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RESUMEN

“Efectos de la fertilizacion con boro sobre la produccién de bulbos y calidad de
flor de Tulipa gesneriana cv Rococo”

La produccién de bulbos de tulipan es una nueva alternativa agricola intensiva
para las producciones tradicionales del Noroeste de Chubut.

El cultivo presenta como alternativas productivas, la produccion de bulbos o de
flores, requiriendo conocimientos sobre riego, control de plagas y enfermedades,
cuidados postcosecha y fertilizacion.

La informacién sobre fertilidad en la zona de Trevelin, principal zona productora
de bulbos de tulipan en Argentina, es muy limitada.

Este trabajo evalud los efectos que la fertilizacién con boro ejerce sobre
produccién de bulbos y flores en maceta en Tulipa gesneriana cv Rococo.
Bulbos tamario 8 fueron cultivados en arena volcanica (<0,05 mg/kg B) y
fertirrigados continuamente por goteo con solucion nutritiva Johnson con 0,0 (Ty);
0,271 (Ty) y 1,352 (T,) mg/l de B.

T, produjo un incremento significativo (p< 0,05) en la tasa de multiplicacién
respecto de TO, y en el tamaiio de bulbos comparado con los otros dos
tratamientos, determinando aumentos en el rendimiento y calidad de los bulbos
obtenidos.

Se evalud la calidad de la flor en plantas originadas a partir de bulbos que
contenian distinta concentracion de B. La concentracion de boro en bulbo afecté
la calidad de flor. Bulbos con una concentracion de 9,2 mg/kg de B presentaron
una diferencia significativamente superior (p< 0,05) en las concentraciones de
antocianas en tépalos y de clorofila en hojas. El largo de la vara floral se
increment6 de manera significativa (p< 0,05) al aumentar la concentracion de
boro en bulbo para todos los tratamientos, acompafiada por una disminucion en
el diametro de la misma.

Palabras clave: tulipan, Rococo, bulbo, boro, antocianas, tasa de multiplicacion.
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ABSTRACT

“Effects of boron fertilization on bulb production and flower quality of Tulipa
gesneriana cv Rococo”.

Tulip bulb production is a new alternative for traditional productions at the
Norwest of Chubut province.

The crop has two options, bulb or flower production. Both require knowledge
about watering, pest and plague control, postharvest care and fertilization.
Information about fertility in Trevelin’s area, main tulip bulb production of
Argentina, is very limited.

The present work evaluated the effects of boron fertilization on bulb and potted
flower production in Tulipa gesneriana cv Rococo. Bulbs size 8 were cultivated in
volcanic sand (<0,05 mg/kg) fertirrigated through a drip irrigation system with
Johnson’s nutritive solution with 0,0 (To); 0,271 (T;) and 1,352 (T,) mg/l of boron.
T, produced a significant increase (p< 0,05) in the multiplication rate respect to
To, and in the bulb size compared to the other treatments, improving yield and
quality of tulip bulbs.

Flower quality was evaluated in plants from bulbs with different boron
concentration. Boron concentration in bulb affected flower quality. Bulbs with 9,2
mg/kg boron showed a significant increase (p< 0,05) in ancthocyanins and
chlorophyll in tepals and leaves, respectively. Floral stick length increased in a
significant proportion (p< 0,05) when boron concentration in bulb also increased
for all treatments, with a decreased in floral stick diameter.

Key words: tulip, Rococo, bulb, boron, anthocyanin, multiplication rate
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

Desde fines de la década de los 90 se ha producido un paulatino
incremento de la produccién agricola intensiva en los valles de la cordillera
chubutense con el comienzo de la produccion de plantines de frutilla, la
introduccion de especies florales bulbosas y rizomatosas, los ensayos
exploratorios para evaluar la factibilidad del cultivo de ardndanos (Vaccinium
corymbosum) y la produccion de cerezas (Prunus avium) y berries. Aunque en
baja escala aun, este auge productivo ha provocado una fuerte demanda de
informacion que necesariamente requiere la realizacion de trabajos
experimentales que permitan adaptar o generar la tecnologia de produccion
necesaria. El grafico 1 muestra la evolucién del cultivo de frutilla durante las
cuatro Ultimas temporadas destinado a la produccion de plantines (SENASA,
Esquel)
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Gréfico 1.1: Superficie de frutilla implantada destinada a la produccién de plantines en el
Noroeste de la provincia de Chubut. Fuente: SENASA Esquel-Chubut. Centro Regional
Patagonia Sur — Abril 2009. Ing. Agr. Marcela E. Schiappacassi, Area Vegetal

Entre las especies florales se ha destacado la producciéon de bulbos de
tulipan (Tulipa gesneriana), en menor escala el lilium (Lilium spp) y se
encuentran en evaluacion especies tales como narciso (Narcissus spp), jacinto
(Hyacinthus orientalis), iris (Iris hollandica) y allium (Allium spp).

La produccion de tulipanes en el noroeste de Chubut se inicia en el afio
1997 con la primera importacion de bulbos por parte de la provincia de Chubut.
En el afio 1998 existian un total de 17 productores y una superficie aproximada



de 2.5 hectéreas. Actualmente (2008) la superficie destinada a produccion de
bulbo de tulipan es de aproximadamente 10 hectareas (Diacinti A, UEPIAG
Chubut, datos no publicados).

Dentro de las especies rizomatozas, se destaca el cultivo de peonias
(Paeonia lactiflora) que con una superficie inicial en produccion de alrededor de
4 has tiene como principales objetivos la comercializacién en el mercado externo
de flor de corte y de rizomas como material de propagacion. Durante los afios
2007 y 2008 se realizaron las primeras exportaciones de esta especie como flor
de corte al mercado holandés (Memoria anual INTA Esquel 2007, Memoria anual
INTA Esquel 2008).

Estudios realizados en el afio 2003 demuestran que existian en el noroeste
del Chubut, que comprende los valles de Trevelin, Esquel, Cholila, Corcovado.
Epuyen, El Hoyo y Lago Puelo, un total de 19 productores dedicados a la
produccion de flores y/o bulbos con una superficie de alrededor de 17 hectareas
de las cuales el 97 % se realiza a cielo abierto y el 3% restante bajo cubierta
(JICA —INTA, 2003). Si bien se trata de cultivos que requieren una alta inversion
inicial, presentan retornos importantes y posibilidades de expansién por tratarse
de productos que pueden ser comercializados tanto en mercado interno o ser
exportados al hemisferio norte por ser una produccion de contraestacion.

Las condiciones climaticas son favorables para el cultivo de bulbos florales
de primavera, lo que queda demostrado al comparar las temperaturas de
Trevelin (grafico 1.1), con las de una localidad de Holanda, mé&ximo productor
mundial de bulbos.
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Gréfico 1.2: Comparacion de las temperaturas promedio mensuales de Andijk (Holanda)
y Trevelin segun la estacién del afio (Diacinti A, et al., 2004).



Un estudio econdmico llevado adelante por Romagnoli et al. (2002) analiza
los aspectos econdmicos Yy financieros de la produccion y exportacion de bulbos
de tulipan en la regién Patagoénica. El proyecto presenta una alta inversion inicial,
fundamentalmente en lo referido al stock de plantacién, con una tasa de retorno
del 24,55% representando ademas una importante fuente de mano de obra.

En lo referido al comercio mundial de bulbos florales, Holanda es el pais
mds importante con una produccion en el afio 2002 de 10.000 millones de
unidades, lo que representa alrededor del 65 % de la produccién mundial de
bulbiferas en general, alcanzando la superficie cultivada en dicho afio las 21.000
hectéreas. El 75% de lo producido es destinado a exportacion y representa un
ingreso de alrededor de 700 millones de euros. Del total, 10.000 has
corresponden al cultivo de tulipan con un tercio del valor total de exportacion
(International Flower Bulb Centre).

La produccién y exportaciéon de flores de tulipan es otra alternativa que
brinda el cultivo. Por ejemplo, Chile en el afio 1997 exporto flores a EEUU por un
valor cercano a los US$ FOB 400.000 (Schiappacasse, 1999).

El bulbo de tulipan es destinado fundamentalmente a la venta en seco
como semilla para su uso en parques y jardines (46%) y a la produccién de flores
de corte y plantas en maceta (54%) conocido como el “sector del forzado” (*). El
principal factor que determina la capacidad de un bulbo de tulipan para iniciar
una yema floral estd dado por su tamafio 0 mas precisamente por su peso (De
Hertogh y LeNard, 1993). El peso critico varia de acuerdo al genotipo, pero en
general, para que los bulbos puedan iniciar la diferenciacién de la yema floral
necesitan un peso de 6 a 8 gramos, que corresponde a tamafios o calibres,
dados por la circunferencia en su parte media, de 6 a 8 cm (De Hertogh y
LeNard, 1993, Schiappacasse F, 1999). El destino de los bulbos
comercializables para flor esta determinado por su tamafo. En general, los de
tamarfo 10 pueden ser usados en jardines aunque muchos productores prefieren
utilizarlos como semilla (Turrd y Diacinti, 2003), mientras que los 11/12y 12y
superiores son los requeridos para la produccién de flores de corte. Los 12y
superiores son los usados normalmente para plantas en maceta (De Hertogh y
Le Nard, 1993, De Hertogh, 1996, Centro internacional de bulbos de flor, 1997).

El tulipan es una planta Monocotiledénea perteneciente al genero Tulipa
que incluye alrededor de 125 especies, aunque muy pocas de ellas son
cultivadas a escala comercial. El bulbo posee una envoltura externa llamada
tdnica, y en el interior se encuentran escamas suculentas, entre dos y seis,
adheridas al plato basal a partir del cual se desarrollan raices adventicias. Entre
las escamas existen yemas laterales que daran origen a los bulbos hijos (figura
1.1, Barfion Arias et al, 1993).

(*) Forzado: terminologia usada para describir la floracion de un bulbo o planta aplicando
condiciones artificiales que simulan las condiciones naturales requeridas. Es
ampliamente usada para bulbos de floracion primaveral como el tulipan, donde las
estaciones naturales son reproducidas a través de una camara de enraizamiento
(“rooting room”) y un invernaculo (Thohirah, L.A et al. 2006).



Es un cultivo que requiere una secuencia de temperatura célida-fria-célida
para expresar un activo crecimiento y completar su ciclo ontogénico (De Hertogh
y Le Nard, 1993, De Hertogh, 1996). Se planta durante el otofio y florece en
primavera. Al momento de plantacion; el bulbo presenta en su interior una yema
apical que en el caso de ser un bulbo con una circunferencia superior a 6-8
centimetros o peso entre 6-8 gramos es floral, acompafada por entre 3y 5
hojas. En el caso de ser mas pequefio solo presenta una hoja, sin flor (De
Hertogh y Le Nard, 1993, Schiapacasse, 1999).
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Figura 1.1: Vista de la seccién vertical de un bulbo de tulipan en estado de reposo.
Adaptado de Bafion Arias et al, 1993

En otofio, cuando las temperaturas son decrecientes, ocurre un rapido
crecimiento de raices y un lento crecimiento de la yema apical. A inicios de
primavera ocurre una rapida elongacion del escapo floral y la planta entra en el
estado fenoldgico de floracion. Luego de floracion se produce el crecimiento de
los bulbos hijos y simultdneamente las escamas del bulbo madre se secany
desaparecen progresivamente. En el caso que el cultivo esté destinado a la
produccion de bulbos, luego de floracion y una vez eliminadas todas las plantas
fuera de tipo y aquellas que presentan virus, se eliminan todas las flores dejando
todas las hojas y el tallo. A fines de primavera, los érganos aéreos se marchitan,
y el desarrollo de los bulbos hijos culmina, entrando los mismos en un aparente
estado de dormicion que no es tal ya que se produce una activa diferenciacion
de las yemas florales y vegetativas. De esta manera, continuos cambios tienen
lugar practicamente durante todo el afio y siempre hay érganos siendo iniciados,
creciendo, envejeciendo o desarrolldndose. Al finalizar el verano todos los
organos de la planta estan presentes en el bulbo (De Hertogh and Le Nard,
1993; Bafion Arias et al, 1993; Rees A.R, 1992, Schiappacasse 1996). La figura
1.2 muestra un esquema del ciclo del tulipan.



Fines de diciembre a principios de enero

\ Cosecha y separacion de los bubos\

Octubre a noviembre
El bulbo madre florece v los bulbos hijos crecen
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Figura 1.2: Esquema del ciclo anual de crecimiento y desarrollo de una planta de tulipan
que produce flor. (A): paquete de bulbos cosechado; (B): Bulbo principal separado; (C):
bulbo madre con primordios radicales y florales altamente desarrollados, previo a

plantacion; (D): bulbo enraizado bajo las condiciones medioambientales de invierno; (E):
Bulbo madre en el estado de floracién. Adaptado de De Hertogh, 1999.

Un cultivo comercial de tulipan destinado a la produccion de bulbos esta
basado en la utilizacion de bulbos de tamafio pequefio y mediano (entre 5y 10
cm de circunferencia) (De Hertogh y Le Nard, 1993, Bafion Arias et al, 1993). Se
inicia durante el otofio con la plantacion de los bulbos en camellones o
platabandas, previo tratamiento con fungicidas y nematicidas de ser necesario
(Schiapacasse, 1999, Turré y Diacinti, 2003). La densidad de plantacion varia
con el calibre de bulbo utilizado y la profundidad oscila entre 10 y 15 cm,
medidos desde la base del bulbo a la superficie del suelo (De Hertogh y Le Nard,
1993, Bafion Arias et al, 1993, Schiapacasse, 1999). Luego de plantacion y de
acuerdo a las condiciones de humedad de suelo, puede ser necesario realizar un
riego para permitir un adecuado desarrollo de las raices.

A inicios de primavera se produce la emergencia del cultivo, con una rapida
elongacién del escapo floral y se produce la floracion. Durante este periodo es
necesario realizar control de malezas, aplicacion de riego, fertilizaciones, control
de plagas y enfermedades, identificacion y eliminacion de todas las plantas que



presenten sintomas de enfermedades, fundamentalmente relacionado con el
virus del TBV (Tulip Breaking Virus). Luego de floracion se decapitan todas las
flores (Turré y Diacinti, 2003, Bafion Arias et al, 1993).

A principios de verano se produce la senescencia del cultivo, se
interrumpen los riegos y se procede a la cosecha. Los bulbos son limpiados, se
realiza una desinfeccién por inmersién en una solucién con fungicida, se secan
rapidamente y se seleccionan de acuerdo al tamafio (circunferencia en cm)
(Schiapacasse, 1993).

Posteriormente, se separan los bulbos comercializables destinados a
parques y jardines, flores de corte y plantas en maceta, de aquellos que se
utilizaran para la produccion de nuevos bulbos (“stock de plantacion” o “bulbos
semilla”) (De Hertogh y Le Nard, 1993).

Los bulbos son almacenados en camara con una humedad relativa variable
entre 65y 75% (Turrd y Diacinti, 2003), libres de etileno y con distintas
temperaturas segun se trate del stock de plantacién o de bulbos para produccion
de flor. En general, el stock de plantacion es sometido durante 3 a 4 semanas a
temperaturas altas de 20 a 25 °C, y luego a temperaturas medias (17 a 20 °C)
(De Hertog y Le Nard, 1993). En el caso de bulbos de tamafios superiores
destinados a flor de corte o planta en maceta, los bulbos son sometidos a
diferentes tratamientos de temperaturas altas, intermedias y frias (iguales o
menores a 9C) segun el cultivar de que se trate y el momento en que se quiera
obtener la flor (De Hertogh Ay Le Nard M, 1993; De Hertogh A, 1996).

En Argentina actualmente la superficie cultivada para producciéon de bulbos
de tulipan se encuentra ubicada fundamentalmente en el sur del pais, en la
provincia de Chubut, principalmente en la localidad de Trevelin y una reducida y
reciente produccion en la provincia de Mendoza. La introduccion del cultivo en
Chubut se realiz6 con el objetivo de exportar el producto ya que la utilizacion de
bulbos para produccion de flor bajo cubierta hace que los productores del
hemisferio norte para mantener la oferta en el tiempo deban mantener los bulbos
en camara a temperaturas de -3 a -2°C (“eskimo” o “ice tulips”) durante 7 a 10
meses con el consecuente aumento en los costos y una pérdida de calidad
especialmente en las Ultimas semanas de conservacion (abril-mayo) (De
Hertogh, 1996). La produccion de la zona del Noroeste del Chubut, proveeria
bulbos “frescos” en el momento en que el mayor productor mundial de bulbos de
tulipan (Holanda) no puede, brindando a los productores de flores del hemisferio
norte la posibilidad de extender su presencia en el mercado, alternativa que ya
estan llevando adelante paises del hemisferio sur, tales como Australia, Nueva
Zelanda y Chile, que son, por lo tanto, los principales competidores de Argentina
en el mercado.

Por otro lado, desde el comienzo de la produccion de bulbos en Patagonia,
el mercado interno de produccién de plantas en maceta y flores de corte de
tulipan se increment6é marcadamente absorbiendo toda la produccion local de
bulbos pagando precios muy cercanos o superiores a los internacionales por los
mismos, lo que hizo que el objetivo original de exportar no se haya desarrollado
completamente.

Los factores de produccion més importantes comprenden aquellos
referidos a los aspectos sanitarios, especialmente relacionado al control de virus,



de fundamental importancia para mercado externo, el riego, el manejo post-
cosecha y la fertilizacion tanto en lo que se refiere a macronutrientes como a
micronutrientes teniendo en cuenta que el objetivo basico de este tipo de
produccion es lograr la mayor cantidad de bulbos de excelente calidad tanto para
forzado como para stock de plantacion.

En cuanto a calidad de bulbo, Turrd y Diacinti (2003) mencionan que
ademas del tamafio, existen otros tres aspectos que definen la misma para un
bulbo de tulipan, la sanidad, el estado nutricional y el estado de desarrollo del
bulbo.

Sanidad: comprende las afecciones causadas por hongos, bacterias,
nematodos, insectos y acaros. Botrytis y virus del mosaico causan defectos en
las flores. La fusariosis disminuye cantidad de bulbos Utiles y puede perjudicar la
calidad de los sanos.

Estado nutricional: a mayor cantidad de reservas nutricionales mayor
calidad de flor, y es posible que bulbos de igual tamafio contengan diferentes
cantidades de reservas, tanto en lo referido a carbohidratos como a minerales.

Estado de desarrollo del bulbo: se refiere al grado de desarrollo que posee
el brote central. Depende de las condiciones climaticas durante el cultivo y
principalmente durante el almacenamiento y hace a la programacion de las
fechas de floracién, aspecto critico para el productor de flor.

En cuanto a calidad de flor o planta en maceta, De Hertogh (1996) sugiere
gue la altura 6ptima de una planta en maceta en el momento de comercializacién
(pimpollo coloreado) varia con el tamafio de la maceta empleada, siendo de 20 a
25 cm cuando se cultivan en macetas de 10 cm y de 25 a 30 cuando se lo hace
en macetas de 15 cm.

Otros aspectos de la calidad en flores de tulipan (VBN, 2008) establecen
que las flores deben estar libre de defectos que incluyen:

Tallos acuosos o stem topple.

“Noses”: alteraciones en el pimpollo floral en cuanto a la forma, color y
apertura de la flor.

Alteraciones en el color de la flor.

De acuerdo a Reid M.S. las flores de tulipan son graduadas teniendo en
cuenta la uniformidad de madurez (grado de apertura), largo de tallo y libre de
defectos. Los defectos incluyen aborto de pimpollo floral, pimpollos florales
verdosos, tallos doblados.

En lo referido al aspecto sanitario existe una gran cantidad de informacion
acerca de plagas y enfermedades y métodos de prevencion y control, al igual
que toda la tecnologia de cosecha y postcosecha.

Por el contrario, en cuanto a la nutricion mineral, la fertilizacion nitrogenada
ha recibido la mayor atencion y en menor medida fésforo, potasio, calcio y



magnesio (De Hertogh y Le Nard, 1993). Mucha menor informacién existe acerca
de micronutrientes.

En cuanto a boro, micronutriente esencial, los primeros reportes sobre su
deficiencia en plantas superiores fueron aportados por Agulhon (1910) y Maze
(1915), quienes mostraron efectos benéficos del B sobre el crecimiento de las
plantas. Agulhon (1910) proveyo la primer evidencia documentada sobre
deficiencia de B al demostrar que su presencia estimulaba el crecimiento de
colza (Brassica napus var oleifera), nabo (Brassica rapa), maiz (Zea mays),
avena (Avena sativa), rabano (Raphanus sativus) y trigo (Triticum aestivum),
aunque no se demostré que el crecimiento normal fuese imposible con ausencia
de boro (Shorrocks, 1997). Las pruebas inequivocas sobre la esencialidad del B
fueron provistas por Warington (1923) quien demostré que Vicia faba no cumplia
su ciclo ontogénico cuando el mismo no estaba presente en la solucién nutritiva
(Brown y Hu, 1994; Shorrocks, 1997; Matoh , 1997; Tariq y Mott, 2007;
Lukaszewski y Blevins, 1996)

A pesar de que se han atribuido una gran cantidad de alteraciones
fisioldgicas debido a deficiencias de B en cuanto a transporte de azucares (Dixit
D. et al, 2002, Huang L. et al, 2007, Sisler E.C. et al, 1956, Garcia Gonzalez M.
et al, 1990, Oosterhuis D.M. y Zhao D., 2001, Gauch H.G. y Dugger W.M. Jr.,
1953), sintesis de pared celular (Kobayashi M., 2000; Matoh T., 1997; HUH. y
Brown P., 1996), lignificacion (Zehirov Gr. T. y Georgiev G.l., 2003; Lovatt Carol
J., 1985), estructura de pared celular (Matoh T. y Kobayashi M., 1998; Kobayashi
M., 2000; Hu H. y Brown P., 1994; Goldbach H.E. et al, 2007; Blevins G. y
Lukaszewski K.M., 1998; Wimmer M.A. y Goldbach H.E., 2007; Malavé Acufia A.
y Carrero Molina P., 2007; Tanaka M. y Fujiwara T., 2008), metabolismo de
carbohidratos (Camacho-Cristébal y Gonzales-Fontes, 1999), metabolismo de
ARN (Ali A.H.N. y Jarvis B.C., 1988; Janardhand R., 2006), respiracion (Garcia
Gonzalez M. et al, 1990; Krueger R.W., et al, 1987), metabolismo del 4cido indol
acético (AlA) (Blevins G. y Lukaszewski K.M., 1998; Mashayekhi K. y Neumann
K.H., 2006; Chunjian Li, 2001; Lovatt Carol J.; 1985, Robertson G.A. y Loughman
B.C., 1974; Bohnsack y Luke, 1977), metabolismo de los fenoles (Dordas y
Brown, 2005; Blevins G. y Lukaszewski K.M., 1998) e integridad de membrana
(Dordas C.H. y Brown P., 2005; Tang P.M. y Dela Fuente R.K, 1986; O’Neil M.A.
et al, 2001; Goldbach H.E.et al, 2007; Blevins G. y Lukaszewski K.M., 1998;
Cakmak I. y Romheld V., 1997; Geng M. et al 2007; Huang L. et al, 2007), los
roles bien descriptos del boro estan referidos fundamentalmente a su
participacion en el mantenimiento y en la sintesis de pared celular, posiblemente
a través de la formacién de complejos B-compuestos pécticos, y relacionado
también con la integridad de membrana plasmatica (Cara et al, 2002; Cakmak
and Romheld, 1997).

El &cido borico forma complejos estables con compuestos cis-hidroxilos
(cis-dioles) como los azucares y sus derivados (ej. azucares alcohdlicos y acido
urénico) y algunos O-difenoles (gj. acido cafeico y acido hidroxiferulico). Las
paredes celulares son ricas en compuestos cis-diol, y se ha demostrado que el B
esta predominantemente presente en paredes celulares, especialmente bajo
condiciones de deficiencia del mismo, con valores superiores al 90% del B
celular total (Brown and Hu, 1994; Cakmak y Romheld, 1997; Blevins y
Lukaszewski, 1998; Hu et al, 1996) y mas del 70% de ese B estaba ligado a
pectinas (Hu et al, 1996). Segun Matoh (1997), el B aparentemente afecta el
proceso de condensacion de carbohidratos en material de pared.



Sin embargo, la sintesis de material de pared en raices de tomate
(Lycopersicum esculentum), hojas de girasol (Helianthus annus) y células
cultivadas de zanahoria (Daucus carota) no disminuye ante una deficiencia de B.
Esto sugiere que el boro no juega un rol en la sintesis de materiales de pared,
gque es una actividad simplasmica, sino que seria importante en el arreglo
ultraestructural de los componentes en el apoplasto (Matoh, 1997).

Los resultados obtenidos por Cara et al (2002) sugieren, ademas, que el B
desempenia un rol estructural en la membrana plasmaética, similar al demostrado
en pared celular, en funcion de la rapida alteracion en los flujos de iones y
solutos asociados con la pérdida de permeabilidad en células de tejidos boro
deficientes.

La acumulacion de compuestos fendlicos en tejidos deficientes en B es un
paso critico en el inicio de las alteraciones de diversas funciones celulares ya
gque estos compuestos son fitotoxicos para raices y tallos. Dado que las plantas
deficientes en B acumulan gran cantidad de compuestos fendlicos y estos
reprimen la absorcion de iones alterando el potencial de membrana, se ha
sugerido que los compuestos fendlicos resultan en alteraciones reversibles en la
permeabilidad de membranas (Cakmak y Romheld, 1997; Goldbach, 2001).

La ocurrencia de deficiencias de B en los cultivos es mas frecuente en
suelos de textura gruesa, con bajo contenido de arcillas (adsorcion) y sujetos a
mayores pérdidas del nutriente por lavado. Estos suelos se secan rapidamente
durante los periodos de sequia y los cultivos dependen de raices ubicadas a
mayor profundidad donde la disponibilidad de B es mas reducida (Shorrocks,
1997; Goldberg, 1997).

La disponibilidad de boro en el suelo disminuye al aumentar el pH, el
contenido de B soluble en suelo esté significativamente correlacionado con el pH
de la solucion (Goldberg, 1997).

La absorcién de B en plantas superiores es probablemente un proceso
pasivo que actla en respuesta a una concentracion externa de acido borico, a
una permeabilidad de membrana, a la formacion de complejos interno y a la tasa
de transpiracion (Hu y Brown, 1997). La movilidad del microelemento dentro de
la planta varia ampliamente entre especies (Brown y Shelp, 1997).

En general, las plantas dicotiledoneas poseen mayores requerimientos de
B que los cereales (Asad A. et al, 2001).

Hu H. y Brown P. (1996) encontraron una correlacion positiva entre
cantidad de pectinas de pared celular y el requerimiento de boro de las especies.
Entre las monocotileddneas, aln cuando las Gramineae parecen tener menor
requerimiento de B debido a que la pared celular primaria de esta familia
contiene pocas cantidades de pectina, la cebolla (Allium cepa) y el esparrago
(Asparagus officinalis) pertenecientes a la familia Liliaceae poseen paredes
celulares ricas en compuestos pécticos y tienen altos requerimientos de B,
similares o superiores a algunas dicotiledéneas (Hu y Brown, 1996). Dentro de
esta familia se encuentra el tulipan, del cual existen registros de respuesta a B
en Holanda y Japén (Shorrocks, 1997; De Hertogh y Le Nard, 1993, Ikarashi,
1980) y recientemente se han informado probables sintomas de deficiencia de B
en flores producidas a partir de bulbos provenientes de Chile (Miller M., 2008).



En la bibliografia el boro ha sido ampliamente estudiado en especies tales
como girasol (Helianthus annus) (Asad A. et al., 2002; Asad et al., 2003; Parra
R.R., 2005; Ceyhan E. et al., 2008; Gitte A.N., 2005; Blamey et al., 1979; Matoh
T. y Ochiai K., 2005; Oyinlola E.Y., 2007; Fuertes M.E. y Lobartini J.C, 2003;
Marchetti M.E. et al., 2001; Diaz-Zorita M., 2005), frutales de carozo y pepita
(Sanchez E.E. y Righetti T.L., 2005; Sanchez E.E., 2005; Svagzdys S., 1995;
Wojcik P. y Cielinski G., 2000; Wojcik P. et al., 1999; Wojcik P. et al., 2008;
Usenik V. y Stampar F., 2007; Rufat J. y Arbonés J., 2006; Jordao et al., 2008;
Sotomayor et al., 2002; Xuan et al., 2003; Nyomora A.M.S. et al., 1999; Plich H. y
Wojcik P., 2002, Wojcik P., 1998; Wojcik P. y Wojcik M, 2003, Brown y Hu
1996), y hortalizas (Shelp B.J., 1988; Shelp B.J. et al, 1996; Benson N.R. et al,
1961; Krarup Aage, 2003; Yolsna V.K. and Mathewvsha, 2008; Bellaloui Nacer y
Brown Patrick H., 1998; Alam M.N., 2007; Tarig M. y Mott C.J.B., 2006; Gulati
K.L et al.,1980; Goldberg Sabine et al., 2003; Adhikary Bishnu H., et al., 2004;
Chermsiric C. et al, 1995; Gupta Umesh C. and Cutcliffe J.A., 1985) pero existe
poca informacion relacionada con cultivos florales.

Existen referencias de respuestas a la aplicacion de boro en crisantemo
(Chrysanthemum spp) y clavel (Dianthus caryophyllus) en el Reino Unido, en
girasol en Bulgaria, Checoslovaquia, Francia, Hungria, Rumania, Espafay
Yugoslavia (Shorrocks, 1997).

Calderon Saenz (2002) menciona a la deficiencia de boro como posible
causa del rajado de cdliz en clavel (Dianthus caryophyllus).

El boro es necesario para el forzado exitoso de bulbos de iris (lIris
hollandica) cv Ideal. Bulbos de iris cultivar Ideal no pueden ser forzados
exitosamente sin una fertilizacion suplementaria de nitrégeno, calcio y boro
(Doss et al., 1980).

La deficiencia de boro causa distorsiones de la flor en Narcissus tazzeta
conocidas como “melting”: el flésculo terminal de la inflorescencia no emerge o lo
hace de una manera parcial o con diferentes grados de distorsién, con el
perianto, la corola y los estambres desiguales, acortados o ausentes. El estilo
frecuentemente es prominente. Las flores afectadas no tienen valor comercial.
“Nubbles” o “heating damage” son otros términos que describen el problema, el
primero de ellos referido a la formacién anormal de la yema y el ultimo por la
similitud a los dafios causados por agua caliente. La incidencia puede alcanzar
hasta 90 % de los tallos florales cuando el boro es deficiente, concordando con
veranos secos calurosos y suelos arenosos. Las variedades de Narcissus
tazzeta, Grand Soleil d’Or y Avalanche son las mas sensibles mientras que la
variedad Paper White no es afectada (Tompsett A., 2002).

Otros posibles problemas ligados a B y aiin no confirmados son el “stem

rust” en narcisos, Agapanthus y Brodiaea y “bud spotting” y “flower distortion” en
Brodiaea y Schizostylis (Tompsett, 2002).
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Estudios realizados a campo para evaluar los efectos de la fertilizacion con
boro en la produccion de cormos (*) de gladiolo, en un suelo con 0,1 mg/kg de
boro, mostré incrementos significativos en el nUmero de cormos y cormillos
(cormos menores de 6 centimetros de circunferencia (Landera G. et al, 2003))
producidos por planta, peso y tamafio de los mismos, cuando se aplicaron dosis
de 1, 2y 3 kg de boro por hectarea. Sin embargo la dosis mas alta present6
disminuciones significativas en el nimero de cormos obtenidos por planta,
respecto de la dosis de 2 Kg/ha (Halder et al, 2007).

En cuanto a calidad de flor en gladiolo, dosis de 2 kg/ha en suelos con
concentraciones de 0,1 mg/kg de boro, produjeron un incremento significativo en
la altura de la planta, largo del raquis y en el largo, diametro y nimero de
inflorescencias (Halder et al, 2007).

Los antecedentes en tulipan estan referidos a una disminucion en la
cosecha de bulbos, pero no se hace mencion a si esas pérdidas se deben a una
menor tasa de multiplicacion, a un menor tamafio de los mismos, a defectos que
imposibilitan su comercializacion, a fallas en el forzado o a un conjunto de ellas
(De Hertog y Le Nard, 1993).

En cuanto a flor, menciona como uno de los sintomas el quebrado
transversal del tallo (De Hertogh, 1993, Miller, 2008), y pérdida de antocianas
(De Hertogh, 1993, Ikarashi, 1980).

Miller (2008), menciona sintomas ligados con deficiencia de boro en flores
de corte de tulipan producidas a partir de bulbos cultivados en el sur de Chile.
Estas flores, luego de un dia en florero presentaban un tallo muy fragil, que al ser
movidos suavemente se partian en dos o presentaban pequefias quebraduras a
través del tallo. Las roturas se observaban en los tallos 3 a 8 cm por debajo del
pimpollo. En los tépalos, se observaban quebraduras y descamados horizontales
de la epidermis de los tépalos, tanto en la parte interna como externa de los
mismos. La epidermis de ambos lados de los tépalos, externo e interno,
presentaban una masa de tejido desorganizado con un aspecto de red de fibras
amarillentas.

El problema de deficiencia se inicia en la fase de produccién de bulbos. No
existe informacién sobre la factibilidad de corregir la deficiencia durante el
forzado (Miller, 2008).

En el Noroeste del Chubut, y particularmente en el Valle de la Colonia 16 de
Octubre, Trevelin, principal zona productora de bulbos de tulipdn en Argentina,
los estudios relacionados con fertilidad son escasos, y las lineas de investigacion
apuntaron histéricamente a las zonas aridas y semiaridas de la region, dedicada
principalmente a la produccién ovina extensiva con especial énfasis en las zonas
de mallines o vegas, que son areas que acumulan agua durante la época
lluviosa y la conservan durante la estacidén seca, presentando por lo tanto mayor
potencial productivo desde el punto de vista forrajero.

(*) Cormo: es la base hinchada de un tallo, envueltas por hojas secas con aspecto de
escamas. A diferencia del bulbo que esta formado primordialmente por escamas foliares,
el cormo es una estructura sélida de tallo, con nudos y entrenudos bien definidos
(Hartmann H.T. y Kester D.E., 1999). El principal 6rgano de reserva del cormo es el plato
basal (De Hertogh A, y Le Nard M., 1993)
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Las escasas referencias acerca del uso de fertilizantes con fines
experimentales en la zona de Trevelin se limitan a comunicaciones sobre
trabajos exploratorios realizados en mallines o vegas sobre pastizales naturales
con fésforo, azufre, cinc y boro (Ortiz, 1982) o nitrdgeno (Raso M., 2008).

El valle de Trevelin, presenta un paisaje geomorfoldgico modelado
principalmente por la accion glaciaria, que fue cubierto por cenizas volcanicas
transportadas por el viento desde volcanes situados en Chile, que constituyeron
el principal material originario de los suelos. El sector de mayor precipitacion
(oeste del valle) es dominado por Andisols (USDA, 1999), caracterizados por la
dominancia de alofanos (La Manna et al., 2008). Este orden de suelos se
desarrolla a partir de materiales volcanicos tales como cenizas o lava y/o clastos
volcénicos, cuya fraccién coloidal es dominada por minerales de corto rango o
complejos Aluminio-humus y presentan caracteristicas andicas, esto es, poseen
baja densidad aparente, alta retencidén de fosfatos y alto porcentaje de materia
organica (USDA, 1999). Analisis de suelo efectuados en el afio 1998 por
técnicos holandeses, en campos con este tipo de suelo, destinados a la
produccion de bulbos de tulipanes, previo a la plantacion, realizados en Holanda,
mostraron una concentracion de B variable entre 0,05 kg/ha y 0,46 kg/ha
(AGRARISCH LABORATORIUM, se adjuntan copias de los resultados, anexo 1:
paginas 93, 94, 95 y 96). Hacia el este, las precipitaciones disminuyen, dominan
planicies glacifluviales y glacilacustres, con un espesor variable del depdésito de
cenizas, los suelos son transicionales entre los ordenes Mollisols-Andisols (La
Manna et al, 2008).

Los Andisols son citados por Shorrocks (1997) como suelos con baja
concentracion de boro.

Segun Schlatter y Gerding (1985), en su recopilacién de antecedentes
sobre causas, efectos y correccion de deficiencias de boro en plantaciones de
Pinus radiata orientada a la situacién chilena, el origen de tal deficiencia
encuentra su causa primaria en el material original del suelo, siendo los mas
propensos a presentarla aquellos derivados de materiales igneos, tanto
intrusivos (graniticos) como extrusivos (arenas, cenizas y otros materiales
volcanicos).

Schalscha E.B. et al (1973) encontraron una alta correlacion entre
adsorcion de boro en suelo y el contenido de alofanos.

Las deficiencias de boro en cultivos de Japdn, se presentan con mayor
frecuencia en suelos derivados de cenizas volcanicas (Tanaka A., 1980).

Dado que en parte del Valle 16 de Octubre se presentan suelos que por su
origen podrian presentar deficiencias de boro, que existen referencias acerca de
problemas en tulipan relacionados con este microelemento esencial, que la
mayor superficie destinada a la produccion de este cultivo se encuentra en este
valle, que por el momento no existe informacién acerca de la posibilidad de
realizar correcciones durante la etapa de produccion de flor cuando las mismas
se producen a partir de bulbos con concentraciones deficientes de B en tejidos y
que por lo tanto resulta imprescindible asegurar una concentracion correcta del
micronutriente en bulbo, es que se plantea la realizacion del presente trabajo
para establecer los efectos de la nutricién con boro sobre la produccion de
bulbos y calidad de flor en maceta en Tulipa gesheriana cv Rococo.
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Asi, se establecen las siguientes hipotesis:

- La disponibilidad de B afecta la calidad y cantidad de bulbos producidos
(tasa de multiplicacion, tamafio y peso de bulbos y concentraciones de
carbohidratos solubles y de boro en bulbo).

- El contenido de B en bulbo afecta la calidad de flor (largo de vara floral,
tamario de la flor, contenido de antocianas).

Los resultados de esta tesis brindan informacion que permite determinar el
efecto de la concentracion de B en suelo y en bulbos sobre la calidad y cantidad
de bulbos producidos y sobre la calidad de la flor obtenida. Aqui se analiza un
amplio rango de concentraciones y a partir de los resultados obtenidos se podra
reducir el rango de concentraciones a probar en futuros trabajos experimentales
gque tengan como objetivo principal identificar los valores 6ptimos de B en suelos
y en bulbos para ser tenidos como referencia para la realizacion de
fertilizaciones que aseguren la obtencion de rendimientos exitosos en cuanto a
calidad y cantidad de bulbos y flores obtenidas.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se desarrollé en el campo de la Estacidon
Experimental Agroforestal de INTA Esquel ubicado en la zona de Aldea Escolar,
en la Colonia 16 de Octubre, en la region noroeste del Chubut. El sitio esta
ubicado a 4307'40.1 latitud sur y 71933'32.6 longi tud oeste y a 450 metros
s.n.m., posee un clima mediterraneo, sin periodo libre de heladas, con dos
tercios de las precipitaciones concentradas durante los meses otofio-invernales,
con un promedio anual de 1000 mm.

Se utilizaron bulbos de tulipan (Tulipa gesneriana cv Rococo), producidos
por un productor de Trevelin, Chubut. Los bulbos fueron limpiados, clasificados
segun tamafio, pesados y almacenados en camara bajo condiciones controladas
de temperatura (17 °C) y humedad (70%) hasta el momento de plantacién. El
tamarfio de los bulbos era “8” con un peso promedio de 8,71 gramos.

El trabajo experimental se desarroll6 en dos etapas:

Primera etapa : produccién de bulbos de tulipan (Tulipa gesneriana cv
Rococo) en un sustrato de arena volcanica, fertirrigados continuamente con
soluciones Johnson con diferentes concentraciones de boro. El objetivo fue
medir el efecto que las distintas disponibilidades de boro ejercen sobre las
concentraciones de B y azucares solubles en tejido de los bulbos, tasa de
multiplicacion (TM), tamafio y peso de los bulbos producidos por planta.

Segunda etapa : produccion de flor en maceta de tulipan a partir de bulbos
con diferentes concentraciones de boro en tejido, obtenidos en la etapa anterior.
El objetivo fue determinar los efectos que la concentracion de B en bulbo al
momento de plantacion ejerce sobre antocianas en tépalos, clorofila en hojas,
longitud y peso de raices, longitud y didmetro de la vara floral, tamafio de flor,
materia seca en hojas y area foliar. El tnico fertilizante aplicado en esta etapa
fue nitrato de calcio.

En ambos casos se utiliz6 como sustrato arena volcanica de la zona. El
contenido de B era <0,05 mg/kg (tabla 2.2, Laboratorio de analisis de suelos,
Cétedra de Edafologia, Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires).
Para el riego se utiliz6 agua del Arroyo Blanco cuyo contenido en B era <0,05
mg/kg (tabla 2.1, Laboratorio de andlisis de suelos, Cétedra de Edafologia,
Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires).

Es de destacar que durante la etapa de produccion de bulbos, a pesar de
haberse utilizado un sustrato y agua de riego deficientes en boro (<0.05 mg/kg)
pudo existir un aporte minimo de B proveniente de los mismos y de las
impurezas presentes en los fertilizantes y compuestos quimicos utilizados para
preparar las soluciones nutritivas, que pudieron modificar los valores de B de los
tratamientos. Sin embargo, es de esperar que las diferencias que se observan se
originen a partir del efecto tratamiento.
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Lo mismo es valido para la segunda etapa, produccion de flores en maceta
a partir de bulbos con distintas concentraciones de boro, aunque en este caso no
se aplico fertilizacién de base ni soluciones nutritivas.

Andlisis del agua para preparar las soluciones nutritivas: previo al inicio de
los ensayos se realizd el analisis de muestras de agua extraidas del Arroyo
Blanco que se utilizo para preparar las soluciones nutritivas Johnson en la etapa
de produccion de bulbos y para el riego en la etapa de produccion de planta en
maceta. Las determinaciones realizadas y sus respectivos resultados se ilustran
en latabla 2.1.

Tabla 2.1: Analisis de agua del Arroyo Blanco utilizada para la preparacién de las
soluciones nutritivas (Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires, Catedra de
Edafologia)

Andlisis Valor Unidad Metodologia
pH 6,99 Volumetria
CE 0,061 dS/m Potenciométrico
COj5 0 meq/I Volumétrico
COzH 0,62 meq/I Volumetria
cr 0,12 meq/I Volumetria
SO, 0,05 meq/I Turbidimétrico
ca™ 0,23 meq/! Adsorcion atémica
Mg*™* 0,15 meq/! Adsorcién atémica
Na* 1,02 meq/I Adsorcién atébmica
K* 0,06 meq/! Adsorcion atémica
Cu 0,05 p.p.m. DTPA
Fe 1,85 p.p.m. DTPA
Zn 0,02 p.p.m. DTPA
Mn 0,41 p.p.m. DTPA
S 0,24 p.p.m.
B <0,05 p.p-m.
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Sustrato: previo al inicio de los ensayos se efectuaron diferentes analisis
sobre muestras de arena volcanica utilizada como sustrato tendientes a conocer
su fertilidad y fundamentalmente los niveles de B para determinar su aptitud para
ser utilizado como un sustrato deficiente en dicho elemento. Los resultados se
observan en la tabla 2.2.

Tabla 2.2: Andlisis de arena volcanica utilizada para la produccién de bulbos y flores en
maceta de Tulipa gesneriana cv Rococo (Facultad de Agronomia, Universidad de
Buenos Aires, Catedra de Edafologia)

Analisis Valor Unidad Método
pH: 6,74 agua 1:1
pH: 6,54 agua 1:2.5
CE 0,02 dS/m pasta

P 3 p.p.m. Kurtz y Bray 1
C ox. 0,32 % Walkley Black

N; 0,03 % Kjeldahl
ca™ 4,56 meq/100g Ac NH4 pH 7
Mg** 1,88 meq/100g: Ac NH, pH 7
Na* 0,12 meq/100g: Ac NH, pH 7

K* 0,6 meq/100g: Ac NH, pH 7
CIC 8,96 meq/100g: Ac NH; pH 7
Cu 0,12 p.p.m. DTPA

Fe 12,3 p.p.m. DTPA

Zn 0,2 p.p.m. DTPA

Mn 1,56 p.p.m. Ac NH, pH 7

S 2,5 p.p.m.

B: < 0,05 ppm HWSB
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2.1 Primera etapa: PRODUCCION DE BULBOS

Produccion de bulbos de tulipan (Tulipa gesneriana cv Rococo) en sustrato
de arena volcénica fertirrigadas con soluciones Johnson con diferentes
concentraciones de boro que se ilustran en la tabla 2.1.1. En esta etapa se
adopta la abreviacion “T” para denominar los diferentes tratamientos.

Tabla 2.1.1: Concentraciones de boro en las soluciones Johnson utilizadas para el
fertirriego, aplicado en forma continua, durante la etapa de produccién de bulbos.

. Concentracion de B solucién Johnson
Tratamiento
(mg/l)
To 0,0
T, 0,271
T, 1,352

- Determinacion de la concentracion inicial de boro en bulbo

De los bulbos originales que fueron utilizados como “stock de plantacién” o
“bulbos semilla” se efectu6 un muestreo correspondiente al 10% de los mismos y
se realiz6 la determinacién de la concentracion de B en tejido.

La concentracion de B promedio inicial fue de 12,43 mg/kg (método del
carmin, Laboratorio de Servicios Analiticos Especiales Lab FAUBA, Facultad de
Agronomia — Universidad de Buenos Aires, Hatcher, JT & Wilcox L.V., 1950.)

- Plantacion de bulbos
Los bulbos fueron plantados el 25 de julio de 2002 en macetas de
polietileno PLASTIAGRO bicolor de 500 micrones ( Plastar San Luis S.A.) de 2m

de largo por 0,52m de ancho y 0,40m de alto, en un sustrato de arena volcanica,
con una densidad de plantacién de 51 bulbos/m? (figura 2.1.1).
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Figura 2.1.1: Vista de las macetas de polietileno bicolor de 500 micrones conteniendo un

sustrato de arena volcanica en el momento de plantacion de tres lineas de bulbos de
tulipan, Tulipa gesneriana cv Rococo, tamario 8.

Las macetas fueron colocadas bajo una cobertura de plastico
PLASTIAGRO CRISTAL de 150 micrones (Plastar San Luis S.A.) con el tnico fin
de evitar la influencia de las lluvias y el posible lavado de nutrientes en el
sustrato (figura 2.1.2).
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ccién de bulbos donde pueden
apreciarse las macetas construidas en plastico bicolor, la disposicion de las mismas, la
cobertura plastica, la plataforma con los tanques conteniendo las soluciones nutritivas y,
parcialmente, la ubicacion de la estacion meteoroldgica automatica .

La profundidad de plantacion fue de 12 cm (medidos desde la base del
bulbo hasta la superficie del suelo, De Hertogh y Le Nard, 1993, Schiappacasse,
1999). Previo a plantacion, los bulbos fueron tratados por inmersién durante 15
minutos en una solucién funguicida-insecticida compuesta por Dimetoato (80
cc/hl de PC al 40%) e Iprodione (100 g/hl de PC al 50 %). Como fertilizacion de
base se aplicaron disueltos en agua 8,33 g de nitrato de potasio (KNO3), 72 g de
superfosfato de calcio (Ca(H,POy),), 12,5 g de sulfato de amonio ((NH,).SO,) por
maceta.

- Labores culturales

Luego de la emergencia del cultivo se realizaron pulverizaciones
preventivas en forma periddica durante todo el ciclo del cultivo contra afidos y
trips para prevenir transmision de virus. Para control de Botrytis se efectuaron
aplicaciones durante las 3 semanas posteriores a floracion. El cultivo fue
permanentemente monitoreado para deteccion de virus (roguing)
fundamentalmente en el momento de floracion. Si bien los sintomas producidos
por TBV pueden presentarse en cualquier etapa del cultivo son mas claramente
visibles en los tépalos (figura 2.1.3) que en hojas y tallos. Todas aquellas plantas
gue presentaron sintomas de TBV fueron eliminadas. El porcentaje de plantas
gue presentaron sintomas fue de 16%. Posteriormente, las flores fueron cortadas
o0 “decapitadas”. Esta es una practica recomendada en cultivos de tulipan
destinados a la produccién de bulbos (De Hertogh, 1993) para favorecer el
crecimiento de los bulbos hijos, que ocurre luego de floracion.
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Figura 2.1.3: Flores de plantas de tulipan var. Rococo presentando sintomas de Tulip
Breacking Virus (TBV). Nétese las coloraciones amarillas (flechas en flor de la derecha) y
las tonalidades rojo oscuro en tépalos (flechas en flor de la izquierda) producidos por
este virus. Todas las plantas del ensayo que presentaron estos sintomas fueron
eliminadas.

- Fertirriego

Las soluciones nutritivas Johnson fueron suministrados a través de un
sistema de riego por goteo (fertirriego constante). Para cumplir con este objetivo
se instal6é una plataforma, construida en madera, de 5 metros de altura donde se
colocaron los tanques conteniendo las soluciones nutritivas Johnson con
distintas concentraciones de boro (figura 2.1.4), correspondientes a cada
tratamiento.
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Figura 2.1.4: Vista de la plataforma de 5 metros de altura, construida en madera, sobre
la cual fueron colocados los tanques de plastico que contenian las soluciones nutritivas
Johnson con diferentes concentraciones de boro segun tratamiento.

Se dispusieron dos lineas de tubos de polietileno 4K por maceta con
goteros autocompensados antidrenantes colocados a una distancia de 20 cm
entre si (figura 2.1.5).
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Figura 2.1.5: Vista del ensayo de produccion de bulbos de tulipan donde se observa el
riego por goteo con dos lineas por maceta de tuberia de polietileno con goteros auto
compensados antidrenantes separados 20 cm entre si y la estacién meteorolégica
automatica modelo Groweather ™ Console, Davis Instruments, USA, en una etapa del
cultivo cercana a plena floracion.

El fertirriego se controlé automaticamente mediante un controlador de 6
vias serie PRO 8436, L.R. Nelson Corporation, lllinois, U.S.A.

Semanalmente se reponian las soluciones nutritivas Johnson de cada
tanque.

Las concentraciones de boro (agregadas a la solucion nutritiva como acido
bérico) correspondientes a cada tratamiento fueron las siguientes, To=0,0 mg/l,
T,=0,271 mg/ly T,= 1,352 mg/l, con el resto de los macro y micronutrientes en
las concentraciones indicadas para una solucion nutritiva Johnson.

Las soluciones nutritivas Johnson utilizadas estaban compuestas de la
siguiente manera (se indican los ml de soluciones madre por litro de solucién
nutritiva Johnson, Guia de Trabajos practicos, Fisiologia Vegetal y Fitogeografia,
Cétedra de Fisiologia Vegetal, Facultad de Agronomia (UBA), Tema Nutricién
Mineral, 1977; Llanos Peada, P.H., 2001):

KNO;3; 1 M: 6ml/l,
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Ca(NO3), 4 H,O 1 M: 4ml/l,
NH4H2PO4 1M: 2m|/|,
MgSO,4 H,O 1 M: 1ml/l,
Micronutrientes: 1ml/I,

Fe EDTA: 1ml/l

La solucién madre de micronutrientes estaba compuesta de la siguiente

manera:

KCI: 3,728 g,

MnSO, H,0: 0,338 g/l
ZnS0O,4 7 H,0: 0,575 g/l,
Cu SO, 5H,0: 0,125 g/l.
H>MoO,: 0.081g/I

El H;BO3 (&cido borico) fue variable segun tratamiento:

To: 0,0 g/l

T1: 1,546 g/l (equivalente a 0,271 g/l de boro)

T,: 7,73 g/l (equivalente a 1,352 g/l de boro)

El pH de cada solucion nutritiva se ajusto a 5,5 — 5,7 usando &cido nitrico.

Las condiciones climaticas, fundamentalmente temperatura, fueron

monitoreadas diariamente a través de una estacion meteorolégica automatizada
modelo Groweather ™ Console, Davis Instruments, USA ubicada en el lugar del
trabajo experimental (figura 2.1.5).

Las temperaturas medias mensuales que incluyen el periodo de ensayo

(julio 2002-enero 2003) pueden apreciarse en el grafico 2.1.1

Temperatura °C

18,0
16,0 _—

14,0 e
12,0 /

10,0

8,0 ,—

6,0 - //

4,0
2,0 -
0,0

Julio Agosto  Septiembre Octubre  Noviembre Diciembre Enero

Mes

Gréfico 2.1.1 : Temperaturas medias mensuales (julio 2002-enero 200%) registradas a

través

de la estacién meteoroldgica automatizada modelo Groweather "™ Console, Davis

Instruments, USA durante el ciclo de cultivo de tulipan para produccion de bulbos.
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Para la primera etapa, de produccion de bulbos, debido a que durante los
meses de invierno, la absorcion de nutrientes que realiza el cultivo es
extremadamente baja (De Hertogh y Le Nard, 1993), solo resulta necesario la
aplicacion de un unico fertirriego al momento de la plantacion. Hasta la
emergencia del cultivo para facilitar el enraizamiento, el sustrato se mantuvo
huimedo continuamente a través de riego por goteo utilizando solamente agua,
sin fertilizantes.

Luego de la emergencia, se produce un marcado incremento en la
absorcion de agua y nutrientes (De Hertogh y Le Nard, 1993), por lo que el
aporte se incrementé a 3 fertirriegos semanales en los primeros estadios y se
fue corrigiendo de acuerdo a la humedad del sustrato que se monitore6 a través
de un medidor de humedad de suelo con bloques de yeso tipo GB1 (Soil
Moisture Meter modelo KS-D1, Delmhorst Instrument Company, USA). En
promedio se aport6é una cantidad de 4 litros/maceta/dia de solucién nutritiva
Johnson con las diferentes concentraciones de boro ya mencionadas, segun
tratamiento, durante la etapa de cultivo.

Una vez que se observo que el cultivo entraba en la etapa de senescencia,
los fertirriegos fueron interrumpidos.

Una vez cosechados los bulbos, a fines de enero, fueron identificados
segun tratamiento y repeticion, limpiados, clasificados por tamafio y pesados. Se
tomaron muestras correspondientes al 10% de los bulbos principales (5 bulbos
por tratamiento y por repeticion) para realizar las determinaciones de boro y
azucares solubles. Posteriormente, fueron tratados por inmersion con funguicida
e insecticida y colocados en camara para iniciar los tratamientos de temperatura
para la segunda etapa (figura 2.1.6).

Fiur2.1.6 : Bulbos de tulipan Iimios, clasificados y tratados con insecticidas y
funguicidas, listos para comenzar el tratamiento de temperaturas en camara.

24



Durante esta etapa se realizaron las siguientes determinaciones:

- Tasa de multiplicacién: nimero de bulbos cosechados/bulbo plantado.
- Tamafo de los bulbos (circunferencia en cm).

- Peso de bulbos/planta (g).

- Concentracion de boro en bulbo (mg/kg): se tomaron muestras de 5
bulbos por tratamiento y por repeticién que correspondian al 10% de los bulbos
plantados y se realizaron determinaciones de concentracion de boro en tejido
(método del Carmin, Laboratorio de Servicios Analiticos Especiales Lab FAUBA,
Facultad de Agronomia — Universidad de Buenos Aires, (Hatcher, JT & Wilcox
L.V., 1950), ver anexo 2, pagina 97).

- Carbohidratos solubles (expresados como porcentaje de glucosa): se
tomaron muestras de 5 bulbos por tratamiento y por repeticion que
correspondian al 10% de los bulbos plantados y se realizaron determinaciones
de concentracidén de azucares solubles en tejido mediante la reaccion de Antrona
(Laboratorio de Servicios Analiticos Especiales Lab FAUBA, Facultad de
Agronomia — Universidad de Buenos Aires (Yemm E.W. and Willis A.J., 1954,
ver anexo 2, pagina 98-99).
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2.2 Segunda etapa: PRODUCCION DE FLORES EN MACETA.

La produccién de flores en maceta se llevé a cabo utilizando los bulbos
procedentes de la primera etapa. Al finalizar el periodo de produccién de bulbos,
se tomé una muestra del 10 % de los bulbos plantados (5 bulbos por tratamiento
y repeticion) y se determiné la concentracion de boro (Laboratorio de Servicios
Analiticos especiales Lab FAUBA, Facultad de Agronomia — Universidad de
Buenos Aires) en tejido de los mismos. Los valores se observan en la tabla 2.2.1.
En esta etapa se adopta la abreviacion Ty para denominar los diferentes
tratamientos.

Tabla 2.2.1: Concentracion de boro en bulbos (Laboratorio de Servicios Analiticos
Especiales Lab FAUBA, Facultad de Agronomia — Universidad de Buenos Aires)
obtenidos durante la primer etapa con diferentes concentraciones de B en soluciéon
nutritiva. Las distintas concentraciones de B en bulbo representaron los tratamientos de
la etapa de produccién de flor en maceta.

. Concentracién de B en bulbo
Tratamiento 38
(mg/kg)
Tuio 7
Ton 9,2
Totz 20,9

Una vez limpios y clasificados, los bulbos fueron almacenados durante
ocho semanas a 22 °C y 70 % de humedad (febrero — marzo).

Cuando alcanzaron el estado “G” (gineceo trilobulado), los bulbos
permanecieron a 17 °C durante 4 semanas (abril).

Estado de desarrollo “G”: formacidn del gineceo trilobulado (pistilo) (De
Hertogh y Le Nard, 1993). Estado en que la flor estd completamente formada en
el interior del bulbo (Schiappacasse F., 1999). El estado “G” es identificado
porgue se observan 6 tépalos, seis anteras y el gineceo trilobulado (De Hertogh,
1996).

Solo después de alcanzado el estado “G” los bulbos pueden ser tratados
con frio (temperaturas iguales o inferiores a 9°C), aunque dependiendo del
cultivar se recomienda mantenerlos por algunas semanas a temperaturas
intermedias (17-20°C) (Schiappacasse F., 1999).

Para determinar el momento en que los bulbos alcanzan el estado “G” se
siguio el procedimiento descripto por De Hertogh y Le Nard, 1993, y
Schiappacasse F., 1999. El mismo consiste en cortar las partes laterales del
bulbo dejando un cuadrado de unos 2,5 cm por lado, con el plato basal hacia
abajo. Este cuadrado se pone de lado y se cortan secciones finas, con bisturi,
hasta ver las partes de la flor. El anillo externo corresponde al follaje. El interno
es la parte floral. Puede utilizarse una gota de tinta para mejorar el contraste, se
seca y se observa con microscopio binocular.

El 2 de mayo de 2003 los bulbos fueron colocados a 9 °C durante 5
semanas (grafico 2.2.1).
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El 6 de junio de 2003 fueron plantados en un sustrato de arena volcanica,
deficiente en B (< 0,05 mg/kg), en macetas individuales tamafio 14 (figuras 2.2.1,
2.2.2'y 2.2.3), regados con agua destilada bidesmineralizada, y colocados a una
temperatura de 5 °C para facilitar el enraizamiento de las plantas (gréfico 2.2.1).

Estado “G”
Plantacién en
maceta
Invernaculo
Floracion
\4 \ 4
_______________________ v
] ] ] ] ] ] ] ]
1 1 1 1 1 1 1 1
Febr Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Sept Octubre

Gréfico 2.2.1 : Tratamiento de temperaturas efectuado luego de alcanzado el estado “G”
y hasta floracion para la produccion de flores en maceta de tulipan cv Rococo.
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o 8 : ’
Figura 2.2.1: Bulbo de tulipan, luego del tratamiento en seco durante 5 semanas a 9°C y
que serd plantado en macetas tamafio 14 en sustrato de arena volcanica, y colocados a
5°C en la camara de enraizamiento hasta el 22 de agosto de 2003.

] ] 1

Figura 2.2.2 : Momento en que se realiz6 la plantacion de los bulbos en macetas sobre
sustrato de arena volcanica previo a ser colocados en la camara de enraizamiento.
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Figura 2.2.3: Bulbo plantado en sustrato de arena volcanica, listo para tratamiento frio a
5°C en camara de enraizamiento.

El 22 de agosto de 2003, cuando los brotes tenian una longitud entre 2y 3
cm (figura 2.2.4), las macetas fueron transferidas a un invernaculo tipo capilla,
sin calefaccion (figura 2.2.5). En total, los bulbos recibieron un tratamiento con
bajas temperaturas de 16 semanas.

Figura 2.2.4 : Estado de las plantas de tulipan al 22 de agosto luego del tratamiento en
camara a 5°C, con un largo de los brotes que oscilaba entre 2 y 3 cm, listas para ser
transferidas a invernadero
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Figura 2.2.5: Vista general de la etapa de invernadero del forzado para produccion de
flores en maceta, en el momento de plena floracién. Puede observarse también la
disposicion del riego por goteo y la estacion meteorol6gica automatizada modelo
Groweather ™ Console, Davis Instruments, USA.

Las plantas fueron regadas a través de un sistema de riego por goteo
(figura 2.2.5), sin el agregado de fertilizantes, salvo que una vez por semana las
plantas eran regadas con una solucion de nitrato de calcio (2,4 g/l) para evitar el
doblado del tallo conocido como “stem topple” y para reducir el riesgo de aborto
de flores (De Hertogh, 1996).

La temperatura fue registrada diariamente a través de la estacion
meteoroldgica mencionada anteriormente. En el grafico 2.2.2 se observan las
temperaturas medias diarias que incluyen los meses que duré la etapa de
invernaculo del forzado (agosto — octubre 2003)
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Gréfico 2.2.2 : Temperaturas medias mensuales reA?istradas a través de la estacion
meteoroldgica automatizada modelo Groweather ™ Console, Davis Instruments, USA,

gue incluyen los meses en que se realiz6 la etapa de invernaculo del forzado para
produccion de flor en maceta.

Durante esta segunda etapa de cultivo, en plena floracién, se
determinaron:

- Peso seco de raices (g).
- Largo de raices (mm).

- Concentracion de clorofila (mg/g), realizado a través del clorofilometro
Minolta SPAD-502 (figura 2.2.6). Se tomaron muestras de hojas para determinar
contenido de clorofila en el Laboratorio de Servicios Analiticos Especiales Lab
FAUBA, Facultad de Agronomia — Universidad de Buenos Aires (Arnon D.L,
1.949, ver anexo 2, pagina 100) para correlacionar los datos de lectura directa
del clorofilometro con la concentracion de clorofila determinado en laboratorio.

A través del paquete estadistico InfoStat version 2004, grupo InfoStat,
FCA, Universidad Nacional de Cordoba, Argentina se efectud una regresion
lineal entre los datos analiticos de clorofila y las lecturas SPAD con los
siguientes resultados:
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Clorofila (mg/g): 0,18 + 0,02*SPAD con una de p 0,07%

Figura 2.2.6 : Al momento de plena floracion se efectud la medicion del contenido de
clorofila a través del clorofilémetro SPAD-502 de Minolta

- Peso fresco y seco de hojas (g). Se registro el peso fresco de hojas, se
colocaron las muestras en estufa a 60°C hasta peso constante, se registro el
peso seco y se determind la relacion entre ambos.

- Area foliar (mm?): al momento de la cosecha de la planta entera, cuando
la flor estaba completamente abierta, las hojas se recortaron, escanearon y se
determiné area foliar (mm?) mediante el programa UTHSCSA, Image Tool for
Windows versién 3.00, Development Team: Don Wilcox, Brent Dove, Doss
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McDavid, David Greer, Copyright 1995-2002, The University of Texas Health
Science Center in San Antonio.

- Didmetro de vara floral a nivel del cuello de la planta y en el punto de
insercion de los tépalos (mm).

- Largo de la vara floral y de cada entrenudo (mm).

- Tamafo de flor: se midié el diametro de flor (mm), largo de tépalos (mm) y
ancho de tépalos (mm).

- Peso fresco de tépalos (g).

- Concentracion de antocianas en flor (mg/mm?), determinado en el
Laboratorio de Servicios Analiticos Especiales Lab FAUBA, Facultad de
Agronomia — Universidad de Buenos Aires (Salisbury, B Frank, 1994, ver anexo
2, pagina 101)

El disefio experimental utilizado fue de blogues completamente
aleatorizados con 3 tratamientos y cuatro repeticiones con idéntica disposicion
en ambas etapas (produccion de bulbos y produccién de planta en maceta) de
acuerdo al siguiente diagrama.

To 0 Toro T2 0 Tor T10 Ton
ToO Ton T20 Tor T10 Ton
T2 0 Tor T10 Tpnn To 0 Thio
T10 Ton To 0 Tuio T2 0 o2

T: tratamiento en la etapa de produccion de bulbos
Ty tratamiento en la etapa de produccion de flor en maceta

Analisis estadisticos

Los resultados fueron sometidos a analisis de varianza utilizando el
procedimiento ANOVA del paquete estadistico InfoStat version 2004, grupo
InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina. La comparacion de
medias fue realizado por el test de Tukey a un nivel de probabilidad < 0,05.

Los datos sobre produccion de bulbos se analizaron de acuerdo con el
siguiente modelo:

Yi=u+Fi+Bit+e

donde

y; es la variable dependiente,

1 es la media general,

Fi es el efecto fijo del nivel de B en las soluciones nutritivas (0,0; 0,271y
1,352 mg/l),

B; es el efecto del bloque, y

e; es el término de error aleatorio asociado a la observacion Yj;
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En el caso de los datos sobre calidad de flor, al no haber diferencias
significativas entre blogues, el modelo utilizado para su analisis fue el siguiente:

Yi=u+Fi+e

yj es la observacion del tratamiento i en la parcela j,

K es la media general,

Fi es el efecto fijo del nivel de B en bulbos (7, 9,2 y 20,9 mg/kg),
e es el término de error aleatorio asociado a la observacion Yj;

Los resultados se muestran en gréficos de columnas multipaneles, donde
se indican los valores de cada parametro y el error estandar correspondiente. En

el anexo 3 se presentan los resultados en tablas para cada parametro analizado,
en forma independiente.
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CAPITULO 3
RESULTADOS
3.1 Produccion de bulbos de tulipan

3.1.1 Concentracion de B en bulbos (mg/kg)

Los resultados muestran que se produjo una variacion en la concentracion
de boro en los bulbos hijos respecto de los bulbos originales (grafico 3.1.1; tabla
3.1.1 del anexo 2). Para los tratamientos Ty y T, la tendencia fue a una
disminucion de la concentracion de B en bulbo, resultando en reducciones del
microelemento del 45 % y del 28 % en relacién al valor inicial aunque solo se
encontraron diferencias significativas (p< 0,05) para el tratamiento Ty, y a un
aumento significativo (p< 0,05) del 64% para T».

3.1.2 Tasa de multiplicacion (TM: n° bulbos cosecha  dos/bulbo
plantado)

Los resultados muestran que la tasa de multiplicacion (TM) varia de
acuerdo a la concentracion de boro, expresado como mg/l del elemento, en la
solucioén nutritiva. Se encontraron diferencias significativas (p < 0,05) entre el
tratamiento sin B (T,) y el tratamiento con concentracién media (T4), que
present6 la mayor tasa de multiplicacion (gréfico 3.1.2, tabla 3.1.2 del anexo 2).
No se observaron diferencias significativas entre el tratamiento con la mayor
concentracion de B en solucion (T,) y los demas.
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2 e Bl w
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S _ 15 B 15 &
:5 2 | T c 1 g
S I Fe]
s £ 10 A T +1 23
S B T °
2 A B| |AB £
(@] 5 4 AB T 0,5 S
o =
A
0 ‘ 0
Inicial  TO T1 T2 TO T1 T2
Tratamiento
@ Concentracion de B en Bulbo O Tasa Multiplicacién (TM)

Gréfico 3.1.1: Concentracién de B en bulbos (n=20) y tasa de multiplicacién (n=100)
cultivados en un sustrato de arena volcanica fertirrigados con soluciones Johnson con
tres concentraciones distintas de B (T,: 0,0 mg/l, T1: 0,271 mg/l y T,: 1.352 mg/l)
comparados con el contenido inicial del microelemento previo al inicio de los tratamientos
(inicial). Las columnas representan los valores promedio +/- ES. Letras distintas en las
columnas significan diferencias significativas (p< 0,05)
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3.1.3. Tamafo de los bulbos (circunferencia en cm)

En cuanto al tamafio (circunferencia medida en cm) de los bulbos
cosechados, los resultados muestran diferencias significativas (p < 0,05) entre
los tratamientos Ty y T, versus T, (grafico 3.1.2, tabla 3.1.3 del anexo 3). La
concentracion intermedia de B en solucion (T;: 0,271 mg/l) produjo los bulbos de
mayor tamafio, con un promedio de 10,11 cm.

3.1.4 Peso de bulbos/planta (g)

Los resultados indican que el peso promedio de los bulbos obtenidos por
bulbo plantado (gréfico 3.1.3, tabla 3.1.4 del anexo 3) en plantas cultivadas con
diferentes concentraciones de B en solucion, no presentaron diferencias
significativas (p < 0,05) para ninguno de los tratamientos ensayados. No
obstante ello, se observa que el tratamiento T, (0,271 mg/l) produjo un mayor
peso promedio del total de bulbos por planta, con diferencias de 9,3% respecto a
To y un 11% respecto a T,. Esto se relaciona con el mayor tamafio de los bulbos
originados con el tratamiento con disponibilidad intermedia de B en solucion
(grafico 3.1.2, tabla 3.1.3 del anexo 3) y la mayor tasa de multiplicacién de dicho
tratamiento (gréafico 3.1.2, tabla .2 del anexo 3)

10,4 18,5
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- 94| A A A A All 14
8,8 13,5
TO T1 T2 TO T1 T2
Tratamiento
@ Tamafio O Peso bulbos/planta

Gréfico 3.1.2: Tamafio de bulbos producidos (n=100) y peso de bulbos obtenidos por
planta (n=100), en plantas de tulipan cv Rococo, cultivadas en un sustrato de arena
volcanica fertirrigadas con soluciones Johnson con tres concentraciones distintas de B
(To: 0,0 mg/l, T1: 0,271 mg/ly T»: 1,352 mg/l). Las columnas representan los valores
promedio +/- ES. Letras distintas en las columnas significan diferencias significativas (p<
0,05) para cada parametro evaluado.
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3.1.5 Concentracion de azucares solubles en bulbop  rincipal
(porcentaje de glucosa)

Al analizar las concentraciones de azucares solubles, expresadas como
porcentaje de glucosa en el bulbo principal, los resultados indicaron diferencias
significativas (p< 0,05) entre los tratamientos con boro (T, y T,) comparados con
aquel que no contenia boro (T,) en la solucion nutritiva. Los bulbos que
estuvieron sometidos al tratamiento sin B presentaron la mayor concentracién de
azucares solubles (gréafico 3.1.3, tabla 3.1.5 del anexo 3).
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Gréfico 3.1.3: Concentracion de azucares solubles en bulbo (expresados como
porcentaje de glucosa) (n=20) de plantas de tulipan cv Rococo, cultivadas en un sustrato
de arena volcanica fertirrigadas con soluciones Johnson con tres concentraciones
distintas de B (Tq: 0,0 mg/l, T1: 0,271 mg/ly T,: 1,352 mg/l). Las columnas representan
los valores promedio +/- ES. Letras distintas en las columnas significan diferencias
significativas (p< 0,05) para cada parametro evaluado.

3.2 Produccion de flor de tulipan en maceta

Como se menciond anteriormente las distintas concentraciones de B en la
solucion nutritiva Johnson utilizadas en la etapa de produccion de bulbos
influyeron en la concentracion de B en tejido de los bulbos principales
cosechados (grafico 3.1.1, tabla 3.1.1 del anexo 3). Dichos bulbos, con
diferentes concentraciones de B en tejido, representaron los tratamientos para la
produccion de plantas en maceta (Ty: 7 Mg/kg, Ter: 9,2 mg/kg y Tpr: 20,9
mg/kg).

3.2.1 Peso seco de raices (g)

El peso seco de raices presentd diferencias significativas (p<= 0,05) entre
aquellas plantas originadas de bulbos con menor concentracion de B (Ty0) Y las
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producidas a partir de bulbos con alta concentracion de B (Tys), que presentaron
el mayor peso (grafico 3.2.1, tabla 3.2.1 del anexo 3).

3.2.2 Largo de raices (mm)

Dentro del rango de concentraciones ensayadas, se observa un incremento
en el largo de las raices al aumentar la concentracion de B en el bulbo utilizado
como semilla (grafico 3.2.1, tabla 3.2.2 del anexo 3). Los resultados, presentan
diferencias significativas (p< 0,05) entre el tratamiento con la menor
concentracion de B en bulbo (Ty) Y aquellos con las concentraciones
intermedias (Tyr) Y superior (Tye).
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Gréfico 3.2.1: Peso seco Yy longitud de raices medidos al momento de plena floracion, en
plantas de tulipan cv Rococo, producidas a partir de bulbos con diferentes
concentraciones de B en tejido (Ty: 7 mg/kg, Turn: 9,2 mg/kg, Tup: 20,9 mg/kg). Las
columnas indican los valores promedios +/- ES (n=20). Letras distintas en las columnas
indican diferencias significativas (p< 0,05) en los parametros evaluados.

3.2.3 Concentracion de clorofila en hojas (mg/g)

Los resultados demuestran que la concentracion de clorofila presentd
diferencias significativas (p<= 0,05) entre aquellas plantas provenientes de
bulbos con la menor concentracion de B (Ty), comparadas con las que se
originaron a partir de concentraciones medias del microelemento (Ty) en bulbo,
gue presento la mayor concentracion del pigmento en hojas (gréfico 3.2.2, tabla
3.2.3 del anexo 3).

Las plantas con la més alta concentracion de B en bulbo (Tys,) presentan
una disminucién en la concentracion de clorofila en hojas respecto del valor
intermedio, aungque no se observan diferencias significativas respecto de los
tratamientos con concentraciones baja y media de B en bulbo.
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Gréfico 3.2.2: Concentracién de clorofila en hojas medidas al momento de plena
floracion, en plantas de tulipan cv Rococo, producidas a partir de bulbos con diferentes
concentraciones de B en tejido (Ty: 7 mg/kg, Tur: 9,2 mg/kg, Tup: 20,9 mg/kg). Las
columnas indican los valores promedios +/- ES (n=20). Letras distintas en las columnas
indican diferencias significativas (p< 0,05) en el parametro evaluado.

3.2.4 Peso de hojas ()

Los resultados no indicaron diferencias significativas (p< 0,05) en cuanto a
los pesos secos y pesos frescos en hojas (gréafico 3.2.3, tabla 3.2.4 del anexo 3).
Se observan diferencias significativas en cuanto a la relacién peso seco / peso
fresco entre los tratamientos con valores medio y alto de B en bulbo (Ty Y Ter)
comparados con el de menor concentracion (Ty), que presentd el mayor valor.
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Gréfico 3.2.3 : Peso seco, peso fresco y relacion entre los mismos medidos al momento
de plena floracién, en plantas de tulipan cv Rococo, producidas a partir de bulbos con
diferentes concentraciones de B en tejido (Ty: 7 mg/kg, Tp: 9,2 mg/kg, Ter: 20,9
mg/kg). Las columnas indican los valores promedios +/- ES (n=20). Letras distintas en
las columnas indican diferencias significativas (p< 0,05) en el parametro evaluado.

3.2.5 Area foliar (mm ?)
No se observaron diferencias significativas en el &rea foliar medida en el

momento de plena floracion entre los diferentes tratamientos (grafico 3.2.4, tabla
3.2.5 del anexo 3).
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Gréafico 3.2.4: Area foliar total por planta medida al momento de plena floracion, en
plantas de tulipan cv Rococo, producidas a partir de bulbos con diferentes
concentraciones de B en tejido (Ty: 7 mg/kg, Tun: 9,2 mg/kg, Tup: 20,9 mg/kg). Las
columnas indican los valores promedios +/- ES (n=20). Letras distintas en las columnas
indican diferencias significativas (p< 0,05) en el parametro evaluado.

3.2.6 Diametro de la vara floral (mm)

La mayor altura de las plantas de los tratamientos con mayor concentracion
de B en bulbo estuvo acompafiada de una disminucion del diametro de la vara
tanto a nivel del suelo (grafico 3.2.5, tabla 3.2.6 del anexo 3) como en la base de
la flor (gréfico 3.2.5, tabla 3.2.7 del anexo 3). Para ambos parametros se observa
una disminucién significativa entre las plantas originadas a partir de bulbos con
la menor concentracion de boro en bulbo (Ty) Y las provenientes de bulbos con
la mayor concentracion del microelemento en bulbo (Ty,), presentando estas
dltimas los menores valores.

3.2.7. Largo de la vara floral (mm)

Otro pardmetro importante en cuanto a calidad de flor es el largo de la vara
floral. Los resultados obtenidos (grafico 3.2.5, tabla 3.2.8 del anexo 3)
demuestran que el largo de vara aumenté de manera significativa (p<=0,05) al
aumentar la concentracion de B en bulbo para todos los tratamientos.

Cuando se analizan los entrenudos en forma separada, no se observan
diferencias significativas (p<= 0,05) para el largo del primer y segundo
entrenudos entre plantas originadas a partir de bulbos con diferentes
concentraciones de B en tejido (grafico 3.2.6, tabla 3.2.9 del anexo 3).

Los resultados indican diferencias significativas (p<= 0,05) en el largo del

tercer entrenudo entre aquellas flores provenientes de bulbos con la menor
concentracion de B (Typ) Y los que presentaban la mayor concentracion (Ty,)
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(gréfico 3.2.6, tabla 3.2.7 del anexo 3). Por el contrario, no se observaron
diferencias significativas para dicho entrenudo entre aquellas plantas producidas
a partir de bulbos con concentracion intermedia (Tyr) de B comparadas con las
provenientes de bulbos con la menor y mayor concentracion del microelemento,
respectivamente (grafico 3.2.6, tabla 3.2.9 del anexo 3).

Los resultados muestran diferencias significativas (p< 0,05) entre todos los
tratamientos para el entrenudo superior (gréafico 3.2.6, tabla 3.2.9 del anexo 3).
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Gréfico 3.2.5: Diametros a nivel del suelo y en la insercién de los tépalos y longitud de la
vara floral (incluyendo la flor) medidos al momento de plena floracion, en plantas de
tulipan cv Rococo, producidas a partir de bulbos con diferentes concentraciones de B en
tejido (Tpr: 7 mg/kg, Tern: 9,2 ma/kg, Tye: 20,9 mg/kg). Las columnas indican los valores
promedios +/- ES (n=20). Letras distintas en las columnas indican diferencias
significativas (p< 0,05) en el parametro evaluado.
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Gréfico 3.2.6: Longitud de cada entrenudo al momento de plena floracién, en plantas de
tulipan cv Rococo, producidas a partir de bulbos con diferentes concentraciones de B en
tejido (Tpr: 7 mg/kg, Ten: 9,2 mag/kg y Ty 20,9 mg/kg). Las columnas indican los valores
promedio +/- ES (n=20). Letras distintas en las columnas indican diferencias
significativas (p<0,05) en lo parametros evaluados.

3.2.8 Tamano de la flor

En el momento de plena floracion, los resultados no mostraron diferencias
significativas (p< 0,05) en el didmetro de la flor (grafico 3.2.7, tabla 3.2.10 del
anexo 3) entre flores de plantas provenientes de bulbos que presentaban
diferentes concentraciones de B en tejido al momento de la plantacion.

Las plantas provenientes de bulbos con la menor concentracién de B
produjo tépalos mas pesados (grafico 3.2.7, tabla 3.2.11 del anexo 3)
comparados con los demas tratamientos presentando diferencias significativas
(p= 0,05) solo con respecto al tratamiento con mayor concentracién de B en
bulbo.

De acuerdo a los resultados, el ancho de los tépalos (mm) varié de manera
significativa (p< 0,05) entre las flores de plantas originadas a partir de bulbos que
contenian la mayor concentracion de B (Tys,) y aquellas que se originaron de
bulbos con la menor concentracion de B en bulbo (Ty) (grafico 3.2.7, tabla
3.2.12 del anexo 3). Las flores provenientes de bulbos que presentaban una
concentracion de 9,2 mg/kg en bulbos, no difirieron significativamente de los
demas tratamientos.

No se registraron diferencias significativas en el largo de tépalos (mm) para
ninguno de los tratamientos (gréafico 3.2.7, tabla 3.2.13 del anexo 3).
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Gréfico 3.2.7: Diametro de flor y largo, ancho y peso fresco de tépalos medidos al
momento de plena floracion, en plantas de tulipan cv Rococo, producidas a partir de
bulbos con diferentes concentraciones de B en tejido (Ty: 7 mg/kg, Tur: 9,2 mg/kg, Tpp:
20,9 mg/kg). Las columnas indican los valores promedios +/- ES (n=20). Letras distintas
en las columnas indican diferencias significativas (p< 0,05) en el parametro evaluado.

3.2.9 Concentracion de antocianas en tépalos (mg/mm  ?)

Los resultados mostraron que la concentracion de antocianas por unidad
de superficie en los tépalos esté relacionada con la concentracion de B en bulbo.
Se encontraron diferencias significativas (p< 0,05) entre el tratamiento con menor
concentracion de B (Ty0) Y @aquel que presentaba la concentracion intermedia
(Tui). No se observaron diferencias significativas en la concentracion de
antocianas en tépalos entre plantas provenientes de bulbos con la mayor
concentracion de B (Tys) Y los demés tratamientos (grafico 3.2.8, tabla 3.2.14 del
anexo 3).

La concentracién intermedia de boro en bulbo produjo flores con las
mayores concentraciones de antocianas.
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Grafico 3.2.8: Concentracién de antocianas en tépalos medidas al momento de plena
floracion, en plantas de tulipan cv Rococo, producidas a partir de bulbos con diferentes
concentraciones de B en tejido (Tuo: 7 mag/kg, Tern: 9,2 mg/kg y Ter: 20,9 mg/kg). Las
columnas indican los valores promedios +/- ES (n=20). Letras distintas en las columnas
indican diferencias significativas (p<0,05) en lo parametros evaluados.
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CAPITULO 4

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que el
agregado de boro en la solucién nutritiva afecta la produccion de bulbos de
tulipan (Tulipa gesneriana) cv Rococo.

Estos resultados estan en concordancia con los hallados por Ikarashi
(1980) y De Hertogh and Le Nard (1993), quienes mencionan pérdidas en la
produccién de bulbos de tulipan debido a deficiencias de B en cultivos realizados
en zonas arenosas de Japon donde la manifestacion de la deficiencia de B
presenta sintomas extremos.

Sin embargo, no se menciona si las pérdidas se deben a falta de calidad de
los mismos por deformaciones, falta o deficiente maduracién de la catafila, a una
reduccién en la tasa de multiplicacion, a una disminucion en el tamafio que
provocaba un aumento en el descarte, a problemas en la diferenciacion de las
yemas florales durante el almacenaje, o a un conjunto de dichos factores.

El presente trabajo demuestra que existe una respuesta al agregado de B
en la solucion nutritiva afectando la tasa de multiplicaciéon lo que ocasiona una
disminucion en la cantidad total de bulbos cosechados respecto de los bulbos
plantados al quitar el microelemento de la misma (grafico 3.1.1 capitulo 3, pagina
52, tabla 3.1.2, anexo 3, pagina 103).

Por otro lado, los bulbos comerciales destinados a parques y jardines, flor
de corte o planta en maceta deben tener un tamafio 10 o superior (De Hertogh
A.y Le Nard M., 1993; Turré R. y Diacinti A, 2003), de lo contrario deberan
continuar siendo cultivados hasta alcanzar el tamafio adecuado con el
consecuente perjuicio econdmico para el productor de bulbos. Los resultados
demuestran que la disponibilidad de B en la solucién nutritiva afecté de manera
significativa el tamafio de los bulbos obtenidos (grafico 3.1.2, capitulo 3, pagina
53, tabla 3.1.3, anexo 3, pagina 103).

Los resultados encontrados aqui con respecto a tasa de multiplicaciéon y
tamafio de bulbos concuerdan con los citados por Halder et al (2007) en gladiolo
(Gladiolus spp), quienes reportan un aumento en la cantidad y tamafio de
cormos en funcién de las dosis de B utilizadas, en un suelo con una
concentraciéon de B de 0,1 pg/g.

No se observaron anomalias tales como falta o incorrecta maduracién de
tunica u otros defectos que pudieran atribuirse a las distintas concentraciones de
B utilizadas en el ensayo.

Todos los bulbos, independientemente de las concentraciones de &cido
borico en solucion, destinados a produccion de flor, colocados en camara a
temperatura calida alcanzaron el estado “G” (estado en que la flor se encuentra
completamente formada dentro del bulbo, se observa el gineceo trilobulado) sin
inconvenientes, es decir diferenciaron perfectamente todos los 6rganos
incluyendo yema floral durante el almacenamiento, por lo que dentro del rango
de concentraciones ensayadas, todos los bulbos con el tamafio adecuado
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(superiores a 6-8 de acuerdo a la variedad) estarian en condiciones de producir
flor.

En todos los casos el cultivo desarroll6 su ciclo ontogénico normalmente.

La concentracion de azucares solubles en bulbo, expresado como
porcentaje de glucosa, estuvo influenciado por la disponibilidad de B en la
solucion nutritiva (gréafico 3.1.3, capitulo 3, pagina 54, tabla 3.1.5, anexo 3,
pagina 104).

Las plantas sometidas al tratamiento sin agregado de boro a la solucion
nutritiva (T,) produjeron los bulbos con mayor concentracion de azucares
solubles en tejido, de modo tal que la falta del microelemento en la solucion
nutritiva no afect6 el transporte de azlcares, en contraposicion a lo indicado por
Marschner (1995), quien reportd una reducida translocacién de azlcares, con
una acumulacién de los mismos en hojas de plantas boro deficientes,
atribuyendo la reduccioén en la translocacion de azucares a la falta de actividades
de los apices de tallos y raices ante una deficiencia de B (Cakmak and Romheld,
1997). Resta comprobar en futuros trabajos, si con deficiencias mas severas se
produce la mencionada alteracion en tulipan, ya que muchos de los sintomas
gue menciona la bibliografia han sido observados al provocar deficiencias
extremas del micronutriente que no se han producido en el caso del presente
trabajo.

La mayor concentracion de azlcares, expresado como porcentaje de
glucosa, en bulbos obtenidos con la menor dosis de B se explicaria en el hecho
de que este tratamiento produjo la menor cantidad de bulbos al momento de
cosecha, lo que disminuiria la cantidad de destinos de los carbohidratos, de ahi
la mayor concentracion de los mismos en bulbos de plantas que presentaron
menor tasa de multiplicacién (gréafico 3.1.1, capitulo 3, pagina 52, tabla 3.1.2,
anexo 3, pagina 103).

El quebrado transversal de la parte superior del tallo, mencionado por De
Hertogh y Le Nard (1997), Ikarashi (1980) y Miller (2007) como un sintoma ligado
a la falta de B, conocido como “Kubiore”, en cultivos de tulipan producidos en
zonas de dunas de Japon, donde se presentaban deficiencias severas del
microelemento, no fue observado durante el desarrollo del presente trabajo ni en
la etapa de produccion de bulbos ni en la de produccion de flor en maceta.

Debe tenerse en cuenta que la concentracidén de B en tejido al iniciar la
primer etapa del experimento (produccion de bulbos) fue de 12,74 mg/kg (gréfico
3.1.1, capitulo 3, pagina 52, tabla 3.1.1, anexo 3, pagina 102) y que el mismo se
translocé a los bulbos hijos de modo tal que la concentracion de B en tejido al
finalizar la etapa de produccion de bulbos correspondientes al tratamiento sin
aporte de B era de 7 mg/kg (T, en gréfico 3.1.1, capitulo 3, pagina 52, tabla
3.1.1, anexo 3, pagina 102), a pesar de haber sido cultivados en un sustrato B
deficiente (< 0,05 mg/kg) y sin aporte del microelemento en solucion durante
todo el ciclo de cultivo. Este contenido de B resultaria suficiente, al menos en
este cultivar, para evitar la aparicion de dicho sintoma, que seria, por lo tanto,
propio de deficiencias extremas del microelemento.

Asimismo, el hecho de que no aparezcan sintomas de deficiencia severas
en los tejidos en crecimiento que es uno de los sintomas mas uniformemente
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encontrados entre todas las especies en respuesta a una deficiencia de B
(Brown and Hu, 1994) estaria indicando que el B presente en los bulbos
originales se traslocaria libremente dentro de la planta para finalmente, una vez
gque se secan y desaparecen las escamas del bulbo original, acumularse en los
bulbos hijos.

El peso seco de raices asi como la longitud de las mismas disminuyo al
disminuir la concentracion de B en bulbo (gréafico 3.2.1, capitulo 3, pagina 56,
tabla 3.2.1, anexo 3, pagina 105). Esto concuerda con lo descripto por
Lukaszewski y Blevins (1996), Matoh (1997) y Dell y Huang (1997) quienes
manifiestan que la inhibicion en la elongacion de raices es una de las respuestas
mas réapidas a la deficiencia de B*. Dell y Huang (1997) indican que el B cumple
un rol principal en el alargamiento celular debido a que su deficiencia provoca
una malformacion en la estructura de pared y a la perdida de extensibilidad
plastica de la misma, y a un rol secundario en la division celular. Ambos roles
contribuyen a la elongacién del sistema radical. Mayores estudios deberan ser
realizados para determinar si tales factores son efectivamente responsables por
la disminucion en el peso y largo de raices en tulipan.

La concentracién de clorofila en hojas de tulipan vario de acuerdo la
concentracion de B en bulbos (gréfico 3.2.2, capitulo 3, pagina 57, tabla 3.2.3,
anexo 3, pagina 106). Los resultados obtenidos concuerdan con lo descripto por
Dell and Huang (1997) acerca de una reduccién del contenido de la misma en
plantas con bajo suministro de B. Asimismo, mencionan una disminucion en el
contenido de proteinas solubles, mayoritariamente enzimas fotosintéticas, que
afectaron la actividad de la reaccién de Hill y la fotosintesis neta en plantas B
deficientes.

Tarig and Mott (2007) y Cakman y Romheld (1997) mencionan
disminuciones en la concentracion de clorofila y en la fotosintesis neta en
respuesta a una deficiencia o toxicidad de B.

Las diferencias obtenidas en cuanto a la relacién entre peso seco y peso
fresco en hojas (grafico 3.2.3, capitulo 3, pagina 58, tabla 3.2.4, anexo 3, pagina
107) coinciden con lo expuesto por Tarig and Mott (2007) sobre hojas de plantas
B deficientes conteniendo menor porcentaje de humedad, menor potencial agua,
menor apertura estomatica y menor tasa de transpiracién, ademas de una menor
tasa de crecimiento, comparadas con plantas con suficiente B.

La concentracion de boro en bulbos afecta el largo de las varas florales
(gréfico 3.2.5, pagina 61, tabla 3.2.8, anexo 3, pagina 109). Una disminucion en
la concentracion de B en bulbos produjo un acortamiento de los entrenudos
(grafico 3.2.6, capitulo 3, pagina 62, tabla 3.2.9, anexo 3, pagina 109) y un
engrosamiento de la vara floral a nivel del bulbo y también en la base de la flor
(gréfico 3.2.5, capitulo 3, pagina 61, tabla 3.2.6 y 3.2.7, anexo 3, pagina 109), lo
que concuerda con lo encontrado por Doss et al (1980) en flores de Iris
hollandica cv Ideal en cuanto a que una deficiencia de B origina flores de menor
calidad, més gruesas y cortas. La diferencia en el largo de la vara floral estuvo
dada por los entrenudos superiores que aumentaron su longitud a medida que
se incrementaba la concentracién de B en bulbo. Dentro del rango de
concentraciones ensayadas, se observo que el largo de vara se incrementa al
aumentar la concentracion de B en tejido del bulbo (grafico 3.2.5, capitulo 3,
pagina 61, tabla 3.2.8, anexo 3, pagina 109), lo que implica una mayor calidad
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de flor, siempre y cuando la disminucion en los diametros del escapo floral
observados al aumentar la concentracién de B en bulbo (grafico 3.2.5, capitulo 3,
pagina 61, tablas 3.2.6 y 3.2.7, anexo 3, pagina 108), no se traduzcan en una
pérdida importante en la rigidez del mismo.

A pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas entre
los diferentes tratamientos, salvo para el ancho de los tépalos (gréfico 3.2.7,
capitulo 3, pagina 63, tabla 3.2.12, anexo 3, pagina 111), la mayor concentracion
de B en bulbo provocé una disminucion en el diametro de la flor y en el largo de
los tépalos, asi como en el peso fresco de los mismos, lo que conduciria a la
obtencién de una flor de menor tamafio (gréafico 3.2.7, capitulo 3, pagina 63,
tablas 3.2.10, 3.2.11y 3.2.13, anexo 3, paginas 110y 111).

En las condiciones del ensayo, los resultados revelan que las
concentraciones de antocianas en tépalos de flores en maceta (segunda etapa
del experimento), difirieron de manera significativa (p< 0,05) de acuerdo a la
concentracion de B en tejido de los bulbos a partir de los cuales se produjeron
las plantas (gréafico 3.2.8, capitulo 3, pagina 64, tabla 3.2.14, anexo 3, pagina
112). Ikarashi (1980) y De Hertogh and Le Nard (1993) mencionan la
desaparicion de antocianas, conocido como “Ironuke”, como un tipico sintoma
“visual” de deficiencia de B en cultivos de tulipdn producidos en suelos arenosos
y franco arenosos altamente permeables de las zonas de Niigata y Tayama, en
Japon. En nuestro caso, en plantas originadas a partir de bulbos con
concentraciones de B de 7, 9,2 y 20,9 mg/kg respectivamente, no fue posible
registrar una manifestacion “visual” del sintoma a pesar de que los analisis
demuestren que efectivamente la concentracion de B afecté de manera
significativa (p< 0,05) la concentracion de antocianas en flores de tulipan. Es de
esperar, que ante severas la deficiencias de B, las pérdidas de antocianas se
agraven decolorando la flor y por ende depreciando totalmente su calidad.

Si la disminucién de antocianas observada en el presente trabajo es una
consecuencia del consumo de las mismas provocada por un stress oxidativo o
como producto del alterado metabolismo de los fenoles, producido por una
deficiencia de B como mencionan Camacho et al (2002) y Cakmak y Romheld
(1997), deberé ser dilucidado por futuros trabajos de investigacion.

Por otra parte, tampoco se observaron durante el desarrollo del

experimento, los sintomas de resquebrajado de la epidermis en tépalos,
descriptos por Miller W.B. (2007).

49



CAPITULO 5

CONCLUSIONES

A pesar de que los mecanismos de la esencialidad del boro ain no han
sido totalmente dilucidados (Bolafios et al, 2004) y no esté claro si muchos de los
sintomas atribuidos a la deficiencia de este microelemento resultan de un efecto
primario o secundario del mismo sobre el metabolismo de las plantas, la
concentracion de boro en la solucién nutritiva afecta tanto la produccion de
bulbos como la produccién de flores en tulipan cv Rococo.

En el cultivo de tulipan (Tulipa gesneriana) cv Rococo una adecuada
disponibilidad de boro durante la produccion de bulbos permite no solo aumentar
la tasa de multiplicacion, esto es lograr una mayor cantidad de bulbos respecto
de los bulbos plantados originalmente, sino también aumentar el tamafio de los
bulbos producidos.

Asimismo, mejora la calidad desde el punto de vista nutricional ya que
asegura una concentracion de B en bulbos que permite la obtenciéon de una flor
de alta calidad en lo que se refiere a tamafio de la misma, longitud y diametro de
la vara floral y una adecuada coloracién.

Una baja disponibilidad de B durante la produccion de bulbos no solo
afectara la cantidad de bulbos obtenidos sino que redundara en una menor
calidad de bulbo y por ende de la flor que origine.

Miller W.B. (2008) menciona que la deficiencia de boro comienza durante la
etapa de produccion de bulbos, cuando los mismos son producidos en suelos
deficientes y que se desconoce la factibilidad de corregir tal deficiencia en la
etapa de produccion de flor, entre otros factores, por la falta de bulbos boro-
deficientes para ensayos. A la luz de la disminucién evidenciada en la
concentracion de B en aquellos bulbos cultivados sin el microelemento en la
solucién nutritiva (7mg/kg), comparado con la concentracion inicial de los
mismos, previo al inicio de los ensayos (12,74 mg/kg), la metodologia utilizada
aqui para la produccion de bulbos podria se utilizada para la produccién de
bulbos con bajas concentraciones de B.

Futuros trabajos deberan ser realizados para dilucidar si el comportamiento
manifestado por el cultivar utilizado en este trabajo es valido para otros cultivares
de tulipan, asi como determinar los roles que este microelemento desempefia en
las plantas superiores que llevan a la manifestacién de los sintomas
mencionados, tales como disminucién en el crecimiento radical, desaparicion de
antocianas, menor contenido de clorofila entre otros.

Teniendo en cuenta la escasa informacion que existe en el Noroeste del
Chubut acerca de la disponibilidad de este y otros nutrientes sera necesario
también, complementar con estudios de fertilidad de suelo mas detallados que
permitan conocer la dinamica de los mismos en funcién de las condiciones
particulares de clima, tipo de suelo y cultivo en particular.
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ANEXO 1

Resultados de analisis de suelo realizados en el afi 0 1998 en campos
destinados a produccion de bulbos de tulipan.
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ANEXO 2

TECNICAS ANALITICAS

La informacidn sobre las técnicas utilizadas para las determinaciones
analiticas fue proporcionada por el Licenciado Gustavo Trinchero, Laboratorio de
Servicios Analiticos Especiales Lab FAUBA, Facultad de Agronomia —
Universidad de Buenos Aires.

DETERMINACION DE BORO POR EL METODO DE CARMIN

Se toma 0.5 gramos aproximadamente de muestras de bulbos molidos y
Secos.

Se lleva a cenizas en mufla (600 C, 8 hs).

Se disuelven las cenizas con 10 ml de HCI 0,1 N

Se centrifuga 30minutos a 2000 g

Se toma 1 ml del sobrenadante

Se agregan 5 ml de H,SO, (c) + 1 ml solucion

Carmin (0.92 g/l H,SOy).

Se homogeneiza en Vortex

Se deja reaccionar 2 horas en oscuridad.

Se mide con espectrofotometro a 585 nm.

Se realiz6 una curva de calibracion utilizando acido bérico como patron.

Se realiz6 una curva de calibracion utilizando &cido bérico como patron.

CURVA CALIBRACION DE BORO
0,35
0,3 - y =0,0372x
© 025 - R? = 0,987
% 0,2 |
2 0,15 -
< 0,1
0,05 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10
ug de Boro/mL
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DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS MEDIANTE LA REACCION
DE ANTRONA

Extracto: 0,1 gramos de materia seca de muestra en 100 ml.

Pesar 0.1 g de muestra.

Colocar la muestra en un tubo de ensayo + 25 ml de etanol 80°y calentar
durante una hora a 80 °C.

Filtrar el sobrenadante en un matraz de 100 mli

Agregar al tubo con el residuo, 25ml de Etanol 80° y calentar nuevamente
durante una hora a 80°C.

Volver a filtrar el sobrenadante en el mismo matraz de 100 ml.

Agregar ahora al mismo tubo, 25ml de agua destilada, calentar durante
una hora a 60 °C, filtrarla en el mismo matraz. Llevar a volumen con alcohol 80°
(200 ml)

Técnica: ANTRONA

0.5 ml de extracto

2.5 ml solucién (1)

Reposar durante 30 minutos

Agitar en vortex

Hervir 10 minutos a Bafio Maria

Preparar curva de calibracién a partir de la solucion patrén de azlcares (2)
Leer en espectrofotometro a 620 nm.

Solucién 1: (prepararla en el dia)

100 ml de acido sulfarico para antrona (3) + 200 mg antrona.

(3) 75 ml de acido sulfurico (cc) + 25 ml de Agua destilada. (Preparar y
dejar enfriar, antes de agregarle la antrona)

(2) Solucion patron de azdcares: 1mg glucosa/ mi

Curva: 0, 10, 20, 30, 50 pl de solucidn patron de azucares. Completar a
volumen con alcohol 80% y realizar la misma técnica.
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DETERMINACION DE CLOROFILA

Se procedid a realizar una extraccion del pigmento sobre una muestra de
aproximadamente 2 g con un homogeneizador Omnimixer a 12.000 rpm durante
1 minuto utilizdndose como solvente extractante una mezcla acetona-agua 4:1 .
Se lleva el extracto a volumen de 50 ml y luego se centrifuga durante 5 minutos
a 5.000 rpm leyéndose espectrofotométricamente las absorbancias del
sobrenadante a 652 nm.

Se aplico la expresion:
mg de clorofila/g de hoja = Absgs, . 50 (ml) / 34,5 (mg/ml)™ . m ()
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DETERMINACION DE ANTOCIANAS

Aproximadamente de 1 g de tépalos se extrajeron las antocianinas con
una mezcla Etanol-Cl 1N (85:15) utilizando un homogeneizador Omnimixer a
15.000 rpm durante 1 minuto. Se complet6 el volumen a 50 ml centrifugandose
una alicuota a 12.000 rpm durante 10 minutos. Una alicuota del sobrenadante se
mide en espectrofotdmetro con detector de arreglo de diodos a 535 nm.

El resultado se expresa como mg de antocianinas totales por Kg de tejido
fresco.

Las antocianinas totales se miden como cianidin 3-glucésido (C3G).

Los tépalos se escanearon y se determind superficie (mm?) mediante el
programa UTHSCSA, Image Tool for Windows versién 3.00, Development Team:
Don Wilcox, Brent Dove, Doss McDavid, David Greer, Copyright 1995-2002, The
University of Texas Health Science Center in San Antonio.

Con la superficie de los tépalos y el peso fresco de los mismos, los datos
se expresaron como mg de antocianas totales por unidad de superficie (mm?).
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ANEXO 3
TABLAS DE RESULTADOS

3.1 Produccion de bulbos de tulipan

Tabla 3.1.1: Concentracién de B en bulbos cultivados en un sustrato de arena volcanica
fertirrigados con soluciones Johnson con tres concentraciones distintas de B (To: 0,0
mg/l, T1: 0,271 mg/l y T,: 1.352 mg/l) comparados con la concentracion inicial del
microelemento previo al inicio de los tratamientos (inicial). Los valores representan el
promedio +/- ES (n= 20). Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).
DMS: diferencia minima significativa para una p< 0,05.

Tratamiento Concentracion de B en bulbo

(mg/l de boro en solucién) (mg/kg)
Inicial 12,74 +£1,32 B
To: O 7,00+ 1,40 A
T,: 0,271 9,20+1,20 AB
T, 1,352 20,90 +1,91 C
DMS 5,49

Tabla 3.1.2; Tasa de multiplicacién (TM: n°de bulbos obtenidos /bulbo plantado) de
tulipan cv Rococo producidos en sustrato de arena volcanica con tres concentraciones
de B en solucién (Ty: 0,0 mg/l, T1: 0,271 mg/l y T,: 1.352 mg/l). Los valores indican el
promedio +/- ES (n= 100). Letras distintas indican diferencias significativas para p< 0,05.
DMS: diferencia minima significativa para una p< 0,05.

Tratamiento Tasa de multiplicacion

(mg/l de boro en solucién)

(n° de bulbos/planta)

To: O 1,70+/-0,08 A
T:: 0,271 2,11+/- 0,10 B
T, 1,352 1,90+/-0,09 AB

DMS 0,31

Tabla 3.1.3: Tamafio de los bulbos obtenidos de un cultivo de tulipan cv Rococo
producidos sobre un sustrato de arena volcanica con diferentes concentraciones de B en
solucién (To: 0,0 mg/l, T1: 0,271 mg/l y T,: 1.352 mg/l). Los valores indican el promedio
+/- ES (n=100). Letras distintas indican diferencias significativas para p< 0,05. DMS:
diferencia minima significativa para una p< 0,05.
Tratamiento Tamario de bulbos
(mg/l de boro en solucion) (cm de circunferencia)

To: 0 9,49+0,17 A
T:: 0,271 10,11+0,13 B
T, 1,352 952+0,16 A

DMS 0,53
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Tabla 3.1.4: Peso de bulbos por bulbo plantado de plantas de tulipan cultivadas en un
sustrato de arena volcénica con diferentes concentraciones de B en solucion (Ty: 0,0
mg/l, T1: 0,271 mg/l y T,: 1.352 mg/l). Los valores indican el promedio +/- ES (n=100).
Letras distintas indican diferencias significativas para p< 0,05. DMS: diferencia minima
significativa para una p< 0,05.

Tratamiento Peso de bulbos/planta
(mg/l de boro en solucién) (9)
To: O 15,81 +0,66 A
T,: 0,271 17,28 £0,58 A
T,: 1,352 15,59+0,62 A
DMS 2,05

Tabla 3.1.5: Concentracion de azucares solubles (expresados como % de glucosa) en
bulbos de plantas de tulipan cv Rococo cultivadas en sustrato de arena volcanica con
diferentes concentraciones de boro en solucién (To: 0,0 mg/l, T1: 0,271 mg/l y T,: 1.352
mg/l). Los valores indican el promedio +/- ES (n= 20). Letras distintas indican diferencias
significativas para p< 0,05. DMS: diferencia minima significativa para una p< 0,05.

Tratamiento Concentracién de Azlcares
(mg/l de boro en solucion) solubles
(% glucosa)
To: O 3475+151 B
T1: 0,271 26,92 +1,61 A
T,: 1,352 26,44 +1,39 A
DMS 4,50
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3.2 Produccion de flor de tulipan en maceta

Tabla 3.2.1: Peso seco de raices, al momento de plena floracién, de plantas de tulipan
cv Rococo, producidas a partir de bulbos con diferentes concentraciones de B en tejido,
Thio: 7Ma/kg, Tea: 9,2 ma/kg y Tyr: 20,9 mg/kg. Los valores indican el promedio +/- ES
(n=20). Letras distintas indican diferencias significativas para p< 0,05. DMS: diferencia
minima significativa para una p< 0,05.

Tratamiento Peso seco de raices
(mg/kg B en bulbo) (9)
Toro: 7 0,69 +0,03 A
Toin: 9,2 0,72 +0,02 AB
Ter2: 20,9 0,80+0,03 B
DMS 0,09

Tabla 3.2.2: Largo de raices, al momento de plena floracion, en plantas de tulipan cv
Rococo producidas a partir de bulbos con diferentes concentraciones de B en tejido, Ty:
7mg/kg, Ty 9,2 mglkg y Tpp: 20,9 mg/kg. Los valores indican el promedio +/- ES (n=20).
Letras distintas indican diferencias significativas para p< 0,05. DMS: diferencia minima
significativa para una p< 0,05.

Tratamiento Largo de raices
(mg/kg B en bulbo) (mm)
Teto: 7 90,99 +£2,45 A
Tor: 9,2 100,91 +3,08 B
Tore: 20,9 109,64+2,29 B
DMS 8,96

Tabla 3.2.3: Concentracién de clorofila, al momento de plena floracion, en hojas de
plantas de tulipan cv Rococo, producidas a partir de bulbos con diferentes
concentraciones de B en tejido, Typi: 7mg/kg, Tpi: 9,2 mg/kg y Tpr: 20,9 mg/kg. Los
valores indican el promedio +/- ES (n=20). Letras distintas indican diferencias
significativas para p< 0,05. DMS: diferencia minima significativa para una p< 0,05

Tratamiento Concentracion de clorofila en
(mg/kg B en bulbo) hojas
(mg/g)
Thio: 7 0,81+0,01 A
Tt 9,2 0,87+0,01 B
Teio: 20,9 0,83+0,01 AB
DMS 0,04
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Tabla 3.2.4: Peso seco, peso fresco y relacién entre ambos en hojas al momento de
plena floracion, en plantas de tulipan cv Rococo producidas a partir de bulbos con
diferentes concentraciones de B en tejido, Typ: 7mg/kg, Tpn: 9,2 mg/kg y Ty 20,9 mg/kg.
Los valores indican el promedio +/- ES (n=20). Letras distintas indican diferencias
significativas para p< 0,05.DMS: diferencia minima significativa para una p< 0,05.

Tratamiento Peso seco hojas  Peso fresco hojas Relacion
(mg/kg B en (9) (9) Peso seco / Peso fresco
bulbo) en hojas
Toio: 7 1,09+0,04 A 6,62+021 A 0,16 +0,0017 B
Ton: 9,2 1,02+0,04 A 6,75+0,34 A 0,15+ 0.0024 A
Toro: 20,9 0,95+0,04 A 6,240,223 A 0,15+ 0.0018 A
DMS 0,14 0,86 0,006

Tabla 3.2.5: Area foliar determinada al momento de plena floracion, en plantas de tulipan
cv Rococo producidas a partir de bulbos con diferentes concentraciones de B en tejido,
Thio: 7Ma/kg, Tea: 9,2 ma/kg y Tyr: 20,9 mg/kg. Los valores indican el promedio +/- ES
(n=20). Letras distintas indican diferencias significativas para p< 0,05.DMS: diferencia
minima significativa para una p< 0,05.

Tratamiento Area Foliar
(mg/kg B en bulbo) (mm?)
Toio: 7 10734,38 £+ 613,14 A
Toi: 9,2 10862,38 + 916,62 A
Teio: 20,9 10280,20 + 916,62 A
DMS 2538,4

Tabla 3.2.6: Diametro de la vara floral a nivel de suelo, al momento de plena floracion,
de plantas de tulipan cv Rococo, producidas a partir de bulbos con diferentes
concentraciones de B en tejido, Typio: 7mg/kg, Tpi: 9,2 mg/kg y Tprp: 20,9 mg/kg. Los
valores indican el promedio +/- ES (n=20).Letras distintas indican diferencias
significativas para p< 0,05. DMS: diferencia minima significativa para una p< 0,05.

Tratamiento Diametro
(mg/kg B en bulbo) (mm)
Toro: 7 8,43+0,12 B
Toi: 9,2 8,31+0,14 AB
Toi: 20,9 8,01+0,11 A
DMS 0,36

72



Tabla 3.2.7: Diametro de la vara floral en el punto de insercién de los tépalos, al
momento de plena floracion, en plantas de tulipan cv Rococo, producidas a partir de
bulbos con diferentes concentraciones de B en tejido, Tpp: 7mg/kg, Ten: 9,2 mg/kg y Typ:
20,9 mg/kg. Los valores indican el promedio +/- ES (n=20). Letras distintas indican
diferencias significativas para p< 0,05. DMS: diferencia minima significativa para una p<
0,05.

Tratamiento Diametro
(mg/kg B en bulbo) (mm)
Toro: 7 6,00 + 0,07 A
Thir: 9,2 5,81+0,09 AB
Toro: 20,9 5,62 +£ 0,07 B
DMS 0,25

Tabla 3.2.8: Largo de la vara floral en el punto de insercion de los tépalos, al momento
de plena floracion, en plantas de tulipan cv Rococo, producidas a partir de bulbos con
diferentes concentraciones de B en tejido, Typ: 7mg/kg, Tpn: 9,2 mg/kg y Ty 20,9 mg/kg.
Los valores indican el promedio +/- ES (n=20). Letras distintas indican diferencias
significativas para p< 0,05. DMS: diferencia minima significativa para una p< 0,05.

Tratamiento Largo vara floral
(mg/kg B en bulbo) (mm)
Toro: 7 261,96 + 3,02 A
Torn: 9,2 275,39+38 B
Thie: 20,9 289,76 + 4,6 C
DMS 13,19

Tabla 3.2.9: Longitud de cada entrenudo de la vara floral, al momento de plena floracién,
de plantas de tulipan cv Rococo, producidas a partir de bulbos con diferentes
concentraciones de B en tejido, Typio: 7mg/kg, Tui: 9,2 mg/kg y Tprp: 20,9 mg/kg. Los
valores indican el promedio+/- ES (n=20) Letras distintas indican diferencias
significativas para p< 0,05.DMS: diferencia minima significativa para una p< 0,05.

Tratamiento Largo 1% Largo 2% Largo 3% Largo 4%

(mg/kg B en entrenudo entrenudo entrenudo entrenudo

bulbo) ) (mm) (mm) (mm) (mm)

Toro: 7 20,34 +1,09A 18,74+087A 2534+094A 12052+2,16 A

Ton: 9,2 18,46 +1,28 A 1925+091 A 2758+080AB 133,31+2,90 B

Toz: 20,9 16,86 +1,40 A 22,12+127A 2916+1,14 B 146,43+x251 C
DMS 4,30 3,51 3,23 8,09
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Tabla 3.2.10: Diametro de la flor, medido en el momento de plena floracién, en plantas
de tulipan cv Rococo producidas a partir de bulbos con diferentes concentraciones de B
en tejido, Tp: 7mag/kg, Ten: 9,2 mg/kg y Ty 20,9 mg/kg. Los valores indican el promedio
+/- ES (n=20). Letras distintas indican diferencias significativas para p< 0,05. DMS:
diferencia minima significativa para una p< 0,05.

Tratamiento Diametro de flor
(mg/kg B en bulbo) (mm)
Thro: 7 107,76 £ 2,18 A
To: 9,2 104,55+ 3,21 A
Toio: 20,9 102,03+ 3,50 A
DMS 10,41

Tabla 3.2.11 Peso fresco de tépalos, medidos en el momento de plena floracion, en
plantas de tulipan cv Rococo producidas a partir de bulbos con diferentes
concentraciones de B en tejido, Typio: 7mg/kg, Tpi: 9,2 mg/kg y Tprp: 20,9 mg/kg. Los
valores indican el promedio +/- ES (n=20). Letras distintas indican diferencias
significativas para p< 0,05. DMS: diferencia minima significativa para una p< 0,05

Tratamiento Peso fresco de tépalos
(mg/kg B en bulbo) (9)
Thro: 7 9.38+0,26 B
Tor: 9,2 8,76 +0,27 AB
Toe: 20,9 8,08+0,32 A
DMS 0,96

Tabla 3.2.12: Ancho de tépalos, medidos en el momento de plena floracion, en plantas
de tulipan cv Rococo producidas a partir de bulbos con diferentes concentraciones de B
en tejido, Ty: 7mg/kg, Ten: 9,2 mag/kg y Tyt 20,9 mg/kg. Los valores indican el promedio
+/- ES (n=20). Letras distintas indican diferencias significativas para p< 0,05. DMS:
diferencia minima significativa para una p< 0,05.

Tratamiento Ancho de tépalos
(mg/kg B en bulbo) (mm)
Thro: 7 42,86 +0,59 A
To: 9,2 42.16 + 0,76 AB
Tor: 20,9 40,13+0,89 B
DMS 2,58
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Tabla 3.2.13: Largo de tépalos, medidos en el momento de plena floracion, en plantas
de tulipan cv Rococo producidas a partir de bulbos con diferentes concentraciones de B
en tejido, Tp: 7mag/kg, Ten: 9,2 mg/kg y Tur: 20,9 mg/kg. Los valores indican el promedio
+/- ES (n=20). Letras distintas indican diferencias significativas para p< 0,05. DMS:
diferencia minima significativa para una p< 0,05.

Tratamiento Largo de tépalos
(mg/kg B en bulbo) (mm)
Tofo: 7 77,06 £0,75 A
Tor: 9,2 76,78 £0,85 A
Tor2: 20,9 75,19+0,71 A
DMS 2,68

Tabla 3.2.14: Concentracion de antocianas en los tépalos de flor de plantas de tulipan
producidas a partir de bulbos con diferentes concentraciones de B en tejido, Ty: 7mg/kg,
T 9,2 mg/kg y Ter: 20,9 mg/kg. Los valores indican el promedio +/- ES (n=20).

Letras distintas indican diferencias significativas para p< 0,05. DMS: diferencia minima
significativa para una p< 0,05.

Tratamiento Concentracion de Antocianas
(mg/kg B en bulbo) (mg/mm ?)
Toro: 7 0,61+0,03 A
Tt 9,2 0,87 £ 0,05 B
Toio: 20,9 0,73+0,03 AB
DMS 0,14
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