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Resumen

El hierro es el micronutriente que se encuentra en mayor concentracion en el suelo. Sin
embargo, su forma disponible y activa para las plantas, es Fe', el cual se ve limitado a

ciertas condiciones del suelo.

Las altas concentraciones de bicarbonato presentes en suelos calcareos, limitan la
absorcion de Fe'" por parte de las plantas, convirtiéndose en la principal causa de clorosis

férrica en diversos cultivos.

Actualmente, la solucién mas utilizada para corregir o disminuir la clorosis férrica, es el
quelato de hierro EDDHA. No obstante, esta medida resulta ser muy costosa y posee un

acotado periodo de accién, debido a su rapida degradacion en el suelo.

Por estos motivos, surge como una oportunidad de investigacion, el uso de vivianita, un
fosfato de hierro, que se sintetiza a partir de una mezcla en agua, entre fosfato diamaonico
y sulfato ferroso. Es una alternativa de bajo costo, facil preparacion y de largo periodo de

accion.

Para determinar la eficiencia de esta solucion, se dispondran en un invernadero de la
PUCV, plantas de tomate (Solanum lycopersicum) en macetas con suelo calcareo, bajo el
mismo régimen de riego y fertilizacién. Se estableceran dos ciclos de cultivo en el

transcurso de un ano y recibiran dosis Unicas de vivianita y Fe-EDDHA.

Se compararan los efectos de vivianita versus Fe-EDDHA, sobre la disponibilidad de
hierro activo en suelo calcareo. Para comparar estas soluciones, seran utilizadas como
variables respuesta, concentracion de clorofila, hierro activo en hojas y densidad de

raices.

Se espera obtener como resultado, conocimiento del efecto de una aplicacién de vivianita
sobre la disponibilidad de hierro activo en suelos calcareos, para disminuir la clorosis

férrica en tomate. Ademas, se espera una publicacion de articulo cientifico.



1. Introduccion

Las propiedades del suelo muchas veces pueden afectar a la nutricién de las plantas, de
este modo, la presencia de bicarbonatos en suelos calcareos limita la absorcién de hierro
en su forma biodisponible o activa. A pesar de que el hierro es el cuarto elemento mas
abundante sobre la corteza terrestre, el alto pH generado por el bicarbonato, superior a
7,5, inhibiria mecanismos de absorcion de hierro por las raices, debido a su efecto buffer
o tapén, regulando el pH frente a cambios bruscos en el suelo, afectando a la mayor parte
de las plantas de estrategia | (monocotiledoneas y dicotiledéneas), exceptuando a las de
estrategia Il (gramineas) (Marschner, 2012). Los suelos calcareos estan ampliamente
distribuidos en el mundo, comunes en zonas aridas y semiaridas, trayendo consigo
problemas para la agricultura, como es el caso de la clorosis férrica inducida por
carbonatos y bicarbonatos presentes en dichos suelos. Se ha demostrado en diversos
estudios que la clorosis férrica afecta a la potencialidad productiva de los cultivos,
disminuyendo sus rendimientos considerablemente (Tagliavini et al., 2000; Sotomayor,
2014) sobre todo en plantas de estrategia |. Por ello se hace necesario tomar las medidas

adecuadas para mitigar este problema.

Existen diversas soluciones diferenciadas por su efectividad y eficiencia, considerando la
efectividad como la capacidad para solucionar el problema y la eficiencia como los
distintos factores involucrados para solucionar el problema de la forma mas eficaz y
conveniente posible.

Las aplicaciones de sulfato ferroso via fertirriego son una alternativa que se ha rechazado

ampliamente, ya que el hierro aplicado es rapidamente oxidado y precipitado en el suelo.

El uso de acido sulfurico en el suelo podria ser una alternativa efectiva para aumentar la
disponibilidad de Fe en el suelo, no obstante, requiere de una alta inversion por hectarea,
debido a los altos volumenes necesarios para bajar el pH del suelo (Ruiz, 2006) y la poca
investigacion existente, respecto al estado estructural y biético del suelo. Sin embargo, el
uso de sulfato ferroso en soluciones acidas a bajas dosis, ha ayudado a superar clorosis
férrica en sorgo (Sorghum spp.) (Lee et al., 1998), solucién que, a pesar de disminuir el

costo generado por acido sulfurico, aun necesita de mayor investigacion en las dosis



utilizadas (Imas, 2000). El uso de variedades tolerantes o resistente es una alternativa
que esta en constante investigacion por los genetistas, pero resulta ser una solucion para
cultivos de alto valor, donde la extensa investigacion sea justificada, disminuyendo las

opciones para los productores.

El método mas utilizado actualmente para remediar la clorosis férrica, es la aplicacion
quelatos de hierro al suelo, resultando ser la medida mas eficaz para solucionar este
problema, sin embargo, también son muy caros y es necesario realizar reiteradas
aplicaciones, no solucionando el problema principal que es la disponibilidad de hierro

activo en el suelo limitado por la presencia de bicarbonatos.

En la busqueda de alternativas mas econdémicas y afables con el medio ambiente, la
vivianita surge como una posible solucidon a la clorosis férrica generada por suelos
calcareos. Es un fosfato de hierro (Fe3(PO4)2-8H20) capaz de liberar Fe a largo plazo en
condiciones de suelo calcareo, puesto que tiene la propiedad de convertirse en ferrihidrita
o lepidocrita poco cristalina, siendo la principal fuente de hierro en este tipo de suelos (del
Campillo y Torrent, 1992). Han surgido diversos estudios en diferentes especies, como
garbanzo y lupin (Eynard et al., 1992), olivo (Rosado et al., 2000), peral (Iglesias et al.,
2000), kiwi (Rombola et al., 2002), vides (Diaz et al., 2010), limonero (Ammairi et al., 2011)
y fresa (de Santiago et al., 2013), determinando que la aplicacion de vivianita es efectiva
para corregir clorosis férrica. La mayoria de estos estudios se han realizado en especies
frutales, evidenciando la falta de pruebas en cultivos de desarrollo herbaceo como las
hortalizas, a raiz de esto el presente trabajo busca investigar el comportamiento de una
Unica aplicacion de vivianita a través del tiempo para evitar las deficiencias de Fe activo
en cultivos de estrategia | sobre suelos calcareos en comparacion al uso comun de

quelatos de hierro.

2. Hipétesis

La vivianita es mas eficiente en comparacion a quelato de hierro EDDHA para corregir el

problema de clorosis férrica de cultivos en suelos calcareos.



3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Comparar la eficiencia del uso de vivianita versus quelato de hierro EDDHA, para
solucionar el problema de clorosis férrica en cultivos de estrategia |, sobre suelos

calcareos.

3.2. Obijetivo especifico

Evaluar la eficiencia de unica aplicacion de vivianita, para disminuir el problema de

clorosis férrica en cultivos de estrategia I, sobre suelos calcareos.

4. Antecedentes del problema

41. Origen de los suelos calcareos

Los suelos calcareos suelos son muy comunes en zonas semiaridas y climas aridos del
mundo (Marschner, 2012) y tienen origen en la formacién de rocas sedimentarias, estas
se forman por una acumulacion constante de minerales que han sido transportados por
movimiento de agua, viento, hielo o por la accion de la gravedad y posteriormente
cementados (Casanova, 2004). Dentro de las rocas sedimentarias esta la roca caliza
constituida fundamentalmente de CaCOj3;, (carbonato de calcio), presencia que determina

un elevado pH entre 7,5 a 8,5 (Marschner, 2012).
La presencia de carbonato de calcio en suelos mas agua y dioxido de carbono dan origen

a bicarbonatos de calcio (Chaney, 1984), siendo la principal razén de las limitaciones

nutricionales de hierro, zinc, manganeso entre otros (Marschner, 2012).

4.2. Plantas de estrategia | y |l




Existen dos tipos de estrategias desarrolladas por las plantas frente a la deficiencia de
hierro, las cuales pueden ser diferenciadas filogenéticamente (Marschner, 2012). Las
plantas de estrategia | y las plantas de estrategia Il (Figura 1). Las primeras estan
asociadas a las monocotiledoneas y dicotiledoneas exceptuando a las gramineas, las
cuales presentan estrategia Il. Estas estrategias son mecanismos que estan relacionados
estrechamente con la zona de crecimiento radicular, por lo tanto, luego de que el

suministro de hierro diario sea compensado, cesarian su actividad (Marschner, 2012).
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Figura 1. Mecanismos de absorcién de Fe en plantas de estrategia | (a) y plantas de
estrategia Il (b). (Marschner, 2012).

Las plantas de estrategia | poseen dos sub-estrategias, la sub-estrategia uno consiste en
un aumento de la actividad de la reductasa férrica, asociada a la membrana plasmatica de
las raices, responsable de la recuccién de Fe™ a Fe* con la ayuda de electrones de
NADPH citoplasmatico (Rombola et al., 2002). La sub-estrategia dos responde a un
aumento en la excrecion de protones por las raices, acidificando la rizosfera facilitando la
reduccién de hierro y por consiguiente su absorcion, ademas la expulsién de protones va
unida a cambios morfolégicos de las raices, como el aumento de raices laterales y pelos
radiculares (Marschner, 2012). La acidificacion de rizosfera permite la liberacion de
compuestos fendlicos como éacido cafeico en plantas de tomate (Olsen et al.,, 1981),

funcionando como agente reductor y quelante.

En cuanto a las plantas de estrategia Il, gramineas, liberan amonoacidos no proteicos

llamados fitosideroforos, que son estables con el Fe™, por tanto ante una deficiencia de



Fe, aumenta la liberacién de estos componentes, junto con la capcidad de transporte de

hierro hacia la planta, incluso en suelos con bicarbonatos (Marschner, 2012).

4.3. Efecto de bicarbonatos en el suelo sobre la planta

La presencia de bicarbonato (HCO3') en suelos calcareos es el principal responsable de la
deficiencia de hierro, causando clorosis férrica (Schinas y Rowell, 1977). Los posibles
efectos del bicarbonato sobre las plantas son diversos y algunos de sus mecanismos de

accion aun no son del todo claros.

Segun Marschner (2012), son ocho los principales mecanismos de accion del bicarbonato
que podrian afectar a la absorcién, traslocacion y metabolismo del hierro en las plantas,

los cuales se describiran a continuacion:

1) Altas concentraciones de bicarbonatos en el suelo generan un efecto amortiguador

o buffer del pH, reduciendo la cantidad de Fe inorganico soluble.

2) Los altos niveles de pH provocan un deterioro en el sistema de bomba de protones
generado por las raices en plantas de estrategia |, neutralizando la actividad del
protén liberado que acidifica el ambiente cercano a la zona de absorcion para

captar el hierro inorganico.

3) Existe una reduccién de la liberacion de los compuestos fendlicos, estos tienen

I a Fe“.

capacidad se ser antioxidantes por lo que pueden reducir moléculas de Fe
4) Inhibicion del proceso de reduccion de Fe Ill en la membrana plasmatica. El
ingreso de Fe a las raices es limitado por las altas concentraciones de
bicarbonatos, debido al efecto buffer del pH, por ello en plantas de estrategia |, la

acidificacion del rizoplano y el apoplasto es fundamental para reducir el Fe"'a Fe''y

asi ser utilizado como hierro metabdlicamente activo para la planta.

5) Las altas concentraciones de bicarbonatos aumentan la fijacion de CO, y la
sintesis de acidos organicos en las raices (Lee y Woolhause, 1969) los que son

responsables de secuestrar el Fe en las vacuolas, no obstante, este mecanismo



no es claro en qué medida los acidos organicos son responsables de encapsular el

Fe en las vacuolas.

6) El secuestro de hierro en las vacuolas inhibe el transporte de Fe hacia los brotes.

7) El transporte de Fe a las hojas en desarrollo o0 expansion se ve afectado por el
mecanismo anterior, ademas la distribucion de Fe dentro del tejido de la hoja
puede ser desuniforme (Rutland y Bukovac, 1971), pudiéndose apreciar por la

amarillez en algunas zonas de la superficie de la hoja (Nikolic, 2002).

8) Las altas concentraciones de bicarbonatos podrian afectar indirectamente a la
formacion de cloroplastos, ya que las altas concentraciones de HCOj3; en la zona
de enraizamiento inhiben el crecimiento de las raices, por tanto, la respiracion de
la raiz disminuye y por consiguiente la exportacion de soluto es impulsado via
xilema. El poco desarrollo de las raices disminuye la produccion de citoquininas
que son necesarias para la sintesis de proteinas y el desarrollo de cloroplastos
(Werner y Schmiilling, 2009).

4.4. Clorosis férrica

La clorosis férrica es un problema muy comdn en suelos calcareos, generada por la
deficiencia de hierro soluble o activo (Fe") en presencia de una alta concentracién de
bicarbonatos (Marschner, 2012; Briat et al., 2015, Lopez, 2018) o por el exceso de agua
en el suelo (Schenkeveld et al., 2008). Los sintomas mayormente reconocibles son la
amarillez intervenal de hojas jovenes y menor tamano de brotes (Tagliavini, 2000;

Baveresco et al., 2003).

Cabe destacar que la concentracion total de Fe en la hoja no tiene correlacién con la
clorosis férrica (Rémheld, 1982; Abadia, 1992; Tagliavini, 2000; Lucena, 2007; Marschner,
2012), ya que la concentracion de hierro podria ser igual o incluso mayor tanto en una
hoja clorética como en una hoja normal (Chen y Barak, 1982; Nikolic y Rémheld 2002,
Marschner, 2012), lo que seria un indicador de una inactivacion fisiolégica del hierro
(Marschner, 2012).



Existen diversas causales a la clorosis férrica. Entre ellas estan la competencia entre
micronutrientes catiénicos como Cu, Mn, Ni y Zn incluso en suelos acidos, induciendo a
clorosis férrica (Marschner, 2012). Ademas, factores del suelo como pH alcalino, exceso
de humedad, baja temperatura, HCO3; elevado, sales solubles y la pobre aireacion
reducen la solubilidad del Fe (Lindsay, 1979; Lucena, 2000; Schenkeveld et al., 2008;
Bloom et al., 2011). De las causas anteriores, la presencia de altas concentraciones de
HCO;3; y el exceso de humedad en el suelo son las causas mas frecuentes ante la

aparicion de clorosis férrica.

La clorosis férrica inducida por altas concentraciones de HCOj3 podria ser designada
como “clorosis de hierro permanente”, mientras que la clorosis férrica inducida por exceso

de humedad en el suelo se le puede llamar “clorosis de hierro eventual”.

Respecto a la clorosis férrica inducida por exceso de humedad en el suelo, se le asigna el
calificativo de eventual, debido a que suele aparecer en épocas invernarles. Al proliferar
las lluvias, se genera una condicion de anegamiento en suelos bien aireados, que aportan
el CO2 para reaccionar y formar acido carbonico (H.CO3). El acido carbonico dara origen
posteriormente al ion bicarbonato (HCOj3'), que sera el responsable de producir clorosis

férrica en especies hierro-eficientes o con estrategia |.

4.5. Situacion mundial y nacional

Segun la base de referencia para los suelos del mundo, de siglas en inglés, WRB (World
reference base), propuesto por la FAO y la UNESCO, los suelos calcareos pertenecen al
grupo calcisoles. Estan ampliamente distribuidos en el mundo, pero es dificil cuantificar
exactamente las zonas en las que se encuentra, no obstante, el area total de calcisoles
puede llegar sin problemas a mil millones de hectareas. La mayor parte de esta superficie
corresponde al area subtropical arida y semiarida de ambos hemisferios (FAO, 2008).
Algunos paises en que son frecuentes los suelos calcareos son Espafa, oeste de Estados
Unidos, sur de Africa, sur de Rusia, paises del mediterraneo y en zonas especificas de
India, Kenia y Japon (Fernandez et al., 1994), Ademas un boletin de la FAO (1973)

reporta doce paises de medio oriente que poseen cultivos en suelos calcareos.

La clorosis férrica en cultivos sobre suelos calcareos, es un problema de gran importancia
a nivel mundial. Actualmente existen datos de rendimientos asociados a clorosis férrica,

segun una comparacion de rendimientos de soya (Glycine max) en North Dakota, Estados



Unidos, de una produccion normal de 2,28 ton/ha segun USDA-NASS (2016), hubo una
disminucion de rendimiento del 32%, 740 kg/ha aproximadamente (Chatterjee et al.,
2018). Existen estudios sobre materia seca y cantidad de clorofila en girasol (Helianthus
annuus), indicando que a medida que aumentan las concentraciones de bicarbonatos en

el sustrato, el peso seco por brote y el nivel de clorofila disminuyen (Rémheld, 1982).

En Chile no existen registros especificos de las zonas o superficies inherentes a suelos
calcareos, sin embargo, segun la descripcién climatica dada por la base de suelos WRB,
podrian distribuirse desde la zona central hasta la zona norte del pais. Segun estudios de
Sierra (2006), suelos entre la lll y IV regién presentan altos pH y altas concentraciones de
Carbonatos de calcio, especificamente entre Ovalle y Copiapd. En la zona central, la
Region de Valparaiso registra estudios por deficiencia de hierro en paltos (Persea
americana) cultivados en suelos calcareos ubicados en San pedro, Pocochay (ambos
pertenecientes a la provincia de Quillota) y Cabildo comuna correspondiente a la provincia
de Petorca (Neaman, 2007, 2009). En la region metropolitana se registran en la zona
norte: Batuco, Lampa y Polpaico. Mientras que en la zona sur: Talagante y Melipilla
(Sierra, 2018).

5. Enunciado del problema

Suelos con altas concentraciones de carbonatos de calcio -suelos calcareos- pueden
interferir con la absorcion, translocacion o metabolismo del hierro en diversos cultivos de

estrategia |, causando clorosis férrica.

6. Antecedentes de la solucion
6.1. Posibles soluciones

6.1.1. Sulfato ferroso

Una de las practicas mas comunes para tratar la deficiencia de Fe en las plantas con
clorosis férrica, es el uso de fertilizantes de Fe, aplicados al suelo o al follaje. El sulfato
ferroso o sulfato de hierro Il se presenta como la Unica sal inorganica de Fe soluble, no
obstante, el uso de sales de Fe seria ineficiente, debido a las condiciones amortiguantes
de pH (Porta et al., 2003), propias de los suelos calcareos, generando una rapida

precipitacion del hierro (Lépez., et al 2018).

6.1.2. Acido sulftrrico



Las aplicaciones de acido sulfurico podrian ser efectivas para corregir la clorosis férrica en
cultivos sobre suelos calcareos. Lee (1998), determind que la mezcla de sulfato ferroso
con acido sulfurico aforado comercial corrigié la clorosis férrica en sorgo, mientras que a
dosis de 20 kg/ha-1 de sulfato ferroso con 15 L/ha-1 de &cido sulfurico industrial a
diferentes frecuencias fue el método con mejores resultados tanto a nivel de maceta como

de campo.

Si viene cierto las aplicaciones de acido tendrian implicancia a nivel de captacién de
hierro por las raices y de acidificacion del apoplasto para reduccion del hierro inactivo (Fe
III). A pesar de ello los volumenes de acido dependerian de la cantidad de bicarbonatos
presentes en el suelo, aumentando los costos significativamente (Ruiz, 2006).
Adicionalmente, no existen datos actuales sobre las posibles repercusiones en la
actividad productiva, bidtica y ambiental del suelo por el uso constante de acido sulfurico,
pudiendo ser una oportunidad de investigacion sobre las dosis y frecuencia de acido en

un mayor periodo de tiempo.

6.1.3. Cultivares resistentes

Segun un estudio de Dasgan (2003), se obtuvo una variedad de tomate resiste a suelos
calcareos, sin embargo, se sefala que no fue posible estabilizar los genes de la variedad
madre, siendo necesario mas pruebas de segregacion. La limitante de esta solucion

radica en la baja oferta de especies tolerantes, necesitando mayor en el tiempo.

6.1.4. Quelatos de hierro

Los quelatos de Fe sintéticos estan formados por agentes quelantes, derivados de acidos
poliaminocarboxilicos (acido etilendiaminotetraacético, EDTA), acidos
poliaminofenilcarboxilicos (etilendiamina-N-N'bis) como acido (2-hidroxifenil) (EDDHA)) o
N-N'bis (ohydroxyphenyl) ethylendiamine-N-N'-acido diacetilo (HBED) de afinidad media al
hierro (Nadal et al., 2009).

Dentro de los quelatos de hierro, el Fe-EDDHA es el mas utilizado en la actualidad para
corregir la clorosis férrica (Diaz et al., 2010; Ammari et al., 2011; Chatterjee et al, 2018;
Lépez et al., 2018). Sin embargo, su efectividad tiene un tiempo limitado, puesto que se
degradaria y/o se asociaria a otros micronutrientes presentes en el suelo, como el cobre,

desplazado al hierro y formando otros complejos Cu-EDDHA (Schenkeveld et al., 2012).
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Ademas, tendria riesgos ambientales debido a su movilidad a lo largo del perfil de suelo,
tanto en suelos calcareos como no calcareos, pudiendo alcanzar la capa cercana a aguas
subterraneas (Rambola et al., 2002; Abadia et al., 2004), ademas son un elemento muy
costo para la produccion (Ammari et al., 2011; Covarrubias et al., 2014; Rajaie et al.,
2017).

6.1.5. Vivianita

La vivianita es un fosfato ferroso de férmula Fe3(P0O,4),*8H,0. Se forma naturalmente en
ambientes reductores, asociado a materia organica, arcillas anegadas, suelos con turba y
sedimentos (Eynard et al., 1992; Rothe et al., 2016). Este fosfato ferroso ha demostrado
ser eficiente para suministrar Fe activo a las plantas para prevenir la clorosis férrica en
diversos cultivos frutales como en perales (Del campillo et al., 1998), olivos (Rosado et al.,
2002), kiwis (Rombola et al., 2003), vid (Diaz et al., 2010), limonero (Ammari et al., 2011),
fresa (de Santiago et al., 2013).

Segun Eynard (1992), algunas de las razones que justifican el uso de vivianita son: El alto
contenido de Fe (alrededor de un 32% y un 25% en estado de hierro ferroso o activo). Es
ligeramente soluble a pH normales, sin embargo, la absorcién del fosfato por la planta, la
adsorcion a superficies minerales y la precipitacion por parte de los cationes del suelo
favorecerian su disolucién. Parte de la vivianita de oxida formando ferrihidrita (hidroxido
de hierro), resultando ser poco cristalino y una fuente de hierro para las plantas. Su
preparacion o sintesis es simple y econdmica, pudiendo ser una alternativa a otros

métodos mas costosos o inasequibles.
7. Metodologia

71. Ubicacion del estudio

El estudio se realizara en la estacion experimental de la Pontificia Universidad Catdlica,
ubicado en el valle de Quillota, Regiéon de Valparaiso, a 130 msnm. Este valle posee un
clima templado con estacion seca prolongada, con una temperatura maxima promedio de
24°C en los meses calidos y una temperatura minima promedio de 12°C en los meses

frios.
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7.2. Material vegetal y suelo

Se obtendran plantines de tomate (Solanum lycopersicum) variedad Patron®, en
portainjeto Marxifort®, comunmente utilizado en invernaderos de la zona de Quillota. Se
trasplantara en el mes octubre a un contenedor de polietileno con 25 kg de suelo calcareo
y seran cultivados durante aproximadamente 6 meses. El suelo sera recolectado desde la
parcela San Jorge, ubicada en Pocochay, perteneciente a la comuna de La Cruz, parcela
que ha presentado en reiteradas oportunidades problemas de clorosis férrica en cultivos
como soya (Glycine max) y apio (Apium graveolens). Segun estudio realizado por CIREN
(2014,), presentan pH elevados de 7,9-8,4.

Las unidades de muestreo corresponderan a las hojas de brotes escogidos al azar por

cada planta del estudio.

Las raices seran muestreadas y evaluadas al final de cada temporada, para determinar

densidad radicular.

7.3. Diseno experimental

Duracion de proyecto 1 afo. Desde julio 2019 a junio 2020 y una temporada de cultivo por

afo de proyecto cumplido.

Se realizara un disefio experimental con contenedores completamente al azar distribuidos
en el invernadero, cinco tratamientos (incluyendo testigo) y seis replicas por cada uno.
Todos los contenedores recibiran la misma fertilizaciéon base y manejos, segun curva de

extraccion del tomate (Dumas, 2005) y manual de tomate bajo invernadero INIA (2017).

7.4. Manejo del cultivo de tomate

Tomate con habito de crecimiento indeterminado (apice caulinar que crece en forma

consecutiva), con poda a un eje central, eliminando los brotes axilares de las hojas.

Entutorado: El tomate es una planta decumbente, puesto que no soporta su propio peso.
Debido a esto, tomates de crecimiento indeterminado deben ser guiados o entutorados.
El procedimiento se fundamenta en atar un cordéon o rafia en la base del plantin, que

estara sujeto en su extremo a una porteria o alambre que soportara el peso de la planta.
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Poda de brotes laterales: Eliminacion de brotes laterales o secundarios a lo largo de la

planta, para mantener el eje principal. Este manejo se realizara periédicamente a lo largo
del cultivo, antes de que los brotes superen los 10 cm para disminuir el tamafo de la
cicatriz y evitar enfermedades. El procedimiento se realizara entre las 11:00 y 14:00 con

temperaturas entre 20-25 °C para acelerar la cicatrizacion de heridas.

Poda de brote apical: Se realizara poda de la yema apical luego de la formacion del

séptimo racimo floral, para detener el crecimiento en altura de la planta. Se mantendran 3

0 4 hojas sobre el racimo para protegerlo del golpe de sol.

Poda de hojas: Para mejorar la mejorar la entrada de luz, se podaran hojas y seran

guardadas en bolsas de polietileno y se enviaran a laboratorio para determinar peso de

materia seca. El procedimiento consta de cortar la hoja desde la base del peciolo.

Raleo de frutos: Para disminuir la sobrecarga de frutos se ralearan las flores menos

vigorosas distales del racimo floral, dejando cinco flores por racimo.

Polinizacién: La ausencia de viento y polinizadores dificultan la polinizacion. Por ello, para
asegurar el proceso de autopolinizacion, se vibraran manualmente las plantas, desde el

alambre o porteria que sostiene la planta.

7.5. Tratamientos

T1: contenedor control (sin suministro de Fe).
T2: contenedor con Fe-EDDHA a dosis de 1 g/L, aplicado s6lo al primer ciclo de cultivo.
T3: contenedor con Fe-EDDHA a dosis 1 g/L, aplicado a los dos ciclos de cultivo.

T4: contenedor con vivianita a dosis de 0,5 g * kg de suelo equivalente a 240 ml de

solucién acuosa de vivianita.

7.6. Aplicacion de hierro EDDHA
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Aplicacion 1,6 g por litro de agua de Fe-EDDHA Basafer® por contenedor pre-trasplante.
La aplicacion se realizara una vez por temporada.

7.7. Preparacion y aplicacién de vivianita

La preparacién de vivianita sera segun la metodologia de Rosado (2000).

» Se disolvera en 10,5 L de agua 262,5 g de fosfato monoamodnico mas 787,5 g de

sulfato ferroso.
* Se obtendra 525 g de vivianita en suspension.
* Por tanto, 20 ml de la solucién de vivianita, corresponderan 1g * kg de suelo.
» Se aplicara en 4 puntos al contendor alrededor de la planta.

7.8. Variables respuesta

7.8.1. Clorofila en hojas

La concentracion de clorofilas en las hojas se obtendra por medio de espectrofotometria
UV-visible. Es una técnica analitica que permite determinar la concentracién de un
compuesto en solucion. Las moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas y a su
vez la cantidad de luz absorbida depende en forma lineal de la concentracion
(Lichtenthaler y Wellburn, 1983).

Para esta medicibn es necesario un espectrofotdmetro. Posee la capacidad de
seleccionar la longitud de onda de la luz, que pasa por una solucion preparada
previamente, con la muestra y un solvente organico. Finalmente, el espectrofotdmetro
mide la cantidad de luz absorbida por la solucién, luego el valor obtenido se ingresa a una

férmula especifica para clorofila “a” y “b”.

Procedimiento:

1. Preparacion de etanol al 80%.

2. Pesar 0.05 g de hojas de tomate verde mas oscuro y 0.05 g de hojas verde mas claro.

3. Colocar las hojas en dos morteros y en cada caso adicionar 10 ml de etanol 80%
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4. Macerar hasta obtener una solucién uniforme y homogénea.

5. El extracto generado, debe pasar a un tubo de ensayo y centrifugar a 5000 rpm durante
dos minutos. Transferir el sobrenadante a una celda y leer la absorbancia a 645 y 663 nm

en el espectrofotdmetro usando etanol 80% como blanco.
6. Calcular la concentracion de clorofilas mediante las siguientes ecuaciones:

- Clorofilaa = (12,7 * AB63) — (2,69 * AB45)
- Clorofila b = (22,9 * AB45) — (4,68 * AG63)

Doénde: A645 = lectura de la absorbancia a 645 nm.

AB63 = lectura de la absorbancia a 663 nm.

7.8.2. Densidad de raices

Una forma rapida y efectiva para medir raices es por su densidad. Se puede calcular

mediante la siguiente formula (Marschner, 2012).

Largo de la raiz (centimetros)

Densidad de raices = - —
Volumen de suelo (centimetros cubicos)

Las muestras seran extraidas al final de cada ciclo de cultivo. Se medira el largo de la raiz
con una regla, mientras que el volumen de suelo se calculara segun las medidas del

contenedor.

7.8.3. Hierro activo en hoja

Para el analisis de hierro en la hoja hay que recalcar que la concentracion total de hierro
no es representativa para diagnosticar una deficiencia de hierro o clorosis férrica (Abadia
et al.,, 2004). Por ello, para determinar el hierro metabdlicamente activo en hojas, se

utilizara el método de extracciéon de hierro activo con fenantrolina 1.10 M a pH 3 muestras
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frescas, que ha demostrado ser eficiente en la determinacién de hierro activo (Fe II),
siendo el estado biodisponible para la planta (Zohlen et al., 2000; Razeto y Valdés, 2006).

Segun un estudio en palto (Persea americana) para determinar el hierro activo (Neaman y
Aguirre, 2007), la fenantrolina al 1,5% o 1.10 M, fue el mejor método de extraccién para la

determinacién del estado nutricional de hierro para hojas frescas de palto.

Procedimiento
* 1 g de hojas frescas estabilizar a pH 3 con HCI.
* Luego pasar a un matraz Erlenmeyer de 250 ml con 10 ml de fenantrolina 1.10 M.
* Remojar durante 16 horas y filtrar con papel whaltman.

* Medir extracto con espectrofotometria de absorcion atémica para determinar la

concentracion de Fe |l.

6.9. Analisis estadistico

» Se realizara un analisis de varianza (ANDEVA), para comparacion de tratamientos.

* Luego se aplicara el test de Tukey con un nivel de confianza del 95%, para

determinar si hay diferencias significativas entre tratamientos.

e El analisis estadistico se realizara Mediante el software Minitab 18®.
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9. Plan de trabajo

Las actividades del proyecto de investigacion se encuentran detalladas en la Carta Gantt
adjuntada. Estas actividades se llevaran a cabo en un periodo de 1 afio, que abarca
desde julio del 2019 hasta junio del 2020. A continuacién, se exponen las etapas

correspondientes.

Etapa 1. Loqistica de proyecto (1 de julio): Compra de materiales e insumos

* Instauracién del cultivo (1 de agosto): Se dispondran dentro del invernadero los
tratamientos ya designados. Adicion de suelo calcareo a contenedores,
fertilizacion base, aplicacion de vivianita y quelato de hierro, trasplante.

* Manejos culturales (entutorado, desbrote, poda).

* Toma de muestras y analisis Fe activo y clorofila: Se tomaran muestras de hojas a
60 dias post-trasplante, en cada ciclo de cultivo. Luego se enviaran a laboratorio
para determinar las correspondientes concentraciones de clorofila y hierro activo.

» Cosecha: La cosecha comenzara a partir de 90 dias de trasplante y terminara a
los 150 a 180 dias.

* Arranque de plantas, medicion de raices (15 de enero): Término de la produccion,
se efectuara el arranque de plantas. Se efectuara un lavado de suelo, para quitar
exceso de sales. Posteriormente se realizara un analisis de suelo para evaluar su

estado y programar un nuevo plan de fertilizacion.
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Se medira densidad de raices, con largo de raices (cm), dividido el volumen de

suelo (cm?).

* Conclusiones de la primera temporada: Evaluaciéon de la primera temporada, para

determinar puntos a mejorar para la segunda temporada.

Etapa 2. Comienzo para sequnda temporada de cultivo (28 de enero)

» Instauracién del cultivo (28 de enero).

» Aplicacion de Fe-EDDHA a tratamiento tres (28 de enero).
* Manejos culturales (Entutorado, desbrote, poda).

+ Toma de muestras y analisis Fe activo y clorofila.

+ Cosecha.

* Arranque de plantas, medicion de raices (15 de junio).

Etapa 3. Reordenamiento de datos y analisis estadistico

» Conclusiones finales del proyecto: Se analizaran los resultados obtenidos y se

articulara un informe respondiendo a los objetivos descritos por el investigador.

Carta Gantt Excel

Duracién 1 afno

Etapas | Actividades

Etapa 1 | Logistica de proyecto (1 de julio)

1.1 Instauracion del cultivo (1 de agosto)

Aplicacion de vivianita y Fe-EDDHA (1 de
1.2 agosto)

1.3 Riego y fertilizacion

1.4 Manejos culturales (entutorado, desbrote, poda)

1.5 Toma de muestras y analisis Fe activo y clorofila

1.6 Cosecha

Arranque de plantas, medicion de raices (15 de
1.7 enero)

1.8 Conclusiones de la primera temporada




Comienzo para segunda temporada de cultivo
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Etapa 2 | (28 de enero)
2.1 Instauracion del cultivo (28 de enero)
2.2 Aplicacion de Fe-EDDHA a T3 (28 de enero)
2.3 Riego y fertilizaciéon
2.4 Manejos culturales (Entutorado, desbrote, poda)
2.5 Toma de muestras y analisis Fe activo y clorofila
2.6 Cosecha

Arranque de plantas, medicién de raices (15 de

2.7 junio)

Etapa 3 | Reordenamiento de datos y analisis estadistico
3.1 Conclusiones finales del proyecto

Figura 2: Carta Gantt y cronologia de proyecto.

10. Resultados esperados

» Conocimiento del efecto de Unica aplicacion de vivianita, para disminuir la clorosis

férrica en cultivos sobre suelos calcareos.

e Publicacion de articulo cientifico.

11. Cargos y funciones

Formacion/grado Cargo en el proyecto Funciones

académico

Ph. D. en ciencias del | Director -

suelo

Guia técnica

Alumno de magister Ejecutor de proyecto -

Planificacién, puesta en marcha

y supervision

Velar por los objetivos del

proyecto




12. Presupuesto

12.1. Presupuesto total por cuenta (3$)
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Cuenta proyecto (1 aino)

Aporte empresa

Aporte PUCV

Pecuniario No pecuniario
A. | Total recursos humanos 3.000.000 3.000.000
B. | Total gastos de inversion 0 3.000.000
C.| Total gastos de operacion 1.954.650 0
D. | Total gastos de 874.350 0
Administracion
(Overhead PUCV)
Porcentaje de Aporte (%) 49 % 51 %
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TOTAL ($) 5.829.000 6.000.000
13. Anexos
A. Detalle recursos humanos

Concepto | Aport | Valor Unidad | Cantida | Mese | Costo por | Costo 1

e unitario d s/ano | ano (CLP) | afios
(CLP) (CLP)

Ph.D. en N | 250.000 | person |1 12 0 3.000.000

Ciencias a/mes

del Suelo

(Profesor

guia)

Ingeniero | P 250.000 | person |1 12 0 3.000.000

Agréonom a/mes

o}




Subtotal

6.000.000

P: Pecuniario N: No pecuniario

B. Detalle gastos de inversion
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Concepto Aporte Valor Unidad Cantidad Costo (CLP)
unitario
(CLP)
Uso de N 1.000.000 _ 1 1.000.000
invernadero
Laboratorio N 2.000.000 1 2.000.000
suelo
Subtotal 3.000.000
P: Pecuniario N: No pecuniario
C. Detalle gastos de operacion

Concepto Aporte | Valor unitario Unidad Cantidad | Costo

(CLP) (CLP)
Contenedor de mezcla 3.000 $/Contenedor | 1 3.000
Contenedores P 100 $/contenedor | 25 2.500
polietileno
Plantines tomate P 700 $/planta 50 35.000
Patron®
Saco de escombro 25 P 150 $/saco 25 3.750
kg
Muestreo suelo P 100.000 $/dia 1 100.000
calcareo
Analisis de suelo P 20.000 $/analisis 2 60.000
Analisis de hierro activo | P 20.000 $/muestra 40 800.000
Analisis de clorofila P 20.000 $/muestra 40 800.000
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Fosfato monoaménico | P 300 $/kg 1 300
Sulfato ferroso P 230 $/kg 1 230
Combustible p 30.000 $/dia 1 30.000
Basafer plus® P 15.000 $/kg 1 15.000
Urea P 1.500 $/kg 3 4.500
Super fosfato triple P 3.790 $/kg 3 11.370
Nitrato de potasio P 3.000 $/kg 3 9.000
Insecticida P 50.000 $/producto 1 50.000
Jabon potasico P 8.000 $/Litro 1 8.000
Alambre para sostener | P 5.000 $/kg 1 5.000
tutores
Rafia para guiado 2.000 $/unidad 1 2.000
Tijeras de podar 15.000 $ltijera 1 15.000
Subtotal 1.954.650
P: Pecuniario N: No pecuniario
D. Detalle gastos de administracion
Concepto Aporte Valor Unidad Cantidad Costo (CLP)
unitario
(CLP)
Overhead P - - - 874.350
PUCV
Subtotal 874.350

P: Pecuniario N: No pecuniario




