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RESUMEN

Durante los ultimos afos el aumento en la produccion de cerezas en Chile ha generado un
gran interés, dada su alta rentabilidad. Al contar con variedades de cosecha temprana para
obtener mayores retornos econémicos, estan mas expuestas a eventos climaticos adversos, tales
como heladas en primavera y lluvias estivales. La implementacién de cubiertas plasticas ha
logrado hacer frente a estos eventos, protegiendo a los frutos de la partidura (cracking), siendo
una de las tecnologias mas efectivas frente a la lluvia. Sin embargo, las cubiertas plasticas
afectan diversos pardmetros fisiologicos de los arboles y calidad y condicion de la fruta, a causa

del microclima que producen.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto que tiene el uso de cubiertas plasticas, sobre
el contenido de clorofila, flavonoides y nitrégeno, mediante un método no destructivo, que
relaciona dos indices —clorofila (Chl) y flavonoides (Flav)—, para obtener un indice nitrdgeno (NBI).

El ensayo fue realizado en el huerto Santa Carmen, Comuna de Sagrada Familia
(35°01°41.7” S; 71°26'50.6” W), Region del Maule, Chile, durante la temporada 2018/19. El
cultivar estudiado fue ‘Santina’ sobre portainjerto ‘Colt’, conducidos en el sistema Kym Green
Bush (KGB).

Los tratamientos estudiados fueron: (T,): sin cubierta protectora; (T,): con cubiertas antilluvias;
(T,): bajo macrotinel. Las evaluaciones fueron realizadas durante tres fechas a lo largo de la
temporada: 35, 49 y 125 dias después de plena flor (DDPF).

Los resultados obtenidos indicaron que el macrotinel evidencié mayor indice de Chl durante
las dos primeras fechas (23,3; 30,3 u. Dualex), mientras que, en la tltima fecha, el control tuvo el
mayor indice (35,7 u. Dualex), no mostrando diferencias con el macrotunel (34,2). En el indice
Flav, se observé que el macrotinel obtuvo un menor indice respecto a los otros dos tratamientos,
durante todas las fechas de muestreo (1,29; 1,34, 1,69), con diferencias significativas respecto a
los otros tratamientos; mientras que el control mostré los mayores indices durante toda la
temporada (1,57; 1,58; 2,0). El indice NBI (Nitrogen Balanced Index) mostré ser mayor bajo
macrotunel, con diferencias significativas frente a los otros tratamientos, durante todas las fechas
(18,4; 23,4; 20,6), en tanto los otros tratamientos mostraron un comportamiento similar en las

distintas fechas de muestreo.
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1. INTRODUCCION

Durante las dltimas dos décadas, Chile ha experimentado un aumento exponencial en la
produccién de cerezas (Prunus avium L.), ubicandose como el sexto pais productor a nivel
mundial durante el 2014 y teniendo una participacion del 4,6% durante este mismo afio (Mufioz,
2015). Este incremento se ha visto reflejado en la cantidad de hectareas (ha) plantadas durante
el 2003 que superaron levemente las 9.000 ha y en la temporada 2019/2020, superoé las 38.000
ha como superficie comercial (ODEPA, 2019). A nivel nacional la produccién se concentra
principalmente entre las Regiones del Maule y O’Higgins (CIREN, 2016). Las principales
variedades cultivadas en el pais son: ‘Lapins’, ‘Santina’ y ‘Regina’, que concentran el 71,2% de

la superficie total cultivada con cerezos en Chile (ODEPA, 2019).

Gran parte de la produccion va dirigida al lejano oriente, donde China es el principal
comprador, concentrando el 85% de las exportaciones (Mufioz, 2015). La produccion en
contraestacion y la coincidencia con el Afio Nuevo Chino son los principales factores de esta
pronunciada demanda (ProChile, 2017), que se ve expresado en el retorno que se obtiene por kg
exportado; por lo que en la temporada 2018/2019 se alcanzé un promedio de $7,35 USD/Kg
(ODEPA, 2019). Ademéas de tener las ventajas antes mencionadas como pais productor, las
cerezas tienen un gran atractivo organoléptico y multiples propiedades beneficiosas para la salud
del ser humano, siendo la mas destacada su capacidad antioxidante proveniente de polifenoles
y antocianinas que tienen la capacidad de prevenir o retardar la oxidacion de moléculas organicas
(Usenik et al., 2008).

Durante la temporada 2019/20 se obtuvo un récord productivo, exportando 228.548 toneladas
(t) de fruta fresca (iQonsulting, 2020), producto de las buenas condiciones climéaticas que se
caracterizaron por un invierno con alta concentracion de precipitaciones, una primavera con altas
temperaturas y libre de lluvias en los meses de cosecha (Gonzélez, 2018). Este ultimo factor es
un gran problema en la produccién de cerezas, ya que es responsable de la aparicion de partidura
o cracking en frutos (Yamaguchi et al., 2002). Esto ha provocado que los productores busquen
nuevas tecnologias para asegurar sus cultivos ante este suceso, siendo la implementacién de
cubiertas plasticas sobre los cultivos, una buena opcién (Abud et al., 2018). Diversos estudios
alrededor del mundo han demostrado que la implementacion de estas cubiertas genera un efecto
de microclima alrededor de los arboles (Robinson y Dominguez, 2013; Lang, 2014; Abud et al.,
2018).



Durante los ultimos afios se ha estudiado el efecto de estructuras mas sofisticadas sobre
cultivos, como lo son los macrotineles, obteniendo muy buenos resultados en ardndanos
(Vaccinium corymbosum L.), manzanos (Malus Domestica L.) y cerezos, generando mejores
condiciones de floracion, cosechas mas tempranas, y mayores rendimientos (Overbeck et al.,
2017; Schmitz-Eiberger y Blanke, 2012; Retamal, 2014). Si bien estas nuevas tecnologias son
beneficiosas para el cultivo, es necesario conocer las respuestas fisioldégicas de los arboles ante

los nuevos estimulos que estas generan.

Hoy en dia el manejo del nitrégeno es uno de los mayores problemas en la agricultura, estimar
la cantidad necesaria y cubrir las deficiencias con rapidez y eficiencia se hace imprescindible para
obtener el maximo potencial del cultivo (Samborski et al., 2009). La manera mas utilizada para
saber el contenido de nitrégeno en los cultivos es mediante andlisis foliares, que son destructivos
en cuanto al material vegetal (Munson, 1998). Sin embargo, durante los Gltimos afios la utilizacion
de métodos Opticos para la determinacion del nitrégeno foliar ha comenzado a tomar relevancia,
usando los indices de clorofila (Chl) como base vy, la reflectancia, transmitancia o fluorescencia

de la hoja como mecanismo de caracterizazacién rapida. (Tremblay et al., 2012).

Si bien es poca la investigacion sobre la nutricion en cerezos respecto al uso de cubiertas en
este, se hace preponderante estudiar el comportamiento del nitrégeno en el cultivo, bajo estas

nuevas condiciones ambientales.



La hipétesis y los objetivos de la presente investigacion son:

1.1 Hipdtesis

El uso de cubiertas plasticas generard un aumento en los indices de Clorofila, Flavonoides y

Nitrégeno en hojas de cerezo

1.2 Objetivo general

Hacer un seguimiento y evaluacién no destructiva del contenido de Clorofila, Flavonoides y
Nitrbgeno en cerezos, cultivar ‘Santina’; bajo tres condiciones de cultivo, dos de ellos con
ambiente modificado.

1.3 Objetivos especificos

l. Evaluar el efecto de las cubiertas plasticas sobre el contenido de Clorofila en las hojas,
mediante un método no destructivo.

Il. Evaluar el efecto de las cubiertas plasticas sobre el contenido de Flavonoides en hojas,
mediante un método no destructivo.

Il. Evaluar el efecto de las cubiertas plasticas sobre el contenido de Nitrégeno en las hojas,
mediante un método no destructivo.

V. Evaluar el efecto de las cubiertas plasticas sobre el contenido de Nitrégeno acumulado en
hojas, mediante una determinacién bioquimica.

V. Comparar un método 6Optico y analitico con métodos quimicos para la determinacion de

clorofila y nitrdgeno en hojas de cerezo



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Condiciones edafocliméticas para la produccién de cerezas

El cerezo es uno de los cultivos con mayor adaptabilidad a diferentes condiciones
edafoclimaticas de la zona templada. Si bien es una especie delicada en cuanto a requerimientos
de clima, es uno de los frutales que tiene mayor exigencia de frio durante su vernalizacién, estas
van de las 400 a las 1500 horas frio (umbral: <T+-c) dependiendo de la variedad (Tersoglio, 2006).
Pese a que es una especie con tolerancia media a las heladas durante primavera, las
temperaturas menores a 0 °C provocan dafios irreversibles en el periodo de mayor sensibilidad
que corresponde a fruto recién cuajado (INIA, 2005). Su temperatura minima de crecimiento se
encuentra alrededor de los 7 °C, logrando un 6ptimo desarrollo entre los 18 y 24 °C y necesitando
entre 400 y 700 grados dias (temperatura entre yema hinchada y cosecha) (CIREN, 2017). Es
asi como el cerezo prefiere inviernos largos y frios, veranos cortos y calurosos y primaveras

templadas libres de lluvias y helada (Gonzales, 2018).

En cuanto a las condiciones de suelo, es necesario tener mas de 80 cm de profundidad efectiva
y un buen drenaje que permita una buena aireacion del sistema radicular (Labra et al., 2005). El
cultivo se desarrolla de buena manera en suelos alcalinos con leve tendencia a pH mas acidos y

de tipo franca con texturas medias (CIREN, 2017).

2.2 Importancia econ6mica y situacion actual de Chile

2.2.1 Antecedentes de la produccion y exportacion.

Chile se encuentra en la sexta posicion como pais productor de cerezas en el mundo, con una
participacion del 4,6% de la produccion mundial, siendo el Unico de los principales productores
gue produce en contra estacién, esto permite que alcance un mejor precio medio en las
exportaciones llegando en 2015 a $7,75 USD/kg (Mufioz, 2015). En la actualidad, Chile tiene una

participacion de 94% en volumen exportado desde el hemisferio sur (iQonsulting, 2020).

Durante la temporada 2018/19 se exportaron 184.873 toneladas (t) de cerezas (Tabla 1) con
una participacion del 6,5% del volumen total de exportaciones de frutas frescas chilenas. Esta

cantidad exportada equivale a 1.122 millones de délares como valor FOB. EIl principal pais
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importador es China, quien acapara el 84,89% de las exportaciones chilenas, equivalente a $953
millones de délares como valor FOB (CIREN, 2016).

Tabla 1. Valores de exportacion de las principales variedades frutales chilenos durante el 2018/2019.

Varledad Toneladas Valor FOB
Exportadas (Mill. USD)
Cereza 184.873 1.123
Uva 725.406 1.225
Manzana 775.663 776
Arandano 113.944 641
Palta 132.525 324
Mandarina 170.161 214
Pera 128.577 129

Fuente: Elaboracién propia con datos de ODEPA (2019), ordenadas de mayor a menor valor FOB.

2.2.2. Principales variedades de cerezas y superficie en Chile.

La produccién de cerezas en Chile se concentra principalmente entre las Regiones de
O’Higgins y el Maule con una superficie de 15.430 y 14.502 hectareas (ha) respectivamente, y
corresponde al 81,75% del total de superficie cultivada con cerezos en el pais (ODEPA, 2019).
Durante varios afos las variedades tradicionales como ‘Bing’, dominaron gran parte de la
superficie cultivada, sin embargo, estos Ultimos afios se ha experimentado un cambio de
variedades a lo largo del pais, de la mano con el aumento de la superficie y la mayor diversidad
de condiciones edafoclimaticas (Ellena, 2012). Es asi como las variedades ‘Lapins’, ‘Santina’ y
‘Regina’ (Tabla 2) son las que abarcan la mayor cantidad de superficie acumulando el 71,2% de
la superficie total de cerezos (ODEPA, 2019).



Tabla 2. Principales variedades de cereza cultivadas en Chile con su superficie y época de cosecha.

Variedades  Superficie (ha) Epocade cosecha

Lapins 10.781 Media
Santina 7.743 Temprana
Regina 5.891 Tardia
Bing 3.990 Media
Sweet heart 2.352 Tardia
Kordia 1.271 Tardia
Skeena 1.149 Media
Royal down 668 Temprana
Reinier 466 Media
Brooks 364 Temprana

Fuente: Elaboracién propia con datos de ODEPA y el Centro de Pomaceas de la Universidad de Talca, la
época de cosecha se establece desde la semana 46 hasta la semana 4 del siguiente afio dividiendo el total
en tres épocas; temprano (de la semana 46 a la 48), medio (de la semana 49 a la 52) y tardio (de la semana
lala4).

La diversidad de variedades que Chile ofrece al mercado es una respuesta a la alta demanda
existente en el Asia oriental y la variabilidad en el periodo de mayor demanda, dado por el Afio
Nuevo Chino (RedAgricola, 2019).

2.3 Uso de cubiertas plasticas

2.3.1. Antecedentes generales sobre el uso de cubiertas plasticas.

El uso de cubiertas plasticas sobre cultivos durante los ultimos afios ha aumentado, debido a
la necesidad de proteger las producciones frente a lluvias o heladas durante los periodos de
mayor sensibilidad de la fruta (Abud et al., 2018). La implementacion de estas nuevas tecnologias
comenzd entre el afio 2005 y 2006 sobre uva de mesa (Vitis vinifera L.), para luego diversificarse
sobre otros cultivos (INIA, 2016). Lang (2014) describe que las cubiertas parten desde estructuras
simples, hechas a partir de postes y alambre para la implementacion de redes temporales,
pasando por cubiertas tipo carpa, hechas a partir de polietileno de alta densidad (HDPE, por sus
siglas en inglés), destinadas a proteger el cultivo de la lluvia; hasta estructuras méas sofisticadas

como los macrotuneles, construidos a partir de una estructura de aluminio y cubiertas con HDPE,
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asi mismo, se estima que los costos de cada estructura dependera del tipo de material y su
calidad, variando entre 22.000 USD/ha y 70.000 USD/ha, respectivamente.

2.3.2. Partidura o cracking.

Las lluvias durante el periodo de cosecha registran grandes pérdidas econémicas afio tras
ano, debido al dafio que provocan en las cerezas. Durante la temporada 2014/15 se registraron
pérdidas entre el 10 y 40% por lluvias (Tapia et al., 2018).

Hoy en dia existen muy pocos cultivares tolerantes a la partidura, siendo ‘Regina’ la variedad
con mayor resistencia, mientras que ‘Kordia’ y ‘Lapins’ tienen una tolerancia media (Balbontin et
al., 2013). Por su parte, Chistensen (1972) describe tres tipos de grietas o partidura en la fruta: I)
grieta lateral; 1) grieta en el extremo del tallo y; 111) grieta en el extremo superior de la fruta. Aunque
aun no se comprende en su totalidad el mecanismo causante de este suceso, aparentemente
podria deberse a una rapida y excesiva absorcién de agua por parte de la fruta, ya sea por
absorcion directa (agua libre en la cuticula de la fruta), o como una absorcién a través del sistema

vascular (exceso de agua captada por las raices) (Kertesz y Nebel, 1935).

El uso de cubiertas plésticas sobre el cultivo es uno de los recursos utilizados para evitar
grandes pérdidas por cracking, si bien estas tecnologias sirven en la prevencion, no soluciona

totalmente el problema (Lang, 2014), ya que solo evitan el agua libre en la cuticula.

2.3.3. Efectos de las cubiertas plasticas sobre cerezos.

Robinson y Dominguez (2013) analizaron la influencia del macrotinel sobre el cultivo del
cerezo y observaron que esta tecnologia ofrece un buen control de la partidura y produce mayores
rendimientos. Mismos resultados obtenidos por Borve et al., (2003) en cubiertas a dos aguas.
Lang (2014), sefala que el efecto del macrotinel provoca una mayor acumulacion de dias grados
(GDD), reduce la velocidad del viento, asi como también se reduce en un 25% la incidencia de
luz directa, ademas sefiala que es una buena herramienta para proteger el cultivo frente a heladas

durante periodos criticos en primavera.
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Sin embargo, también existe evidencia de que las cubiertas plasticas tienen efectos negativos
en la condicién de fruta, aumentando su tamafio, pero disminuyendo la firmeza, ademas sefiala
que estas cubiertas alteraron por completo la fenologia del cultivo, adelantando la floracién y

maduracion durante la primavera (Wallber y Sagredo, 2014).

2.4 El nitréogeno

2.4.1. Nitrégeno en arboles frutales.

Para obtener un correcto desarrollo y una Optima produccién, se requiere mantener una
nutricién equilibrada, en donde el suministro de nutrientes sea acorde a la hecesidad que el cultivo
exige durante sus distintos estados fenoldgicos (Ellena, 2012). El nitrégeno (N) es un elemento
primordial para las plantas, especialmente en arboles frutales (Rezeto, 1999) ya que cumple
diversas funciones, entre las que se destaca, la renovacién de estructuras vegetales, su influencia
en el desarrollo de brotes y raices, el efecto que tiene en la induccion floral y la produccion de
fruta, ademas de participar en diversos procesos metabdlicos y ser parte estructural de las
proteinas (Ellena, 2012). Este elemento tiene una estrecha relacion con la clorofila, ya que la
estructura quimica de ésta incluye un grupo tetrapirrol con un atomo de magnesio en el centro
(Alvarez et al., 2012). El exceso de N produce un retraso en la lignificacion de brotes (dejandolo
expuesto a ser atacado por diversos patdgenos), retrasa la maduracion de fruta, que
posteriormente se refleja en un deterioro mas rapido durante el almacenamiento (Ellena, 2012).
Por otra parte, el déficit de nitrdgeno se podria traducir en menores rendimientos y menor vigor

en los arboles dejandolos expuestos ante ataques fitopatégenos (San Martino, 2010).

2.4.2. Dinamica del nitrégeno.

A principios de primavera, con el comienzo del desarrollo vegetativo, los arboles de cerezo
consumen principalmente nitrdgeno procedente de las estructuras de almacenaje, como raices,
tronco, ramas y brotes; que fueron almacenados durante la temporada anterior. Estas reservas
se movilizan en forma aminoacidica hacia las yemas (Ellena, 2012), posterior a esto y ya
avanzada la primavera, comienza la absorcion de nitrdgeno desde el suelo, coincidiendo la
maxima absorcién con el maximo crecimiento vegetativo mientras que en otofio disminuye dando

paso a la senescencia foliar (Jordan et al., 1998). Durante la senescencia, las proteinas presentes
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en las hojas se degradan convirtiéndose en compuestos nitrogenados de bajo peso molecular

que seran realojados en las estructuras de reservas durante el receso invernal (Millard, 1993).

2.5 Métodos destructivos para la determinaciéon de nitrégeno

Las hojas son el 6rgano que mejor representa el estado nutricional del arbol, es por ello por lo
que gran parte de los métodos para la determinacion de nitrégeno se realizan a partir de analisis
foliares.

2.5.1. Métodos bioguimicos

En la actualidad basicamente son dos los métodos que se utilizan para la determinacion del
nitrégeno en tejidos vegetales. El primero corresponde a la metodologia de Kjeldahl, que consiste
en una digestion acida que convierte el material organico en sulfato de amonio. Para determinar
el porcentaje de nitrogeno se le aplica hidréxido de sodio, convirtiendo la muestra en amoniaco,
que luego sera destilado y titulado (Brener, 1960).

El segundo es el método de combustion de Dumas y consiste en introducir la muestra en una
camara térmica; en una primera etapa se usa al oxigeno como gas portador que calcina la
muestra; posteriormente, el nitrégeno sera medido en los gases de combustion. Esta medicién
puede ser a través de un mandémetro mediante la absorcion del diéxido de carbono en una
solucidn alcalina o a través de productividad térmica con métodos automatizados (Muller, 2017;
Morén et al., 1997).

Morén et al., (1997) sefala que existe una alta correlacidon entre ambos métodos, siendo el

método de combustion de Dumas quien arroja valores levemente mas altos.

2.5.2. Métodos Opticos no destructivos

A causa del alto costo y del tiempo que conlleva la determinacion de nitrégeno foliar de forma
tradicional mediante los métodos quimicos, en la actualidad se estudian/utilizan instrumentos
portatiles que realizan una medicion de forma rapida y sin destruir el material vegetal analizado

(Cerovic et al., 2002; Cevovic et al., 2012; Overbeck et al., 2017). Es asi, como los métodos
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Opticos que usan la clorofila (Chl) como base de su mecanismo de determinacién, siguen siendo
tema de investigacion. Hoy en dia uno de los instrumentos mas utilizado es el equipo Minolta
SPAD-502, este instrumento estima de manera indirecta el contenido de nitrégeno usando la
porcion de luz reflejada por la clorofila y traduciéndose en unidades SPAD (Mendoza el al., 1998).
Turner y Jund (1991) sefalan que las unidades SPAD tiene un valor proporcional al contenido de
nitrégeno en plantas de arroz, sin embargo, se ha visto que el instrumento en cultivos perennes
presenta problemas ya que muestra equivalencias no lineales, que pueden ser relacionadas a la
morfologia y la masa por area de las hojas (LMA, por sus siglas en inglés) (Cevovic et al., 2012).
Cartelat et al. (2005) propone el uso de un indice de nitrdgeno (NBI), que es la ratio de la Chl en
relacion con el contenido epidérmico de flavonoides (Flav) de la hoja, sefialando que este seria
mas sensible al estado fenoldgico del cultivo. El instrumento Dualex 4 Scientific (Dx4) usa la
actividad fluorescente de la clorofila para medir los flavonoides (Flav) a una longitud de onda de
375 nandémetros (nm), para obtener la relacién (Chl/Flav) que permiten calcular el indice NBI.
Ademas, el instrumento calcula el indice de clorofila (Chl) usando la transmitancia de esta,
cuantificandola en una longitud de onda muy cercana al rojo lejano (700 nm)
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion y antecedentes de la zona

El ensayo se realizé en el Huerto Santa Carmen, perteneciente a la empresa Inés Escobar
S.A., en la comuna de Sagrada Familia, Region del Maule (35°01'41.7” S; 71°26'50.6” W).

El sector cuenta con una precipitacion anual de 355 mm durante el afio 2018, que se
concentran entre los meses de abril y noviembre del mismo afio. El suelo tiene una textura
superficial franco limoso seguida por una franca arcillo limosa en las estratas inferiores. Para el
ensayo se utilizaron arboles de cerezo ‘Santina’ injertado sobre un patrén ‘Colt’ y conducido en
Kym Green Bush (KGB); establecidos el afio 2012, bajo un marco de plantacién de 4 x 2,2 metros,
teniendo un total de 1.136 plantas por ha, con una orientacion de las hileras: este-oeste. Los
arboles se encuentran en tres condiciones: 1) sin cubierta protectora (To); Il) bajo cubierta

antilluvias (T1) y; Ill) bajo macrottnel (T,).

3.2 Material y dimensiones de las cubiertas

El sistema de cubiertas antilluvias tienen como estructura base, postes de madera ubicados
de forma vertical, unidos por alambres que siguen la orientacién de la hilera. El material que cubre
esta estructura corresponde a polietileno de alta densidad (HDPE): tipo rafia; con un espesor de
250 um. Las dimensiones son: 4 m de altura (sector mas cercano a los postes) por un ancho
aproximado de 4 m. La estructura cuenta con un sistema de pliegue y repliegue manual para

facilitar el manejo de cubiertas durante la temporada.

Por su parte el sistema de macrotlnel, consta de una estructura base formada con postes de
aluminio con un techo en forma de arco. Esta cubierto, al igual que el sistema a dos aguas, por
tejido HDPE, pero como polimero continuo, con un espesor de 150 um. Los extremos laterales
también estan cubiertos con HDPE. Las dimensiones son: 4,5 m de altura, 8 metros de ancho y

13 metros de profundidad, pudiendo unirse en serie para cubrir mayor superficie.
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3.3 Disefio experimental y muestreo

3.3.1 Evaluacién y seguimiento de clorofilas, flavonoides y nitrébgeno mediante métodos no

destructivos.

El ensayo conté con tres tratamientos (Cuadro 3.1), considerando una superficie de 0,5 ha
cada uno, plantada con cerezos cv. ‘Santina’ sobre portainjerto ‘Colt’. Se establecieron tres fechas
de muestreo, que representan los estados fenoldgicos de: fruto cuajado, cosecha y postcosecha
(Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1 Fecha de muestreo y dias después de plena flor (DDPF) de cada tratamiento y
condicién de las hojas obtenidas en arboles cv. ‘Santina’ injertados sobre ‘Colt’.

Fecha DDPF Tratamiento Condicién Cultivar
To Aire libre
25.0ct.18 35 T1 Cubierta a dos aguas
T Tunel
To Aire libre ‘ L
08.nov.18 49 T Cubierta a dos aguas Santina’ / ‘Colt
T Tanel
To Aire libre
23.ene.19 125 T1 Cubierta a dos aguas
T Tanel

Fuente: Elaboracion propia. Se tomd como fecha de plena flor el dia 20 de septiembre el 2018.

Para cada fecha de medicion se seleccionaron 10 arboles con similar vigor y nimero de ramas,
de los cuales se escogieron tres hojas desarrolladas y sanas, desde 1,5 m de altura y expuestas
al sol, obteniéndose asi 3 mediciones por arbol, con un total de 30 mediciones por tratamiento.
Cada medicién fue realizada con el equipo Dualex4, obteniéndose un valor para clorofila (Chl),
flavonoides (Flav) y balance de nitrégeno (NBI) para cada medicion. El promedio de cada arbol
(3 mediciones) fue tomado como una repeticién. Todas las mediciones fueron realizadas en el

huerto.
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3.3.2 Evaluacion del contenido de nitrogeno foliar: 125 dias después de plena flor (DDPF).

En el cuarto muestreo (125 DDPF) y tras realizar la ultima medicién con el equipo Dualex4 en
terreno, se extrajeron de los arboles el mismo grupo de hojas medidas, para estimar el porcentaje
de nitrogeno foliar mediante los métodos bioquimicos de Kjeldahl y Dumas, con la finalidad de
establecer relaciones en la cantidad de nitrdgeno acumulado hasta esa fecha en los distintos

tratamientos.

3.3.3 Comparacion entre los métodos bioguimicos y quimicos contra un método 6ptico para la
cuantificacion de clorofilas y nitrégeno en hojas de cerezo.

Para comparar el método 6ptico con el método bioquimico de cuantificacién de clorofila y los
métodos quimicos para cuantificar el nitrdgeno; se realiz6 una separacién por medio de una
escala de color a un grupo de hojas extraidas desde el tratamiento sin cubierta protectora (To) el
dia 23 de enero del 2019 que corresponde a los 125 DDPP. La escala consistio en 4 niveles,
caracterizados por color y tonalidad de las hojas (Cuadro 3.2). Cada nivel de la escala incluy6 4
hojas homogéneas (tonalidad y tamafio); al momento de ser analizadas estadisticamente, cada

nivel se evalu6 como un tratamiento y cada hoja como una repeticién.

En una primera instancia las hojas fueron analizadas con el equipo Minolta SPAD-502,
estableciendo rangos en unidades SPAD para cada nivel de la escala de color (Cuadro 3.2) y asi
evitar el error visual. A cada hoja se le realizaron dos mediciones y su promedio fue utilizado para
establecer cada rango. Luego las muestras se analizaron con el equipo Dualex4 y posterior a
esto se realizaron las cuantificaciones bioquimicas y quimicas de clorofilas y nitrégeno,

respectivamente.

Cuadro 3.2 Caracterizacion visual de cada nivel de la escala y su respectivo rango en unidades SPAD.

Caracterizacion visual Rango
(tonalidad) (unidades SPAD)
Amarrillo 0-3
Amarillo/ Verde 6-14
Verde / Amarrillo 20 -34
Verde 39-43
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3.3.3.1 Cuantificacion con método 6ptico (no destructivo)

A cada hoja se le realizaron 2 mediciones con el equipo Dualex4, estableciéndose un indice
de clorofila (Chl) y nitrégeno (NBI); el promedio de éstas fue tomado como una repeticién dentro

de cada nivel.

3.3.1.2 Cuantificacion bioquimica y quimica de clorofila y nitrégeno.

i. Clorofilas

La concentracion de este pigmento fue determinado a través del método propuesto por
Lichtenhaler (1987), basado en la extraccién de compuestos liposolubles en un solvente orgéanico.

Se obtuvo un disco de hoja (~0,04g), desde la zona media de ésta, por medio de un
sacabocados n° 7; luego la muestra fue troceada con un bisturi y puesta en un tubo Eppendorfy
se adicionaron 500 pL de acetona al 80%, dejandolo macerar por 24 h a 4 °C. Transcurrido este
tiempo el extracto fue lavado con 500 pL de acetona al 80% nuevamente. Posterior a ello, la
muestra fue ultrasonicada durante 3 min, para finalmente medir la absorbancia con un

espectrofotébmetro a 470 nm (clorofila a) y 647 nm (clorofila b).

ii. Nitrogeno

El material vegetal que quedo luego de la cuantificacion de clorofila fue analizado mediante el
método Kjeldahl, que consiste en una digestion acida que convirtié el tejido organico en sulfato
de amonio; luego de esto se aplicé hidroxido de sodio convirtiendo la muestra en amoniaco para
finalmente ser destilada y titulada expresando el contenido de nitrdgeno de manera porcentual
(%). Adicionalmente se utilizé el método de Dumas, donde el material fue introducido en una
camara térmica (mufla) para ser calcinada, donde el diéxido de carbono producido por la

combustion fue eliminado para luego estimar la cantidad de nitrdgeno de forma porcentual (%).
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3.4 Analisis estadistico

3.4.1 Evaluacion de clorofilas, flavonoides y nitrgeno mediante métodos no destructivos.

Cada fecha de muestreo fue analizada de forma individual, al igual que cada indice. Para cada
indice se consider6 un disefio completamente al azar (DCA), donde cada tratamiento tenia 10
repeticiones (arboles) con una unidad muestral de 3 hojas por repeticién (el promedio de las 3

hojas fue considerado como una repeticién).

Los datos del ensayo fueron analizados con el programa Stargraphics versién 18-x64,
utilizando un andlisis de varianzas simple (ANDEVA) y una separacion de medias con la prueba

LSD al 95% de exigencia, considerando diferencias estadisticas con un valor p< 0,05

3.4.2 Comparacién entre métodos para la cuantificacién de clorofilas y nitrégeno en hojas.

Para evaluar la metodologia Optica se considerd un disefio completamente al azar (DCA),
donde cada nivel de la escala fue considerado como un tratamiento, y cada hoja por nivel como
una repeticibn con una unidad muestral de 2 mediciones por hoja (el promedio de las 2

mediciones fue considerado como una repeticion).

Para evaluar la cuantificacion de clorofilas se consideré un disefio completamente al azar
(DCA), donde cada nivel de la esca fue considerado como un tratamiento y cada hoja como una

repeticion, solo se realizé una medicién por hoja.

Los datos, tanto de la metodologia Optica como de la cuantificacion de clorofila, fueron
analizados con el programa Stargraphics version 18-x64, utilizando un analisis de varianzas
simple (ANDEVA) y una separacion de medias con la prueba LSD al 95% de exigencia,

considerando diferencias estadisticas con un valor p< 0,05
Para evaluar el contenido de nitrégeno, solo se obtuvo un valor a través de cada método

bioquimico (Kjeldahl y Dumas) para cada nivel de la escala de color, el cual se compar6 de forma

porcentual y grafica con el indice NBI.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacion no destructiva de los indices de clorofila (Chl), flavonoides (Flav) y

nitrégeno (NBI)

4.1.1 indice de clorofila (Chl)

Durante las dos primeras mediciones (35 y 49 DDPF), el tratamiento control (To) y el
tratamiento de cubierta antilluvias (T,), no muestran diferencias significativas. Sin embargo, el
tratamiento bajo macrotunel (T;), si tuvo una diferencia del 15% en el primer muestreo. En el
segundo muestreo el macrotunel se diferencié con un 22% con respecto al tratamiento control y

un 16% con respecto al tratamiento bajo cubierta antilluvias (Cuadro 4.1).

Overbeck et al., (2017) estudié la disponibilidad de luz hasta cosecha en tres cultivares de
cerezas bajo cubierta (‘Samba sumste’ ‘Bellise’ y ‘Rita’), usando métodos no destructivos
(Dualex). El estudio muestra que los tres cultivares bajo cubierta indican un mayor indice de
clorofila respecto a los mismos cultivares sin cubierta y un incremento de ésta durante el
desarrollo y crecimiento del cultivo hasta cosecha. Cerovic et al., (2012) encontraron resultados

similares en hojas de trigo.

En este ensayo el tratamiento bajo macrotinel tuvo problemas durante el periodo de
polinizacion con los vectores entomdéfilos, viéndose reflejado en un bajo rendimiento (700 kg/ha)
en comparacion a los otros dos tratamientos (7000 kg/ha sin cubierta protectora y 5700 kg/ha
bajo cubiertas antilluvias). Esta baja carga frutal y el rol que tiene la fruta como el mayor captador
de asimilados (Tersoglio et al., 2004), hace que érganos que ven inhibido su crecimiento durante
el periodo de crecimiento de fruta, sean los principales captadores de asimilado (Bonomelli et al.,
2011), translocando el nitrégeno a la produccién de biomasa La alta relaciéon que existe entre el
nitrégeno y la clorofila (Cevorvic et al., 2012; Turner y Jund 1991) sumado a lo antes mencionado
serian la explicacion de la diferencia que tiene el tratamiento bajo macrottnel respecto a los otros

dos tratamientos durante la temporada.

La ultima medicion se realizé en postcosecha a los 125 DDPF y se observa que el tratamiento

bajo cubiertas antilluvias, tiene un menor indice Chl (9%) respecto al tratamiento sin cubierta,
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pero siendo este el doble que en la medicion realizada a 30 DDPF, siendo un claro indicador de

que las cubiertas no tienen un gran impacto sobre el indice Chl en las hojas.

Cuadro 4.1 indice Chl en los tres tratamientos durante las distintas fechas de medicion.
35 DDPF 49 DDPF 125DDPF
(25.0ct. 18) (08.nov.18) (23.ene.l19)

Tratamiento

To 179 a 23,7 a 35,7b

T1 178 a 25,6 a 32,6 a

T2 23,3b 30,3 b 34,2b
Significancia * * i

Valor P 0,0000 0,0006 0,0040

Fuente: Elaboracion propia, Promedios en las columnas, seguida por su respectiva letra, test LSD valor (p < 0,05. n.s
= no significativo); * = significativo (p < 0,05); ** = altamente significativo valor (p < 0,01).

4.1.2. indice de flavonoides (Flav)

Durante las primeras dos mediciones no se observan diferencias significativas entre el
tratamiento control y el tratamiento de cubiertas antilluvias, sin embargo, el tratamiento
macrotunel es quien muestra una diferencia significativa respecto a los otros dos tratamientos,
mostrando durante todas las fechas de muestreo un menor indice (Cuadro 4.2), debiéndose
posiblemente al material que compone la cubierta y como éste filtra la luz (Sanchez, 2019).

En relacion con la ultima medicion, es posible apreciar que el tratamiento control muestra una
diferencia significativa respecto a los otros tratamientos, mientras que T, y T, no muestran

diferencias entre si. (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2 indice Flav para los tres tratamientos durante las distintas fechas de medicion.
35 DDPF 49 DDPF 125DDPF
(25.0ct. 18) (08.nov.18) (23.ene.19)

Tratamientos

To 157a 1,58 a 2,00 a

T1 1,56 a 1,56 a 1,80b

T2 1,29b 1,34b 1,69b
Significancia * * *x

Valor P 0,0052 0,0488 0,0000

Fuente: Elaboracion propia, Promedios en las columnas, seguida por su respectiva letra, test LSD valor (p < 0,05). n.s
= no significativo; * = significativo (p £ 0,05); ** = altamente significativo valor (p < 0,01).
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Overbeck et al., (2017) sefalo que todos los cultivares estudiados sin cubierta protectora

(control) obtuvieron un mayor indice Flav, en relacién a los mismos cultivares bajo una cubierta
plastica. También sefiala que el aumento en la biosintesis de flavonoides ha sido observado en
condiciones de alta luminosidad y es un reflejo del importante rol que cumplen estos compuestos
como elementos fotoprotectores.
Carrasco-Rios (2009) estudiando el efecto de la radiacion UV-B en hojas, sefiala que la radiacion
UV-B influye en la sintesis de metabolitos secundarios como fenoles y flavonoides, siendo una
medida de proteccién que toman las plantas ante esta radiacion, estudiado tambienen frutos por
Li (1993).

Segun Sanchez (2019), durante este mismo ensayo demostrd que la radiacion UV-B a 1,5 m de
altura seria mucho menor bajo macrotinel (2%) y bajo cubiertas antilluvias (51%) con respecto a
los cerezos con manejo al aire libre (100%), debido al material utilizado en los tejidos plasticos
para aumentar su vida util (Sanchez, 2019).

4.1.3. indice de nitrégeno (NBI)

Durante las tres mediciones realizadas en la temporada se observa que no existen diferencias
significativas entre el tratamiento control y el tratamiento bajo cubiertas antilluvias. Sin embargo,
los cerezos bajo macrotunel, siempre tuvieron un mayor indice NBI (Cuadro 4.3), debido a la
menor carga frutal dada por las condiciones mencionadas anteriormente durante el periodo de
polinizacion. Tersoglio et al., (2004), afirma que la fruta tiene la mayor fuerza para acumular
fotoasimiados en relacion a las diferentes estructuras del arbol, es por ello que arboles con alta
carga frutal poseen menor expansion foliar con poco aumento en el area de seccién transversal.
Al existir una menor carga frutal la relacion fuente/sumidero cambiaria, dejando gran parte de los

asimilados a la generacién de biomasa.

Overbeck et al., (2017) observd el mismo comportamiento, siendo los tratamientos bajo
cubierta plastica los que muestran un mayor indice respecto a los tratamientos sin cubierta. Uno
de los mecanismos mas usados por las plantas para la absorcién de nutrientes es el flujo de
masas, el nitrdgeno es uno de los macroelementos que es absorbido principalmente por este
mecanismo (Marschner, 2012). El motor del flujo de masas es la transpiracién que hace circular

agua, sales y minerales, via xilemética en los arboles (Acevedo, 2005).
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Diaz et al., (2019) no encontraron diferencias significativas en la transpiracion de cerezos bajo
cubiertas plasticas y los tratamientos control (sin cubierta). Por otro lado, Retamal (2014) indico
que la conductancia estomatica (gs) en arandanos bajo macrotinel, seria un 99% superior que
sin cubierta protectora en dias soleados (gstanei= 258 mmol/m2 s; gSaire ibre = 130mmol/m2 s) y un
42% en dias parcialmente nublados ( gstanel =255 mmol/m2 s; gSaire liore 180 mmol/mz s). Una mayor
conductancia estomatica seria el reflejo de un mayor intercambio de gases en las hojas

(asimilacion de CO- y transpiracion).

Cuadro 4.3 indice NBI para los tres tratamientos en las diferentes fechas de medicion.
35 DDPF 49 DDPF 125DDPF
(25. oct. 18) (08.nov.18) (23.ene.l19)

Tratamientos

To 116 a 153 a 18,0 a

T1 119a 16,7 a 18,4 a

T2 18,4 b 234Db 20,6 b
Significancia *x * *

Valor P 0,0001 0,0005 0,0007

Fuente: Elaboracidn propia, Promedios en las columnas, seguida por su respectiva letra, test LSD valor p £ 0,05. n.s
= no significativo; * = significativo (p < 0,05); ** = altamente significativo (valor p < 0,01).

4.2 Evaluacion del contenido de nitrégeno foliar por los métodos Kjeldahl y Dumas

De acuerdo con los métodos quimicos de determinacion de nitrégeno foliar (Kjeldahl y Dumas)
alos 125 DDPP, se observo que el tratamiento control, acumula un mayor porcentaje de N (2,33%
Dumas y 2,15% Kjeldahl), seguido por el tratamiento bajo macrotunel (2,24% Dumas y 2,07%
Kjeldahl) (Cuadro 4.4), existiendo una leve diferencia entre los tratamientos, esto indica que el
efecto de las cubiertas no tiene un gran impacto en la acumulacion de N en el cultivo ya que solo

disminuyo un 4% en cerezos bajo macrotunel y un 7% en cerezos bajo cubiertas antilluvias.

Cuadro 4.4 Comparacion de las distintas metodologias para determinar nitrégeno foliar.

Tratamientos Método Dumas Método Kjeldahl

To 2,33% 2,15%
Ta 2,18% 2,02%
T2 2,24% 2,07%

Fuente: Elaboracion propia; ambas metodologias usan muestras obtenidas 125 DDPF.
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4.3 Comparacion entre métodos quimico y éptico para la cuantificacién de clorofilas y

nitrégeno

4.3.1 cuantificacion de clorofilas

De acuerdo con los resultados se puede apreciar que el instrumento Dualex4 a través del
indice Chl logra identificar diferencias significativas entre los distintos niveles en los que se
agruparon las hojas. EI método quimico de cuantificacion de clorofila logra identificar las mismas
diferencias estadisticas que el método Optico. No estableciendo diferencias significativas
entre el primer y segundo nivel (Cuadro 4.6), pero si encontrando diferencias significativas entre

el tercer y cuarto nivel (Cuadro 4.6)

4.3.2 cuantificacién de nitrégeno

Los resultados muestran que indice NBI no encuentra diferencias significativas entre el primer
y segundo nivel de la escala, de igual forma no encuentra diferencias significativas entre el tercer
y cuarto nivel, estableciendo dos grupos estadisticamente iguales (Cuadro 4.6). Por otro lado, la
determinacion quimica establece diferencias porcentuales entre los cuatro niveles (Cuadro 4.6),
teniendo una diferencia de un 58% entre el primer y cuarto nivel (método de Kjeldahl y Dumas),
resultado distinto al que se observa en el indice NBI que establece una diferencia de un 85%
entre el primer y cuarto nivel. Si bien el indice NBI establece diferencias estadisticas entre el
segundo nivel y el tercero, esta diferencia es de un 69% mientras que los métodos bioquimicos

establecen una diferencia de un 45% (método de Kjeldahl y Dumas) entre ambos niveles.
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Cuadro 4.6 comparacion entro los métodos quimicos y optico para la determinacién de nitrégeno

Caracterizacion

) . indice Método de Kjeldahl Método de Dumas indice Clorofilas totales
visual/Unidades NEB| (N %) (N %) Chi (uglg d ; |
N % N % e peso fresco
SPAD Ha/g p
Amarillo
23a 0,65 0,6 2,6a 33a
0-3
Amarillo/ Verde
4.2 a 0,71 0,65 6,6 a 114 a
6-14
Verde/ Amarillo
13,4 Db 1,3 1,2 16,4 b 456 b
20-24
Verde
155Db 1,53 1,41 325¢c 140,5¢c
39-43

Fuente: los datos del método 6ptico son un promedio para cada nivel de la escala, los datos de ambos métodos
bioquimicos son un valor porcentual del contenido de nitrégeno por nivel de la escala.

Si bien el indice NBI muestras diferencias respecto a los métodos bioquimicos existe una
tendencia positiva, pero con gran dispersion en los niveles 3 y 4 (Figura 4.1; Figura 4.2) de la
escala, por lo que realizar una correlacion entre el indice NBI y los métodos quimicos para la
determinacion de nitrégeno no seria un analisis confiable.

20 3 4
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)
= °
s 10 o
o
=

0,5 0,7 09 1,1 1,3 1,5 1,7
% de nitrégeno (Dumas)

Figura 4.1 regresion lineal del indice NBI respecto a las distintas concentraciones de nitrégeno obtenida

en los niveles de la escala de color (1: amarillo; 2: amarillo/verde; 3: verde/amarillo; 4: verde) en hojas de
cerezo mediante la determinacion bioguimica de Dumas.
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Figura 4.2 regresion lineal del indice NBI respecto a las distintas concentraciones de nitrégeno obtenida

en los niveles de la escala de color (1: amarillo; 2: amarillo/verde; 3: verde/amarillo; 4: verde) en hojas de
cerezo mediante la determinacion bioquimica de Kjeldahl.

Si bien existe una tendencia positiva entre el indice NBI y el contenido de nitrégeno en hojas
de cerezo, esto solo seria una aproximacion a la evidencia encontrada en otros cultivos que
demuestran que la combinacion de clorofila y flavonoides (Chl/Flav)(base para la formacion del
indice NBI) seria mucho mas precisa que las mediciones de clorofila (Chl) por si sola en la

estimacion de nitrégeno foliar (Tremblay et al.2009), siendo un tema para futuras investigaciones.
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5. CONCLUSIONES

1) Durante el periodo de crecimiento de fruta (35; 49 DDPF) los indices de clorofila (Chl);
Flavonoides (Flav) y nitrogeno (NBI), no muestran diferencias significativas entre los tratamientos
control y bajo cubiertas antilluvias, por lo que no se rechaza HO

2) La cuantificacion de nitrégeno acumulado (125 DDPF), no muestras diferencias
significativas entre los tratamientos sin cubierta protectora y los tratamientos bajo cubiertas
plasticas, por lo que se deberia estudiar con mayor profundidad antes de decidir si realizar
programas diferenciados en la fertilizacion de nitrégeno.

3) El equipo Dualex4 a través del indice Chl mostré ser rapido y eficaz en la cuantificacién
de clorofila, estableciendo las mismas diferencias que el método quimico, en hojas con distinto
contenido de clorofila
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