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RESUMEN

El déficit de hierro es un problema nutricional muy comin en los huertos de arandano
establecidos en suelos calcareos y alcalinos, generando problemas en el crecimiento,
productividad y calidad de las bayas. Frente a esta situacion, las herramientas de manejo
tradicionales para contrarrestar el déficit de hierro, se basan en aplicaciones reiteradas de quelatos
sintéticos de hierro y/o acidos fuertes, las cuales son de alto costo y riesgosas tanto para la salud
humana como para el ambiente. En la presente investigacion, se evaluaron dos técnicas de
manejo sostenible: (1) asociacion del cultivo con las especies gramineas Festuca rubra o Poa
pratensis y; (2) aplicacion de un producto formulado a base de sangre bovina. Durante el
experimento se evaluaron variables vegetativas, fisiologicas, reproductivas y de calidad de las
bayas.

La aplicacion del formulado a base de sangre bovina ejercié un efecto positivo sobre el
crecimiento vegetativo y la concentracion foliar de Mn en los arandanos, sin influenciar la
concentracion foliar de clorofila, produccion, la calidad de las bayas y el intercambio gaseoso
foliar de manera positiva.

Los resultados obtenidos indican que la asociacion con Festuca rubra y Poa pratensis
incrementaron significativamente la concentracién de antocianos y fenoles de bajo peso
molecular en las pieles de los arandanos. Sin embargo, tales estrategias afectaron negativamente
el crecimiento vegetativo, la concentracion de clorofila, las variables productivas y la
concentracion de minerales en las plantas, debido a la competencia por agua y nutrientes por
parte de las gramineas hacia el cultivo. Por otro lado, la asociacidn con gramineas no influencié
en el intercambio gaseoso foliar de los arandanos.

Las estrategias sostenibles para el control del déficit de Fe sometidas a experimentacién, no
lograron superar la eficacia de las aplicaciones del quelato Fe-EDDHA para contrarrestar la
carencia del metal en los arandanos.

Palabras clave: asociacion con gramineas, déficit de hierro, sangre bovina.



ABSTRACT

Iron deficiency is a common nutritional problem in blueberries orchards established in calcareous
and alkaline soils. Iron chlorosis reduces the growth, productivity and berry quality. Traditional
management techniques to counteract iron deficiency are frequently based on repeated
applications of synthetic iron chelates and/or strong acids, which are expensive and risky for
human health and the environment. In the present research, two sustainable management
techniques were assessed: (1) intercropping with the graminaceous species Festuca rubra or Poa
pratensis and; (2) application of a bovine blood meal product. During the experiment, vegetative,
physiological, reproductive and berry quality parameters were evaluated.

The application of bovine blood induced a positive effect on the vegetative growth and Mn
concentration, without influencing the leaf chlorophyll, yield, berry quality and leaf gas
exchange, positively.

On the other hand, the intercropping with Festuca rubra and Poa pratensis significantly
increased the anthocyanins and low molecular weight phenols concentration in skins. However,
such strategies reduced the vegetative growth and leaf chlorophyll concentration, possibly due to
the high competition for water and nutrients exerted by grasses with the main crop. The
association with grasses did not influence the leaf gas exchange of blueberries.

The sustainable strategies to control iron deficiency assessed, did not reach the effectiveness of
Fe-EDDHA to counteract iron deficiency in blueberries.

Keywords: intercropping with graminaceous, iron deficiency, bovine blood meal.



INTRODUCCION

En Chile la produccion de arandanos ha ido en aumento durante los ultimos afios, debido en parte
a las condiciones edafoclimaticas que existen en las principales zonas productivas del pais, las
cuales se concentran entre las regiones del Biobio y del Maule (ODEPA, 2012). Tales
condiciones, se ajustan adecuadamente a los requerimientos de la especie, y por ello el ardndano
se desarrolla sin inconvenientes en estas superficies. Sin embargo, algunos factores agronémicos
y comerciales, como la basqueda de una cosecha mas temprana, el menor riesgo de incidencia de
enfermedades fungicas y la creciente demanda del arandano por los consumidores a nivel
nacional y mundial, han propiciado el desplazamiento de la superficie de plantacion hacia la zona
centro-norte del pais, en particular entre las regiones IV y VI (Soto et al., 2010).

Actualmente los huertos de arandano localizados en la zona centro norte, han experimentado
dificultades en su desarrollo vinculadas principalmente a problemas nutricionales, en particular,
de déficit de hierro (Fe) en las plantas (Retamales y Hancock, 2012b). El déficit de Fe se
manifiesta mediante una sintomatologia denominada clorosis férrica, la cual se caracteriza por la
presencia de un color amarillo entre las nervaduras de las hojas apicales (jovenes), debido a la
baja movilidad del Fe en la planta (Alvarez-Fernandez et al., 2003). En las especies frutales
susceptibles, tales como el palto, limonero, duraznero y manzano, la carencia de Fe causa una
importante disminucion en los rendimientos y pérdidas sustantivas en la calidad de la fruta
(Razeto, 2006).

La causa principal de la carencia de Fe en los ardndanos se debe al pH neutro-alcalino de los
suelos y al caracter calcifugo de la especie, la cual ha evolucionado en ambientes con suelos
acidos y sub-acidos. En efecto, el arandano desarrolla un crecimiento y productividad 6ptimas en
rangos de pH entre 4,0 y 5,5 en el suelo (Retamales y Hancock, 2012a). Por sobre tales valores,
las plantas podrian presentar problemas nutricionales importantes, los que repercuten en
caracteristicas vegeto-reproductivas, ya que el pH influye en la disponibilidad de varios
elementos minerales esenciales para las plantas ademas del Fe. Por ello, la carencia de Fe, se
presenta en forma importante en huertos localizados en la zona central y norte de Chile, debido a
la presencia de elevadas concentraciones de carbonatos de calcio y bicarbonatos en los suelos, los
cuales tamponan el pH del suelo en rangos elevados (Retamales y Hancock, 2012b).

Dependiendo del mecanismo de absorcion del Fe y de las respuestas fisioldgicas que las plantas
pueden exhibir ante un déficit de tal micronutriente, las plantas se clasifican en dos estrategias de
absorcion de Fe (Mengel, 2000). La estrategia I, es tipica de especies monocotileddéneas no
gramineas y dicotiledoneas, como lo es el arandano. Estas plantas absorben el micronutriente
desde el suelo como Fe*?. En suelos de pH alcalino, el Fe*? se oxida a Fe* y, en consecuencia, tal
mineral esta presente como una forma quimica no soluble y disponible para este tipo de plantas
(Marschner, 2011).

Frente a un déficit de Fe las plantas de estrategia | tolerantes a tal carencia, tienen la habilidad de
activar algunas respuestas fisiologicas para hacer frente a este problema nutricional. Entre estas
se destacan la reduccion del pH en la rizésfera a través de la expulsion de protones mediante la
enzima intermembrana ATP-asa. Otro mecanismo es reducir directamente el Fe*> a Fe*® en la



membrana de las raices mediante el incremento en la actividad de la enzima Fe-quelato reductasa
(FCR). También, las plantas tolerantes al déficit de Fe responden mediante un incremento en la
concentracion y exudacion de compuestos quelantes y reductores del Fe (polifenoles y acidos
orgénicos), y de tal modo se favorece la absorcion del metal. EI aumento en la concentracion de
acidos organicos es llevada a cabo por las plantas a través del incremento en la actividad de la
enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y de otras enzimas vinculadas al ciclo de Krebs
(Rombola et al., 2002).

Por otra parte, la estrategia 11 de absorcion del Fe es propia de especies monocotiledoneas y se
basa en la sintesis y exudacion radical de fitosider6foros (PS) a la rizésfera. Los PS son
compuestos quelantes naturales del Fe y otros metales, y una vez en la rizdsfera, estos se
disuelven y forman complejos con el Fe*, pudiendo ser absorbido por las raices mediante el
transportador intermembrana YS1 (Kim y Guerinot, 2007). Este tipo de estrategia es utilizada
principalmente por las especies gramineas (Robinson, 1999), las que han sido clasificadas como
especies vegetales de mayor tolerancia al déficit de Fe en comparacién con las plantas de
estrategia I.

Los manejos mas utilizados por los productores de la zona central de Chile, para prevenir o
corregir la clorosis férrica, en suelos con altos contenidos de carbonatos de calcio, se basan en
aplicaciones de quelatos de Fe sintéticos por via foliar o al suelo. Diversos estudios conducidos
en campo y en condiciones controladas han evidenciado que la aplicacion de quelados de Fe al
suelo constituye una herramienta efectiva para la correccion del déficit de Fe (Covarrubias et al.,
2014; Lucena, 2003). Su eficacia es directamente proporcional a su capacidad para mantener Fe
en forma disponible para la planta, en cantidad y durante el tiempo necesario para que ésta lo
absorba mediante las raices (Lucena, 2003). En tal contexto, es importante conocer la estabilidad
del complejo Fe-quelato, la cual estd estrechamente vinculada al pH del suelo. A pH de suelo
elevados, el Ca™ presente en el suelo en altas concentraciones puede desplazar al Fe™ de los
quelatos menos estables, resultando tal reaccion en un aumento de los quelatos de Ca y
precipitando el Fe como 6xido (Mengel, 2000). Entre los distintos quelatos de Fe disponibles en
el mercado, se destaca el quelato Fe-EDDHA, el cual es estable entre pH 4 y 10, y es altamente
eficiente para corregir carencias de Fe en cultivos establecidos en una amplia gama de suelos.
(Lucena, 2003). Sin embargo es importante tener en consideracion que los quelatos tienen un alto
costo de adquisicion en el mercado, requieren de repetidas aplicaciones y, debido a su elevada
estabilidad y solubilidad, aumentan el riesgo de lixiviacion de metales y agentes quelantes en
napas freaticas profundas del suelo, lo que implicaria un riesgo ambiental y de salud humana
(Rombola y Tagliavini, 2006).

Ademas, otra estrategia ampliamente utilizada para controlar la clorosis férrica en los cultivos es
la aplicacion al suelo de &cidos inorganicos a través del riego, principalmente de acido sulfurico o
fosforico (Nikolic et al., 1998). Las aplicaciones de acidos inorgénicos al suelo, son una técnica
basada en reducir de manera temporal el pH en la rizésfera, dejando disponible algunos nutrientes
minerales como el Fe (Mendoza, 2000). El acido sulfurico, acidifica el suelo con mayor eficacia
respecto del azufre elemental, especialmente en suelos débilmente tamponados (Horneck et al.,
2004), ya que cuando se utiliza azufre elemental, la transformacion del azufre a acidos es un
proceso mediado por microorganismos, los que requiere de tiempo, humedad y temperaturas
calidas (Horneck et al., 2004).



Una de las desventajas de las aplicaciones de acidos inorganicos al suelo es que constituyen una
estrategia peligrosa y dificil de utilizar para los operarios agricolas (Horneck et al., 2004).
Ademas, aumentan significativamente conductividad eléctrica del suelo, afectando directamente
al cultivo y reduciendo la disponibilidad de otros nutrientes (Ferreyra et al., 2008). Otro
inconveniente de su implementacion, es que las aplicaciones repetidas de acido sulfurico en el
suelo pueden inducir efectos perjudiciales sobre la biomasa microbiana, hongos o micorrizas
(Hanson, 2006). También, el &cido sulfarico reacciona con el carbonato de calcio y bicarbonato
de sodio, abundantes en este tipo de suelos, mediante rutas quimicas que traen como
consecuencia un incremento en las emisiones de CO, del suelo a la atmdsfera (Horneck et al.,
2006).

Tales evidencias, revelan la importancia de estudiar nuevas estrategias para el control de la
clorosis férrica en el ardndano, que permitan al agricultor disminuir los costos de produccion vy,
sobre todo, que su utilizacion sea altamente eficaz y de bajo impacto ambiental (Rombola y
Tagliavini, 2006). Actualmente, entre las técnicas que se encuentran en estudio y evaluacion en
otras especies, estan el uso de fuentes naturales de Fe, como la aplicacion de sangre animal, y la
asociacion del cultivo con especies gramineas.

Los compuestos derivados de sangre animal contienen una importante concentracion de Fe
quelatado, (20-30 g Fe kg™ producto) debido al grupo ‘hemo’ presente en la hemoglobina, el cual
puede ser absorbido por las plantas (Tessarin et al., 2013; Yunta et al., 2013). Recientemente, se
han investigado nuevas formulaciones basadas en sangre bovina liquida con un contenido de
0,125 % de Fe y 5% de N, demostrando una alta estabilidad y capacidad de mantener el Fe
disponible para las plantas en un suelo calcareo (Yunta et al., 2013). En diferentes combinaciones
injerto/patron y portainjertos micropropagados de la vid, la adicion de tales formulaciones al
suelo incremento el contenido de clorofila foliar con una efectividad similar a la inducida por un
el quelato Fe-EDDHA (Tessarin et al., 2013). En un estudio realizado por Kalbasi y
Shariatmadari, citado por Yunta et al. (2013), se demostr6 que la aplicacién de Fe mediante
harina de sangre animal, obtuvo una eficacia analoga para corregir la carencia de Fe en un cultivo
de soya, respecto de la aplicacion al suelo de un quelato de Fe o-o-EDDHA/Fe. En tal estudio, el
rendimiento y el contenido de Fe en las plantas que recibieron harina de sangre fueron mayores
respecto del control, y no mostraron diferencias respecto de las plantas que recibieron quelatos de
Fe. Lo anterior, sugiere que este tipo de productos naturales puede ser una alternativa sustentable
y eficaz para corregir la clorosis férrica en huertos de arandanos con clorosis férrica.

Por otra parte estudios recientes focalizados en la absorcion de Fe en especies gramineas, han
evidenciado que el Fe acomplejado con los PS exudados por las raices de tales plantas, puede ser
absorbido por plantas dicotiledoneas, tan eficazmente como aquel transportado en el suelo
mediante quelatos sintéticos. Por lo tanto, la asociacidn del cultivo con una especie graminea
podria representar una estrategia valida para corregir el déficit de Fe en los arandanos. La eficacia
de prevencion de la clorosis mediante asociacion con gramineas, depende de la capacidad de las
gramineas utilizadas para exudar PS (Ammari y Rombola, 2010).

Los PS han sido identificados como acidos iminocarboxilicos sustituidos por grupos hidroxilos y
aminos, obteniéndose, asi, acidos mugineicos. ESstos compuestos estan quimicamente
relacionados con la nicotinamida, un aminoacido ampliamente presente en las plantas superiores
(Sugiura y Nomoto, 1984). La ruta biosintética de los acidos 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). La secrecidon de los acidos mugineicos se produce en la
rizosfera. Luego, estos quelantes naturales se unen con el Fe insoluble (Fe*®) en el medio del
suelo, volviéndolo un poco més soluble en agua. Finalmente, el Fe es transportado hacia las
células de la raiz a través de un sistema de transporte de Fe altamente especifico (Singh, 2011),
debido a que este sistema reconoce el complejo AM-Fe, pero no el de cobre, zinc y cobalto,
principalmente por diferencias en su estéreo estructura (Nomoto et al., 1981, citado por Ma y
Nomoto, 1996; Mino et al., 1983, citado por Ma y Nomoto, 1996). Dicho complejo, al ser soluble
en agua, se moviliza hasta la zona radicular e ingresa a las células de la raiz, donde es absorbido.

Cabe destacar que, en casos de carencia de Fe, los acidos mugineicos son sintetizados por las
gramineas antes de que la clorosis aparezca como sintoma. Esta biosintesis sera mayor mientras
mayor sea la carencia (Takaji, 1984). Ma y Nomoto (citado por Ma y Nomoto, 1996) encontraron
que los acidos mugineicos se sintetizan durante todo el dia y se acumulan en vesiculas especiales
de las células radicales para ser secretados en la mafiana del dia siguiente.

Numerosos estudios han reportado resultados positivos de la asociacion con gramineas para
prevenir la clorosis férrica, 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). Por otra parte los ensayos llevados 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). En una
investigacion llevada a cabo por Ma et al. (2003), se demostrd que la especie Festuca rubra L., es
altamente eficiente en la secrecién de PS 'y se caracteriza por un ritmo circadiano de secrecion el
cual esta influenciado por la temperatura de la raiz. En otro estudio sobre vides establecidas en
macetas con un suelo calcareo (20% de cal activa), se observo que la asociacion de las vides con
la especie graminea Festuca rubra L., incrementd significativamente el nivel de clorofila de las
hojas y contribuyd a mitigar significativamente el déficit de Fe en las plantas (Covarrubias et al.,
2014).

Actualmente, los productores de ardndano de la zona central de Chile estan en permanente
busqueda de técnicas eficientes para controlar el déficit de Fe, que les permitan producir con
bajos costos y con un bajo impacto ambiental, para de esta forma responder a la creciente
demanda de los mercados, los cuales son cada vez méas exigentes. Sumado a ello, evidencias
relativas a la evaluacién de alternativas sostenibles y amigables con el medioambiente, para
corregir el déficit de Fe en el arandano alto, tales como la aplicacién de compuestos formulados a
base de sangre bovina y la asociacion del cultivo con especies gramineas, no han sido reportadas
en la literatura cientifica y de divulgacion, lo que vuelve novedosa e interesante la siguiente
investigacion.



Hipotesis

Técnicas de manejo sostenibles, basadas en el uso de compuestos derivados de sangre animal o
en la asociacion del cultivo con especies gramineas, corrigen eficazmente la clorosis férrica en el
arandano.

Objetivo general

Evaluar la eficacia de técnicas de manejo sostenible, basadas en el uso de compuestos derivados
de sangre animal o en la asociacion del cultivo con diferentes especies gramineas, en la
correccion de clorosis férrica en el arandano a nivel de campo.

Objetivos especificos

Evaluar el efecto de técnicas de manejo sostenible en el crecimiento vegetativo del arandano.
Evaluar el efecto de técnicas de manejo sostenible en variables productivas del arandano.
Evaluar el efecto de técnicas de manejo sostenible en variables fisioldgicas del arandano.

Evaluar el efecto de técnicas de manejo sostenible en variables relativas a la calidad de la fruta en
el arandano.



MATERIALES Y METODO
Lugar de estudio

El experimento se realizé 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, Region de
Valparaiso (32°42' Sy 70°54' O, 560 m.s.n.m.).

La investigacion se llevd a cabo en este huerto debido, principalmente, a las propiedades del
suelo, las cuales eran propicias para ocasionar sintomas de clorosis férrica en las plantas (Cuadro
1).

Cuadro 1. Propiedades quimicas del suelo en el que se desarrolld la investigacion.

Variable Unidad Entre-hilera Sobre-hilera Condicion*
pH - 7,7 7,5 Alcalino
RAS - 0,7 0,9 Normal
Cond. Eléctrica dSm? 3,3 3,2 Lev. salino
Materia organica % 11 1,9 Bajo
Calcio meq 100 g™ 21,1 20,6

Alto
% CIC 70 79
Magnesio meq 100 g™ 41 3,6
Alto
% CIC 14 14
Bicarbonatos mg I 159 104 Regular
Carbonato total % CaCOs; 1,2 2,0 Alto
Caliza activa % CaCOs 1,0 1,0 Alto

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

En el laboratorio de Nutricion Vegetal, perteneciente al Departamento de Produccion Agricola de
la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile, se realizaron las evaluaciones
en cuanto al contenido de clorofila foliar, la concentracion de macro y micro nutrientes en las
hojas, el peso de bayas y rendimiento de plantas. Las evaluaciones correspondientes a calidad de
bayas, se realizaron en el Laboratorio de Calidad de la Fruta, perteneciente al Departamento de
Produccion Agricola. La extraccion y el anélisis de compuestos fenolicos y antocianinas se
efectuaron en el Laboratorio de Analisis Cromatografico y Antioxidantes, el cual pertenece al
Departamento de Agroindustria y Enologia.



Material vegetal

El sector del huerto en el cual se llevo a cabo esta investigacion se encuentra en una ladera y fue
plantado, en el afio 2012, sobre camellones de 0,9 m de ancho y 0,4 m de alto. Las plantas son de
la variedad ‘Emerald’ y tienen 3 afios de edad. El cuartel del huerto esta establecido en un marco
de plantacién de 3 x 0,8 m, con orientacion noreste-suroeste y se encuentra bajo un sistema de
riego por goteo. Las labores agrondmicas de riego, fertilizacion y control fitosanitario se
realizaron de acuerdo al criterio y manejo implementado por la administracion del campo.

Tratamientos y disefio experimental

El ensayo fue establecido en otofio de 2013. Para ello, se seleccionaron 5 hileras contiguas y
homogeéneas en tamafio, vigor y grado de clorosis férrica. Las evaluaciones que se llevaron a cabo
en la presente memoria, corresponden al tercer afio de experimentacion.

Se utiliz6 un disefio en bloques completamente aleatorizado. El factor de bloqueo fue la altura de
la ladera. La unidad experimental (UE) fue de 10 plantas y la unidad de observacién (UO) de 4
plantas. Cada UE estuvo separada de la siguiente por 2 o 3 plantas. Lo mismo rigi6 para separar
la primera UE del callejon principal.

Los tratamientos implementados fueron los siguientes: 1) control; 2) aplicacion de quelato de Fe
al suelo (Fe-EDDHA) 3) aplicacién de un compuesto formulado a base de sangre bovina L.; 4)
asociacion con Poa pratensis L. y 5) asociacion con Festuca rubra L. Cada tratamiento tuvo 5
repeticiones, cada una de ellas compuesta por 10 plantas.

En el tratamiento control, se utilizaron plantas sin tratamiento para el control de la clorosis
férrica. Para el tratamiento 2, se utilizd el producto comercial BASAFER® Plus, el cual
corresponde a un quelato Fe-EDDHA (Fe-etilendiamino - N, N’- di (2-hidroxifenil) acido
acético). Este se preparé con una concentracion de 4 g I y se aplicé en dosis de 0,5 L por planta,
cada dos semanas, desde inicio de brotacion hasta el final de la temporada. Para el tratamiento 3,
se utilizé un compuesto a base de sangre bovina de nombre comercial H.D.S® (14-0-0). La
solucién fertilizante se prepard con una concentracién de 20 g L™ y se aplicé en dosis de 0,5 L
por planta, cada dos semanas, desde inicio de brotacion hasta el final de la temporada.

En el caso de los tratamientos 4 y 5, la asociacién se logré mediante una siembra con las especies
gramineas en la sobre-hilera del cultivo, en cada unidad experimental. La siembra se realizd
durante el otofio de 2014, a una densidad de 20.000 semillas por m% Las semillas eran
certificadas y se encontraban en perfecto estado sanitario. EI procedimiento de la siembra
consistio en mullir el suelo, colocar la semilla a 0,5 cm de profundidad, aproximadamente,
taparla con una capa delgada de suelo del lugar y luego esparcir con arena de forma superficial,
con el objeto de mejorar la infiltracion del agua y proteger la siembra del ataque de pajaros.
Finalmente se aplicé agua con un pulverizador manual de 5 L. Durante las 2 primeras semanas
desde la fecha de siembra, se efectué un riego diario, mediante microaspersion en las plantas
asociadas con gramineas, para de esta manera favorecer la germinacion.
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Para evitar la ocurrencia de la competencia con el cultivo de arandano, las gramineas fueron
segadas, cuando sobrepasaron una altura aproximada de 10 cm.

Evaluaciones

Con el objetivo de realizar mediciones que fuesen reproducibles, se utilizo la tabla que desarroll6
el Servicio de Extension de la Universidad de Michigan (Michigan State University Extension
Service, 2012), la cual describe cada uno de los estados, tanto vegetativos como reproductivos,
que componen la fenologia del arandano (Vaccinium sp.). ldentificando las siguientes fenofases:
de reposo invernal, fin de floracion, inicio de brotacion, inicio de crecimiento activo, cuaje,
maduracion y caida de hojas. Corresponden, en dicha tabla, a los estados ‘Dormant or tight bud’,
‘Petal fall’, ‘Late Green tip’, ‘Shoot expansion’, ‘Early green fruit stage’, ‘75% Blue’ y ‘Fall
color’, respectivamente.

Variables vegetativas

Longitud de brotes. Durante el receso invernal (Dormant or tight bud stage) se marcaron 2
yemas vegetativas, cada una en un brote distinto, en cada planta de la unidad de observacion,
haciendo un total de 8 yemas/UE. La marca se realizé con una cinta de color, la cual se colocé en
el nudo inmediatamente posterior al de la yema vegetativa seleccionada. Una vez iniciada la
brotacion (Late Green tip stage), se realiz6 un seguimiento del crecimiento, para lo cual se midié
la longitud del brote, cada 2 semanas, hasta el final de la temporada (Fall color stage).

Al final de la temporada (Fall color stage), y en cada planta de la UO, se marcaron dos cafas
emergidas en verano, en cada planta de la unidad de observacion, haciendo un total de 8
cafias/UE. Las cuales representan, en parte, el segundo flujo de crecimiento vegetativo.
Asimismo, se mididé la longitud de cada cafia, sin considerar, en este caso, la presencia de
ramificaciones en las mismas.

Concentracion foliar de clorofila. Se utilizaron los mismos brotes usados para medir longitud.
La evaluacion se hizo en la primera hoja completamente expandida de cada brote marcado. Esta
medicién se hizo cada 2 semanas, desde inicio de brotacion (Late Green tip stage) hasta final de
temporada (Fall color stage). Se usé un clorofilometro portatil (SPAD Minolta 502, Konica
Minolta, Osaka, Japon). Cada valor SPAD se obtuvo del promedio de 2 mediciones por hoja,
cada una a un lado de la nervadura central, en el tercio medio de estas.

Curva de calibracion. Debido a que el indice que arroja el SPAD se relaciona significativamente
con la concentracién de clorofila de las hojas (Syvertsen, 1987), se realizO una curva de
calibracion. Por ello, se colectaron, al azar, 15 hojas de la misma edad y con distinto grado de
clorosis. A cada una de ellas, se le medio el indice SPAD. Luego, se les determino la
concentracion de clorofila en el laboratorio, segin el método de Wellburn (1994). Con los
resultados, se elaboré la curva de calibracion, la que se utilizd para conocer la concentracion de
clorofila de las hojas evaluadas mediante el SPAD.
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Variables productivas

Rendimiento de plantas. Se evaluo el rendimiento individual de cada planta de la UO. Durante
la cosecha (75% Blue stage), la produccion total de cada planta fue recolectada, se coloc6 en una
bolsa, previamente identificada, y se pes6 en una balanza digital granataria (modelo AQT 2600,
Adam, Connecticut, EE.UU.).

Peso de bayas. Durante la cosecha (desde 75% Blue stage), en cada una de las pasadas se
tomaron muestras al azar compuestas por 100 frutos de 4 repeticiones por tratamiento. Se pesé
cada muestra en una balanza digital granataria (modelo AQT 2600, Adam, Connecticut, EE.UU.)
y se obtuvo el peso promedio de cada muestra.

Variables relativas a la calidad de las bayas

Calidad de bayas. Se utilizaron muestras compuestas de 50 frutos por UE obtenidas en cada una
de las cosechas evaluadas. Cada muestra se analiz6 por separado. En cada muestra se evaluo la
firmeza el mismo dia de la cosecha. Luego estas mismas bayas se congelaron, se pelaron y se
separd la piel y pulpa. Las muestras de piel, las cuales fueron congeladas para posteriormente
utilizarla para el analisis y cuantificacion de compuestos fendlicos.

La pulpa se uso para medir solidos solubles, pH y acidez titulable, ésta se expuso a temperatura
ambiente durante 15 horas, con el objetivo de descongelarla, luego 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.

Firmeza. La firmeza de los frutos se determin6 el mismo dia de la cosecha. Las bayas fueron
cosechadas y colocadas en cajas plasticas de 125 g con tapa, para luego ser transportadas desde
huerto hasta el laboratorio, en donde se realiz6 la evaluacion (Apéndice I, Foto 1). El equipo
utilizado fue un texturémetro motorizado (modelo FTA 65-14, GUSS, Strand, Sudafrica), con un
émbolo de 3 cm de diametro, programado para ejercer una deformacion de 1 mm en los frutos.
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).

Concentracion de sdlidos solubles. Se medid con un refractometro termo-compensado (modelo
PAL-1, Atago, Japon) y se evaluo el jugo de la pulpa de la muestra a 20°C.

Acidez titulable y pH. Utilizando 10 mL de jugo de cada muestra, cada muestra una por UE, con
NaOH 0,1 N, la acidez titulable se midié mediante un titulador automatico (modelo PHS-3BW,
Bausch & Lomb, Shandong, China) hasta la neutralizacion de los &cidos organicos a pH 8,2 a 8,3.
Los resultados se expresaron como porcentaje de acido citrico, segun la formula:

Ve(CeFe100

Acidez (%) = ¥
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Donde: V= volumen de NaOH utilizado (mL)
C= concentracion de NaOH (N)
M= cantidad de muestra (mL)
F= factor acido citrico = 0,06404

El valor del pH se obtuvo a través de un potenciometro pH21 (modelo pHep-HI198107, Hanna
Instrument, Padua, Espafia).

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

Concentracién de antocianinas y compuestos fendlicos

Para la evaluacion en cuanto a la concentracion de antocianinas y compuestos fenolicos se utilizé
la piel, la cual se expuso a temperatura ambiente, con el objetivo de descongelarla.

Extraccion de compuestos fendlicos

Para la obtencion del extracto que se utilizo para determinar la concentracion de antocianinas y
compuestos fenolicos, las pieles fueron homogeneizadas con una minipimer en una solucion
metanol:agua (80:20 v/v). Los homogenizados se colocaron en agitacion 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 separé en su parte liquida y sélida. La parte liquida se refriger6 y la sélida fue
nuevamente macerada, agitada y centrifugada, siguiendo la metodologia anterior. Una vez
realizada esta segunda extraccion, se recuperd la fraccion liquida y se junt6 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 um y colocadas en frascos de vidrio con tapa, color
ambar.

Perfil de antocianinas. Se determind segun la metodologia de Pefia-Neira et al. (2007). Previa
filtracion del extracto en membranas de 0,45 um, se evalué mediante cromatografia liquida de
alta presion. Se utiliz6 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 250 mm. Los cromatogramas
correspondieron a temperatura ambiente, longitud de onda de deteccion 520 nm y volumen de
inyeccion de 10 um. Los compuestos antocianicos fueron posteriormente identificados mediante
la comparacion de su espectro de absorcidn y tiempo de retencidn con su respectivo estandar.

Fenoles de bajo peso molecular. Se determinaron segun la metodologia de Pefia-Neira et al.
(2007), mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC-DAD), previa filtracién del
extracto en membranas de 0,45 um. El equipo utilizado fue el mismo que en el caso de las
antocianinas.
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Los cromatogramas midieron a temperatura ambiente, longitud de deteccidén a 280 nm y volumen
de inyeccion de 10 um. Los compuestos fendlicos fueron posteriormente identificados mediante
la comparacion de su espectro de absorcidn y tiempo de retencién con su respectivo estandar.

Variables fisioldgicas

Fotosintesis. Se determiné la tasa de asimilacion de CO; foliar en dos momentos: inicio de
crecimiento activo (Shoot expansion stage), y final de temporada (Fall color stage). Los registros
se realizaron en la primera hoja completamente expandida de un brote por UE, seleccionado
previamente. Se utilizd un analizador infrarrojo de gases portatil IRGA (IRGA, LCi-ADC,
Londres, Reino Unido). Luego de las mediciones, se colectaron los valores de fotosintesis neta
(umoles de CO, m? s™), concentracion interna de CO- en la hoja (umol mol™), conductancia
estomética (mmol H,0 m? s™), transpiracion de la hoja (mol H,O m? s™') y temperatura de la hoja
(°C).

Concentracion de macro y micronutrientes foliar. Se colecté una muestra foliar por UE, y en
ellas se determind la concentracién de algunos macro y micronutrientes. La muestra estaba
compuesta por 100 hojas completamente expandidas, colectadas del 4° al 6° nudo vegetativo. El
muestreo se realiz6 una vez iniciada la cosecha (75% Blue stage). Estas hojas fueron secadas
mediante estufa a 70° C por 20 minutos y se les determind el porcentaje de materia seca.
Posteriormente las muestras fueron trituradas en un molino y 200 mg de peso seco de la muestra,
fueron sometidos a digestion acida en 3 mL de acido nitrico y 1 mL de perdxido de hidrégeno a
180° C por 20 minutos en un microondas (Anton Para 3200, Austria). El liquido resultante de la
mineralizacion fue diluido hasta completar 20 mL con agua des ionizada. La lectura de las
muestras se realiz6 mediante un Espectrometro por Emision Atdémica inducido por Plasma de
Microondas MP-AES 4200 (Agilent Technologies). Mediante la técnica descrita se determind la
concentracion de P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu y B.

Luego, de la muestra triturada en el molino, se pesaron 500 mg de materia para medir el N total,
en donde se utilizé el método Kjeldahl (Bremmer y Mulvaney, 1982). La digestion se realiz6 con
3 mL por muestra acido sulfarico valorado al 0,05 N a 400 ° C, con la utilizacion de peroxido de
hidrégeno al 30% como catalizador, el cual se agregd 3-4 veces, dependiendo si la muestra
alcanzaba un color transparente. EI H,O, se agreg6 cada 15 minutos. El liquido resultante fue
diluido hasta completar 100 mL. Luego se realiz6 la destilacion de las muestras, en donde en un
matraz Kjeldahl de 100 mL se agregd 10 mL de la muestra obtenida de la digestion (alicuota),
también se agregaron 3 gotas de fenolftaleina al 0,1% y lentamente se agregé 5 mL de NaOH
(60%). Se conectd el matraz al equipo de destilacion y la muestra era recibida en un matraz de 50
mL, el cual contenia 5 mL de H3BO; al 2%. La destilacion se detenia hasta completar 30 mL en
el matraz de 50 mL. Para evitar pérdidas, este ultimo matraz durante la destilacion se cubri6 con
parafilm. Finalmente se tituld la muestra destilada con una solucién de H,SO,4 al 0,007 N. Se
titularon también dos muestras blanco, las cuales solo se diferencian en que no poseen ningun
material vegetal. El valor obtenido en la titulacion, se ingresa en la siguiente formula, para asi
obtener y expresar el valor de nitrogeno total:
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N ko1 = (Vm —Vb) e P.Ee N e Vte 10°
(ppmomgkg™) = Va e peso de la muestra (g) « 103

Donde: Vm= Gasto de H,SO, en la titulacion de la muestra (mL)
Vb= Gasto de H,SO;, en la titulacién de los blancos (mL)
N= Normalidad del H,SO,4
P.E= Peso equivalente del nitrégeno (14)
Va= Volumen de alicuota (10 mL)
Vi= Volumen total del extracto (100 mL)

Analisis estadistico

Se analiz6 si existen diferencias estadisticamente significativas, entre los distintos tratamientos,
bajo el marco tedrico de Modelos Lineales Mixtos.

Se ajustd un modelo mixto de andlisis de varianza para medidas repetidas en el tiempo del
crecimiento de brotes y concentracion de clorofila. EI modelo incluyo el tratamiento, la fecha de
medicion y la interaccion tratamiento*fecha.

Para la determinacion de la bondad de ajuste de los modelos seleccionados, se valoré los criterios
de seleccion “Akaike Information Criterion” (AIC) (Akaike, 1974) y “Bayesian Information
Criterion (BIC) (Schwarz, 1978) (Yang, 2005), que indican el ajuste del modelo.

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

La estimacion de estos modelos se realizo utilizando la funcion glm de la libreria nlme de R
(Pinheiro et al., 2014), mediante la interfaz del programa estadistico InfoStat versién 2013 (Di
Rienzo et al., 2013).



15

RESULTADOS

Variables vegetativas

Longitud de brotes

A partir del 17 de octubre, se distinguieron dos flujos de crecimiento de los brotes. El primero
correspondio al crecimiento de los brotes de primavera y el segundo al crecimiento de verano, el
cual ocurrio principalmente en las ramificaciones de los brotes de la corona (Figura 1).

Durante el periodo de crecimiento de brotes de primavera, solo se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos en la fecha de medicion del 17 de octubre,
en donde las plantas sometidas a la aplicacion de Fe-EDDHA presentaron una mayor longitud de
brotes en comparacion con el resto de los tratamientos. Durante el crecimiento de brotes de
verano, a partir del 7 de diciembre, la aplicacién de Fe-EDDHA y ocasionalmente la aplicacion
de Fe-hemo incrementaron el largo de los brotes en comparacion con el resto de los tratamientos
(Figura 1).

Por otra parte, las plantas asociadas con gramineas no se diferenciaron significativamente de las
plantas control en ninguna de las fechas evaluadas (Figura 1).
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Figura 1. Largo (cm) de brotes durante la temporada en arandanos variedad ‘Emerald’ sometidos
a tratamientos de correccion del déficit de Fe. Medias ajustadas con letras diferentes en cada
fecha indican diferencias significativas segun prueba de comparacion multiple LSD Fisher (p <
0,05).
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Concentracion foliar de clorofila

La concentracion de clorofila total por unidad de &rea foliar, se relacion6 directa, lineal y
significativamente con el valor del indice obtenido mediante el SPAD (Figura 2). Durante el
periodo comprendido entre el 17 de octubre y el 7 de diciembre, los tratamientos no influenciaron
la concentracion de clorofila foliar en los ardndanos. En la fecha de medicion del 30 de
diciembre, se observé que la aplicacion de Fe-EDDHA increment6 significativamente la
concentracion de clorofila foliar en comparacion con el resto de los tratamientos, mientras que la
sangre bovina la redujo. El resto de los tratamientos mostraron una concentracion de clorofila
intermedia (Figura 3). Sucesivamente, en las Ultimas dos fechas de medicidn, las plantas tratadas
con Fe-EDDHA mostraron una mayor concentracion de clorofila en las hojas en comparacion
con el resto de los tratamientos (Figura 3).
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Figura 2. Concentracién foliar de clorofila (ug cm™), en hojas completamente expandidas de
arandano ‘Emerald’, en funcion del indice SPAD (p<0,0001).
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Figura 3. Evolucién de la concentracion foliar de clorofila (ug cm™), durante la temporada, en
arandanos ‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de Fe. Medias
ajustadas con letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos segun la
prueba LSD Fisher (p<0,05).

Variables productivas
Curva de distribucion de cosecha

La cosecha de los arandanos se realiz6 en forma parcializada desde el 10 de octubre al 12 de
diciembre del 2015, en un total de 6 pasadas de cosecha. Los resultados relativos al peso
promedio por planta en cada fecha de cosecha indican que, independientemente del tratamiento el
mayor volumen de frutos cosechados se obtuvo en la dltima fecha de cosecha (Figura 2).
Analizando los datos de cosecha por fecha, los resultados muestran que en la en la primera fecha
de cosecha, las plantas asociadas con las dos especies gramineas, presentaron una menor
produccidén por planta en comparacion con las plantas tratadas con Fe-hemo, Fe-EDDHA y con
las de control (Figura 4).

En la fecha de cosecha correspondiente al 22 de octubre, se registré un mayor rendimiento por
planta en aquellas tratadas con Fe- EDDHA, en comparacion con los demas tratamientos (Figura
4), mientras que en las fechas de cosecha del 31 de octubre y del 14 de noviembre, la cosecha de
frutos en las plantas asociadas con Festuca rubra, fue significativamente menor en comparacién
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con el resto de los tratamientos (Figura 4). En la fecha de cosecha siguiente, el testigo y las
plantas tratadas con Fe- EDDHA, presentaron una produccion por planta mayor respecto del
resto de los tratamientos. En la Gltima cosecha no se evidenciaron diferencias estadisticas entre
los tratamientos (Figura 4).

800
n.s

~
o
o

Peso promedio por planta (g)

10-octubre 22-octubre 31-octubre  14-noviembre 28-noviembre 12-diciembre
Fechas de cosecha

OControl ®Fe- EDDHA ®Fe-hemo ®Poa pratensis OFestuca rubra

Figura 4. Peso promedio de fruta cosechada por planta (g), en cada fecha de cosecha de
arandanos ‘Emerald’ bajo tratamientos de correccion del déficit de Fe. Medias ajustadas con
letras diferentes por fecha indican diferencias significativas segin prueba de comparacion
multiple LSD Fisher (p<0,05). Interaccion tratamiento*fecha significativa (p<0,0001). n.s.= Sin
diferencias significativas entre tratamientos.

Por otra parte, los resultados obtenidos indican que la aplicacion de Fe-EDDHA incrementé la
carga frutal y la produccion total por planta diferenciandose de manera significativa con los
demas tratamientos (Cuadro 2). En contraste, la asociacion de los arandanos con Festuca rubra
redujo tales variables productivas respecto del control y el tratamiento con Fe-hemo, pero sin
diferenciarse significativamente con la Poa pratensis (Cuadro 2).

Por su parte, las aplicaciones de Fe-hemo no modificaron el rendimiento y productividad de las
plantas respecto del control (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Carga frutal (g/planta) y produccion total (frutos/planta) promedio por planta en la
temporada expresada en g, en ardndanos ‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de
correccion del déficit de Fe.

Tratamiento Carga frutal Produccién total
Frutos/planta g/planta
Control 763 + 107 b 1511 + 211 b
Fe- EDDHA 1256 + 167 a 2487 + 331 a
Fe- hemo 787 £ 76 b 1559 * 151 b
Poa pratensis 673 + 127 bc 1333 + 252 bc
Festuca rubra 470 = 64 c 931 * 128 ¢
Significancia p=0,0006 p=0,002

En cada columna se presentan las medias ajustadas + error estandar. Medias ajustadas con letras
diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la
prueba de comparacion multiple LSD Fisher (p<0,05).

Peso de bayas

En la Figura 5, se presenta el peso promedio por fruto para cada tratamiento en las distintas
cosechas. En la cosecha del 31 de octubre, la asociacion de los ardndanos con la graminea
Festuca rubra redujo significativamente el peso de los frutos respecto del resto de los
tratamientos (Figura 5). Para el resto de las fechas de cosecha evaluadas, no se detectaron
diferencias significativas entre tratamientos para esta variable (Figura 5).
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Figura 5. Peso promedio de fruto (g) por tratamiento, en cada fecha de cosecha de ardndanos
‘Emerald’ bajo tratamientos de correccion del déficit de Fe. Medias ajustadas con letras
diferentes por fecha indican diferencias significativas segin prueba de comparacion multiple
LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias significativas entre tratamientos.

Calidad de bayas

Los resultados indican que los tratamientos influenciaron la concentracion de azucares en las
bayas de forma significativa en algunas fechas de cosecha (Cuadro 3).

Con respecto a la primera fecha de cosecha (22 de octubre), en la fruta proveniente de las plantas
asociadas a la graminea Festuca rubra se registré una mayor concentracion de solidos solubles en
comparacion con el resto de los tratamientos (Cuadro 3). En contraste, en la fecha sucesiva (31 de
octubre), se registré6 una mayor concentracién de sélidos solubles en la fruta proveniente de las
plantas control respecto de los demas tratamientos (Cuadro 3).

En la ultima cosecha evaluada, se observo que la asociacion de los arandanos con la graminea
Festuca rubra redujo significativamente el contenido de solidos solubles en las bayas con
respecto al resto de los tratamientos (Cuadro 3). No se presentaron diferencias significativas en
las fechas de cosecha del 14 de noviembre y 28 de noviembre.
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Cuadro 3. Solidos solubles (°Brix), evaluados en bayas provenientes de arandanos
‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de Fe.

Sélidos solubles

Tratamiento °Brix
22-oct 31-oct 14-nov 28-nov 12-dic
Control 134+036 b 145%+08 a 15,3+0,3 143+0,9 16,3+0,7 a
Fe-EDDHA 13,0£057 b 13610 b 152+0,4 150+£19 16,0£0,7 a
Fe- hemo 126+057 b 13607 b 142 +0,3 145+£0,9 16,0£0,8 a

Poa pratensis 13,0+0,36 b 132+0,7 b 147+0,4 157+19 16,3+0,7 a
Festuca rubra 14,1+057 a 13,7+x0,7 b 155+0,4 15,0+0,9 140+08 b
Significancia p <0,001 p =0,0002 n.s. n.s. p <0,001

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

Con respecto al pH de la pulpa, los resultados obtenidos no arrojaron diferencias significativas
entre los tratamientos para las distintas fechas de cosecha (Cuadro 4).

Cuadro 4. pH de la pulpa de bayas provenientes de arandanos ‘Emerald’ sometidos a distintos
tratamientos de correccién del déficit de Fe.

Tratamiento PH
22-oct 31-oct 14-nov 28-nov 12-dic

Control 36+0,1 39+0,1 38+0,1 38+£0,2 43+0,1
Fe- EDDHA 3,7+0,2 4,0+0,1 36%0,2 3,7+0,1 42+0,1
Fe- hemo 3,6+0,2 3,8+£0,2 4,0+£0,2 38+0,1 43+0,1
Poa pratensis 3,6+0,1 3,8+0,2 3,7+x0,1 40+0,1 43+0,2
Festuca rubra 3,5+0,2 3,7+0,1 3,8+0,1 3,7+0,2 42+0,2
Significancia n.s n.s n.s n.s n.s

En cada columna se presentan las medias ajustada + error estdndar. Medias ajustadas con letras
diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos, segun la
prueba de comparacion multiple LSD Fisher (p<0,05).

En relacion a la acidez de la fruta cosechada, el analisis de los resultados indica que s6lo se
presentaron diferencias estadisticamente significativas en la fecha de cosecha del 31 de octubre,
en donde la aplicacion con Fe-EDDHA redujo significativamente el porcentaje de acido citrico
en las bayas con respecto al resto de los tratamientos (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Acidez (% de acido citrico), evaluada en la pulpa de bayas provenientes de arandanos
‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de Fe.

Acidez
Tratamiento % éacido citrico
22-oct 31-oct 14-nov 28-nov 12-dic
Control 05x0,1 04£02 a 05+£0,1 05+£0,1 0,3x0,2
Fe- EDDHA 05+0,2 0,3£0,1 b 0,6 +£0,2 0,6+0,1 04+0,1
Fe- hemo 06+0,1 04+0,1 a 04+0,1 0,5+0,2 0,3+£0,2
Poa pratensis 06x0,1 04+£02 a 05+0,1 0,5+0,2 04x0,1
Festuca rubra 05x0,2 05+£01 a 0,5+£0,2 05+£0,1 03x0,1
Significancia n.s p = 0,002 n.s n.s n.s

En cada columna se presentan las medias ajustada + error estdndar. Medias ajustadas con letras
diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos, segln la
prueba de comparacion maltiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias significativas entre
tratamientos.

Los resultados de la relacién sélidos solubles/acidez de los frutos cosechados en el ensayo,
indican que los tratamientos alteraron tal relacion en la fruta cosechada en dos momentos
(Cuadro 6).

En la cosecha del 31 de octubre, la fruta proveniente de las plantas tratadas con Fe- EDDHA y
del control, presentaron una mayor relacion sélidos solubles/acidez con respecto de los demas
tratamientos (Cuadro 6). Por otra parte, en la fecha de cosecha del 28 de noviembre, la asociacion
de los arandanos con la graminea Poa pratensis, incremento significantemente la relacion solidos
solubles/acidez en la fruta en comparacion con el resto de los tratamientos (Cuadro 6). En la fruta
cosechada los dias 22 de octubre, 14 de noviembre y 12 de diciembre, no registraron diferencias
significativas entre los tratamientos (Cuadro 6).

Cuadro 6. Relacion sélidos solubles/acidez, evaluada en la pulpa de bayas de arandanos
‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de correccién del déficit de Fe.

] Soélidos solubles/acidez
Tratamiento

22-oct 31-oct 14-nov 28-nov 12-dic
Control 290+36 426+59 a 33,3+4,1 293+36 b 48,7+6,4
Fe- EDDHA 27055 49,0+84 a 30,0+3,7 256+33 b 447 £5/7
Fe- hemo 212+47 355+44 b 35,3+4,3 323+40 b 485+6,4
Poa pratensis  23,6+3,1 33,0x4,0 b 32,8+4,0 395+49 a 46,2 +5,4
Festucarubra 27,1+53 345%+42 b 33,0+4,1 30,7+38 b 47,7+6,2

Significancia n.s p = 0,002 n.s p <0,001 n.s

En cada columna se presentan las medias ajustadas + error estandar. Medias ajustadas con letras
diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos, segun la
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prueba de comparacién maltiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias significativas entre
tratamientos.

En términos generales, los tratamientos implementados no modificaron la firmeza de los frutos
del ensayo (Cuadro 7). Solo en la segunda fecha de cosecha se registraron diferencias
significativas entre los tratamientos, en donde la fruta proveniente de las plantas asociadas con
ambas gramineas presentd una menor firmeza en comparacion con el resto de los tratamientos
(Cuadro 7).

Cuadro 7. Firmeza (N) en bayas de arandanos ‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos
de correccion del déficit de Fe.

Firmeza
Tratamiento N
22-oct 31-oct 14-nov 28-nov 12-dic
Control 1,69+0,1 1,83+0,1 a 1,53+0,1 1,53+0,1 0,65+0,1
Fe- EDDHA 1,62+0,2 1,67+0,1 a 1,60+0,3 1,59+0,1 0,71+£0,1
Fe- hemo 1,66 +£0,2 1,81+0,1 a 159+0,1 1,66 +0,1 0,67+0,3

Poa pratensis  1,63+0,1 169+02 b 151+0,2 153+0,2 0,68+0,1
Festucarubra 1,58 +0,1 168+02 b 155+0,2 1,49 +0,2 0,68 +0,2
Significancia n.s p = 0,005 n.s n.s n.s

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

Analisis y cuantificacion de compuestos fenolicos

Perfil de antocianinas

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

El analisis de varianza de los resultados obtenidos, revel6 que no existian diferencias estadisticas
significativas entre la interaccion de los factores fecha y tratamiento, y en el factor fecha no se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los distintos tratamientos.

La concentracion de las diferentes antocianinas presentes en el perfil identificado, evidencio una
tendencia similar para cada una de las nueve antocianinas. En cuanto al efecto de los
tratamientos, los resultados obtenidos indican que la aplicacion de Fe-EDDHA vy la asociacion
con ambas gramineas incrementaron la concentracion de todos los antocianos, diferenciandose
estadisticamente del testigo y de la sangre bovina (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Concentracién (mg g™ piel) de las distintas antocianinas presentes en el perfil antocidnico de las pieles de arandanos ‘Emerald’
sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de Fe.

Antocianina (mg g™ piel) Control Fe-EDDHA Fe-hemo Poa pratensis Festuca rubra Significancia
Delfinidina 3-galactésido 0,078 + 0,010 b 0,189 + 0,020 a 0,083 + 0,013 b 0,125 + 0,011 a 0,110 + 0,010 a p= 0,0006
Delfinidina 3-glucésido 0,022 + 0,005 b 0,041 + 0,007 a 0,022 + 0,005 b 0,041 + 0,007 a 0,034 + 0,007 a p= 0,0006
Cianidina 3-galactésido 0,062 + 0,010 b 0,076 + 0,004 a 0,045 + 0,004 b 0,076 + 0,010 a 0,071 + 0,010 ab p=0,023
Delfinidina 3-arabinésido 0,055 + 0,010 b 0,066 + 0,004 a 0,038 + 0,004 b 0,070 + 0,010 a 0,066 + 0,010 a p=0,0002
Petunidina 3-galactésido 0,026 + 0,002 ¢ 0,051 + 0,002 a 0,029 + 0,004 b 0,038 + 0,010 ab 0,032 + 0,002 b p= 0,005
Petunidina 3-arabinésido 0,024 + 0,002 b 0,037 + 0,004 a 0,027 + 0,002 b 0,034 + 0,010 a 0,035 + 0,002 ab p=0,03
Malvidina 3-galactésido 0,076 + 0,010 b 0,230 + 0,010 a 0,075 + 0,010 b 0,140 £ 0,004 ab 0,120 + 0,010 ab p=0,024
Malvidina 3-glucésido 0,041 + 0,004 b 0,065 + 0,003 a 0,040 £ 0,003 b 0,057 £ 0,004 a 0,045 + 0,004 ab p<0,0001
Malvidina 3-arabinésido 0,031 + 0,003 b 0,055 + 0,007 5 0,026 + 0,004 b 0,050 + 0,003 a 0,047 + 0,003 3 p=0,0083

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

El analisis de varianza de los resultados obtenidos, indic6 que no existieron diferencias
estadisticas significativas entre la interaccion de los factores fecha y tratamiento, y en el factor
fecha no se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la concentracion
de acidos benzoicos y cindmicos, al igual que con la concentracién de flavanoles, flavonoles y
cumarinas. Sin embargo, se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los distintos
tratamientos.

Los resultados obtenidos indican que, en términos generales, la aplicacion de Fe-EDDHA vy la
asociacion de los arandanos con Poa pratensis y Festuca rubra, incrementaron la concentracion
de los acidos benzoicos y cinamicos determinados en las pieles de los arandanos, en comparacion
con las plantas testigo y aquellas tratadas con Fe-hemo (Cuadro 9).

Por su parte, no se observaron diferencias significativas para el &cido feralico (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Concentracion (mg g™ piel), de los 4cidos cinamicos y benzoicos presentes en el perfil fendlico de bajo peso molecular, en arandanos
‘Emerald’ sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de Fe.

Tratamiento Acidos benzoicos Acidos cinamicos

Protocatéquico Gélico Vainillico Ferulico Cafeico cis Cafeico trans

mg g™ piel

Control 0,0043 + 0,0007 b 0,024 + 0,0006 b 0,046 + 0,003 b 0,006 + 0,002 0,37 £ 0,060 b 0,06 £ 0,012 b
Fe-EDDHA  0,0057 * 0,000 a 0,029 + 0,0005 a 0,059 + 0,002 a 0,008 + 0,002 0,70 £ 0,004 a 0,10 + 0,022 a
Fe-hemo 0,0039 + 0,0005 b 0,026 £ 0,0015 b 0,043 + 0,003 b 0,006 = 0,002 0,35 £ 0,070 b 0,07 £ 0,001 b
Poa pratensis 0,0054 + 0,0006 a 0,032 + 0,007 a 0,050 + 0,002 ab 0,009 + 0,003 0,67 + 0,070 a 0,10 + 0,01 a
Festuca rubra 0,0052 + 0,002 a 0,030 £ 0,0015 ab 0,049 £+ 0,002 ab 0,009 = 0,004 0,73 £ 0,080 a 0,09 £ 0,01 ab
Significancia p= 0,005 p=0,0021 p=0,0032 n.s. p=0,0002 p=0,0002

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 multiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias significativas entre
tratamientos.

Cuadro 10. Concentracién (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 correccion del déficit de Fe.

. Flavanoles Flavonoles Cumarinas
Tratamiento — - ; - : — -
Procianidina Catequina Epicatequina Quercetina Astilbina Esculetina
mg g™ piel
Control 0,012 + 0,003 0033 £001 d 0,090 +001 b 002 £ 002 0,066 + 002 b 7,8E-05 + 0,000 b
Fe-EDDHA 0,012 + 0,006 0,066 + 0,003 ¢ 0170 + 0,01 a 0,023 =+ 0,02 0,146 + 0,03 a 14E-04 £ 0,000 a
Fe-hemo 0,098 + 0,003 0059 + 001 ¢ 0,101 + 0,003 b 0,020 % 0,003 0,07 £ 002 b 84E-05 + 0,000 b
Poa pratensis 0,013 + 0,003 0,089 + 0,003 b 0162 + 0,01 a 0,022 + 0,01 0,17 + 0,04 a 8,6E-05 = 0,000 b
Festucarubra 0,014 + 0,006 0142 + 001 a 0141 + 001 b 0,018 =+ 0,003 0,194 + 0,04 a 7,0E-05 %= 0,000 b

Significancia n.s. p=0,002 p=0,0023 n.s. p=0,0002 p= 0,002

En cada columna se presenta el promedio ajustado + error estdndar. Medias ajustadas con letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas entre tratamientos, segin la prueba de comparacion mdltiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias significativas entre
tratamientos.
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Respecto de los principales flavanoles, flavonoles y cumarinas presentes en las pieles de los
arandanos, los tratamientos implementados influenciaron la concentracion de la mayor parte de
ellos, a excepcidn de la procianidina y la quercetina (Cuadro 10).

Para el caso de la catequina, la asociacion con Festuca rubra incrementé significativamente su
concentracion en comparacion con el testigo, mientras que el resto de los tratamientos obtuvieron
resultados intermedios (Cuadro 10). Por otra parte, la fruta proveniente de las plantas asociadas
con la graminea Poa pratensis y las tratadas con Fe-EDDHA, presentaron una mayor
concentracion de epicatequina en comparacion con el resto de los tratamientos (Cuadro 10).
Ademas, las aplicaciones de Fe-EDDHA y la asociacion con ambas gramineas incrementaron la
concentracion de astilbina en comparacion con el testigo y las plantas tratadas con Fe-hemo,
mientras que el Fe-EDDHA incrementd la concentracion de esculetina en comparacion con el
resto de los tratamientos (Cuadro 10).

Variables fisiologicas

Intercambio gaseoso foliar

Los resultados relativos al intercambio gaseoso foliar, obtenidos el 30 de diciembre, indican que
los tratamientos no influenciaron significativamente la concentracion interna de CO, (Ci),
transpiracion (E), conductancia estomatica (Gs), y fotosintesis neta (A) en las hojas. Tal periodo
de medicidn coincidid con el de plena cosecha. En contraste, en la medicion realizada el dia 27 de
febrero, los ardndanos tratados con Fe- EDDHA presentaron una Gs similar a aquellos asociados
con Festuca rubra, y menor en comparacion con el tratamiento control, con las tratadas con Fe-
hemo y con aquellas asociadas con Poa pratensis (Cuadro 11).

Por otra parte, en la misma fecha de medicion, los arandanos tratados con Fe-EDDHA
presentaron una transpiracion de la hoja similar a aquellos asociados con Festuca rubra y
tratados con Fe-hemo, y menor en comparacion con el tratamiento control y con aquellas
asociadas con Poa pratensis (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Fotosintesis neta (A; pmoles de CO, m™ s), concentracién interna de CO, en la hoja (Ci; pmol mol™), conductancia estomatica (Gs;
mmol H,0 m? s, y transpiracion de la hoja (E; mol H,O m? s™) determinados el 30 de diciembre y 27 de febrero en arandanos ‘Emerald’
sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de Fe.

A Ci Gs E
Tratamientos umol CO,m?2 s umol mol ™ mol H,0 m?s™ mol H,Om?s™
30 dic. 27 feb. 30 dic. 27 feb. 30 dic. 27 feb. 30 dic. 27 feb.

Control 12,1+1,0 52+08 180,2+10,1 2425+ 6,1 0,13+0,1 0,079 £13,1 a 38+0,3 26+0,7 a
Fe- EDDHA 11,6 +1,0 36+09 161,8+132 2450+20,1 0,11+0,1 0,043 £ 80 b 35+0,3 1,7+04 b

Fe- hemo 95 +£1,0 45+08 2086264 2529+10,3 0,12+0,1 0,077 £13,0 a 38+0,3 25+04 ab
Poa pratensis 118 +1,1 46+10 1955+121 2610+150 0,14+0,2 0,082 £14,0 a 40+£04 27104 a
Festuca rubra 10,5+ 1,0 3,3+0,8 201,8+6,7 2748+105 013+0,1 0,063 +100 ab 38%0,3 21+04 ab
Significancia n.s n.s n.s n.s n.s p=0,05 n.s p =0,05

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

Los tratamientos modificaron la concentracion de minerales en las hojas de los ardndanos. En
cuanto a la concentracion foliar de K, las plantas control obtuvieron una mayor concentracion con
respecto a las plantas asociadas a ambas gramineas, mientras el resto de los tratamientos obtuvo
una concentracion intermedia (Cuadro 12). Por otra parte, la aplicacion de Fe-hemo incrementd la
concentracion de Ca en comparacion con las plantas asociadas con Poa pratensis y tratadas con
Fe-EDDHA, mientras el resto de los tratamientos alcanzaron concentraciones intermedias
(Cuadro 12). Ademas, las plantas control mostraron una mayor concentracion de Mg en
comparacion con las plantas asociadas a Poa pratensis y con las tratadas con Fe-EDDHA,
mientras el resto de los tratamientos mostré un comportamiento intermedio (Cuadro 12).

Cuadro 12. Concentracion de macronutrientes, expresada en porcentaje, en arandanos ‘Emerald’
sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de Fe. El muestreo se
realiz6 en febrero del 2015.

Macronutrientes

Tratamiento

N P K Ca Mg
%
Control 15 £ 01 0,09+0,1 066+01 a 08310 ab 021+0,1 a
Fe-EDDHA 14 + 0,06 0,07+1,0 057+1,0 ab 06901 b 0,17+01 b
Fe-hemo 15 + 01 0,08+0,1 0,57+0,1 ab 090+0,1 a 0,18+0,2 ab
Poa pratensis 1,3 + 0,16 0,08+0,1 051+01 b 0,71+10 b 0,17+02 b
Festuca rubra 1,3 £ 0,08 0,07+1,0 050+01 b 0,74+£0,1 ab 0,19+0,1 ab
Significancia n.s n.s p=0,0077 p=0,0327 p=0,0023
Rango adecuado
1,60 - 2,10 0,12-0,40 0,35-0,65 0,40 - 0,80 0,12-0,25

(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 maltiple LSD Fisher (p<0,05). n.s.= Sin diferencias significativas entre
tratamientos.

En el caso de los micronutrientes, los tratamientos implementados no influenciaron la
concentracion de Fe y Zn (Cuadro 13). Por otro lado, la aplicacién de sangre bovina incrementd
significativamente la concentracion de Mn en las hojas, en comparacion con los otros
tratamientos (Cuadro 13).

Respecto del Cu, se observé que las plantas asociadas a la graminea Poa pratensis, presentaron
una menor concentracion foliar del elemento con respecto del tratamiento control, mientras que
los demaés tratamientos mostraron valores intermedios en la concentracion de Cu presente en las
hojas (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Concentracién de micronutrientes, expresada en mg kg™, en arandanos ‘Emerald’
sometidos a distintos tratamientos de correccion del déficit de Fe. El muestreo se
realiz6 en febrero del 2015.

Micronutrientes

Tratamiento

Hierro Manganeso Zinc Cobre
mg kg™
Control 115,36 +30,98 77,69+7,32 b 756+234 10,75+1,13
Fe-EDDHA 67,00+846 7346%+7,32 b 4,44 + 1,34 7,38 £ 0,43
Fe-heme 79,73+4,68 103,41+7,32 a 3,93 +1,37 8,70 £ 0,55
Poa pratensis 66,67 +3,47 7251+732 Db 6,96 + 2,35 8,29 +£0,50
Festuca rubra 76,41+6,19 56,45+732 b 8,38 + 3,50 8,32+ 0,50
Significance n.s. p=0,0061 n.s. p=0,0077

Rango adecuado

(Hanson y Hancock, 1996) 60 - 120 50- 350 8-30 5-20

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

Los resultados relativos al crecimiento de los brotes de los ardndanos evidenciaron un bajo
desarrollo de ellos durante la primavera, por lo cual el efecto de los tratamientos en tal periodo
del crecimiento vegetativo no se manifesto en el largo de los brotes. No obstante, en el
crecimiento de verano, la tasa de crecimiento de los brotes fue significativamente mayor, y en tal
periodo se presentaron diferencias entre los tratamientos (Figura 1).

Como era de esperar, el manejo tradicional para el control de clorosis férrica mediante la
aplicacion de Fe-EDDHA, resulté ser la estrategia més eficaz para incrementar el crecimiento de
las plantas. Estos resultados, confirman que, bajo las condiciones edéaficas en las cuales se
establecio el presente experimento, el quelato utilizado representa una fuente importante de Fe
altamente disponible para las plantas y de rdpida accion respecto de las otras estrategias en
estudio. Por otra parte, al final de la temporada se registr6 un mayor largo de los brotes en las
plantas tratadas con Fe-Hemo respecto del control. Tal efecto, podria ser debido a la composicion
del producto utilizado, ya que, los compuestos derivados de sangre son una fuente natural de Fe
en concentraciones que alcanzan los 3.500-5.000 mg kg™ y otros nutrientes, especialmente N
(Ciavatta et al., 1997). Ademaés, el Fe-Hemo posee altos contenidos de diferentes aminoacidos
(Anexo 1), los que contribuyen en el aporte de N metabolizado para desarrollo de los arandanos,
y esto posiblemente explica en parte el mayor crecimiento de brotes que se observo durante el
verano.

Por su parte, los tratamientos basados en asociaciones con gramineas no lograron mejorar el
crecimiento de los brotes en comparacion con el control. Resultados similares han sido
observados en estudios previos conducidos en macetas en con los cultivos de olivos asociados a
las gramineas Brachypodium distachyum L., Lolium rigidum L., Bromus madritensis L., Aegilops
ventricosa Tausch , Hordeum vulgare L. Festuca rubra L. Los mismos resultados se obtuvieron
en el cultivo del mani asociado a Zea mays L. cv. Danyu, Hordeum vulgare, Avena strigosa y
Triticum aestivum, y en vides asociadas a la graminea Festuca rubra L. (Zuo y Zhang, 2008;
Cafiasveras et al., 2014; Covarrubias et al., 2014). Tales resultados, han sido atribuidos por los
autores mencionados a la competencia que las especies gramineas ejercen sobre el cultivo, en
términos de espacio, agua y nutrientes.

Adicionalmente, en un estudio conducido en vides cultivadas en macetas, se registr6 un
importante efecto de la asociacién con gramineas en la reduccion de la biomasa radical de las
vides y en la concentracion de nitratos en el suelo (Covarrubias et al., 2014), confirmando que
muy probablemente existe competencia entre las gramineas y el cultivo por agua y nutrientes. Por
lo anterior, para optimizar la implementacion de tal practica de manejo, se sugiere controlar
rigurosamente 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).

A pesar de lo anteriormente expuesto, también existen reportes en los que la asociacion con
gramineas ha causado un efecto positivo en el crecimiento vegetativo del cultivo asociado (Zuo et
al., 2000; Ammari y Rombola, 2008; Bavaresco et al., 2010). En este sentido, hay evidencias que
sefialan que las mismas gramineas probadas en el presente estudio indujeron un aumento en el
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area foliar de plantas de limonero respecto del testigo, a pesar de verificarse una reduccion en el
largo de los brotes (Ammari y Rombola, 2008). 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,
mediante un incremento del area foliar. Asi, el efecto de la asociacién con gramineas sobre el
crecimiento vegetativo del cultivo es variable, ya que depende de las condiciones experimentales,
tales como la disponibilidad de agua y nutrientes, la especie graminea y la densidad de siembra
utilizada (Covarrubias et al., 2014). 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 arandano ‘Emerald’.

Por otra parte, no debe descartarse cierta interferencia alelopatica, la cual consiste en la liberacién
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 alelopéaticos 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 radiacion solar (Einhellig, 1996). Dado que con la evaluacion realizada no puede
aseverarse esta hipotesis, en futuros trabajos deberian considerarse mediciones que permitan
dilucidar el efecto alelopéatico que pudiese existir.

Al final de la temporada, las aplicaciones Fe-EDDHA incrementaron significativamente la
concentracion de clorofila de las hojas respecto de las plantas tratadas con Fe-hemo de aquellas
asociadas con gramineas y del control (Figura 3). La cantidad de radiacion que una planta de
arandanos es capaz de captar, no sélo determina la produccion de hidratos de carbono mediante la
fotosintesis, sino que también define la calidad de la fruta y la morfologia de la planta (largo
brote, tamarfio de la hoja, la densidad de estomas) (Retamales y Hancock, 2012). Por otra parte el
déficit de Fe reduce los niveles de clorofila a, b y total en las hojas, debido a que uno de sus roles
principales en las plantas es catalizar la formacion directa del pigmento clorofilico, indispensable
en el proceso para la obtencion de azlcares primarios (Kim et al., 2007).

El efecto positivo del Fe-EDDHA sobre la concentracion de clorofila se debe a la absorcion
inmediata de este producto por la planta, permitiendo restaurar los contenidos de clorofila en las
hojas de manera méas rapida. Por otra parte, el nulo efecto de la asociacion con especies
gramineas sobre esta variable vegetativa puede deberse a que el Fe asimilado por los arandanos
bajo tales condiciones es aln insuficiente para poder restaurar la sintesis de clorofila en las hojas.
Es importante considerar que el proceso de adquisicion de Fe a través de los PS es mas lento,
debido a que este se compone de diversas etapas, desde la sintesis a la absorcién del complejo
PS-Fe*® por las raices del cultivo que esta asociado a las gramineas (Romheld, 1991).

El déficit de Fe afectd 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). Si bien la diferencia sélo fue significativa, en las plantas tratadas con
Fe-EDDHA, también se pudieron observar valores intermedios en las plantas asociadas con Poa
pratensis, los cuales tuvieron una tendencia hacia el aumento de la carga frutal y la produccion
total, en comparacion con las plantas testigos.
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Con respecto al peso promedio de los frutos 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; Ojer et al., 2009; Tapia, 2011). En este
ensayo no se encontrd una relacion significativa entre estas variables, al igual 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 peso promedio es variable, debido a que
estd influenciada por el tamafio de la planta, el vigor y las condiciones de crecimiento (Volz,
1988; Elfving y Schechter, 1993). Pero estos factores no influyeron en los resultados porque eran
similares en todas las plantas al momento de iniciar la cosecha. De todas formas los resultados
obtenidos evidenciaron sélo en una fecha de las cosechas, diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos, en donde la asociacion con Festuca rubra disminuyé el peso promedio de
los frutos, esto se debe a que las plantas bajo asociacion estaban expuestas a la competencia por
agua ejercida por las gramineas, lo que posiblemente ocasiond una menor entrada de agua en las
células, afectando su expansion (Gough, 1994)

En cuanto a las variables evaluadas de calidad de las bayas, la fruta proveniente de todos los
tratamientos estuvo dentro de los rangos normales que sefiala Beaudry (1992). Los resultados
obtenidos indican que las estrategias para el control del déficit de Fe estudiadas no afectaron
claramente las variables evaluadas que determinan la calidad de la fruta a cosecha, ya que las
diferencias obtenidas entre los tratamientos se presentaron sélo en algunas variables y fechas, y
no se observo una influencia clara de los tratamientos. En otras experiencias reportadas sobre
especies frutales, el déficit de Fe no afectd las variables que determinan la maduracion de la fruta
a cosecha en cuanto a su calidad (Bafiulz et al., 2003). No obstante, en la presente investigacion
se observo que las fechas en que se cosechd un mayor volumen de fruta se registraron valores
menores de firmeza, lo que sugiere que a un mayor volumen de cosecha producto de una
maduracion simultnea de los frutos en la planta, la firmeza de esos frutos podria disminuir
(Webster, 2005).

Existen numerosos estudios acerca de los beneficios que tiene para la salud humana una dieta rica
en antioxidantes y esto ha impulsado a multiples centro de investigacion a estudiar los factores
que influyen en el contenido de los mismos en las frutas y distintos alimentos (Farnham et al.,
1999; Goldman et al., 1999; Grusak et al., 1999; Kochian y Garvin, 1999).

Por su parte, las antocianinas presentes en mayor cantidad fueron la delfinidina 3-galactdsido,
malvidina 3-galactosido, cianidina 3-galactésido y delfinidina 3-arabinoésido, lo cual se asemeja a
lo reportado por Ballinger et al. (1970), Kader et al. (1996), y Giovanelli y Buratti (2009), en V.
corymbosum, en los cultivares '‘Bluecrop’, 'Goldtraube’, 'Darrow' y 'Patriot'.

Con respecto a la aplicacion de Fe-EDDHA, las pieles de las bayas provenientes de este
tratamiento, obtuvieron los mayores valores en cuanto a la concentracion de las distintas
antocianinas presentes en el perfil antocianico de las pieles de las bayas, con respecto del
tratamiento control. Los valores de las concentraciones, estan dentro del rango encontrado por
otros autores en la literatura (Ehlenfeldt y Prior, 2001; Mainland y Tucker, 2000).

La aplicacién de sangre bovina, redujo la concentracion de las distintas antocianinas encontradas
en el perfil antocianico presente en las pieles de los arandanos, estos valores estarian
influenciados por el estrés en el que se encontraban las plantas al momento de la cosecha y su
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grado de clorosis, que comparados con las plantas tratadas con Fe-EDDHA, se evidenciaron
menores valores (Moyer et al., 2002).

En el caso de la asociacién con gramineas, los valores obtenidos bajo la asociacién con Poa
pratensis, no se diferencian en gran medida a los conseguidos bajo la aplicacion con Fe-EDDHA.
No obstante la asociacion con Festuca rubra, afecto la concentracion de las antocianinas, lo que
se puede atribuir a madurez de la fruta (Connor et al., 2002a), ya que si se relacionan los valores
obtenidos en la variable de firmeza, la fruta proveniente de la asociacion con esta graminea
presentd un menor valor promedio con respecto al resto de los tratamientos.

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 acidos cinamicos, predominé el acido cafeico, en donde la aplicacion de
sangre animal disminuy6 la concentracion con respecto de los demas tratamientos. Mientras que
el acido ferulico estuvo presente en muy bajas cantidades, al igual que encontraron Stohr y
Herrmann (1975), Hakkinen y Torrénen (2000) y Taruscio et al. (2004), pero no Hakkinen et al.
(1999), quienes observaron que el acido ferulico fue el principal.

Por otro lado, no se detectd la presencia del cido p-coumarico en el perfil fendlico, coincidiendo
con Hakkinen y Torrénen (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, en donde las plantas sometidas a la aplicacién
del compuesto derivado de sangre animal, disminuyd la concentracion de los acidos (Fernandez
de Simdn et al., 1992).

Por su parte, dentro de los flavanoles, la epicatequina alcanzd un contenido notablemente mayor
que la catequina, al igual que encontraron Taruscio et al. (2004) en nueve especies distintas de
Vaccinium, esta concentracion estuvo influenciada por la aplicacion de Fe-EDDHA vy la
asociacion con la graminea Poa pratensis, en donde ambos tratamientos influenciaron mayores
valores de concentracion promedio con respecto de los demas tratamientos. Finalmente, de los
flavonoles, la astilbina evidencié un mayor contenido que la quercetina. Al respecto, se ha
reportado que la quercetina es el principal flavonol en el ardndano (Kader et al., 1996; Hakkinen,
et al., 1998), no obstante en este estudio su concentracion no se vio influenciada por ninguno de
los tratamientos.

Estas diferencias se deben a que la concentracion fenodlica en el ardndano esta 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 geogréafica (Prior et al., 1998;
Connor et al., 2002a; Moyer et al., 2002), madurez de la fruta, la cual pudo estar influenciada por
el efecto de los tratamientos, ya que si se relacionan los valores obtenidos en la variable de
firmeza, ambas gramineas presentaron un menor valor promedio con respecto al resto de los
tratamientos.

En relacion fotosintesis y sus variables relacionadas, no se encontraron diferencias estadisticas
como respuesta a los tratamientos en la primera fecha de medicion la cual corresponde a plena
cosecha, a pesar de que existieron diferencias significativas en cuanto al contenido de clorofila en
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la temporada de evualuacion. Los resultados no coinciden con lo 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).

Es importante mencionar que aunque existieron diferencias significativas en cuanto al contenido
de clorofila en la temporada de evaluacion, no se evidenciaron diferencias en la primera fecha de
medicion de las variables de intercambio gaseoso foliar. Todos los tratamientos presentaron algun
grado de clorosis, unos en menor medida que otros, pero no obstante esto refutaria lo publicado
en otros estudios, en que se refieren a que el déficit de Fe también afectaria la estructura del poro
estomatico (Fernandez et al., 2008; Covarrubias et al., 2014). Y con ello frente a la presencia de
clorosis ferrica, afectaria otras variables como el contenido de clorofila y el largo de brote, no
afectando de manera significativa las variables de intercambio de gaseoso foliar (Eichert et al.,
2010).

En cuanto a la segunda fecha de medicion del 27 de febrero, si se registraron diferencias
estadisticas entre los tratamientos en las variables de conductancia estomatica (Gs), VY
transpiracion de la hoja (E). En este caso, las plantas que presentaron un mayor contenido de
clorofila en las hojas resultaron obtener un menor valor de conductancia estomética y
transpiracion de la hoja que las plantas que presentaron mayor grado de clorosis. Tales
resultados, indican que una planta bien abastecida con Fe, como aquellas tratadas con Fe-
EDDHA, podrian presentar una mayor eficiencia del uso del agua, si tal indice se calcula como el
cociente entre la tasa de fotosintesis neta y la tasa de transpiracion por unidad de area foliar.
Resultados similares han sido observados 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). De todos modos, es importante
mencionar que hubiese sido clave el poder realizar mas mediciones durante la temporada para asi
tener un seguimiento mas claro sobre las variables mencionadas.

Respecto al andlisis foliar, los tratamientos implementados influenciaron las concentraciones de
K, Ca, Mg, Mny Cu.

La aplicacion Fe-EDDHA redujo la concentracién de Ca y Mg respecto del control. Estudios
demuestran que la presencia elevada de calcio en los suelos reduce la absorcion de Fe por las
raices de la planta, y junto con esto se afecta también la interaccion con iones de Mg en el
metabolismo, esto se debe principalmente al sinergismo que se produce entre los elementos
(Krewer and NeSmith 1999; Retamales y Hancock, 2012). No obstante en la presente
investigacion, las plantas que estuvieron bajo la aplicacion de Fe-EDDHA, obtuvieron valores de
concentracion de Ca y Mg menores en comparacion con el control. La absorcion de estos
elementos, no sélo depende de su contenido en el suelo, sino también de la abundancia de otros
iones que pueden interferir su asimilacion. Por lo que altos contenidos de Ca, impedirian la
aborsorcion de Mg y a su vez el Ca precipitaria en forma de carbonatos en las condiciones de
suelo en que se realizo el experimento (Krewer y NeSmith 1999).

En relacion a las plantas tratadas con sangre bovina evidenciaron la mayor concentracion de Mn,
con respecto al resto de los tratamientos. 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
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(Apeéndice I, Cuadro 1). También, la sangre representaria un fertilizante idoneo para la agricultura
organica, puesto que se encuentra, en forma comercial, como fertilizante orgénico certificado
(Van-Camp et al., 2004) y, por ende, constituiria una alternativa viable para conducir la
fertilizacion hacia una agricultura mas sostenible.

En el caso de las plantas asociadas con gramineas, los resultados del andlisis foliar estan en linea
con el concepto de competencia formulado anteriormente, puesto la asociacion con Poa pratensis
redujo las concentraciones de K, Mg y Cu con respecto del testigo. Por su parte, la asociacion con
Festuca rubra redujo la concentracion de K respecto del control. Tales resultados, concuerdan
con lo observado por Gunes et al. (2007) y reflejaria cierta competencia por la absorcion de
nutrientes.

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 exudacién de compuestos organicos (Steingrobe y Claassen, 2000;
Rengel y Damon, 2008). En el caso del K, 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 méas pronunciado,
simplemente por tener un diametro menor que las raices (Jungk, 2001).

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 Fe 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 Fe no es un
parametro fiel y representativo del estado férrico de las plantas en campo, puesto que esta
variable no se correlaciona bien con la concentracion foliar de clorofila (Mengel et al., 1984;
Haussling et al., 1985; Krewer y NeSmith, 2006).
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CONCLUSIONES

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

La aplicacion de un formulado a base de sangre bovina ejerce un efecto positivo sobre el
crecimiento vegetativo y la concentracion foliar de Mn en arandanos ‘Emerald’ cultivados en un
suelo calcareo, sin influenciar la produccion, la calidad de las bayas y el intercambio gaseoso
foliar.

La asociacion con Festuca rubra y Poa pratensis incrementa significativamente la concentracion
de antocianos y fenoles de bajo peso molecular en las pieles de los arandanos ‘Emerald’
cultivados en un suelo calcareo. Sin embargo, tales estrategias afectan negativamente el
crecimiento vegetativo, la concentracion de clorofila, las variables productivas y la concentracion
de minerales en las plantas.

La asociacién con gramineas no influencia el intercambio gaseoso foliar de los arandanos.

Las estrategias sostenibles para el control del déficit de Fe sometidas a experimentacion, no
lograron superar la eficacia de las aplicaciones del quelato Fe-EDDHA para contrarrestar la
carencia del metal en los arandanos.
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APENDICE
APENDICE |
Cuadro 1. Composicion nutricional de la sangre bovina, de nombre comercial H.D.S® (14-0-0)

dividida en macronutrientes, expresados en porcentaje, y micronutrientes, expresados en mg
kg™.

Macronutrientes Micronutrientes
Nitrégeno  Fésforo  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

Foto 1. Caja pléastica con tapa. Cada caja soporta 125 g de arandano.
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ANEXOS

Anexo |. Andlisis proximal del producto a base de sangre bovina de nombre comercial H.D.S®

(14-0-0)
Extractos . , .
: . Hidrratos de Materia Proteina .
Producto Ceniza  Energia No .. Humedad Sodio  pH
: Carbono disponibles grasa  (N*6,25)
Nitrogenados
%  Keallodg® 9 % % % % myloog”

HD.S® (14-0-0) 0,65 383 <05 <05 441 <05 97 A8 16




