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RESUMEN

En el presente trabajo se evaluo la biofortificacion foliar con diferentes fuentes de hierro en
Rye Grass Perenne (Lolium perenne) variedad Amazon a fin conocer la mejor fuente
(E.D.T.A de hierro, D.T.P.A de hierro y Sulfato de hierro), dosis (15, 20 y 25 mg.I"™") y tiempo
(10,20 y 30 dias) en la que se bioacumula el hierro en el pasto, cuya importancia de este
micronutriente radica por su intervencion en sistemas enziméaticos en animales como especies
vegetales, siendo este Ultimo el mas afectado por su baja movilidad en planta y disponibilidad
en suelo. La investigacion se realizd en las instalaciones del IASA 1, bajo invernadero en un
rea de 21,75 m? y se aplicé un disefio completamente al azar (DCA) con veintisiete
tratamientos mas un testigo con cuatro repeticiones. A los 40 dias luego de la siembra se
realiz6 un corte de igualacién de 6¢cm, cuyo corte fue la partida para la aplicacion de los
tratamientos a los 10, 20 y 30 dias; las variables agronémicas (altura, nimero de macollos y
vigor de rebrote) fueron evaluados cada 8 dias, mientras que las de laboratorio (materia seca y
fresca, clorofila, analisis de macro y micronutrientes, analisis bromatolégico vy
biodisponibilidad de hierro) se hicieron cada 40 dias por dos veces consecutivas. Los
resultados de la investigacién mostraron que el T14 (D.P.TA, 20ppm, 20 dias) con 273,29
mg/kg en el primer corte y 302,97 mg/kg en el segundo se establecieron como el tratamiento

con mayor bioacumulacion de hierro en el pasto.

PALABRAS CLAVES

e BIOFORTIFICACION FOLIAR
e MICRONUTRIENTE
e BIOACUMULACION



Xiv
ABSTRACT

These works assess the leaf biofortification with different iron sources in the perennial rye
herb (Lolium perenne) Amazon variety. This was evaluated in order to know the best source
(iron EDTA, iron DTPA and iron sulphate), dose (15, 20 and 25 mg.l-1) in the time (10, 20
and 30 days). The research showed bioaccumulation of iron on the grass. This micronutrient
Is very important because it lies in intervention in the enzymatic systems in both animals and
plant species. The lack of this micronutrient in plants can affect their mobility and
availability in soil. The research took place in the IASA | facilities, under greenhouse in an
area of 21.75 m2, and a completely randomized design (DCA). It was applied with twenty-
seven treatments plus a control with four repetitions made on it. 40 days after planting, a 6 cm
equalization cut was carried out on the grass. This cutting was the point for the application of
the treatments at 10, 20 and 30 days. The agronomic variables such as (height, number of
tillers and vigor of regrowth) were evaluated every 8 days, while the laboratory materials
(chlorophyll, macro and micronutrient analysis, bromatological analysis and iron
bioavailability) were made at 40 for two consecutive times. The investigation results showed
that T14 (DPTA, 20 ppm, 20 days) with 273.29 mg.kg™ in the first cut and 302.97 mg.kg™ in

the second setting as the treatment with the highest bioaccumulation of iron on the grass.

KEYWORDS

* FOLTAR BIOFORTIFICATION
* MICRONUTRIENT

* BIOACCUMULATION



CAPITULO I
INTRODUCCION
1.1 Antecedentes
La agricultura, ha demostrado ser la base de la alimentacién de la poblacion, que por su
répido crecimiento se ha direccionado en los Ultimos afios en investigaciones que se centran
en mejorar especies y técnicas agricolas, a fin de satisfacer la demanda social, que presupone
un proceso largo y con limitantes, como es el reporte de deficiencias de micronutrientes en

cultivos, afectando de forma directa a animales y a la poblacién (Rios Ruiz, 2013).

Segun Marquez, Guillén, De la Cruz, Castafion, Sanchez, Moreno, Latournerie & Lopez
(2015), mencionan que a fin de corregir dichas deficiencias en la poblacién, se han presentado
cuatro programas para combatir las deficiencias de micronutrientes como la distribucion de
suplementos dietéticos, diversificacion en la dieta, fortificacion industrial de los alimentos
béasicos y establecimiento de programas de biofortificacion, siendo este un proceso generador
de alimentos con una alta concentracion de elementos esenciales indispensables para la dieta

de los humanos y animales.

La biofortificacion se ha presentado como una herramienta agricola que facilita la
absorcion y acumulacion de minerales traza (Fe, I, Cu, Zn, Mn, Co, Cr, Se, Mo, H, Sn, Si, y
V) en cultivos locales (Pachon, 2009). La importancia dada hacia los micronutrientes se debe
a gue son sustancias requeridas para el normal crecimiento y desarrollo de los organismos
vivos; y su deficiencia en la poblacién se encuentra registrada con un 60 a 80% para de hierro
(Fe), 30% para el zinc (Zn), 30% en yodo (1) y alrededor del 15% en selenio (Se); siendo la
deficiencia de hierro las mas critica en salud publica en todo el mundo debido a su

prevalencia (Sida, Sanchez, Avila, Acosta, Carlos, & Zamudio, 2015).
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Existen dos consorcios internaciones (AgroSalud y HarvestPlus) que se han dedicado a la
biofortificacion cuyos objetivos se han enfocado en aumentar el contenido de hierro, zinc,
beta-carotenos, lisina y triptéfano en cultivos como frijol, maiz, trigo, cebada, camote, papa,

yuca y arroz (Méarquez et al., 2015).

Donde el arroz ha tenido mayor éxito en todo el mundo debido a su enriquecimiento en
hierro y zinc; cuyos micronutrientes que en deficiencia han sido los responsables de
enfermedades y muertes de millones de personas anualmente, especialmente de nifios; por lo
que la implantacién de programas de biofortificacion ya se encuentran en varios paises del
mundo sobre todo en paises en desarrollo (CIAT, INTA, SEMSA, CAISY, ICTA, IDIAP, s.f);
donde el consorcio AgroSalud enfoca sus esfuerzos en 14 paises de América Latina y el

Caribe, mientras que HarvestPlus lo hace en paises de Africa y Asia (Marquez et al., 2015).

En Ecuador existen pocos estudios, tal es el caso de la investigacion realizada en
biofortificacion de seis accesiones promisorias y la variedad INIA-450 de chocho (Lupinus
mutabilis Sweet) mediante la aplicacion de quelatos de Fe y Zn, bajo condiciones de
invernadero donde las variables evaluadas fueron; indice de clorofila, fluorescencia y
acumulacién de hierro en hoja y tallo; donde se manifestd que la mayor dosis de hierro
aumenta el indice de clorofila y fluorescencia, ademas de encontrar una acumulacion de

hierro y zinc en las hojas (Galvez, 2009).

En otro estudio donde se evalud la fertilizacion foliar y edafica con hierro y zinc en
diferentes variedades de papa en el cual se midié caracteristicas agronémicas, contenido de
hierro y zinc, materia seca en pulpa y cascara; resultando un mayor contenido de hierro y zinc

en la cascara que en la pulpa sin afectar el rendimiento de las variedades (Gavilanes, 2015).



Mientras que en otro estudio con fertilizacion foliar y edéafica con hierro y zinc en
diferentes cultivares de arroz sobre la concentracion en el grano en la region Amazonica, cuyo
estudio evalud caracteristicas agrondémicas y contenido de hierro y zinc; mostrdé una mejora
proporcional en las caracteristicas agrondémicas con las aplicaciones y presentd una
concentracion de hierro en el grano de arroz de la variedad INIAP-16 con 3,03 mg.I™ (Valero,

2015).

Finalmente se realizé un estudio de la biofortificacion foliar con diferentes fuentes de zinc
en Rye Grass Perenne (Lolium perenne) variedad Amazon, donde se evalud caracteristicas
agrondmicas, concentracion de clorofila, acido indol acético y diagnostico foliar, mostrando
al final una mayor bioacumulacion del micronutriente cuando se utilizo la fuente de E.D.T.A
de zinc a una dosis de 20 mg.I"* aplicados a los 30 dias consiguiendo un pasto de Rye Grass

Perenne variedad Amazon con 62,60 mg.Kg™de Zinc (Licto, 2017).

En el presente estudio se evaluo diferentes tipos de fuentes de hierro como fertilizantes, a
fin de analizar las dosis y los dias en el que el hierro se acumula en el Rye Grass Perenne

(Lolium perenne) variedad Amazon.
1.2 Justificacion

La biofortificacion nace porque el Ecuador presenta serios problemas relacionados con la
nutricion y alimentacion, los cuales son mas severos en la poblacién infantil menor a cinco
afios, donde su mayor prevalencia se encuentra en zonas rurales (Herrera, Carpio & Chavez,
1999 citado por Gavilanes). Dichas deficiencias de micronutrientes y en particular del hierro,
ha sido reconocida como un problema de salud puablica, debido a sus implicaciones
econdmicas y en el bienestar de la poblacion humana en todo el mundo (Serpa, Vélez,

Barajas, Castro, & Zuluaga, 2016).
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Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (2011), mas de 2 billones de personas
tienen deficiencia de hierro, lo que representa casi el 25 % de la poblacion mundial; la cual se
caracteriza por una disminucion en los depdsitos de hierro, con baja concentracion sérica y
baja saturacion de transferrina, lo que implica cambios en los niveles de la concentracion de
hemoglobina que desemboca en una anemia (Serpa et al., 2016). También se puede generar
una baja resistencia a infecciones, limitaciones en el desarrollo psico-motor y la funcion

cognoscitiva (Salomon, Landriscini, Galantini, & Miranda, 2011).

Se prefiere cubrir deficiencias de micronutrientes con alimentos de origen vegetal que
generalmente contienen agua, hidratos de carbono, fibra y poca grasa mientras que los de
origen animal, contienen minerales aunque en ciertas ocasiones la presencia de Fe y Zn
disminuyen considerablemente lo que lo vuelve limitante (Carbajal, 2002), de ahi que el uso
de la biofortificacion permitird generar productos con niveles mas altos de micronutrientes

que contrarresten deficiencias.

El proceso de biofortificacién en la presente investigacion se evaluara con diferentes
fuentes de hierro via foliar para determinar la mejor dosis con la mayor acumulacion en el
pasto Rye Grass Perenne (Lolium perenne) variedad Amazon, el cual es un pasto muy
utilizado en diferentes producciones pecuarias, especialmente de rumiantes debido a su

amplia area de adaptacion y facil manejo (Vargas C. , 2011).

Por lo que biofortificarlo foliarmente permitira completar los nutrientes del cultivo, que no
pudo adquirirlo del suelo, especialmente cuando se refiere al hierro, micronutriente que de
igual forma juega un rol importe en la planta debido a que forma parte de varias enzimas y
algunos pigmentos. Adicionalmente, aunque el hierro no se usa en la sintesis de la clorofila,

es esencial para su formacion (PROMIX, 2018).



1.3 Planteamiento del problema

1.3.1 Problema

El desconocimiento del tipo de formulacion, tiempo y dosis Optimas de absorcion y

acumulacion del hierro en el pasto a través de la biofortificacion foliar.

1.3.2 Causas

La mayoria de agricultores se encuentran limitados al momento de realizar y analizar un
analisis tanto de suelo como foliar sumado al desconocimiento de la importancia de los
micronutrientes, que en deficiencia afectan el crecimiento y produccion de cultivos; pese a
que los otros nutrientes se encuentren en concentraciones adecuadas, en especial cuando se
refiere a los nutrientes primarios y secundarios, considerados como principales por el

agricultor en un proceso de fertilizacion debido a su facil accesibilidad, aplicacion y costo.

1.3.3 Efectos

La creciente demanda de productos agricolas ha generado el agotamiento de la capa fértil
de los suelos resultando en una desertificacion de suelos y problemas ambientales (Pereira,
Maycotte, Restrepo, Calle, & Velarde, 2011). Afectando a diversos cultivos donde las
carencias de nutrientes se ven reflejadas en los procesos fisiologicos y desarrollo, que a su vez

han afectado a los seres humanos y animales.

Organizaciones reportan que las deficiencias de micronutrientes afectan a la tercera parte
de la poblacion mundial, que traen serias consecuencias sobre el aprendizaje del nifio,
capacidad de trabajo del adulto y pueden provocar enfermedades, y hasta la muerte; mas aun
cuando existe una deficiencia de hierro que se deriva en anemia (Padron, 2011). Se han

reportado casos de anemia en 800 millones de personas, donde 273 millones son nifios y de
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estos el 50% son menores de 5 afos y el 25% es de 6-12 afios. La deficiencia del hierro
dependera del balance determinado por la interaccion entre los nutrientes que componen la
dieta, la biodisponibilidad, las pérdidas y los requerimientos por crecimiento (Donato &

Piazza, 2017).

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de tres fuentes de hierro sobre la biofortificacién foliar en Rye Grass

Perenne (Lolium perenne) variedad Amazon.

1.4.2 Objetivos Especificos

Establecer la mejor fuente, dosis y dias de la bioacumulacién de hierro en el pasto Rye Grass

Perenne.

Determinar el efecto de las fuentes de hierro sobre parametros agronémicos y fisiol6gicos del

pasto Rye Grass Perenne.

Desarrollar un boletin técnico de biofortificacion de hierro en el pasto Rye Grass Perenne.

1.5 Hipotesis

Ho: La inclusiéon de diferentes dosis de fuentes de hierro a través de la biofortificacion
foliar no incrementan la asimilacion del nutriente en el pasto Rye Grass Perenne (Lolium

perenne) variedad Amazon.

H1: La inclusion de diferentes dosis de fuentes de hierro a través de la biofortificacion
foliar incrementan la asimilacion del nutriente en el pasto Rye Grass Perenne (Lolium

perenne) variedad Amazon.



CAPITULO Il
REVISION DE LITERATURA

2.1 Biofortificacién

Es un proceso nuevo y sostenible que incrementa el contenido de nutrientes en la parte
comestible asi como la productividad mediante técnicas de mejoramiento de cultivo,

intervencion agrondémica y biotecnologia moderna (Uscategui, 2011).

2.1.1 Biofortificacion en los alimentos

El empleo de la biofortificacion como una estrategia para disminuir las deficiencias de los
micronutrientes de la poblacién, especialmente del sector rural sin alterar los habitos
alimentarios a través de productos mas nutritivos y locales, asi como conseguir un flujo de
micronutrientes al incluir dichos productos a la alimentacién de animales (Uscategui, 2011).
En la actualidad se mencionan alimentos ya biofortificados como el frejol, arroz, maiz,

camote y yuca (Calderdn, 2012).

2.1.2 Caracteristicas agronémicas y nutricionales de alimentos biofortificados

Los cultivos biofortificados presentan mayor rendimiento, resistencia a plagas y tolerancia
a sequias, mejorando la disponibilidad de los alimentos en el hogar, mientras que en el
aspecto nutricional estos pueden elevar su contenido en micronutrientes y carotenos

mejorando la ingesta de nutrientes (Boy, 2014).



2.2 Importancia del pasto en la alimentacion de los rumiantes

La importancia de los pastos en la alimentacion de rumiantes es facil de destacar por el
simple hecho de que son animales herbivoros con un sistema digestivo bastante especializado
para el aprovechamiento de tejidos vegetales, por lo que se debe aprovechar al maximo todos
los atributos de este sistema digestivo para la utilizacion de la fuente de energia mas
abundante en la tierra, como es la celulosa y hemicelulosa presente en todos los pastos

(Salgado, 2008).

Los pastos al constituirse como la dieta basica y mas econdmica que dispone el productor
para la alimentacién de rumiantes lo que ha conllevado a que exista un crecimiento en su
siembra pudiendo incluirlo en diversos programas agricolas como rotacion, enriquecimiento

de suelo, proteccion del suelo, etc (Cabrera, s.f.).

2.2.1 Rye Grass Perenne

2.2.1.1 Clasificacidon taxonémica

El pasto Rye Grass Perenne pertenece a la clase Liliopsida, orden Gyperales y familia

Poaceae cuyo nombre cientifico es Lolium perenne (Vibrans, Roldan, & Mondragon, 2009).

2.2.1.2 Origen y distribucion geografica

Su érea de origen cubre el sur de Europa, norte de Africa y zona templada de Asia
(Vibrans, Roldan, & Mondragdn, 2009). Este ha sido considerado como el primer pasto
cultivado para forraje, debido a su facil adaptacion a diferentes tipos de suelo; mencionandose
que la planta es verdaderamente perenne en sus lugares de origen, registrandose pastizales de

edad mayores de 40 afios (Quilligana, 2016).



2.2.1.3 Descripcion morfoldgica

Este pasto es el mas usado en el mundo por su habilidad de germinacion que va desde 6-10
dias aun bajo condiciones poco favorables (Villalobos, 2006). Segun Licto (2017), el Rye
Grass Perenne presenta ciertas caracteristicas como la de formar matas densas abundantes de
macollos con una altura aproximada de 30-60cm. Ademas este pasto se distingue por sus
raices fibrosas poco profundas con tallos cilindricos con nudos macizos en los cuales se
insertan las hojas generalmente en posicién alterna y opuesta, donde sus hojas son lampifias
con nervaduras paralelas de color verde claro también cada hoja cuenta con una vaina de
forma tubular, en general abierta por un lado para rodear al tallo con un crecimiento hacia
arriba fuera de la ligula, la inflorescencia estd compuesta por espiguillas escalonadas en las

ramificaciones (Bernal, 2008).

2.2.1.4 Adaptacion

Se adapta en zonas entre los 1800-3600 m.s.n.m, considerando que arriba de los 3000
m.s.n.m su crecimiento puede reducirse con periodos de recuperacion de 2 y 4 semanas,
adicionalmente se requiere de suelos con una media a alta fertilidad con buen drenaje y buena

nutricion en especial en nitrégeno, fosforo y potasio (Villalobos & Sanchez, 2010).

2.2.1.5 Rendimiento y valor nutritivo

El rendimiento del pasto estd influenciado por las condiciones climaticas en las que este
cultivado, con una frecuencia de corte entre 33 y 45 dias se puede obtener 40,5 toneladas de

MS/ha/afio con un promedio de 2,84 hojas de rebrote (Villalobos & Sanchez, 2010).



10

La composicion del pasto es de un 80 a 90% de agua que basicamente posee hidrogeno y
oxigeno mientras que el contenido de materia seca es de 10-20% del peso inicial, donde el
90% de este ultimo representa a tres elementos carbono, hidrogeno y oxigeno eso debido a
que las paredes celulares estdn constituidas por celulosa y un 1,5% estaria representada por
elementos minerales (Bernal, 2008). Mientras que la calidad nutricional presenta 25,21% de

PC, 58,56% de FDN, 25,57% de FDA, 2,61% de EE (Villalobos & Sanchez, 2010).

2.2.2 Variedad Amazon

2.2.2.1 Descripcion

Variedad tetraploide que se desarrolla en alturas de 2400 a 3200 m.s.n.m. y a cualquier tipo
de suelo; con excelente desarrollo y vigor, escasa formacion de tallos y alta tolerancia a roya
pero exigente en riego y fertilizacion (Impulsores Internacionales, s.f.). Esta variedad de pasto
es utilizada en pastoreo o corte, solo o en mezcla con otras gramineas y leguminosas

(ALASKA, 2016).

2.2.2.2 Siembra

Para establecer una buen cultivo de pasto Amazon, se debe optar por un terreno, libre de
Kikuyo (Penisetum clandestinum), y que provenga de un cultivo limpio, no siendo esta una
condicion indispensable, dado el alto vigor inicial del mismo, mientras que si se desea
sembrar en combinacion se hard con leguminosas como trébol blanco o rojo (Gordillo &
Vega, 2012). La densidad de siembra sera en combinacion en una proporcion de 40 a 50 kg de
Amazon, y 5 kg de trébol por hectarea, mientras que solo es de 70 kg por hectarea (ALASKA,

2016).
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2.2.2.3 Rendimiento

Cuenta con una produccién de 1236 kg MS.ha™ con un contenido rico en minerales
(Armijos, 2014). Ademas su produccion se caracteriza por ser de buena calidad, palatabilidad,
digestibilidad; con una capacidad de carga de 4-6 animales por hectarea (Impulsores
Internacionales, s.f.). Su rendimiento dependerd del manejo por lo que recomienda fertilizar
después de cada tres cortes o pastoreos mientras que el primer corte se lo debe realizar a los

40 a 50 dias con posteriores cortes de 35 a 45 dias (Gordillo & Vega, 2012).
2.3 Importancia del hierro

El hierro es un componente clave en el metabolismo de todos los organismos vivos
(NUTRIFACTS, s.f.). Este mineral se encuentra en los alimentos de dos formas quimicas que
son el hierro heminico mismo que cuenta con una absorcion de una cuarta parte y se
encuentra en alimentos de origen animal, por otro lado se encuentra el hierro no heminico el
cual tiene una absorcién baja aproximada de 8% y esta presente en alimentos de origen
vegetal (Monge, 2017). El organismo humano presenta aproximadamente entre 4 y 5 g de
hierro (Ribas, 2009). Sin embargo, el hierro en el organismo se pierde cada dia; 1 mg para un
hombre adulto y 1,5 mg para una mujer en edad fértil a traves de la descamacion de la piel,

orina, heces y propio funcionamiento (MARNYS, 2018).

Este mineral es de gran importancia debido a las funciones que desempefia en el
crecimiento y desarrollo del organismo, ya que el cuerpo utiliza al hierro principalmente para
la formacion de hemoglobina asi como para elaborar hormonas y tejido conectivo (Monge,
2017). Asimismo, fortalece la calidad de la sangre, previene la fatiga, estimula la piel sana,

resistencia al estres y las enfermedades (MARNYS, 2018).
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Mientras que en plantas este mineral es de suma importancia ya que esta asociado con el
desarrollo de los cloroplastos, la sintesis de ferredoxina y de la clorofila; ademas se le

atribuye a la asociacion con enzimas de las mitocondrias y peroxisomas (Ribas, 2009).
2.4 Hierro en las plantas
2.4.1 Transporte del hierro

Segun Satterlmacher (2000), menciona que la absorcion del hierro empieza en el apoplasto
de las células epidérmicas de la raiz. El estudio de Arabidopsis thaliana proporciona la
primera vision del transporte del hierro en las plantas a partir del gen IRT1 el cual capta al
Fe?*, pero que puede inhibirse en presencia del cadmio; sin embargo este se presenta ante una
deficiencia de hierro (Eide, Broderius, Fett, & Guerino, 1996). También esta introduccion se
puede dar por la accién concertada de la molécula reductasa oxidasa férrica (CERTIS, 2016).
Esto como antes ya mencionado dependera del tipo de estrategia donde, el Fe** del apoplasto,
en las estrategia I, debe ser reducido a Fe”" a través del sistema enzimatico FC-R mientras que
en la estrategia Il, es transportado al interior de la célula mediante los transportadores de

membrana especificos (Bienfait, Den, & Mesland, 1985).

El paso de raiz al xilema se da a través del simplasto en forma de complejo NA/Fe?*, este
una vez adentro se oxida a Fe** y es transportado a las diferentes partes de la planta como
citrato/ Fe®* (Tiffin, 1966) o como complejos con aniones orgénicos como el malato o el
malonato e incluso con otro tipo de sustancias organicas (Rodriguez, 2010). Para el paso del
Fe** a las hojas este tiene que ser reducido para su ingreso a la célula mediante la enzima FC-
R, la cual se encuentra en la membrana plasmatica del meséfilo de la hoja bajo la
estimulacion de la luz; como destino final del Fe en la planta es el cloroplasto donde los

ultimos estudios indican que transporte es activo y dependiente de la luz (Lopez, 2000).
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2.4.2 Mecanismo de absorcion

El hierro es el cuarto elemento mas abundante en la corteza terrestre, donde se estima que
los suelos poseen una media del 3,8% de hierro, el cual se presenta en la naturaleza en dos
estados de oxidacion ferrosa y férrica que en funcion de las condiciones ambientales puede
ser tanto quimica como biolégica (Castillo, 2005). En presencia de O, que es el Unico aceptor
de electrones capaz de oxidar al Fe** a Fe®', el cual es poco soluble en agua y se precipita
como Oxido de Fe (Benavides, 1999). Las plantas toman el Fe directamente de la disolucién
del suelo por las raices, mediante un proceso de absorcién activa en forma de Fe?* y en

ocasiones en Fe** quelatado (Martinez M. , 2012).

Segun Mengel y Kirkby (1987), mencionan que la capacidad de aumentar la disponibilidad
del Fe, estara relacionado al tipo de planta las cuales pueden ser “no eficientes”, que son
aquéllas que ante la deficiencia de Fe pueden permanecer indiferentes o desarrollar reacciones
de respuesta con baja intensidad mientras que las “eficientes” desarrollan eficaces
mecanismos de adaptacion para aumentar su capacidad para adquirir Fe de la disolucién del
suelo. Donde estas Gltimas han desarrollado dos estrategias, donde la Estrategia | agrupa a
plantas dicotiledoneas y monocotiledéneas no gramineas y la Estrategia Il a gramineas

(Benavides, 1999).

En la estrategia Il las raices de las gramineas sintetizan y excretan compuestos de bajo
peso molecular, llamados fitosideréforos (FS), que forman complejos con el Fe**que son
absorbidos sin reduccion a través de un sistema de transporte de Fe**-fitosideréforo de alta
afinidad especifico de la membrana plasmatica de la raiz, el transporte del complejo hasta el
citoplasma de la célula se realiza a través de una proteina de alta especificidad y selectividad

denominada YS1, una vez que el complejo se encuentra en el citosol, el Fe**es liberado y el
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FS se degrada o se excreta al exterior nuevamente (Martinez M. , 2012). Los FS también

acarrean en este proceso otros cationes como el Zn, Mn y Cu (Benavides, 1999).
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2.4.3 Funciones del hierro

El Fe interviene en importantes funciones en el metabolismo de las plantas, principalmente
en los sistemas enzimaticos debido a su intervencion en relaciones redox que se dividen en no
hemidicos y hemidicos. Donde las proteinas hemo abarcan a los citocromos dispuestos tanto
en mitocondrias como en cloroplastos facilitando el transporte de los electrones (Martinez G. ,
1995). Leghemoglobina, hemoproteina caracteristica en leguminosas debido a su presencia en
los nodulos radiculares cuya funcion es el transportar oxigeno a los bacteroides permitiendo
asi la fijacion del nitrégeno (De felipe, 2009). Segun Romheld y Marschner (1991),
mencionan que las catalasas monofuncionales que intervienen en la fotorespiracion, ciclo de
Calvin y cataliza la disminucién del peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno. Peroxidasas
catalizan la oxidacion de varios fenoles también participa en la biosintesis del etileno, la

defensa contra infecciones, en la curacion de heridas y en la lignificacion de la pared celular

(Rivas, Baltasar, Moreno, & Sanchez, 2009).
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Segin Romheld y Marschner (1991), mencionan que el grupo de los no hemidicos se
caracterizan porque el hierro estd coordinado con un grupo tiol de cisteina o con S inorganico
formando enlaces Fe-S. Dentro de este grupo se encuentra la ferredoxina que actia como
aceptor de electrones para procesos metabdlicos como NADP-1, reduccién de N2, nitrito
reductasa y sulfito reductasa (Bodek & Castillo, 2013). El Fe también juega un rol importante
en la sintesis de la clorofila, pese a que este como tal no contiene Fe, es necesario en tres
periodos para el desarrollo de la biosintesis debido a su actividad como precursor de las
profirinas, el paso de Mg-protoporfirina a protoclorofilida y formacion del &cido
aminolevulinico (Kyrkby & Romheld, 2007). Cerca del 80 % de Fe de las hojas se localiza en
los cloroplastos de ahi que el Fe es esencial para el mantenimiento de la funcion y estructura;
adicionalmente, en las plantas se presenta una proteina que almacena hierro denominada

fitoferritina (Azcon & Taldn, 2000).

2.4.4 Sintomas de deficiencias del hierro

La ausencia de hierro en los cultivos se manifiesta principalmente en las hojas con un tipo
de clorosis; donde en un inicio se aprecia un cambio de coloracion intervenal que va desde la
tonalidad verde palido a amarillo palido que dependera del grado de intensidad de la
deficiencia, manteniendo el color verde oscuro en las nerviaciones (Martinez M. , 2012). Si el
déficit es severo se presenta una necrosis marginal en las hojas seguido de la caida prematura
de las mismas, llegado en extremos a matar la planta (Ferreyra, Selles, Ruiz, Gil, & Barrera,
2008). Cabe mencionar que la clorosis primero aparece en las hojas mas jovenes y se va

extendiendo a las hojas viejas (Garcia, Abadia, & Abadia, 1998).
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En el caso de gramineas o plantas de hoja delgada los sintomas se puede confundir con una
deficiencia de magnesio, ya que se presenta en forma de bandas entre nervios de color
amarillo alternadas con nervios de color verde (Judrez, Cerdan, & Sanchez, 2018). En las
raices se puede provocar una inhibicion de la elongacion, un incremento del diametro y una

mayor abundancia de pelos pediculares (Martinez G. , 1995).
2.4.5 Causas de deficiencia de hierro

Las clorosis férrica se presenta por una baja solubilidad del hierro en suelos calcareos, este
hecho en si no ocurre por una baja concentracion de hierro en el suelo si no mas bien por la
descomposicion de los minerales en el suelo producto de las reacciones de hidrolisis y
oxidacion con el agua y aire (Loué, 1988). Otra razon es el pH del suelo debido a que en
presencia del oxigeno y medio alcalino, el Fe** es oxidado a Fe** el cual es insoluble

(Martinez M. , 2011).

La concentracion del i6n bicarbonato en la disolucion del suelo ha sido relacionada con la
incidencia de la clorosis férrica ya que un alto contenido de HCO® en la disolucién del suelo
aumenta el pH disminuyendo el Fe soluble, por lo que una alcalinizacion provoca una menor
secrecion de compuestos fendlicos y dificulta la reduccién de Fe** en la membrana plasmatica
sumado a un descenso en la toma y transporte de hierro hacia la planta (Sanchez A. ,
2002).0tra situacion son las condiciones ambientales como una alta humedad ya que se da
una acumulacién de anhidrido carbonico provocando la aparicion de bicarbonato; también la
baja temperatura produce una inhibicion del crecimiento radicular afectando la absorcion del
Fe mientras que una alta temperatura producen la degradacion de fitosideroforos que afecta
directamente a la estrategia Il (Martinez M. , 2011) y finalmente la clorosis férrica también se

puede presentar por las interacciones del hierro con otros elementos.
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2.4.6 Interaccion del hierro con otros nutrientes

La planta es capaz de detectar deficiencias de un nutriente en concreto, sin embargo este
puede verse afectado por el estado de concentracion de otro nutriente; las interacciones entre
nutrientes hacen referencia a la variacion de los elementos en la hoja en funcién de los niveles
del suelo, las mismas que pueden ser positivas o negativas en respuesta a la planta donde dos
nutrientes pueden presentar una sinergencia cuando tienen baja concentracion y antagonismo

cuando es alta la concentracion, donde el efecto inverso no es comun (Oltra, 2016).

Las interacciones se pueden presentarse en la superficie de la raiz o dentro de la planta,
cuyas acciones las clasifican en dos categorias, siendo la primera los precipitados o complejo
que ocurren entre iones por su capacidad de formar vinculos quimicos y la segunda es entre
iones con propiedades similares que compiten por el sitio de absorcion, adsorcion, transporte
y funcion en la raiz o dentro de los tejidos, dichas interacciones son comunes entre nutrientes

de similar tamafio, carga, geometria y configuracion electronica (Robson & Pitman, 1983).

En condiciones de campo las interacciones del hierro con otros nutrientes se han
presentado de la siguiente manera en el caso del Mn este tiene un efecto antagénico del Fe y
en altas concentraciones dentro de la planta pueden bloquear algunas rutas metabolicas en las
que interviene el Fe (Gonzalez & Gonzalez, 2000). Por otro lado se puede presentar un
antagonismo por las altas aplicaciones o contenido de P lo que conduce a la clorosis debido a
la inmovilizacion interna de Fe, probablemente debido a la formacion de fosfato de Fe;
mientras que en el caso del K este tiene una relacion sinérgica con el hierro debido a los
procesos mas esenciales de la glucdlisis y el ciclo de Krebs, donde una concentracion

adecuada de K disminuye significativamente la toxicidad del Fe (Karnataka, 2011).
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El Cu con el Fe tienen un efecto antagonico donde un exceso de Cu interfiere con la
capacidad de la planta para absorber y/o trasladar otros nutrientes que inhiben la raiz mientras
que un exceso de Fe disminuye la captacion de Cu. Otro elemento que se se comporta de
forma antagdnica con el Fe es el Zn donde un exceso de Zn interfiere con la utilizacion de Fe
en las hojas para la sintesis de clorofila. Finalmente el Ca tiene un efecto antagdnico con el
Fe, debido a que en un nivel alto o en deficiencia de Ca contribuye a la clorosis (Fageria,

2001).

manganeso

herro

magnesio

fosfato

molibdeno

mnoqeno nnc

Figura 2 Interaccion de nutrientes sinergismo (lineas

entrecortadas) y antagonismo (lineas completas).
Fuente: (Mulder, 1953)
2.5 Hierro en animales

2.5.1 Mecanismo de absorcion del hierro

Las células del organismo requieren la presencia de hierro de una u otra forma para su
normal funcionamiento (Garcia, Eandi, Felit, & Musso, 2010), debido a sus propiedades
como catalizador bioldgico, cofactor de grupos prostéticos de proteinas y enzimas que
participan en el transporte y almacenamiento de oxigeno ademaés de tener un rol fundamental

en la respuesta a agentes infecciosos (Gaona, Villarraga, Giorgi, Garcia, Mora, Castillo &
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Roque, 2012). En la dieta de los animales el hierro estd presente como no heminico y
heminico siendo este Ultimo de gran importancia debido a su gran bioaccesibilidad (Pereiro,
2014), mientras que el no heminico estd limitado ya que en soluciones acuosas con pH >7,
este se encuentra en dos estados de oxidacién estables Fe?* y Fe**, donde este Gltimo forma
radicales libres que no son directamente viables para la absorcion (West & Oates, 2008). El
hierro absorbido se almacena en forma de ferritina o se utiliza para formar hemoproteinas

(hemoglobina, mioglobina, citocromos, etc).

El exceso de hierro se deposita intracelularmente como ferritina y hemosiderina en el
sistema reticulo endotelial del higado, bazo y medula dsea (Toxqui, De Piero, Courtois,
Batidas, Sdnchez & Vaquero, 2010); sin embargo la mayor parte del hierro es absorbido en el
intestino delgado principalmente por el duodeno a través de los enterocitos (Toxqui et al,
2010). EI proceso de absorcion es controlado por tres factores: intraluminales (inhiben o
promueven la cantidad de hierro disponible para la absorcién), mucosales (incluyen la
extension de la superficie de la mucosa y la motilidad intestinal) y somaticos (estado

nutricional del hierro de un individuo, la eritropoyesis y la hipoxia) (Nemirovsky, 2010).
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Duodenales
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300 mg y—
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~namient@ ’
‘ & Utilizacidny w’. 1'(!)1(5(;(!0
Eritrocitos . . Fe 3+ - Transferrina )0 mg
‘ Reciclaje
BO( X
Q 1800 mg 20-30 mg/dia 3mg U”/’”lt'ron
Otros tejidos
Macréfagos Pérdida 400 mg
del SRE —_—
600 mg Pérdida de hierro
1-2 mg/dia

Figura 3 Esquema del ciclo del hierro en animales
Fuente: (Giorgi, 2016)
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2.5.2 Funciones del hierro

El hierro participa en varios procesos biologicos y celulares que son vitales para el
desarrollo de los animales (Paez, Campos, & Patifio, 2013). Se estima que el 90% de Fe se
encuentra en el organismo con un 60-70% en la hemoglobina, 5-7% en la mioglobina de los
musculos, un 25% en el interior de la célula en forma de ferritina 0 hemosiderina en higado,

bazo y rifidn y un 0,1% en el sistema enzimatico de respiracion (Villarreal & Baca, 2014).

Este mineral cumple las siguientes funciones: transporte y depoésito de oxigeno en los
tejidos a través de la hemoglobina mientras que la mioglobina juega un papel fundamental en
el transporte y el almacenamiento de oxigeno en las células musculares, regulando el oxigeno
de acuerdo a la demanda de los musculos cuando entran en accion; asimismo en el
metabolismo de energia debido al transporte de energia en todas las células a través de los
citocromos; también como antioxidante por las enzimas catalasa y peroxidasa en la proteccion
de las células contra la acumulacién de perdxido de hidrégeno; también se le atribuye en la
participacién de la sintesis de ADN ya que el hierro forma parte de una enzima

(ribonucledtido reductasa) que es necesaria para la sintesis de ADN y divisién celular.

El hierro también cumple una funcién dentro del sistema nervioso central ya que participa
en la regulacion de los mecanismos bioquimicos del cerebro, en la produccion de
neurotransmisores y otras funciones encefalicas relacionadas al aprendizaje y la memoria
como asi también en ciertas funciones motoras y reguladoras de la temperatura; finalmente
también influye en el sistema inmune con la enzima mieloperoxidasa que esta presente en los
neutrofilos que forman parte de las células de la sangre encargadas de defender al organismo
contra las infecciones o materiales extrafios a través de produccion de sustancias (acido

hipocloroso) (Licata, 2018).
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2.5.3 Sintomas de deficiencias del hierro

El hierro tiene una funcién esencial en el metabolismo de los mamiferos y una disminucion
del mismo desembocaria en una anemia (Garcia, Eandi, Felid, & Musso, 2010). En los
animales un proceso anémico se puede presentar en la prefiez, una prolongada hemorragia,
alteraciones provocadas por parasitos internos y externos o en enfermedades que afecten el

metabolismos debido a que se incrementan los requerimientos del hierro (Mufarrege, 2003).

Sin embargo, la deficiencia de hierro no es comin en rumiantes adultos debido al acceso a
las pasturas, mientras que esta condicion se manifiesta en terneros sin acceso a forraje que son
alimentados predominantemente con leche donde la misma tienen una contenido bajo de
hierro (Villarreal & Baca, 2014). Segun Aburto y Andrews citado por (Villarreal & Baca,
2014) mencionan que los animales en deficiencia de hierro presentan sintomas como una
reduccion en el apetito que repercutird en la ganancia de peso y desarrollo, fatiga, sed,
membranas de las mucosas se tornar palidas y en casos severos se presenta la muerte donde
los hallazgos de necropsia son un higado que tiende a estar agrandado, musculos palidos con

sangre diluida y acuosa, y una coagulacion lenta.

2.6 Clorofila

La clorofila es un pigmento que se encuentra en todas las plantas y en ciertas algas ademas
es responsable del proceso fotosintético, en el que la energia luminica es transformada en
energia quimica por plantas, algas y algunas bacterias que les permite desarrollarse (Notario,
1930). Para la trasformacion luminica se requiere de los siguientes factores: energia radiante,
humedad, temperatura y estrés hidrico (Cambron, Espafia, Sanchez, Séaenz, Vargas &

Herrerias, 2011).
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La clorofila es una porfirina insoluble en agua pero soluble en disolventes orgéanicos y esta
constituida por un anillo tetrapirrélico con cuatro pirroles asociados en posicion alfa, en estas
moléculas los dobles enlaces se encuentran conjugados, mientras que las posiciones f, las
porfirinas poseen diversos sustituyentes de acuerdo a su naturaleza y finalmente en el centro

se encuentra un &tomo metalico siendo este un Mg quelatado (Martinez G. , 1995).

Se pueden distinguir varios tipos de clorofila, siendo las conocidas las a y b su diferencia
es que en la clorofila "a" (verde azulada) presenta un grupo metilo (-CH3) en el carbono 3, y
la "b" (verde amarillenta) un grupo aldehido (-CHO) en la misma posicion (Lallana &
Lallana, 2003). La obtencién de la clorofila total es la suma de las clorofilas ay b. Donde la
clorofila a, es el pigmento principal, que transforma la energia luminica en energia quimica, la
cual se utiliza en el crecimiento de las plantas, por lo que se considera un pigmento activo,
mientras que la clorofila b absorbe la luz en longitudes de onda diferentes que la clorofila a; la
luz se transfiere después a la clorofila a, que la transforma en energia; por esto, a la
clorofila b se le considera un pigmento accesorio y forma parte de las antenas colectoras

(Cambrén et al., 2011).
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Figura 4 Biosintesis de la clorofila
Fuente: (Kyrkby & Rémheld, 2007)
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2.7 Fertilizantes

2.7.1 Importancia de los fertilizantes

El crecimiento exponencial de la poblacion y la busqueda de los agricultores para obtener
respuestas y mejores maneras de producir diversos cultivos ha generado un sin ndmero de
investigaciones enfocadas en mejorar los rendimientos de los cultivos a partir del uso de
fertilizantes, mismos que proveen nutrientes que los cultivos necesitan. Con los fertilizantes
se pueden producir mas alimentos y cultivos comerciales, de mejor calidad, mejorando la baja
fertilidad de los suelos que han sido sobreexplotados con un solo fin de proveer el bienestar
de la sociedad (FAO & IFA, 1992). Ademas el uso racional y equilibrado de fertilizantes
contribuye a reducir la erosion, acelerando la cubierta vegetal del suelo y protegiéndolo de

agentes climaticos (ANFFE, 2008).

2.7.2 Meétodos de aplicacion de fertilizantes

El método de aplicacion dependerd del tipo de fertilizante a usar y tipo de equipo
requerido, la finalidad del método de aplicacién busca una localizacion de los nutrientes en las
zonas del suelo donde exista mayor actividad de las raices; y este comprende tres formas el

aplicar que son: radicular, foliar y por fertirriego (Martinez & Gallardo, 2018).

2.7.2.1 Fertilizacion foliar

La evolucion de las plantas se vio reflejado en la mayoria de los 6rganos, sin embargo, en
las hojas se mantuvo la capacidad original de absorber agua y sales disueltas lo que permitio
la posibilidad de proporcionar nutrientes a la planta lo que dio origen a la fertilizacion foliar,

siendo su inicio en el siglo XIX en Europa (Malavolta, 2010).
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Como su nombre lo indica la fertilizacion foliar es nutrir a cualquier planta a través de las
hojas en todo el periodo de desarrollo, este método se utiliza como un complemento a la
fertilizacion al suelo y ha demostrado ser factible, ademés este método ha ido convirtiéndose
como una practica comun entre los productores por los resultados al momento de corregir
deficiencias nutrimentales, favorecer el desarrollo de los cultivos, mejorar el rendimiento y la

calidad del producto (Santos & Aguilar, 2000).

Fisiol6gicamente todos los nutrientes pueden ser absorbidos por via foliar, sin embargo no
se puede completar toda la nutricion por este medio debido al alto costo de numero de
aplicaciones que seria necesario realizar para satisfacer el total de los requerimientos de
nutrientes, especialmente de los primarios; no obstante, la aplicacion foliar abastece los
requerimientos de los micronutrientes (Zn, Fe, Cu, Mn, B y Mo), mientras que
simultaneamente se puede suplementar parte de los requerimientos de N-P-K-Ca-Mg-S

requeridos en los periodos de estado de crecimiento criticos del cultivo (Venegas, s.f).

2.8 Fuentes de Hierro

2.8.1 Sulfato ferroso

Es una fuente de hierro totalmente soluble en agua, Util para prevenir y corregir carencias
de este micro elemento en todos los cultivos, por ser un producto higroscopico y fotosensible,
se debe aplicar en horas de la mafana en soluciones de fertirrigacion o en aplicaciones

foliares, a fin de evitar su insolubilizacion por efecto de la oxidacion (FERMAGRI, 2018).



25

2.8.1.1 Beneficios y compatibilidad

El sulfato de hierro ha tenido una gran importancia en la agricultura debido a su rapida
correccion ante una clorosis férrica y aportando el nutriente mejorando los procesos
fisioldgicos en los que participa, este producto también ha sido utilizado en suelos alcalinos a
fin de bajar el pH ya que este al ser mezclado con el suelo, lo acidifica (AGRICULTURERS,
2016). Este producto es compatible con la mayoria de fertilizantes foliares y fitosanitarios de
uso comun sin embargo es incompatible con sustancias alcalinas, carbonatos solubles y

materiales oxidantes (QUIAGRAL, 2015).

2.8.1.2 Efectos por oposicion y precauciones

El sulfato ferroso se considera toxico para el medio acuético debido a que favorece la
eutrofia, en cambio el riesgo para el medio terrestre se manifiesta bajo, mientras que la
exposicion en el ser humano en ciertas areas del cuerpo puede tener efectos como irritaciones
en piel, vias respiratorias y en el contacto ocular mientras que por ingestion se presenta
nauseas, vomitos y diarrea; por lo que se recomienda que al momento de la aplicacion del
producto se cuente con proteccién personal como guantes, gafas, botas y overol ademas de no
ingerir alimentos durante la manipulacion del producto y conservar al producto en un

ambiente seco y ventilado (CTR, 2016).

2.8.2 Kelatex de hierro

Es un fertilizante en forma de polvo soluble, para aplicacion foliar, edafica y en sistemas
de fertirriego que aporta el anion hierro, 100% quelatado con EDTA, que garantiza una

méaxima disponibilidad y eficiencia para el cultivo (COSMOAGRO, 2015).
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2.8.2.1 Beneficios y compatibilidad

Favorece a los procesos de fotosintesis y respiracion en las plantas, debido a su alta
concentracion de hierro con un efecto rapido y eficiente al ser aplicado en los momentos
donde la falta de luminosidad afecta la productividad de los cultivos (COSMOAGRO, s.f.).
Ademas es compatible con fertilizantes granulados, polvos y liquidos, como también con la

mayoria de insecticidas y fungicidas de uso corriente en agricultura (FARMAGRO, 2016).

2.8.2.2 Efectos por oposicion y precauciones

Este producto se considera clasificado como no peligroso por lo que no presenta sintomas
y efectos conocidos, pero se debe considerar que al momento de su aplicacion no ingerir
ningun alimento y hacer uso de guantes, gafas, mascarilla y overol, sin embargo, se ha
registrado como peligroso cuando se ingiere en tal caso se debe inducir al vémito y dar de
beber abundante agua adicionalmente su almacenamiento no tiene restricciones

(COSMOAGRO, 2015).

2.8.3 Nutrifer 11%

Es una fertilizante soluble adecuado para la correccion de carencias de hierro en forma de
microgranulos. Se puede aplicar por soluciones nutritivas en fertirrigacion e hidroponia, pero

tambien al suelo o foliar (FERMAGRI, 2018).
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2.8.3.1 Beneficios y compatibilidad

Nutrifer 11 % al ser un quelato con DTPA garantiza que el nutriente hierro no precipite
hasta un pH méaximo de 7, permitiendo asi una correccion inmediatamente de esta deficiencia
y es compatible con la mayoria de quelatos y soluciones de fosfatos solubles (FERMAGRI,

2018).

2.8.3.2 Efectos por oposicion y precauciones

Producto no peligroso si se maneja correctamente, sin embargo, se debe evitar el contacto
con los ojos y la piel. A altas concentraciones de polvo el producto puede causar irritaciones

del tracto respiratorio (FERMAGRI, 2018).
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CAPITULO 11l
METODOLOGIA

3.1 Ubicacidn del lugar de investigacion

La presente investigacion se realizd en las instalaciones de la Carrera de Ingenieria

Agropecuaria IASA 1, de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.
3.1.1 Ubicacién politica

La investigacion se ubico en la provincia Pichincha, cantdn Rumifiahui, parroquia San

Fernando en la Hacienda el Prado (IASA I).
3.1.2 Ubicacién geogréfica

Geograficamente el area de estudio se encontr6 a 78° 24' 54" de longitud y 0° 23' 03" de

latitud con una altitud de 2713 m.s.n.m.
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Figura 5 Vista aérea del lugar de la investigacion
Fuente: (GOOGLE EARTH, 2018)
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3.1.3 Ubicacion ecoldgica

Zona de vida: Bosque HUumedo
Piso altitudinal: Montano bajo
Region latitudinal: Templada
Precipitacion: 1285 mm.afio™
Temperatura media anual: 14°C

Humedad relativa: 68 %

Fuente: (MA-56, 1998-2018).

3.2 Materiales

3.2.1 Bioldgicos

Semillas de Rye Grass Perenne (Lolium perenne) variedad Amazon.

3.2.2 Campo

Suelo homogéneo, carretilla, pala, azadon, set de jardineria, tijera de podar 17 ", saran,
plastico negro, piola, fundas de papel, regla, cinta métrica, material de oficina, macetas de
plastico de 25x20 cm, fertilizantes (sulfato ferroso, E.D.T.A de hierro y D.T.P.A), fijador y

atomizadores.

3.2.3 Laboratorio

Materia fresca y seca del pasto, fundas de papel, papel filtro, papel aluminio, papel
encerado, crisoles, balones y probetas de 50 y 100 ml, tubos de ensayo, tubos falcon, vasos de
precipitacion, pizeta, mortero, embudo, pipetas, pera, erlenmeyer de 50ml, balanza,

espectrofotometro, estufa, mufla, centrifuga, equipo de digestion kjeldahl, equipo de
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absorcién atémica, nacleos de ebullicion, tabletas de catalizador kjeldahl, acido bérico, acido
clorhidrico, 1,10-fenantrolina, acetona, etanol, &cido sulfdrico, vanadato de amonio,
molibdato de amonio, &cido nitrico, 6xido de lantano, cloruro férrico, hidroxido de sodio,

agua destilada y des ionizada.

3.3 Métodos

3.3.1 Fase de campo

3.3.1.1 Implantacion ensayo, aplicacion de tratamientos, analisis foliar y edéfico

Previo a la implantacién del ensayo se realiz6 un analisis de suelo, para esta actividad se
muestred en zigzag un potrero de Rye Grass; la muestra se envié a los laboratorios de
Agrocalidad de Ecuador, donde se analiz6 pH, materia organica, nitrégeno, fosforo, potasio,
calcio, magnesio, manganeso, cobre, zinc y en especial hierro a fin de conocer el contenido
inicial de hierro. Del potrero analizado se extrajo 10 quintales de tierra aproximadamente para
llenar 112 macetas de 25 x 20 cm, con capacidad de 4,5 kg de suelo. Posterior al llenado de
macetas se sembré 20 semillas de Rye Grass perenne (Lolium perenne) variedad Amazon en

cada maceta a una profundidad de 0,5 cm.

Cuarenta dias despues de la siembra se efectud un corte de igualacion para unificar el pasto
a una altura de 6 cm; el material vegetal del pasto cortado se envio a Agrocalidad de Ecuador
donde se analizO cenizas, materia organica, nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, magnesio,
manganeso, cobre, zinc y hierro a fin de conocer la composicion nutricional inicial del pasto.
Posterior al corte de igualacion se aplico los tratamientos a los 10, 20 y 30 dias a primeras

horas de la mafiana con atomizadores de 500 ml.
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Finalmente, por dos veces a los 40 dias, en cada maceta se corto el pasto a una altura de 6
cm de la base y se almaceno en frascos hasta su analisis en laboratorio; la fase de campo tuvo

una duracion de 120 dias.
3.3.2 Fase laboratorio

Esta fase abarcd la preparacion de tratamientos, medicion de clorofila, analisis
bromatoldgico (humedad, cenizas, proteina, fibra y grasa), analisis macro y micro nutrientes
en hojas, hierro total y Fe** en hoja y raiz del pasto Rye Grass Perene (Lolium perenne)

variedad Amazon.
3.3.3 Disefio experimental
3.3.3.1 Factores de estudio

Los factores en estudio fueron: fuentes de hierro, dosis, tiempos de aplicacion y cortes
(Tabla 1).
Tabla 1

Descripcidn de los factores evaluados en el pasto Rye
Grass Perenne (Lolium perenne) var. Amazon

Fuentes de hierro  Dosis (mg.I")  Tiempo (dias) Cortes

E.D.T.AFe 15 10 1
D.P.T.AFe 20 20 2
FeSO, 25 30

3.3.3.2 Tratamientos a comparar
Los tratamientos se obtuvieron al relacionar las fuentes de hierro (FeS04, E.D.T.A de
hierro y D.T.P.A de hierro), dosis (15 mg.I", 20 mg.I" y 25 mg.I"") y tiempos de aplicacién

(10, 20 y 30 dias después del corte de igualacion), resultando 27 tratamientos mas un testigo,



32
obteniendo al final 28 tratamientos, donde a su vez cada tratamiento contd con cuatro
repeticiones dando un total de 112 unidades experimentales.

3.3.3.3 Tipo de disefio

El experimento se dispuso bajo un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo

factorial con cuatro repeticiones
3.3.3.4 Caracteristicas de las unidades experimentales

Se cont6 con 112 unidades experimentales representadas por cada una de las macetas con
suelo homogéneo de potrero y 20 semillas de Rye Grass Perenne (Lolium perenne) variedad

Amazon, dispuestas a 15 cm entre maceta y maceta, ocupando un area total de 21,75 m?.

3.3.3.5 Croquis experimental
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Figura 6 Distribucion de tratamientos en el invernadero de horticultura.
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3.3.3.6 Esquema de andlisis de varianza

Tabla 2

Analisis de varianza de la biofortificacion foliar en Rye
Grass Perenne var. Amazon bajo el efecto de diferentes
tratamientos de hierro con dos diferentes cortes

FdeV g.l
Tratamientos 27
Cortes 1

Tratamientos x Cortes 27
Error 84
Total 111

3.3.3.7 Andlisis funcional

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) para disefios
factoriales y prueba de DGC para establecer diferencias significativas (p<0,05) entre los
tratamientos y cortes, ademas se realiz6 un andlisis de correlacion para macro y micro

nutriente en el software estadistico INFOSTAT, finalmente se usé estadistica descriptiva.

3.3.4 Variables evaluadas

3.3.4.1 Vigor del rebrote

Esta variable se determind a partir del corte de igualacion, de forma visual observando
caracteristicas como nimero de macollos, grosor de tallo, altura y color de hoja por unidad

experimental, para luego ser calificado por la escala de vigor de rebrote (Tabla 3).

Tabla 3

Escala de vigor de rebrote
Valor Significado
9-10 Muy Bueno
7-8 Bueno

5-6 Regular
0-4 Malo

Fuente: (Cardenas & Garzén, 2011)
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3.3.4.2 Altura de la planta

La altura del pasto se tomo una vez por semana luego del corte de igualacion, mediante la
técnica sin disturbar que consiste en medir de arriba hacia abajo con una regla métrica

colocada en forma perpendicular al suelo (Demanet, 2012).
3.3.4.3 Numero de macollos

El conteo de macollos se inicié cuando el pasto presentd entre 2-3 hojas con una frecuencia

de una vez por semana.
3.3.4.4 Longitud de raiz

La longitud de raiz se determing al finalizar la investigacién con el retiro y lavado de raices
de cada uno de los tratamientos, la medicion se realiz6 fotogréficamente con el programa

ImageJ.
3.3.4.5 Materia seca

El porcentaje de materia seca se determiné por diferencia de peso a los 40 dias de cada
corte; a partir de las muestras de materia fresca sometidas al secado en estufa por un tiempo

de 24 horas a una temperatura de 100 °C a fin de extraer todo el contenido de agua del pasto.

% de materia seca = peso materia seca/peso materia fresca x 100
Fuente: (Cerdas, Montero, & Somarribas, 2014)

3.3.4.6 Clorofila

Para la medicion de clorofila a los 40 dias de cada corte, se utilizo el método de extraccion
(Sumanta, Choudhury, Nishika, & Suprakash, 2014), donde se tomd 0,25 g de materia fresca

y se macer6 en 2,5 ml de etanol al 95,9%, posteriormente se aforo a 8 ml y se dejé reposar por
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24 horas a una temperatura de -4 °C, transcurrido el tiempo se centrifugo a 10 000

revoluciones por 15 minutos, luego se separ6 el sobrenadante en tubos de ensayo y finalmente

se leyeron las muestras a 649 nm (clorofila a) y 664 nm (clorofila b) en el espectrofotometro;

cabe mencionar que todo el proceso se llevo en oscuridad.

La clorofila total se obtuvo con las siguientes ecuaciones:

Clorofilaa = 13,36 Aggq — 5,19 Agyo
ClOT‘Oflla b - 27,4‘3 A649 - 8'12A664

Clorofila total (a + b) = 5,24 Ages + 22,24 Agaso
Fuente: (HARTMUT, 1987).

HH!!:

Figura 7 Clorofila de pasto rye
grass perenne var. Amazon

3.3.4.7 Anélisis bromatoldgico

Para el analisis bromatoldgico se recolect6 el material vegetal a los 40 luego de cada corte

y se determind el porcentaje de humedad, ceniza, proteina, grasa y fibra bruta (Tabla 4).

Tabla 4
Formulas para el analisis bromatologico
Método Andlisis Férmula Descripcion
%H: porcentaje humedad
Secado Humedad o _ (Ph —Ps) Ph: peso muestra himeda.
H% = P—hxloo Ps: peso muestra seca (g)
%C: porcentaje ceniza
Calcinacién Ceniza Pcz — Pc Pc: peso del crisol
%C = x100 Pcz:ppeso crisol mé(sgleniza.
M: peso de la muestra (g)
%N: porcentaje de nitrégeno
Kjendahl Proteina % N = 14 x N x V x100 N: normalidad de la solucion
* T T Mx 1000 (0,IN)
%P =%Nx6,25 V: &cido gastado en la titulacion
(ml)

M: peso de la muestra (g)
%P: porcentaje de proteina.

CONTINUA mmmmm)
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%G: porcentaje grasa
Soxhlet Grasa Pbr — Pb Pb: peso baldn (g)
10 Pbr: peso bal6n mas muestra (g)
Pm: peso muestra (g)

9%F: porcentaje de fibra

Digestion Fibra — Pf—Pp Pf: peso papel mas fibra (g)
sciday WF = x100 Pp: peso papel (g)
alcalina Pm: peso de la muestra ()

Fuente: Laboratorio de quimica IASA-I

3.3.4.8 Andlisis de macro y micronutrientes

A los 40 dias de cada corte, se realizo el analisis foliar donde se recolecto y pesoé el pasto,
posteriormente se lavo y seco las muestras a una temperatura de 100 °C por 24 horas, luego se
calcing las muestras en la mufla a una temperatura de 500 °C por 24 horas a fin de obtener las
cenizas, con las cuales se prepard diluciones para cada macro y micronutriente, finalmente se
procedio hacer la lectura en el equipo de absorcién atdbmica con el que se determind la
cantidad de hierro, zinc, potasio, sodio, magnesio, manganeso Yy calcio, mientras que para el
fosforo se hizo por el espectrofotometro a 466 nm; a fin de conocer el estado nutricional del
pasto (Tabla 5). Para el anélisis radicular se efectudé el mismo proceso al término de la

investigacion, pero solo se determiné el contenido de hierro total y Fe*.

Tabla 5
Niveles criticos en el forraje

. P N Ca Mg Fe Mn Cu Zn
Elemento/Nivel

ppm Ppm % % % pPPM  ppm  ppm  ppm

Bajo <1,96 <0,21 <29 <024 <0,26 <70 <48 <10 <26
Medio 1,96-3,05 0,21-0,44 2,9-4 0,24-0,77 0,26-0,42 70-360 48-290 oct-31 26-70
Alto >3,08 >0,44 >4 >0,77 >0,42 >360 >290 >31  >70

Fuente: (Bernal, 2008)

3.3.4.9 Biodisponibilidad de hierro en hojay raiz

Para la determinacién de hierro ferroso (Fe®*) se tomé 2 g de materia fresca previamente
lavados y cortados en trozos de 2 mm, estos se colocaron en tubos de ensayo con 10 ml de la
solucion de 1,10-fenantrolina, los cuales se mantuvieron por 24 horas a temperatura ambiente,

se filtro y se procedio a hacer la lectura en el equipo de absorcidn atomica.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Vigor de rebrote
El vigor de rebrote se valord a través de la escala de Céardenas y Granda (Tabla 3) al
término de cada corte, esta variable no present6 diferencias significativas entre los dos cortes

(F=1,41; p=0,2373).

Para el primer corte no se encontrd diferencias significativas entre los tratamientos
(F=1,47; p=0,0937) pero si fue significativo para los tratamientos del segundo corte (F=1,80;
P=0,0221); cabe mencionar que la mayoria de tratamientos se encontraron en un rango de 7-9
considerados como buenos a muy buenos a excepcion del testigo que fue de 6 considerado
como regular esto para el primer corte, mientras que para el segundo corte los tratamientos se
encontraron en un rango 7-8 calificandolos como buenos a excepcion del testigo que se

mantuvo como regular por registrar un valor de 6 (Figura 8).

Los valores obtenidos en cuanto a la disminucién del vigor de rebrote entre los dos cortes,
fue similar al estudio de Medina (2009) en la localidad de Cotopaxi donde presentd valores
entre 9,1-9,6 en el primer corte mientras que en el segundo corte se presento valores entre 8,7-
9,4. Pérez, Herndndez, Herrera, & Béarcena (2002), mencionan que la capacidad de rebrote de
una planta después de una cosecha o defoliacion estara influenciada por varios factores
fisiolégicos como el area foliar remanente, activacion de meristemos de crecimiento y

acumulacién de reservas de carbohidratos en la raiz.
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4.2 Numero de macollos

El nimero de macollos mostré diferencias significativas entre los dos cortes (F=622,89;
p=<0,0001), a su vez esta variable mostré diferencias significativas para los tratamientos del
primer (F=9,79; p=<0,0001) y segundo (F=4,40; P=<0,0001) corte. En el primer corte el
mayor nimero de macollos fue en el T15 (D.T.P.A, 25ppm, 20 dias) con 6 macollos.planta™
mientras que el menor nimero de macollos corresponde al TO (Testigo) con 3
macollos.planta™ mientras que en el segundo corte se registré un mayor nimero de macollos
al T14 (D.T.P.A, 20ppm, 20 dias) con 7,75 macollos.planta-1 siendo su opuesto otra vez el TO

(Testigo) con 4,50 macollos.planta™ (Figura 8).

Los datos obtenidos en la presente investigacion son inferiores al estudio de
caracterizacion agronémica de pastos cultivados en las comunidades de Chopcas donde
Lolium perenne presentd entre 14-16 macollos.planta™, esta diferencia se puede atribuir al uso
de fertilizantes, especialmente de nitrégeno debido a que varios autores mencionan que el uso
de nitrogeno tiene un efecto positivo en la aparicion de macollos (Balocchi, Solis, Poff, Keim,
& Lopez, 2009). En otro estudio donde se compara el establecimiento de Lolium perenne en
labranza convencional y cero con un plan de fertilizacion inicial donde se obtuvo valores
entre 2-8 macollos.planta® (Vargas J. , 2015); estos datos también son similares a los de
Ganderats & Hepp (2003) y Saldanha, Boggiano, & Cadenazzi, (2010), quienes obtuvieron

valores de 3 y 5 macollos.planta™ respectivamente.

De acuerdo a la presente investigacion en el primer y segundo corte se llevd una
temperatura ambiente promedio de 15 °C y 14 °C respectivamente; el incremento de macollos
entre cortes concuerda con el estudio de Lawson, Sale, & Kelly (1997), que mencionan que

existe una mayor produccion de macollos en invierno y post invierno que en verano. Sin
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embargo Donaghy & Fulkerson (2015), mencionan que para tener una tasa de macollamiento
elevada se requiere niveles altos de luz, temperaturas medias y disponibilidad de nutrientes; es
decir que el desarrollo de macollos es dependiente del ambiente, tiempo de defoliaciones,

reservas de carbohidratos y fertilizacion (Cuevas, 1980).

4.3 Altura de planta

Las alturas de las plantas no presentaron diferencias significativas entre cortes (F=1,03;
p=0,3115), ni entre tratamientos para el primer (F=0,37; p=0,9974) y segundo (F=0,44;
p=0,9913) corte, sin embargo, se puede destacar que en el primer y segundo corte el T6
(D.T.P.A, dosis 25 ppm, 10 dias) obtuvo la mayor altura con 30,25 cm y 29,5 cm
respectivamente, mientras que el TO (Testigo) obtuvo la menor altura con 23,5 cm y 22 cm

respectivamente (Figura 8).

Los valores obtenidos en la presente investigacion son similares al estudio de residuos
organicos para la fertilizacion de pastos, donde Lolium perenne obtuvo valores entre 22,30 cm
y 27,73 cm de altura, ademas se menciona que las plantas reaccionan de manera favorable y
se ve reflejado en el crecimiento cuando existe una mayor disponibilidad de nutrientes o
compuestos organicos (Vasquez, 2008). En otro estudio donde se evalud el efecto de la
fertilizacion en el forraje donde los valores obtenidos sin fertilizacion en el primer y segundo
corte fueron 23,95 cm y 27,02 cm respectivamente mientras que los fertilizados en los
mismos cortes se registraron valores entre 29,89 cm y 36,3 cm, esto debido a que una mejora
en la nutricion especialmente en nitrogeno subseguido por fdsforo, potasio, azufre y micro

nutrientes se vera reflejado en una mayor crecimiento en el pasto. (Robalino, 2010).



40
Velasco, Herndndez, & Gonzélez (2005), mencionan que esta diferencia entre cortes se
debe a que el crecimiento de las plantas esta relacionada a las condiciones climaticas, el cual

se ve reducido en una estacion de invierno debido al descenso de temperatura y radiacion

solar.
Tratamientos Descripcion Vigor de rebrote Nuamero de macollos Altura (cm)
*PDT Primer corte  Sepundo corte Primer corte Segundo corte Primer corte  Segundo corte
T0 Testigo 6250252 6.00=041 b 300=025¢c  450x025¢ 2350=096a  22.00£3,11a
T1 EDTAI510 7500292 7250252 400£000c 6,000,000 26,003 51a 247523332
T2 EDTA2010 8,000,582 7.50£0,50 2 400£000c 6500291 25252 75a 242520852
T3 EDTA2510 73500502 7.50=0.502 375=025¢c 5750231 25502632 23233372
T4 DTPAIS10 8250482 8,500,502 4750250 7000412 26004142 271383042
T3 DTPA2010 8000412 7.50+0,29 2 4750250 7000412 27252723 2750+£2252
Té DTPA2510 7500292 7750252 4750250 6500500 30252932 20501 66a
T7 Sulfato 15 10 7754048 a 6.75:025b 325+025¢  550+0,50b 25002202 2325+149a
T8 Sulfato 20 10 775048 a 7.50£0,50 2 350029¢c  575x0231b 25002483 25731442
TO Sulfato 25 10 1.75£0,25 2 7.50£0.65 2 325=025¢c 550023 b 25.75£246a 232524632
T10 EDTAI520 7750482 7250252 400£000c  6350x020b 25002082 26232332
T11 EDTA2020 7750482 7500292 425+025¢ 6500500 30,00£2,52a 2823+2,02a
T12 EDTA2520 7500292 7.50£0,50 2 4750250 6250481 257522 72a 2450z1552a
T13 DTPAI520 825025a 7.75£0,63 2 525:025b  700£0,58 2 2725+£293a 25003722
T14 DTPA2020  9.00£0,00a 8.50=0.29 2 500=041b 7750752 25001082 25.00£2042
T13 DTPA2520 8000412 B.75£0,25a 6000412 7250252 247520232 24732212
T16 Sulfato 15 20 7500292 72540252 3,755025¢ 350+020b 25002353 242342322
T17 Sulfato 20 20 7.50+0,65 a 7.50£0,50 2 350=025¢  525x0251b 25002893 24.00£158a
T18 Sulfato 25 20 825+048a 8.00=0,00 2 3,752025¢ 375025 b 2525x18%9a 24502532
T19 EDTAI1530 7750252 7750252 3,75:025¢  6,000,00b 2000£3,19a  2750x1442a
T20 EDTA2030 8000412 8.00=0.41 2 400£000c 6,000,000 2700£2806a 26502332
T21 EDTA2530 7250482 775048 2 375=025¢c 6,000,000 26252953 26231182
T22 DTPAI530 8250482 8.00:0.41 2 5250250 725+0252 28504372 2350+£2222a
T23 DTPA2030 730+0292a 7.50+0,29 2 425+025¢c 6,500,500 27.00£227a 26,00+1,682
T24 DTPA2530 7500292 7500292 4500290 6250231 2525+18%9a 26502222
T23 Sulfato 15 30 7.75£0,48 2 7.50£0.29 2 375025¢c  550x029b 27252933 24503372
T26 Sulfato 20 30 7250252 7250252 375025¢c 600041 b 25.25+0,75a 24731802
T27 Sulfato 25 30 725+025a 775048 a 3,75:025¢  550+029b 2525+287a  2550£210a

*PDT [Producto (hierro), dosis (ppm), tiempo (dias)]
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (DGC p > 0,05)
Figura 8 Promedio * error estandar de la altura, nimero de macollos y vigor de rebrote del
pasto rye grass perenne (Lolium perenne) var. Amazon bajo el efecto de diferentes fuentes
de hierro, dosis y tiempos de aplicacion
4.4 Longitud y materia seca de raices
En la tabla (6), se presentan los valores obtenidos en longitud y materia seca de la raiz en
los diferentes tratamientos, cabe mencionar que esta variable se midi6 al final de la

investigacion, donde se registré la mayor longitud de raiz en el T1 (E.D.T.A, 15 ppm, 10 dias)

con 32,56 cm mientras que la menor longitud de raiz fue en el T3 (E.D.T.A, 25 ppm, 10 dias)
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con 23,41 cm. El més alto porcentaje de materia seca en raiz fue del T25 (FeSQ,4, 15 ppm, 30
dias) con 22,72% y menor porcentaje con el T23 (D.T.P.A, 15 ppm, 30 dias) con 15,91%.

Los valores reportados en la longitud de raices son superiores a los presentados por
Cevallos (2015), quien registré para Rye Grass Perenne var, Pichincha valores entre 11,28—
22,7cm mientras que para Rye Grass Perenn var. Amazon fueron valores entre 10,69-
22,02cm; en cambio reportd valores similares para el porcentaje de materia seca con 23,44%
para la var. Amazon y 22,75% para la var. Pichincha con un coeficiente de variacion de
3,79%.

Tabla 6
Comparacion de tres diferentes fuentes de hierro, dosis y tiempo

sobre la longitud y materia seca de la raiz del pasto rye grass
perenne (Lolium perenne) var. Amazon

Tratamiento *PDT Longitud (cm) Materia seca (%)
TO Testigo 235 18,49
T1 E.D.T.A1510 32,56 20,38
T2 E.D.T.A2010 24,71 18,38
T3 E.D.T.A2510 23,41 21,65
T4 D.T.P.A1510 29,48 19,50
T5 D.T.P.A2010 27,47 20,46
T6 D.T.P.A2510 31,97 20,18
T7 Sulfato 15 10 24,9 18,23
T8 Sulfato 20 10 24,16 21,67
T9 Sulfato 25 10 26,03 17,31
T10 E.D.T.A1520 32,29 20,63
T11 E.D.T.A 2020 24,46 20,14
T12 E.D.T.A2520 30,39 20,96
T13 D.T.P.A1520 25,98 17,36
T14 D.T.P.A 2020 27,5 22,65
T15 D.T.P.A2520 24,76 21,44
T16 Sulfato 15 20 24.9 22,11
T17 Sulfato 20 20 26,9 21,33
T18 Sulfato 25 20 28,18 19,27
T19 E.D.T.A 1530 28,79 19,74
T20 E.D.T.A 2030 27 19,65
T21 E.D.T.A 2530 29,7 21,20
T22 D.T.P.A1530 30 21,34
T23 D.T.P.A 2030 28,78 15,91
T24 D.T.P.A 2530 24,89 20,05

CONTINUA mmmmm)
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T25 Sulfato 15 30 29,74 22,72
T26 Sulfato 20 30 24,37 20,51
T27 Sulfato 25 30 26,89 21,16

*PDT [Producto (hierro), dosis (ppm), tiempo (dias)]

4.5 Concentracion de clorofila

El contenido de clorofila tuvo un efecto significativo entre los dos cortes (F=56,12;
p=<0,001) (Figura 9) como en los tratamientos para el primer (F=1,63; p=0,0481) y segundo
(F=3,11; p=<0,001) corte. EIl tratamiento T14 (D.T.P.A, 20ppm, 20dias) present6 la mayor
concentracion de clorofila tanto para el primer como segundo corte con 76,65 ug.ml™ y 84,95
ug.ml™ respectivamente, de igual forma la menor concentracion de clorofila en los dos cortes

fue con TO (Testigo) con 22,75 ug.ml™ y 37,69 ug.ml™ respectivamente (Tabla 7).

Los valores obtenidos en la presente investigacion fueron superiores a los reportados por
Licto (2017), ya que obtuvo valores de clorofila total entre 0,45 y 1,75 mg.kg™ en el pasto
Rye Grass Perenne var. AMAZON. En el estudio de Bell, Rutter & Realton (1979),
reportaron valores de clorofila entre 15,41 y 35,63 ug.ml™ en Lolium perenne L. los cuales
son similares para el primer corte mientras que para el segundo son inferiores de acuerdo a la

presente investigacion.

Las altas concentraciones de clorofila que presentd el pasto en este estudio se debe a la
adicion del Fe, debido a que este nutriente es importante para la sintesis de la clorofila, por su
funcién en los tres periodos como precursor de las profirinas, el paso de Mg-protoporfirina a

protoclorofilida y formacion del &cido aminolevulinico (Kyrkby & Rémheld, 2007).

Adicionalmente se registrd valores mas altos en la concentracion de clorofila A que en la
clorofila B en todos los tratamientos, este suceso se presenta en la mayoria de estudios
enfocados en la determinacion de clorofila, sin embargo Casierra, Avila & Riascos (2012),

mencionan que se puede dar un efecto contrario en plantas sombreadas, debido a que la



43
sombra forma un estrés que limita la fotosintesis, esto es confirmado por Rehiman, Rose, &
Sabin (2000), mencionan que una disminucién en la intensidad de la luz reduce la actividad

fotosintética mientras que la concentracion de clorofila b tiende a ser mayor, afectando la

relacién de clorofilas a.b™ dentro de la planta.

Tabla 7
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Concentracion de clorofila (ug.ml-1)

TCF1

TCF2

Tratamientos x cortes

TSF2

*TCF1 Tratamiento con fertilizacion foliar del primer corte; TCF2
Tratamiento con fertilizacion foliar del segundo corte; TSF1 Tratamiento
sin fertilizacion foliar del primer corte (Testigo); TSF2 Tratamiento sin
fertilizacion foliar del segundo corte (Testigo)

Figura 9 Medias de concentraciones de clorofila total

Promedio * error estandar de la concentracion de
clorofila en pasto rye grass perenne (Lolium perenne)
var. Amazon bajo el efecto de diferentes fuentes de
hierro, dosis y tiempos de aplicacién

Tratamientos Descripcion Clorofila Total (ug.ml™)
*PDT Primer corte  Segundo corte
TO Testigo 22,75£3,87 b 37,69+1,59 ¢
T1 E.D.T.A1510 48,45+7,28b 65,39+4,19 b
T2 E.D.T. A2010 48,34+8,44b 57,71£5229 b
T3 E.D.T.A2510 58,92+4,33b 62,93+0,33 b
T4 D.TP.A1510 4589+450b 63,24+0,16 b
T5 D.T.P.A2010 4522+8,76 b 62,50+0,58 b
T6 D.TP.A2510 37,90£529b 61,95+0,63 b
T7 Sulfato 1510  60,66+15,20 b 66,79+4,31 b
T8 Sulfato 20 10 46,14+4,52 b 63,45+0,56 b

CONTINUA mmmmm)
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T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16
T17
T18
T19
T20
T21
T22
T23
T24
T25
T26
T27

Sulfato 25 10
E.D.T.A1520
E.D.T.A2020
E.D.T.A2520
D.T.P.A1520
D.T.P.A 2020
D.T.P.A2520
Sulfato 15 20
Sulfato 20 20
Sulfato 25 20
E.D.T.A1530
E.D.T.A2030
E.D.T.A 2530
D.T.P.A1530
D.T.P.A 2030
D.T.P.A2530
Sulfato 15 30
Sulfato 20 30
Sulfato 25 30

46,98+4,13 b
50,01+12,74 b
49,98+8,10 b
43,42+5,76 b
72,81+14,96 a
76,65%19,12 a
44,92+7,37 Db
40,90+5,36 b
58,39+£3,96 b
44,02+7,40 b
38,11+0,42 b
4452579 b
34,27£2,50 b
56,61+9,09 b
57,35+£10,78 b
57,63+8,37 b
38,46+6,43 b
48,50+11,09 b
53,584£9,73 b

63,86+0,35 b
60,26+1,89 b
60,00£1,43 b
62,99+0,61 b
74,93+12,74 a
84,95+13,89 a
61,08+1,49 b
62,80£0,95 b
62,71+1,58 b
62,37+0,98 b
59,44+1,64 b
58,55+4,12 b
63,83+£0,85 b
59,99+1,23 b
62,09+0,46 b
62,15+0,16 b
62,11+0,52 b
63,87+0,32 b
62,45+0,76 b

*PDT [Producto (hierro), dosis (ppm), tiempo (dias)]

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (DGC p > 0,05)

4.6 Analisis bromatologico
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De acuerdo al analisis de varianza no se encontrd diferencias significativas entre los dos

cortes en lo que respecta a materia seca y humedad (F=0,32; p=0,5740), mientras que en

ceniza (F=204; p<0,0001), proteina (F=222,65; p=<0,0001) y grasa (F=6,10; p=0,0166) si

presentd diferencias significativas entre los dos cortes. Cabe mencionar que para el primer

corte estadisticamente los tratamientos evaluados no presentaron diferencias significativas

para materia seca y humedad (F=1,26; p=0,2142) pero si fueron significativas para grasa

(F=1,19; p=0,0482), proteina (F=37,12; p=<0,0001) y fibra (21,06; p=<0,0001) y ceniza

(F=2,86; p=0,0036) (Tabla 8); situacion similar se presentd en el segundo corte donde

proteina (F=12,59; p=<0,0001), ceniza (F=2,26; p=0,0182) y fibra (F=2,05; p=0,0317) fueron

significativos para los tratamientos pero no para grasa (F=1,40; p=0,1887), materia seca y

humedad (F=0,55; p=0,9583) (Tabla 9).
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Para el porcentaje de humedad el TO (testigo) con 81,91% presentd el mayor porcentaje de
humedad mientras que el menor porcentaje fue del T14 (D.T.P.A, 20ppm, 20 dias) con
71,13%, esto para el primer corte; mientras que para el segundo corte el TO (Testigo) se
mantiene con el porcentaje mas alto con 81,87% siendo su opuesto el T10 (E.D.T.A, 15ppm,

200 dias) por presentar el de menor porcentaje con 74,82%.

Los datos presentados en Cevallos (2015), en el porcentaje de humedad en Rye Grass
Perenne var. AMAZON fue de 85,4 - 88,3% los cuales son superiores a los datos obtenidos
en los dos cortes. Mientras que Velasquez (2009), obtuvo un porcentaje de humedad en Rye
Grass Bianual entre 68,38 — 71,30% para el primer corte mientras que para el segundo fueron
valores entre 66,18 — 69,10%; el mismo autor menciona que el agua en especies forrajeras
representa entre el 75 — 80% y que el contenido dependera de varios factores como madurez
y condiciones ambientales; asimismo INATEC, JICA, MAG, INTA, & IPSA (2016),
mencionan que el contenido de agua varia de acuerdo a la especie, etapa de crecimiento y

posicion de la planta, por lo que el contenido de humedad fluctla entre 65 — 85%.

Para el porcentaje de materia seca se encontré en el primer corte un mayor porcentaje en el
T14 (D.T.P.A, 20ppm, 20 dias) con 28,87% mientras que el menor porcentaje fue en el TO
(Testigo) con 18,09% mientras que para el segundo corte se obtuvo que el T10 (E.D.T.A, 15
ppm, 20 dias) con 25,18% presentd el mayor porcentaje mientras que el menor porcentaje fue
del TO (Testigo) con 18,14%. Los valores presentados son similares a los de Dimaté (2016),
que reportd valores entre 23,7-27,6% de materia seca en cultivares de Lolium perenne. Los
pastos deben contener entre un 15 a 35% de materia seca ya que este a su vez esta
conformado por ceniza, proteina, estracto etéreo, carbohidratos estructurales y no

estructurales (INATEC, JICA, MAG, INTA, & IPSA, 2016).
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Para el primer corte en lo que respecta al porcentaje de ceniza se registrO un mayor
porcentaje con el T16 (FeSO4, 15 ppm, 20 dias) con 13,23% mientras que el menor porcentaje
de ceniza fue del T14 (D.T.P.A, 20 ppm, 20 dias) con 10,13%, situacion fue similar en el
segundo corte donde el valor mas alto de ceniza fue del T16 (FeSO,4, 15 ppm, 20 dias) con
15,91%, mientras que su opuesto con el menor porcentaje de ceniza fue el T14 (D.T.P.A, 20
ppm, 20 dias) con 11,64%. Estos valores fueron similares a los de Gutiérrez, Alcoser, Macias,
Portilla, & Espinosa (2017), que obtuvieron en pasto Rye Grss Perenne valores entre 12,99—
13,94% de ceniza, mientras que Gadn (2018), obtuvo valores entre 9,29-14,49% de ceniza en
Rye Grass Perenne y de igual manera Velasquez (2009), registrd valores de ceniza entre
12,11-12,98% en el primer corte mientras que el segundo fue de 10,19-1,53% en Rye Grass

Bianual en la provincia de Pichincha.

Los datos presentados se encuentran en los rangos permisibles del pasto ya que es de 7—
13% de ceniza dentro de la componente de la materia seca (INATEC, JICA, MAG, INTA, &
IPSA, 2016). Suéarez (2016), menciona que la ceniza al ser una composicion inorganica de
oxidos, sulfatos, fosfatos, silicatos y cloruros, donde su presencia va a depender de varios
factores como el desarrollo y mineralogia del suelo, humedad y reaccion del suelo, género,
especie y variedad de la planta junto con las condiciones ambientales, desarrollo y

distribucion de elementos minerales dentro de planta asi como el manejo de pradera.

En cuanto al porcentaje de proteina se encontré al T18 (FeSO4 25 ppm, 20 dias) con
24,39% siendo el valor mas alto de proteina, en tanto el TO (Testigo) presentd el valor mas
bajo de proteina con 9,33 % esto para el primer corte. En el segundo corte el valor mas alto de
proteina fue el T14 (D.T.P.A, 20 ppm, 20 dias) con 27,46% siendo su opuesto el TO (Testigo)

con 10,15% de proteina.
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Los resultados obtenidos en la investigacion mostraron ser superiores a los de Dimaté
(2016), ya que este presenta valores entre 14,58 — 16,22% de proteina a la quinta semana en el
Rye Grass Perenne, de igual forma Villalobos & Sanchez (2010), reportaron valores inferiores

de proteina con 25,21% en Rye Grass Perenne tetraploide.

Se puede considerar que el rango de proteina de un pasto esta entre el 3-30 % de MS, lo
que esta acorde con los datos obtenidos. De acuerdo al estudio Gutiérrez, Alcoser, Macias,
Portilla, & Espinosa (2017), la omision de nutrientes no afecta la composicion bromatoldgica
a excepcion cuando se suprime el nitroégeno el cual se ve reflejada en la disminucion de
proteina. Cabe mencionar que en la presente investigacion se omitié la aplicacion de macro y
micro nutrientes a excepcion del hierro, por lo que el incremento de proteina se puede atribuir
a que el hierro en exceso estd almacenado en gran medida como una fosfoproteina férrica

Ilamada fitoferritina (Menguel & Kirkby, 1987).

El contenido de fibra de igual forma se expres6 en porcentaje; en el primer corte el valor
mas alto de fibra se presentd en el T26 (FeSO,, 20 ppm, 30 dias) con 21,41%, y el tratamiento
con menor contenido de fibra fue el T11 (E.D.T.A, 20 ppm, 20 dias) con 14,57%. En el
segundo corte el valor més alto de fibra se presentd en el T14 (D.T.P.A, 20 ppm, 20 dias) con
30,13% y el menor valor de fibra resultd en el T22 (D.T.P.A, 15ppm, 30 dias) con 18,31%.
Los datos obtenidos a comparacion al estudio de Licto (2017), son inferiores ya que