos, se trabajo con plantas deficientes de Fe.

Si bien existen técnicas eficientes para controlar el déficit de Fe en campo, las cuales
consisten, principalmente, en la acidificacion del agua de riego y la aplicacion de quelatos
sintéticos via riego y/o foliar (Pestana et al., 2003), estos métodos son cuestionados,
actualmente, debido al alto costo, peligrosidad y elevado potencial contaminante que
representan (Rombola y Tagliavini, 2006). Asi, con el objetivo de encontrar alternativas
sostenibles que sean eficientes de una manera mas econdémica y menos nociva para el
ambiente, se ha evaluado el uso de formulados a base de sangre animal (Tagliavini et al.,
2000; Sorrenti et al., 2012; Tessarin et al., 2013; Lopez-Rayo et al., 2015) y la asociacion
del cultivo con especies gramineas (Zuo et al., 2000; Zuo y Zhang, 2008; Cesco et al.,
2006; Inal et al., 2007; Ammari y Rombola, 2008; Covarrubias et al., 2014).

Al respecto, a pesar de que numerosos trabajos, realizados en distintas especies frutales,
han demostrado la eficiencia de estas técnicas para controlar el déficit de Fe, no existen
reportes de su efecto en el ardndano alto y, a su vez, pocos han incluido mediciones del
intercambio gaseoso foliar. Sumado a ello, en la actualidad, no se conoce del todo como el
déficit de Fe afecta la asimilacion de carbono en la hoja (Chen et al., 2004) e, incluso, no
existen estudios acerca del efecto del déficit de Fe sobre el intercambio gaseoso foliar en el
arandano ‘Emerald’, lo que le atribuye una especial relevancia al siguiente estudio.

Hipotesis

El uso de técnicas de manejo sostenible del déficit de hierro, basadas en la aplicacion de un
compuesto derivado de sangre animal y en la asociacién del cultivo con especies
gramineas, modifica la concentracion foliar de clorofila y el intercambio gaseoso foliar en
arandanos ‘Emerald’ con déficit de hierro.

Objetivos

Caracterizar el intercambio gaseoso foliar en arandanos ‘Emerald’ con déficit de hierro.

Evaluar el efecto de técnicas de manejo sostenible del déficit de hierro en la concentracion
foliar de clorofila y en el intercambio gaseoso foliar en arandanos ‘Emerald’.
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MATERIALES Y METODO

Ubicacién del estudio

La investigacion se llevé a cabo entre marzo del 2014 y abril del 2015.

La parte experimental se realizd en el huerto comercial “Los Fundos-Catemu S.A.”,
ubicado en La Poza s/n, Localidad del Nilhue, Comuna de Catemu, Provincia de San Felipe
de Aconcagua, Regién de Valparaiso (32°42'S y 70°54'0O, 560 m.s.n.m.). El sector del
huerto en el cual se ejecuté el estudio fue plantado en el afio 2012, se encuentra en ladera y
posee camellones de 0,9 m de ancho y 0,4 m de alto.

Cabe destacar que el huerto, y en particular el cuartel utilizado para el estudio, fue elegido
en base a los resultados de un analisis quimico de suelo (Cuadro 1), realizado en enero del
2014, el cual evidenci6 la presencia de elevadas concentraciones de carbonatos totales y
caliza activa. En consecuencia, el suelo del sector presentd condiciones idoneas para
inducir la carencia de hierro en las plantas.

Cuadro 1. Propiedades quimicas del suelo perteneciente al cuartel utilizado para la
investigacion, segun analisis de suelo realizado en enero 2014, a una profundidad de
10-15 cm.

Variable Unidad Entre-hilera Sobre-hilera Condicion*
pH ) [ 7.5 Alcalino
RAS - 0,7 0,9 Normal
Cond. Eléctrica dSm™ 3,3 3,2 Lev. salino
Materia organica % 1,1 1,9 Bajo
Calcio meq/100 g 21,1 20,6 Alto

% CIC 70 79
Magnesio meq/100 g 4,1 3,6 Alto
% CIC 14 14
Bicarbonatos mg L™ 159 104 Regular
Carbonato total % CaCOs3 1,2 2,0 Alto
Caliza activa % CaCO; 1,0 1,0 Alto

* Segun nivel adecuado para huerto de arandanos (Hirzel, 2014).

La parte analitica del experimento se realizé en la Facultad de Ciencias Agronémicas de la
Universidad de Chile, la cual se encuentra ubicada en la Comuna de La Pintana, Region
Metropolitana. La determinacion de la concentracién foliar de clorofila se realiz6 en el
Laboratorio de Nutricion Vegetal, perteneciente al Departamento de Produccion Agricola.
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Material biologico

Se utilizaron plantas de ardndano alto (Vaccinium corymbosum L.) ‘Emerald’ de 4 afos de
edad, las cuales se encontraban bajo un marco de plantacion de 3 x 0,8 m, establecidas
sobre camellones de orientacion noroeste-sureste y con un sistema de riego por goteo,
formado por una doble linea de goteros, distanciados a 40 cm y cuyo caudal era de 4 L h™.

Al inicio del experimento, las plantas evidenciaban notables sintomas de clorosis en sus
hojas apicales (Apéndice I, Foto 1). Para corroborar que se trataba de una clorosis férrica y
descartar, asi, cualquier otro tipo de deficit nutricional, se seleccionaron, al azar, 5 plantas
cloréticas, en cada una de las cuales se marcd un brote representativo. A cada brote se le
midié el indice SPAD, para lo cual se utiliz6 un chlorophyll meter portatil (SPAD Minolta
502, Konica Minolta, Osaka, Japdn). La medicion se realizd en la primera hoja
completamente expandida de los brotes; los valores estuvieron en el rango de 20 a 25.
Luego, los brotes fueron sumergidos varias veces en una solucion de quelato de hierro
sintético Fe-EDTA a una concentracion de 2 mM y pH 6,0, con el objetivo de mojar
completamente la superficie de las hojas apicales. A los 10 dias se repiti6 la medicion del
indice SPAD en cada uno de los brotes marcados, y los resultados obtenidos arrojaron
valores mayores a 30, concluyendo que las plantas tenian sintomas de déficit de hierro.

Tratamientos y disefio experimental

Dentro del sector de estudio, se seleccionaron visualmente 5 hileras contiguas vy
homogéneas, es decir, que tuviesen plantas de un tamafio, desarrollo y grado de clorosis lo
mas uniforme posible, y sin problemas fitosanitarios y fisiol6gicos aparentes.

Se utiliz6 un disefio en cuadrado latino, en el cual el factor de bloqueo fue tanto la altura de
la ladera como la hilera. La unidad experimental (UE) fue de 10 plantas y la unidad de
observacion (UO) de 6 plantas. Cada UE fue separada de la siguiente por un ‘borde’ de 2
plantas, de la misma forma en que se separo la primera UE del camino.

Se trabajo con 5 tratamientos: (1) testigo absoluto; (2) testigo comercial, que consisti6 en la
aplicacion de quelato de hierro al suelo (Fe-EDDHA); (3) aplicacién de un compuesto
formulado a base de sangre bovina; (4) asociacion con Festuca rubra rubra L. y (5)
asociacion con Poa pratensis L. El disefio experimental considerd la implementacion de 5
repeticiones para cada tratamiento (Apendice I, Figura 1).

Manejo del experimento

El formulado a base de sangre bovina y el quelato de hierro fueron aplicados al suelo en
forma liquida, previa preparacion de una solucién. EI compuesto formulado a base de
sangre bovina se preparé a una concentracién de 20 g L™ y se aplicé en dosis de 0,5
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L/planta, de manera que cada planta recibié 10 g de formulado por aplicacién. El producto
posefa una concentracion de hierro de 2.675 mg kg™, por lo cual cada planta recibi6 26,75
mg de hierro en cada aplicacion. Por otra parte, se utilizé el producto comercial Basafer®
PLUS, 5% p/p orto-orto Fe-EDDHA (Compo®), el cual corresponde a un quelato Fe-
etilendiamino-N,N’-di(2-hidroxifenil) &cido acético. Tal producto se prepardé con una
concentracion de 4 g L™ y se aplicé en dosis de 0,5 L/planta, de manera que cada planta
recibio 2 g de quelato en cada aplicacion y, por ende, 0,1 g de hierro. Las aplicaciones de
ambos productos se realizaron en forma manual (Apéndice I, Foto 2), cada 15 dias, y desde
inicios de brotacion (Late green tip stage) hasta la aparicion de las ramificaciones del
segundo flujo de crecimiento de brotes (Fruit bud set stage), por lo que ambos productos
fueron aplicados 10 veces en total.

Por otro lado, las especies gramineas fueron sembradas en la hilera del cultivo, a lo largo de
toda la unidad experimental, cubriendo todo el espacio existente entre las plantas y debajo
de las mismas (Apéndice I, Foto 3). La siembra se realiz6 en abril del 2014, a una densidad
de 20.000 semillas/m?. Se utilizaron semillas certificadas, y en perfecto estado sanitario, de
las especies Festuca rubra rubra L. y Poa pratensis L. La siembra consistiéo en mullir el
suelo, colocar la semilla a 0,5 cm de profundidad, aproximadamente, tapar con una capa
delgada de suelo del lugar y, luego, esparcir un poco de arena con el objeto de mejorar la
infiltracion del agua y evitar la evaporacion del agua de riego. Finalmente, para favorecer la
germinacion, se regé diariamente durante las dos primeras semanas desde la fecha de
siembra, con un pulverizador manual de 5 L, mediante el cual se proporcioné una fina
lluvia, suficientemente abundante como para humedecer el suelo, pero no tan excesiva
como para provocar escurrimiento. Una vez establecidas las gramineas, y con el objetivo de
realizar un aporte adicional de agua a las plantas bajo asociacion, se colocaron 8 microjets
de 180° a lo largo de la UE, ubicdndose 4 en cada linea de gotero. El caudal de los
microaspersores utilizados era de 60 L h™. A su vez, durante toda la temporada, las
gramineas fueron segadas manualmente cuando alcanzaban 15 cm de altura, y se llevaban a
una altura de 5 cm, aproximadamente.

Las labores agrondémicas de poda, riego, control fitosanitario y fertilizacion con macro y
micronutrientes, a excepcién del hierro, se ejecutaron segun el criterio y manejo
implementado por la administracion del predio. No se efectudé una poda “‘en verde’’ (de
verano) en las plantas del ensayo.

Evaluaciones

Para identificar el estado fenoldgico en el cual se encontraban las plantas al momento de
realizar las distintas evaluaciones, se utiliz6 la tabla desarrollada por el Servicio de
Extension de la Universidad de Michigan (Michigan State University Extension Service,
2012), donde se encuentran descritos cada uno de los estados vegetativos y reproductivos
de la fenologia del arandano (Vaccinium sp.). Asi, las fenofases de receso invernal, inicios
de brotacion, crecimiento activo de brotes, fin de primer flujo de crecimiento de brotes,
maduracion o momento de cosecha, inicio de segundo flujo de crecimiento de brotes y final
de temporada o inicio caida de hojas corresponden, en dicha tabla, al estado Dormant or
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tight bud, Late green tip, Shoot expansion, Shoot tip set, 75% Blue, Fruit bud set y Fall
color, respectivamente.

Intercambio gaseoso foliar

Bajo condiciones de déficit de hierro. Con el objetivo de evaluar el efecto del déficit de
hierro sobre el intercambio gaseoso foliar del ardndano, previo al inicio del experimento y
antes de la aplicacion de los tratamientos, en un dia completamente despejado (21 de marzo
del 2014), se seleccionaron 12 plantas homogéneas en cuanto a tamafio, vigor y desarrollo,
pero con distinto grado de clorosis. En cada una de ellas se eligio un brote sano, expuesto al
sol y en él se marco la primera hoja completamente expandida. A cada hoja se le midio el
indice SPAD vy, en funcion del valor de cada hoja, las 12 plantas se dividieron en 3 grupos.
Estos grupos se categorizaron por su intensidad de clorosis férrica en: (1) clorosis intensa
(SPAD= 15 a 30); (2) clorosis moderada (SPAD= 30 a 45) y (3) sin clorosis (SPAD= 45 a
60) (Apéndice I, Figura 3). El indice SPAD fue previamente calibrado con la concentracion
foliar de clorofila (R?=0,97; p<0,0001).

La evaluacion se realiz6 cada 2 horas, desde las 8:00 h hasta las 18:00 h y 48 horas después
del riego, para lo cual se utiliz6 un analizador infrarrojo de gases (IRGA, LCi-ADC,
Hoddesdon, Reino Unido). Los parametros evaluados fueron: fotosintesis neta (Py),
conductancia estomatica (gs), transpiracion (E), temperatura foliar (Tf), concentracion de
carbono interno (C;) y radiacién incidente (PPFD). El valor de PPFD indica la densidad del
flujo de fotones fotosintéticos. Se trabajé con las condiciones ambientales imperantes, de
manera que no se predetermind ningun parametro (temperatura, luz, CO,) en la cdmara de
medicion.

Se calcul6 la eficiencia de uso de la clorofila (EUCI), a través del cociente entre la P, y la
concentracion de clorofila foliar; la eficiencia de uso del agua (EUA), como el cociente
entre la P, y la E, y la eficiencia intrinseca de uso del agua (EUA;), mediante el cociente
entre laP,y la gs.

Bajo el efecto de estrategias de manejo sostenible del déficit de hierro. Con el objetivo
de evaluar el efecto de estrategias de manejo sostenible del déficit de hierro sobre el
intercambio gaseoso foliar del arandano, se midié este intercambio una vez iniciado el
experimento, es decir con las plantas sometidas a los tratamientos. A su vez, para analizar
la influencia de la presencia de fruta, se realizaron dos mediciones durante la temporada: a
inicios de cosecha (75% Blue stage), y una vez finalizada la misma. En ambas ocasiones, se
evalud 48 horas después del riego. En cada fecha se selecciond una planta representativa de
la UE, en la cual se marcé la primera hoja completamente expandida de un brote
representativo. Se utilizd un analizador infrarrojo de gases (IRGA, LCi-ADC, Londres,
Reino Unido). La evaluacion se realizo 4 veces en el dia, cada 2 horas, comenzando a las
9:30 h. Se aplico la misma metodologia de medicion descrita para el caso del intercambio
gaseoso foliar bajo condiciones de déficit de hierro.
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Concentracion foliar de clorofila

Se realiz6 una calibracion del indice SPAD, basada en la relacidon que existe entre éste y la
concentracion de clorofila en la hoja. Para ello, al inicio del experimento, se colectaron 25
hojas completamente expandidas, de la misma edad y con distinto grado visual de clorosis
(Apéndice 1, Figura 2). En cada hoja, se midio el indice SPAD y se le determind la
concentracion de clorofila a, clorofila b y clorofila total, segun el método de Wellburn
(1994). Con ello, se construy6 una curva para estimar la concentracion de clorofila total de
una hoja de arandano ‘Emerald’ en funcion de su indice SPAD.

Durante el receso invernal (Dormant or tight bud stage), se marcaron, en cada planta de la
UO, 2 yemas vegetativas ubicadas en lados opuestos de la planta, es decir que se trabajé
con 12 brotes por UE. La medicion se realiz6 cada 15 dias, desde que se observaron hojas
completamente expandidas en el 50% de los brotes (Shoot expansion stage) y hasta el final
de temporada (Fall color stage). Una vez finalizado el primer flujo de crecimiento (Shoot
tip set stage), se midid la ramificacion apical del brote, cuya aparicion marcé el inicio del
segundo flujo de crecimiento (Fruit bud set stage).

Para medir el indice SPAD se utiliz6 un chlorophyll meter portatil (SPAD Minolta 502,
Konica Minolta, Osaka, Japon), con el cual se midié la primera hoja completamente
expandida del brote. El valor se obtuvo del promedio de 4 lecturas realizadas en la hoja, 2 a
cada lado de la nervadura central.

Analisis estadistico

Para contemplar las fuentes de variacion independientes de los tratamientos, se utiliz6 un
disefio en cuadrado latino 5x5, considerando como fuente de variacion la pendiente (fila) y
la hilera (columna).

Se ajustaron modelos de regresion lineal para describir la variabilidad del intercambio
gaseoso foliar (Pn, gs, Ci), EUA y EUCI, en funcién del indice SPAD vy, a su vez, para
evaluar la relacién entre el indice SPAD vy la concentracion de clorofila foliar.

Se analizo si existian diferencias estadisticamente significativas, para todas las variables
evaluadas, bajo el marco tedrico de Modelos Lineales Mixtos.

Se ajusté un modelo mixto de andlisis de varianza para medidas repetidas en el tiempo del
indice SPAD y los componentes del intercambio gaseoso foliar (P, gs, E y Ty), tanto en la
comparacion de los grupos de clorosis como entre tratamientos. EI modelo incluyé bloques,
tratamientos, fecha (horario) de medicion e interaccion tratamiento*fecha (horario).

Para contemplar la correlacion temporal entre observaciones de una misma unidad
experimental, se evaluaron los modelos:
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- Modelo con efecto aleatorio de unidad experimental.
- Modelo con errores correlacionados sin especificar estructura de correlacion.
- Modelo con errores correlacionados segun una estructura de correlacion autoregresiva.

En el caso de existir varianzas heteroscedasticas, éstas fueron corregidas.

Para la determinacion de la bondad de ajuste de los modelos seleccionados, se valoraron los
criterios de seleccion “Akaike Information Criterion” (AIC) (Akaike, 1974) y “Bayesian
Information Criterion (BIC) (Schwarz, 1978; Yang, 2005). Para seleccionar modelos con
similares criterios de seleccion (AIC y BIC), se compararon los modelos con el test del
cociente de verosimilitud (LRT).

En caso de existir diferencias significativas entre los grupos de clorosis férrica o entre los
tratamientos, se utilizo la prueba de comparaciones multiples DGC (Di Rienzo et al., 2002)
(0=0,05) para las variables medidas en el tiempo, y la prueba de comparaciones multiples
LSD Fisher (0=0,05) para el resto.

La estimacion de los modelos se realiz6 utilizando la funcién glm y Ime de la libreria nime
de R (Pinheiro et al., 2014), mediante la interfaz del programa estadistico InfoStat version
2013 (Di Rienzo et al., 2013).
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RESULTADOS

Intercambio gaseoso foliar

Bajo condiciones de déeficit de hierro

La Pn, gs Y E alcanzaron su maximo valor con una PPFD cercana a los 1.200 pmol m?s™
(Figura 3A, B, C), lo que ocurrié a las 10:00 h (Figura 2). La T en cambio, tuvo el
méaximo con una PPFD de 1.400 pumol m?s? (Figura 3D), es decir a las 12:00 h (Figura 2).

Los resultados evidenciaron un efecto negativo progresivo de la clorosis férrica sobre el
intercambio gaseoso foliar. Asi, las plantas pertenecientes al grupo ‘sin clorosis’ alcanzaron
la mayor P,, gs ¥ E a lo largo del dia, mientras que las plantas con ‘clorosis intensa’
tuvieron los valores mas bajos en estos parametros (Figura 3A, B, C). La Ty, en cambio,
resulté mayor en las plantas con ‘clorosis intensa’ respecto de las plantas ‘sin clorosis’. Por
su parte, el grupo de plantas con ‘clorosis moderada’ registr6 valores intermedios en todos
las variables (Figura 3A, B, C, D). Las diferencias estadisticas entre grupos se observaron
unicamente entre las 10:00 y las 16:00 h, periodo en que la PPFD super6 los 1.000 pmol m’
25! (Figura 2).

A las 10:00 h, horario en que se observé la mayor intensidad de las variables, el grupo ‘sin
clorosis’ asimilé alrededor de 11 pmol CO3 m? s, mientras que las hojas con ‘clorosis
intensa’ no superaron los 7 pmol CO, m?s™ (Figura 3A). La g, fue de 0,17 mol H,O m?s™
para el grupo ‘sin clorosis’ y de 0,11 mol H,O m?s? para el grupo ‘clorosis intensa’
(Figura 3B). Por otro lado, las hojas ‘sin clorosis’ transpiraron 3 mol H,O m?s™, y el grupo
‘clorosis intensa’, 2,5 mol H,O m?s™ (Figura 3C).
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Figura 2. Evolucién diaria de la radiacién incidente (PPFD), en umol m?s™, el dia en que
se midid el intercambio gaseoso foliar en arandanos ‘Emerald’. Barras verticales

indican el error estandar.
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Figura 3. Evolucion diaria de la (A) fotosintesis neta; (B) conductancia estomatica; (C)
transpiracion y (D) temperatura foliar en arandanos ‘Emerald’ con distinta intensidad de
clorosis férrica. Medias ajustadas con letras diferentes en cada hora indican diferencias
significativas segtn la prueba DGC (p<0,05). Barras verticales indican el error estandar.
Interaccion tratamiento*hora significativa.

La intensidad de la clorosis férrica afectdé de manera progresiva la media diaria de la P,
(Figura 4A), gs (Figura 4B) y E (Figura 4C) de las hojas, debido a que los tres grupos
evaluados se diferenciaron significativamente entre si, siendo las hojas ‘sin clorosis’ las que
alcanzaron los mayores valores en estas variables. Luego le siguieron, con valores
intermedios, las hojas con ‘clorosis moderada’ y, finalmente, el grupo ‘clorosis intensa’,
que evidencid los valores mas bajos (Figura 4A, B, C). Asi, las hojas con ‘clorosis intensa’
manifestaron una media de la P,, gs y E un 44,8%, 50% y 37,8% menor, respectivamente,
que las hojas ‘sin clorosis’.

Por otro lado, se observd el comportamiento opuesto en el caso de la Ts (Figura 4D), la
EUCI (Figura 4E) y EUA; (Figura 4F). Asi, las hojas con ‘clorosis intensa’ alcanzaron los
valores mas altos en estas variables, diferenciandose estadisticamente de las hojas ‘sin
clorosis’ (Figura 4D, E, F). Por su parte, las hojas con ‘clorosis moderada’ tuvieron un
valor intermedio y, en el caso de las eficiencias, no se diferenciaron de las hojas ‘sin
clorosis’ (Figura 4D, E, F).
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Figura 4. Media diaria de la (A) fotosintesis neta; (B) conductancia estomatica; (C)
transpiracion; (D) temperatura foliar; (E) eficiencia de uso de la clorofila; (F) eficiencia
intrinseca de uso del agua en arandanos ‘Emerald’ con distinta intensidad de clorosis
férrica. Medias ajustadas con letras diferentes en cada barra indican diferencias
significativas segun la prueba LSD Fisher (p<0,05). Barras verticales indican el error
estandar.

En cuanto a las relaciones entre variables, la concentracion de clorofila foliar total se
relaciond positiva y significativamente con la P, (p<0,0001) y la gs (p<0,0001) (Figuras 5A,
B), mientras que se relacion6 negativa y significativamente con la C; (p=0,0014) (Figura
5C). Asi, a mayor concentracién de clorofila foliar total, mayor P, y gs, y menor Ci.

Por otro lado, se observd una relacion lineal y positiva entre la concentracion de clorofila
foliar total y la EUA (p=0,0024) (Figura 5D). Lo anterior indica que, a mayor
concentracion de clorofila foliar total, las hojas verdes asimilan mas CO, que las hojas
cloroticas, para la misma cantidad de agua transpirada.

Por su parte, la EUCI se relacion6 negativamente con la concentracion de clorofila foliar
(p<0,0001) (Figura 5E), por lo que las hojas verdes asimilan menos CO,, por unidad de
clorofila, que las clordticas.
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La EUCI se relaciond positivamente con la relacién clorofila a/b (p=0,0001) (Figura 5F), lo
que indica que una hoja clorética, con una mayor EUCI, tiene una mayor proporcion de
clorofila a respecto de la clorofila b.
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Figura 5. Media diaria de la (A) fotosintesis neta; (B) conductancia estomatica; (C) CO,
interno; (D) eficiencia de uso del agua y (E) eficiencia de uso de la clorofila como
funcién de la concentracion foliar de clorofila. (F) Eficiencia de uso de la clorofila
como funcion de la relacion clorofila a/b. Relaciones significativas (p<0,05).

La fotosintesis neta relativa (P,-rel) y la inversa de la eficiencia intrinseca de uso del agua
relativa (1/EUA;-rel), se relacionaron lineal, inversa y significativamente con la EUCI
(Figura 6). Asi, mientras mas clorética es una hoja, mayor es su eficiencia fotosintética por
unidad de clorofila, pero menor es su fotosintesis total y su requerimiento de apertura
estomatica para fijar una unidad de CO,. Asimismo, se observd que la Py-rel disminuy6
mas que la 1/EUA;-rel, puesto que la pendiente de su funcién es significativamente mayor
que la pendiente de 1/EUA-rel (Cuadro 2).
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Figura 6. Media diaria de la inversa de la eficiencia intrinseca de uso del agua relativa, y
fotosintesis neta relativa, como funcion de la eficiencia de uso de la clorofila, en
arandanos ‘Emerald’ con distinta intensidad de clorosis férrica. Relaciones
significativas (p<0,05).

Cuadro 2. Coeficientes y estadisticos asociados a la regresion lineal entre la eficiencia de
uso de la clorofila como variable independiente y la inversa de la eficiencia intrinseca
de uso del agua relativa, y fotosintesis neta relativa, como variables dependientes.

Variable Variable
) _ ) Pendiente Orde.nada LI (95%) LS (95%) R? p-valor
independiente  dependiente al origen

-1,37 -2,31 -0,42 0,0096

. 1/EUA; - rel 0,55
Eficiencia de uso 1,37 1,01 1,73 <0,0001
de la clorofila -3,23 -3,90 -2,55 <0,0001

P, - rel 0,93
1,91 1,65 2,16 <0,0001

Las hojas con ‘clorosis intensa’ evidenciaron una media diaria de 1/EUA;-rel
estadisticamente menor que las ‘hojas sin clorosis’, mientras que el grupo de ‘clorosis
moderada’ alcanz6 un valor intermedio, sin diferenciarse de ninguno de los otros grupos
(Figura 7A). Por otro lado, se observd el mismo comportamiento en el caso de P,-rel, la
cual disminuyd progresivamente a medida que aumentd la clorosis. De esta manera, los tres
grupos de clorosis se diferenciaron significativamente entre ellos, siendo las hojas ‘sin
clorosis’ las que alcanzaron la mayor Py-rel (Figura 7B).
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Figura 7. Media diaria de la (A) inversa de la eficiencia intrinseca de uso del agua relativa y
(B) fotosintesis neta relativa en arandanos ‘Emerald’ con distinta intensidad de clorosis
férrica. Medias ajustadas con letras diferentes en cada barra indican diferencias
significativas segun la prueba LSD Fisher (p<0,05). Barras verticales indican el error
estandar.

Bajo el efecto de estrategias de manejo sostenible del déficit de hierro

En la primera fecha de evaluacion, realizada al momento de cosecha (75% Blue stage), es
decir a los 66 dias después de inicios de brotacion (DDIB), los arandanos alcanzaron la
mayor P,, gs Yy E a las 9:30-10:30 h, y luego éstos parametros fueron disminuyendo a lo
largo del dia hasta obtener el menor valor a las 15:30-16:30 h (Figura 8A, B, C). Dicho
comportamiento fue similar para todos los tratamientos. La Tg, por su parte, alcanzd el
mayor valor a las 13:30-14:30 h (Figura 8D).

Temprano en la mafiana, es decir a las 9:30-10:30 h, las plantas tratadas con Fe-EDDHA
presentaron la mayor P, en comparacion con el resto de los tratamientos, mientras el testigo
y las plantas tratadas con sangre bovina evidenciaron los valores méas bajos. Por su parte,
las plantas asociadas con gramineas tuvieron valores de P, intermedios entre los
tratamientos descritos (Figura 8A). A partir de tal horario, no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos (Figura 8A).

Respecto de la gs, las estrategias de manejo sostenible modificaron tal variable durante el
dia. A las 9:30-10:30 h, la aplicacién de Fe-EDDHA y la asociacion con ambas gramineas
incrementaron la gs respecto de aquellas plantas tratadas con sangre bovina y las plantas
testigo (Figura 8B). Luego, a las 11:30-12:30 h, se mantuvo el comportamiento anterior
pero, en este caso, el Fe-EDDHA se diferencio estadisticamente de la asociacion con
gramineas. Luego, en los siguientes horarios, no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos (Figura 8B).

En el caso de la E se observo que, a las 9:30-10:30 h, las plantas tratadas con Fe-EDDHA y
aquellas en asociacion con ambas gramineas tuvieron los mayores valores, con diferencias
estadisticas respecto de las plantas tratadas con sangre bovina y las plantas testigo (Figura
8C). En el segundo vy tercer horario de medicion, el comportamiento anterior se mantuvo
pero no se observaron diferencias entre la aplicacion de Fe-EDDHA y la asociacion con
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gramineas. Luego, a las 15:30-16:30 h, no se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos (Figura 8C).

Por su parte, en el caso de la T, no hubo diferencias significativas entre tratamientos a lo
largo del dia (Figura 8D). La mayor T; se alcanzo a las 13:30-14:30 h, cuando varid entre
41,6'y 42,4 °C, y la PPFD fue cercana a los 1.900 umol m?s™ (Figura 9A).

En la segunda fecha de evaluacion, realizada una vez finalizada la cosecha (123 DDIB), el
comportamiento de los parametros evaluados fue similar en todos los tratamientos. De esta
manera, la mayor Pp, gs y E se observd a las 9:30-10:30 h, con un avance decreciente a lo
largo del dia, para alcanzar los valores mas bajos a las 15:30-16:30 h. Las diferencias
estadisticas entre tratamientos se observaron Unicamente en los tres primeros horarios
(Figura 8E, F, G). La T, por su parte, alcanz6 el mayor valor a las 13:30-14:30 h (Figura
8H). Respecto a la primera fecha de evaluacion, y considerando Unicamente el primer
horario de medicion, la P, disminuy6 un 15,5%, y la E, un 25,4%.

A las 9:30-10:30 h, todos los tratamientos alcanzaron una mayor P, que el testigo,
diferencidndose estadisticamente del mismo. EI mayor valor lo tuvieron las plantas tratadas
con Fe-EDDHA, seguidas de aquellas plantas bajo asociacién con gramineas Yy, luego, las
plantas tratadas con sangre bovina. Luego, a las 11:30-12:30 h, se mantuvo el
comportamiento anterior pero, en este caso, la aplicacion de Fe-EDDHA se diferencid de la
asociacion con gramineas y, por otro lado, la aplicacion de sangre bovina no se diferencio
del testigo (Figura 8E).

En el caso de la gs, el comportamiento de los tratamientos fue similar al de P,. Asi, a las
9:30-10:30 h, todos se diferenciaron estadisticamente de las plantas testigo, que tuvieron la
menor gs. La aplicacion de Fe-EDDHA vy la asociacion con Festuca rubra mostraron los
mayores valores, seguidos de la asociacion con Poa pratensis y, luego, de la aplicacion de
sangre bovina. En el segundo horario, se mantuvo el comportamiento anterior pero, en este
caso, las plantas tratadas con Fe-EDDHA se diferenciaron estadisticamente de las plantas
asociadas con gramineas Yy, por otro lado, las plantas tratadas con sangre bovina no se
diferenciaron de las plantas testigo (Figura 8F).

Respecto de la E, los tratamientos tuvieron el mismo comportamiento a lo largo del dia. La
mayor E la mostraron las plantas tratadas con Fe-EDDHA y aquellas en asociacion con
gramineas, con diferencias estadisticas respecto de las plantas tratadas con sangre bovina y
las plantas testigo (Figura 8G).

Por su parte, la T no evidencio diferencias significativas entre tratamientos en ninguno de
los horarios de medicion (Figura 8H), y el mayor valor se alcanzO, para todos los
tratamientos, a las 13:30-14:30 h, cuando vario entre 37,2 y 38,1°C, y la PPFD fue cercana
a los 2.000 pmol m?s™ (Figura 9B).
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Figura 8. Evolucion diaria de la (A; E) fotosintesis neta, (B; F) conductancia estomatica,
(C; Q) transpiracion y (D, H) temperatura foliar, en ardndanos ‘Emerald’ bajo distintos
tratamientos de correccion del déficit de hierro, a los 66 DDIB (A, B, C, D) y 123
DDIB (E, F, G, H). Medias ajustadas con letras diferentes cada hora indican diferencias
significativas segun la prueba DGC (p<0,05). Barras verticales indican el error estandar.
Interaccion tratamiento*hora significativa.
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Figura 9. Evolucién diaria de la radiacion incidente (PPFD), en umol m™s™, a los (A) 66
DDIB y (B) 123 DDIB, en arandanos ‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de
correccion del déficit de hierro. Barras verticales indican el error estandar.

Concentracion foliar de clorofila

La concentracion de clorofila total, por unidad de area foliar, se relaciond directa, lineal y
significativamente con el valor del indice SPAD, obtenido con el chlorophyll meter portétil
(Figura 10). Las hojas de arandano ‘Emerald’ completamente verdes arrojan un valor
minimo de indice SPAD de 45, lo que corresponde a 13,7 pg cm de clorofila foliar. En el
otro extremo, una hoja completamente clorética alcanza un indice SPAD cercano a 15,
correspondiente a una concentracion de 4,6 ug cm de clorofila foliar.

161 y=0,3039x +0,032
14 R2=1097

Congcentracion de clorofila (pug cm)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Indice SPAD

Figura 10. Concentracion foliar de clorofila, en hojas completamente expandidas de
arandano ‘Emerald’, en funcion del indice SPAD (p<0,0001).

Al inicio de la temporada, las plantas del ensayo presentaban un estado de clorosis similar,
dado que la concentracion foliar de clorofila en la primera fecha de medicion, la cual estuvo
entre 7,6 y 10,7 pug cm™, no presenté diferencias significativas entre los tratamientos. A
partir de los 71 DDIB, con 10 g de Fe-EDDHA 0 0,5 g de Fe aplicados para entonces, las
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plantas tratadas con Fe-EDDHA alcanzaron, secuencialmente, los mayores valores de
concentracion foliar de clorofila, en comparacion con los demas tratamientos (Figura 11).

En contraste, las plantas testigo y aquellas tratadas con sangre bovina obtuvieron la menor
concentracion foliar de clorofila durante toda la temporada, sin diferencias significativas
entre ellas en la mayoria de las fechas evaluadas, y localizandose la aplicacion de sangre
bovina por debajo del testigo a partir de los 85 dias DDIB, es decir, con un total de 60 g de
sangre bovina o 160,5 mg de Fe aplicados para entonces, situacion que se revirtié al final
de la temporada, a los 211 DDIB (Figura 11). Por su parte, la asociacion con especies
gramineas increment6 la concentracion foliar de clorofila respecto del testigo durante toda
la temporada. En tal contexto, las plantas asociadas con Festuca rubra registraron mayores
valores que aquellas asociadas con Poa pratensis, diferencidndose significativamente entre
ellas desde los 85 DDIB hasta el final de la temporada (Figura 11).

Al final del experimento, la aplicacién de Fe-EDDHA fue el tratamiento que mas
increment6 la concentracion foliar de clorofila, la cual fue de 15,2 pg cm™ En orden
decreciente, le siguié la asociacién con Festuca rubra, luego la asociacién con Poa
pratensis, la aplicacion de sangre bovina y, finalmente, el testigo, con concentraciones de
11,7; 10,6; 8,2 y 6,5 pg cm™, respectivamente (Figura 11). De esta manera, al final de la
temporada, las plantas testigo tuvieron una concentracion foliar de clorofila 57,4% menor
que las plantas tratadas con quelato Fe-EDDHA, 44,9% menor que aquellas asociadas con
Festuca rubra, 38,9% menor que las asociadas con Poa pratensis y 20,9% menor que la
plantas tratadas con sangre bovina.

—{1-Testigo ——Quelato Fe-EDDHA ——Sangre bovina —-Poa pratensis ——Festuca rubra
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Figura 11. Evolucion del indice SPAD vy la concentracion foliar de clorofila, durante la
temporada, en arandanos ‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de correccion del
déficit de hierro. Medias ajustadas con letras diferentes cada fecha indican diferencias
significativas segun la prueba DGC (p<0,05). Barras verticales indican error estandar.
Interaccion tratamiento*dia significativa (p<0,0001).
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DISCUSION

El déficit de hierro (Fe) causé una disminucion de la P, en el arandano, tal como ha sido
reportado para remolacha (Rombola et al., 2005; Larbi et al., 2006), peral (Larbi et al.,
2006), duraznero (Larbi et al., 2006; Eichert et al., 2010) y vid (Bertamini y
Nedunchezhian, 2005), entre otras especies. Esta disminucion fue proporcional a la
intensidad de clorosis, es decir, se observd una menor P, mientras mayor era el grado de
clorosis, siendo la P,, media diaria de las hojas con ‘clorosis intensa’ un 44,8% menor a las
hojas ‘sin clorosis’, lo que se atribuye al hecho de que el Fe no sélo participa en la sintesis
de la clorofila sino que forma parte de las ferredoxinas y citocromos (Taiz y Zeiger, 2010;
Broadley et al., 2011).

Debido a que el comportamiento estomatico estd intimamente relacionado con el proceso
fotosintético (Shimshi, 1967), la gs evidencio el mismo comportamiento que la Py, es decir
que disminuy6 progresivamente frente a una mayor intensidad de clorosis, siendo la gs
media diaria de las hojas con ‘clorosis intensa’ un 50% menor a las hojas ‘sin clorosis’; esto
se asemeja a lo encontrado en maiz, trigo, remolacha (Shimshi, 1967), vid (Bertamini y
Nedunchezhian, 2005), peral (Larbi et al., 2006; Fernandez et al., 2008) y duraznero (Larbi
et al., 2006; Fernandez et al., 2008; Eichert et al., 2010). Al respecto, se ha reportado la
incapacidad parcial o total de apertura estomatica cuando el mesdfilo carece de clorofila
(Shimshi, 1967), puesto que el déficit de Fe afecta no solo la diferenciacion estomatica y la
longitud del poro estomético (Fernandez et al., 2008; Covarrubias et al., 2014), sino
también el desarrollo foliar, al disminuir la expansion de las células de guarda y
epidérmicas (Maldonado-Torres et al., 2006).

Por otro lado, ha sido sefialado que, en ausencia de estrés hidrico, la apertura estomatica
estd determinada por la intensidad de luz y el consumo del CO, presente en el mesofilo
(Ketellapper, 1963). Debido a que las plantas estaban expuestas a la misma radiacion, el
comportamiento de la gs estuvo influenciado por la C;. En el presente estudio, la C; aument6
progresivamente con la intensidad de clorosis férrica, comportandose de manera opuesta a
la gs (Apéndice I, Figura 4), y resultando un 21,7% mayor en las hojas con ‘clorosis
intensa’ respecto de las hojas ‘sin clorosis’. En este sentido, si bien la C; esta influenciada
por la gs, que determina cuanto ingresa, también depende de la P,, que determina cuanto se
utiliza (Farquhar y Sharkey, 1982), por lo que una menor fotosintesis conduce a la
acumulacién de la Cj, tal como han reportado Rombola et al. (2005), Larbi et al. (2006),
Duan et al. (2008) y Eichert et al. (2010). Asi, podria inferirse que, en este ensayo, la C;
estuvo mas afectado por la P, que por la gs, dado que se relaciondé de manera lineal y
negativa con la concentracion de clorofila foliar, mientras que la P, y la gs se relacionaron
positivamente con la misma.

De esta manera, dado que la C; representa una medida de la disponibilidad del sustrato
primario para la fotosintesis y, por lo tanto, un pardmetro que determina la limitacion
enzimatica del proceso (Sharkey et al., 2007), la disminucion de la Py, bajo condiciones de
déficit de Fe, estaria causada, principalmente, por una limitante no estomatica, puesto que,
si bien en una hoja clordtica el ingreso de CO, es menor, dada la menor gs, la C; presente es
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mayor, porque el sustrato disponible no es utilizado. Esto sugiere que, tal como ha sido
reportado, el deficit de Fe reduciria la actividad de carboxilacion de la enzima Rubisco,
puesto que las dos subunidades de la enzima (LSU y SSU), como sus ARNm, se relacionan
linealmente con la concentracion de clorofila foliar (Chen et al., 2004; Rombola et al.,
2005; Larbi et al., 2006), por lo cual el déficit de Fe conduciria a una menor expresion de
genes (Winder y Nishio, 1995). Al respecto, se ha observado una disminucion severa en la
actividad de la enzima Rubisco en plantas de maiz (Stocking, 1975), remolacha (Taylor y
Terry, 1986), peral y duraznero (Larbi et al., 2006) deficientes en Fe.

En este sentido, lo que contribuiria a corroborar que la limitante es de indole no estomatica,
y que, asimismo, esta asociada a la fase oscura de la fotosintesis, es el hecho de que por
cada unidad de aumento en el grado de clorosis (o lo que es igual, por cada unidad de
disminucion en la concentracion foliar de clorofila), la P, se reduzca mas (dada una mayor
pendiente negativa en su funcion) que la inversa de la EUA; (L/EUA)), es decir, que el
requerimiento de gs necesaria para fijar una unidad de CO,. Asi, si bien una hoja cloroética
necesita una menor apertura de los estomas para fijar una unidad de CO,, en comparacion
con una hoja verde, la P, que puede realizar es menor, conduciendo a la acumulacion del
CO, que ingresa y sugiriendo, asi, que la Rubisco, o alguna otra enzima del ciclo de Calvin,
se encuentra afectada por el déficit de Fe. No obstante lo anterior, dado que el valor de C;es
estimado asumiendo que no existen cambios en la conductancia del meséfilo (gm), no se
puede descartar que las diferencias en la C; hayan sido causadas por diferencias en la gm, y
no por una diferencia en la cinética de carboxilacién propiamente tal (Flexas et al., 2008).
Por lo tanto, en un futuro ensayo, deberia evaluarse la actividad de las enzimas mas
importantes de la fase oscura de la fotosintesis, para confirmar o rechazar la hip6tesis
planteada.

Por su parte, la E también resulté menor a medida que la clorosis fue mayor, de manera
que, a lo largo del dia, la E media de las hojas con ‘clorosis intensa’ fue un 38,7% menor
que las hojas ‘sin clorosis’, coincidiendo con lo observado en remolacha (Larbi et al.,
2006), duraznero (Larbi et al., 2006; Eichert et al., 2010), peral (Larbi et al., 2006;
Fernandez et al., 2008) y vid (Bertamini y Nedunchezhian, 2005). Dado que los arandanos
no estaban bajo restriccion hidrica, y que se encontraban expuestos al mismo déficit de
presidn de vapor e intensidad de radiacién, es muy probable que la E estuviera modulada
por la gs, puesto que estas variables se relacionan positivamente (Duan et al., 2008). A su
vez, se ha reportado que el déficit de Fe reduce el peso de la cuticula abaxial (Fernandez et
al., 2008) y limita la produccién y acumulacién de lipidos solubles en la cuticula (Abadia et
al., 1988; Abadia, 1992; Monge et al., 1993; Fernandez et al., 2008), los cuales determinan
la resistencia de la hoja a la pérdida de agua (Holloway, 1969), por lo que una menor
cantidad de ceras intra-cuticulares aumenta la susceptibilidad a la deshidratacion, debido al
menor grado de hidratacion cuticular (Fernandez et al., 2008). Como consecuencia, las
hojas ‘sin clorosis’ resultaron mas eficientes en el uso del agua que las hojas con ‘clorosis
intensa’, dado que la concentracion de clorofila foliar se relacioné de manera lineal y
positiva con la EUA, tal como ha sido reportado por otros autores (Anderson, 1984; Larbi
et al., 2004; Rombola et al., 2005; Larbi et al., 2006; Eichert et al., 2010). Al respecto, las
causas por las que una hoja clorotica disminuye su EUA aun no se comprenden por
completo, pero hay evidencia que sugiere que esto se debe, por un lado, a una mayor tasa
de E cuticular y, por el otro, a una menor regulacion estomatica (Eichert et al., 2010).
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Segun Anderson (1984), si bien la clorosis férrica afecta el comportamiento de los estomas,
factores de indole cuticular mas que estomaético serian los responsables de una pérdida de
agua mas pronunciada en las hojas cloroticas.

En este sentido, una disminucion en la E conduce a un aumento de la T¢ (Duan et al., 2008),
dado que la transpiracion es el principal mecanismo de refrigeracion foliar (Sanchez de
Miguel et al., 2009). Asi, durante la mayor parte del dia, la T+ se comportd6 de manera
inversa a la E, resultando mayor la T; de las hojas con ‘clorosis intensa’ respecto de las
hojas ‘sin clorosis’. Duan et al. (2008) sostienen que, cuando la T; supera el optimo, se
producen dafios irreversibles en los cloroplastos, debido a la produccion de oxigeno
singlete y al consecuente incremento de especies reactivas de oxigeno, como el superdxido
y el peroxido de hidrogeno; este fendmeno es conocido como ‘fotooxidacion’ (Asada,
1999). De esta manera, las hojas con ‘clorosis intensa’ son mas propensas a sufrir dafios
fotooxidativos, lo que explica que, bajo condiciones de déficit de Fe, se produzca un
incremento en la concentracion de las xantofilas (Morales et al., 1994; Abadia et al., 1999;
Soldatini et al., 2000), las que constituyen el principal mecanismo de defensa contra la
fotooxidacion (Demming-Adams y Adams, 1996; Niyogi, 1999; Formaggio et al., 2001;
Polivka et al., 2002). Sumado a ello, si la T¢ supera el 6ptimo, la fotosintesis se ve reducida
(Zufferey et al., 2000; Hendrickson et al., 2004), debido a la inhibicién del fotosistema II
(PSII), por ser el componente térmicamente méas labil en la cadena transportadora de
electrones (Quinn y Williams, 1985; Havaux y Tardy, 1996; Havaux et al., 1996). No
obstante, esta inhibicién se produce una vez que la T; supera los 40°C (Havaux, 1993;
Alkhatib y Paulsen, 1999), mientras que la enzima Rubisco se desactiva a temperaturas
menores (Feller, Crafts-Brandner y Salvucci, 1998), por la pérdida de actividad de la
Rubisco activasa (Crafts-Brandner y Salvucci, 2000; Salvucci et al., 2001). Asi, la
desactivacion de la Rubisco seria la principal limitacion para la fotosintesis bajo altas
temperaturas (Crafts-Brandner y Salvucci, 2000).

En base a lo anteriormente expuesto, el déficit de Fe disminuiria la P, debido a su activa
participacion en numerosos puntos del proceso fotosintético, dentro de los cuales destacan
la sintesis de la clorofila y la actividad de la enzima Rubisco. En este Gltimo caso, el déficit
de Fe afectaria la enzima en dos sentidos: por un lado en forma directa, al reducir la
expresion de genes que codifican para su sintesis y, por el otro, en forma indirecta, dado
que esta menor cantidad de Rubisco conduce a la acumulacion de la C;, con el consecuente
cierre de los estomas y disminucion de la gs, lo que lleva a una menor E. Esto ocasiona un
aumento de la T¢ v, asi, al superarse el 6ptimo, se pierde la actividad de la Rubisco activasa,
disminuyendo, aun mas, la cantidad de Rubisco presente.

Por otro lado, el indice SPAD se relaciond lineal, positiva y significativamente con la
concentracion foliar de clorofila, por lo que constituye una alternativa idonea para evaluar
el grado de clorosis de una hoja (Peryea y Kammereck, 1997). Al respecto, Pestana et al.
(2003) afirman que el indice SPAD es el mejor indicador del estado nutricional férrico,
coincidiendo con Alvarez-Fernandez et al. (2005), quienes sostienen que la intensidad del
color verde de las hojas es la caracteristica mas sensible de la planta frente al déficit de Fe.

En este sentido, los resultados evidenciaron una marcada diferencia en la intensidad de
verde de las hojas entre las plantas tratadas con Fe-EDDHA y los demas tratamientos, en
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particular con el testigo. Esto indica que la aplicacion de Fe-EDDHA resultd ser un
tratamiento eficaz en la correccion de la clorosis férrica del arandano, al igual que ha sido
demostrado para otras especies frutales, tales como vid (Covarrubias et al., 2014; Smith y
Cheng, 2006), peral (Tagliavini et al., 2000), duraznero (Alvarez-Fernandez et al., 2005),
citricos (Huang et al., 2012), kiwi (Loupassaki et al., 1995), olivo (Fernandez-Escobar et
al., 1993) y palto (Gregoriou et al., 1983). Por su parte, los ardndanos asociados con ambas
gramineas mostraron una concentracion de clorofila foliar inferior a la del Fe-EDDHA,
pero significativamente superior a la del testigo, por lo cual la asociacion con gramineas
representaria una alternativa eficaz para la correccion de la clorosis férrica. Resultados
similares han sido reportados por otros autores para el caso del mani (Arachis hypogaea L.)
asociado con maiz (Zuo et al., 2000; Inal et al., 2007; Zuo y Zhang, 2008), trigo, cebada y
avena (Zuo y Zhang, 2008), citricos asociados con Festuca ovina, Festuca rubra, Poa
nemoralis (Ammari y Rombola, 2008) y Poa pratensis (Cesco et al., 2006), y vid asociada
con Festuca rubra (Covarrubias et al., 2014).

En el presente estudio, la Festuca rubra result6 mas eficaz que la Poa pratensis en el
control de la clorosis férrica; si bien esto coincide con Ammari y Rombola (2008), difiere
de Cesco et al. (2006). Al respecto, se ha sefialado que, en sistemas con asociacion de
especies, la correccion del déficit de Fe depende de la eficacia de las gramineas utilizadas
para liberar compuestos fitosider6foros (Ammari y Rombola, 2008). De hecho, existe una
estrecha relacion entre la resistencia de una especie graminea al déficit de Fe y su
capacidad para exudar fitosider6foros (Marschner et al., 1986; Kawai et al., 1988). Esta
relacién varia entre las distintas especies (Romheld y Marschner, 1990; Onyezili y Ross,
1993) e, incluso, entre los distintos genotipos de una misma especie (Brown y Jolley, 1989;
Bernards et al., 2002). En este sentido, Ammari y Rombola (2008) obervaron una mayor
eficacia de la Festuca sp. en comparacion con la Poa sp., asociadas a citricos (citrumelo
‘Swingle’), lo que puede atribuirse, por un lado, a su mayor tasa de liberacion de
fitosideréforos (Ammari y Rombola, 2008) y, por el otro, a que su principal fitosideréforo
exudado es el acido 2’-deoximugineico (DMA) (Ma et al., 2003), el cual es capaz de
solubilizar el Fe con alta especificidad y, asi, la eficacia como quelante es mayor que la de
otros fitosider6foros (Ma y Nomoto, 1996).

Es importante destacar que el efecto de la asociacion con gramineas sobre la clorosis férrica
de las plantas se observé en la primera temporada desde la siembra, de la misma manera
que reportaron Covarrubias et al. (2014); de esta manera, el intercalado del cultivo con
especies gramineas constituiria no sélo una alternativa eficaz sino también eficiente para el
control del deficit de Fe. Por lo tanto, en un futuro ensayo podrian evaluarse otras
gramineas, tanto nativas como introducidas, con el fin de comparar su eficacia y
comportamiento en el control de la clorosis férrica, asi como sus efectos a largo plazo sobre
el cultivo principal.

En el caso de la aplicacion de sangre bovina, este tratamiento no resulté eficaz para mejorar
la clorosis férrica de las plantas, dado que éstas evidenciaron una concentracion de clorofila
foliar inferior a las plantas testigo durante gran parte de la temporada. No obstante, no debe
descartarse esta estrategia como una posible alternativa sostenible para controlar el déficit
de Fe, puesto que su eficacia ha sido demostrada en especies frutales como vid (Tessarin et
al., 2013) y peral (Tagliavini et al., 2000; Sorrenti et al., 2012) y, ademas, porque es posible
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que el resultado negativo en este ensayo sea consecuencia de una intoxicacion temporal de
las plantas por exceso de nitrogeno. Esta hipétesis se basa en tres hechos: (1) se utiliz6 una
dosis de aplicacién mayor a la recomendada en la literatura (Tagliavini et al., 2000; L6pez-
Rayo et al., 2015); (2) ademas de la fertilizacion nitrogenada realizada por el huerto, las
plantas tratadas con sangre bovina recibieron un aporte adicional de nitrégeno, dada la
formulacién del producto (Apéndice 11, Cuadro 2), el cual fue de 14 g/planta en total, es
decir, méas de la mitad de lo que necesita una planta de arandano de esa edad, que son 25,5
g de nitrégeno por temporada (Retamales y Hancock, 2012a), por lo que es posible que se
haya superado la cantidad requerida por las plantas; (3) algunos de los sintomas tipicos de
una dosis elevada de nitrégeno, tales como clorosis foliar y necrosis del borde de las hojas
(Hawkesford et al.,, 2011), se observaron en las plantas tratadas con sangre bovina
(Apéndice I, Foto 4). Por lo tanto, en una futura investigacion deberia evaluarse
nuevamente esta estrategia, ajustando la dosis y frecuencia de aplicacion, de manera de
encontrar la condicion que corrija el déficit de Fe en el arandano ‘Emerald’.

Por otro lado, al evaluar el efecto de los distintos tratamientos de control del déficit de Fe
sobre el intercambio gaseoso foliar del arandano ‘Emerald’, los resultados estuvieron
acorde a lo explicado anteriormente. Las tasas de P, gs y E fueron mayores en los
tratamientos que, al momento de las evaluaciones, tenian una mayor concentracion foliar de
clorofila. De esta manera, se observo que, en las primeras horas de la mafiana, las tasas de
Pn, gs ¥ E fueron ampliamente mayores en las plantas tratadas con Fe-EDDHA que en las
plantas testigo, lo que coincide con Smith y Cheng (2006) y difiere de Covarrubias et al.
(2014). Por su parte, las plantas asociadas con ambas gramineas alcanzaron tasas menores
de Py, gs y E respecto de las tratadas con Fe-EDDHA, pero mayores en comparacion con las
plantas testigo, al igual que observaron Covarrubias et al. (2014). En este sentido, se ha
reportado que la disminucién lineal de la P, con la concentracion foliar de clorofila estaria
asociada a una reduccién de la capacidad fotoquimica, debida a un menor numero de
centros de reaccion en el fotosistema | y de transportadores de electrones (Spiller y Terry,
1980), llevando a un menor numero de unidades fotosintéticas, por unidad de area foliar, y
no a un cambio en el tamafio de la unidad fotosintética (Terry, 1980).

Las plantas tratadas con sangre bovina también mostraron una tasa de P, gs y E mayor que
las plantas testigo, pero menor que las plantas bajo asociacion con gramineas. Esto
contribuiria a la hipotesis de que la aplicacion de sangre bovina caus6 una intoxicacion por
exceso de nitrogeno, puesto que se han reportado disminuciones de la P, cuando las plantas
crecen bajo un excesivo nivel de este nutriente (Evans, 1989; Toth et al., 2002). A pesar de
ello, las plantas tratadas con sangre bovina tuvieron un mayor crecimiento vegetativo que el
resto debido, entre otros parametros, al aumento del area foliar (Capitulo I11). Por lo tanto,
si bien estas plantas fijaron menos carbono por unidad de area foliar, debido a la menor
cantidad de unidades fotosintéticas, se podria especular que la fijacion total de carbono, a
nivel de planta, haya sido similar a la fijacion de las plantas tratadas con Fe-EDDHA, como
consecuencia de la mayor area foliar.

En este punto, es importante mencionar que la EUCI se relacion6 de manera negativa y
significativa con la concentracion foliar de clorofila, es decir, las hojas cloroticas fijan mas
carbono, por unidad de clorofila, que las hojas verdes. Al respecto, diversos autores han
sefialado que el déficit de Fe conduce a un aumento en la relacion clorofila a/b (Keller y
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Koch, 1964; Naik y Joshi, 1979), debido a la fotodestruccion preferencial de la clorofila b
en las hojas cloréticas (Diez, 1959, citado por Terry y Abadia, 1986). Asi, plantas carentes
de Fe tienen una mayor cantidad de clorofila ubicada en los complejos centros de reaccién
y menos clorofila ubicada en la antena colectora, por lo cual poseen un transporte de
electrones mas eficiente por unidad de clorofila (Terry y Abadia, 1986).

A pesar de que, en ambas fechas de evaluacion, el comportamiento de los tratamientos y las
diferencias entre ellos fueron similares, se encontraron diferencias en la intensidad de los
parametros evaluados entre las dos fechas. En el caso de la Py, se observo una disminucién
del 15,5% en la segunda fecha respecto de la primera. Dado que la intensidad de radiacion
no varié drasticamente entre ambas fechas, la principal diferencia radicé en la presencia de
la fruta en las plantas. En este sentido, ha sido mencionado el papel de los frutos como
principal sumidero de fotoasimilados de una planta (Avery, 1975, citado por DeJong, 1986;
Chalmers et al., 1975; Crews et al., 1975; Monselise y Lenz, 1980; Pavel y Dejong, 1993),
lo que justificaria que la tasa fotosintética sea mayor cuando los frutos se encuentran
presentes. Esta disminucion en la P,, una vez que los frutos han sido recolectados, se ha
observado, también, en arandano alto ‘Brigitta’ (Jorquera-Fontena et al., 2014; 2016),
manzano (Gucci et al., 1995), duraznero (Li et al., 2005) y citricos (Iglesias et al., 2002;
Syvertsen et al., 2003).

Es importante destacar que, si bien el déficit de Fe modifico las variables del intercambio
gaseoso foliar evaluadas, las cuales fueron progresivamente menores mientras mayor fue el
déficit, no se observaron cambios en el patron diario de estos pardmetros. Es posible que
esto se deba a que el comportamiento fotosintético estd fuertemente vinculado con la
especie; de hecho, Tromp (2005) afirma que si bien la fotosintesis depende de las
condiciones ambientales, hidricas y nutricionales, ésta se encuentra principalmente
influenciada por el componente genético. En este sentido, de los resultados también se
desprende que, en el caso particular del arandano ‘Emerald’, las mayores tasas de Py, gs Y E
se alcanzan en las primeras horas de la mafiana, alrededor de las 10:00 h, cuando el PPFD
ronda los 1300-1500 umol m? s, luego de lo cual, se observa una clara disminucion de
estos parametros, a medida que la PPFD y la Tf aumentan. Este comportamiento se justifica
por ser el ardndano una especie de sotobosque (Gough, 1994) y, como tal, estar adaptada a
bajas intensidades de radiacion directa, al encontrarse expuesta, en forma mayoritaria, a la
radiacion difusa (Retamales y Hancock, 2012b).

En consecuencia, el sombreamiento parcial de las plantas podria conducir a mejorar la tasa
fotosintética, debido a una menor E y, por ende, a una mayor gs a lo largo del dia. Si bien
esto se ha evaluado anteriormente (Retamales et al., 2006; Lobos, 2008; Romero, 2011), en
ninguno de esos casos se trabajé con plantas clordticas. Por lo tanto, y en vistas de
optimizar la productividad del arandano ‘Emerald’ cultivado en la zona central de Chile, en
una futura investigacion resultaria interesante evaluar el impacto de mallas de sombra sobre
el intercambio gaseoso foliar de estas plantas cloréticas, asi como su efecto sobre la
produccion y calidad de fruta.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en que se llevé a cabo este estudio, se concluye que:

El arandano ‘Emerald’ realiza el mayor intercambio gaseoso foliar durante las primeras
horas de la mafiana.

La clorosis férrica modifica el intercambio gaseoso foliar en ardndanos ‘Emerald’,
disminuyéndolo progresivamente mientras mayor es su intensidad.

La menor fotosintesis neta de las hojas cloréticas en ardndanos ‘Emerald’ se produce,
probablemente, como consecuencia de una limitante enzimatica.

La clorosis férrica disminuye la eficiencia de uso del agua, pero aumenta la eficiencia de
uso de la clorofila y la eficiencia intrinseca de uso del agua en arandanos ‘Emerald’.

El indice SPAD representa una herramienta util e idénea para evaluar y cuantificar la
severidad de la clorosis férrica en arandanos ‘Emerald’, al relacionarse positiva y
significativamente con la concentracidon foliar de clorofila.

La aplicacion de quelato Fe-EDDHA incrementa sustancialmente la concentracion de
clorofila foliar en arandanos ‘Emerald’, controlando, en forma notoria, la clorosis férrica en
esta especie y favoreciendo el intercambio gaseoso foliar.

La asociacién con las especies gramineas Festuca rubra y Poa pratensis aumenta la
concentracion de clorofila foliar en arandanos ‘Emerald’, por lo cual constituye una
alternativa sostenible eficaz para controlar la clorosis férrica en esta especie, incrementando
el intercambio gaseoso foliar.

La aplicacion de un compuesto derivado de sangre animal no aumenta la concentracién de
clorofila foliar en arandanos ‘Emerald’, por lo cual no representa una técnica eficaz para el
manejo de la clorosis férrica en esta especie, sin ejercer un efecto positivo en el intercambio
gaseoso foliar.
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Foto 1. (A) Sintomas de clorosis férrica en planta de arandano ‘Emerald’ al inicio del
exprimento. (B) Clorosis férrica en un brote apical. Las fotografias fueron tomadas en
febrero de 2014.

Foto 2. (A) Aplicacion manual de las soluciones de Fe-EDDHA y formulado a base de
sangre bovina a plantas de ardndano ‘Emerald’. (B) Detalle de la planta una vez
realizada la aplicacion.

Foto 3. Asociacion del arandano ‘Emel-’A con especies raml’neas. (A) Poa prantesis L.
(B) Festuca rubra spp. rubra L.
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Figura 1. Esquema del disefio experimental del ensayo. Asignacion de tratamientos.
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Figura 2. Indice SPAD de las hojas utlllzadas para la curva de calibracién del chlorophyll
meter portatil.
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Figura 3. Rango de indice SPAD de las hojas usadas para la caracterizacion del intercambio
gaseoso foliar del arandano ‘Emerald’ bajo condiciones de déficit de hierro.
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Figura 4. (A) Fotosintesis neta y (B) CO, interno, como funcién de la conductancia
estomatica, en arandanos ‘Emerald’ con distinta intensidad de clorosis férrica.
Relaciones significativas (p<0,05).
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CAPITULO IlI: EFECTO DE TECNICAS DE MANEJO SOSTENIBLE DEL
DEFICIT DE HIERRO EN EL CRECIMIENTO VEGETATIVO DE ARANDANOS
‘EMERALD’

RESUMEN

El déficit de hierro es un problema nutricional comudn en suelos calcareos y alcalinos,
resultando particularmente perjudicial para las especies calcifugas, como el arandano alto,
el cual ve afectadas su longevidad y productividad, crecimiento de raices y brotes, y
rendimiento y calidad de baya. Las técnicas de manejo tradicionales se basan en
aplicaciones repetidas de quelatos de hierro y/o &cidos fuertes, las cuales implican altos
costos, y riesgos ambientales y de salud. Como consecuencia, se evaluaron dos técnicas de
manejo sostenible: (1) aplicacion de un formulado a base de sangre bovina y (2) asociacion
del cultivo con especies gramineas, siendo elegidas Festuca rubra rubra y Poa pratensis.

Con el objetivo de estudiar el efecto de estas técnicas en el crecimiento vegetativo del
arandano ‘Emerald’, se utilizd un disefio en cuadrado latino, con 5 tratamientos (testigo,
quelato Fe-EDDHA, sangre bovina, Festuca rubra rubra, Poa pratensis) y 5 repeticiones.
Se midio radiacion interceptada (PAR;), area foliar, longitud de los brotes de primavera,
namero y longitud de cafias de verano, y nimero y longitud de sus ramificaciones.
Asimismo, se evaluo el estado nutricional de las plantas mediante un analisis foliar. Por
otro lado, se cuantificd la biomasa seca aérea de las dos especies gramineas, asi como su
consumo de nitrogeno, fosforo y potasio.

La aplicacion de sangre bovina condujo a un incremento del area foliar, longitud de los
brotes y de las ramificaciones de cafias. Asimismo, aumentd la concentracién foliar de
nitrégeno. En contraste, la asociacion con Festuca rubra disminuyo la longitud de brotes, el
namero de cafias y la concentracién foliar de nitrogeno, fésforo y potasio. Por su parte, la
asociacion con Poa pratensis no modifico sustancialmente el crecimiento vegetativo, pero
aumento el area foliar de las plantas durante la temporada. Estos resultados sugieren que la
aplicacion de sangre bovina favorece el crecimiento vegetativo del ardndano, posiblemente
por el nitrégeno presente en su composicién, mientras que la asociacion con especies
gramineas afecta en forma negativa algunos de estos componentes, dada la competencia
ejercida por el agua y los nutrientes disponibles. En este sentido, la Festuca rubra fue
identificada como una especie mas demandante y competitiva que la Poa pratensis, no solo
por su mayor consumo de nitrogeno, fosforo y potasio sino también por su mayor
produccion de biomasa aérea durante toda la temporada.

Palabras clave: asociacion con gramineas, brotes de primavera, cafias de verano, clorosis
férrica, sangre bovina, Vaccinium corymbosum
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ABSTRACT

Iron deficiency is a common nutritional problem in calcareous and alkaline soils, being
particularly harmful to calcifuges species such as highbush blueberry, being affected its
longevity and productivity, root and shoot growth, and berry yield and quality. Traditional
techniques are based on repeated applications of iron chelates and strong acids, which
implies high costs and environmental and health risks. As a consequence, two sustainable
techniques were evaluated: (1) application of a bovine blood meal compound and (2)
intercropping with graminaceous species, being selected Festuca rubra rubra and Poa
pratensis.

In order to study the effect of these techniques in vegetative growth of 'Emerald' blueberry,
a latin square design was used, with 5 treatments (control, Fe-EDDHA chelate, bovine
blood meal, Festuca rubra rubra, Poa pratensis) and 5 replicates. Intercepted radiation
(PAR)), leaf area, spring shoots length, number and length of summer canes, and number
and length of its branches were measured. In addition, the nutritional status of the plants
was evaluated by foliar analysis. Furthermore, the aerial dry biomass of both graminaceous
species and their consumption of nitrogen, phosphorus and potassium were quantified.

The application of bovine blood meal led to an increase of leaf area, spring shoots length
and laterals of summer canes length. It also increased the foliar concentration of nitrogen.
In contrast, intercropping with Festuca rubra decreased spring shoot length, summer canes
number and foliar concentration of nitrogen, phosphorus and potassium, while
intercropping with Poa pratensis increased leaf area during the season. These results
suggest that the application of bovine blood meal improves vegetative growth of blueberry,
possibly by the nitrogen present in its composition, while intercropping with graminaceous
species affects some of these components due to the competition for available water and
nutrients. In this sense, Festuca rubra was identified to be a more demanding and
competitive specie than Poa pratensis, not only because its higher consumption of nitrogen,
phosphorus and potassium but also for its greater biomass production throughout the
season.

Keywords: intercropping with graminaceous, spring shoots, summer canes, iron chlorosis,
bovine blood meal, Vaccinium corymbosum
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INTRODUCCION

Las plantas que crecen en el campo se encuentran, a menudo, expuestas a diferentes
condiciones ambientales adversas, las cuales afectan su metabolismo y crecimiento,
conduciendo, asi, a un menor rendimiento (Dubey, 1997). Entre ellas, el déficit de hierro
(Fe) es uno de los principales problemas nutricionales que deben enfrentar numerosas
especies que son cultivadas en suelos calcareos y alcalinos (Gruber y Kosegarten, 2002)
donde, debido al alto contenido de bicarbonatos (HCOs3'), el Fe presente es normalmente
precipitado hacia formas insolubles, volviéndose poco disponible para las raices de las
plantas (Lindsay y Schwab, 1982). De esta manera, altas concentraciones de HCO3 en la
solucion del suelo se han asociado con el déficit de Fe en el campo (White y Robson,
1990), el cual es particularmente importante en especies frutales por causar disminuciones
en el crecimiento vegetativo, pérdidas de rendimiento y calidad, y una menor longevidad de
los huertos (Alvarez-Fernandez et al., 2006; Rombola y Tagliavini, 2006). En este sentido,
el ardndano se ve especialmente afectado cuando se lo cultiva en estos suelos, dada su
condicion de especie calcifuga (Mengel et al., 2001), no s6lo por estar adaptado a pH
acidos sino por ser el amonio su fuente nitrogenada preferencial (Korcak, 1988). De esta
manera, en un suelo calcareo y alcalino, el arandano alto manifiesta déficit de Fe por la
presencia predominante de HCO3™ (Mengel, 1994) y, a su vez, evidencia una reduccion de
su crecimiento vegetativo potencial (Merhaut y Darnell, 1995), puesto que el nitrégeno se
encuentra, principalmente, en forma de nitratos (Brady y Weil, 2008).

En este punto, es importante recordar que el crecimiento vegetativo de las plantas es el
encargado de nutrir y, por ende, soportar a la produccion, por lo cual es imprescindible
lograr la adecuada relacién hoja/fruto, o bien fuente/sumidero, para alcanzar producciones
sostenidas en el tiempo y de buena calidad (Marini, 2003; Casierra-Posada et al., 2007).
Asi, una planta productiva es aquella capaz de mantener un adecuado equilibrio entre el
crecimiento vegetativo, representado por los brotes, hojas y raices, y el crecimiento
reproductivo, es decir, el de las flores y frutos (San Martin, 2009).

En el caso del arandano, el crecimiento vegetativo aéreo esta determinado por 3 tipos de
brotes, los cuales se denominan ramillas, cafias y anticipados, dependiendo de su ubicacién
en la planta y de la yema que le dio origen (Bafiados et al., 2007). Las ramillas son brotes
gue se originan en primavera, a partir de las yemas vegetativas formadas en las ramillas de
la temporada anterior, es decir, son brotes que nacen de la madera de 1 afio (Bafiados et al.,
2007). Por su parte, las cafias son brotes vigorosos originados en verano, a partir de yemas
latentes ubicadas en la corona de la planta, o bien, en cafas viejas (Gough, 1994; Bafados
et al., 2007); éstos se vuelven lefiosos en la segunda temporada de crecimiento (Gough,
1994; Retamales y Hancock, 2012a). Finalmente, los brotes anticipados son aquellos que se
originan de las yemas vegetativas formadas en las ramillas de la temporada en curso, como
respuesta a la poda en verde o como habito normal de una variedad (Bafiados et al., 2007).

Segun Bariados et al. (2007), el potencial productivo del arandano tiene una relacion directa
con el nimero total de cafias y ramillas en la planta, el largo y didmetro de las ramillas y el
numero de yemas florales por ramilla. Esto se debe a que el nimero total de ramillas y de
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cafias representa la estructura de la planta (San Martin, 2009), reflejando, en parte, su
tamafio y, por lo tanto, determinando la fraccion de radiacion que es capaz de interceptar
(Gil, 2009a). Por su parte, el largo de la ramilla tiene una relacion directa con el numero
potencial de yemas florales, mientras que su didmetro se relaciona con la calidad de estas
yemas (Bafiados, 2005). Asi, el largo minimo de la ramilla debe ser de 10 cm, siendo ideal
de 20-40 cm, y su diametro mayor a 4 mm (Buzeta, 1997; Bafiados, 2005; Bafiados, 2007).

Las cafias son importantes tanto en la formacion inicial de la planta como en plantas
adultas, debido a que representan el material de reemplazo o recambio (San Martin, 2009).
Una buena cantidad de cafias permite la renovacion de la parte aérea durante la poda, en la
cual ramas viejas y menos productivas son eliminadas y reemplazadas por estos brotes de
mayor vigor y productividad (Flores et al., 2011). La eliminacion de brotes antiguos en la
base de la planta fomenta la produccién de brotes de renuevo desde la corona (San Martin,
2009). Segun Flores et al. (2011), tanto la emision de brotes basales como el porcentaje de
brotacidn total puede mejorarse a través de un buen estado nutricional, lo que favorece el
rendimiento, dado que las ramas jovenes y vigorosas tienen la capacidad de producir una
mayor cantidad de fruta, y de mayor tamafio.

Por su parte, los brotes anticipados representan centros productivos para la temporada
siguiente y, por ello, uno de los objetivos de la poda en verde es estimular la emision de los
mismos (Faust 1989; Gil, 2009b; Wertheim, 2005). Esto se logra con el despunte de los
brotes largos, lo que fuerza la brotacion de las yemas ubicadas bajo el corte (Bafiados et al.,
2007). Asi, aumenta el potencial de producciéon de fruta de la siguiente temporada, al
generar yemas florales terminales y laterales en 2 ¢ 3 brotes, en lugar de uno solo (San
Martin, 2009). Sin embargo, cabe destacar que no sélo tiene relevancia el nimero de
anticipados generados sino también el largo de los mismos, puesto que, generalmente, la
madera que ramifica presenta numerosos laterales, pero cortos o poco vigorosos, los cuales
portan yemas florales de mala calidad (Bafiados et al., 2007; San Martin, 2012). Es por ello
que deben fomentarse los brotes anticipados de vigor medio a bueno, de 15 a 25 cm, puesto
que son los que producen la fruta de mejor calidad (San Martin, 2009).

El crecimiento vegetativo aéreo de las variedades hibridas de ardndano cultivadas en la
zona central de Chile, como es el caso de ‘Emerald’, estd formado por 2 flujos de
crecimiento. En una primera etapa, las yemas vegetativas ubicadas en la madera de 1 afio
brotan, dando origen a las ramillas, las cuales crecen intensamente (Gough, 1994); esto se
produce en primavera, es decir, desde mediados de agosto a principio de septiembre, segin
la zona de cultivo, por lo cual, algunos autores los denominan brotes de primavera
(Salvatierra y Sierra, 2010). Luego, a mediados de noviembre o inicios de diciembre, segin
la zona de cultivo, se produce la detencion del crecimiento debido a la determinacion del
brote, evidenciada por la necrosis del apice, lo que se conoce como ‘punta negra’ (Gough,
1994; Bafiados et al., 2007); entonces, comienza un segundo flujo de crecimiento que
consiste, por un lado, en la aparicion de brotes anticipados en las ramillas, manifestados
como ramificaciones de las mismas y, por otro lado, en la emergencia de cafias desde la
corona; ambos han sido llamados, también, brotes de verano (Salvatierra y Sierra, 2010).
Esto ocurre una vez finalizada la cosecha y se extiende, aproximadamente, hasta la segunda
quincena de marzo (Pescie y Lopez, 2007; Bafiados et al., 2007).
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Durante mas de 100 afios se ha sabido que el Fe es esencial para el crecimiento de las
plantas superiores (Marsch et al., 1963); de hecho, se ha encontrado una relacion positiva
entre el estado nutricional férrico de una planta y su crecimiento vegetativo (Vose, 1982;
Hanson y Hancock, 1996), lo que puede ser atribuido a la activa participacion del elemento
en numerosos procesos metabolicos y enzimaticos (Eichert et al., 2010), tales como la
fotosintesis, respiracion, metabolismo de proteinas, fijacion de nitrégeno y reduccion de
nitratos (Loue, 1988). En la mayoria de ellos, la importancia del Fe radica, por un lado, en
su rol como elemento estructural de las ferredoxinas y citocromos (Taiz y Zeiger, 2010;
Broadley et al., 2011), compuestos que participan, a través de sistemas de 6xido-reduccion,
en las reacciones de transferencia de electrones y transformaciones de energia que son
Ilevadas a cabo en cloroplastos y mitocondrias (Loue, 1988) vy, por el otro lado, en su papel
de cofactor y activador de enzimas clave, como catalasas, oxidasas, superéxido dismutasas,
peroxidasas y deshidrogenasas, entre otras (Bonilla, 2008).

En este sentido, el Fe se encuentra presente como ion metalico en una subunidad de la
nitrato reductasa (NR) (Crawford et al., 1992), enzima encargada de reducir el nitrato a
amonio (Hawkesford et al., 2011) para favorecer la absorcion del nitrégeno por parte de la
planta de arandano (Retamales y Hancock, 2012b). Al respecto, si bien el arandano es
capaz de absorber el nitrégeno como amonio (NH4") o nitrato (NO3), prefiere absorberlo
bajo la forma de NH,", debido a que requiere menos energia para ser asimilado, y a que su
absorcion conduce la reduccion del pH de la rizésfera (Merhaut y Darnell, 1995). Asi, la
carencia de Fe dificulta la absorcion del nitrégeno amoniacal (Poonnachit y Darnell, 2004),
al disminuir la actividad de la NR (Broadley et al., 2011).

De esta manera, uno de los numerosos perjuicios que ocasiona el déficit de Fe es la
disminucion del crecimiento vegetativo del ardndano, tal como se ha observado
extensamente en vid (Gruber y Kosegarten, 2002; Bertamini y Nedunchezhian, 2005; Smith
y Cheng, 2006; Covarruvias et al., 2014). Es por ello que muchas investigaciones se han
Ilevado a cabo con el fin de encontrar los métodos mas eficaces y econdmicos para corregir
la clorosis férrica (Fernandez-Escobar et al., 1993). En este sentido, dentro de las técnicas
mas utilizadas en campo destacan, por un lado, la aplicacion de quelatos sintéticos de Fe y,
por el otro, la acidificacién del agua de riego (Pestana et al., 2003). En el primer caso, Si
bien los quelatos de Fe son efectivos, también son costosos, requieren de aplicaciones
repetidas y, dada su alta estabilidad y solubilidad, aumenta el riesgo de lixiviacion de
metales y agentes quelantes hacia la napa freatica (Rombola y Tagliavini, 2006). En el caso
de la acidificacion del agua de riego, esta practica no sélo es considerada ineficaz sino muy
poco viable, dada las grandes cantidades de &cido necesarias para disminuir el pH en una
unidad (Wallace, 1991). Asimismo, dadas sus propiedades corrosivas, este material es
peligroso y dificil de usar por los operadores (Rodriguez et al., 1998; Horneck et al., 2004).
Como consecuencia, se ha estimulado el desarrollo de técnicas de manejo mas sostenibles
para el control de la clorosis férrica en especies susceptibles al déeficit de Fe (Covarrubias et
al., 2014). Al respecto, ha sido reportado que la asociacion del cultivo con especies
gramineas puede controlar la clorosis férrica en citricos (Ammari y Rombola, 2008) y vid
(Covarrubias et al., 2014), entre otras especies, sin afectar en forma negativa su crecimiento
vegetativo (Zuo et al., 2000; Ammari y Rombola, 2008; Bavaresco et al., 2010). Por otro
lado, se han observado resultados positivos como respuesta a la aplicacion de productos



73

derivados de sangre animal en vid (Tessarin et al., 2013) y peral (Tagliavini et al., 2000;
Sorrenti et al., 2012).

Si bien previamente se han evaluado estas alternativas en varias especies frutales, aun no
han sido probadas en el ardndano. Asimismo, a pesar de que existen estudios acerca del
crecimiento vegetativo de las plantas bajo condiciones de déficit de Fe, las investigaciones
realizadas en arandano no solo son escasas sino también superficiales. Por lo tanto, toma
especial relevancia estudiar el efecto de la clorosis férrica en los componentes vegetativos
del arandano ‘Emerald’, asi como evaluar su respuesta a estrategias de manejo mas
sostenibles que las utilizadas actualmente.

Hipotesis

El uso de técnicas de manejo sostenible del déficit de hierro, basadas en la aplicacion de un
compuesto derivado de sangre animal y en la asociacion del cultivo con especies
gramineas, modifica el crecimiento vegetativo y el estado nutricional en arandanos
‘Emerald’ con déficit de hierro.

Objetivo

Evaluar el efecto de técnicas de manejo sostenible del déficit de hierro en el crecimiento
vegetativo y el estado nutricional de arandanos ‘Emerald’.
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MATERIALES Y METODO

Ubicacién del estudio

La investigacion se llevé a cabo entre marzo del 2014 y abril del 2015.

La parte experimental se realizd en el huerto comercial “Los Fundos-Catemu S.A.”,
ubicado en La Poza s/n, Localidad del Nilhue, Comuna de Catemu, Provincia de San Felipe
de Aconcagua, Regién de Valparaiso (32°42'S y 70°54'0O, 560 m.s.n.m.). El sector del
huerto en el cual se ejecuté el estudio fue plantado en el afio 2012, se encuentra en ladera y
posee camellones de 0,9 m de ancho y 0,4 m de alto.

Cabe destacar que el huerto, y en particular el cuartel utilizado para el estudio, fue elegido
en base a los resultados de un analisis quimico de suelo (Cuadro 3), realizado en enero del
2014, el cual evidenci6 la presencia de elevadas concentraciones de carbonatos totales y
caliza activa. En consecuencia, el suelo del sector presentd condiciones idéneas para
inducir la carencia de hierro en las plantas.

Cuadro 3. Propiedades quimicas del suelo perteneciente al cuartel utilizado para la
investigacion, segun analisis de suelo realizado en enero 2014, a una profundidad de
10-15 cm.

Variable Unidad Entre-hilera Sobre-hilera Condicion*
pH ) [ 7.5 Alcalino
RAS - 0,7 0,9 Normal
Cond. Eléctrica dSm™ 3,3 3,2 Lev. salino
Materia organica % 1,1 1,9 Bajo
Calcio meq/100 g 21,1 20,6 Alto

% CIC 70 79
Magnesio meq/100 g 4,1 3,6 Alto
% CIC 14 14
Bicarbonatos mg L™ 159 104 Regular
Carbonato total % CaCOs3 1,2 2,0 Alto
Caliza activa % CaCO; 1,0 1,0 Alto

* Segun nivel adecuado para huerto de arandanos (Hirzel, 2014).

La parte analitica del experimento se realizé en la Facultad de Ciencias Agronémicas de la
Universidad de Chile, la cual se encuentra ubicada en la Comuna de La Pintana, Region
Metropolitana. La determinacién del area foliar se realizd en el Laboratorio de Nutricion
Vegetal, perteneciente al Departamento de Produccion Agricola.
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Material biologico

Se utilizaron plantas de ardndano alto (Vaccinium corymbosum L.) ‘Emerald’ de 4 afos de
edad, las cuales se encontraban bajo un marco de plantacion de 3 x 0,8 m, establecidas
sobre camellones de orientacion noroeste-sureste y con un sistema de riego por goteo,
formado por una doble linea de goteros, distanciados a 40 cm y cuyo caudal era de 4 L h™.

Al inicio del experimento, las plantas evidenciaban notables sintomas de clorosis en sus
hojas apicales (Apéndice I, Foto 1). Para corroborar que se trataba de una clorosis férrica y
descartar, asi, cualquier otro tipo de deficit nutricional, se seleccionaron, al azar, 5 plantas
clordticas, en cada una de las cuales se marcd un brote representativo. A cada brote se le
midié el indice SPAD, para lo cual se utiliz6 un chlorophyll meter portatil (SPAD Minolta
502, Konica Minolta, Osaka, Japdn). La medicion se realiz6 en la primera hoja
completamente expandida de los brotes; los valores estuvieron en el rango de 20 a 25.
Luego, los brotes fueron sumergidos varias veces en una solucion de quelato de hierro
sintético Fe-EDTA a una concentracion de 2 mM y pH 6,0, con el objetivo de mojar
completamente la superficie de las hojas apicales. A los 10 dias se repiti6é la medicion del
indice SPAD en cada uno de los brotes marcados, y los resultados obtenidos arrojaron
valores mayores a 30, concluyendo que las plantas tenian sintomas de déficit de hierro.

Tratamientos y disefio experimental

Dentro del sector de estudio, se seleccionaron visualmente 5 hileras contiguas vy
homogéneas, es decir, que tuviesen plantas de un tamafio, desarrollo y grado de clorosis lo
mas uniforme posible, y sin problemas fitosanitarios y fisiol6gicos aparentes.

Se utiliz6 un disefio en cuadrado latino, en el cual el factor de bloqueo fue tanto la altura de
la ladera como la hilera. La unidad experimental (UE) fue de 10 plantas y la unidad de
observacion (UO) de 6 plantas. Cada UE fue separada de la siguiente por un ‘borde’ de 2
plantas, de la misma forma en que se separo la primera UE del camino.

Se trabajo con 5 tratamientos: (1) testigo absoluto; (2) testigo comercial, que consisti6 en la
aplicacion de quelato de hierro al suelo (Fe-EDDHA); (3) aplicacién de un compuesto
formulado a base de sangre bovina; (4) asociacion con Festuca rubra rubra L. y (5)
asociacion con Poa pratensis L. El disefio experimental considerd la implementacion de 5
repeticiones para cada tratamiento (Apendice I, Figura 1).

Manejo del experimento

El formulado a base de sangre bovina y el quelato de hierro fueron aplicados al suelo en
forma liquida, previa preparacion de una solucién. EI compuesto formulado a base de
sangre bovina se preparé a una concentracién de 20 g L™ y se aplicé en dosis de 0,5
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L/planta, de manera que cada planta recibié 10 g de formulado por aplicacién. El producto
posefa una concentracion de hierro de 2.675 mg kg™, por lo cual cada planta recibi6 26,75
mg de hierro en cada aplicacion. Por otra parte, se utilizé el producto comercial Basafer®
PLUS, 5% p/p orto-orto Fe-EDDHA (Compo®), el cual corresponde a un quelato Fe-
etilendiamino-N,N’-di(2-hidroxifenil) &acido acético. Tal producto se preparé con una
concentracion de 4 g L™ y se aplicé en dosis de 0,5 L/planta, de manera que cada planta
recibio 2 g de quelato en cada aplicacion y, por ende, 0,1 g de hierro. Las aplicaciones de
ambos productos se realizaron en forma manual (Apéndice I, Foto 2), cada 15 dias, y desde
inicios de brotacion (Late green tip stage) hasta la aparicion de las ramificaciones del
segundo flujo de crecimiento de brotes (Fruit bud set stage), por lo que ambos productos
fueron aplicados 10 veces en total.

Por otro lado, las especies gramineas fueron sembradas en la hilera del cultivo, a lo largo de
toda la unidad experimental, cubriendo todo el espacio existente entre las plantas y debajo
de las mismas (Apéndice I, Foto 3). La siembra se realiz6 en abril del 2014, a una densidad
de 20.000 semillas/m?. Se utilizaron semillas certificadas, y en perfecto estado sanitario, de
las especies Festuca rubra rubra L. y Poa pratensis L. La siembra consistiéo en mullir el
suelo, colocar la semilla a 0,5 cm de profundidad, aproximadamente, tapar con una capa
delgada de suelo del lugar y, luego, esparcir un poco de arena con el objeto de mejorar la
infiltracion del agua y evitar la evaporacion del agua de riego. Finalmente, para favorecer la
germinacion, se regd diariamente durante las dos primeras semanas desde la fecha de
siembra, con un pulverizador manual de 5 L, mediante el cual se proporcion6 una fina
lluvia, suficientemente abundante como para humedecer el suelo, pero no tan excesiva
como para provocar escurrimiento. Una vez establecidas las gramineas, y con el objetivo de
realizar un aporte adicional de agua a las plantas bajo asociacion, se colocaron 8 microjets
de 180° a lo largo de la UE, ubicdndose 4 en cada linea de gotero. El caudal de los
microaspersores utilizados era de 60 L h™. A su vez, durante toda la temporada, las
gramineas fueron segadas manualmente cuando alcanzaban 15 cm de altura, y se llevaban a
una altura de 5 cm, aproximadamente.

Las labores agronémicas de poda, riego, control fitosanitario y fertilizacién con macro y
micronutrientes, a excepcién del hierro, se ejecutaron segun el criterio y manejo
implementado por la administracion del predio. No se efectudé una poda “‘en verde’’ (de
verano) en las plantas del ensayo.

Evaluaciones

Para identificar el estado fenoldgico en el cual se encontraban las plantas al momento de
realizar las distintas evaluaciones, se utiliz6 la tabla desarrollada por el Servicio de
Extension de la Universidad de Michigan (Michigan State University Extension Service,
2012), donde se encuentran descritos cada uno de los estados vegetativos y reproductivos
de la fenologia del arandano (Vaccinium sp.). Asi, las fenofases de receso invernal, inicios
de brotacion, crecimiento activo de brotes, fin de primer flujo de crecimiento de brotes,
maduracion o momento de cosecha, inicio de segundo flujo de crecimiento de brotes y final
de temporada o inicio caida de hojas corresponden, en dicha tabla, al estado Dormant or
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tight bud, Late green tip, Shoot expansion, Shoot tip set, 75% Blue, Fruit bud set y Fall
color, respectivamente.

Radiacion interceptada (PAR;)

La medicion se realizo en cada planta de la UO y en tres momentos de la temporada: (1)
inicios de cosecha (75% Blue stage); (2) inicio de segundo flujo de crecimiento de brotes
(Fruit bud set stage) y (3) final de temporada (Fall color stage). Se utiliz6 un ceptometro
(modelo ACCUPAR LP-80, Decagon Device, Washington, EE.UU.), con el cual se midié
la radiacion no interceptada (PARy;), 10 a 15 cm del suelo, durante el mediodia solar. Para
ello, se hicieron 5 mediciones: 1) extremo izquierdo (40 cm a la izquierda desde el centro);
2) lado izquierdo (20 cm a la izquierda desde el centro); 3) centro de la planta; 4) lado
derecho (20 cm a la derecha desde el centro) y 5) extremo derecho (40 cm a la derecha
desde el centro) (Figura 12). Por su parte, la radiacion incidente sobre el huerto (PAR,) se
determind entre las hileras, previo a la medicion de cada UE. Las mediciones se realizaron
en un dia completamente despejado.

PLANTA

'
O

]
=~

O O

CAMELLON
- - |
L [

80 cm
40 cm

20 cm

Figura 12. Esquema de medicién de la radiacién solar interceptada por las plantas de la UO,
en el espacio asignado a cada una ellas.

Luego, la radiacion interceptada se calculé mediante la siguiente formula:
PAR; = PAR, - PARy;
PAR,

Donde,

PAR; = radiacién interceptada.

PAR, = radiacion incidente sobre el huerto.

PAR;; = radiacion que llega al suelo sin ser interceptada por el huerto.

El resultado se expres6 como m® de PAR;, para lo cual se considerd la superficie total
asignada a cada planta, es decir 2,4 m?, a pesar de que por el tamafio de las plantas, dada su
corta edad, éstas no cubrian mas alla del camellén.

Se determind el crecimiento de primavera, crecimiento de verano y crecimiento total de las
plantas durante la temporada, a traves de la variacion que existio en la radiacion
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interceptada (PAR;) de las mismas entre los dos momentos de evaluacion correspondientes,
de manera tal que:

(1) Crecimiento de primavera (APAR; 2-1): diferencia de PAR; entre el inicio de segundo
flujo de crecimiento de brotes (PAR; 2) y el inicio de cosecha (PAR; 1);

(2) Crecimiento de verano (APAR; 3-2): diferencia entre el final de temporada (PAR; 3) y el
inicio de segundo flujo de crecimiento de brotes (PAR; 2);

(3) Crecimiento total (APAR; 3-1): diferencia entre el final de temporada (PAR; 3) y el
inicio de cosecha (PAR; 1).

Area foliar

Esta medicion se realiz6 en dos momentos: inicios de cosecha (75% Blue stage) y final de
temporada (Fall color stage). Se seleccionaron 3 plantas representativas de cada UE vy, en
cada una de ellas, se eligieron 6 ramillas de las cuales se muestred la primera hoja
completamente expandida, obteniéndose un total de 18 hojas por UE, a las que se les midi6
el area foliar con un medidor de area foliar (modelo LI-3000, LI-COR, Nebraska, EE.UU.).
Luego, se estimé el area foliar promedio de la planta y el resultado se expresé en cm?.

Se determind el aumento en el &rea foliar de las plantas durante la temporada, a través de la
variacion que experimento este valor entre los dos momentos de medicion. Esto se calculo
como la diferencia del area foliar de la planta entre el final de temporada y el inicio de
cosecha.

Longitud de brotes de primavera

Durante el receso invernal (Dormant or tight bud stage), y en cada planta de la UO, se
marcaron 2 yemas vegetativas ubicadas en lados opuestos de la planta, es decir, 12 yemas
por UE. Desde plena brotacion, o sea una vez que el 50% de las yemas marcadas brotd
(Late green tip stage), y hasta el final de temporada (Fall color stage), se evalud el
crecimiento de los brotes, en longitud, cada 15 dias. Una vez finalizado el primer flujo de
crecimiento (Shoot tip set stage), el que se evidencid por la necrosis apical del brote y la
sucesiva detencion de su crecimiento, comenz6 a medirse la longitud de todas las
ramificaciones del brote, cuya aparicion representd el inicio del segundo flujo de
crecimiento (Fruit bud set stage).

Crecimiento de verano

Canfas por planta y longitud de cafia. Al final de la temporada (Fall color stage), y en
cada planta de la UO, se cont6 el numero de las cafias emergidas en verano, las cuales
representan, en parte, el segundo flujo de crecimiento vegetativo. Asimismo, se midio la
longitud de cada cafia, sin considerar, en este caso, la presencia de ramificaciones en las
mismas.



79

Ramificaciones por cafia y longitud de ramificacion. Al final de la temporada (Fall color
stage), y en cada planta de la UO, se conto el nimero de ramificaciones presentes en cada
una las cafias emergidas en verano. Asimismo, se midié la longitud de las ramificaciones
presentes, es decir, se evaluo el largo individual de cada ramificacion.

Crecimiento total. Para el calculo del crecimiento total de las cafas, sélo se consideraron
aquellas cafias de longitud igual o mayor a 20 cm, puesto que cafias mas cortas no son
apropiadas como material de reemplazo para la temporada siguiente. El crecimiento total se
calcul6 a través de la ecuacion: CT= (NCP * LPC) + (NRC * LPR), donde NCP= NUmero
de cafias por planta; LPC= Longitud promedio de cafia; NRC= Numero de ramificaciones
por cafia y LPR= Longitud promedio de ramificacion.

Estado nutricional

Se tomd 1 muestra foliar por UE, compuesta por 100 hojas maduras completamente
expandidas, tomadas del tercio medio de los brotes, sin fruta, desarrollados durante la
temporada. ElI muestreo se realizd el 21 de febrero del 2015, siguiendo el criterio
recomendado en cuanto a la época de muestreo. Las muestras fueron enviadas a un
laboratorio de analisis agricolas (Agrolab S.A.), donde se les evalud la concentracion de los
macro y micronutrientes.

Biomasa seca aérea de gramineas

Cuando la altura de las gramineas super6 los 15 cm, éstas fueron segadas manualmente,
llevandolas a una altura de 5 cm, aproximadamente. Toda la biomasa fue recolectada y
pesada en una balanza digital (modelo Counting Scale ACS-JS, Precision, China). Luego, a
una muestra de 25 g por UE se la llevo a estufa, a 50°C hasta peso constante, para obtener
su peso seco. Las muestras fueron enviadas a un laboratorio de analisis agricolas (Agrolab
S.A.), donde se les evalu6 la concentracién de nitrégeno, fosforo y potasio.

Con los resultados del analisis, se estim6 el consumo de nitrégeno, fésforo y potasio
durante toda la temporada para ambas especies gramineas. Ademas, se estimd la eficiencia
de uso del nitrégeno mediante el cociente entre la biomasa seca aerea total y el nitrogeno
consumido en la temporada. Se expresé en g b.s. g™.

Asimismo, se estimd el requerimiento de agua de las gramineas en la temporada mediante
la formula ET.=ETo*K; (Allen et al., 2006). Para ello, se utiliz6 una bandeja tipo A,
instalada en el huerto, a partir de la cual se obtuvo el valor de la ET, diaria (Apéndice I,
Figura 7), y el k. encontrado en la bibliografia para las especies utilizadas (Aamlid et al.,
2016). Se expres6 en m™ m.
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Analisis estadistico

Para contemplar las fuentes de variacion independientes de los tratamientos, se utilizé un
disefio en cuadrado latino 5x5, considerando como fuente de variacién la pendiente (fila) y
la hilera (columna). Un analisis exploratorio preliminar mostré que los bloques no
controlaban adecuadamente la heterogeneidad ambiental, por lo cual se ajustd un modelo
que incluy6 una funcion de correlacion espacial.

Se analizo si existian diferencias estadisticamente significativas, para todas las variables
evaluadas, bajo el marco tedrico de Modelos Lineales Mixtos.

Se ajusto un modelo mixto de andlisis de varianza para medidas repetidas en el tiempo de la
longitud de brotes, en la comparacién entre tratamientos. EI modelo incluy6é bloques,
tratamiento, fecha de medicion e interaccion tratamiento*fecha.

Para contemplar la correlacién temporal entre observaciones de una misma unidad
experimental, se evaluaron los modelos:

- Modelo con efecto aleatorio de unidad experimental.

- Modelo con errores correlacionados sin especificar estructura de correlacion.

- Modelo con errores correlacionados segun una estructura de correlacion autoregresiva.

Para la determinacion de la bondad de ajuste de los modelos seleccionados, se valoraron los
criterios de seleccion “Akaike Information Criterion” (AIC) (Akaike, 1974) y “Bayesian
Information Criterion (BIC) (Schwarz, 1978; Yang, 2005). Para seleccionar modelos con
similares criterios de seleccién (AIC y BIC), se compararon los modelos con el test del
cociente de verosimilitud (LRT).

En el caso de existir varianzas heterocedasticas, éstas fueron corregidas.

En caso de existir diferencias significativas entre los tratamientos, se utiliz6 la prueba de
comparaciones multiples DGC (Di Rienzo et al., 2002) (¢=0,05) para la longitud de brotes
de primavera, y la prueba de comparaciones multiples LSD Fisher (a=0,05) para los
componentes del crecimiento de verano y la concentracion de macro y micronutrientes.

La estimacion de los modelos se realizé utilizando la funcién glm y Ime de la libreria nime
de R (Pinheiro et al., 2014), mediante la interfaz del programa estadistico InfoStat version
2013 (Di Rienzo et al., 2013).
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RESULTADOS

Radiacion interceptada (PAR;) y area foliar

La variacion del PAR; durante la temporada indica que tanto las aplicaciones de sangre
bovina como las de Fe-EDDHA incrementaron el tamafo de las plantas respecto de
aquellas bajo asociacion con gramineas, las cuales presentaron la menor variacion de PAR;.
Ningun tratamiento se diferenciod significativamente de las plantas testigo, las que tuvieron
un valor intermedio (Cuadro 4).

Por otro lado, el mayor incremento del area foliar se registrd en los arandanos tratados con
sangre bovina, Fe-EDDHA y en aquellos asociados con Poa pratensis, en comparacion con
las plantas testigo y las asociadas con Festuca rubra. Sin embargo, no se observaron
diferencias estadisticas entre las dos especies gramineas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Incremento de la radiacion interceptada (m? PAR;) y del area foliar (cm?), entre
inicio y final de temporada, de arandanos ‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos
de correccion del déficit de hierro.

Tratamiento Rad. Intercep. Area’foliar

APAR; 3-1 A Area

m’ PAR; cm?
Testigo 014 = 0,02 ab 10 £ 033 ¢c
Quelato Fe-EDDHA 0,17 *= 0,02 a 28 £ 031 a
Sangre bovina 0,17 * 002 a 25 * 0,33 a
Poa pratensis 013 £ 002 b 21 *= 0,33 ab
Festuca rubra 013 = 0,02 b 13 %= 0,33 bc
Significancia p= 0,0086 p=0,0127

En cada columna se presenta el promedio ajustado + error estandar. Medias ajustadas con
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos,
segun la prueba de comparacion mdaltiple LSD Fisher (p<0,05).

En cuanto a la distribucion del crecimiento de los ardndanos durante la temporada, en las
plantas tratadas con Fe-EDDHA, sangre bovina y en aquellas pertenecientes al testigo se
registré una mayor proporcion de su crecimiento total durante la primavera. En contraste,
en aquellas plantas asociadas con gramineas se evidencié un mayor crecimiento durante el
verano (Figura 13).
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m Crecimiento Primavera  m Crecimiento Verano m Crecimiento Total
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Crecimiento de plantas (APAR,)

Testigo Quelato Sangre Poa Festuca
Fe-EDDHA bovina pratensis rubra

Figura 13. Crecimiento de primavera, de verano y total de plantas, expresado como APAR;,
en arandanos ‘Emerald’ sometidos a tratamientos de correccion del déficit de hierro.
Barras verticales indican el error estandar.

Longitud de brotes de primavera

Bajo las condiciones experimentales en que se realizo este estudio (Apéndice Il, Figura 5),
el crecimiento de brotes del ardndano ‘Emerald’ se extendid desde mediados de agosto
hasta mediados de abril (Figura 14). En todas ellas, el crecimiento de primavera se extendio
durante 127 DDIB, dentro de los cuales alrededor del 70% del crecimiento se concentrd en
los primeros 57 DDIB. Respecto del crecimiento de verano, el 90% del crecimiento total de
las ramificaciones ocurrio en los primeros 12 dias desde su emergencia, es decir, a los 153
DDIB. Luego de ello, no se evidencié un aumento importante en la longitud de las mismas.
Un caso particular lo constituye la sangre bovina, puesto que el crecimiento de las
ramificaciones se detuvo a los 182 DDIB.

Durante el primer flujo de crecimiento, s6lo se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos a los 57 DDIB, fecha en la cual las plantas testigo
evidenciaron una mayor longitud que el resto. Luego, al inicio del segundo flujo y hasta el
final de la temporada, las plantas asociadas con Festuca rubra no incrementaron la longitud
de sus brotes como los demaés tratamientos (Figura 14). En el otro extremo, la aplicacion de
sangre bovina incrementd la longitud promedio de brotes, diferenciandose estadisticamente
del resto desde los 182 DDIB, y hasta el final de la temporada. Por su parte, el testigo, la
aplicacion de Fe-EDDHA vy la asociacion con Poa pratensis indujeron una longitud de
brote intermedia, sin registrarse diferencias significativas entre ellos (Figura 14).

Al final de la temporada, las plantas tratadas con sangre bovina alcanzaron el mayor
crecimiento total de brotes, el cual fue de 37,2 cm, seguido por las plantas testigo, aquellas
tratadas con Fe-EDDHA, las asociadas con Poa pratensis y, finalmente, las asociadas con
Festuca rubra, con longitudes de 31,6 cm; 29,3 cm; 27,6 cm y 22,8 cm, respectivamente.
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Figura 14. Longitud de los brotes durante la temporada 2014 en arandanos ‘Emerald’
sometidos a distintos tratamientos de correccién del déficit de hierro. Medias ajustadas
con letras diferentes cada fecha indican diferencias significativas segun la prueba de
DGC (p<0,05). Interaccion tratamiento*fecha significativa (p<0,0001). Barras
verticales indican el error estandar.

Crecimiento de verano

Cafas por planta y longitud de cafia

El numero de cafias de verano emitidas por las plantas estuvo entre 3,8 y 7,2. Las plantas
que presentaron el mayor nimero de cafias fueron aquellas tratadas con Fe-EDDHA, sangre
bovina y las plantas testigo, sin diferenciarse estadisticamente entre ellas. Por su parte, las
plantas bajo asociacién con ambas gramineas obtuvieron un menor numero de cafias,
siendo mas marcado para el caso de la Festuca rubra, que se diferencio estadisticamente
del testigo (Cuadro 5).

En cuanto a la longitud de cafa, ésta varié entre 37,6 y 47,2 cm. Los valores mas
contrastantes se dieron entre la aplicacion de Fe-EDDHA vy la de sangre bovina. Mientras
las plantas tratadas con Fe-EDDHA alcanzaron una mayor longitud que el testigo, el resto
de los tratamientos no se diferenciaron del mismo. Por su parte, las plantas bajo asociacion
con ambas gramineas tampoco se diferenciaron significativamente entre ellas (Cuadro 5).
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Ramificaciones por cafia y longitud de ramificacion

El nimero de las ramificaciones presentes en las cafias estuvo entre 2,5 y 4,6. La aplicacion
de Fe-EDDHA indujo el menor nimero de ramificaciones en las cafias, con diferencias
estadisticamente significativas respecto de las plantas testigo y de aquellas asociadas con
Festuca rubra, que alcanzaron el mayor numero de ramificaciones. Por su parte, la
aplicacion de sangre bovina y la asociacion con Poa pratensis tuvieron valores intermedios,
sin diferenciarse significativamente de los demés tratamientos (Cuadro 5).

Por su parte, la longitud de las ramificaciones se comportd de manera inversa al nimero de
las mismas. Asi, mientras las plantas tratadas con Fe-EDDHA presentaron la mayor
longitud en las ramificaciones, con diferencias significativas respecto de los otros
tratamientos, las plantas testigo y las asociadas con Festuca rubra manifestaron las
ramificaciones més cortas. Por su parte, la aplicacion de sangre bovina y la asociacion con
Poa pratensis obtuvieron una longitud intermedia (Cuadro 5).

Crecimiento total

El mayor crecimiento total de verano lo alcanzaron las plantas tratadas con Fe-EDDHA, las
cuales solo se diferenciaron estadisticamente de las plantas asociadas con ambas gramineas,
que tuvieron el menor crecimiento. Las plantas tratadas con sangre bovina y el testigo
presentaron un crecimiento intermedio, sin diferencias significativas entre ellos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Componentes del crecimiento vegetativo de verano, expresado como ndmero y
longitud de cafia principal, nimero y longitud de ramificaciones, y crecimiento total de
verano, en arandanos ‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de correccion del
déficit de hierro.

Tratamiento : Cafia principal . : Ramificaciones : Crecimiento
Numero Longitud Numero Longitud total
cm cm cm
Testigo 63 + 08ab 397 + 18 ab 46 + 08 a 91 + 10 ¢ 306,7 + 275 ab
Quelato Fe-EDDHA 72 + 10 a 472 + 18 a 25 + 03 b 149 + 10 a 4102 + 450 a
Sangre bovina 65 + 09 a 376 £+ 18 b 36 + 04ab 121 + 10 b 3277 + 704 ab
Poa pratensis 44 + 05 bc 413 + 36 ab 39 + 07 ab 95 + 10 bc 2577 + 364 b
Festuca rubra 38 + 04 ¢ 394 + 36 ab 44 + 09 a 83 + 10 ¢ 2310 + 246 b
Significancia p=0,0066 p=0,0215 p=0,0449 p=0,0005 p=0,0305

En cada columna se presenta el promedio ajustado + error estandar. Medias ajustadas con
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos,
segun la prueba de comparacion mdaltiple LSD Fisher (p<0,05).
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Estado nutricional

Los tratamientos modificaron la concentracion de minerales en las hojas de los arandanos.
Respecto del nitrogeno, las aplicaciones de sangre bovina incrementaron la concentracion
en comparacion con el resto de los tratamientos (Cuadro 6). Le sigui6 la aplicacion de Fe-
EDDHA, con diferencias significativas respecto de las plantas asociadas con gramineas y
de las plantas testigo, que tuvieron una concentracion menor, siendo méas marcado para la
asociacion con Festuca rubra. En cuanto a la concentracion foliar de fosforo y potasio, las
plantas tratadas con sangre bovina y las del testigo presentaron la mayor concentracion,
diferenciandose estadisticamente de aquellas asociadas con Festuca rubra y tratadas con
Fe-EDDHA. Las plantas asociadas con Poa pratensis presentaron una concentracion de
fosforo y potasio intermedia entre los tratamientos descritos, sin diferencias significativas
del testigo. Por su parte, las concentraciones del calcio y del magnesio no mostraron
diferencias significativas entre tratamientos. Por otro lado, independiente del tratamiento,
todos los macronutrientes estuvieron en una concentracion que se encuentra dentro del
rango adecuado (Hanson y Hancock, 1996) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Concentracion de macroelementos, expresada en porcentaje, en arandanos
‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de hierro. El
muestreo se realizd en febrero del 2015.

Tratamiento _ Macronutrie_ntes

Nitrégeno Fésforo Potasio Calcio Magnesio

% % % % %
Testigo 161 * 004 ¢ 014 * 0,01 ab 067 + 003 ab 0,83 * 0,06 017 * 0,02
Quelato Fe-EDDHA 166 * 005 b 012 £ 001 c 049 + 003 ¢ 0,67 * 0,06 0,16 * 0,02
Sangre bovina 1,79 = 006 a 015 * 0,01 a 068 + 003 a 087 + 006 018 * 0,02
Poa pratensis 160 * 004 cd 0,13 * 0,01 hc 058 * 0,03 hc 081 * 006 017 * 002
Festuca rubra 157 + 005 d 012 * 001 ¢ 049 * 003 ¢ 080 * 006 019 = 002

Significancia p<0,0001 p=0,0004 p=0,0004 n.s. n.s
Rango adecuado 1,60 - 2,10 012 - 0,40 035 - 0,65 0440 - 0,80 012-0.25

(Hanson y Hancock, 1996)

En cada columna se presenta el promedio ajustado * error estandar. Medias ajustadas con
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos,
segun la prueba de comparacion mdaltiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias
significativas entre tratamientos.

En el caso de los micronutrientes, el hierro, zinc y cobre no evidenciaron diferencias
significativas entre los tratamientos (Cuadro 7). Por otro lado, en el caso del manganeso, la
aplicacion de sangre bovina fue el tratamiento que mas incremento su concentracion en las
hojas, con diferencias significativas respecto de los otros tratamientos. En el otro extremo,
las plantas tratadas con Fe-EDDHA tuvieron el menor valor. Finalmente, las plantas testigo
y aquellas bajo asociacion con gramineas tuvieron valores intermedios, por lo cual se
diferenciaron tanto de las aplicaciones de sangre bovina como de Fe-EDDHA, pero no
entre ellas (Cuadro 7). Por otro lado, independientemente del tratamiento, todos los
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micronutrientes alcanzaron una concentracion que se encuentra dentro del rango adecuado
(Hanson y Hancock, 1996).

Cuadro 7. Concentracion de micronutrientes, expresada en mg kg™, en arandanos ‘Emerald’
sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de hierro. El muestreo se
realizo en febrero del 2015.

Micronutrientes

Tratamiento Hierro Manganeso Zinc Caobre

mg kg* mg kg™ mg kg™ mg kg™
Testigo 122 * 143 95 = 70 b 17 = 25 17 £ 10
Quelato Fe-EDDHA 128 * 143 75 * 54 ¢ 15 = 20 17 £ 11
Sangre bovina 126 = 143 140 * 109 a 15 = 20 18 + 11
Poa pratensis 117 = 143 100 £ 72 b 18 + 28 18 * 11
Festuca rubra 101 = 143 101 £ 71 b 18 = 29 16 £ 11

Significancia n.s. p= 0,0001 n.s. n.s.

Rango adecuado 60 - 120 50 - 350 8-30 5-20

(Hanson y Hancock, 1996)
En cada columna se presenta el promedio ajustado + error estandar. Medias ajustadas con
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos,
segun la prueba de comparacion mdaltiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias
significativas entre tratamientos.

Biomasa seca aérea de gramineas

Bajo las condiciones experimentales en que se realizo este estudio (Apéndice I, Figura 5),
el crecimiento vegetativo aéreo de las especies gramineas se produjo desde inicios de
octubre a principios de mayo (Figura 15).

La Festuca rubra produjo mayor biomasa aérea que la Poa pratensis, siendo en los meses
de verano cuando se observo la mayor diferencia entre ellas (Figura 15). Asimismo, la
Festuca rubra present6 el mayor consumo de nitrégeno, fosforo y potasio, el cual fue de
26; 3,8 y 30,2 g m™, respectivamente, mientras que el de la Poa pratensis fue de 18,3; 1,9y
11,5 g m?, respectivamente (Cuadro 8), es decir que la Festuca rubra consumié el doble de
fosforo y potasio que la Poa pratensis. En términos de eficiencia de uso del nitrégeno, la
Festuca rubra resulté mas eficiente, siendo su eficiencia de 39,5 g b.s. g, mientras que la de
la Poa pratensis fue de 30,2 g b.s. g™* (Cuadro 8).

En cuanto al requerimiento hidrico, ambas gramineas necesitaron una cantidad similar de
agua durante la temporada, la cual es cercana a 0,7 m™ m (Cuadro 8).
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Figura 15. Produccion de biomasa seca aérea, expresada en g m, entre 151 dias después de
siembra y hasta el final de temporada, de Festuca rubra rubra y Poa pratensis,
utilizadas como cultivos de cobertura en arandanos ‘Emerald’ con déficit de hierro.
Barras verticales indican el error estandar.

Cuadro 8. Requerimiento hidrico, expresado en m® m™, consumo de nitrégeno, fésforo y
potasio, expresados en g m™, y eficiencia de uso del nitrégeno, expresado en g b.s. g,
de Festuca rubra rubra y Poa pratensis utilizadas como cultivos de cobertura en
arandanos ‘Emerald’ con déficit de hierro.

Tratamientos ReqUt'%rlr'nlento Consumo de nutrientes EUN
hidrico N P K
me m?2 g m-2 g b.s. g-l
Poa pratensis 0,75 18,3 1,9 115 30,2

Festuca rubra rubra 0,72 26,0 3,8 30,2 39,5
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DISCUSION

La aplicacion de Fe-EDDHA tuvo un efecto positivo en los componentes del crecimiento
vegetativo del arandano, debido a que, en comparacion con el testigo, logr6 un mayor
aumento en el area foliar durante la temporada, y evidencié menos ramificaciones, y de
mayor longitud, en sus cafias de verano. Asimismo, a pesar de que no hubo una diferencia
significativa, se observd una tendencia tanto hacia el mayor tamafio de planta, como al
mayor nimero y longitud de cafias. Estos resultados coinciden con los reportados por Smith
y Cheng (2006), y pueden ser atribuidos a la eficacia del Fe-EDDHA para corregir la
clorosis férrica, dado que su aplicacion aument6 la concentracion foliar de clorofila,
superando ampliamente al testigo durante toda la temporada (Capitulo Il), lo cual se ha
observado anteriormente en numerosas especies frutales, como vid (Smith y Cheng, 2006),
peral (Tagliavini et al., 2000), duraznero (Alvarez-Fernandez et al., 2005), citricos (Huang
et al., 2012), kiwi (Loupassaki et al., 1995), olivo (Fernandez-Escobar et al., 1993) y palto
(Gregoriou et al., 1983). Asi, al controlar el déficit de hierro, el Fe-EDDHA estimul6 un
menor numero de brotes anticipados pero de mayor longitud, favoreciendo la cantidad y
calidad de fruta para la siguiente temporada (San Martin, 2009).

Por su parte, la aplicacion de sangre bovina también afect6 positivamente la mayoria de los
componentes del crecimiento vegetativo, puesto que, respecto del testigo, logré un mayor
aumento en el area foliar, y en la longitud de brotes y de ramificaciones de las cafias,
concordando con lo observado por Lépez-Rayo et al. (2015). A su vez, si bien la diferencia
con las plantas testigo no fue significativa, se observo un mayor tamafio de planta y nUmero
de cafias. De esta manera, la aplicacién de sangre bovina logrd, por un lado, generar mas
material de reemplazo para la poda y, por el otro, incrementar los centros productivos para
la temporada siguiente, favoreciendo, en ambos casos, la capacidad de producir una mayor
cantidad de fruta, y de mayor tamafio (Flores et al., 2011).

En este caso, dado que las plantas tratadas con sangre bovina evidenciaron una
concentracion foliar de clorofila menor a la del testigo en gran parte de la temporada
(Capitulo II), su mayor crecimiento no puede atribuirse a la correccion de la clorosis férrica
sino, mas bien, al aporte adicional de nitrégeno que significé su aplicacién (Chan et al.,
2007; Gaskell y Smith, 2007; Yunta et al., 2013), el cual fue de 14 g/planta, es decir, mas
de la mitad de lo que necesita una planta de arandano de esa edad, que son 25,5 g de
nitrégeno por temporada (Retamales y Hancock, 2012b). Teniendo en cuenta que todas las
plantas recibian fertilizacion nitrogenada por el fundo, la cual era a base de sulfato de
amonio, nitrato de potasio y nitrato de magnesio, y que la dosis de aplicacion de la sangre
bovina fue mayor a la recomendada en la literatura (Tagliavini et al., 2000; Lopez-Rayo et
al., 2015), es muy probable que estas plantas sufrieran una intoxicacion por exceso de
nitrégeno, lo que estaria respaldado por los sintomas tipicos de una dosis elevada de este
nutriente, o superior a la requerida por la planta, entre los cuales destacan el exceso de
crecimiento vegetativo y el vigor desmesurado (Razeto, 2006).

En este sentido, resulta curioso que las plantas tratadas con sangre bovina superaran a las
plantas testigo en varios componentes del crecimiento vegetativo, dada la baja actividad
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fotosintética de estas plantas, detectada a los 66 y 123 DDIB (Capitulo 11). De alli surge la
hipétesis de que la aplicacion de sangre bovina causo una intoxicacion temporal de las
plantas, y que la evaluacion de los parametros fotosintéticos se realizé dentro del periodo
que durd dicha condicion. Al respecto, y con base en los resultados y lo observado en el
ensayo, puede especularse que la intoxicacion se produjo a los 57 DDIB, con 7 g/planta de
nitrogeno aplicado con la sangre bovina, y que se prolong6 hasta los 182 DDIB, es decir 55
dias después de la ultima aplicacion y 64 dias antes de que finalizara la temporada. De esta
manera, es muy probable que el crecimiento de las plantas tratadas con sangre bovina se
haya debido a la fotosintesis realizada antes y después de la intoxicacion, es decir antes de
los 57 DDIB, periodo en que, segun se detectd, ocurre el 70% del crecimiento de
primavera, y despues de los 182 DDIB, momento en que se constatd una mejoria de las
plantas, no sélo por un aumento en la longitud de los brotes de primavera, que diferencio
estadisticamente a la sangre bovina del resto de los tratamientos, sino por un aumento en la
concentracion foliar de clorofila, el cual le permitié superar al testigo nuevamente (Capitulo
I1). Al respecto, ha sido reportada la rapida recuperacion del crecimiento cuando una planta
deja de estar sometida al estrés de la clorosis férrica, puesto que trata de compensar las
pérdidas sufridas mientras estuvo estresada (Thoiron et al., 1997; Mahmoudi et al., 2007).
Por lo anteriormente expuesto, en una futura investigacion deberian evaluarse otras dosis y
frecuencias de aplicacion de la sangre bovina, de manera de optimizar el crecimiento de las
plantas y lograr, a su vez, el control de la clorosis férrica.

En el caso de la asociacion con gramineas, se observo una disminucion en la longitud de
brotes y el numero de cafias, Unicamente con diferencias significativas para las plantas
asociadas con Festuca rubra. Asimismo, a pesar de no existir diferencias estadisticas, la
asociacion con ambas gramineas condujo a una menor radiacion interceptada. Este menor
crecimiento de las plantas se ha observado en otros estudios (Inal et al., 2007; Palliotti et
al., 2007; Zuo y Zhang, 2008; Cafiasveras et al., 2014; Covarrubias et al., 2014), y ha sido
atribuido a la competencia que las especies gramineas ejercen sobre el cultivo, en términos
de espacio, agua y nutrientes. De hecho, se ha sefialado que es necesario controlar el
crecimiento de las gramineas durante el periodo de mayor demanda del cultivo, con el
objetivo de reducir al minimo el consumo de las mismas (Benites et al., 2005). Asi, se ha
constatado que la asociacion con gramineas disminuye la biomasa seca radical de las
plantas y la concentracion de nitratos en el suelo (Covarrubias et al., 2014), reafirmando
que compiten por el suelo y los nutrientes disponibles.

A su vez, se ha sefialado que la asociacion con gramineas aumenta el volumen de agua
consumido, puesto que un cultivo de cobertura demanda cierta cantidad de agua adicional,
que debe ser incorporada (Cafasveras et al., 2014). Al respecto, la informacion resulta
contradictoria, puesto que Kamal et al. (2000) encontraron que, sin suplemento hidrico, el
crecimiento de plantas de guayaba bajo asociacion no se redujo e, incluso, aumento,
mientras que en este estudio se detecto cierta disminucion en el crecimiento de las plantas,
a pesar del aporte adicional de agua. Es por ello que no debe descartarse cierta interferencia
alelopatica, la cual consiste en la liberacion de sustancias quimicas por parte de ciertas
especies usadas como cultivos de cobertura (Einhellig, 1999). En este sentido, se sabe que
dentro de un ecosistema los fendmenos alelopaticos coexisten con la competencia por los
recursos (Weston, 2000), y que su presencia es estimulada por estrés en el cultivo, como
plagas y enfermedades, temperaturas extremas, restriccion hidrica, carencias nutricionales y
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radiacion solar (Einhellig, 1996). Dado que con la evaluacion realizada no puede aseverarse
esta hipotesis, en futuros trabajos deberian considerarse mediciones que permitan esclarecer
este efecto.

A pesar de lo anteriormente expuesto, también existen reportes en los que la asociacion con
gramineas caus6 un efecto positivo en el crecimiento vegetativo del cultivo (Zuo et al.,
2000; Ammari y Rombola, 2008; Bavaresco et al., 2010). En este estudio, ambas gramineas
lograron un aumento del area foliar superior al del testigo, tal como observaron Ammari y
Rombola (2008). Esto podria atribuirse a una mejoria de la clorosis férrica inicial de estas
plantas, reflejada por la concentracion foliar de clorofila al final de la temporada (Capitulo
I1), puesto que se ha sefialado que el aumento de la superficie foliar es un proceso sensible
al estado nutricional de la planta (Weyers y Meidner, 1990). A su vez, este aumento en el
area foliar podria interpretarse como una estrategia de las plantas bajo asociacion para
mantener el nivel fotosintético, al compensar el menor nimero de hojas, dado por una
menor longitud de brotes (Apéndice Il, Figura 6) y numero de cafias, mediante un
incremento del area foliar. Mas estudios son necesarios para corroborar esta hipostesis.

Asi, el efecto de la asociacion con gramineas sobre el crecimiento vegetativo del cultivo es
variable, dependiendo de las condiciones experimentales, tales como la disponibilidad de
agua y nutrientes, la especie graminea y la densidad de siembra utilizada (Covarrubias y
Rombola, 2012). Considerando esto, en un futuro estudio, seria interesante evaluar otras
especies gramineas asi como otras densidades de siembra, con el objetivo de encontrar el
tipo de asociacion mas adecuado para el ardndano ‘Emerald’, el cual le permita corregir el
déficit de hierro, sin afectar negativamente su crecimiento vegetativo.

En cuanto a la distribucién del crecimiento vegetativo a lo largo de la temporada, expresado
como la interceptacion de radiacion (PAR;), se observo que, independientemente del
crecimiento total logrado por los tratamientos, tanto las aplicaciones de Fe-EDDHA como
de sangre bovina condujeron a un mayor crecimiento de primavera, mientras que las
asociaciones con gramineas llevaron a un mayor crecimiento de verano. Se presume que
aquellas plantas tratadas con Fe-EDDHA o con sangre bovina crecieron mas en primavera
porque ése fue el periodo en que se aplicaron ambas soluciones, por lo cual las plantas
recibieron una fertilizaciéon adicional que les permitié crecer a pesar de la presencia de
fruta, y crecieron en menor proporcion durante el verano porque se dejo de aplicar. Asi,
podria deducirse que ambos productos tienen un efecto inmediato y cortoplacista, en el
sentido de que ejercen su efecto mientras se mantengan las aplicaciones. En el caso del Fe-
EDDHA, esto es esperable considerando que, dada su elevada solubilidad (Lucena, 2009),
son necesarias repetidas aplicaciones porque es facilmente lixiviado hacia la napa freatica
(Rombola et al., 2002; Rombola y Tagliavini, 2006). En el caso de la sangre bovina, una
posible explicacion es que el nitrdgeno organico incorporado haya completado el proceso
de mineralizacion, alcanzando la forma de nitrato, con su consecuente lixiviacion. Sin
embargo, dado que son numerosos los factores que influyen en la mineralizacion del
nitrégeno, tales como la temperatura de suelo, textura de suelo y practicas de labranza
(Gaskell et al., 2006; Silgram y Shepherd, 1999), la estimacion de la cantidad y el momento
en que el nitrogeno es mineralizado es sumamente compleja (Gaskell y Smith, 2007), por lo
cual se necesita un estudio mas profundo para poder hacer esta aseveracion. Como
consecuencia, puede inferirse que tanto el Fe-EDDHA como la sangre bovina deben
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aplicarse al inicio de los flujos de crecimiento, con lo cual se logrard una respuesta
inmediata en el momento de mayor tasa de crecimiento, obteniendo, de esta manera, un
mejor resultado en términos vegetativos. Por su parte, es probable que las plantas bajo
asociacion con gramineas hayan crecido mas durante el verano porque en primavera
estaban expuestas no solo a la presencia de la fruta sino a la competencia que ejercian las
gramineas. Luego, una vez que la fruta fue cosechada, recuperaron el crecimiento. Esto se
encuentra acorde con el hecho de que los frutos representan el principal sumidero de
fotoasimilados en las especies frutales (Pavel y Dejong, 1993), de manera que la particion
de fotoasimilados siempre estard dirigida, en forma mayoritaria, hacia ellos (Coombe,
1988).

Respecto al analisis foliar, tal como se ha reportado con anterioridad, las hojas con clorosis
férrica evidencian cambios en la concentracién foliar de nutrientes (Maldonado-Torres et
al., 2006). En este sentido, sdlo se encontraron diferencias entre los tratamientos en la
concentracion de nitrégeno, fosforo, potasio y manganeso. Las plantas tratadas con sangre
bovina evidenciaron la mayor concentracion de estos minerales, pero la diferencia respecto
del resto de los tratamientos solo fue significativa para el caso del nitrégeno. Esto indicaria
que, independientemente del grado de clorosis de las plantas, la aplicacion del producto
conlleva a una fertilizacion adicional de estos nutrientes, lo cual es esperable dado que
éstos se encuentran presentes en la formulacion (Apéndice I, Cuadro 1). De esta manera, la
sangre representaria un fertilizante potencial, principalmente de nitrégeno y potasio, el cual
puede ser usado en la agricultura organica puesto que se encuentra, en forma comercial,
como fertilizante organico certificado (Van-Camp et al., 2004) y, por ende, constituiria una
alternativa viable para complementar e, incluso, reemplazar a la fertilizacion nitrogenada
tradicional, conduciendo a una agricultura mas sostenible.

Por su parte, la aplicacion de Fe-EDDHA indujo una mayor concentracién de nitrégeno
foliar, y una menor concentracion de fosforo y potasio, respecto del testigo. En el caso del
nitrégeno, la mayor concentracion de las plantas tratadas con Fe-EDDHA justificaria, al
menos en parte, su mayor crecimiento durante la temporada, y confirmaria, a su vez, la
mayor actividad de la nitrato reductasa bajo un adecuado suministro de hierro (Darnell y
Cruz-Huerta, 2011). En el caso del fosforo, dado el antagonismo que existe entre éste vy el
hierro (Brown et al., 1959; Lindsay, 1984), la mayor concentracion observada en el testigo
puede ser debida a un posible desequilibrio nutricional, causado por una absorcion
preferencial del fosforo bajo la carencia de hierro. Respecto del potasio, numerosos trabajos
han reportado que plantas con clorosis férrica acumulan mas potasio, por unidad de peso
seco, que plantas no clordticas (Hamzé et al., 1985; Abadia et al., 1989; Szlek et al., 1990;
Welkie and Miller, 1993; Belkhodja et al., 1998), lo que ha sido atribuido, por un lado, al
aumento en la exudacion de H* por la ATP-asa ubicada en la membrana plasmatica de las
células radicales, favoreciendo el intercambio y la absorcion de potasio (White, 2011) v,
por otro lado, a la acumulacion de los acidos organicos malico y citrico en los organos
deficientes en hierro (Welkie y Miller, 1993). Asimismo, es posible que el aumento en la
concentracion de potasio foliar, frente a una carencia de hierro, sea con el fin de optimizar
la regulacion de la apertura estomatica y evitar, asi, la pérdida excesiva de agua,
aumentando la eficiencia de uso de la misma (Arquero et al., 2006). Si bien es factible
pensar que existio cierto efecto de dilucion del fosforo y potasio, dado por el aumento del
area foliar que causo la aplicacion de Fe-EDDHA, esto resulta poco probable puesto que
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dicha dilucién deberia haberse generalizado en todos los minerales por igual, lo cual no
ocurrio.

En el caso de las plantas asociadas con gramineas, los resultados del analisis foliar estan en
linea con el concepto de competencia formulado anteriormente, puesto que se encontrd una
menor concentracién de nitrégeno, fésforo y potasio respecto del testigo, siendo esto
significativo sélo para la asociacion con Festuca rubra. Esto se encuentra acorde a lo
reportado por Gunes et al. (2007) y reflejaria cierta competencia por la absorcién de
nutrientes. Al comparar entre las dos especies gramineas, la menor concentracion foliar de
estos nutrientes en las plantas asociadas con Festuca rubra la sefialarian como una especie
mas competitiva y justificaria, asi, el menor crecimiento vegetativo que alcanzaron las
plantas asociadas a ella, respecto del testigo, en términos de longitud de brotes y nimero de
cafas. Esto se encuentra acorde con la literatura, donde la Festuca rubra ha sido
identificada como una especie vigorosa y muy demandante de agua y nutrientes (Ingels et
al., 1998; Aamlid et al., 2016). Dado que el requerimiento de agua fue similar para ambas
gramineas, el cual rondé los 0,7 m® m?, las diferencias observadas en el crecimiento
vegetativo y analisis foliar de las plantas asociadas a ellas estarian, entonces, mas
relacionadas con el consumo de nutrientes, el cual vari6 sustancialmente entre las
gramineas. De hecho, el consumo de nitrogeno, fosforo y potasio de la Festuca rubra fue
de 26; 3,8 y 30,2 g m’, respectivamente, mientras que el de la Poa pratensis fue de 18,3;
19y115¢g m, respectivamente.

Al respecto, se ha sefialado que las distintas especies difieren en la eficiencia de absorcion
de los nutrientes (Trehan y Claassen, 1998; Dessougi et al., 2002; Trehan y Sharma, 2002;
Zhang et al., 2007), y que esta eficiencia estd dada, principalmente, por el tamafio del
sistema radicular, la fisiologia de absorcion y la capacidad de las plantas para aumentar la
solubilidad del nutriente en la rizésfera mediante la exudacion de compuestos organicos
(Steingrobe y Claassen, 2000; Rengel y Damon, 2008). En el caso del potasio, los pelos
radicales contribuyen en la capacidad de absorcion debido a que aumentan tanto la
superficie radical como la extension de la zona de agotamiento (Samal et al., 2010),
creando un gradiente de difusion mas pronunciado, simplemente por tener un diametro
menor que las raices (Jungk, 2001). En este sentido, Boot y Mensink (1990) evaluaron las
diferencias interespecificas de cinco gramineas perennes, en varias caracteristicas radicales
fundamentales, y encontraron que la Festuca rubra no sélo se destacd de las otras por
poseer una mayor densidad y longitud de pelos radicales, sino también una mayor relacion
de peso de la raiz (peso seco de raiz por unidad de peso seco de la planta) y una mayor tasa
de crecimiento relativo diario, convirtiéndola en una especie altamente eficiente en la
absorcion de nutrientes y, por ende, especialmente competitiva. Esto explicaria, a su vez, el
hecho de que la Festuca rubra alcanzara una mayor biomasa aerea que la Poa pratensis
durante toda la temporada.

Es importante destacar que, aunque al momento del muestreo foliar existian claras
diferencias entre los tratamientos en la concentracion de clorofila foliar, no se encontraron
diferencias en la concentracion de hierro foliar, respaldando resultados de estudios previos
(Bavaresco y Poni, 2003; Chen et al., 2004; Inal et al., 2007), los cuales indican que la
concentracion foliar de hierro no es un parametro fiel y representativo del estado férrico de
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las plantas en campo, puesto que esta variable no se correlaciona bien con la concentracion
foliar de clorofila (Mengel et al., 1984; H&ussling et al., 1985; Krewer y NeSmith, 2006).

Finalmente, cabe mencionar que los tratamientos no provocaron cambios en el patron de
crecimiento de los brotes. Al respecto, Salvatierra y Sierra (2010) sostienen que las etapas
fenoldgicas y/o los ciclos de crecimiento del ardndano se encuentran mas afectados por las
condiciones ambientales que por el estado nutricional de las plantas. En todos los casos, el
70% del crecimiento de primavera se produjo en los primeros 57 dias y el 90% del
crecimiento de verano, en los primeros 12. Esto toma especial relevancia a la hora de
planificar las aplicaciones nitrogenadas, las que deberian concentrarse en los momentos de
mayor crecimiento vegetativo (Hanson, 2006), con el objetivo de tener brotes mas largos en
primavera, que contribuyan al sustento y desarrollo de la fruta, y con ramificaciones mas
largas en verano, que permitan la diferenciacion de un mayor nimero de yemas florales, y
de mejor calidad, para la temporada siguiente (Salvatierra y Sierra, 2010). De esta manera,
la fertilizacion nitrogenada se optimizaria, al requerir una menor cantidad de fertilizante y
obtener una respuesta de mejor calidad.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en que se llevé a cabo este estudio, se concluye que:

La aplicacion de quelato Fe-EDDHA favorece el crecimiento vegetativo en arandanos
‘Emerald’, al aumentar el rea foliar durante la temporada, y estimular la emisién de pocas
ramificaciones pero de mayor longitud.

La aplicacion de un formulado a base de sangre bovina ejerse un efecto positivo sobre el
crecimiento vegetativo en arandanos ‘Emerald’, principalmente, por incrementar el area
foliar durante la temporada, la longitud de los brotes y de las ramificaciones de las cafias.

La asociacion con Festuca rubra afecta negativamente el crecimiento vegetativo en
ardndanos ‘Emerald’, al disminuir la longitud de los brotes y el nimero de cafias.

El crecimiento total de la temporada, dado por el aumento de tamafio de las plantas, tiene
una mayor proporcion concentrada en primavera para la aplicacion de quelato Fe-EDDHA
y de sangre bovina, y en verano para la asociacion con gramineas.

La aplicacion de quelato Fe-EDDHA incrementa la concentracion foliar de nitrogeno, y
disminuye la de fosforo y potasio, sin afectar significativamente el resto de los nutrientes.

La aplicacion de un formulado a base de sangre bovina incrementa la concentracion foliar
de nitrégeno, sin afectar significativamente el resto de los nutrientes.

La asociacion con Festuca rubra disminuye la concentracion foliar de nitrégeno, fésforo y
potasio, sin afectar significativamente el resto de los nutrientes.

La asociacién con Poa pratensis no modifica sustancialmente el crecimiento vegetativo y el
estado nutricional en ardndanos ‘Emerald’.

La Festuca rubra es una especie mas demandante y competitiva que la Poa pratensis, dado
su mayor consumo de nitrégeno, fésforo y potasio, lo que resulta en una mayor produccion
de biomasa aérea durante la temporada.
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Figura 5. Evolucion de la temperatura maxima, media y minima, expresada en °C, y
precipitacion mensual, en mm, desde mayo del 2014 a abril del 2015. Catemu, San
Felipe, Regién de Valparaiso.

Cuadro 1. Composicion nutricional de la sangre bovina, dividida en macronutrientes,
expresados en porcentaje, y micronutrientes, expresados en mg kg™.

Macronutrientes Micronutrientes
Nitrbgeno  Fosforo  Potasio Calcio  Magnesio  Azufre Hierro Zinc Manganeso ~ Cobre
% mgkg'1
14,4 0,34 0,8 0,02 0,02 0,49 2675 15,75 04 2,55
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Figura 6. Area foliar, en cm?, como funcién de la longitud, en cm, de brotes de primavera,
sin y con brotes anticipados, en arandanos ‘Emerald’ (p<0,0001).
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CAPITULO IV: EFECTO DE TECNICAS DE MANEJO SOSTENIBLE DEL
DEFICIT DE HIERRO EN VARIABLES PRODUCTIVAS Y CALIDAD DE BAYAS
DE ARANDANOS ‘EMERALD’

RESUMEN

El déficit de hierro es un problema nutricional comudn en suelos calcareos y alcalinos,
resultando particularmente perjudicial para las especies calcifugas, como el arandano alto,
el cual ve afectadas su longevidad y productividad, crecimiento de raices y brotes, y
rendimiento y calidad de baya. Las técnicas de manejo tradicionales se basan en
aplicaciones repetidas de quelatos de hierro y/o &cidos fuertes, las cuales implican altos
costos, y riesgos ambientales y de salud. Como consecuencia, se evaluaron dos técnicas de
manejo sostenible: (1) aplicacion de un formulado a base de sangre bovina y (2) asociacion
del cultivo con especies gramineas, siendo elegidas Festuca rubra rubra y Poa pratensis.

Con el objetivo de estudiar el efecto de estas técnicas en algunas variables productivas y de
calidad de baya en arandanos ‘Emerald’, se utilizo un disefio en cuadrado latino, con 5
tratamientos (testigo, quelato Fe-EDDHA, sangre bovina, Festuca rubra rubra, Poa
pratensis) y 5 repeticiones. Se midi6 numero de frutos, produccion y productividad por
planta, y el peso y diametro de los frutos. Asimismo, se elabor6 la curva de distribucion de
cosecha y de distribucion de calibre de los frutos. A su vez, se evaluo la calidad de los
frutos mediante firmeza, materia seca, concentracion de solidos solubles, pH y acidez
titulable.

La asociacién con ambas especies gramineas incremento el nimero de frutos por planta, sin
afectar el tamafio de los mismos de manera significativa, pero sélo la asociacién con
Festuca rubra condujo a un aumento en la produccién de las plantas. En contraste, la
aplicacion de sangre bovina no afecté la produccion de las plantas, puesto que no modificd
el nimero de frutos ni su tamafio respecto de las plantas testigo. Por otro lado, se encontrd
que las plantas bajo asociacién con gramineas no so6lo tuvieron una mayor proporcion de
frutos cosechados en las primeras cosechas sino una menor firmeza de los mismos,
sugiriendo que existe un leve adelanto de la maduracion de estos frutos, lo que permitiria
alzanzar un mayor precio en el mercado, conduciendo, asi, a un aumento en la rentabilidad
del cultivo.

Palabras clave: asociacion con gramineas, calidad de baya, clorosis férrica, rendimiento,
sangre bovina, Vaccinium corymbosum
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ABSTRACT

Iron deficiency is a common nutritional problem in calcareous and alkaline soils, being
particularly harmful to calcifuges species such as highbush blueberry, being affected its
longevity and productivity, root and shoot growth, and berry yield and quality. Traditional
techniques are based on repeated applications of iron chelates and strong acids, which
implies high costs and environmental and health risks. As a consequence, two sustainable
techniques were evaluated: (1) application of a bovine blood meal compound and (2)
intercropping with graminaceous species, being selected Festuca rubra rubra and Poa
pratensis.

In order to study the effect of these techniques in productive and berry quality variables of
'Emerald’ blueberry, a latin square design was used, with 5 treatments (control, Fe-EDDHA
chelate, bovine blood meal, Festuca rubra rubra, Poa pratensis) and 5 replicates. Fruit
number, production and yield per plant, and fruit weight and diameter were evaluated. In
addition, harvest distribution curve and fruit size distribution curve were developed.
Moreover, berry quality was measured, as firmness, soluble solids concentration, pH and
titratable acidity.

Intercropping with both graminaceous species increased fruit number per plant, without
affecting their size significantly, but only intercropping with Festuca rubra triggered to an
increase in plant production. In contrast, application of bovine blood meal did not affect
plant production, since it did not change fruit number or their size, in comparison to control
plants. On the other hand, it was found that plants intercropped with gramineous not only
had a higher proportion of harvested fruits in the two earliest harvests but also less firmness
of them, suggesting a slight advance ripening of these fruits, which leads to a higher price
in the market and thus to an increase in crop profitability.

Keywords: intercropping with graminaceous, berry quality, iron chlorosis, yield, bovine
blood meal, Vaccinium corymbosum
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INTRODUCCION

El exceso y/o déficit de nutrientes representan un inconveniente especialmente importante
en los érboles frutales, dado que su crecimiento depende de los nutrientes almacenados en
la planta al final de la temporada anterior, por lo cual un desequilibrio nutricional puede
afectar el rendimiento por més de una temporada (Pestana et al., 2003). En este sentido, el
déficit de hierro (Fe) es un problema nutricional importante en numerosas especies frutales
que son cultivadas en suelos calcareos y alcalinos (Rombola y Tagliavini, 2006), donde la
carencia se produce como resultado de la combinacion entre una limitada biodisponibilidad
de Fe en el suelo y el cultivo de especies susceptibles, las cuales carecen de mecanismos de
respuesta o adaptacion frente a dicha carencia (Brown y Jolley, 1989). Tal es el caso del
arandano alto, el cual, por ser una especie calcifuga (Mengel et al., 2001), manifiesta una
clorosis férrica intensa en este tipo de suelos (Retamales y Hancock, 2012a) y, como
consecuencia, ve reducidos su rendimiento y calidad de fruta tanto en la temporada en
curso como en la siguiente, debido a las yemas florales pobremente desarrolladas
(Tagliavini y Rombola, 2001).

En este sentido, el efecto del déficit de Fe depende del grado y periodo en el que se
desarrolle la clorosis férrica, siendo, en general, mas grave durante la floracion y el cuaje
(Rombola y Tagliavini, 2006). Asi, efectos adversos del déficit de Fe en el rendimiento se
han reportado en numerosos frutales, tales como citricos (Bafiuls et al., 2003), kiwi
(Tagliavini et al., 2000), olivo (Pastor et al., 2001), duraznero (Yoshikawa, 1988; Sauz et
al., 1992), peral (Elkins et al., 2002) y ciruelo (Yoshikawa et al., 1982).

Una posible explicacién para esta disminucion del rendimiento es el menor poder de
asimilacién que ocasiona la falta de clorofila, dado que en hojas carentes de Fe la cantidad
de clorofila que contiene la membrana tilacoidal es muy baja, por lo cual el transporte de
electrones es limitado y, a su vez, la capacidad de fijar carbono se reduce drasticamente
(Alvarez-Fernandez et al., 2006). Por lo tanto, existe una relacion indirecta entre el déficit
de Fe y el rendimiento, debido a que se produce una reduccion en el potencial fotosintético
de la planta vy, asi, se ve afectada su capacidad para llevar a cabo los procesos de cuaje,
retencion y maduracion de frutos (Zelitch, 1982; Bertamini y Nedunchezhian, 2005).

Por su parte, la influencia de la carencia de Fe en la calidad de la fruta es indirecta,
relacionada con el metabolismo suboptimo de la hoja y la fotosintesis neta (Chen et al.,
2004). Asi, la disminucion en la calidad de la fruta debido a la carencia de hierro puede
deberse a distintos factores, incluyendo cambios en el color, la firmeza o la cantidad de
jugo, y también a cambios en la concentracion de &cidos organicos, vitaminas y compuestos
fenolicos, los que, a su vez, pueden afectar las caracteristicas organolépticas (Alvarez-
Fernandez et al., 2006). De hecho, algunos efectos de la clorosis férrica sobre la calidad de
la fruta podrian estar asociados con un retraso en la maduracion del fruto, conduciendo a un
estado de desarrollo menos avanzado, una menor intensidad de color y caracteristicas
quimicas tipicas de un fruto inmaduro (Alvarez-Fernandez et al., 2006).
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Teniendo en cuenta que el objetivo principal de un huerto de arandanos es obtener
producciones altas, sostenidas en el tiempo y con fruta de buena calidad (Retamales y
Hancock, 2012b), deben desarrollarse practicas de manejo conducentes a maximizar el
flujo de la materia seca producida hacia la fruta, sin alterar la productividad de la planta a
largo plazo (Flore y Layne, 1999). Al respecto, Retamales y Hancock (2012b) sefialan que,
cuando se desea conocer el impacto que tiene una determinada practica de manejo en el
rendimiento del cultivo, deben analizarse los componentes del rendimiento, dado que la
influencia de esa practica puede evaluarse examinando sus efectos sobre cada componente
del rendimiento. Segun Siefker y Hancock (1986), en el arandano, estos componentes son:

Rendimiento = nimero de cafias/planta * nimero de frutos/cafia * peso de fruto

De esta manera, las pérdidas de rendimiento pueden deberse a una disminucion en el
namero total de frutos por planta, o a una disminucion del tamafio del fruto, o bien, a una
combinacion de ambas (Alvarez-Fernandez et al., 2006). Al respecto, ha sido sefialado que
el rendimiento total de arboles con y sin déficit de hierro, creciendo uno al lado del otro en
el campo, es diferente, debido a que se afecta el numero de frutos por planta y, luego, el
tamafio de la fruta. En consecuencia, la pérdida potencial de rendimiento puede ser de un
50% en arboles moderadamente cloroticos, mientras que en plantas con un déficit de hierro
severo la disminucién en el nimero de frutos por arbol puede superar el 80% y la pérdida
en el tamafio del fruto puede alcanzar un 30% (Alvarez-Fernandez et al., 2006).

Actualmente, las técnicas de manejo mas difundidas y utilizadas en campo para controlar el
déficit de Fe consisten en la aplicacion de quelatos sintéticos de Fe, via edafica y/o foliar, y
la acidificacion del agua de riego, con acido sulfurico o fosférico, principalmente (Pestana
et al., 2003). A pesar de que la eficacia de ambas técnicas ha sido ampliamente demostrada
(Briat et al., 2015), estos productos constituyen fuentes potenciales de contaminacion del
ambiente, toxicidad para la flora microbiana del suelo y peligro para quienes deben
manipularlos (Rombola y Tagliavini, 2006). Como consecuencia, es necesario desarrollar
alternativas de manejo que no sélo sean viables y précticas, sino que le permitan al
productor mantener los rendimientos y disminuir los costos, sin ocasionar perjuicios para el
medioambiente (Pestana et al., 2003; Lopez- Rayo et al., 2015). Con este objetivo, se han
evaluado, entre otras técnicas, la asociacion del cultivo con especies gramineas y la
aplicacion de productos derivados de sangre animal.

El peso de fruto se relaciona significativamente con el tamafio del mismo, y éste es uno de
los principales factores de calidad de la fruta (Sozzi, 2007); de hecho, en la gran mayoria de
las especies, los frutos grandes son mas apetecidos que los chicos, puesto que ademas de
ser mas llamativos, por lo general, son mas dulces y aromaticos (Razeto, 2006). Sin
embargo, el principal factor determinante de la calidad de la fruta, es decir el grado de
excelencia o superioridad en la combinacion de atributos o caracteristicas que le dan valor
en términos de alimentacién humana (Kader, 1999), es el grado de madurez a cosecha,
puesto que la calidad de la baya de arandano no puede mejorar despues de ser cosechada
(Gough, 1994). Asi, es importante cosechar la fruta cuando su desarrollo es 6ptimo para la
manipulacion y consumo (Retamales y Hancock, 2012c). En este sentido, la fruta desarrolla
su maxima concentracion de azUcar e intensidad de aromas cuando se le permite madurar
completamente en la planta (Beaudry, 1992).
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La importancia relativa de cada componente de la calidad depende del producto y de su uso
previsto (fresco o industrializado), y varia entre productores, distribuidores y consumidores
(Retamales y Hancock, 2012c). En general, la compra inicial de los consumidores se basa
en la apariencia de la fruta, incluyendo la frescura y la firmeza. Sin embargo, las compras
posteriores dependen de la satisfaccion de los consumidores, dada por el sabor y la calidad,
principalmente, los que estan relacionados con los solidos solubles, acidez titulable,
relacién SS/acidez, firmeza de la pulpa y calidad nutricional (Kader, 1999).

Debido a que los frutos de un racimo de arandano no maduran simultaneamente, dada su
prolongada floracion en el tiempo, la cosecha debe hacerse en varias pasadas, distanciadas
una semana entre si, aproximadamente, extendiendo la cosecha de 2 a 6 semanas, en
funcion de la variedad y de las condiciones ambientales (Gough, 1994). En este sentido, las
cosechas tempranas representan un beneficio econémico debido al mayor precio pagado a
inicios de temporada, cuando hay escasez de arandanos frescos en el Hemisferio Norte. Por
lo tanto, adelantar y concentrar la produccion de fruta, de manera de cosechar el mayor
porcentaje posible en las primeras pasadas, significa un aumento relevante en la
rentabilidad del cultivo (Bustos, 2008).

Asi, y con base en lo anteriormente expuesto, resulta beneficioso comprender el impacto de
las diversas practicas de manejo en los componentes del rendimiento, tanto en diferentes
variedades como regiones productivas (Retamales y Hancock, 2012b). En tal contexto, si
bien existen numerosos estudios sobre el efecto del déficit de Fe en la produccion,
productividad y calidad de fruta de distintas especies frutales, poco ha sido indagado en el
arandano alto, y no se han probado, a la actualidad, alternativas sostenibles de correccion
de la clorosis férrica en esta especie. Por ende, conocer estos aspectos se torna sumamente
relevante, dado que las técnicas de manejo utilizadas en un huerto s6lo pueden considerarse
sostenibles si representan una ventaja productiva para el agricultor, por lo cual los estudios
relacionados con la clorosis férrica deben considerar las implicancias en el rendimiento y
calidad de la fruta (Pestana et al., 2003).

Hipotesis

El uso de técnicas de manejo sostenible del déficit de hierro, basadas en la aplicacion de un
compuesto derivado de sangre animal y en la asociacion del cultivo con especies
gramineas, modifica las variables productivas y la calidad de bayas en arandanos ‘Emerald’
con déficit de hierro.

Objetivo

Evaluar el efecto de técnicas de manejo sostenible del déficit de hierro en las variables
productivas y de calidad de bayas en arandanos ‘Emerald’.
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MATERIALES Y METODO

Ubicacién del estudio

La investigacion se llevé a cabo entre marzo del 2014 y abril del 2015.

La parte experimental se realiz6 en el huerto comercial “Los Fundos-Catemu S.A.”,
ubicado en La Poza s/n, Localidad del Nilhue, Comuna de Catemu, Provincia de San Felipe
de Aconcagua, Regién de Valparaiso (32°42'S y 70°54'0O, 560 m.s.n.m.). El sector del
huerto en el cual se ejecuté el estudio fue plantado en el afio 2012, se encuentra en ladera y
posee camellones de 0,9 m de ancho y 0,4 m de alto.

Cabe destacar que el huerto, y en particular el cuartel utilizado para el estudio, fue elegido
en base a los resultados de un analisis quimico de suelo (Cuadro 9), realizado en enero del
2014, el cual evidenci6 la presencia de elevadas concentraciones de carbonatos totales y
caliza activa. En consecuencia, el suelo del sector presentd condiciones idoneas para
inducir la carencia de hierro en las plantas.

Cuadro 9. Propiedades quimicas del suelo perteneciente al cuartel utilizado para la
investigacion, segun analisis de suelo realizado en enero 2014, a una profundidad de
10-15 cm.

Variable Unidad Entre-hilera Sobre-hilera Condicion*
pH ) [ 7.5 Alcalino
RAS - 0,7 0,9 Normal
Cond. Eléctrica dSm™ 3,3 3,2 Lev. salino
Materia organica % 1,1 1,9 Bajo
Calcio meq/100 g 21,1 20,6 Alto

% CIC 70 79
Magnesio meq/100 g 4,1 3,6 Alto
% CIC 14 14
Bicarbonatos mg L™ 159 104 Regular
Carbonato total % CaCOs3 1,2 2,0 Alto
Caliza activa % CaCO; 1,0 1,0 Alto

* Segun nivel adecuado para huerto de arandanos (Hirzel, 2014).

La parte analitica del experimento se realiz en la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la
Universidad de Chile, la cual se encuentra ubicada en la Comuna de La Pintana, Region
Metropolitana. La evaluacién de calidad de bayas se realiz6 en el Centro de Estudios de
Postcosecha, y la firmeza y peso de bayas se midio en el Laboratorio de Mejoramiento y
Calidad de la fruta, ambos pertenecientes al Departamento de Produccion Agricola.
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Material biologico

Se utilizaron plantas de ardndano alto (Vaccinium corymbosum L.) ‘Emerald’ de 4 afos de
edad, las cuales se encontraban bajo un marco de plantacion de 3 x 0,8 m, establecidas
sobre camellones de orientacion noroeste-sureste y con un sistema de riego por goteo,
formado por una doble linea de goteros, distanciados a 40 cm y cuyo caudal era de 4 L h™.

Al inicio del experimento, las plantas evidenciaban notables sintomas de clorosis en sus
hojas apicales (Apéndice I, Foto 1). Para corroborar que se trataba de una clorosis férrica y
descartar, asi, cualquier otro tipo de deficit nutricional, se seleccionaron, al azar, 5 plantas
cloréticas, en cada una de las cuales se marcd un brote representativo. A cada brote se le
midié el indice SPAD, para lo cual se utiliz6 un chlorophyll meter portatil (SPAD Minolta
502, Konica Minolta, Osaka, Japdn). La medicion se realiz6 en la primera hoja
completamente expandida de los brotes; los valores estuvieron en el rango de 20 a 25.
Luego, los brotes fueron sumergidos varias veces en una solucion de quelato de hierro
sintético Fe-EDTA a una concentracion de 2 mM y pH 6,0, con el objetivo de mojar
completamente la superficie de las hojas apicales. A los 10 dias se repitio la medicion del
indice SPAD en cada uno de los brotes marcados, y los resultados obtenidos arrojaron
valores mayores a 30, concluyendo que las plantas tenian sintomas de déficit de hierro.

Tratamientos y disefio experimental

Dentro del sector de estudio, se seleccionaron visualmente 5 hileras contiguas vy
homogéneas, es decir, que tuviesen plantas de un tamafio, desarrollo y grado de clorosis lo
mas uniforme posible, y sin problemas fitosanitarios y fisiol6gicos aparentes.

Se utiliz6 un disefio en cuadrado latino, en el cual el factor de bloqueo fue tanto la altura de
la ladera como la hilera. La unidad experimental (UE) fue de 10 plantas y la unidad de
observacion (UO) de 6 plantas. Cada UE fue separada de la siguiente por un ‘borde’ de 2
plantas, de la misma forma en que se separo la primera UE del camino.

Se trabajo con 5 tratamientos: (1) testigo absoluto; (2) testigo comercial, que consisti6 en la
aplicacion de quelato de hierro al suelo (Fe-EDDHA); (3) aplicacién de un compuesto
formulado a base de sangre bovina; (4) asociacion con Festuca rubra rubra L. y (5)
asociacion con Poa pratensis L. El disefio experimental considerd la implementacion de 5
repeticiones para cada tratamiento (Apendice I, Figura 1).

Manejo del experimento

El formulado a base de sangre bovina y el quelato de hierro fueron aplicados al suelo en
forma liquida, previa preparacion de una solucién. EI compuesto formulado a base de
sangre bovina se preparé a una concentracién de 20 g L™ y se aplicé en dosis de 0,5
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L/planta, de manera que cada planta recibié 10 g de formulado por aplicacién. El producto
posefa una concentracion de hierro de 2.675 mg kg™, por lo cual cada planta recibi6 26,75
mg de hierro en cada aplicacion. Por otra parte, se utilizo el producto comercial Basafer®
PLUS, 5% p/p orto-orto Fe-EDDHA (Compo®), el cual corresponde a un quelato Fe-
etilendiamino-N,N’-di(2-hidroxifenil) &acido acético. Tal producto se preparé con una
concentracion de 4 g L™ y se aplicé en dosis de 0,5 L/planta, de manera que cada planta
recibio 2 g de quelato en cada aplicacion y, por ende, 0,1 g de hierro. Las aplicaciones de
ambos productos se realizaron en forma manual (Apéndice I, Foto 2), cada 15 dias, y desde
inicios de brotacion (Late green tip stage) hasta la aparicion de las ramificaciones del
segundo flujo de crecimiento de brotes (Fruit bud set stage), por lo que ambos productos
fueron aplicados 10 veces en total.

Por otro lado, las especies gramineas fueron sembradas en la hilera del cultivo, a lo largo de
toda la unidad experimental, cubriendo todo el espacio existente entre las plantas y debajo
de las mismas (Apéndice I, Foto 3). La siembra se realiz6 en abril del 2014, a una densidad
de 20.000 semillas/m?. Se utilizaron semillas certificadas, y en perfecto estado sanitario, de
las especies Festuca rubra rubra L. y Poa pratensis L. La siembra consistiéo en mullir el
suelo, colocar la semilla a 0,5 cm de profundidad, aproximadamente, tapar con una capa
delgada de suelo del lugar y, luego, esparcir un poco de arena con el objeto de mejorar la
infiltracion del agua y evitar la evaporacion del agua de riego. Finalmente, para favorecer la
germinacion, se regd diariamente durante las dos primeras semanas desde la fecha de
siembra, con un pulverizador manual de 5 L, mediante el cual se proporcioné una fina
lluvia, suficientemente abundante como para humedecer el suelo, pero no tan excesiva
como para provocar escurrimiento. Una vez establecidas las gramineas, y con el objetivo de
realizar un aporte adicional de agua a las plantas bajo asociacion, se colocaron 8 microjets
de 180° a lo largo de la UE, ubicdndose 4 en cada linea de gotero. El caudal de los
microaspersores utilizados era de 60 L h™. A su vez, durante toda la temporada, las
gramineas fueron segadas manualmente cuando alcanzaban 15 cm de altura, y se llevaban a
una altura de 5 cm, aproximadamente.

Las labores agronémicas de poda, riego, control fitosanitario y fertilizacién con macro y
micronutrientes, a excepcion del hierro, se ejecutaron segun el criterio y manejo
implementado por la administracion del predio. No se efectudé una poda “‘en verde’’ (de
verano) en las plantas del ensayo.

Evaluaciones
Las variables productivas se evaluaron en cada una de las cosechas, mientras que la calidad
de las bayas se evalud en la etapa de poscosecha.
La cosecha se realiz6 en forma manual, por pasadas, en cajas plasticas de 3 kg, y el indice

de cosecha utilizado fue el color (75% Blue stage) usado con fines comerciales. Asi, en
cada pasada, solo se cosecho la fruta de color completamente azul (Apéndice 111, Foto 5).
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Radiacion interceptada a inicios de cosecha (PAR; 1)

La medicion se realizo en cada planta de la UO, una vez llegado el momento de cosecha. Se
utilizé un ceptémetro (modelo ACCUPAR LP-80, Decagon Device, Washington, EE.UU.),
con el cual se midi6 la radiacion no interceptada (PARy;), 10 a 15 cm del suelo, durante el
mediodia solar. El procedimiento utilizado durante la evaluacion, asi como el célculo
posterior de la radiacion interceptada, fueron los mismos que aparecen descritos en el
Capitulo I11.

Variables productivas

Carga frutal. En cada una de las pasadas que integraron la cosecha, se cont6 el nimero de
frutos de cada planta de la UO. La carga frutal se expres6 como frutos/planta y como
frutos/m? PAR;, para lo cual se utiliz6 el PAR; medido a inicios de cosecha (Capitulo 111).

Tamafo de fruto. Se considerdé el peso y el diametro ecuatorial de baya. El peso promedio
de baya se calculé dividiendo la produccion total de las plantas por el nimero de frutos, y
se expresd en g. Por su parte, el diametro ecuatorial promedio de baya se estimo a partir de
una curva de regresion entre el peso de fruto y su diametro.

- Curva de relacion peso-diametro. Se colectaron, al azar, 100 bayas maduras, de
color completamente azul, y de todos los tamafios posibles. A cada baya se le midi6 su peso
mediante una balanza (modelo AQT 2600, Adam, Connecticut, EE.UU.), y su diametro
ecuatorial mediante un pie de metro digital (Veto, Santiago, Chile). Finalmente, con los
datos obtenidos se elabord una curva para poder estimar el diametro ecuatorial de una baya
de arandano en funcion de su peso.

Produccion por planta. En cada pasada de la cosecha, se evalud la produccién individual
de cada planta de la UO, para lo cual, una vez recolectada la totalidad de la fruta de la
planta, ésta se pesé en una balanza digital (modelo Counting Scale ACS-JS, Precision,
China). Una vez finalizada la cosecha, se sumd la produccion de la planta en cada pasada y
se expreso en g/planta.

Productividad. Esta variable se calculo, para cada planta de la UO, como el cociente entre
la produccién total por planta y el PAR; medido en cada planta a inicios de cosecha
(Capitulo 111). Se expres6 en kg/m?® PAR;.

Calidad de bayas

En la pasada numero 3, la cual correspondié a la pasada representativa de la cosecha,
puesto gque en esa pasada se cosechd el mayor porcentaje de frutos de las plantas, se
tomaron 2 muestras de bayas de cada UE. La primera muestra estuvo compuesta por 40
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bayas y la segunda muestra por 200 bayas. En ambos casos, las bayas se tomaron al azar,
considerando que su tamario fuera representativo de la UE.

Las muestras de 40 bayas se colocaron en una camara de frio a 1°C, durante 12 horas, en
cajas pléasticas de 125 g, con tapa (Apéndice Ill, Foto 6).

Firmeza. Las muestras colocadas en camara de frio se expusieron a temperatura ambiente
durante 3 horas vy, luego, a cada una de las bayas se le midio la firmeza, para lo cual se
utilizé un texturémetro motorizado o fruit texture analyzer (modelo FTA 65-14, GUSS,
Strand, Sudéfrica), con un émbolo de 3 cm de diametro, y una deformacion de 1 mm. Esta
variable se midié como fuerza maxima, es decir la fuerza necesaria para deformar la
pelicula de la baya, y se expreso en Newton (N).

Porcentaje de materia seca. A cada baya de la muestra, se le calculéd su porcentaje de
materia seca. Para ello, después de evaluar su firmeza, cada baya fue pesada en una balanza
(modelo AQT 2600, Adam, Connecticut, EE.UU.). Luego, las bayas fueron colocadas en
forma individual en una bolsa de papel, y se las llevo a estufa, a 50°C, hasta peso constante.
Finalmente, se calcul6 el porcentaje de materia seca de la baya con la siguiente formula:

Materia seca (%)= (100 — ((Peso fresco-Peso seco)/Peso fresco)) *100

Por su parte, las muestras de 200 bayas fueron colocadas en bolsas plasticas, y se llevaron a
-20°C. Una vez congeladas, las bayas se pelaron para separar la piel de la pulpa. Para la
evaluacion de solidos solubles, pH y acidez titulable se utilizo la pulpa, la cual se expuso a
temperatura ambiente durante 15 horas, con el objetivo de descongelarla. Esta se moli6 en
forma manual, de manera de obtener un jugo compuesto y homogéneo por muestra, el que
luego fue filtrado y colocado en frascos plasticos con tapa.

Concentracién de sélidos solubles. Se evalué en el jugo de la pulpa de cada muestra
mediante un refractometro termocompensado a 20 °C (modelo PAL-1, Atago, Japdn).

Acidez titulable. Se determind mediante la titulacion de 2 mL de jugo con NaOH 0,1 N
hasta la neutralizacién de los acidos organicos a pH 8,2 a 8,3. Los resultados se expresaron
como porcentaje de &cido citrico, segun la formula:

Acidez (%)= (V*C*F*100)
M

Donde: V= volumen de NaOH utilizado (mL)
C= concentracion de NaOH (N)
M= cantidad de muestra (mL)
F= factor acido citrico = 0,06404
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pH. Se evalud en el jugo obtenido de la pulpa de cada muestra, utilizando un potenciometro
pH21 (modelo pHep-HI98107, Hanna Instrument, Padua, Espafria).

Relacion SS/Acidez. Esta variable se calculd a través de la division entre el valor de
solidos solubles y el de acidez, obteniéndose un valor adimensional.

Analisis estadistico

Para contemplar las fuentes de variacion independientes de los tratamientos, se utilizé un
disefio en cuadrado latino 5x5, considerando como fuente de variacién la pendiente (fila) y
la hilera (columna). Un andlisis exploratorio preliminar mostr6 que los bloques no
controlaban adecuadamente la heterogeneidad ambiental, por lo cual se ajustd un modelo
que incluyé una funcion de correlacién espacial.

Se ajustd un modelo de regresion lineal simple para evaluar la relacion entre el peso y
diametro de baya, y entre la carga frutal y la productividad por planta. A su vez, se
ajustaron modelos de regresién lineal multiple para describir la carga frutal en funcion del
indice SPAD y PAR;, y el tamafio promedio de fruto en funcién del indice SPAD, PAR; y
carga frutal. Para las regresiones mdaltiples, se considerd la multicolinealidad entre las
variables regresoras.

Se analizo si existian diferencias estadisticamente significativas, para todas las variables
evaluadas, bajo el marco teérico de Modelos Lineales Mixtos.

Se ajustd un modelo mixto de andlisis de varianza para medidas repetidas en el tiempo de la
cosecha, en la comparacion entre tratamientos. EI modelo incluyd bloques, tratamiento,
fecha de cosecha e interaccion tratamiento*fecha.

Para contemplar la correlacion temporal entre observaciones de una misma unidad
experimental, se evaluaron los modelos:

- Modelo con efecto aleatorio de unidad experimental.

- Modelo con errores correlacionados sin especificar estructura de correlacion.

- Modelo con errores correlacionados segun una estructura de correlacion autoregresiva.

Para la determinacion de la bondad de ajuste de los modelos seleccionados, se valoraron los
criterios de seleccion “Akaike Information Criterion” (AIC) (Akaike, 1974) y “Bayesian
Information Criterion (BIC) (Schwarz, 1978; Yang, 2005). Para seleccionar modelos con
similares criterios de seleccion (AIC y BIC), se compararon los modelos con el test del
cociente de verosimilitud (LRT).

En el caso de existir varianzas heterocedasticas, éstas fueron corregidas.

En caso de existir diferencias significativas entre los tratamientos, se utilizé la prueba de
comparaciones multiples DGC (Di Rienzo et al., 2002) (a=0,05) para la distribucion de la
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cosecha y calibre, y la prueba de comparaciones multiples LSD Fisher (a=0,05) para las
variables productivas y calidad de bayas.

La estimacion de los modelos se realiz6 utilizando la funcién glm y Ime de la libreria nime
de R (Pinheiro et al., 2014), mediante la interfaz del programa estadistico InfoStat version
2013 (Di Rienzo et al., 2013).
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RESULTADOS

Dado que el nimero de frutos de una planta esta influenciado por varios factores, se realizé
una regresién multiple para la carga frutal, expresada en frutos/planta, en funcién de la
concentracion foliar de clorofila (CFC) y de la radiacion interceptada a inicios de cosecha
(PAR; 1). Las dos variables regresoras se relacionaron significativamente (p<0,05) con la
carga frutal: mientras el tamafio de la planta se relacioné en forma cuadratica, la CFC lo
hizo en forma lineal. Puede observarse que la carga frutal estd mas influenciada por el
tamano de la planta a inicios de cosecha (PAR; 1) que por la CFC, debido a la contribucion
(Cp Mallows) de estas variables en el modelo estimado (Cuadro 10).

Cuadro 10. Carga frutal, expresada en frutos/planta, en funcion de la concentracion foliar
de clorofila (CFC) y la radiacién interceptada a inicios de cosecha (PAR; 1), en
arandanos ‘Emerald’ con déficit de hierro.

Variable Variable p-valor  Cpde Ecuacion 2 p-valor
dependiente  independiente variable Mallows ecuacion
Carga frutal CEC 0,0013 17,07 Y=-

(frutos/planta) _ 0,0003 22,19 196,9+7,76(SPAD)
DARST 00023 1523 +425149(PAR)- 0,89 <0,0001
|

2523,91(PAR))?

Por otro lado, el tamafio de los frutos también se ve influenciado por varios factores,
destacandose entre ellos la carga frutal, el tamafio de la planta y la CFC, factores que
reflejan, al menos en parte, la capacidad fotosintética de la misma, por lo cual se realiz
una regresion multiple para el tamafio de fruto, expresado en gramos, en funcién de la CFC,
la interceptacion de radiacién a inicios de cosecha (PAR; 1) y la carga frutal, expresada en
frutos/planta. Se observo que la CFC y el PAR; se relacionaron lineal y significativamente
(p<0,05) con el tamafio de fruto, mientras que la carga frutal no se relacion6 en forma
significativa con el mismo. Asimismo, se aprecia que el tamafio de fruto estd mas
influenciado por el tamafio de la planta (PAR; 1) que por la CFC, debido a la contribucion
(Cp Mallows) de estas variables en el modelo estimado (Cuadro 11).

Cuadro 11. Tamafio de fruto, expresado en g, en funcion de la concentracion foliar de
clorofila (CFC), de la radiacion interceptada a inicios de cosecha (PAR; 1) y la carga
frutal, expresada en frutos/planta, en arandanos ‘Emerald’ con déficit de hierro.

Variable Variable p-valor  Cpde Ecuacion »  p-valor
dependiente independiente variable Mallows ecuacion
Tamafio CFC 0,0043 13,44 o _
defruto(g)  PAR;1 00004 2189 Y OOM00LSPAD) 24 4002

Cargafrutal  0,6259 3,29 +0,97(PAR))
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Radiacion interceptada a inicios de cosecha (PAR; 1)

La radiacion interceptada a inicios de cosecha (PAR; 1), la cual reflejé el tamafio de las
plantas en ese momento, no mostré diferencias significativas entre los tratamientos. Por
ello, y dado que se relaciono significativamente con la carga frutal y el tamafio promedio de
frutos, se la utilizé como covariable para realizar el analisis estadistico de estos parametros,
y también de la produccion (Cuadro 12).

Variables productivas

Carga frutal

La asociacion con ambas gramineas incrementd significativamente la carga frutal respecto
del testigo. Si bien los ardndanos asociados con Festuca rubra obtuvieron una carga frutal
mayor respecto de aquello asociados con Poa pratensis, no se registraron diferencias
significativas. Por su parte, la aplicacion de Fe-EDDHA también registré una carga frutal
superior al testigo, mientras que la aplicacion de sange bovina tuvo un valor intermedio
entre estos dos tratamientos, sin diferenciarse de ninguno de ellos (Cuadro 12). La carga
frutal evidencié las mismas diferencias significativas entre tratamientos, tanto cuando se
expresd en frutos/planta como en frutos/m? PAR; (Cuadro 12).

Tamafio de fruto

Los resultados evidenciaron que las aplicaciones de Fe-EDDHA incrementaron el tamafio
de los frutos en comparacion con la aplicacion de sangre bovina, cuyas plantas mostraron el
menor tamafio de los mismos. Por su parte, el testigo y la asociacion con ambas gramineas
manifestaron valores intermedios, sin diferenciarse estadisticamente entre ellos. El tamafio
de fruto tuvo las mismas diferencias significativas entre tratamientos, independientemente
de su expresion en peso (g) o diametro (mm) (Cuadro 12).

Curva de regresion peso-diametro. El peso de las bayas se relacion6 de forma directa,

cuadratica y estadisticamente significativa con su diametro ecuatorial.
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Figura 16. Diametro ecuatorial, expresado en mm, en funcién del peso, expresado en g, de
bayas maduras de arandano ‘Emerald’ (p<0,0001). n=100.
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Produccion por planta

En el experimento, los ardndanos que alcanzaron la mayor produccion individual de planta
fueron aquellos tratados con Fe-EDDHA y aquellos sometidos al intercalado con ambas
gramineas, con diferencias estadisticas respecto de las plantas tratadas con sangre bovina.
En cuanto a las plantas testigo, éstas alcanzaron una produccién intermedia entre las plantas
asociadas con Poa pratensis y las tratadas con sangre bovina, sin diferenciarse de ellas
(Cuadro 12).

Productividad

La mayor productividad se observé en los ardndanos tratados con Fe-EDDHA y aquellos
sometidos a asociacion con ambas gramineas, pero s6lo la asociacion con Festuca rubra se
diferencié estadisticamente del testigo. Por su parte, las plantas tratadas con sangre bovina
tuvieron una productividad inferior a la del testigo, pero la diferencia entre ellos no fue
significativa (Cuadro 12).

Cuadro 12. Radiacion interceptada a inicios de cosecha, en m? PAR;; produccion, como
g/planta; carga frutal, en frutos/planta y frutos/m? PAR;; tamafio de fruto en gramos de
peso y milimetros de didmetro ecuatorial, y productividad, en kg/m? PAR;, de arandanos
‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de hierro.

Radiacion Tamafio de fruto

Tratamiento interceptada Carga frutal Peso DiAmetro Produccion Productividad
m?PAR; frutos/planta frutos/m? PAR; g mm g/planta kg/m? PAR;

Testigo 027 + 002 585 + 47 ¢ 2426 + 204 ¢ 123 + 005ab 143 + 03 ab 802 + 55 bc 31 x 03 be

Quelato Fe-EDDHA 028 + 002 663 + 53 b 2682 + 226 b 1,35 + 0,06 a 147 + 03 a 984 + 70ab 37 = 03 ab

Sangre bovina 025 + 002 629 + 47 bc 2509 + 212bc 112 + 005 b 138 + 03 b 770 + 51 ¢ 27 + 02 c

Poa pratensis 026 + 002 749 + 54 ab 3056 + 256ab 1,20 + 006 ab 141 + 03 ab 934 + 64 ab 36 + 03 ab

Festuca rubra 023 + 0,02 844 + 55 a 3545 + 289 a 119 + 006 ab 141 + 03 ab 993 + 66 a 42 + 04 a

Significancia ns. p=0,0033 p=0,0145 p= 0,0490 p=0,0403 p=0,0105 p=0,0052

cVv

PAR? 1 p=0,0482

PAR; 1 p=0,0003 p=0,0154 p=0,0323 p<0,0001

En cada columna se presenta el promedio ajustado + error estandar. Medias ajustadas con
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos,
segun la prueba de comparacion mdaltiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias
significativas entre tratamientos. CV= covariable. PAR; 1= PAR; a inicios de cosecha.

Curva de distribucion de calibre

Independientemente del tratamiento, alrededor del 50% de los frutos del experimento se
ubico dentro del calibre 14 a 16, y alrededor del 30% dentro del calibre 16 a 18, por lo cual
el 80% de los frutos fue de calibre intermedio, quedando sélo el 20% repartido dentro del
menor (12 a 14) y mayor (>18) calibre (Figura 17).
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Los datos colectados indican que los tratamientos no influenciaron el porcentaje de frutos
cosechados con calibres superiores a 16 mm. En contraste, las aplicaciones de Fe-EDDHA
incrementaron la proporcion de fruta de calibre 14 a 16 mm respecto del resto de los
tratamientos, mientras que las plantas testigo y las aplicaciones de sangre bovina
incrementaron la proporcién de fruta de calibres pequefios (12 a 14 mm) (Figura 17).

OTestigo M Quelato Fe-EDDHA ® Sangre bovina B Poa pratensis B Festuca rubra
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Figura 17. Distribucion de calibres, expresada como porcentaje de frutos cosechados dentro
de cada categoria, en arandanos ‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de
correccion del déficit de hierro. Medias ajustadas con letras diferentes por calibre
indican diferencias significativas segun la prueba de comparacion mdaltiple DGC
(p<0,05). Barras verticales indican el error estandar. Interaccion tratamiento*calibre
significativa (p<0,0001).

Curva de distribucion de cosecha

Bajo las condiciones experimentales en que se realizo este estudio (Apéndice 1l, Figura 5),
la cosecha se extendid durante 50 dias, desde el 17 de octubre al 05 de diciembre del 2014,
y estuvo compuesta por un total de 5 pasadas, las cuales se realizaron los dias 17 de
octubre, 31 de octubre, 11 de noviembre, 19 de noviembre y 05 de diciembre.

La Figura 18 representa la distribucion de la cosecha, es decir el porcentaje de frutos que se
recolectd en cada una de las cosechas, para cada uno de los tratamientos. Puede observarse
que, independientemente del tratamiento, la curva de distribucion tiene una forma
acampanada y que, en todos los casos, el ‘peak’ de cosecha, es decir el momento en que se
recolectd el mayor porcentaje de frutos, se produjo en la tercera fecha. El analisis
estadistico arrojo diferencias significativas entre los tratamientos en las tres primeras fechas
de cosecha, mientras que en las ultimas dos, no hubo diferencias entre los mismos (Figura
18).



123

La asociacién con ambas gramineas incremento el porcentaje de frutos cosechados en las
dos primeras pasadas, alcanzando cerca del 40% de la cosecha total el dia 31 de octubre, y
diferenciandose asi de los otros tratamientos, que no superaron el 30%. Luego, en la tercera
pasada, la asociacion con gramineas tuvo un porcentaje de cosecha significativamente
menor; asi, todos los tratamientos alcanzaron, el 11 de noviembre, el 70% de la cosecha,
aproximadamente. De esta manera, la asociacion con gramineas tuvo un efecto positivo en
la curva de cosecha, puesto que condujo a un leve desplazamiento de la misma hacia fechas
méas tempranas, aumentando el porcentaje de frutos cosechados en las primeras dos
pasadas, y disminuyéndolo en las sucesivas.

OTestigo MQuelato Fe-EDDHA M Sangre bovina B Poa prantesis B Festuca rubra
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Distribucion de frutos cosechados (%)
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Figura 18. Distribucion de la cosecha, expresada como porcentaje de frutos cosechados en
cada fecha de cosecha, en arandanos ‘Emerald’ bajo tratamientos de correccion del
déficit de hierro. Medias ajustadas con letras diferentes por fecha indican diferencias
significativas segun prueba de comparacion multiple DGC (p<0,05). Barras verticales
indican el error estandar. Interaccidn tratamiento*fecha significativa (p<0,0001).

Calidad de bayas

Firmeza

Los valores de firmeza variaron entre 2,88 y 3,11 N. Las plantas testigo y aquellas tratadas
con sangre bovina o con Fe-EDDHA evidenciaron los mayores valores de firmeza, con
diferencias estadisticas respecto de las plantas asociadas con gramineas, pero sin
diferencias entre ellos. La asociacion con Festuca rubra fue quien tuvo el menor valor de
firmeza, pero sin diferenciarse de la asociacion con Poa pratensis (Cuadro 13).



124

Porcentaje de materia seca

El porcentaje de materia seca estuvo entre 15,2 y 16,5. Los resultados no arrojaron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y todos estuvieron dentro
del rango adecuado, segln Beaudry (1992) (Cuadro 13).

Concentracion de sélidos solubles, acidez titulable y pH

La concentracion de sélidos solubles, expresada como °Brix, estuvo entre 14,6 y 16,5. La
acidez, expresada como porcentaje de acido citrico, vario entre 0,48 y 0,54, y los valores de
pH estuvieron entre 3,57 y 3,69. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos y todos estuvieron dentro del rango adecuado, segun
Beaudry (1992) (Cuadro 13).

Relacion SS/Acidez

La relacion SS/Acidez estuvo entre 28,7 y 33,1. Los resultados no arrojaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos y todos estuvieron dentro del rango
adecuado, segun Beaudry (1992) (Cuadro 13).

Cuadro 13. Materia seca, expresada en %; firmeza, expresada en Newton; solidos solubles,
en °Brix; pH; acidez, en % de &cido citrico, y relacion SS/acidez en bayas de arandanos
‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de hierro.

Tratamiento . Caracteristica de baya Calidad de pulpa
Firmeza Materia seca  Sél. solubles pH Acidez SS/Acidez
N % °Brix % Ac. Citrico
Testigo 311 £ 007a 152 +0,24 159 +£+0,19a 3,63 +£0,06 045 * 0,03 33,1 *+ 4,03
Quelato Fe-EDDHA 2,99 + 0,07ab 158 + 0,48 165 *123a 3,68 £+ 0,06 058 * 0,03 28,7 + 1,04
Sangre bovina 3,07 £007a 152 +0,23 146 +059a 3,69 +0,06 048 + 0,03 305 + 1,82
Poa pratensis 291 £0,07bc 159 +£+051 151 +£058a 357 +0,06 050 0,03 326 * 344
Festuca rubra 2,88 £ 0,07 ¢ 165 £ 1,00 149 +063a 3,62 0,06 056 003 289 + 111
Significancia p=0,0016 n.s. p=0,0203 n.s. n.s. n.s.
Rango adectado . 45 15a17 >10 2252425 030a130  10a33

(Beaudry, 1992)
En cada columna se presenta el promedio ajustado + error estandar. Medias ajustadas con
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos,
segun la prueba de comparacion mdaltiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= sin diferencias
significativas entre tratamientos.
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DISCUSION

El déficit de hierro (Fe) afecta negativamente las variables productivas del arandano, tal
como se ha observado en duraznero (Sanz et al., 1997; Alvarez-Fernandez et al., 2003),
peral (Alvarez-Fernandez et al., 2011), olivo (Fernandez-Escobar et al., 1993), frutilla
(Zaiter et al., 1993) y vid (Bavaresco et al., 2005), puesto que aquellos tratamientos que
lograron corregir, al menos en parte, la clorosis férrica inicial de las plantas, evidenciaron
una mejoria en dichas variables. De esta manera, si bien la diferencia no fue significativa,
se observo que tanto las plantas tratadas con Fe-EDDHA como aquellas bajo asociacion
con gramineas, tuvieron una tendencia hacia el aumento de produccion y productividad, en
comparacion con las plantas testigo, al aumentar la concentracién inicial de clorofila foliar
(Capitulo 1), mientras que la aplicacion de sangre bovina condujo a una produccion y
productividad similares al testigo, por no revertir la clorosis (Capitulo I1).

Dado que la produccién y el numero de frutos se relacionan positiva y significativamente
(Apéndice Ill, Figura 8), al igual que la carga frutal y la productividad (Apéndice IlI,
Figura 9), la aplicacion de Fe-EDDHA vy la asociacion con ambas gramineas evidenciaron
un mayor numero de frutos respecto del testigo, lo que podria atribuirse a una menor
abscision de los frutos cuajados. Esto se debe a que el déficit de Fe favorece la sintesis de
etileno, hormona responsable de la abscision de frutos pequefios (Lipe y Morgan, 1973),
mediante dos vias: una directa, al favorecer la sobreexpresion de los genes involucrados en
la sintesis y signaling de la hormona (Igbal et al., 2013), y otra indirecta, al afectar la tasa
fotosintética de las plantas, conduciendo a una escasez de carbono que induce la caida de
los frutos mediante una ruta hormonal especifica, cuyo producto final es el etileno (Gomez-
Cadenas et al., 2000). En este sentido, ha sido sefialado que las caidas poscuaje son
procesos para los que la fotosintesis foliar y, por ende, la produccién de fotoasimilados
resulta crucial (Buwalda y Smith, 1990; Mehouachi et al., 2000). De hecho, aquellos frutos
que no alcanzan cierta concentracion de carbohidratos umbral, tienen una alta probabilidad
de caer (Mehouachi et al. 1995, Talon et al. 1997). Asi, en un futuro ensayo, seria
recomendable cuantificar la caida de frutos, con el fin de evaluar la influencia de los
tratamientos en este proceso y corroborar, asi, el efecto del déficit de Fe sobre la carga
frutal.

En el caso de las plantas tratadas con Fe-EDDHA, el aumento de produccion no so6lo se
debid a una mayor carga frutal sino a un leve aumento en el tamafio de fruto, a pesar de que
éste no fue significativo, al igual que reportaron Sanz et al. (1997) y Alvarez-Fernandez et
al. (2003) en duraznero. Este mayor tamafo de los frutos también estaria indirectamente
relacionado con una mayor fotosintesis de las plantas (Capitulo I1), debido a que el llenado
de la baya depende, primodialmente, de la disponibilidad de fotoasimilados (Tromp y
Wertheim, 2005).

Si bien es sabido que la carga frutal y el tamafio de fruto se relacionan inversamente, puesto
que un aumento en el nimero de frutos causa una reduccion en el peso promedio de los
mismos (Reginato et al., 2007; Reginato et al., 2008; Ojer et al., 2009; Tapia, 2011; Beya,
2014), en este ensayo no se encontrd una relacion significativa entre estas variables, al igual
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que se ha reportado en manzano (Mesa, 2007) y duraznero (Alvarez-Fernandez et al.,
2003). Al respecto, se ha sefialado que la relacion entre el nimero de frutos y su tamafio
promedio es variable, debido a que esta influenciada por el tamafio de la planta, el vigor y
las condiciones de crecimiento (Volz, 1988; Elfving y Schechter, 1993). No obstante, estos
factores no pudieron influir en los resultados porque eran similares en todas las plantas al
momento de iniciar la cosecha. Sumado a ello, el tamafio promedio de fruto se vio més
influenciado por la concentracion foliar de clorofila que por la carga frutal, lo cual quedd
evidenciado por la contribucion (Cp Mallows) de estas variables en el modelo estimado,
indicando que las diferencias observadas entre tratamientos, para el tamafio de fruto, no se
debieron a un efecto de la carga frutal presente sino, mas bien, al efecto de los tratamientos
sobre la clorosis férrica de las plantas.

De esta manera, el hecho de que la aplicacion de Fe-EDDHA provocara un aumento en el
namero de frutos, sin disminuir el tamafio de los mismos, se puede atribuir a que las plantas
utilizadas eran jovenes, es decir, que no habian alcanzado la etapa de plena produccién vy,
por lo tanto, existia una mayor proporcion de materia seca ubicada en la parte vegetativa.
Es por ello que, a pesar de que el nivel de carga aumentd, no logro afectar el tamafio de los
frutos, dada la alta relacion fuente:sumidero, tipica de las plantas jovenes (Webster, 2005).
Dicho de otra forma, la oferta de fotoasimilados, proveniente de las hojas, alcanzd para
expresar el méaximo potencial de tamafio de los frutos, sin ser los carbohidratos una
limitante para su crecimiento. Esto se encuentra respaldado, a su vez, por la regresion
maltiple que demostré que el tamafio promedio de fruto estuvo mas influenciado por el
tamafo de la planta (PAR;), o bien la fuente, que por la carga frutal, o bien los sumideros,
evidenciado por la contribucion (Cp Mallows) de estas variables en el modelo estimado.

En el caso de la asociacion con gramineas, ambas especies aumentaron la produccion
debido, unicamente, a una mayor carga frutal, puesto que el tamafio de fruto no se
diferencio del testigo. Asi, a diferencia de lo ocurrido con la aplicacion de Fe-EDDHA, es
posible que el peso de fruto si se viera afectado por el mayor numero de sumideros
presentes, dado que las plantas bajo asociacidn estaban expuestas a la competencia por agua
ejercida por las gramineas (Capitulo I11), lo que posiblemente ocasioné una menor entrada
de agua en las células, afectando su expansion (Gough, 1994) y conduciendo, asi, a un
menor tamafio de fruto.

Por su parte, las plantas tratadas con sangre bovina no se diferenciaron del testigo en carga
frutal ni tamafio de fruto y, por ende, tampoco en produccion y productividad. Este
resultado es esperable considerando que la aplicacion de sangre bovina resulto ineficaz en
la correccion de la clorosis férrica de las plantas, probablemente porque se utilizé una dosis
de aplicacion mayor a la recomendada en la literatura para otros frutales (Tagliavini et al.,
2000; Lopez-Rayo et al., 2015). Por lo tanto, los resultados posiblemente sean consecuencia
de un exceso temporal de nitrogeno en las plantas, lo que no sélo esta corroborado por el
analisis foliar (Capitulo I1l) sino que, a su vez, se encuentra acorde a lo observado en
naranjo (Cantarella et al., 2003), tomate (Parisi et al., 2004), zapallo (Zotarelli et al., 2008)
y melon (Cabello et al., 2009), expuestos a una elevada dosis de fertilizacion nitrogenada.
En este sentido, se ha sefialado que el ardndano es una especie muy sensible a la
fertilizacion excesiva (Buzeta, 1997; Hanson, 2006), por lo cual altas tasas de nitrogeno
reducen su rendimiento (Eck, 1977; Cummings, 1978; Smolarz y Mercik, 1989), en
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particular cuando se trata de plantas jovenes (Buzeta, 1997), como las utilizadas en este
ensayo. Por otro lado, se ha demostrado que, con una adecuada aplicaciéon de nitrégeno,
puede incrementarse no sélo el rendimiento sino la calidad de la fruta (Davenport, 1996;
Percival y Privé, 2000; Escalante-Estrada, 2007; Quezada et al., 2007), de manera que, en
una futura investigacion, la sangre bovina deberia evaluarse nuevamente, utilizando otras
dosis y/o frecuencias de aplicacion, con el fin de ajustar la condicion Optima para el
arandano ‘Emerald’.

Si bien Alvarez-Férnandez et al. (2006) afirman que todo tipo de fertilizacion férrica,
realizada en arboles frutales carentes de Fe, aumenta notablemente el rendimiento de fruta
al afio siguiente de la aplicacion, en este ensayo se observaron marcadas diferencias de
rendimiento el mismo afio en que se probaron los tratamientos, lo cual resulta interesante.
Sin embargo, se descarta la opcién de que la respuesta observada haya sido por algun factor
distinto del Fe puesto que, al inicio de la cosecha, ya existian claras diferencias entre
tratamientos en cuanto a concentracion foliar de clorofila (Capitulo 11), demostrando que ya
habia cierta correccion del déficit de Fe y corroborando, asi, la idea anterior. Al respecto,
dado que la induccion floral del ardndano se produce, en el Hemisferio Sur, en diciembre,
sobre los brotes de primavera, y en abril, sobre las cafias de verano (Pescie et al., 2011),
cuando comenzo la aplicacion de los tratamientos ya se habia completado dicho proceso, al
igual que la diferenciacion floral, por lo cual es probable que el aumento de rendimiento se
haya debido, més bien, al efecto de los tratamientos sobre la caida poscuaje de frutos y el
Ilenado de las bayas.

Respecto a la curva de distribucion de calibre, las plantas con mayor grado de clorosis
férrica, es decir las testigo y aquellas tratadas con sangre bovina, tuvieron un mayor
porcentaje de frutos de menor calibre (12 a 14 mm) respecto de los demas tratamientos,
mientras que las plantas tratadas con Fe-EDDHA se diferenciaron del resto por alcanzar un
mayor porcentaje de frutos de 14 a 16 mm. De esta manera, se observé un efecto negativo
del déficit de Fe en el calibre de los frutos, el cual ya ha sido reportado en duraznero
(Yoshikawa, 1988; Alvarez-Fernandez et al., 2006) y naranjo (Pestana et al.; 2002). En este
caso, la disminucion de calibre causada por el déficit de Fe, no fue suficiente como para
que los frutos alcanzaran el calibre de descarte, es decir, menor a 10 mm (Beaudry, 1992;
Rebolledo, 2013), pero si influyo en la produccién total de las plantas, tal como se explico
anteriormente. Como consecuencia, se hace primordial controlar el déficit de Fe en los
huertos de arandanos, considerando el precio diferencial que paga el mercado por la fruta
de mayor calibre (Gomez de Segura, 2015).

En este punto, es importante mencionar que la aplicacion de sangre bovina pudo afectar el
calibre de los frutos no solo por no corregir la clorosis férrica sino también por mayor
longitud de brotes de primavera que ocasiond en las plantas (Capitulo IlI), lo cual pudo
representar una fuerte competencia para el llenado de los frutos. En este sentido, si bien las
bayas son el principal sumidero de fotoasimilados en una planta de ardndano (Coombe,
1988), ha sido sefialado que si el crecimiento de los brotes jovenes es muy intenso durante
el crecimiento de los frutos, éste Ultimo puede resultar severamente afectado (Ho, 1988;
Pavel y Dejong, 1993; Marcelis, 1996).

Ing. Agr. Gomez de Segura, J.L. 2015, ago. Precio del ardndano alto en el mercado segun
calibre. [Entrevista personal]. Catemu, San Felipe, ‘‘Los Fundos-Catemu SA”’.
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En cuanto a los parametros de calidad de baya, es decir solidos solubles, pH, acidez
titulable y relacion SS/acidez, todos los tratamientos estuvieron dentro del rango adecuado
que sefiala Beaudry (1992), y no se diferenciaron entre ellos. Considerando que la fruta era
cosechada cuando alcanzaba un color completamente azul, se puede indagar que el déficit
de Fe no afecta el nivel de los pardmetros que determinan la maduracion de la fruta a
cosecha, lo cual se ha reportado anteriormente para otras especies frutales (Pestana et al.,
2002; Alvarez-Fernandez et al., 2003; Bafiulz et al., 2003; Alvarez-Fernandez et al., 2011).
Esto conduce a pensar que una planta con déficit de Fe se adapta ajustando su produccion,
al disminuir el nimero de frutos, pero garantizando que los frutos remanentes alcanzaran la
madurez. Dicho de otra manera, plantas carentes de Fe, con una menor capacidad
fotosintética, ajustan su carga frutal, mediante las caidas poscuaje, hasta alcanzar una
produccion que sean capaces de mantener y llevar a término. En este sentido, ha sido
sefialado que tanto las condiciones nutricionales desfavorables como la escasez de
carbohidratos disponibles, activan la sintesis de las hormonas implicadas en el proceso de
abscision de la fruta, es decir, el acido abscisico y el etileno (Talon et al., 1997; Gémez-
Cadenas et al., 2000). Sin embargo, son necesarios estudios méas detallados para poder
corroborar o rechazar la hipotesis mencionada.

Por otro lado, si se observaron diferencias entre tratamientos en la curva de distribucion de
cosecha, la cual reflejo que, en las plantas bajo asociacion con gramineas, se cosecho un
mayor porcentaje de frutos en las dos primeras pasadas, de lo que se deduce que una cierta
proporcion de los frutos totales madurd con anterioridad. Esto tiene sentido si se considera
que ‘Emerald’ es una variedad capaz de mantener la fruta madura en la planta durante 7 a
10 dias antes de comenzar a caer (Feippe, 2013), de manera que una proporcion de la fruta
proveniente de la asociacion con gramineas pudo madurar unos dias antes que la fruta del
resto de los tratamientos, y permanecer en la planta hasta que fue cosechada. Al respecto, se
ha sefialado que el porcentaje de azUcares totales de la baya de ardndano aumenta durante
nueve dias después del cambio de color, y luego se estabiliza (Retamales y Hancock,
2012c¢), lo que justificaria que las gramineas no se diferenciaran del resto de los
tratamientos en la concentracion de sélidos solubles, a pesar de haber madurado antes.

Reafirma esta hipdtesis la diferencia encontrada en la firmeza de la fruta, pardmetro
considerado un buen indicador de madurez, puesto que esta vinculado con los diferentes
estados durante el proceso de maduracién (Valero y Ruiz, 2000, citados por Ospina et al.,
2007). Se observd que la fruta de las plantas testigo y de aquellas tratadas con sangre
bovina y con Fe-EDDHA tuvieron los mayores valores de firmeza, mientras que la
asociacion con ambas gramineas evidencid los menores valores. Por lo tanto, si bien al
momento de cosecha la fruta de todos los tratamientos estaba madura, aquella proveniente
de la asociacion con gramineas madurd antes, por lo cual su firmeza era menor cuando se la
cosechd; sin embargo, es importante mencionar que todos los tratamientos tuvieron valores
dentro del rango adecuado reportado en la literatura (Beaudry, 1992). En este sentido, la
firmeza depende del estado de la fruta al momento de la recoleccion (Valero y Ruiz, 2000,
citados por Ospina et al., 2007), siendo maxima cuando la baya se encuentra verde, y
disminuyendo, luego, a medida que la baya madura, es decir, que desarrolla su color
caracteristico (Zapata et al., 2010; Feippe, 2013).
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Por lo tanto, la asociacion del ardndano con especies gramineas representaria un beneficio
econodmico, debido a que esa proporcion de fruta cosechada en fechas mas tempanas tiene
un mejor precio en el mercado, representando un aumento relevante en la rentabilidad del
cultivo (Bustos, 2008; Gomez de Segura, 2015). Es importante mencionar que este
desplazamiento de la curva de cosecha, en las plantas asociadas con especies gramineas, no
pudo deberse a la correccion de la clorosis férrica, puesto que la aplicacion de Fe-EDDHA
también aumentd la concentracion foliar de clorofila (Capitulo 1) y, sin embargo, su
distribucion de cosecha fue similar a la del testigo. Por lo tanto, es probable que esto se
haya debido, més bien, al hecho de que las plantas bajo asociacion estaban expuestas a una
competencia por el agua, ejercida por las especies gramineas (Capitulo I11). Al respecto, se
ha observado en otros estudios que cierta falta de agua acelera la acumulacion de azucares
bayas de vid y, por lo tanto, adelanta la maduracion (Matthews y Anderson, 1988;
Castellarin et al.; 2007a; Van Leeuwen et al., 2009), lo que esta asociado, por un lado, a
una mayor sintesis de &cido abscisico (Jeong et al., 2004; Deluc et al., 2009;) y etileno
(Apelbaum y Yang, 1981; Morgan et al., 1990) y, por el otro, a una mayor expresion de los
genes involucrados en la sintesis de antocianinas (Jeong et al., 2004; Castellarin et al.,
2007b; Deluc et al., 2009).

Por su parte, el porcentaje de materia seca de la baya, predictor relevante a la hora de
definir mercados para la fruta cosechada (Gough, 1994; Feippe, 2013), tampoco evidencio
diferencias entre los tratamientos. Segun Gough (1994), la fruta con un alto contenido de
materia seca es capaz de viajar hacia mercados distantes y conservar sus condiciones
organolépticas. Debido a que todos los tratamientos tuvieron un porcentaje de materia seca
que estd dentro del rango adecuado sefialado por Beaudry (1992), el déficit de Fe no
influiria en la capacidad de la fruta para ser transportada a mercados lejanos. Sin embargo,
es necesario un estudio mas especifico, que involucre una serie de mediciones de calidad en
poscosecha, para poder hacer esta aseveracion.

Cabe destacar que, al estandarizar la produccién de las plantas por su radiacién
interceptada, se corrige el efecto del tamafio de las plantas y, entonces, el valor de
produccidn pasa a un valor de productividad, el cual es un término de eficiencia productiva.
La diferencia de productividad observada entre los tratamientos sigue la misma tendencia
que la produccion. De esta manera, el déficit de Fe afecta negativamente la productividad
del arandano ‘Emerald’, por lo cual debe prestarse una particular atencioén a corregir, al
menos en parte, este problema nutricional, con el fin de alcanzar una productividad alta en
los huertos de arandanos.

Ing. Agr. Gomez de Segura, J.L. 2015, ago. Precio del ardndano alto en el mercado segln
época de cosecha. [Entrevista personal]. Catemu, San Felipe, ‘‘Los Fundos-Catemu SA”’.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en que se llevd a cabo este estudio, se concluye que:

La clorosis férrica reduce la productividad en ardndanos ‘Emerald’, probablemente por una
disminucion de la carga frutal.

La clorosis férrica no afecta significativamente el tamafio y la calidad de bayas en
arandanos ‘Emerald’.

La aplicacion de quelato Fe-EDDHA aumenta la carga frutal en arandanos ‘Emerald’, sin
afectar significativamente el tamafio y la calidad de las bayas.

La aplicacion de un formulado a base de sangre bovina no afecta las variables productivas
en el arandano ‘Emerald’, asi como tampoco modifica la calidad de las bayas.

La asociacion con las especies gramineas Festuca rubra y Poa pratensis aumenta la carga
frutal en arandanos ‘Emerald’, sin afectar el tamarfio y la calidad de las bayas.

La asociacién con Festuca rubra aumenta la produccion en arandanos ‘Emerald’.

La asociacion con las gramineas Festuca rubra y Poa pratensis adelanta la maduracién de
la fruta en el arandano ‘Emerald’.
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APENDICE Il

Foto 5. (A) Evolucion del color de piel en bayas de arandano ‘Emerald’ segun su estado de
maduracion o desarrollo. (1): baya completamente inmadura; (5): baya completamente
madura. (B) Bayas con el estado de madurez adecuado para ser cosechadas.

Foto 6. Caja plastica con tapa, de 125 g, para arandano.
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Figura 8. Produccion, expresada en kg/planta, en funcion de la carga frutal, expresada en
frutos/planta, en plantas de arandano ‘Emerald’ de 4 afios (p<0,0001). n=150.
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Figura 9. Productividad, expresada en kg/m?PAR;, en funcién de la carga frutal, expresada
en frutos/m”PARI, en plantas de arandano ‘Emerald’ de 4 afios (p<0,0001). n=150.
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CAPITULO V: EFECTO DE TECNICAS DE MANEJO SOSTENIBLE DEL
DEFICIT DE HIERRO EN EL CONTENIDO, CONCENTRACION Y
COMPOSICION FENOLICA DE BAYAS EN ARANDANOS ‘EMERALD’

RESUMEN

El déficit de hierro es un problema nutricional comudn en suelos calcareos y alcalinos,
resultando particularmente perjudicial para las especies calcifugas, como el arandano alto,
el cual ve afectadas su longevidad y productividad, crecimiento de raices y brotes, y
rendimiento y calidad de baya. Las técnicas de manejo tradicionales se basan en
aplicaciones repetidas de quelatos de hierro y/o &cidos fuertes, las cuales implican altos
costos, y riesgos ambientales y de salud. Como consecuencia, se evaluaron dos técnicas de
manejo sostenible: (1) aplicacion de un formulado a base de sangre bovina y (2) asociacion
del cultivo con especies gramineas, siendo elegidas Festuca rubra rubra y Poa pratensis.

Con el objetivo de caracterizar el contenido, concentracion y composicion fenolica de
ardndanos ‘Emerald’, y evaluar el efecto del déficit de hierro y de las técnicas de manejo
sostenible sobre estas caracteristicas, se utiliz6 un disefio en cuadrado latino, con 5
tratamientos (testigo, quelato Fe-EDDHA, sangre bovina, Festuca rubra rubra, Poa
pratensis) y 5 repeticiones. Se evalu6 concentracion foliar de clorofila, carga frutal y peso
de frutos, relacion piel/pulpa, intensidad colorante, contenido y concentracion de fenoles,
antocianos y taninos, cromatograma de antocianinas y fenoles de bajo peso molecular.

Se encontrd que la piel del arandano ‘Emerald’ posee 9 antocianinas, siendo las principales
la delfinidina 3-galactdsido, malvidina 3-galactosido, cianidina 3-galactésido y delfinidina
3-arabindsido. Entre los fenoles de bajo peso molecular (BPM), predominan el éacido
vainillinico, el &cido cafeico cis, la astilbina y la epicatequina. Por otro lado, se observo que
el contenido fendlico y antociénico, tanto total como individual, depende directamente de la
cantidad de piel, es decir, del peso de fruto, por lo cual el déficit de hierro disminuye este
contenido, sin afectar la concentracion, y tampoco la composicién de la piel. Respecto de
los tratamientos, dado que la aplicacion de sangre bovina no modificd el peso de fruto,
tampoco afectd el contenido total ni individual de ningiin compuesto evaluado. Por otro
lado, la asociacion con gramineas incremento el peso de fruto, por lo cual evidencié un
mayor contenido de fenoles y antocianos, tanto total como individual, pero sin afectar su
concentracion, sugiriendo que el hierro cumple un papel clave en la ruta de sintesis de estos
compuestos, al evitar su dilucion.

Palabras clave: antocianinas, asociacion con gramineas, clorosis férrica, fenoles de bajo
peso molecular, sangre bovina, Vaccinium corymbosum
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ABSTRACT

Iron deficiency is a common nutritional problem in calcareous and alkaline soils, being
particularly harmful to calcifuges species such as highbush blueberry, being affected its
longevity and productivity, root and shoot growth, and berry yield and quality. Traditional
management techniques are based on repeated applications of iron chelates and strong
acids, which implies high costs and environmental and health risks. As a consequence, two
sustainable management techniques were evaluated: (1) application of a bovine blood meal
compound and (2) intercropping with graminaceous species, being selected Festuca rubra
rubra and Poa pratensis.

In order to to characterize phenolic content, concentration and composition of 'Emerald’
blueberries, and evaluate the effect of iron deficiency and sustainable management
techniques on these features, a latin square design was used, with 5 treatments (control, Fe-
EDDHA chelate, bovine blood meal, Festuca rubra rubra, Poa pratensis) and 5 replicates.
Leaf chlorophyll concentration, fruit set and fruit weight, skin/pulp, color intensity, content
and concentration of phenols, anthocyanins and tannins, and chromatographic profile of
anthocyanins and low molecular weight phenols were evaluated.

It was found that skin of 'Emerald’ blueberry has 9 anthocyanins, being more abundant
delphinidin 3-galactoside, malvidine 3-galactoside, cyanidin 3-galactoside and delphinidin
3-arabinoside. Among low molecular weight phenols, predominate vanillic acid, caffeic cis
acid, astilbin and epicatechin. Furthermore, it was observed that, both total and individual,
content of phenols and anthocyanins is directly related to fruit weight, so iron deficiency
reduces this content, without affecting skin concentration or composition.

Since the application of bovine blood meal did not change fruit weight, neither affected
total or individual content of any compound evaluated. On the other hand, intercropping
with graminaceous increased fruit weight, so they showed higher, both total and individual,
content of phenols and anthocyanins, but without affecting its concentration, suggesting
that iron plays a key role in the synthesis pathway of these compounds, to avoid dilution.

Keywords: anthocyanins, intercropping with graminaceous, iron chlorosis, low molecular
weight phenols, bovine blood meal, Vaccinium corymbosum
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INTRODUCCION

El consumo mundial del ardndano se ha duplicado en los Gltimos 12 afios, lo que se debe, al
menos en parte, al descubrimiento realizado en la década de los 90, el cual lo sefiala como
una de las frutas con el mayor contenido de antioxidantes (Prior et al., 1998). Existe
importante evidencia acerca de que los antioxidantes presentes en la fruta protegen a los
lipidos, proteinas y &cidos nucleicos contra el dafio oxidativo que causan los radicales
libres, los cuales poseen un rol primordial en el desarrollo del cancer y otras enfermedades
vasculares y neurodegenerativas (Howard et al., 2003). Asi, los antioxidantes tienen
diversos efectos positivos sobre la salud humana, y los mayores beneficios se obtienen al
consumir la fruta fresca. En consecuencia, alrededor de dos tercios de la produccion
mundial de arandano se comercializa como fruta fresca, y su concepto de calidad ha
cambiado de tal manera que, actualmente, no s6lo se considera el tamafio, concentracion de
azucares y acidos, y firmeza de la fruta, sino también la concentracion de compuestos
antioxidantes (Retamales y Hancock, 2012).

Si bien se han identificado varios tipos de antioxidantes en la fruta, los compuestos
fendlicos son los que han recibido una especial atencion (You et al., 2011), puesto que no
solo constituyen uno de los grupos de compuestos quimicos mas abundantes del reino
vegetal (Pridham, 1965), sino que cumplen numerosas funciones bioldgicas que han
permitido la adaptacion y evolucion de las distintas especies (Shirley, 1996), destacandose
como funcion principal la proteccion activa de las plantas frente a situaciones de estrés
(Tadeo y Gomez-Cadenas, 2008) (Anexo I, Figura 1).

Quimicamente, un compuesto fenodlico se caracteriza por poseer, al menos, un anillo
aromatico de benceno unido a uno o varios grupos hidroxilo (Moutounet et al., 2000; Taiz y
Zeiger, 2010a). Existen varias clases y subclases de compuestos fenolicos (Anexo |, Figura
2), las que se definen en funcion del nimero de anillos fendlicos que poseen y de los
elementos estructurales que presentan estos anillos (Quifiones et al., 2012). La division mas
general separa a los fenoles simples, como el catecol, tirosol, vainillina, etcétera, de los
fenoles complejos. Los fenoles simples estan formados por un sélo anillo aromatico de
benceno, mientras que los fenoles complejos estan constituidos por dos o mas anillos. En
ambos casos, los anillos se acompafian de distintas estructuras hidroxiladas (Taiz y Zeiger,
2010a). Dentro de los fenoles complejos, o polifenoles, la clasificacion mas comuan se basa
en la estructura de su esqueleto carbonado, dividiéndose en compuestos no flavonoides y
flavonoides (Moutounet et al., 2000). Cada grupo se separa, a su vez, en diferentes familias
quimicas, cuyas caracteristicas estructurales les confieren propiedades especificas, tales
como color, aroma y sabor (Cheynier et al., 2006) (Anexo I, Figura 3).

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular, que comparten un esqueleto
comun de difenilpirano (C6-C3-C6’), el cual esta formado por dos anillos fenilo (A y B)
ligados a través de un anillo de pirano heterociclico (C). La clasificacion de estos
compuestos en familias se hace en funcion del estado de oxidacion del anillo C y de la
posicién del anillo B. Dentro de cada familia existe una gran variedad de compuestos, que
se diferencian entre si por el nimero y la posicion de los grupos hidroxilos, y por los grupos
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funcionales que pueden presentar (metilos, azlcares, acidos organicos). Las principales
familias de flavonoides son: flavonoles, flavanoles, flavonas, flavanonas, isoflavonas y
antocianinas (Quifones et al., 2012), siendo estas ultimas las mas importantes en la baya
del ardndano, puesto que representan mas del 60% de los fenoles totales (Kalt et al., 2003).

Los flavonoles se caracterizan por un grupo ceto en el carbono C4 y una insaturacién entre
los carbonos C2 y C3. Poseen, ademas, un grupo hidroxilo adicional en el carbono C3. La
quercetina es el compuesto mas representativo (Quifiones et al, 2012). Por su parte, los
flavanoles poseen el anillo C saturado y un grupo hidroxilo en el carbono C3y, a diferencia
de otros flavonoides, sus combinaciones de tipo heterosidico (entre el grupo reductor del
azlcar y un grupo tiol) son poco habituales (Quifiones et al., 2012). Los flavanoles mas
representativos son del tipo flavan-3-ol, y aparecen como mondmeros (catequinas), dimeros
condensados, oligomeros (procianidinas), o polimeros (proantocianidinas) (Taiz y Zeiger,
2010a), siendo la epicatequina y catequina los mayoritarios (Quifiones et al., 2012).

Las antocianinas son los compuestos responsables de los colores rojos, azulados o violetas
de las frutas, y el pigmento visible al ojo humano més importante, después de la clorofila
(Taiz y Zeiger, 2010a). Su estructura basica es el 2-fenilbenzopirilo de la sal de flavilio, y
existen como glicosidos de polihidroxi derivados de la sal. Las antocianinas difieren en el
namero de grupos hidroxilo y/o metoxilo presentes, en el sitio, tipo y numero de azucares
unidos a la molécula, ademas del tipo y nimero de acidos alifaticos o aromaticos unidos a
los azUcares (glucosa, galactosa, arabinosa y xilosa) (Hernandez, 2003). Cuando el azucar
es hidrolizado de la antocianina, el producto es una aglicona, denominada antocianidina, de
las cuales existen diversas en la naturaleza. Las antocianidinas mas importantes son:
cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina. Cada una genera cierta intensidad
de rojo (Von-Elbe y Schwartz, 1996; Hosseinian y Beta, 2007) (Anexo I, Figura 4).

Por otro lado, los compuestos no flavonoides se encuentran en una concentracién muy baja
(Macheix et al., 1990), y se caracterizan por presentar, Unicamente, un anillo de seis
carbonos (C6). Entre ellos, los méas importantes son: (1) &cidos hidroxibenzoicos (C6-C1),
siendo los méas representativos el acido galico, vainillinico y protocatéquico; (2) acidos
hidroxicinamicos (C6-C3), de los cuales destacan el acido coumarico, férulico y cafeico;
(3) cumarinas (C6-C3), siendo la principal la esculetina (Lafay y Gil-Izquierdo, 2008). Por
su parte, los taninos son compuestods poliméricos mas complejos que se clasifican en
hidrolizables y condensados (Taiz y Zeiger, 2010a). Los taninos hidrolizables son
compuestos no flavonoides, estan constituidos por unidades de 4cidos fendlicos,
principalmente acido elagico, y pueden estar unidos a una molécula de glucosa
(Balasundram et al., 2006). En cambio, los taninos condensados son flavonoides, resultan
de la condensacion de unidades de flavanoles y tienden a polimerizarse. Al reaccionar con
acidos fuertes forman, a menudo, antocianidinas, por lo cual se los denomina
proantocianidinas (Taiz y Zeiger, 2010a).

En el caso del arandano alto, los compuestos flavonoides se encuentran distribuidos,
principalmente, en la piel y las semillas, mientras que los compuestos no flavonoides se
ubican esencialmente en la pulpa (Kalt et al., 2003). En la fruta madura, los acidos
hidroxicinamicos y sus derivados son los compuestos no flavonoides mayoritarios
(Schuster y Herrmann, 1985), mientras que las antocianinas representan el principal
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compuesto flavonoide (Macheix et al., 1990). Por su parte, los flavonoles y las catequinas
estan presentes en muy bajas cantidades (Kuhnau, 1976; Macheix et al., 1990). Las
antocianinas tienen una importante capacidad antioxidante (Wang et al., 1997), al igual que
el &cido hidroxicinamico y los flavanoles (Prior y Cao, 2000), la cual ha sido cuantificada
mediante su capacidad de absorcion de radicales oxigeno (ORAC) (Wang et al., 1997).

En Chile, principal pais productor y exportador de arandanos del Hemisferio Sur (Bafiados
2006; Brazelton y Strik, 2007; Orellana, 2013), los huertos ubicados en la zona central,
donde predominan los suelos calcareos y alcalinos (Luzio et al., 2010; Retamales et al.,
2014), se ven afectados por un problema nutricional importante, que es el déficit de hierro
(Fe). Esto se atribuye, por un lado, a que en este tipo de suelos el Fe se encuentra presente
bajo su forma férrica o reducida (Fe*®) (Loué, 1988; Essington, 2004), la cual es insoluble,
precipita y disminuye, asi, su biodisponibilidad (Taiz y Zeiger, 2010b) y, por el otro lado, a
que el ardndano es una especie calcifuga (Mengel et al., 2001), es decir que esta adaptado a
un pH acido de suelo (Parker et al., 1991). Como consecuencia, y dado el papel clave que
tiene el Fe en numerosos procesos metabolicos y enziméticos (Briat, 2007; Jeong y
Guerinot, 2009), la importancia del déficit de Fe radica en que conlleva a una gran variedad
de efectos negativos, tanto a nivel radical como foliar (Abadia, 1992).

En este sentido, ha sido sefialado que el Fe participa activamente en la sintesis de los
compuestos flavonoides, dado su rol como cofactor de tres enzimas claves en la ruta: la
antocianidina sintasa (ANS), también conocida como leucoantocianidina dioxigenasa, que
cataliza el paso de los dihidroflavonoles (flavan-3,4-diol) a las antocianidinas; la flavanona-
3p-hidroxilasa (F3H), quien cataliza la transformacion de las flavanonas a los flavanonoles,
y la flavonol sintasa (FLS), encargada de catalizar el paso de los flavanonoles a los
flavonoles (Saito et al., 1999; Turnbull et al., 2000; Nakajima et al., 2001). Estas tres
enzimas pertenecen a la familia de las oxigenasas dependientes del 2-oxoglutarato y, por
ende, requieren de un centro de Fe ferroso para llevar a cabo la reacciéon (Turnbull et al.,
2004). De esta manera, el déficit de Fe en las plantas puede alterar la actividad de estas
enzimas, afectando la ruta de sintesis de los flavonoides.

Al respecto, la biosintesis de los compuestos fendlicos, como producto del metabolismo
secundario de las plantas, tiene lugar a través de dos importantes rutas primarias: la ruta del
acido siquimico y la ruta del &cido malonico, o ruta de los poliacetatos, como también se le
llama (Bravo, 1998; Taiz y Zeiger, 2010a) (Anexo |, Figura 5). La ruta del acido
shiquimico consiste, basicamente, en la condensacién del fosfoenol piruvato, proveniente
de la glicolisis, y de la eritrosa 4-fosfato, procedente de la via de las pentosas fosfato, para
formar los aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptéfano (Herrmann y Weaver,
1999) (Anexo I, Figura 6). La fenilalanina, un amino&cido esencial propio del metabolismo
primario de las plantas, pasa a formar el metabolismo secundario al transformarse en acido
trans-cindmico, a traves de la eliminacion de un grupo amonio, reaccion que es catalizada
por la fenilalanina amonio liasa (PAL) (Pifiol et al., 2008; Taiz y Zeiger, 2010a). La PAL
esta situada en un punto de separacion entre el metabolismo primario y secundario, por lo
que la reaccién que cataliza es un paso regulador importante en la formacién de muchos
compuestos fenolicos. Posteriormente, el &cido trans-cindmico se transforma en el acido p-
coumarico por la incorporacion de un grupo hidroxilo en el anillo aromético. Finalmente,
mediante la accion de una coenzima A (CoA), la CoA-ligasa, el acido p-coumarico pasa a
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p-cumarilCoA, el precursor activo de la mayoria de los flavonoides de origen vegetal (Taiz
y Zeiger, 2010a) (Anexo I, Figura 7). Por otro lado, la ruta de los poliacetatos comienza con
una molécula inicial de acetilCoA vy, a través de una serie de condensaciones, se originan
los poliacetatos. Por reduccion de los mismos se forman los acidos grasos, y por ciclacion
posterior se originan una gran variedad de compuestos aromaticos, como las quinonas
(Quifiones et al., 2012).

Por lo tanto, dados los potenciales beneficios para la salud que se le atribuyen a los
compuestos fendlicos presentes en el ardndano, es necesario investigar todos los factores
que puedan afectar este contenido fendlico y su composicion (Kalt et al., 2003), siendo
relevante, asi, controlar el déficit de Fe. Al respecto, las técnicas de manejo tradicionales,
basadas principalmente en la aplicacion de quelatos sintéticos de Fe, via edafica y/o foliar,
y la acidificacion del agua de riego, con acido sulfirico o fosforico (Pestana et al., 2003),
han sido cuestionadas en términos econémicos y ambientales, puesto que no sélo son
practicas costosas, sino muy contaminantes (Rombola y Tagliavini, 2006). En tal contexto,
se han evaluado técnicas de manejo mas sostenibles, entre las cuales destacan el uso de
formulados a base de sangre animal (Tagliavini et al., 2000; Sorrenti et al., 2012; Tessarin
et al., 2013; Lopez-Rayo et al., 2015) y la asociacion del cultivo con distintas especies
gramineas (Zuo et al., 2000; Zuo y Zhang, 2008; Cesco et al., 2006; Inal et al., 2007;
Ammari y Rombola, 2008; Covarrubias et al., 2014).

En este punto, es importante mencionar que, si bien se ha demostrado la eficacia de estas
técnicas para controlar la clorosis férrica en numerosas especies, no se ha evaluado su
efecto sobre el contenido y la composicion fendlica del arandano. Asimismo, dado que la
composicion quimica de la fruta no sélo esta influenciada por el factor genético, sino
también ambiental y de manejo (Skupien, 2006), y a pesar de que existen numerosos
estudios sobre la composicion fendlica del ardndano alto, ésta no se conoce a cabalidad
(Kalt et al., 2003), y no se ha considerado la influencia del déficit de hierro sobre la misma.

Hipotesis

El uso de técnicas de manejo sostenible del déficit de hierro, basadas en la aplicacion de un
compuesto derivado de sangre animal y en la asociacién del cultivo con especies gramineas
modifica el contenido, concentracion y composicion fenolica de arandanos ‘Emerald’.

Objetivos

Caracterizar el contenido, concentracion y composicion fendlica de ardndanos ‘Emerald’, y
evaluar el efecto del déficit de hierro sobre estas caracteristicas.

Evaluar el efecto de técnicas de manejo sostenible del deficit de hierro sobre el contenido,
concentracion y composicion fendlica en arandanos ‘Emerald’.
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MATERIALES Y METODO

Ubicacién del estudio

La investigacion se llevé a cabo entre marzo del 2014 y abril del 2015.

La parte experimental se realizd en el huerto comercial “Los Fundos-Catemu S.A.”,
ubicado en La Poza s/n, Localidad del Nilhue, Comuna de Catemu, Provincia de San Felipe
de Aconcagua, Regién de Valparaiso (32°42'S y 70°54'0O, 560 m.s.n.m.). El sector del
huerto en el cual se ejecuté el estudio fue plantado en el afio 2012, se encuentra en ladera y
posee camellones de 0,9 m de ancho y 0,4 m de alto.

Cabe destacar que el huerto, y en particular el cuartel utilizado para el estudio, fue elegido
en base a los resultados de un analisis quimico de suelo (Cuadro 14), realizado en enero del
2014, el cual evidenci6 la presencia de elevadas concentraciones de carbonatos totales y
caliza activa. En consecuencia, el suelo del sector presentd condiciones idoneas para
inducir la carencia de hierro en las plantas.

Cuadro 14. Propiedades quimicas del suelo perteneciente al cuartel utilizado para la
investigacion, segun analisis de suelo realizado en enero 2014, a una profundidad de
10-15 cm.

Variable Unidad Entre-hilera Sobre-hilera Condicion*
pH ) [ 7.5 Alcalino
RAS - 0,7 0,9 Normal
Cond. Eléctrica dSm™ 3,3 3,2 Lev. salino
Materia organica % 1,1 1,9 Bajo
Calcio meq/100 g 21,1 20,6 Alto

% CIC 70 79
Magnesio meq/100 g 4,1 3,6 Alto
% CIC 14 14
Bicarbonatos mg L™ 159 104 Regular
Carbonato total % CaCOs3 1,2 2,0 Alto
Caliza activa % CaCO; 1,0 1,0 Alto

* Segun nivel adecuado para huerto de arandanos (Hirzel, 2014).

La parte analitica del experimento se realizé en la Facultad de Ciencias Agronémicas de la
Universidad de Chile, la cual se encuentra ubicada en la Comuna de La Pintana, Region
Metropolitana. La extraccion de los compuestos fendlicos se realizd en el Laboratorio de
Andlisis Sensorial, y su medicion y cuantificacion se llevo a cabo en el Laboratorio de
Analisis Cromatografico y Antioxidantes; ambos laboratorios son dependientes del
Departamento de Agroindustria y Enologia.
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Material biologico

Se utilizaron plantas de ardndano alto (Vaccinium corymbosum L.) ‘Emerald’ de 4 afos de
edad, las cuales se encontraban bajo un marco de plantacion de 3 x 0,8 m, establecidas
sobre camellones de orientacion noroeste-sureste y con un sistema de riego por goteo,
formado por una doble linea de goteros, distanciados a 40 cm y cuyo caudal era de 4 L h™.

Al inicio del experimento, las plantas evidenciaban notables sintomas de clorosis en sus
hojas apicales (Apéndice I, Foto 1). Para corroborar que se trataba de una clorosis férrica y
descartar, asi, cualquier otro tipo de deficit nutricional, se seleccionaron, al azar, 5 plantas
cloréticas, en cada una de las cuales se marcé un brote representativo. A cada brote se le
midié el indice SPAD, para lo cual se utiliz6 un chlorophyll meter portatil (SPAD Minolta
502, Konica Minolta, Osaka, Japdn). La medicion se realiz6 en la primera hoja
completamente expandida de los brotes; los valores estuvieron en el rango de 20 a 25.
Luego, los brotes fueron sumergidos varias veces en una solucion de quelato de hierro
sintético Fe-EDTA a una concentracion de 2 mM y pH 6,0, con el objetivo de mojar
completamente la superficie de las hojas apicales. A los 10 dias se repitio la medicion del
indice SPAD en cada uno de los brotes marcados, y los resultados obtenidos arrojaron
valores mayores a 30, concluyendo que las plantas tenian sintomas de déficit de hierro.

Tratamientos y disefio experimental

Dentro del sector de estudio, se seleccionaron visualmente 5 hileras contiguas vy
homogéneas, es decir, que tuviesen plantas de un tamafio, desarrollo y grado de clorosis lo
mas uniforme posible, y sin problemas fitosanitarios y fisiol6gicos aparentes.

Se utiliz6 un disefio en cuadrado latino, en el cual el factor de bloqueo fue tanto la altura de
la ladera como la hilera. La unidad experimental (UE) fue de 10 plantas y la unidad de
observacion (UO) de 6 plantas. Cada UE fue separada de la siguiente por un ‘borde’ de 2
plantas, de la misma forma en que se separo la primera UE del camino.

Se trabajo con 5 tratamientos: (1) testigo absoluto; (2) testigo comercial, que consisti6 en la
aplicacion de quelato de hierro al suelo (Fe-EDDHA); (3) aplicacién de un compuesto
formulado a base de sangre bovina; (4) asociacion con Festuca rubra rubra L. y (5)
asociacion con Poa pratensis L. El disefio experimental considerd la implementacion de 5
repeticiones para cada tratamiento (Apendice I, Figura 1).

Manejo del experimento

El formulado a base de sangre bovina y el quelato de hierro fueron aplicados al suelo en
forma liquida, previa preparacion de una solucién. EI compuesto formulado a base de
sangre bovina se preparé a una concentracién de 20 g L™ y se aplicé en dosis de 0,5
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L/planta, de manera que cada planta recibié 10 g de formulado por aplicacién. El producto
posefa una concentracion de hierro de 2.675 mg kg™, por lo cual cada planta recibi6 26,75
mg de hierro en cada aplicacion. Por otra parte, se utilizo el producto comercial Basafer®
PLUS, 5% p/p orto-orto Fe-EDDHA (Compo®), el cual corresponde a un quelato Fe-
etilendiamino-N,N’-di(2-hidroxifenil) &acido acético. Tal producto se preparé con una
concentracion de 4 g L™ y se aplicé en dosis de 0,5 L/planta, de manera que cada planta
recibio 2 g de quelato en cada aplicacion y, por ende, 0,1 g de hierro. Las aplicaciones de
ambos productos se realizaron en forma manual (Apéndice I, Foto 2), cada 15 dias, y desde
inicios de brotacion (Late green tip stage) hasta la aparicion de las ramificaciones del
segundo flujo de crecimiento de brotes (Fruit bud set stage), por lo que ambos productos
fueron aplicados 10 veces en total.

Por otro lado, las especies gramineas fueron sembradas en la hilera del cultivo, a lo largo de
toda la unidad experimental, cubriendo todo el espacio existente entre las plantas y debajo
de las mismas (Apéndice I, Foto 3). La siembra se realiz6 en abril del 2014, a una densidad
de 20.000 semillas/m?. Se utilizaron semillas certificadas, y en perfecto estado sanitario, de
las especies Festuca rubra rubra L. y Poa pratensis L. La siembra consistiéo en mullir el
suelo, colocar la semilla a 0,5 cm de profundidad, aproximadamente, tapar con una capa
delgada de suelo del lugar y, luego, esparcir un poco de arena con el objeto de mejorar la
infiltracion del agua y evitar la evaporacion del agua de riego. Finalmente, para favorecer la
germinacion, se regd diariamente durante las dos primeras semanas desde la fecha de
siembra, con un pulverizador manual de 5 L, mediante el cual se proporcioné una fina
lluvia, suficientemente abundante como para humedecer el suelo, pero no tan excesiva
como para provocar escurrimiento. Una vez establecidas las gramineas, y con el objetivo de
realizar un aporte adicional de agua a las plantas bajo asociacion, se colocaron 8 microjets
de 180° a lo largo de la UE, ubicdndose 4 en cada linea de gotero. El caudal de los
microaspersores utilizados era de 60 L h™. A su vez, durante toda la temporada, las
gramineas fueron segadas manualmente cuando alcanzaban 15 cm de altura, y se llevaban a
una altura de 5 cm, aproximadamente.

Las labores agronémicas de poda, riego, control fitosanitario y fertilizacién con macro y
micronutrientes, a excepcion del hierro, se ejecutaron segun el criterio y manejo
implementado por la administracion del predio. No se efectudé una poda “‘en verde’’ (de
verano) en las plantas del ensayo.

Evaluaciones

La composicion fendlica de las bayas se evalud en la etapa de poscosecha.

Para ello, la cosecha se realiz6 en forma manual, por pasadas, en cajas plasticas de 3 kg, y
el indice de cosecha utilizado fue el color (75% Blue stage). De esta manera, en cada
pasada, sélo se cosechaba la fruta de color completamente azul (Apéndice Ill, Foto 5),
debido a que éste es el estado de madurez en que se efectla la recoleccién con fines
comerciales. En la pasada numero 3, la cual correspondié a la pasada representativa de la
cosecha, puesto que en esa pasada se cosecho el mayor porcentaje de frutos de las plantas,
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se tomaron 2 muestras de bayas de cada UE. La primera muestra estuvo compuesta por 40
bayas y la segunda muestra por 200 bayas. En ambos casos, las bayas se tomaron al azar,
considerando que su tamario fuera representativo de la UE.

Las muestras de 200 bayas fueron colocadas en bolsas plasticas, y llevadas a -20°C. Una
vez congeladas, se pesaron en una balanza (modelo AQT 2600, Adam, Connecticut,
EE.UU.) y las bayas se pelaron para separar la piel de la pulpa. Luego, se peso la piel total
de la muestra.

Concentracion foliar de clorofila

Al momento de iniciar la cosecha, se evaluo la concentracion foliar de clorofila, a través del
indice SPAD, de 2 brotes marcados en cada planta de la UO. La medicion se hizo en la
primera hoja completamente expandida del brote y se tomaron 4 lecturas por hoja, 2 a cada
lado de la nervadura central. Luego, utilizando la curva de calibracién del indice SPAD
(Capitulo 11), se estimo la concentracion foliar de clorofila total, mediante la ecuacion:

Concentracion foliar de clorofila (g cm™) = 0,3039 * indice SPAD + 0,032

Carga frutal

En cada una de las pasadas que integraron la cosecha, se cont6 el nimero de frutos de cada
planta de la UO. La carga frutal se expresé como frutos/m? PAR;, para lo cual se utilizé el
PAR; medido a inicios de cosecha (Capitulo I11).

Peso de fruto

Para esta evaluacion se utiliz6 la muestra compuesta por 200 bayas. Se calculd el peso
promedio de los frutos que componian la muestra mediante el cociente entre el peso de la
muestra y el numero de frutos de la misma.

Porcentaje de materia seca de fruto

Se utiliz6 la muestra compuesta por 40 bayas. Las bayas fueron pesadas en una balanza
(modelo AQT 2600, Adam, Connecticut, EE.UU.) y llevadas a estufa, a 50°C, hasta peso
constante. Finalmente, se calcul6 el porcentaje de materia seca de la baya con la siguiente
formula: Materia seca (%)= (100 — ((Peso fresco-Peso seco)/Peso fresco)) *100
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Relacion piel/pulpa

Para esta evaluacion se utilizo la muestra compuesta por las 200 bayas peladas. Se calculd
la relacion piel/pulpa de cada muestra a través del cociente entre el peso de la piel y el peso
de la pulpa.

Extraccion de compuestos fenolicos

Para la obtencion del extracto, la piel de las bayas fue homogeneizada con una minipimer
en una solucion metanol:agua (80:20 v/v), en una relacion 1:5. Los homogenizados se
colocaron en agitaciéon por 30 minutos, usando un agitador orbital (BioScan OS-20,
LabTec, Chile) y, luego, se centrifugaron por 10 minutos a 1500 rpm y 20°C, en una
centrifuga (Universal 320, HettichLab, Alemania). Posteriormente, el extracto se separ6 en
su parte liquida y solida. La parte liquida se refrigerd y la sélida fue nuevamente macerada,
agitada y centrifugada, siguiendo la metodologia anterior. Una vez realizada esta segunda
extraccion, se recuperoé la fraccion liquida y se juntd con la primera. Se centrifug6 a 4000
rpm y 20°C por 15 minutos. Finalmente, las muestras fueron filtradas al vacio mediante una
membrana PVDF de 0,45 pum y colocadas en frascos de vidrio con tapa, color &mbar.

Andlisis y cuantificacion de compuestos fendlicos

Intensidad colorante. Se determind segun la metodologia de Bordeu y Scarpa (1998). Se
evalud directamente en el extracto mediante espectrofotometria (Lambda 25, PerkinElmer,
Hartford, EE.UU.) DO 420; 520 y 620 nm contra agua, con cubetas de vidrio de 1 mm. El
calculo utilizado para cuantificar fue el siguiente:

Intensidad colorante (IC) = (L0mm/1mm) * (As20+ Aszo + As20)

La intensidad colorante es un valor adimensional.

Fenoles totales. Se determind segin la metodologia de Garcia-Barcelé (1990). Previa
dilucion 1:100 del extracto, se midié6 mediante espectrofotometria (Lambda 25,
PerkinElmer, Hartford, EE.UU.) DO 280 nm contra agua, con cubetas de cuarzo de 10 mm.
El calculo utilizado para cuantificar fue el siguiente:

(1) Fenoles totales (mg L™ 4c. gélico) = (Axgo / 38,054 + 0,001411) * Dilucién * 1000
(2) Fenoles totales (mg EAG g fruta) = (1) * 0,2 / Peso piel

Se expresé en mg EAG g fruta.
Antocianos totales. Se determind segin la metodologia de Garcia-Barcel6 (1990), la cual

se basa en la decoloracion por bisulfito. Previa dilucion 1:100 del extracto, se coloc6 1 mL
del extracto diluido en un Erlenmeyer; se adicion6 1 mL de alcohol &cido y 20 mL de HCI
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2%. La muestra preparada se separ0 en dos tubos de ensayos, cada uno con 10 mL, y se les
afiadi6 4 mL de NaHSO; (metabisulfito de sodio) y 4 mL de agua destilada,
respectivamente. Luego, se esper0 20 minutos y ambas muestras se evaluaron con
espectrofotometria (Lambda 25, PerkinElmer, Hartford, EE.UU.) DO 520 nm contra agua,
con cubetas de vidrio de 10 mm. El calculo utilizado para cuantificar fue el siguiente:

(1) Antocianos totales (mg/L malvidina) = (Aszo HCI - Aszo NaHSO3) * 865 * Dilucion
(2) Antocianos totales (mg malvidina/g fruta) = (1) * 0,2 / Peso piel

Se expres6 en mg malvidina/g fruta.

Taninos totales. Se trabajo con la metodologia de Bate-Smith (1972), la cual se basa en
que los taninos se hidrolizan en medio acido y, en presencia de oxigeno, pasan a formar
moléculas rojas (antocianos). Previa dilucién 1:50 del extracto, en dos tubos de ensayo se
coloco 4 mL de la muestra, se agregé 2 mL de agua destilada y 6 mL de HCI 35%. Luego,
un tubo fue sometido a bafio maria (BM) a 90°C, durante 30 minutos, y el otro a oscuridad
a temperatura ambiente. Ambas muestras se evaluaron con espectrofotometria (Lambda 25,
PerkinElmer, Hartford, EE.UU.) DO 550 nm contra agua, con cubetas de vidrio de 10 mm.
El célculo para cuantificar fue el siguiente:

(1) Taninos totales (mg/L procianidina) = (Asso con BM - Asso sin BM) * Dilucion / 50
(2) Taninos totales (mg procianidina/g fruta) = (1) * 19,33 * 200 / Peso piel

Se expresd en mg procianidina/g fruta.

Perfil de antocianinas. Se determind segin la metodologia de Pefia-Neira et al. (2007).
Previa filtracién del extracto en membranas de 0,45 um, se evalu6 mediante cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC-DAD). El equipo utilizado correspondi6é a un HPLC (Merck
Hitachi, Tokio, Japon), equipado con una bomba modelo L-6200, un inyector automatico
(L-7200), un detector de arreglo de fotodiodos alineados (L-7455) y una columna
LiChrospher RP-18(5um), de 250mm. Los cromatogramas correspondieron a temperatura
ambiente, longitud de deteccion 520 nm y volumen de inyeccién de 10 pm. Los
compuestos antocianicos fueron posteriormente identificados mediante la comparacion de
su espectro de absorcion y tiempo de retencion con su respectivo estandar.

Fenoles de bajo peso molecular. Se determinaron segin la metodologia de Pefia-Neira et
al. (2007), mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC-DAD). El equipo
utilizado fue el mismo que en el caso de las antocianinas.

Los cromatogramas correspondieron a temperatura ambiente, longitud de deteccion 280 nm
y volumen de inyeccion de 10 um. Los compuestos fendlicos fueron posteriormente
identificados mediante la comparacion de su espectro de absorcion y tiempo de retencion
con su respectivo estandar.
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Analisis estadistico

La caracterizacion de la composicién fendlica de la piel, es decir contenido porcentual de
las antocianidinas y de los grupos de fenoles de bajo peso molecular, independiente de los
tratamientos, se presentan en forma descriptiva, mediante figuras.

Para contemplar las fuentes de variacion independientes de los tratamientos, se utilizé un
disefio en cuadrado latino 5x5, considerando como fuente de variacion la pendiente (fila) y
la hilera (columna). Un analisis exploratorio preliminar mostré que el bloqueo no
controlaba adecuadamente la heterogeneidad ambiental, por lo cual se ajustd un modelo
que incluy6 una funcion de correlacion espacial.

Se realizd un andlisis de componentes principales para evaluar la variabilidad de los
distintos tratamientos de control del déficit de hierro en arandanos ‘Emerald’, asi como la
correlacion entre las diferentes variables, considerando la concentracion foliar de clorofila,
piel/pulpa, intensidad colorante, contenido de fenoles totales, antocianos totales, taninos
totales, carga frutal y peso de fruto, el contenido individual de las antocianinas, y el
contenido de cada grupo de los fenoles de bajo peso molecular.

Se analizo si existian diferencias estadisticamente significativas, para todas las variables
evaluadas, bajo el marco teérico de Modelos Lineales Mixtos.

Para la determinacion de la bondad de ajuste de los modelos seleccionados, se valoraron los
criterios de seleccion “Akaike Information Criterion” (AIC) (Akaike, 1974) y “Bayesian
Information Criterion (BIC) (Schwarz, 1978; Yang, 2005). Para seleccionar modelos con
similares criterios de seleccion (AIC y BIC), se compararon los modelos con el test del
cociente de verosimilitud (LRT).

En el caso de existir varianzas heterocedasticas, éstas fueron corregidas.

En caso de existir diferencias significativas entre los tratamientos, se utilizé la prueba de
comparaciones multiples LSD Fisher (a=0,05) para todas las variables evaluadas.

La estimacion de los modelos se realizé utilizando la funcién glm y Ime de la libreria nime
de R (Pinheiro et al., 2014), mediante la interfaz del programa estadistico InfoStat version
2013 (Di Rienzo et al., 2013).
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RESULTADOS

El andlisis de componentes principales muestra que la componente principal 1 (CP1)
explica el 72,7% de la variabilidad, y la componente principal 2 (CP2), el 24,6%, es decir
que, entre ambas CP, se explica el 97,3% de la variabilidad total (Figura 19). La separacion
de los tratamientos indica una alta variabilidad entre los mismos, es decir que son muy
distintos. Adicionalmente, existe una alta correlacion entre la mayoria de las variables
consideradas, exceptuando a los taninos totales y la carga frutal (Cuadro 15).

La concentracion foliar de clorofila se correlacion6 positiva y significativamente con la
carga frutal, contenido de fenoles y antocianos totales, intensidad colorante y peso de los
frutos, y se correlaciond negativa y significativamente con la relacion piel/pulpa, mientras
que con el contenido de taninos totales no existid correlacién significativa (Cuadro 15).
Dado que el angulo que forman los vectores de dos variables es proporcional a la
correlacion que existe entre ellas, la concentracion foliar de clorofila estd altamente
correlacionada con el peso de fruto, intensidad colorante, contenido de fenoles totales y
antocianos totales (Figura 19), lo que puede apreciarse, a su vez, en la matriz de correlacion
de Pearson (Cuadro 15).

504

Contenido taninos totales
4,0
Carga frutal
3,04
2,0 @ Poa pratensis
104 Contenido fenoles totales
g Sangre bovina
©
< ° Festuca rubra
S 0,04 Contenido antocianos totales
o Intensidad colorante
© -1,0 Testigo [ ) Concentracion foliar de clorofila
Piel/pulpa @ Quelato Fe-EDDHA
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CP 1 (72,7%)

Figura 19. Biplot del ACP para los distintos tratamientos de correccion del déficit de hierro
en ardndanos ‘Emerald’, considerando concentracion foliar de clorofila, piel/pulpa,
intensidad colorante, contenido de fenoles totales, antocianos totales y taninos totales,
carga frutal y peso de fruto de cada repeticion de los tratamientos (n=25).
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Cuadro 15. Matriz de correlacion de Pearson entre la concentracion foliar de clorofila,
carga frutal, peso de fruto, relacién piel/pulpa, intensidad colorante, contenido de
fenoles totales, antocianos totales y taninos totales de arandanos ‘Emerald’ sometidos a
distintos tratamientos de correccion del déficit de hierro.

Concentr. Clorofila__Piel/Pulpa Int. Colorante Fenoles totales  Antocianos totales Taninos totales  Carga frutal
Concentr. Clorofila
Piel/Pulpa -0,80*
Int. Colorante 0,99** -0,86*
Fenoles totales 0,85* -0,89* 0,92*
Antocfanos totales 0,97** -0,92* 0,98** 0,92*
Taninos totales -0,49ns -0,10ns -0,35ns -0,01ns -0,27ns
Carga frutal 0,59* -0,68ns 0,45ns 0,74ns 0,47ns 0,65ns
Peso de fruto 0,97** -0,80* 0,93* 0,74* 0,94* -0,52ns 0,16ns

* ** ns: significativo a una probabilidad de 0,05, 0,01 y no significativo, respectivamente.

Es importante mencionar que la carga frutal solo se correlaciono significativamente con la
concentracion foliar de clorofila y no con el resto de las variables (Cuadro 15), de manera
que la clorofila foliar afect6 el nimero de frutos, pero el nimero de frutos no modifico el
peso de fruto, las caracteristicas de la piel ni la composicién fendlica del extracto.

La concentracion foliar de clorofila y sus variables correlacionadas estan proyectadas hacia
la derecha del Biplot, y los tratamientos que se orientan en la misma direccion son el Fe-
EDDHA vy la asociacion con ambas gramineas (Figura 19), es decir los tratamientos que
corrigieron la clorosis férrica inicial del ardndano (Capitulo I1), lo que permite inferir que
estos tratamientos tendran un mayor valor de esas variables. En cambio, el testigo y la
sangre bovina se encuentran orientados en la direccién contraria, por lo que tendran un
mayor valor de las variables que estén proyectadas hacia la izquierda del Biplot, o sea, la
relacion piel/pulpa.

Concentracion foliar de clorofila

Al momento del muestreo de las bayas (88 DDIB), la concentracién foliar de clorofila se
encontraba entre 8,27 y 13,3 pg cm™. La aplicacion de Fe-EDDHA fue el tratamiento que
mas incrementd la concentracién de clorofila foliar respecto del testigo y la sangre bovina,
seguido de la asociacion con Festuca rubra y luego de la Poa pratensis (Cuadro 16).

Carga frutal y peso de fruto

La carga frutal vari6 entre 2.426 y 3.545 frutos/m® PAR;. La asociacién con ambas
gramineas incrementO significativamente la carga frutal, respecto del testigo y de las
plantas tratadas con sangre bovina. Si bien la Festuca rubra se destacé sobre la Poa
pratensis, no hubo diferencias significativas entre ellas. Por su parte, las plantas tratadas
con Fe-EDDHA alcanzaron una carga frutal intermedia entre los tratamientos mencionados,
sin diferenciarse estadisticamente de ellos (Cuadro 16).
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Por su parte, el peso de fruto en la muestra vario entre 1,70 y 2,18 g. A excepcion de la
aplicacion de sangre bovina, todos los tratamientos superaron significativamente al testigo.
Las plantas tratadas con Fe-EDDHA alcanzaron el mayor peso de fruto, diferenciandose
tanto del testigo como de las plantas bajo asociacion con gramineas, las que manifestaron
valores intermedios, y no se diferenciaron entre ellas (Cuadro 16).

Porcentaje de materia seca de fruto

El porcentaje de materia seca estuvo entre 15,2 y 16,5 %. El anélisis estadistico no arrojo
diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 16), lo que implica que el
porcentaje de humedad de los frutos también es similar para todos los tratamientos
(Apéndice 1V, Figura 11). Por lo tanto, el contenido y la concentracion de las variables
fenolicas pueden expresarse en base a fruta fresca o fruta seca, puesto que las diferencias
estadisticas que existan entre los tratamientos seran las mismas. De esta manera, se decidid
expresar el contenido y la concentracion de todos los compuestos fendlicos en base a fruta
fresca, considerando que es asi como se encuentra, mayoritariamente, en la literatura.

Relacidn piel/pulpa e intensidad colorante

La relacion piel/pulpa se refiere a la relacion superficie (piel)/volumen (pulpa) de una baya.
Asi, una baya mas pequefia tiene una mayor relacién piel/pulpa, 0 sea que a mayor
didmetro de fruto, la relacion disminuye. La relacion piel/pulpa de las bayas vari6 entre
0,05y 0,08. La aplicacién de Fe-EDDHA vy la asociacion con ambas gramineas redujeron la
relacion piel/pulpa de las bayas respecto del testigo, mientras que las aplicaciones de sangre
bovina no modificaron tal variable (Cuadro 16).

Tal como cabria esperar, la relacion piel/pulpa se correlacion6 de manera negativa y
significativa con el peso de fruto, es decir que a mayor tamafio de fruto, esta relacion
disminuye. A su vez, la relacion piel/pulpa se correlacioné negativa y significativamente
con la concentracién foliar de clorofila, lo que es légico puesto que esta concentracion se
correlaciond positiva y significativamente con el peso de fruto (Cuadro 15).

Por su parte, la intensidad colorante del extracto varié entre 13,8 y 19,1. Las plantas
tratadas con Fe-EDDHA y las asociadas con ambas gramineas fueron las que alcanzaron el
mayor valor respecto del testigo, que obtuvo el menor valor. La aplicacion de sangre
bovina, por su parte, tuvo un valor intermedio, sin diferenciarse significativamente del
testigo y de las plantas asociadas a Poa pratensis (Cuadro 16).

La intensidad colorante se correlacion6 de manera positiva y significativa con el contenido
de antocianos totales (Cuadro 15), es decir que mientras mas intenso fue el color del
extracto de la piel, mayor fue su contenido de antocianos totales.
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Cuadro 16. Concentracion foliar de clorofila al momento de muestreo de las bayas (88
DDIB), carga frutal en frutos/m?PAR;, peso de fruto de la muestra en gramos,
porcentaje de materia seca, relacion piel/pulpa e intensidad colorante en arandanos
‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de hierro.

Tratamiento Concentracié_n de Carga frutal Peso promedio Materia seca Relacién Intensidad
clorofila foliar de fruto de fruto piel/pulpa colorante
pg cm2 frutos/m’PAR i g %
Testigo 860 * 1,72 d 2426 = 204 c 1,72 + 0,05 ¢ 152 £ 0,2 0,08 £0,01a 138+ 11c
Quelato Fe-EDDHA 13,13 + 181 a 2682 * 226 b 2,18 + 0,06 a 158 + 0,5 0,05 + 0,00 c 191 +12a
Sangre bovina 826 =+ 187 d 2509 = 212 bc 1,70 = 0,05 ¢ 152 + 0,2 0,07 +0,00ab 156 + 1,1 bc
Poa pratensis 996 =+ 168 c 3056 * 256 ab 1,84 = 0,06 b 159 + 05 0,06 +000bc 176 = 1,1ab
Festuca rubra 1143 + 161 b 3545 = 289 a 1,87 £ 0,06 b 16,5 + 1,0 0,06 £ 0,00 b 186 + 13a
Significancia p <0,0001 p= 0,0145 p=0,0003 ns. p <0,0001 p=0,0008
cVv PARi 1 PARi 1
Significancia p=0,0154 p=0,0001

En cada columna se presenta el promedio ajustado * error estandar. Medias ajustadas con
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos,
segun la prueba de comparacion mdaltiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias
significativas entre tratamientos. CV= covariable. PAR; 1= PAR; a inicios de cosecha.

Fenoles totales

El contenido de fenoles totales varié entre 5,97 y 7,59 mg EAG/fruta. Las aplicaciones de
Fe-EDDHA mostraron un mayor contenido de fenoles respecto del testigo, diferencidndose
estadisticamente de éste. En contraste, las aplicaciones de sangre bovina tuvieron un menor
contenido, sin diferenciarse del testigo. Por su parte, la asociacion con ambas gramineas
alcanzd un contenido intermedio, sin diferencias estadisticas respecto del Fe-EDDHA ni del
testigo (Cuadro 17).

El contenido de fenoles totales se correlaciond positiva y significativamente con la
concentracion foliar de clorofila (Cuadro 15), de manera que mientras mayor es la clorofila
foliar, se alcanza una mayor cantidad de fenoles totales en la piel de las bayas.

Por su parte, la concentracion de fenoles totales vario entre 3,47 y 3,71 mg EAG/g fruta. No
se observaron diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 17). Al expresarlo como
mg EAG/g piel, la concentracion vario entre 53,2 y 78,1. En este caso, la aplicacion de Fe-
EDDHA vy la asociacion con ambas especies gramineas obtuvieron los mayores valores,
diferenciandose estadisticamente del testigo y de la sangre bovina (Cuadro 17).

Antocianos totales

El contenido de antocianos totales varié entre 1,58 y 2,58 mg malvidina/fruta. Todos los
tratamientos tuvieron un mayor valor respecto del testigo, pero sélo las plantas tratadas con
Fe-EDDHA se diferenciaron significativamente de éste (Cuadro 17).
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El contenido de antocianos totales se correlaciond positiva y significativamente con la
concentracion foliar de clorofila (Cuadro 15), de manera que mientras mayor es la clorofila
foliar, se alcanza una mayor cantidad de antocianos totales en la piel de las bayas. A su vez,
el contenido de antocianos totales se correlaciond positiva y significativamente con el
contenido de fenoles totales (Cuadro 15), lo que guarda relacion con el hecho de que los
antocianos son compuestos flavonoides incluidos dentro de los fenoles.

Por otro lado, la concentracion de antocianos totales vario entre 0,91 y 1,19 mg malvidina/g
fruta. No se observaron diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 17). Al
expresarlo como mg malvidina/g piel, la concentracion vario entre 13,7 y 24,2. En este
caso, las plantas tratadas con Fe-EDDHA alcanzaron el mayor valor, diferenciandose del
resto de los tratamientos. Por su parte, la asociacion con gramineas supero al testigo y a la
sangre bovina, con diferencias estadisticas respecto de estos tratamientos, y sin diferencias
entre ambas especies (Cuadro 17).

Taninos totales

El contenido de taninos totales varié entre 0,06 y 0,07 mg procianidina/fruta. No se
evidenciaron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (datos no mostrados),
y esta variable no se correlaciono significativamente con ninguna otra (Cuadro 15).

La concentracion de taninos totales varié entre 0,02 y 0,03 mg procianidina/g fruta, y entre
0,39 y 0,41 mg procianidina/g piel. En nigln caso, se observaron diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos (datos no mostrados).

Cuadro 17. Contenido y concentracion de fenoles y antocianos totales, expresados en mg
EAG/fruta, mg EAG/g fruta y mg EAG/g piel; mg malvidina/fruta y mg malvidina/g
fruta y mg malvidina/g piel, respectivamente, en arandanos ‘Emerald’ sometidos a
distintos tratamientos de correccion del déficit de hierro.

Tratamiento Contenido Concentracion ~ Concentracion Contenido Concentracion  Concentracion
fenoles totales fenoles totales  fenoles totales antoc. totales antoc. totales  antoc. totales
mg EAG/fruta mg EAG/g fruta  mg EAG/qg piel mg mv/fruta mgmv/g fruta  mg mv/g piel

Testigo 6,27 + 0,30bc 364 + 0,16 543 * 553 b 1,61 +0,23b 093 +0,12 13,7 +155¢
Quelato Fe-EDDHA 7,59 + 0,30 a 350 + 016 781 * 553 a 258 +022a 1,19 £0,12 242 +163a
Sangre bovina 597 + 0,30 c 347 * 015 532 * 553 b 158 +0,22b 091 +0,11 14,7 +183¢c
Poa pratensis 702 + 0,30ab 3,71 £ 0,17 750 + 553 a 1,78 + 0,24ab 094 + 0,13 218 +1,75b
Festuca rubra 6,90 £ 0,20ab 3,67 + 0,14 724 + 553 a 197 +021ab 105 +0,11 195 +212b

Significancia p=0,0001 ns. p=0,0193 p=0,0060 ns. p<0,0001

En cada columna se presenta el promedio ajustado + error estandar. Medias ajustadas con
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos,
segun la prueba de comparacion mdaltiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias
significativas entre tratamientos.
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Perfil de antocianinas

El cromatograma entregado por el HPLC-DAD revel6 la presencia de nueve antocianinas
en la piel de los ardndanos. El orden de aparicion, dado por el tiempo de retencion, permitio
identificar cada antocianidina con su azlcar agregado (Figura 20). Asi, cada ‘peak’ del
cromatograma, de izquierda a derecha, corresponde a las antocianinas: (1) Delfinidina 3-
galactésido; (2) Delfinidina 3-glucésido; (3) Cianidina 3-galactésido; (4) Delfinidina 3-
arabinosido; (5) Petunidina 3-galactosido; (6) Petunidina 3-arabinésido; (7) Malvidina 3-
galactésido; (8) Malvidina 3-glucésido; (9) Malvidina 3-arabinosido (Figura 20).
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Figura 20. Cromatograma del perfil antocianico de la piel de arandanos ‘Emerald’.

La composicion antocianica de las pieles fue similar en los distintos tratamientos. De las
antocianidinas presentes, las que se encontraron en mayor cantidad fueron la delfinidina y
malvidina, con un 40 y 30%, respectivamente. Por su parte, la petunidina y la cianidina se
encontraron en proporciones similares entre ellas, la cual fue cercana al 15% (Figura 21).

Asimismo, independientemente del tratamiento, la composicion de las antocianinas fue
similar, dado que en todos los casos, aquellas presentes en mayor proporcion, respecto del
total, fueron la delfinidina 3-galactosido, malvidina 3-galactosido, cianidina 3-galactosido y
delfinidina 3-arabindsido (Cuadro 18).
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Figura 21. Contenido porcentual de cada antocianidina presente en el perfil antocidnico de
la piel de arandanos ‘Emerald” sometidos a distintos tratamientos de correccion del
déficit de hierro.

Cuadro 18. Contenido porcentual de las nueve antocianinas presentes en el perfil
antocianico de las pieles de arandanos ‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de
correccion del déficit de hierro.

Tratamiento

Antocianina Testigo Quelato Sangre Poa Festuca

Fe-EDDHA bovina pratensis rubra
Delfinidina 3-galactésido 19,09 19,58 21,53 20,48 19,96
Delfinidina 3-glucésido 6,21 6,36 6,22 6,31 6,17
Cianidina 3-galactésido 14,32 13,05 14,35 13,65 12,70
Delfinidina 3-arabinésido 11,93 11,42 11,96 11,95 12,70
Petunidina 3-galactésido 6,68 7,50 7,18 6,48 6,17
Petunidina 3-arabinésido 6,21 5,87 5,98 5,80 5,63
Malvidina 3-galactésido 19,09 17,94 16,75 17,06 18,15
Malvidina 3-glucésido 9,31 10,11 8,85 9,73 9,44
Malvidina 3-arabinésido 7,16 8,16 7,18 8,53 9,07

Al hacer un andlisis de componentes principales con las nueve antocianidinas y los
tratamientos implementados a los arandanos, se observa que la componente principal 1
(CP1) explica el 95,7% de la variabilidad, y la componente principal 2 (CP2) el 4,1%, es
decir que, entre ambas CP, se explica el 99,8% de la variabilidad total (Figura 19). La
separacion de los tratamientos indica una alta variabilidad entre los mismos, es decir que
son muy distintos. A su vez, esta alta variabilidad de los tratamientos se debe a la alta
correlacion que existe entre todas las antocianinas (Cuadro 19).

En general, se observa que las distintas antocianinas estan correlacionadas positivamente
entre si, a excepcion de las antocianinas que presentan un angulo recto (o cercano a 90°)
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entre si, como es el caso de la malvidina 3-galactésido con la cianidina 3-galactésido. Esto
es asi debido a que el &ngulo que forman los vectores de dos variables es proporcional a las
correlaciones que existe entre ellas. Adicionalmente, esto puede apreciarse en la matriz de
correlacion de Pearson entre las variables y su significancia (Cuadro 19).

Por otro lado, todas las antocianinas estan proyectadas hacia la derecha del Biplot, y los
tratamientos que se orientan en la misma direccién son el Fe-EDDHA y la asociacién con
ambas gramineas (Figura 22), es decir los tratamientos que corrigieron la clorosis férrica
inicial del ardndano (Capitulo 1), lo que permite inferir que estos tratamientos tuvieron un
mayor contenido de las antocianinas presentes en el perfil antocianico. En cambio, el
testigo y la sangre bovina, los tratamientos que tuvieron una menor concentracion de
clorofila, mostraron un menor contenido de las distintas antocianinas, al estar orientados
hacia el lado izquierdo del Biplot (Figura 22).
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Figura 22. Biplot del ACP para los distintos tratamientos de correccion del déficit de hierro

en arandanos ‘Emerald’, considerando el perfil antocinico de cada repeticion de los
tratamientos (n=25).

Cuadro 19. Matriz de correlacion de Pearson entre las diferentes antocianinas (Delf=
delfinidina; Cian= cianidina; Pet= petunidina; Malv= malvidina; glucds= glucésido;
galact= galactosido; arabinds= arabidsido) del perfil antocianico en las pieles de

ardndanos ‘Emerald’ sometidos a tratamientos de correccion del déficit de hierro.
Delf-3-galact Delf-3-glucés Cian-3-galact Delf-3-arabinds Pet-3-galact Pet-3-arabinés Malv-3-galact Malv-3-glucés
Delf-3-glucés 0,99**

Cian-3-galact 0,99** 0,96*

Delf-3-arabinés  0,98** 1,00%* 0,956*

Pet-3-galact 0,97** 1,00** 0,94* 1,00%*

Pet-3-arabinds ~ 0,99** 1,00%* 0,98** 1,00%* 0,99**

Malv-3-galact ~ 0,86ns 0,92* 0,80ns 0,93* 0,95* 0,91*

Malv-3-glucés  0,87ns 0,94* 0,82ns 0,94* 0,96* 0,92* 1,00**
Malv-3-arabinds 0,93* 0,97** 0,89* 0,98** 0,98** 0,96** 0,99** 0,98**

*, ** ns: significativo a una probabilidad de 0,05, 0,01 y no significativo, respectivamente.
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Asi, la aplicacion de Fe-EDDHA super6 al testigo en el contenido individual de cada
antocianina presente en el perfil antocianico, diferenciandose estadisticamente del mismo
en todos los casos (Cuadro 20). Por su parte, la asociacion con gramineas alcanz6 un
contenido significativamente superior al del testigo en la mayoria de las antocianinas, con
excepcion de la delfinidina 3-arabindsido, malvidina 3-glucésido y malvidina 3-
arabindsido, en cuyos casos no hubo diferencias significativas (Cuadro 20). Ambas
gramineas evidenciaron el mismo comportamiento, sin diferenciarse estadisticamente una
de la otra. Finalmente, la aplicacion de sangre bovina mostr6é un contenido similar a los del
testigo en todas las antocianinas (Cuadro 20).

Por otro lado, la concentracion, expresada como mg/g piel, evidencio una tendencia similar
para cada una de las nueve antocianinas. La aplicacion de Fe-EDDHA y la asociacion con
Poa pratensis alcanzaron la mayor concentracion en todos los casos, diferenciandose
estadisticamente del testigo y de la sangre bovina (Cuadro 21). Por su parte, la asociacién
con Festuca rubra también super6 significativamente al testigo, excepto en el caso de la
cianidina 3-galactosido, petunidina 3-galactosido y petunidina 3-arabinésido (Cuadro 21).

Cuadro 20. Contenido, expresado en mg/fruta, de las distintas antocianinas presentes en el
perfil antocianico de las pieles de arandanos ‘Emerald’ sometidos a distintos
tratamientos de correccion del déficit de hierro.

Quelato

Antocianina (mg/fruta fresca) Testigo Fe-EDDHA Sangre bovina Poa pratensis Festuca rubra Significancia
Delfinidina 3-galactésido 0,010 + 0,002 b 0,012 + 0,001 a 0,009 + 0,002 b 0,012 + 0,002 a 0,012 + 0,001 a p=0,0041
Delfinidina 3-glucésido 0,002 + 0,001 b 0,004 + 0,001 a 0,002 + 0,001 b 0,003 + 0,001 a 0,004 + 0,000 a p=0,0005
Cianidina 3-galactésido 0,007 + 0,001 b 0,008 + 0,000 a 0,006 + 0,001 b 0,008 + 0,001 a 0,008 + 0,001 a p=0,0043
Delfinidina 3-arabin6sido 0,006 + 0,001 b 0,007 + 0,001 a 0,005 + 0,001 b 0,006 + 0,001 ab 0,006 * 0,001 ab p <0,0001
Petunidina 3-galactésido 0,003 + 0,001 b 0,005 + 0,001 a 0,003 + 0,000 b 0,004 + 0,001 a 0,004 + 0,001 a p=0,0188
Petunidina 3-arabindsido 0,003 + 0,001 b 0,004 + 0,001 a 0,003 + 0,001 b 0,004 + 0,001 a 0,004 + 0,001 a p=0,0012
Malvidina 3-galactésido 0,008 + 0,002 b 0,011 + 0,002 a 0,008 + 0,002 b 0,009 + 0,003 ab 0,009 + 0,002 b p=0,0165
Malvidina 3-glucésido 0,004 + 0,001 b 0,007 + 0,001 a 0,004 + 0,001 b 0,005 + 0,001 ab 0,005 + 0,001 ab p=0,0196
Malvidina 3-arabindsido 0,004 + 0,001 b 0,006 + 0,001 a 0,004 + 0,001 b 0,005 + 0,001 ab 0,005 * 0,001 ab p=0,0143

En cada fila se presenta el promedio ajustado + error estandar para cada antocianina.
Medias ajustadas con letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas
entre tratamientos, segun la prueba de comparacion multiple LSD Fisher (p<0,05).

Cuadro 21. Concentracién, expresada en mg/g piel, de las distintas antocianinas presentes
en el perfil antocianico de las pieles de arandanos ‘Emerald’ sometidos a distintos
tratamientos de correccion del déficit de hierro.

Quelato

Antocianina (mg/g piel) Testigo Fe-EDDHA Sangre bovina Poa pratensis Festuca rubra Significancia
Delfinidina 3-galactésido 0,08 + 0,01 ¢ 0,12 + 0,01 a 0,09 + 0,01 bc 0,12 + 0,01 a 0,11 + 0,01 ab p=0,0084
Delfinidina 3-glucésido 0,026 + 0,007 b 0,039 + 0,007 a 0,026 + 0,007 b 0,037 + 0,007 a 0,034 + 0,007 a p= 10,0063
Cianidina 3-galactésido 0,06 + 001 b 0,08 + 0,004 a 0,06 + 0,004 b 0,08 + 0,01 a 0,07 + 0,01 ab p= 10,0185
Deffinidina 3-arabin6sido 0,05 + 001 b 0,07 + 0,004 a 0,05 =+ 0,004 b 0,07 + 001 a 0,07 + 0,01 a p=0,0104
Petunidina 3-galactosido 0,03 + 0,002 ¢ 0,046 + 0,002 a 0,03 + 0,002 ¢ 0,038 + 0,002 b 0,034 + 0,002 bc p=0,0011
Petunidina 3-arabindsido 0,026 + 0,002 b 0,036 + 0,002 a 0,025 * 0,002 b 0,034 + 0,002 a 0,031 + 0,002 ab p=0,0195
Malvidina 3-galactésido 008 + 0,01 bc 011 + 0,01 a 0,07 + 001 c 0,10 + 0,01 ab 0,10 £ 0,01 ab p=0,0180
Malvidina 3-glucésido 0,039 + 0,004 ¢ 0,062 + 0,004 a 0,037 + 0,004 bc 0,057 + 0,004 a 0,052 + 0,004 ab p=0,0053

Malvidina 3-arabinésido 0,03 + 0,003 b 0,05 + 0,003 a 0,03 + 0,003 b 0,05 + 0,003 a 0,05 * 0,003 a p=0,0134
En cada fila se presenta el promedio ajustado + error estandar para cada antocianina.
Medias ajustadas con letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas
entre tratamientos, segun la prueba de comparacion multiple LSD Fisher (p<0,05).
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Fenoles de bajo peso molecular

El cromatograma entregado por el HPLC-DAD revel0 la presencia de numerosos fenoles de
bajo peso molecular (BPM) en la piel de los ardndanos (Figura 21). El orden de aparicion,
dado por el tiempo de retencion, permitid identificar los mas importantes, es decir aquellos
gue se encuentran presentes en mayor cantidad. Asi, de izquierda a derecha, cada ‘peak’ del
cromatograma, corresponde a los fenoles BPM: (1) &cido galico; (2) &cido protocatéquico;
(3) acido vainillinico; (4) ester del acido coumarico; (5) catequina; (6) esculetina; (7) acido
cafeico cis; (8) acido cafeico trans; (9) galato de procianidina; (10) asltilbina; (11)
epicatequina; (12) procianidina; (13) acido férulico; (14) quercetina (Figura 23).
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Figura 23. Cromatograma del perfil fendlico de bajo peso molecular en las pieles de
arandanos ‘Emerald’.

Las aplicaciones de Fe-EDDHA vy la asociacion con Poa pratensis incrementaron el
contenido total de fenoles BPM respecto del testigo, diferenciandose significativamente de
éste. La Festuca rubra también mostré un contenido mayor que el testigo, pero sin
diferenciarse estadisticamente. Por su parte, la aplicacion de sangre bovina tuvo un
contenido similar al testigo (Cuadro 22).

Respecto de la concentracion total de fenoles BPM, no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos cuando se expres6 en mg/g fruta (Cuadro 21). Sin
embargo, cuando la concentracion se expresé en mg/g piel, las plantas tratadas con Fe-
EDDHA, y aquellas asociadas con especies gramineas, evidenciaron los mayores valores,
con diferencias estadisticas respecto a las plantas testigo y las tratadas con sangre bovina
(Cuadro 22).
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Cuadro 22. Contenido, expresado en mg/fruta, y concentracion, expresada en mg/g fruta y
mg/g piel del total de los fenoles de bajo peso molecular seleccionados del perfil de
pieles de arandanos ‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de correccion del
déficit de hierro.

Tratamiento Contenido Concentracion ~ Concentracién
fenoles BPM fenoles BPM fenoles BPM
mg/fruta mg/g fruta mg/g piel
Testigo 0,09 £+ 0,30bc 0,05 £ 0,01 0,71 = 0,07 b
Quelato Fe-EDDHA 0,14 + 0,30 a 0,06 + 001 137 £ 013 a
Sangre bovina 0,08 + 0,30 ¢ 005 = 001 0,8 * 007 b
Poa pratensis 0,14 £ 0,30 a 007 £ 001 131 £ 0,11 a
Festuca rubra 0,13 £+ 0,20ab 0,07 = 0,01 138 * 0,14 a
Significancia p=0,0001 n.s. p<0,0001

En cada columna se presenta el promedio ajustado * error estandar. Medias ajustadas con
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos,
segun la prueba de comparacion mdaltiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias
significativas entre tratamientos.

Dentro de los principales compuestos fendlicos, el grupo de los &cidos cinamicos alcanz6 la
mayor proporcién, siendo de un 35-40% del total, independientemente del tratamiento
considerado. Luego, y en orden decreciente, le siguio el grupo de las antocianinas, con un
30-35%); los flavanoles, con un 12-15%; los flavonoles, con un 7-11% vy, finalmente, los
acidos benzocios y las cumarinas, con menos de un 6% (Figura 24).
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Figura 24. Contenido porcentual de cada uno de los principales grupos de compuestos
fenolicos presentes en el perfil fendlico de la piel de ardndanos ‘Emerald’, es decir
antocianinas, acidos cinamicos, acidos benzoicos, flavanoles, flavonoles y cumarinas.

Asimismo, independiente del tratamiento, el compuesto predominante, dentro de cada
grupo fendlico, es el mismo en todos los casos. En el grupo de los &cidos benzoicos, el
acido vainillinico estuvo presente en mayor cantidad. En el caso de los &cidos cindmicos, el
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predominante fue el &cido cafeico cis. Dentro del grupo de los flavonoles destaca la
epicatequina y, finalmente, entre los flavanoles toma importancia la astilbina (Cuadro 23).

Cuadro 23. Contenido porcentual de los &cidos benzoicos, &cidos cindmicos, flavanoles y
flavonoles mas importantes, presentes en el perfil fendlico de bajo peso molecular, de
picles de arandanos ‘Emerald” sometidos a distintos tratamientos de correccion del
déficit de hierro.

Tratamiento

fgnrgﬁgo Compuesto Testigo Quelato San_gre Poa _ Festuca
Fe-EDDHA bovina pratensis rubra

Acidos Protocatéquico 0,86 0,45 0,50 0,42 0,46
benzoicos  Galico 2,90 2,23 3,25 2,27 2,59
Vainillinico 5,70 4,01 5,99 3,82 4,26

Acidos Fertlico 0,86 0,82 0,75 1,70 0,68
cindmicos  Cafeico-cis 50,96 53,48 45,44 51,41 48,63
Cafeico-trans 6,99 7,71 8,99 7,29 9,28

Flavanoles Procianidina 1,61 0,82 1,00 1,56 2,66
Catequina 5,81 6,75 5,62 6,94 4,95
Epicatequina 13,76 19,57 16,23 9,42 13,09
Flavonoles Quercetina 1,83 1,56 2,75 1,42 1,60
Astilbina 8,71 12,61 9,49 13,74 11,79

Esculetina 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

Un andlisis de componentes principales entre los distintos grupos de fenoles BPM muestra
que la componente principal 1 (CP1) explica el 86,7% de la variabilidad, y la componente
principal 2 (CP2), el 10,3%, es decir que, entre ambas CP, se explica el 97% de la
variabilidad total (Figura 25). La separacion de los tratamientos indica una alta variabilidad
de los mismos, es decir que son muy distintos. A su vez, esta alta variabilidad de los
tratamientos se debe a la alta correlacion que existe entre los grupos de fenoles de bajo peso
molecular (Cuadro 24).

La concentracion foliar de clorofila se correlaciono positiva y significativamente con todas
las variables consideradas (Cuadro 24). Dado que el angulo que forman los vectores de dos
variables es proporcional a la correlacion que existe entre ellas, la concentracion de
clorofila estd mas correlacionada con el peso de fruto, flavonoles, cumarinas y acidos
benzoicos que con las demas variables (Figura 25), lo que puede apreciarse, a su vez, en la
matriz de correlacion de Pearson entre las distintas variables (Cuadro 24). A su vez, los
distintos grupos de fenoles BPM estan correlacionadas positivamente entre si, puesto que
presentan un angulo agudo entre ellos (Figura 25). Por otro lado, todos los grupos de
fenoles estan proyectados hacia la derecha del Biplot y los tratamientos que se orientan en
la misma direccion son el Fe-EDDHA 'y la asociacion con ambas gramineas (Figura 25), es
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decir los tratamientos que corrigieron la clorosis férrica inicial del arandano (Capitulo 1),
lo que permite inferir que estos tratamientos tendrdn un mayor contenido de los grupos de
fenoles presentes en el perfil antocianico. En contraste, el testigo y la sangre bovina, los
tratamientos que tuvieron una menor concentracion foliar de clorofila, evidenciardn un
menor contenido de los distintos fenoles, al estar orientados hacia el lado izquierdo del
Biplot (Figura 25).
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Figura 25. Biplot del ACP para los distintos tratamientos de correccion del déficit de hierro
en ardndanos ‘Emerald’, considerando el perfil fenélico de bajo peso molecular de cada
repeticion de los tratamientos (n=25).

Cuadro 24. Matriz de correlacidn de Pearson entre la concentracion foliar de clorofila, peso
de fruto, contenido de acidos benzoicos, &cidos cinamicos, flavanoles, flavonoles y
cumarinas totales en arandanos ‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de
correccion del déficit de hierro.

Conc. Clorofila Peso de ruto  Ac. benzoicos Ac. cindmicos Flavanoles Flavonoles

Peso de fruto  0,92*

Ac. benzoicos  0,86* 0,90*

Ac. cindmicos  0,74* 0,62ns 0,87

Flavanoles 0,92* 0,91* 0,97* 0,88*

Flavonoles 0,69* 0,52ns 0,77 0,98** 0,82ns

Cumarinas 0,90* 0,90* 0,98** 0,84ns 0,94* 0,74ns

*, ** ns: significativo a una probabilidad de 0,05, 0,01 y no significativo, respectivamente.

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en el contenido de todos los
acidos fendlicos considerados, a excepcion del acido ferdlico (Cuadro 25). El contenido de
cada uno de los acidos fenolicos siguid la misma tendencia para los distintos tratamientos,
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de tal forma que aquellos tratamientos con una mayor concentracion foliar de clorofila, al
momento de muestro, mostraron un mayor contenido de los acidos considerados, y las
menores concentraciones de clorofila tuvieron un menor contenido de los mismos.

Las plantas tratadas con Fe-EDDHA vy aquellas asociadas con ambas gramineas
evidenciaron un mayor contenido de los &acidos considerados respecto del testigo. En el
caso del &cido protocatéquico, las plantas bajo asociaciébn con gramineas no se
diferenciaron significativamente del testigo. Ambas gramineas se comportaron de una
manera muy similar, diferenciandose entre ellas sélo en el contenido del acido gélico, en
cuyo caso la Poa pratensis destaco sobre la Festuca rubra. Finalmente, la sangre bovina
evidencio valores similares a los del testigo, diferenciandose de éste en el contenido de
acido gélico y acido cafeico trans (Cuadro 25).

Cuadro 25. Contenido, expresado en mg/fruta fresca, de los acidos cinamicos y benzoicos
presentes en el perfil fendlico de bajo peso molecular, en arandanos ‘Emerald’
sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de hierro.

Acidos benzoicos Acidos cindmicos
Galico Cafeico cis

Tratamiento

Vainillinico Fertlico

mg/fruta

Protocatéquico Cafeico trans

Testigo 0,0004 + 0,0012
Quelato Fe-EDDHA 0,0008 + 0,0002
Sangre bovina 0,0004 + 0,0001
Poa pratensis 0,0006 + 0,0003
Festuca rubra 0,0006 + 0,0001
Significancia p=0,0061

0,0026 + 0,0002 e
0,0034 + 0,0005 a
0,0027 + 0,0002 d
0,0032 + 0,0002 b
0,0030 + 0,0003 ¢
p<0,0001

0,0052 + 0,0006 ¢
0,0056 + 0,0007 a
0,0048 + 0,0004 ¢

0,0054 + 0,0004 ab
0,0055 + 0,0002 ab

p<0,0001

0,0019 + 0,0006

0,0020 + 0,0004

0,0019 + 0,0004

0,0022 + 0,0008

0,0024 + 0,0021
n.s.

0,047 + 0,030 b
0,064 * 0,025 a
0,036 + 0,011 b
0,072 £ 0,017 a
0,073 £ 0,035 a
p<0,0001

0,007 + 0,002 d
0012 + 0,003 a
0,007 + 0,001 ¢
0,010 + 0,003 ab
0,010 + 0,003 be
p=0,0010

En cada columna se presenta el promedio ajustado + error estandar. Medias ajustadas con
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos,
segun la prueba de comparacion mdaltiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias
significativas entre tratamientos.

Por otro lado, la concentracién, expresada como mg/g piel, sigui6é la misma tendencia que
el contenido, es decir que los tratamientos con una mayor concentracion foliar de clorofila,
al momento de muestro, fueron los que evidenciaron una mayor concentracion. Asi, las
plantas tratadas con Fe-EDDHA y aquellas asociadas con Poa pratensis tuvieron un valor
significativamente mayor que el testigo, y que las plantas tratadas con sangre bovina, en
todos los &cidos evaluados (Cuadro 26). Por su parte, la asociacion con Festuca rubra
también superd la concentracion del testigo y de la sangre bovina en todos los casos, pero
esto sdlo resulto significativo en el caso del acido protocatequico y cafeico cis (Cuadro 26).
No se observaron diferencias significativas para el acido ferulico (Cuadro 26).
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Cuadro 26. Concentracion, expresada en mg/g piel, de los acidos cindmicos y benzoicos
presentes en el perfil fendlico de bajo peso molecular, en arandanos ‘Emerald’
sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de hierro.

Tratamiento Acidos benzoicos Acidos cindmicos
Protocatéquico Gélico Vainillinico Fertlico Cafeico cis Cafeico trans
mg/g piel

Testigo 0,0043 + 0,0007 0,025 + 0,002 c 0,046 + 0,002 b 0,006 + 0,002 037 + 008 b 006 + 001 b
Quelato Fe-EDDHA 0,0056 + 0,0005 0,032 + 0,002 a 0,059 + 0,002 a 0,008 + 0,002 0,70 £ 0,07 a 010 + 001 a
Sangre bovina 0,0040 + 0,0006 0,026 + 0,002 bc 0,043 + 0,003 b 0,006 + 0,002 035 + 0,07 b 007 + 001 b
Poa pratensis 0,0052 + 0,0006 0,031 + 0,002 a 0,050 + 0,002 ab 0,009 + 0,003 067 £ 0,07 a 010 + 001 a
Festuca rubra 0,0052 + 0,0006 0,030 + 0,002 ab 0,049 + 0,002 ab 0,009 + 0,004 0,73 £ 0,08 a 009 + 001 ab
Significancia p=0,0285 p=0,0194 p= 0,029 n.s. p<0,0001 p= 0,0446

En cada columna se presenta el promedio ajustado + error estandar. Medias ajustadas con
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos,
segun la prueba de comparacion mdaltiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias
significativas entre tratamientos.

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en el contenido de todos los
flavanoles, flavonoles y cumarinas considerados, a excepcion de la procianidina y la
quercetina (Cuadro 27). El contenido de cada uno de ellos sigui6 una tendencia similar para
los distintos tratamientos, de tal forma que aquellos tratamientos con una mayor
concentracion foliar de clorofila, al momento de muestro, mostraron un mayor contenido de
estos compuestos, y los de menor concentracion tuvieron un menor contenido de los
mismos.

En el caso de la epicatequina, las plantas tratadas con Fe-EDDHA tuvieron el mayor
contenido, con diferencias estadisticas respecto del testigo. La sangre bovina evidencié un
contenido similar al del testigo, por lo que no se diferencié del mismo. Por su parte, la
asociacion con ambas gramineas manifestd un valor intermedio al de los tratamientos
descritos, sin diferenciarse del testigo y tampoco entre ellas (Cuadro 27).

En el caso de la catequina y la astilbina, la asociacién con ambas gramineas alcanzo el
mayor contenido, diferencidndose estadisticamente del resto de los tratamientos. La
aplicacion de Fe-EDDHA también alcanz6 un contenido mayor al del testigo, con
diferencias significativas respecto del mismo. La aplicacion de sangre bovina tuvo un
contenido similar al testigo (Cuadro 27).

Finalmente, el mayor contenido de esculetina lo evidenciaron la aplicacion de Fe-EDDHA
y la asociacion con ambas gramineas, pero solo el Fe-EDDHA y la Poa pratensis se
diferenciaron estadisticamente del testigo. La sangre bovina mostré un contenido menor al
del testigo, pero sin diferencias significativas respecto de éste (Cuadro 27).
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Cuadro 27. Contenido, expresado en mg/fruta fresca, de los principales flavanoles,
flavonoles y cumarinas presentes en el perfil fendlico de bajo peso molecular, en
ardndanos ‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de
hierro.

Tratamiento _ Flave}noles Flavonoles Cumarinas
Procianidina Catequina Epicatequina Quercetina Astilbina Esculetina
mg/fruta

Testigo 0,002 + 0,002 0005 + 0,0021 ¢ 00125 + 0,003 b 0,0017 + 0,0005 0,008 + 001 ¢ 88E-06 £ 0,000 bc
Quelato Fe-EDDHA 0,004 + 0,004 0,007 + 00025 b 00172 + 0,003 a 0,0021 + 0,0005 0,016 + 001 b 1,2E-05+ 0,000 a
Sangre bovina 0,004 + 0,001 0005 + 0,0014 ¢ 00130 + 0,003 b  0,0022 + 0,0006 0,008 + 001 ¢ 6,4E-06 + 0,000 c
Poa pratensis 0,001 + 0,001 0009 + 00017 a 0,0129 + 0,003 ab 10,0021 + 0,0008 0,017+ 0 a 11E-05+ 0,000 a
Festuca rubra 0,002 + 0,002 0010 + 00045 a 00133 + 0,002 ab 0,0020 + 0,0005 0,019 + 0,01 a 10E-05+ 0,000 ab

Significancia n.s. p<0,0001 p=0,0014 n.s. p<0,0001 p=0,0074

En cada columna se presenta el promedio ajustado * error estandar. Medias ajustadas con
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos,
segun la prueba de comparacion mdaltiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias
significativas entre tratamientos.

Por otro lado, la concentracion de los flavanoles, flavonoles y cumarinas, expresada como
mg/g piel, se comporté de una manera similar al contenido, es decir que tratamientos con
una mayor concentracion foliar de clorofila, al momento de muestro, tuvieron una mayor
concentracion de estos compuestos. Asi, la aplicacion de Fe-EDDHA y la asociacion con
gramineas manifestaron un valor superior al del testigo y la aplicacion de sangre bovina,
con diferencias estadisticas en todos los casos, con excepcion de la esculetina. En este caso,
las plantas bajo asociacion no se diferenciaron significativamente del testigo (Cuadro 28).
No se observaron diferencias significativas entre tratamientos para la procianidina y la
quercetina (Cuadro 28).

Cuadro 28. Concentracién, expresada en mg/g piel, de los principales flavanoles, flavonoles
y cumarinas presentes en el perfil fendlico de bajo peso molecular, en arandanos
‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de correccién del déficit de hierro.

Tratamiento _ FIavqnoIes Flavonoles Cumarinas
Procianidina Catequina Epicatequina Quercetina Astilbina Esculetina
mg/g piel

Testigo 0,010 + 0,003 004 + 001 d 010 * 001 ¢ 0016 + 0,003 005 + 002 b 82E-05+ 0,000 bc
Quelato Fe-EDDHA 0,014 + 0,005 007 +* 001 c 016 * 001 a 0023 £ 0,003 014 + 003 a 12E-04 = 0,000 a
Sangre bovina 0,011 + 0,003 005 * 001 d 011 * 001 bc 0,020 + 0,003 007 + 002 b 63E-05+ 0,000 c
Poa pratensis 0,011 + 0,003 009 * 001 b 016 * 001 a 0023 + 0,003 017 + 004 a 9,7E-05 = 0,000 ab
Festuca rubra 0,020 + 0,006 013 * 001 a 014 + 001 b 0019 £+ 0,003 019 + 004 a 1,0E-04 + 0,000 ab

Significancia n.s. p<0,0001 p<0,0001 n.s. p= 0,0007 p= 0,0016

En cada columna se presenta el promedio ajustado + error estandar. Medias ajustadas con
letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos,
segun la prueba de comparacion mdaltiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias
significativas entre tratamientos.
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DISCUSION

Numerosos reportes acerca de los beneficios que tiene para la salud humana una dieta rica
en antioxidantes ha impulsado a los investigadores a estudiar los factores que influyen en el
contenido de los mismos dentro de las frutas y vegetales (Farnham et al., 1999; Goldman et
al., 1999; Grusak et al., 1999; Kochian y Garvin, 1999). Se observd que, en el caso de los
fenoles totales, la concentracion estuvo en un rango de 3,47 y 3,71 mg EAG/g fruta,
mientras que los valores encontrados en la literatura son de 1,81-3,90 (Prior et al., 1998);
0,47-1,99 (Ehlenfeldt y Prior, 2001); 2,50-5,20 (Mainland y Tucker, 2000); 1,71-7,57
(Moyer et al., 2002); 1,06-1,18 (Taruscio et al., 2004) y 2,51-3,10 (Giovanelli y Buratti,
2009). Lo mismo ocurrio con la concentracion de antocianos totales, la cual vario entre
0,91 y 1,19 mg malvidina/g fruta, un rango mas estrecho y de un maximo inferior al
encontrado por otros autores: 0,25-4,95 (Mazza y Miniati, 1993); 0,93-2,35 (Prior et al.,
1998); 0,39-3,31 (Ehlenfeldt y Prior, 2001); 0,70-1,90 (Mainland y Tucker, 2000); 0,73-
4,30 (Moyer et al., 2002) y 2,51-3,10 (Giovanelli y Buratti, 2009). Estas diferencias se
deben a que la concentracion fendlica en el arandano estd influenciada por numerosos
factores, entre los que destacan genotipo (Prior et al., 1998; Ehlenfeldt y Prior, 2001,
Connor et al., 2002a; Kalt et al., 2001), temporada y ubicacion geografica (Prior et al.,
1998; Connor et al., 2002a; Moyer et al., 2002), madurez de la fruta (Prior et al., 1998;
Moyer et al., 2002) y condiciones de almacenamiento poscosecha (Kalt et al., 1999; Connor
et al., 2002b). De hecho, ya se han reportado distintas concentraciones fendlicas entre dos
especies del mismo género (Garcia-Viguera et al., 1993; Moyer et al., 2002; Taruscio et al.,
2004) e, incluso, entre dos variedades de la misma especie (Tomas-Barberan et al., 1997;
Dupont et al., 2000; Kalt et al., 2001; Mainland y Tucker, 2000; Taruscio et al., 2004).

Por su parte, el cromatograma del perfil antocianico revel6 la presencia de 9 antocianinas,
mientras que han sido reportadas 13 en lItalia (Giovanelli y Buratti, 2009), 15 en Francia
(Kader et al., 1996), 25 en Canada (Gao y Mazza, 1994), 15 en algunos lugares de EE.UU.
(Ballington et al., 1982; Ballington et al., 1987; Mazza y Miniati, 1993) y 10 en otros
(Sapers et al., 1984). Los compuestos presentes en el perfil antocianico fueron identificados
como galactésidos, glucésidos y arabindsidos de delfinidina, cianidina, petunidina y
malvidina, tal como se ha encontrado en estudios previos (Kader et al., 1996; Taruscio et
al., 2004; Giovanelli y Buratti 2009); sin embargo, no se detectd la presencia de peonidina,
en contraste con otros trabajos (Kader et al., 1996; Tomas-Barberan y Espin, 2001,
Lohachoompol et al., 2008; Giovanelli y Buratti, 2009). Las antocianidinas predominantes
fueron la delfinidina y la malvidina, representando un 40% y 30% del total,
respectivamente, seguidas de la cianidina y petunidina en igual cantidad, lo que coincide
con Kader et al. (1996), Taruscio et al. (2004) y Giovanelli y Buratti (2009). Por su parte,
las antocianinas presentes en mayor cantidad fueron la delfinidina 3-galactosido, malvidina
3-galactosido, cianidina 3-galactésido y delfinidina 3-arabinoésido, al igual que observaron
Ballinger et al. (1970), Kader et al. (1996), y Giovanelli y Buratti (2009). Las antocianinas
representaron el 30-35% de los fenoles totales, en consonancia con lo reportado para otras
variedades de V. corymbosum (Lee et al., 2004; Moyer et al., 2002; Prior et al., 1998;
Sellapan et al., 2002; Giovanelli y Buratti, 2009).
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Al respecto, se han encontrado con anterioridad numerosas variaciones en el contenido y la
composicion antocianica entre distintas especies del género Vaccinium y entre distintos
genotipos de la misma especie (Kalt et al., 1999). Segun Sapers et al. (1984), estas
diferencias pueden ser atribuidas al grado de madurez del fruto puesto que, en el arandano,
la maduracion se asocia con el desarrollo de las antocianinas en las células epidérmicas y
subepidérmicas de la baya (Ballinger et al., 1972). Sumado a ello, la cuantificacion de las
antocianinas individuales ha sido y continlGa siendo limitado debido a la escasez en la
disponibilidad de estandares apropiados (Prior et al., 2001).

En el caso de los fenoles de bajo peso molecular (BPM), el grupo que estuvo presente en
mayor cantidad fue el de los &cidos cindmicos, tal como reportaron anteriormente Hakkinen
et al. (1999). Dentro de los &cidos cindmicos, predomind el acido cafeico, mientras que el
acido ferulico estuvo presente en muy bajas cantidades, al igual que encontraron Stéhr y
Herrmann (1975), Hakkinen y Toérronen (2000) y Taruscio et al. (2004), pero no Hakkinen
et al. (1999), quienes observaron que el acido feralico fue el principal. Por otro lado, no se
detectd la presencia del &cido p-coumarico en el perfil fendlico, coincidiendo con Hakkinen
y Torronen (2000), y en contraste con Sellapan et al. (2002). Sin embargo, se ha reportado
que la capacidad antioxidante del &cido cafeico es mayor que la del acido p-coumarico
(Zheng y Wang, 2003). En el grupo de los &cidos benzoicos, el contenido, en orden
decreciente, fue de &cido vainillinico, galico y protocatéquico, tal como ha sido indicado
para una baya madura de arandano alto (Fernandez de Simén et al., 1992). Por su parte,
dentro de los flavanoles, la epicatequina alcanz6 un contenido notablemente mayor que la
catequina, al igual que encontraron Taruscio et al. (2004) en nueve especies distintas de
Vaccinium. Finalmente, de los flavonoles, la astilbina evidencié un mayor contenido que la
quercetina, y no se detectaron miricetina ni kaempferol, tal como reportaron Taruscio et al.
(2004). Al respecto, Bilik y Sapers (1986) han sefialado que las bayas maduras de arandano
contienen principalmente quercetina, y no kaempferol o miricetina. Sin embargo, Kader et
al. (1996) y Sellapan et al. (2002) si encontraron kaempferol en sus cromatogramas, aunque
en menor cantidad que la quercetina; de hecho, se ha reportado que la quercetina es el
principal flavonol en el arandano (Kader et al., 1996; Hékkinen, et al., 1998).

En este sentido, las diferencias de resultados entre los distintos trabajos han sido atribuidas
no sélo al origen de las variedades de arandanos (Bilyk y Sapers, 1986; Amiot et al., 1995)
sino también al grado de madurez (Prior et al., 1998), condiciones climaticas (Dixon y
Paiva, 1995) y manejos agrondémicos (Kader et al., 1996). De hecho, dado que la
composicion y el contenido de compuestos fendlicos en el ardndano varian ampliamente
segun el cultivar, la temporada y el lugar de cultivo, es dificil proporcionar datos unicos y
absolutos (Giovanelli y Buratti, 2009). Sumado a ello, se ha mencionado que realizar una
comparacion de la composicion fenolica de bayas con la literatura es sumamente dificil
debido a los numerosos y muy variados métodos analiticos utilizados (Hertog et al., 1992;
Heinonen et al., 1998; Hakkinen et al., 1999; Skupien, 2006).

Cabe mencionar que este es el primer reporte del contenido, concentracion y composicion
fenodlica y antocianica en el arandano ‘Emerald’ cultivado en Chile. En este sentido, Si bien
la composicion fendlica y la capacidad antioxidante del arandano estd mas afectada por el
genotipo que por la temporada de crecimiento, dado que un mismo genotipo varia
significativamente de una temporada a la siguiente, es recomendable evaluar la misma



172

especie durante varios afos, a fin de determinar si el genotipo en cuestion mantiene sus
propiedades fendlicas en el tiempo, y descubrir si es realmente rico en antioxidantes
fenolicos (Howard et al., 2003).

Por otro lado, un anélisis de la matriz de correlacion de Pearson, en la que se incluyeron
algunas caracteristicas de la piel y la composicion fendlica del extracto, permitio identificar
la relacion que existe entre las variables consideradas, y comprender la naturaleza de la
misma. En primer lugar, la concentracion foliar de clorofila afectd tanto la carga frutal
(r=0,59) como el peso de fruto (r=0,97), puesto que se correlaciond positiva y
significativamente con ambos, mientras que la carga frutal y el peso de fruto no se
correlacionaron de manera significativa; por lo tanto, las diferencias observadas en el peso
de fruto son un efecto de los tratamientos, que afectaron la concentracion foliar de clorofila,
y no de la carga frutal presente. En este sentido, existen reportes previos de que el control
de la clorosis férrica conduce a un incremento de la carga frutal (Loupassaki et al., 1995),
del peso de fruto (Pérez-Sanz et al., 1997, citados por Alvarez-Fernandez et al., 2006), o
bien, de ambas (Sanz et al. 1997; Alvarez-Fernandez et al., 2003). De esta manera, la
aplicacion de Fe-EDDHA vy la asociacion con ambas gramineas manifestaron una carga
frutal y peso promedio de fruto superior al testigo, dado que tenian una mayor
concentracion de clorofila al momento del muestreo. Es importante mencionar que, para
todos los tratamientos, el peso promedio de fruto de la muestra fue superior al peso
promedio de fruto de la cosecha total (Capitulo 1V), por lo cual debe recordarse que la
muestra estaba formada so6lo por 200 frutos, y que fue tomada en la tercera fecha de
cosecha, lo que significa que ya se habia recolectado cierto porcentaje de la produccién
total y, por lo tanto, los frutos remanentes pudieron aumentar su tamafo, dada la menor
competencia (Apéndice IV, Figura 10).

Por su parte, el peso de fruto se correlacion6 de manera negativa y significativa con la
relacion piel/pulpa (r=-0,80). Al respecto, es sabido que un fruto de mayor peso tiene una
menor relacién piel/pulpa (Ojeda et al., 2002), puesto que para un determinado volumen de
fruto, la cantidad de piel o superficie disminuye a medida que aumenta el tamafio de la baya
(Connor et al., 2002a; Moyer et al., 2002; Howard et al., 2003). A su vez, el peso de fruto
se correlaciono positivamente con el contenido de fenoles totales (r=0,74) y de antocianos
totales (r=0,94). Esto tiene sentido si se considera que, en el ardndano alto, cerca del 40%
de los fenoles totales estéa representado por los antocianos (Kalt et al., 2003), que éstos se
encuentran mayoritariamente en la piel (Mainland y Tucker, 2000; Moyer et al., 2002), y
que un fruto mas grande tiene una mayor cantidad de piel en comparacién con uno mas
pequeiio (Apéndice IV, Figura 12). A su vez, la correlacion entre la intensidad colorante y
el peso de fruto (r=0,93) se debe a que los antocianos son los flavonoides responsables del
color y, por ello, el contenido de antocianos totales también esta altamente correlacionado
con la intensidad colorante del extracto (r=0,98).

Asi, y con base en lo anteriormente expuesto, como la aplicaciéon de Fe-EDDHA vy la
asociacion con ambas gramineas tuvieron un mayor peso de fruto en comparacion con el
testigo, mostraron una menor relacion piel/pulpa que éste y, como consecuencia, una mayor
intensidad colorante, contenido de fenoles totales y de antocianos totales. Cabe destacar
que, si bien las diferencias entre tratamientos, para las variables fenolicas consideradas, se
debieron al tamafio de fruto, dado que éste se vio modificado por la concentracion foliar de
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clorofila, entonces esta concentracion afectd indirectamente dichas variables. En el caso de
la aplicacion de sangre bovina, puesto que su concentracion de clorofila al momento del
muestreo no superd al testigo, no se diferencio del mismo en ningin parametro evaluado.

Ha sido ampliamente sefialado que un cambio en el peso de fruto suele conducir a una
modificacion en la concentracion de los compuestos fendlicos de la baya, debido a que esta
concentracion se ve indirectamente afectada por el tamafio de la misma, al depender de la
relacion piel/pulpa, o superficie/volumen (Matthews y Anderson, 1988; Ojeda et al., 2002;
Roby y Matthews, 2004; Roby et al., 2004). Asi, un aumento en el peso de fruto conduce a
una menor concentracion de los fenoles totales, al acentuar el proceso de dilucién (Ginestar
et al., 1998; Ojeda et al., 2002). Sin embargo, los resultados del presente estudio no se
condicen con esto, puesto que no se observaron diferencias significativas entre tratamientos
en la concentracion, expresada como mg/g fruta, de fenoles, antocianos y taninos totales, a
pesar de las diferencias encontradas en el tamafio de la baya. De esta manera, el aumento en
el peso de fruto incrementé el contenido fenolico, dada la mayor cantidad de piel, pero no
afectd la concentracion fendlica, en mg/g piel, debido a que la sintesis de estos compuestos
fue mayor en los tratamientos que corrigieron la clorosis férrica, es decir, la aplicacion de
Fe-EDDHA y la asociacién con gramineas. Este comportamiento probablemente se deba a
que el hierro esté involucrado en la ruta de sintesis de las antocianidinas (Anexo I, Figura
7), al actuar como cofactor de la enzima antocianidina sintasa (ANS) (Saito et al., 1999;
Turnbull et al., 2000; Nakajima et al., 2001), la cual requiere de un centro de hierro ferroso
para catalizar la reaccion que convierte los dihidroflavonoles (flavan-3,4-diol) en
antocianidinas (Turnbull et al., 2004).

Asi, a pesar de que las aplicaciones de Fe-EDDHA vy la asociacion con gramineas
aumentaron el tamafio de fruto, la concentracién, en mg/ g piel, de antocianos totales,
antocianidinas y fenoles totales aumentd, porque habia suficiente hierro disponible para la
enzima ANS, por lo cual la sintesis de estos compuestos no se vio afectada. En el caso del
testigo y la aplicacién de sangre bovina, los cuales no aumentaron el peso de fruto, la
concentracion, en mg/g fruta, deberia haber sido mayor, al no haber un efecto de dilucion,
pero dado que no contaban con el hierro necesario para un adecuado funcionamiento de la
enzima ANS, la sintesis de compuestos fue menor y, asi, estos tratamientos alcanzaron una
concentracion similar al resto. De esta manera, las variables contenido (mg/fruta) y
concentracion (mg/g piel) covariaron positivamente con el peso de fruto, resultando en una
concentracion conservada de los mg/g fruta (Apéndice 1V, figura 13), y explicando, asi, que
no se encontraran diferencias entre tratamientos para esta variable. Este mismo analisis
puede hacerse para el caso de algunos grupos de los fenoles BPM, puesto que el hierro
también participa en su ruta de sintesis (Anexo I, Figura 7), actuando como cofactor de las
enzimas flavanona-3B-hidroxilasa (F3H), que cataliza el paso de las flavanonas a los
flavanonoles, y la flavonol sintasa (FLS), encargada de transformar los flavanonoles a
flavonoles. En este sentido, se ha sefialado que las reacciones de oxidacion que involucran
enzimas dependientes del hierro juegan un rol central en la biosintesis de los flavonoides
(Heller y Forkmann, 1993; Saito y Zamazki, 2002; Springob et al., 2003).

En este punto, es apropiado mencionar que el mayor contenido (mg/fruta) y concentracion
(mg/g piel) de antocianos y fenoles BPM totales, alcanzados por la aplicacion de Fe-
EDDHA y la asociacion con gramineas, respecto del testigo, quedd explicado, luego, por el
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mayor contenido y concentracion individual de cada una de las antocianidinas y fenoles
BPM evaluados.

Por otro lado, no se encontraron reportes que ayudaran a explicar por qué un mejor estado
nutricional férrico condujo a mantener la concentracion, en mg/g piel, de los acidos
fendlicos, tanto cinamicos como benzoicos, a pesar del mayor contenido, por lo que se
presume que el hierro también estaria participando, de alguna manera, quizd como
constituyente de otras enzimas, en la ruta de sintesis de los compuestos no flavonoides. En
vista de ello, mas estudios son necesarios para dilucidar esta inquietud. Sin embargo, una
posible aproximacion esta basada en la alta tasa de fotosintesis que demostraron las plantas
tratadas con Fe-EDDHA y aquellas asociadas con gramineas, en comparacion con el testigo
(Capitulo 1), hipotesis apoyada por el hecho de que la sintesis y acumulacion de
compuestos fendlicos en la baya, a lo largo de la maduracion, estan muy influenciadas por
la capacidad fotosintética de la planta (Pirie y Mullins, 1980; Smart y Robinson, 1991). De
hecho, la sintesis de los compuestos fendlicos es una consecuencia colateral de la
formacion y acumulacion de azlcares en la baya, puesto que a partir de las hexosas se
obtienen compuestos intermediarios que ingresan a la via del acido siquimico y forman los
acidos benzoicos y aminados, terminando en la formacion de otros polifenoles como
flavonoles, flavanoles, antocianos o taninos (Hidalgo e Hidalgo, 2011).

De esta manera, el déficit de hierro afecta, por un lado, el contenido fendlico del arandano,
al disminuir el tamafo de la baya y, por el otro, la concentracion fendlica, al reducir la
actividad enzimatica clave en la sintesis de estos compuestos. En este sentido, en un futuro
ensayo, seria interesante analizar la evolucion de los compuestos fendlicos a lo largo de las
pasadas que componen la cosecha, para evaluar si existen variaciones en funcién de la
carga frutal remanente y, por ende, del tamafio de la fruta presente. En este punto, es
importante mencionar que el déficit de hierro no afectdé la composicion fendlica y
antocianica de la fruta, puesto que los compuestos predominantes fueron los mismos en
todos los tratamientos.

Es importante considerar que, los estudios relacionados con el contenido y la composicion
fendlica del arandano deben prolongarse durante varios afios, dado que la sintesis y
acumulacién de compuestos fendlicos estan influenciadas por las condiciones de cultivo de
la planta, es decir condiciones ambientales y de manejo (Howard et al., 2003). Por lo tanto,
la interaccion e influencia de estos factores en el contenido y composicion fenolica de una
fruta especifica deben ser establecidas para optimizar la producciéon y la informacion
agronémica para el productor (Scalzo et al., 2005). Sumado a ello, dado que existe una
relacién fuerte y positiva entre la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales y
antocianos totales (Prior et al., 1998; Ehlenfeldt y Prior, 2001; Connor et al., 2002b; Moyer
et al., 2002; Sellappan et al., 2002), el mejoramiento genético debe estar dirigido a
seleccionar aquellos genotipos de ardndano con el mayor contenido fendlico y la mayor
intensidad de color, con el fin de aumentar la capacidad antioxidante de la fruta (Howard et
al., 2003). Asi, el estudio de los diferentes factores agronémicos que afectan al cultivo, y
que pueden influir en la acumulacién fendlica de los frutos, resultara Gtil para proporcionar
un mejor producto al consumidor (Zheng y Wang, 2003).
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en que se llevé a cabo este estudio, se concluye que:

La piel de arandanos ‘Emerald’ posee 4 antocianidinas y 9 antocianinas; las antocianidinas
presentes en mayor cantidad son la delfinidina y malvidina, mientras que las principales
antocianinas son la delfinidina 3-galactésido, malvidina 3-galactésido, cianidina 3-
galactésido y delfinidina 3-arabinosido.

Dentro de los fenoles de bajo peso molecular, el acido benzoico predominante es el acido
vainillinico, el principal &cido cindmico es el acido cafeico cis, el flavonol predominante es
la astilbina y el principal flavanol es la epicatequina.

La clorosis férrica reduce el contenido (mg/fruto) fendlico y antociénico, tanto total como
individual, en la piel de arandanos ‘Emerald’. Asimismo, disminuye la concentracion (mg/g
piel) fendlica y antocianica, tanto total como individual, lo que resulta en una concentracion
(mg/g fruta) conservada de los compuestos.

La clorosis férrica no afecta la composicion fendlica y antocianica en la piel de arandanos
‘Emerald’.

La aplicacién de quelato Fe-EDDHA, vy la asociacion con las gramineas Festuca rubra y
Poa pratensis, aumentan el contenido (mg/fruto) y la concentracién (mg/g piel) fendlica y
antocianica, tanto total como individual, en la piel de arandanos ‘Emerald’.

La aplicacion de sangre bovina no modifica el contenido ni la concentracion fendlica y
antocianica, tanto total como individual, en la piel de arandanos ‘Emerald’.
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APENDICE IV
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Figura 10. Peso de fruto, expresado en gramos, en cada fecha de cosecha de arandanos
‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de hierro.
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Figura 11. Porcentaje de humedad de fruto en bayas de arandanos ‘Emerald’ sometidos a
distintos tratamientos de correccion del déficit de hierro.
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Figura 12. Peso de la piel, expresado en gramos, en funcién del peso de fruto, expresado en
gramos, en bayas maduras de arandanos ‘Emerald’ (p=0,002; n=21).
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Figura 13. Relacion hollejo/pulpa (A), contenido y concentracion de fenoles totales,
expresados en mg EAG/fruta (B), mg EAG/g fruta (C) y mg EAG/qg piel (D); relacion
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ANEXO I
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Figura 1. Funcion particular de cada metabolito secundario en la proteccion de las plantas
frente a condiciones de estrés (Tadeo y Gémez-Cadenas, 2008).
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Figura 2. Clasificacién de los compuestos fenolicos.
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Figura 3. Grupos de compuestos fenolicos, estructura molecular, predominancia en las
distintas partes de la fruta y funcién en la planta (Adaptado de Taiz y Zeiger, 2010a;
Gonzalez, 2012).
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Figura 4. Estructura quimica de las seis antocianidinas mas abundantes y coloracion
caracteristica (Adaptado de Von-Elbe y Schwartz, 1996).
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Figura 5. Metabolismo primario y secundario de las plantas. Sintesis de compuestos
fenolicos a traves de la via del acido siquimico y via del &cido malonico (Adaptado de
Taiz y Zeiger, 2010a).
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Figura 7. Ruta de sintesis de compuestos fendlicos flavonoides y no flavonoides, desde el
aminoacido precursor, la fenilalanina, y las enzimas involucradas (Adaptado de Taiz y
Zeiger, 2010a; Gonzalez, 2012).



