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I. TIWTRODUCCION

21 cultivo de las citricas ocupa el segunds lugar en el panoraia
fruticola de Venezuela, solanmente superada por el cultivo de bananas
(pldtenos y cambures). El drea ocupada por la citricultura cn 1972,
fué de 231.146 Has., con una produccibn total de 209,950 Tn,, cuyo va-

lor se sitde en alrededor de 61 millones de bol{vares®,

Dentro de 8ste panorama, los Valles Altos de Carabobou y Yaracuy,
se destacan del resto por estar ubicados en una condicidn ecoldgica
privilegiada (altura que fluctda entre 600 y 900 n.), y que produce
unz calidad de fruta, interna y externamente nuy superior a la del
resto de Venezuela (Salibe, A., 1972). La productividad nedia de

los huertos en la zona se puede estimar en 1.3 - 1.5 Kg/hz. (into,

o

M., ot al., 1971), superiores a los 0,65 Kg/tf., que corresponde nl
valor prouedio para todo el pafs (Salibe, A., 1972), pero adin mauy
brja comparada a fndices de produccidn extranjeros, que son del 4r-
den de 5 Kg/m?. (Snith, P. F., 1966). Sin enbargo, existen huertos
en los cusles se cstdn obteniendo producciones sizilares a ésta 1/,
lo cual indfca que son factores nanejables los que estdn incidicndo
en las bajas producciones obtenidas, mds que las circunstancics cco-

légicas.

Dentro de las posibles causas de ésta situacidn, un aspecte 5 un-
damental seria el de fertilizacidn. BEn general, existe conc.as> le
que ésta aunenta la productividad de los huertos. Sin enb.ras, .1
abonado se efsctia de ordinario sin un diagndstico previo de 1ic nro-
bables deficiencias minerales; y por ellc no scrprende la gron varia-
cidn dc tipo y dosificacidn de fertilizantes, adn bajo condiciones a-

ES

coldgicas similares, como se aprecic ci log datos tabulndos =
groecoldg 5 (

continuacidn:

E -
Anuario Estadistico Agropecuario., M.4.0., 1972
1/ Corunicacidn personal: Ing. Fadie Ranfrez, Proyecto Citricas
FUSAGRI.
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Fertilizante Kgs/drbol Porcentaje de huertos que
usado 1/ por ailo la emplean

S A 3,0 2,7

E ) 8,1

10-10-15 3,9 R4, 3

12-6~12 3,0 2,7

14-0-15 6,0 2,7

15-10-15 5,0 R,7

Ey 31,5

10-10-15 3,1 8,1

SAy 1,9

10-10-15 1,7 13,5

Uy 6,0

10-10-15 450 2,7

NACy 5,0

10-10-15 5,0 2,7

SAy 2,0

6-12-18 1,0 2,7

Ey 23,9

S A 10-10-15 254 18,9

S4, SK, SPT. 1,2 2,7

F A 2,0

S A, SK 2,0

E 50,0 2,7

S A, Uy

6~12-18 5,0 2,7

1/ SA; sulfato de anonio, E; estiercol, U; drea, NAC; nitr-to de
anonio cdlcico, SK; sulfato de potasio, SPT; superfos{ato tri-

ple, FA; fosfato de anonio,
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Entre los nutrientes regueridos por las plantas cultivadas, el
nitrégeno suele provocar uno de los mayores aumentos en la produc-
cidn y creciniento de citricas, como lo atestiguan numerosos trabu-
jos efectuados al respecto, En este cultivo, el nitrdgeno dcbe ser
agregado anualmente debido, por una parte, a la gran extraccibn por
frutas, hojas y ramillas, y por otra, a que es un elenento general-

nente escaso o de bajo aprovechaiiiento en 1los suelos.

La téenica nds frecuentemente usada para diagnosticar ¢l estado
de la nutricidn del nitrdgeno en frutales, consiste en medir lz con=-
centracidn de este elemento en tejidos vegetales, particularnente
hojas. Esta técnica se basa en dos prenisas fundamentales: la pri-

mera, que existe una correlacidn positiva entre la cantidad de nu-

triente suministrado y la concentracidn del elemento en hojas u o=
tros tejidos vegetales. La segunda, que dentro de ciertos 1initos,

existc una correlacidn positiva entre le concentracidn del cloncnto
en la planta y ¢l creciniento y produccidn, Estas conclusicucs de=
ben ser ajustadas por via erpirica, en base o resulbados ootenidcs

en diferentes condiciones cliudticas, edaficas, de variedad. ., sise-
tenas de nuastres, stc.,. Bn estos trabajos se busca correl cionar
la concentracidn del elemnento cn la hojna con la sintomatolozia Co
carencia, con el desarrollo foliar, la calidad del producta, u 2tro
tipo de apreciacidn cualitativa, siendo pocos los investigadores
que hayan ohtenido correlaciones directanmente con la producci’n,
Las relaciones asi establecidas han experimentado un perfeccion -
niento lento con el transcurso del tiempo, a nedida que auwentada
la inforracidn experimental, Sin embargo, la linitacifn du =ste a-
juste enpirico radica en que los resultados pueden aplicarse con
cierta certeza s3lo en las condiciones edafoclindticas, a las va-
riedades, al sistema de nusstreo y otras restricciones que sc han

cstablecido. Incluso se ha expresado la opinidn (Smith, P. I, 1966)



- /-

de que "todos los standards analiticos deben ser calibrados on en-
sayos de campo bicn disefiados y de larga duracidn en las difureontas
regiones", y de que los experinentos efectuados bajo condicimes
controladas de invernaderd, no son concluyentes sino que aln nucden

llevar a conclusiones errdneas.

Por lo tanto, uno de los caminos gque se sigue en aquellis rogio-
nes en que se carece de informacidn de tantos afios, es adpt-r los
valores standards desarrollados en otras regiones, perc sencjanios

SY L2

en cuanto a clinma, variedades, etc., mientras se realizan exp:
cias para ajustar mejor dichos valores a las condiciones particulo-
res., Es probable que si se¢ ha hecho una buena eleccidn en cuanto a
los standards a considerar, en muchos casos los valores que sc nb-
tengan no difieren mucho de aquellos. Esto se comprueba al rovisar
trabajos en diferentes regiones geogrificas y dentro de un réginen
climdtico sinilar, en los cuales se observa un cierto concunsd, pir-
ticularmente en cuanto a valores deficitarios. Desgraciadatoente,
toda la infornucidn respecto a citricas proviene de regiones sub-
tropicales, mediterrdneas y teipladas, donde se concentra 1z produc-
cifn mundial, siendo muy escasa o nula la informacidn en zonus tro-

picales.

Dentro de esta situacidn, el nitrdgeno quz es el elemento rAc
importante, y en muchos cascs el dnico de gue haya gue preucund 33,
cs el que ofrece la correlaci’n mds incierta con respecto n »roduc-
cidn y otras caracter{sticas vegetativas. Couunnente ocurrs que co-
sechas eXcepcionalmente altos aparccen asociados a valores "bajos"
de nitrdzeno segin el andlisis quimico; cn otros casos ocurren dife-
rencias de producceidn atribufble a una fertilizacidn nitrogenedz, y
ésta no aparece reflejada en la concentracidn foliar (Smith, P. F.,

1966). El andlisis de nitrdgeno total, cn un tejido dado, y en un
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momento dado, representa una situacidn nutricional mis bien cstdtica,

contraria a la dindmica propia de la nutricidén mineral, que involucra
absorcidn, translocacién y crccimiento contfnuo del frutal, prceesos

estos que afectan directamente la concentracidn de elementos nutriti-
vos en los tejidos vegetales, De acuerdo a estos conceptos, =1 anfli-
sis total reflejard una condicidn general respecto a la nutricidn ni-
trogenada y no siempre serd un buen estimador de la suficiencia dc es-

te elemento, respecto a cosechas futuras,

La actividad cnzimdtica como factor indicativo del estado nutricio-
nal se ha venido desarrollando en los dltimos afios, pero solaaentc un
investigador 1o ha propuesto claramente como una téenica que narniti-
ria evaluar mejor la condicidn nutricional en cultivos de intorés agri-
cola., Esta técnica ha sido pronuesta en forma todavia provisional para

nitrdgeno, em citricas y nastos, obteniéndose resultados promisorios,

La accidn de la enzima reductasa del nitrdgenos, la nitrato reduc-
tasa, presente en el tejido foliar consiste en reducir a nitritos los
nitratos, que es la forma en que el nitrdgeno es absorbido y transoor-
tado hasta las hojas. Este es un paso previo a su transformicidn en
formas amoniacales internedias que finalmente son incoroorad-s como

protefna, tal como aparcce en el esquema siguientc:

c

E A B

‘.————‘—-__-ﬂ

NITRATOS / | NITRITOS

TFORMAS AMO-
NTACALES

/\ AN
L
!
accidn de accidn de
la nitrato la nitrito

reductasa reductasa
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Exigten muchas prucbas de que 1o nitrato reductasa es unt en-
zima de tipo "adaptable'; vale decir que ella se forma o active
(no estd bien claro) cn presencia del substrato, cn este caso el
ion nitrato., También se¢ sabe que otros factorcs de tipo fisiold-
gico y relacionndos a 11 sintesis de proteina, cstarian relaciont-
dos a su actividad. De esta formn el esquemn anterior (parte i),

sc transformarin en el siguiente:

sobre cl subg

I'1la cual actis o
i_trato 2

w03 forman o

NB \ + 1 activan la
3 — otros fac- enzimno

torecs

P

producicndo
NOp

s

Como conclusidn de este esquemn, se puede apreciar que si o
tejido estd deficiente on nitrdgenc, la actividad de 1n enzian se
ria bnja; si el suministro aumenta, habrin mayor formacidn 4. en-

zima y la mayor actividad de dsta conducird o unn mayor producceidn

de nitritos, 2 expensns de los nitratos que sc reducen.

Los primeros trabajos se basaron probablemcnte en estrg idoas,

y los resultados no fueron muy concluyentes, por cucnto la rnctivie
dad de les enzimas es susceptible de modificarse por factores dol

medio ambiente o de origen fisioldgico, los cuales seiialan on ol

esquema como "otros factores",
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®osteriormente el método ha sido perfeccionado, expresnnds los
regultados en términos relativos, es decir, relacionando lor nitri-
tos producidos en el tecjido foliar al introducirle forzadam.nte unn
solucidn de nitrato de potasio (ANRi), con los nue se produc .o cs=

pontdneamente (AlRe). Dicha relacién iNRi/ANRe, representeri: cn

ot

N
ces el déficit de "nitrlgeno activo" en los tejidos. Tendrd valores

altos en tejidos deficitarios en nitrdgeno y bajos si mejors el anor-
te nitrogenado, De esta manera se egpera que cualguicr otro factor

ecoldgico que haya influfdo sobre la actividad de la enzima, afccin-

r4 por iguzl al tejido intacto y al quc fué infiltrado artificicl-

mente con la solucidn de nitrato de potasio,

Aparentemente, la deterninacidn de la actividad enzindtica, que
es un valor integrado por factores fisioldgicos, del medio anzbicnte
y sus interacciones, puede difcrenciar entrc la fraccidn del nitrd-
geno metabdlicanente activa y la inactiva., De esta manera, dicha
medicidn se efectda sobre factores dindmicos que evaluarian ncjor
el estado nutricional presente, y mds directamente vinculadn 2l de-

sarrolls y produccidn préxima de los 4rboles.
IT. OBJETIVO

El propdsito de la presente tesis es evaluar la téenica enzind-
tica dec la nitrato reductasa para diagnosticar el estado de la nu-

tricidn nitrogenada en citricas.
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ITI. REVISION BIBLIOGRAFICA

A. La concentracidn de los elementss ouimicos on tejidos vegetalcs

como métodos de diagndstico.

o

Ya ha sido sefialado en forma general que existe una serie de res-
tricciones y condiciones sobre lags cuales son vdlidos los poctuledos
del andlisis foliar convencional, Al respecta, se han efectundo tra-
bajos muy completos referentes a citricas (Smith, P. F., 1966 y Chap~
nan, H. D., 1966). La que sigue pretonde ser una revisidn critica,
estudiando nmejor aquelloce puntos conflictivos, y centrando 1. aten-
cidn fundamentalmente en el nitrdgeno, Previamente se hace un <onero

anilisis de la metodologia quimica y tratamiento de la muestra.

l. Preparacidn de la muestra y andlisis,

Una vez conleoctada la muestra en ¢l campo, debe guardarsce cn
bols#s de materinl poroso; preferentemente abiertas, o si se tra~

ta de bolsas de polietileno,

joy

abria que guardarlas en un rofrige-
rador portdtil. ZEstas condiciones no son muy rigidas, y pucdcn
variar de scucrdo & la condicidn climdtica o el tiempo que dei=
re el traslado al laboratorio, BEn todo caso, lo gue se pursigue
con estas medidas ¢s evitar pdrdidas de zlgunos nutrien®:z quo
ocurririan si se descomponc la materia vegetal por efects de 1o
humedad y del calor., Esto ruede afectar particularment. .l
geno. La nuestra debe guardarse en refrigerador a una to neratu=-
ra de 4 - 5°.,, en cuyo caso puede alnacenarse por un ti_mpc con-
siderable., 3in enbargo, es conveniente lavarla, secarl.a y moler=-
la lo antes posible, para cvitar cambios guimicos y bioldsicos
aprecicbles. Bl lavado en el caso del nitrdgeno es sinmple: -gua
corriente con detergente y enjuague con agua destilada, 4comls,
en el caso de citricas, la posibilidad de pérdida de elenuntns
durante el lavado son escasas, por la naturaleza cerosa y corcdi-

cea de las hojas.
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El secado se efecetda en 1n mayoria de 1os casos o 65=70G, ,
hasta pes> constante (24~48 hrs.). No obstante, hay divergor-
cia de osiniones al respecto; puds alguncs investigador.s rcco-
miendan secar a 105°C, Steyn, W. J. A.,(1961) estudid cl e¢f2c-
to de la temperatura y del tiempo de secado en hojas de citricas

ya molidas. Sus resultados aparecen t~bulados o continuncidus

Ticmoo de secado Péréida de Peso (%)
horas €55 1055

2 4e09 5.79

4 4Le25 5.92

8 4e35 5.94

16 440 6.30

24, LadR 6.35

43 Lo47 6.48

96 Le6l 6.68

148 RIS 7.16

Sc oboerva que el peso 8¢ hace aproximadamente constrate dos-
de las 24 horas, tanto a 65°C, como a 105, Adends, se¢ advierte
gue 2 1059 se perdid un 2% nfs de peso, gue a 65°, I osto ca=
50, las diferencias de los resultados analiticos serian ain i
bargo, pequeflas: una muestra por ejemplon, con 2,0% de nitrigr.no,
gccada a 105°C, cxcederfa en 0,047 a la misma muestra £.:a82 1
65°, No obstante lo anterior, el autor citado antes, =lirs gue
el secado a 105°., pronoveria la descomposicidn térmics del a-
terial, e implicaria pérdida de alguncs clomentos.

Terninado el secado, se procede a moler el material, 1o cuz
se realiza habitu:lmente en forma mecdnica (molino)., OCon r =oiec-
to 2l nitrdgeno, no se requieren en esta fase precaucicr.:s szve=
ciales en relacidn con contamimciones metélicas, como @s ¢l caso
del andlisis de elementos menores, La nuestra molida c¢ alm:cena

en frascos hernéticos en lugar seco y fresco. Antes de reslizar
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los andlisis, convienc volver a secar el material,

La forma en que de ordinario se extrac cl nitrdgeno orgdni-
co es nediante el procediniento de Kjeldahl: oxidacidn d. 1-
materia orginica con dcido sulfdrico en presencia de catulizo-
dores u otros oxidantes (sulfato de cobre, sclenio, agun oxigo-
nada, etc.)., Algunos autores incorporan al andlisis las form-.s
inorgdnicas de nitrdgeno (nitritos), previa reduccidn a forui.s
amoniacales con Acido salicflico (Chapman, H. D. y P. F. Pratt,
1961, , Black, C. A., 1963).

2. Interpretacidn dc los andlisis

Los resultados dcl andlisis foliar no sdélo dependen directe-
mente de la nutricidn mincral de los cultivos, sino tanbidn do
variados factores ambientales y fisioldgicos que lo condicion:n,
La interpretacidn de los valores analiticos por lo tants, no 2s
sencilla, y requiere considerar ciertas variables entre las cua-
les cabe destacar las sigulentes:

a) Fortainjcrts y variedades

Los primeros trabajos efectuados a estc respecto, zofinlaw
ron una gran influencia del tipo de patrdn empleado c¢n la
composicidn mineral de las hojas de la copa. Asi, I-=s, (1945),
en un extenso trabajo compard la composicidn mineral ue hojias
de 4rboles Valencia, gque crecieron sobre 30 diferent s priro-
nes. Bsta comparacidn la efectud en "hojas maduras Librus de
roteados" (deficiencia de cinc), en huertos bajo condiciines
de suelos homdgéneons de "buena fertilidad", y en los cuslis
el riego se efectud en forma normal,

Los resultados en el caso del nitrdgeno tuvieron una varin-
cidn en concentracién desde 2,01% hasta 2,73%, siguiends la

distribucidn que sefiala el Cuadro 1.
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Cuadro 1, Rangos de concentraci®n de nitrdégeno, fésforo y
A

potasio en hojas dc drboles Valencia, crociendo sobre difc-

rentes patrones,

Rangos de nitriégeno
N % 2,00 = 2,19 2400 = 2,391 2,40 « 2,59 2,60 = 2.79

O de ;
casos > 17 7 1

i

Rangos de f£8sforo

P % 10.10-0,1110.11-0,1210,120, 1310, 13=0. 1410, 14=0.15 0. 15-0,16
P T

N dep g 12 | 10 2 1 2
casos) H !

Rangos de potasin
K £ 0,55 ~ 0.65 1 0.65 = 0,75 | 0,75 = 0,85 } 0,85 = 0,95

¢ de L’+ ; 8 3 07

Ademds cl calcio presentd unn variacidn desde 4.45% hastn 6,6L%,
¢l magnesio varid desde 0.229% on algunos patrones hastz 0,511%
y el azufre varid dcsde 0.222 a 0,319%.

Concluye <l autor que ¢l efecto del patrdn es nuy imnortante,
por cuanto los distintns prosiedadcs de los difcrentes siste-
mas rndiculares producirian unz diferencia cn cuantn a facili-
d~des de absorcidn, 1o que se menifiesta en la composici’n fo-
liar, En este trabajo no se mencionz la edad de los drboules.
En otro trabajo efectuado en esa &poca por Smith et al. (1942),
se concluye tambidn que el patrdn cs determinante en la compo-
sicidn mineral de las hojas del injerto, al influir sobro 1
selectividad dc absorcidn de los diferentes iones en el sucly,
En este caso se compard la concentracidn de macro y micro nu-
trientes en hojas de seis meses, dcl ciclo de primavera, del
brote sin fruto, de 4rboles Valencia que crecieron en svis di-
ferentes patrones, La fertilizacidn fud comnleta, incluyén-

dose macro y micro clementos,
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o

Los resultadas obtenidos fueron los sedalados en el Cuadro

Cuadro 2, Efecto de diferentes patrones en la composicidn

mineral de hajas de Valencia.

Concentracidn de nutrientes en hojas
Patrones N P K Ca Mg
Nar. agrio {2.55 0.136 2.11 2.26 SRS
Crapefrait | 2, 58 0,141 2.62 2,11 0.369
Cleopatra |2.50 0.140 1.97 2.33 0,482
Nar. dulce |2.63 | 0.150 | 2.30 2.16 0.408
K. Citrangel 2.81 0,145 1.76 2ol 1 0,514
Limdn Rug. |2.74 0.141 1,18 | 2.44 0,510
D.M.S. 5% (0,13 0,22 0.20 0.04S
D.M.S. 1% 10,17 | 0,010 0.30 0,26 0.0656

-

Este autor en sus conclusiones ‘sefiala que el patrdn ticnc e-
fecto de considerable impoftancia en la composicidn iinernl
de las hojas, y que se obtuvieron diferencias significativas
en cuanto a nitrdgens, potasio, calcio, magnesio, Diferen-
cias mis amplias se obtuvieron en cunnto a la concentrici’in
de nmicroelementos,

La menor variabilidad que sefialan los rcsultados de Lith y
Reuther, respecto a los de Haas se deberian a una scicceidn
mds riguross de las nuestras.

Chapuan y Brown (1950) estudiaron el efecto de difercntes po-
trones sobre la composicidn mineral de hojas Valencic y Cali-
fornia, [In este caso, los drbples utilizados fueron de mayor
edad, y se tomd la hoja del ciclo de prinavera del brote fru-

tal. Sus resultadas aparecen en el Cuadro 3.
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Cuadro 3., Efecto de diferentes patroncs en lo composicidn

mineral de drbolecs Valencia y California,

Patrdn T

nitrdgeno fésforo potasio calcio nognesi

C v 1 C v C v ClV

Nar.dulce 12,3712,91 10.105| 0.126

0.90 15.97 | 4.83

id
o~
(@]

Nar.agrio 12,201 2,79 10.0961 0,120

1.04 1 6,491 5.31

L. Rygoso |2.631 2,85 [0.114 ] 0.120

9 0
21 0.80)16.75] 5.43]C,
3 0
2 0

OO'OO
o~ hoo foo R

0
0
Grapefruit|2.24] 2,79 10.097 ] 0.124 | O,
0

(oo v}

I )

0-6;4' 5035 4-86

Valencia; C; California

Lo interesante de estos resultados en 4rboles de mayor cdad, cs
que 8e observa cn ellos mayor efcecto de la variedad gque del pa-
trén sobre la composicidn mineral, especialmente en el caso de

nitrdgeno y potasio, que son notablemente mds altos en 4rboles

de variedad California, El autor concluye que esta difercncia

se deberia mds a una mayor habilidad para absorberlos, aue o

un mayor requerimiento o necesidad.

Wallace et _al (1952), por su parte trabajando con hojas prove-
nientes de plantas jbévenes, concluye que tanto el injerto como
el portainjerto influye significativamente en la composicidn

mineral de las hojas, scgin sc aprccia en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Efecto de injertos y portainjertos en la comnusicidn

mineral de las hojas.

INJERTOS
Limén Naranja Marsh
Portainjerto rugoso Valencia Grape fruit
Limén rugoso 0.93 1,14 1,24
Naranja dulce 1.29 1.54 1,63
| Grape _fruit 1,47 1.63 224

D.M.8, al 5%: 0,21
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Embleton et.al (1960), en experiencias similares, damostrd
que ciertas combinaciones injerto - portainjerto, producian
arboles mis o menos resistentes a toxicidodes y deficienci:s,
Asi, por ejemplo, una determinada relacidn injerto - portain-
jerto produjo una concentracidén de boro nucho menor ouc ciras,
y mostrd comparativamente mayor resistencia a la toxicidad de
este nutriente., Ademds, las concentraciones a las cuiles -
parecerian sintomas de exceso o deficiencia variaron de a-
cuerdo a la combinacidén injerto = nortainjerto.

Benito, Ruiz y Zufiiga (1970) observaron en huertos de nonue-
nos que ciertas variedades mostraban sintoumas de deficiencia
de magnesio y cinc, mientras que otras variedades injertadas
sobre patrones iguales, no los mostraban., Estos asutores no
encontraron diferencias en la concentrocidn de dichos elencn-
tos en las hojas, y sugirieron que el injerto (varie?:l) era
un factor determinante en la composicidn foliar de laz hojas.
Gallo, J. R., et.al., (1960) en Sao Paulo, Brasil, corpar?
la composicidn minerzl de hojas de drboles de las variedades
Baianinha (California) y Pera, de 14 aflos que crecian sobre
distintos patrones., Las muestras consistieron en hojas de

brotes frutales y sus resultados aparecen en el Cuadro 5,

Cuadro 5. Efecto de la relacidn injerto - portainjerto on la

composicidn mineral de las hojas,

C 0O P A

Yorta injerto nitrdgeno fésforo oatacio

B P B P 3 N
naranja pera 2,691 2.51 ;0,151 0,121 Zeorid 1,36
mand, cleopatra 2,671 2,401 0,129 0,120 | 1.856 1 1.1¢
naranjz caipira 2. 771 2.43 { 0.121 0.116 | 1.94 0.3
lina eravo 2.7L12.404 0,119 0,116 1,77
lindn rugoso 5 A ol oo
nacional 2.70 4'28 U.ll’? Dl ]-Oa e \,l §

+ . .
B; Beianinha; P: Pera
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Se observa que el patrdn influy3 poco en Arboles en plena
nroduccidn. En eambio, la variedad si determind difcren-
cias notables en las concentraciones de nitrdgeno y potasio
en las hojas., Estas fueron mgs altes en la variedad oria-
ninha, cualguiera fuera el patrdn utilizado.

En resdren, an 4rboles en produccidn, el injertc parcce doe

Los distintos trabajos muestran grandes diferencias enire
las variedades gue se utilizan com® injerto, No obstante,
muchos autores consideran que dichas diferencias no iwpli-
can requerimientos nutricionales diferentes, ni stancdirds
distintos para definir su condicién nutricional (Smith, P,
F., 1966). Otros autores, por ¢l contrario, si las conside=

ran (De Villiers, J. I. y C. I. Beyiers, 1961).

b) Teiido emnlendo

Hay consensa mayoritario en ocue el tejido que mejor re-
presenta el estado nutricional de los 4rboles es la hoja,
Ademds, desde un punto de vista prictico tienen la vintaja
de que se puede tomar ficilmente del 4rbol, sin dafio nara
éste. BAln en pocas especies y en algunos natrientes se b
visto que el anflisis de peciolos puede bener mayors: ven—
tajrs. Chapman, H. D. y S. M. Brown, (1950) compar:rom lu
concentracidn de nutrientes en peciolos y ldmina, y craciu~-
yeron que esta dltima era mds sensible que los pecicivs, co-
mo indicadora del suministro de nutrientes provocados por

diferentes tratamientos fertilizantes.

¢) Posicidn de la haia

La concentracidn de nutrientes varia de acuerdo & la posi-

cibn 42 1o hoja en la ramilla, Bsta variacidén tienc segin
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Smith (1966), la tendencia que se muestra en el Cuadro 6,

Cuadro 6. Composicidn mineral de hojas de naranjo pinsapple

a 1o largo del brote (%)

Posicidn
hoja N P K Ca Mg
2a, 2,35 0.17 1.95 1,59 0,38
12 2,35 0.16 2,00 1.63 0,37
ba. 2.47 0.16 2.00 1.61 0,32
3a. 2.50 0.17 2.14 1,60 0,38
10a. 2.52 0.16 2.27 1.58 0, 37

+ o 5 1
Hojas de 2 meses del brote de verano, sin fruta.

Se observa una clara tendencia al aumento de nitrdgeno y no-
tasio hacia las hojas basales, mientras los restantes e¢le-
mentos no agusan mayor variacidn., Koo et al, (1955), con-
cuerdan con los resultados de Smith en cuanto al potasio,
pero encontraron una tendenciz inversa para el nitrdgeno.
Estos autores utilizaron hojas de 4 - 5 meses, es decir,

mis viejas que las anteriores, pero en brotes similar:s,
Otros investigadores (Embleton et al, 1963), encontraron

muy pequefias diferencias en lo concentracidn de nutriontes
en diferentes hojas de una ranilla.

Los datos no son por lo tanto consistentes. No cbsiinte nu-
chos investigadores recomiendan arbitrariamente tomar 1- ho-
ja media del brote no frutal con el fin de estandarizor lo
nuestra., Los autores gue prefieren utilizar brotes frutales
recomiendan tomar cualquier hoja cercana al fruto, siempre

que corresponds al ciclo de primavera (Chapman, H. D., 1960).
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d) Ramillas frutales y no frutcles

Las experiencias demuestran que las hojas de ramillas fru-
tales difieren sustancialmente de las hojas de ramillas no
frutales, en cuanto a composicidn mineral, Bsta vari-cidn
es consistente, con muy pocas eXcepciones, se observa ung nis-
ma tendencia en la concentracidn de nutrientes, cualouiera sea
la variedad o relacidn injerto - portainjerto., El trabajo
probablemente mds complets al respecto fué efectuado por Eie
bleton et.al, (1963), gquienes compararon 5 tipos de hojas en
brotes con y sin fruto, en dos variedades, Valencia y Califor-
nia, Parte dc los resultados obtenidos por estos investiga-

dores aparecen en el Cuadro 7.

Cuadro 7., Efecto de la fructificacidn en la composicifdn mi-

neral de hojas citricas de 5 meses de edad del ciclo de pri-

mavara,
VALENCIA CALIFORMTA
Tino de hoja N P } K N P K
No Terminales } 2.36 10,128) 0.86] 2.8} 0,151 ] 1,77
frutal basales 2.26 10,1281 0,90} 2.49]1 0,122} 1,72
Adyacente
frutal! al fruto 1,53 10.083! 0.381 2,301 5,108 : 1,04

A juicic de estos zutores, las diferencias acusan el zfecto
competitivo que ejerce el fruto con respecto a las hojas por
los nutrientes, Las concentraciones d: nitrdgeno, fdsforo y
potasio, son notablemiente menores en los brotes con fruts en
ainbas variedades, Con respecto a otros nutrientes, «ue n-»
sc seflalan en el Cuadro 7, se observarcn cfectos difurentes.

Por c¢jemplo, la concentracidn de calcic y magnesio fu?f nayor
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en hojas de ramas frutales, mientras que 1~ concentracidn de
zicronutrientes no se vijd muy afectada en estos tres tincs de
hojus del ciclo de primavera; al menos en la variedad Califor-
nia,

Bstos resultados sirven para ilustrar las dificultad:s quo
plantean para el diangndstico las nuestras provenientes de
diferentes tipos de brotes; en el Cuadro 7, se observ: una
concentracidn de nitrdgeno en la varicdad Valencia, d: apro-
ximadamente 2,30%, Este valor es casi igual a 2,40% que se-
gin Smith y Reuther, indicarfa un nivel adecuado para hojas

de cuatro a siete meses en ramillas no frutales. Por su par-
te, la concentraci’n en hojas de ramillas frutales fue de
1,50%, Para este tipo dc hojas, cse valor corrosponderia,
segin las experiencias y criterios de Chapman a una condicidn
francamente deficiente.

Otro investigador (Harding, R. B., et.al., 1962), ton~roa ho-
Jas de cinco meses en 22 huertos representativos de C:lifornia
de ambos tipos de brotes y obtuvieron resultados sen:jantes
(Cuadro 8),

Cuadro 8, Efecto de brotes con o sin fruto en compasicisn

mineral,

N P K |} Ca Mg S1 01 Na

hojas del brote| , ‘ol ové
L Gin fruto 2.60[0,118)0.950] 44 54| 0,278 0. 398} 0. 060,076

hojas del brote
2 Con frutO 2.].9 00096 0-671 4094 00310 00369 O°lOZ€— {000'72

exceso o dificit o , S T ¢ Nermg d
de 1 rospocto o 2 | 16| 19% | 308 I"9% |-11% | & [-57F | 6k
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Se observa que la concentracidn de nitrégeno, fdsforo, po-
tasio y azufre, resultd significativamente mayor en hojas
de brotes sin frutos., La concantracidn de calcio y magne-
sio fud por el contrario notoriamente mayor en hojas cerca-
nas al fruto,

Por otra parte Chapuan, et al., (1950), han inforrmado casos

en los cuales el potasio no acusaba igual tendencia.

e) Bdad de la haja

Este f:ctor afecta fuertemente la composicidn minoral de

lac plantns. Tor 1o tanto, es preciso conocer la varizeila
en concentricidn mineral en funcidn del tiempo en forma pre-
cisa, para decidir la edad mis conveniente de la hoja, por
muestrear, Las figuras 1 y 2, ilustran los resultadoc de
expzriencias efectusdas al respecto en California y Florideo,
Ellas demuestran una tondencia semejante en lo que a cincen-
tracidn de nitrdg-io sz refieres Se observa que la concen-
tracidn de este clunento decrcce con la edad para estibili-
garse aproximadancnte a los tres meses en un caso, y 2 los
cinco en el »tro, Posteriormente, se acusa una nuevi, sun-
que leve;tendencia a decrecer,

Sin embarge, al variar las condiciones climdticas sc produ-

cen cnbios en los ciclos vegetativos que alteran estas ten-

P

dencis. Asf, en citricas en Sao Paulo (Brasil), Gallo, =

[

all, (1960), en un experimento con tres niveles de furhil
zaci®n nitrogenada en 4rboles varicdad Baianinha, de trace
afios encontrd unc tendencia muy diferente o las anteriores,
En usta zona, ubieada en la latitud 22 aproximadamente, L
ciclo de crecimiento vegetativo se inicia a comienzos de A-
goste (ciclo de primavera), y ocurren otros ciclos manorec
en Diciembre y Marzo. En este experimento las hojas sc to-

maron a partir de 1 4 mes de edad, en brotes frutales. La
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variacidn cn concentracidn con distintos niveles de nitrdge-
no aparece en la figura 3.

El autor explicandc las curvas, concluye quc la edad mis acdo=
cuada para el muestreo es la de 10 nmeses nproximadamsnte (9 -
11 meses).

En Sud-Africa, los cambios de concentracidn en el ticmpo son
un tanto diferentes a los de California, a pesar de cncontrar-
se aproximadamente 2n la misna latitud (De Villiers, 7. .,

y C. . Beyer, 1961). La variacidn de concentracioncs, tan-
to en variedad Valencia como Navel en hojas de brotes fruta-
les se muestra en la figura 4.

Se observa que desde la edad de tres meses el nitrdg:no en
las hojas de la variedad Navel se eleva rapidamente, para al-
canzar su mdximo a los cinco meses. Después hay un deoorecci-
niento paulatino y una tendencia a la estabilizacidn ~lr:de=-
dor de los 10 - 11 meses. En variedad Valencia la ¢ accntra-
cidn permanece pricticamente constante a partir de leoa tres
meses. Las diferencias de las experiencias de California y
Sud-africa, probablemente se deben z factorcs climdticos y

de variedades en cuanto influyen en la dinfuica del creci-
niento vegetativo., BEste hecho ha determinadoque los autoress
hayan recomendado épocas diferentes para mucstrear.

En condiciones tropicales no se conocen experiencies sirila-
res que sirvan de guia pars decidir la edad mds conv.uient

para ellas,

f) Variabilidad de afio en afio

2 concentracidn de elementos en hojas de un misno frbnl,
incluso en iguales condiciones de manejo, muestreados dc i-
gual forma, musstran sin embargo, una notable variacidn de

afio en afio, Las experiencias realizadus en este sentido de=
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Figura N°3 Variacion de o Concentracion de Nitrogeno en Hojas
de Acuerdo a la Edad, Bajo Tres Oosis de Fertilizacion
Nitrogenado. (Galio, J.R., et 61,1860
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muestran que gran parte de estas variaciones se anulan si
los drboles crecen en condiciones controladas de invernade-
ro (Chapman, H. D., y S. M. Brown, 1950). Ellas se deberfan
por lo tanto, fundamentalmente a factores de tipo climdtico
(temperatun, humedad relativa, radiacifn, viento, precipi-
tacidn), con variaciones imprevisibles afio o afio.

Las variaciones nludidas han sido observadas en experimentos
de larga duracidn, muy bien controlados, y en donde sistcni-
ticemente se han colectado muestras siguiendo un mismo potron,
Un ejemplo de ello lo constituye un oxperimento sobre ferti-
lizaci’n fosfatada en naranjos Pineapple, en Florida (Smith,
P, F., 1963). Los valores dec nitrdgeno y potasio medidos
afio 2 afio, desde los ocho a los veinte aflios aparecen en cl

Cuadro 9,

Cuadro 9. Varincidn "afio a afio" en la concentracidn de ni-

trégeno y potasi~ en hojas citricas, Y,

Afio 119501 51 |52 53 | 54 |55 |56 |57 158 159 |60 |61 162 MS55

N 12.3512.3512.4112.48 13,0512.8212.8712.7412.562.6212.7412.64]2.52 | 0.12

K% 11.6311.6011.46]1.7511.6811.55!1.38[1.48]1.8612.081,50 1:76 1,41 10,11

Prod,
1b/4r| 224 | 2850 372| 356 | 534| 534{ 491| 550|561 | 383} 549|569 {431
bol

1/ Hojas de 5 meses tomados de brotes sin fruta.

Si se acepta que los principales factores gue condicionan es-
tas diferencias son de tipo climitico, cada regién climftica-
mentc diferente, deberd conocer por la via exoerimental, aca-
mulando gran cantidad de resultados, la magnitud que pucde al-

- o 2 ~ ~
ganzar esta variacion "aflo a afioV,
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g) Ciclos vegetativos

En citricas y otrus especies dz hoja perennc, se proaduce
una superposicibn de flujos vegetativos, Como resultado de
ésto, cuando se colectan hojas del ciclo primaveral, puede
existir en esa 4poca un nuevo auge vegetativo gite correspon=-
de al de verano., Tste nuevo crecimiento ocasiona cambios
en la concentracién minernl del ciclo anterior,

Reuther, et al (1557), estudiaron el fendmeno en un experi-
mento factorial de fertilizacidn nitrogenada y sus resulta-

dos aparecen en el Cuadro 10.

Cuadro 10, Efecto del crecimiento de verano en la composi-

cibn nitrogenada de las hojas del ciclo de primavera.,

Afio | 1950 1951 1952 | 1953 | 1954 1955 | 1956

+ SHC CHC SNC CNG SHC CHC S
N % {2.96 2.58 13,00 { 2.79 | 3.39 2,90 {3.05

+ . N :
) SNC: sin flujo de verano; CNC: con flujo de verano
Y mayoria de las hojas colectadas del brote con ruevo cre-

cimiento de ramillas no frutales.

Se observa que el nuevo crecimiento bajd 1a concentracidn de
nitrdgeno en las hojas. La magnitud de esta variacifn depen-
derd probablemente de la diseminacidn del nuevo flujo, y a-
fectard a los distintos nutrientes de acuerdo a su movilidad,
Como resultado de esta variacidn y con fines de estandarizar
el rmuestreo se debe decidir entonces, entre tomar mucstras
con o sin el nuevo crecimiento vegetativo, o adoptar una po~-
sicibn arbitraria como la que sustenta Smith (1966). Rste

autor recomienda "tomar la muestra esté o no presente el



- 25 -

mevo crecimiento, perc considerando que si un 25% de los

brotes de primavera sustentan nuevo crecimiento, un cuarto
de las hojas serian tomadas de dicho tipo de brotes".

Esta variedad del muestreo no se detalla normalmente en la
bibliografia, y probablemente muchos investigadores lo efec-
than en forma arbitraria, lo cual representa un rnuevo ele-
mento de imprecisién al tratar de comparar los valeres de
diagnbstico propuestos por distintos investigadores.

No existe informacién respecto a este fendmeno en condicic-
nes tropicales, donde se superponen continuamente lcs flu-
jos vegetativos., Es un tema que habria que estudiar con
particular detencibén antes de adoptar o ajustar los patre-
nes de diagndstico establecidos en otras regiones climAti-

CaSe

b) Riego

El contenido de humedad del suelo afecta la absorcidn de
los elementos esenciales por las raices. A su vez una de-
ficiencia de agua provoca alteraciones de diferente nagnitud
en el desarrollo vegetativo (masa vegetal). Como resultado
de ambos efectos, se produciri una variacibén en la concentra-
cién de nutrientes, segin el balance de ambos.
Existen pocas experiencias efectuadas al respecto, y no to-

das ellas concordantes respecto al efecto del riego cn la
concentracién mineral. Asi, Embleton, et al (1958), estu-

diaron el efecto del déficit hidrico en la composicidn mine-
ral de aguacate, aplicando riego por aspersidn cuando el sue-
lo alcanzaba diferentes succiones, controladas por tensibme-

tros y bloques de yeso. ILos resultados obtenidos por estos

escritores, aparecen en el Cuadro 1l.



Cuadro 11. BEfecto del déficit hidrico en la concentracidn

de nitrégenc en hojas de aguacate.

Succidn {barias™) % N en hojas
1/2 2.27
1 2.35
10 243

+ ° - n . .
Riego aplicado 2 esa suceidn en la zona de mayor oarpi-

zamiento,

Los valores obtenidos fueron significativanente difer:ntes
al 5%,

En otra experiencia (Merrill, S. gt al., 1952), efectu-ds
también en drboles de hoja perennc (tung) sc conpard ¢l e-
fecto del riego con secano en la composicidn mineral <o 1us
hojas. A pesar de que la comparacién fue algo burda, los
resultados obtenidos muestran igual tendencia que 1r ante-
rior, es decir, las hojas de drbolss cuyo aporte de ngua
provino de escasas lluvias acusaron mayor concentraci’n de
nitrégeno., Esta alcanzd un 2.87% comparada con 2,51 oh
los blocues que recibieron riego,

Experiencias similares (Hibbard, ct_al, 1959), en cuitivas
de hoja caduca han mostrado un efecto inverso, si bi.r g:
tratd de fésforo y potasio y no de nitrdgmno. In éctns s
compararon los efactos de distintos rogimenes de ricgns en

A
le

la composicidn de hojas de diferentes frutales (Cuadra 1<
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Cuadro 12, Efecto del déficit hidrico en la concentracidn de

potasio y fésforo en hojas de tres especies.

Potagio Fésforo
% agotaniento ” 90| 60l 30| 90 | 0 30
durazno 0.9, 10.80] 1.34 0.07 fo.11 [ 2.15
manzano 1.11 {1,531} 1.60 |0.97 10.09 | 0.13
_fresa 1.64 {1.92] 2,02 10.17 }0.23 | 2.26

¥ Se regd cuando se agotaba el 90, 60, y 30% de la "hume-
dad aprovechable" (Capacidad de campo - Punto de marchitéz

permanente).

Como puede notarse, ambos elementos acusaron mayor concen-
tracidn en el tejido foliar con el régimen mis hdmedo, en

los tres cultivos. Relativamente, el déficit hidrico afec-
té mds al fdsforo que al potasing la reduccidn en concentra-
cibn alcanzé un 88% en promedio para las tres especies, en

el caso del primer elemento, comparado con una reduccidn de
s8lo un 36% en el segundo, al reducirse la humedad del suelo,
Los experimentos demuestran que el factor hidrico puede ser
de gran importancia en la interpretacién de los anflisis, BEn
la condicidn de los Valles Altos se encuenuvra toda la gama

de condicibn hidrica, desde aquellos huertos en que no se
riega hasta otros que efectdan mds de 12 riegos. ELl peso

de este factor podria ser de consideracidn al momento de c-
valuar los resultados analiticos. Por desgracia, la relacidn
entre humedad del suelo y la concentracidén de elementos en cl

tejido vegetal no ha sido perfectamente esclarecido,

i) Interaccidn entre nutrientes

La interaccidn nutricional puede hacer variar la concen-
tracién de un nutriente dado en la hoja, sin que estc hecho
se encuentre necesariamente relacionads a una mayor o menor

fertilidad del suelo, en ese elemento,
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Una concentracibn estimada "baja", pucde resultar por ejouplo,
de 1la accidn antagdnica de un segundo eleuento que se encucntre
en concentracidn excesiva. También es posible el caso inverso,
o sinergismo, por el cual la concentracidn excesiva de un nu-
triente pucde ser causada por la presencie dec otro ién, Los
aspectos cuantitativos del fendmeno de interaccidn son cwtre-
madamente complejos, y hasta el momento no existe una exolica-
cidn satisfactoria, Afortunadamente, estos tipos de interac-
ciones no parccen afectados por condiciones ambientales; in-
cluso parecen tener validez intraespecifica, como lo deiugse
tran las revisiones bibliogrdficas al respecto (Emmert, °. H.,
1961).

En el caso de las citricas, dicha interaccidn ha sido repor=
toda por Smith (1966), y por Rodney et al (1961), Estos nu-
torcs seialan que un alto contenido de nitrdgeno en las hojos
se encucntra asociado frecuentcmente a contenidos de fésforo

bajos.

Un cjemplo de como esta relacidn antagénioca ¥/ puede producir
unz distorsidn de los datos analfticos lo constituye un cxpe=
rinento de fertilizacidn nitrogenada en grapefruit, en svclos
pobres de fdésforo (Bar-Akiva, A., et =l., 1967). La figura 5,
sefialn una relacidn inversa entre concentracidn de nitrdzeno
foliar y produccién, Cabe aclarar que do no existir lo defi-
ciencia de fdsforo, la produccidn no descenderia en la nagni-
tud quc lo hace al cambiar 1la coneeantracidn de nitrdgens de

un valor de aproximadamente 2,5% a 3,5%, rango estc que on
condiciones normales de f£dsforo no estarin agociado a depre-

sidn de rondimientos,

j) Mucstras representativas

A pesar del gran uso que se hace del andlisis foli-r, hay

poca informacidn estadisticamente vdlida para decidir lo que



o, Witrogeno en Holus

Figura N®*S Correlacidn entre Produccidn y Concentracion de Nitrdgeno
en Hojos de Grapefruit. (A. Bar &kiva, ¢t ol, 1967)
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debe ser una muestra represcntativa, Steyn (1959), desruds

de una extensa revisidn de literatura, concluye que en la
mayoria dc los trabajos no se ha efectuado un estudio esta=
distico previo dc la variabilidad y la intensidad del mucs—
treo necesaria se ha decidido arbitrariamente, considerando
méds bien el trabajo involucrado. Asf, Chapman (1960) por
ejemplo, recomienda tomar 25 hojas por cada 10 drboles de
citrus representativos de un drea de muestreo, Sin embargo,
Steyn (1959), en un estudio estadistico acucioso, determind
que en citrus deben muestrearse un 10% dec la poblacidn nara
obtener una muestra representativa. Determind también que

25 hojas son suficientes para representar un drbol, Bathurst,
citado por el autor anterior, estudid la variacidn del nitri-
geno en hojas de citricas, concluyendo que se necesita mues-
trear sdlo 10 a 16 hojas, de 2 a 3 Arboles, en un blogue de 192,
para obtencr un 10% de variacidn en el valor analitico del ni-

trégeno,

Como se puede apreciar no existen opinioncs muy consistentes
en cuanto a 1o que se debe considerar una muestra represen—

tativa,

3. Confeccidn de patrones o standards

La meyorin de los standards de diagndstico propuestos en la
bibliografia han sido claborados tras muchos afios de experinen-
tacidn, relacion=ndo la concentracidén mineral en los tejidss ve-
getales con sintomas visuales de carencia o exceso, comportamicn-
to vegetativo, produccidn e incluso calidad del proiucto cosechndo,
Los patrones recomendados por los distintos autores difieron en-
tre si. Esto es £icil de comprender por los antecedentes expucs-
tos en la discusidn precedente: las condiciones locales y regio-
nales, los factores climaticos, el tipo y edad de la muestra, etc.,

implicitos en estos cstudios, son muy variados.
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Otra dificultad que confronta el usuaris del anflisis foliar
para el diagndstico nutricional de los cultivos estriba on 1los
términos con que los diferentes autores describen los aiv:iles
> rangos de concentracidn, tales como: 'nivel satisfactorio!,
"zona de hambre oculta™, "adecuado", "nivel critico", ":ltol
"excesiva", etc. Estos no aparecen claramente definidos y so-
lo en muy raras ocasiocnes se asocian dichos valores a niveles
especificos de produccidn,

Respecto a este punto, Chapman (1960), en una exhaustivi revie
sibn tratd de unificar la difcrente terminologin agrupiiisla
en cinco categorias: deficiente, bajo, satisfactorio, alto y
excesivo,

Posteriormente, Smith (1966), mantienc esas cinco categoriss,

pero las delimita con mayor precisidn, Las figuras 6 y 7, nues=
tran grédficamente los patrones para el diagndstico de 1o nutri-
cifn nitrogenada y potdsica propucstos. &e ha tomado coad bruee
para estas figuras, la revisién presentada por Chapman (1960),

y se refieren so0lo al naranjo,

Respecto al nitrdégeno (figura 6), se observan diferenciis en

los rangos asociados a las distintas condiciones nutricisnales,
Esto se debe fundamentalmente a diferencias en condicicnus cli-
miticas, varietales y de muestrso, Se observa tambidn cuc cxis-
te mayor consenso respecto decl rango deficiente que de 1os otros.
En el caso del potasio (figura 7), los rangos propucstos por Los

distintos autores acusan una mayor concordancia,

B. La ectividad enzinftica como método de diagndstico.

La enzima nitrato reductasa (NR) se conoce desde hace unus 50 a=-
fios, Se han realizado desde entonces una gran cantidad de trab.jos
tendicntes a esclarecer diversos aspectos fisioldgicos, fisicomoui-

nicos o bioquinicos de csta enzima,
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fn los dltimos afiog estos tipos de investigaciones encierran nds
implicaciones agrondmicas, sin enfrentar no obstante directamente
problenins de estc tipo, Por ejemplo, se ha rcelacionado 1a activi-
dad de la ¥R con los siguicntes aspectos de los cultivos agricolas:
induceidn floral (Zskew, D. D. gt 2l., 1973), sintcesis de proteinn
(Croy, L. I., st al., 1970), susceptibilidad al ataque de cicrtos
hongos (Yoder, O. C., 1973) desarroll$ de pldntulas (Radin, ' 'T.,

1974), deficicncias de microelementos (Nason, 4., et al., 1763)

y condicién nutricional del nitrdgeno (Mulder, E. G., ct al., 1959).

l. Antecedentes acerca de la nitrato reductasa,

El primer investigador que intuyd la presencia de un: ensima
reductora del nitrégeno fué Eckerson (1924), quién comprobd 1la for-
macifn de nitritos al incubar la savia de varias plantas, en prescn=
cia de nitratos y glucosa.

Sus sospechas fueron confirmadas diez afios mis tarde on experien-
cias en microorganismos y plantas superiores, que comprobaron la
presencia de un sistema enzimdtico capaz de reducir los nitr-tos
(Green, D. E., st _al., 1934). El interéds por estudiar cste fendme-
no bioguinico se reavivd con el descubrinmiento ds vurios invostigu-
dores de que la deficicncia de molibdeno, afectaba estroch:. onte

la actividad de la NR. Se observd por ejemplo, que une carsncis a-
guda de molibdeno provocaba una acunulacidn tdxica de nitratos on
los tejidos, pero sin comnrenderse la causa (Hewitt, £. J. 1951;.
Posteriormente, Nason, et al, (1953), cn investigaciones con hongos
(Neurospora), se llegd a la conclusifn de quc cxistia wuna enzims
identificada como una flavoprsteina, que reduciz los nitratcs en
esoS organismos simples. En un trabajo posterior (Nicholas, D. J.
D., et aly, 1954) sc comprobd que la enzimn contenia molibdeno csio
metal especifico dentro de su estructura y la agregacidn dz esto

elemento a plantas deficientes, inducia la formacibn de la ¢anzion NR.
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Paralelanente, Ivans, ct al (1253), tambidn comprobaron fehaciente-
mente la presencia de la NR, on plantas superiores y Candela, gt al
(1957) corroboraron las exseriencias sobre hongos en plantas suoc-
riores; ss deeir que la 2gregacidn de molibdeno a un extractsy dc
hojas nrovonientes de pluntas desurrslladas sin este elemento, au-
nentaba eonsiderablenente 1la actividad de la NR.

Este dltimo trobajo reveld también que la actividad de la ¥R, cra
mayor en las plantas que habian crecido con mayores cantidales de
nitrdgeno; y que la actividad enzindtica de las hojas jévencs oxce=

I'd
dia a les de mayor cdad,

—

Bstas nrimeras investigaciones se hicieron en extractos de itoria
vegetal macerado, en presencia de NAUE (nicotinamida reducida), sin
cuya adicidn casi no se obtoafa actividad,

El efecto de 1a maceraci’n en la actividad reductora fué estudiada

sor Mulder, et al (1959), quiecnes demostraron que la capacided re-

ductora de nitrntos depende de la presencia de células intrcins,

Al romperse las células por maceracidn, el sistemn enzimdtico ss i-
nactiva, y la adicién de coenzimas (WADH o NADTH), el extrocto pro-
duce una recuperacifn golo parcial. Los mismos autores obscrvaron

aderids otros hechos importantes:
1°) cunndo lis plantas experimentales se cultivar m cn
suclos pobrus en nitrégeno, la actividad de la enzimn cra
muay bajo; ~l agregar nitratos al suelo se producia un no-

table incronento en ella.

2°) 1x actividad cra adn mayor si 2 las plantas d

tes se les infiltraba forzadamente una solucidn nitrica

(Cuadro 13),
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Cuadro 13. Efecto de la infiltracién en la actividad de
la N R, en hojas de tomate que crecieron con bajo aporte

de nitrédgeno,

Medio de Tiempo | Actividad enzimatica
incubacifén (horas) (umM NOo/g).
agua destilada 35 26
nitrato de potasio 3 129

| _sulfato de amonio 3L 16
sulfato de potasio 1 20

3°) afn en plantas que crecieron con adecuado aporte de
nitratos, se obtenfa un incremento adicional en la pro-
duccidn de nitritos, al infiltrar los discos con la so=-
lucidn nitrica, comparado con el tejido intacto, por lo
cual, los autores concluyeron que la engzima es "inducida"
por el propio substrato., Estas apreciaciones de Mulder
et al., serian confirmadas mgs tarde por otros autores
en otros cultivos (Sanderson, G. W., 1964; Ziclke, H. H.,
et al., 1971, y Oaks, A., et al., 1972).

Una revisidn de trabajos efectuados en suspensiones de
células, o con enzimas aisladas de extractos en su m~7o-
ria de rafces, ha sido preeentada por Beevers, gt al.,
(1969). Estos, han puesto de manifiesto una serie dc ca-
racter{sticas de la NR, ademfs de las ya sefialadas: a)
su peso molecular de alrededor de 550.000, b) un pd 3p-
timo en casi todas las especies de 7.5. c) actda en el
citoplasma. d) su actividad es mucho mayor en hojas que
en raices. e) su actividad estd relacionada con la sin-
tesis de protefna. f£) poco activa en tejidos senilcs y
muy activa en tejidos que maduran, y g) su actividad no

es inducida sblo por nitratos,
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Uno de los aspectos alin conflictivos se reficrc al ofce-
to de 1a luz en el proceso. La nayoria de los autores
opina gue 1los electrones involucrados en el prscgg) ro-

ductivo, proceden de la fotosintesis, c¢s decir, r:ouic-

=

re de encrgin luminosa, En condiciones de oscurid-d, =
cambio, el aporte de electrones estd vinculado a 11 ac-
tividad en las mitocondrias., Sin embargo, se hin .lane
teads dificultades con la interpretacidn, tales como los
gue sefiala la figura 8, y sin que exista una explicacidn

satisfactoria para e¢llo (Klepper, L., et _al, 1971)

2., La actividad de 1o nitrato reductasa c¢omd herramientn Je 1ioge

njstico,

Bar-ikiva (1965), basado en los resultados de Mulder (1959),
propus® por princra vez el empleo de la reduccidn enzinftica do
nitratos como medio para evaluar la nutricidn nitrogennds de los
cultivos. Sin embargo, sin propondérselo directamente, t-abidn
otros autores habian aportado antecedentes para esta panihilidad,

a) Relacidn entre la nitrato reductasa, contenids d- orotoing

y_produccidn.

Croy, et al., (1970), cultivaron trigo a dos niveles lc ferti=-

1idad nitrogenada, con el fin de establecer la relaci’n catre
la actividad de la NR, protefna en las hojas y granos y 1-
produccidn de grano., La actividad de la enzima se nidid n lo
largo de todo el periodo de desarrollo del cultivo, Wlloc
concluyeron: a) que la cantidad de nitratos en cl tejido fué
2l principal factor en la actividad de 1la ¥ R.. b) 1: induc~
cibdn de la N R por efecto del nitrdgeno agregado. c¢) un~ co-
rrelacin positiva entre actividad de la ¥ R y el conteaids
de nrotefna de las hojas. d) que el 2umenton de actividad on-
zindtica por suplemento de nitrdgeno coincidid con un auzento

. L 4
en el contenido dc protefna del grano, y e) una corrcleci’n
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entre la suwmatoria de la reduccidn total de nitratos, durante
todo el desarrollo vegetal, exnrusad: como "unidades dc nitrd-
geno reducido por Ha." y proteina dcl grano, medida en Ig/Hns.
En experimontos paralelos con 32 variedades de trigo, cstos
autores advierten que esas relaciones difieren en diverscs va=-
riedades y que estdn zparcntemente vinculadas o la coustitu-
cidn genética de las nisuas,

b) sctividad enzirdtica en relacifn a deficicncias de microce

lementos.

Existe ya amplio consenso en que el rol primordial do muchos
microelenentos en la fisiologia celular, estd vinculado o los
grupos nrostéticos de importantes cnzinns, Entre cetas cnzi-
mas cabc diferenciar un primer tipo en el cual el metal acti-
vante no estd unido firmemente n ella, y cuya accibn pucd.

ser reemplazada por otros netales, y un segundo tipo en el
cuzl el metal es parte integrante ¢ insustituible d: 1o cazi-
n2,  Estas dltimas son conocidas cono metalo-enzincs (fason,
A., ¢t al., 1963), y su actividad se halla estrechamente rela-
cionada a la oresencia de determinados metales en los te)idos.
Si el tejido ¢s deficiente en dstos, la agregacibn 2o los .is-
mos, producird un incremento en lc actividad de l:s enzinns,
La condicidn dc metal especifico de alguna enzima sc cuwaple
sblo para el molibdeno, hierro, cinc, cobre y manganzso,

En experiencias efectuadas en citricas (Bar-akiva, 4., 1969)
cultivadas en medio artificial para controlar el aporte de
estos microclementos, sc demostrd que la actividad dc cuatro
enzimas guardaba cestrecha relacidn con la presencia de deter-

minados nutrientes an 1la solucidn (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Efecto de deficiencias nutricionales en la activi-

dad relativa de metalo-enzimas, medida en hojas de citricas,

Metal |Solucidn com-
activo ipleta. % de
Enzima actividad =Mn |} =Fe =Cu_| -Zn =Mo

Peroxidasa Fe 100 209 64 105 | 95 111
iAscorbato ,
Oxidasa Cu 100 112 33 18 55 110
Anhidrasa ]
Carbdnica n 100 91 97 120 34 72
Nitrato
Reductasa Mo 100 100 63 88 } 51 9

Basado en estos resultados, Bar-Akiva, propuso el "ensayo cn=-
zindtico de diagndstico", Dado que los valores de actividad
del Cuadro 14, no son muy buenos indicadores, porque c¢llos cs=
tarian influenciados por variados factores, el autor sugiere ex-
presar los resultados err términos relativos entre la actividad
obtenida por la agregacién del elemento y la inicial o endSgena.

¢) La técnica de la nitrato reductasa para el diagmdstico de la

nutricidn nitrogenada en citricas.

Bar-Akiva; A., y J. Sternbaum (1965a), comprobaron ls prescncia
de la enzima NR en hojas de citricas, siguiendo el método de
Mulder, et al, (1959). En uno de sus ensayos en condicinnes
ambientales Bar-Akiva, A., y J. Sternbaum, (1965b), controladas
compararon la actividad y la concentracién de nitrégeno total,
obtenidas en 4rboles bajo distintos niveles de nitrdgeno (Cua-
dro 15),
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Cuidrs 15. Efects de la fertilizaci’n nitrogenada en la ac-
tividad de la nitrato reductasa y ¢l contenidn de N total en

hojas de Grapefruit.

Act, nitrato reductasal¥ total (% do

Tratamiento (ynii de NOR/g/2k 1y voborl o senn
25 g (NH4)280, 89,5 1.9
25 g (NHA)SQ4

+ 140,0 1,58
wspersidn 4% KO3
50 g (NE4),80, 132.5 2,12
150 g (:;fm)gso4 406,0 264

Los rss:ulinios demuestran una estrecha correlacidn entrc la
activid-d dz la nitrato reductzsa y cl aporte de nitrdgeno,
Exnerinentos posteriores en condiciones de campo, confirmi=
ron la correlsacidn cntre la actividad enzimdtica y los nive-
1= de nitr3gens, ~unque no mostraron una corrclacidn tan cse
trecha con los remndiricntos como en el cnsayo en potes (figu-
ra 9).

Mis tarde (Bar-ikiva, 4., 1770), obtiene una mejorfs notable
en sus correlaciones cuind? exprest los resultados do 1n ac-
tividad enzimdtica en térninos rolativos, es decir, couo una
proporciédn entre la actividad inducida acdiante la agrugaciSn
de nitrato al tejido {ANRi) y la actividad cenddgena > oszontd-
nea (Cuadro 16 y Figura 10), De este modo llega o sugerir cl
valor eritico aNRi/ANRe = 1,4~1.5, »ara definir la condicida
nutriciom~sl adecuada d:l nitr3geno en citricas. Resulta de

interds destacar gu: el nismo autor, anlicando este método
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Figura N°9
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en pastos (Bar-ikiva, a., ot al, 1970), obtuvo tanbién clu-

/ATRo

res correlaciones (figuras 11 y 12) y una relacidn AVhi

Sntina semejante de 1.5 (figura 13).

Curdro 16, Efecto de la fertilizaciln nitrogenada en 1a ¢o=

geohq, nitrdgeno total y la relacidn ANRi/ANRe, en naranjos.

Varied.d Kgs N/ha. | “rod. Kg/4rbol | N(%) [ANRL/ 5w
Sh.ooutbi 40 25 2,02 2 1.7° E
Shamouti 150 119 2,30 | 1,27 ‘
Valencia £0 77 1,93 | 2,10 ‘
| Valencia 120 106 1.23 1 1,40 '

IV. PROCEDILIEIT

A. Investigncidn de variables operativas en la téenica enzimdtica.

Inicialnonte gse ensay8 la metodologia deserita por el auwor dcl
aétodo en eu Ultima versidn (Bar-Akiva, 4., ot al. 1970). Zin owe
bargo, al aplicarla a huertos citricos en el Ustado Aragua, sc .ro-
sentaron problenas inesperados, particularmentc cn lo que o trato-
micnto a la nuestra se refiere. Por tanto, fud nccesario investi-
gar previzamente la influencia zn una seric de factores de oneraci’n,
antes de poner o punto una técnica consistente. Ya ol misms autor
habia advertidc sobre la nccesidad de estudiar adaptacioncc de 1a
tdcnica para su uso en otras condiciones agroecoldgicas. Dc cotn
manera, y cono resultado de estas investigaciones previas, ¢. nan-
tuvieron algunos elementos del nétodo primitivo, y se cuabiaron o
agregaron otros nuevos. En definitiva, &sta concluyd los ziguien-

tes aspectos:

1. Muestracs

La riwestra consistid en un minimo de 50 hojas de la zona me-
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dia de los brotes neeves. Las hojas se linpiaron con paiia hd-
nedo para eliminar los restos de nesticidas y polvo que nudie-

ran interferir con 1o accidn enzimdtica.

2, Técnica analitica

£l procediniento analftico consistid en:
a) extraer 500 mg. de discos decl limbo foliar, de aproxima-
damente 3 mn . de didmetro y separarlos en dos grupos iguc-
les.
b) suncrgir un grupo de discos agregando sucesivamentoe: 1,
ague destilada, 3 mls.; 2. Tris buffer, (pH 7.4, ECl) 1 ml,;
3. 4cido sucefnico 0.1 i, neutralizado con hidrdxido ¢ so-
dio, 1 ml.; 4. Agitacidn, scguida de la agregzcidn de alco-
hol etilico a2l 95%, 0.1 ul, agitacidn innedinta.
c) sunmergir otro grupo de discos en la misma forma, excepto
aue se sustituye el agua destilada por una solucin de ni-
trato de potasio 0,25 M.
d) imoregnar los discos al vacfo: 1., ejercer un~ succidn
hasta alcanzar 0.85 atmdsferas, en un tiempo axroxinnday de
un ninuto; 2. volver a presidn atmosférica, dejundo ~ntrar
airc lentamente (aproximadamente en un ninuto); 3. oi.reor
una nueva suceidd de 0.83 atms. y mantenerla,
e) incubacidn a 30 grados de tempercturs durante dos I or-c
en oscuridad,
f) determinar quinicamente los nitritos (Chapmapn, H. 1., 7
F. P. Pratt, 1961l), no antes de cinco minutus, ni mfc de 30
minutos de terminar la incubacidn y retornar el material a
presidn atmosférica, La valorizecidn comprende los siguien-
tes pasos:

1°) dceolorar, si es preeiso, con "zldnina crean", decon-

tar, extracr 3 ml., de sobrencdante y pasar a matrasz,
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2°) agregar 1 ml. de 4cido sulfaaflico,
3°) agregar 1 al. de nlfa-naftilaminn,
4°) desarrollado ¢l color, <diluir, si es necesario, a un
volumen conocido, antes de efectuar la lecturz en fstoco-
lorimatro.
59) referir la lectura colorimétrica a una curva pntrin
nara dedacir 1» concentracidn de nitritos, expresad: en na=
no Moles/gramos de materis fresca,
g) expresar 1os resultados en términos relativos dividiendo
1a concentracidn de nitritos en las sub-muestras infiltradas
con nitrato de potasios (ANRi) por la concentracidn en lus

subiuestras no tratadas (AWRe).

B. Establecimicnto de valores diangndsticos de 1a nutricidn nitroce-

nada mediante la téenica cnzimitica.

2 aa

Para lograr este objetivo se relacionaron los valores del indice
ANRi/ANRe con 1z produccidn frutal,

Dado que la produccidn es funcidn de la edad del 4rbol, y las
muestras han sido obtenidas de huertos de diferentes edades, sc¢ pro-
cedid a ajustar dichos valores de produccidn, a la equivalente a una
edad de 15 afios (que fué la mixima encontrads), tomando com> base
para ellos, curvas ya establecidas para estas variables (figurz 14).
Cabe hacer notar que la relacidn indicada nor esta figura ful esta-
blecida en condiciones sub-tropicales; es probable que varic en con=-
diciones tropicales on el sentido de adelantar la edad a 1i cuxl se

produce la estabilizacidn en produccidn.

C. Comparacifn entre lu tdcnica enzimditica y el ondlisis d2 nitrige-

no botal, como medios de disgndstico.

Estn comparacién se efcctud en muestras de hojas de Arboles en di-

forentes estados de nutricidn nitrogenadz. Dichas muestras fueron
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obtenidaa de:
a) un ensayo de fertilizacidn con dosis crecientes de nitrdgeno y
potasio, que efectda FUSAGRI, en la zona de Montalbdn, Ed-. Cara-
bobo,
b) cuatro huertos de alta produccidn y dptimo manejo, en la zona
de los Valles Altos de Carabobo y Yaracuy.
¢) un ensayo sobre fertilizacidn nitrogenada en riego, que estd
realizando la Estacién Edafoldgica del Centro - M. 0. P. (Cagua,
Edo. Aragua).
d) un huerto de citricas de la Estacidn Experimcntal de FUSAGRI,
en Cagua, Edo, Aragua,
e) de un ensayo demostrativo que realiza FUSAGRI, en los Valles
Altos.

El andlisis de nitrdgeno total se efectud sobre ramillas frutales
de acuerdo a Chapman (1960), y en otros casos, sobre ramillas no
frutales, de acuerdo a Smith y Reuther (1962). El andlisis enzimd-
tico se efectud sobre hojas provenientes de la parte media de los

brotes jAvenes.

D. Otras especies citricas

Con fines exploratorios se realizaron algunas pruebas de reduc-

cidn enzimftica en Citrus aurantifolia (limones criollos) y Citrus

reticulata (mandarina), siguiendo la misme técnica descrita para

Citrus sinensis (naranja).

V. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la actividad enzimdtica se expresaron por lo
general en nanomoles (nM = 109 moles) 1/, por gramo de materia

fresca después de dos horas de incubacidn. Se designan en el texto,

2

cuadros y gréficos como nM_ 4 nMg=l2nr-1,
glhr.

1/ The International System of Units., NASA SP-7012, National
Aaronauties and Space Administration, Washington, D. C.
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En algunas pruebas preliminares se expresan también en p.pem.
de nitritos en una alicuota del incubado (1 ppm = 1 mgr por litro).
Por lo tanto, interesaba investigar que tipo de hoja seria més con-

veniente en estas circunstancias,

A, Variables operativas en la técnica enzimitica

1., Muestreo

Se traté de obtener muestras representativas, basadas en los
antecedentes expuestos anteriormente. De ésta manera se mues-
trearon 5 Arboles en los huertos en produccién comercial, 8 en
los ensayos de fertilizantes, y 3 en los del ensayo de interaes-
cibn riego-fertilizantes.

En todos estos casos, se tomaron 100 hojas de cada Arbol. Es-
tas cifras exceden los minimos recomendados por autores citados
anteriormente.

Al an3lisis de nitrbgeno total, se efectud en muestras folia-
res colectadas en ramillas frutales, como lo recomienda Chapmen
(1960), Sin embargo, como ésto no fue posible en algunos huer-
tos, porque los frutos eran escasos, o la hoja estaba fuertemen-
te atacada por plagas o enfermedades, se tomaron hojas de 4 - 7
meses de edad, de brote sin fruto, como lo recomiendan Suith y
Reuther, (1962). Este Gltimo tipo de muestreo también planted
problemas, en las condiciones tropicales de la regibn, porque
es dificil precisar la edad de las hojas. Las muestras para el
an&lisis enzimAtico fueron tomadas en los Arboles anteriores,
junténdose un total de 100 hojas por muestra, provenientes de
la parte media de los brotes jbévenes.

a) Tipo de brote o ramilla

Como interesaba comprar el método enzimitico con el mé-
todo tradicional de anilisis foliar, en primera instancia se co=-



lectd 1w misma clasc de hojas recomenduda para dicho anflisis.
Estas sc obtuvicron de un ensayo de fertilizacidn en 2wt 1bdn
oonducido por FUSAGRI, Se selocciomazron hojas ds 4 -~ 7 meues
de edad en brotes sin frutos, Bstas r-millas presentasen ¢olo-
racifn uniformenente sscura en tod:w sus hojas y no ©onfs roe
brstc. Se colectoron dos muestras de cada tratanmients fertili-
zante consistentes 2n:  4) sin furtilizacidng b) 0.4 Vme. /
Arbol/ad0, ¥y, ¢) 0.8 Kgs. 9/4rbol/.fio.  Los rosultalon obto-

nidos cn esta pruehi 2parecen en ¢l Cundro 17,

Suzdro 17, Actividad de la niteutos reductasa en hojas provi-

n 4Arboleg con tros tro-

«©

nientes de brotes vicyos uniformes,

tauientos de nitrdgono,

Tipo de ensayo!l’rod, de nitritos Helaci in

Kz, 1/4rwo1l/ais {enzindtico n/2/2hr, i ANRL/M Re
I 1T I 1T

'JRe 236 241 R .
0 2,12 2,08
ANRA4 502 502
1 7Re 236

O 8 OF,
e IR 172 2.0 .06

AR A 1
O’ 8 .’\.A’\‘R,L, 2 5 S

AdR1 4887

AP
&
=

v
»\n
P 3

I~
~
AN

I: corresponde al onronedio de 2 de c¢llos, en lis 4 ronchiclo-
nes,
II: corresponde al pronedis del otro par gue coapone 1t porce-

1o o onidad oxperimcntal,

. . . . e .2
Los rusultados no exoresan difercncias de significnciin l/ on

1z actividad enzimdtica, a nesar do que los tratamicnbos for-

1/ comao se verd nfs adelante, las difcrencias anotzdns ccotdn
dentro del aargen de variacidn propia del procediniento
annlitico,
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tilizantes difieren ampliamente en su aporte nitrogenado. Ade-
mis, el ensayo revela que cxiste una deficiencia de nitrdgeno

en el huerto, pucsto gque se han obtenido respuestas de coaside-
racibn. Por consiguiente, cste tipo de hoja muestreada no nare-
ce ser 1n mis indicada. Bn vista de estos resultados, sc compa-
ré la actividad de 1a ¥R de ese tipo de hojas (que se designardn
por Hv) con otras provenientes de: a) sector medio de brotes
nuevos identificables por su color notoriamente mis cloro que
los anteriores (designada como Hn), y b) del sector mds vicjo

de la misaa ramilla (designada Hwn). Esta ves el material fud
colectado del huerto de FUSAGRI en Cagua, que no ha sido ferti-
lizado durante seis afios, y es claramente pobre en nitrégeno.

Los resultados aparecen en el Cuadro 18,

Cuadro 18, Actividad de la nitrato reductnsa en tres tipos de

hOjO.s.
Tipo de |Ensayo enzi- | Lectura del fotocoq Cant., de
hoja nitico lorimetro nitritos | ANR(i)/
(nt/g/2h) | AR (e)

ANR(e) 5.5 160

fin AVR(3) 46,0 1356 B.47
ANR (e) 3.5 101

fiv ANR(1) 11.5 344 3.40
ANR(e) 1 28

fm ANR(1) 100 2942 105

La actividad relativa en hojas de brotes en pleno desarrollo (Hn)
fué mis amplia que en el caso de las hojas sobre brotes vicjos
(Hv). Por lo tanto, las primeras aparccen como mis sencibles a
la situacidn nutricional, es decir, ofrecen un aspecto de vilo-
res mis amplios a los fines de discernir con mayor precisidn l-

condicidn nutricional., Sc observa también que la actividad re-



ductora enddgena (ANRe) de las hojas mis viejas del brote sn de=
sarrollo (Hvwn) fué prdcticamente nula. Al impregnarse el tejido
c¢on nitrato de potasio, la actividad fué grandemente estimuladz,
dando una relacidén ANRi/alRe amplfsima, Este resultado concucr-
da con la situacidn deficitaria del 4rbol, y con la extracci’n
competitiva por nitrdgeno de las hojas sobre la parte nucve del
brote., Bar-Akiva (1965), habin observado también que la activi-
dad enzimdtica de hojas que sustentoban nuevo crecimiento bajnba
rdpidamente 1 medida oue el nuevo brote sc desarrollaba, Estas
hojas no resultan pricticas a los fines de evaluar la activid.id
endbgenz de lo enzina (4iRe).

Todo parece indicar entonces que las hojos ads adecuadas » touar
serion aquellas ubicadas sobre los brotes nuevos (In).

Por otra parte, cabia cuestionar si este tipo de hojas y brotes
acusorfan una actividad enzimdtica suficientenente uniforme -
través de su ciclo de desarrollo., Para investigar entonces, lo
influencin de 1o edad de cstas hojas en los resultados ~naliti-
cos, se tomaron y anmalizaron nuestras en cuatro fechas, La pro-
cedencic dz ellas fué un huerts en el cual se conducia un ensayo
de interaceifa riego-fertilizantes (M. 0. P., Cagua, Ed>. Arigua),
Los resultzedos aparccen en 2l Cuadro 19, Debe destacarcc que o
pesar de gue se tratd de un mismo tipo de hojas y ramillns, 1o
actividad enzindtica, tanto enddgena como inducida, disminuyd en
el lapso de aproximadamcnte dos meses y medio, Los valorazs re-
lativos de esas actividades por su parte, tendieron a aunentar
Serd preciso por lo tanto, fijar algin criterio respectn a la e-
dad de lus hojas por muestrear. Se observd que en los hulrtog
citricolas investigados, las hojas tardaban aproximadaucnte tres
meses y medio en alcanzar su fase madura (tamafio, coloracidn,
consistencia), Las hojas muestreadas el 5 de Abril, tenfan npro-

ximadamente dos a tres semanas de edad, es decir, las pruebas
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(Cuadro 19), cubrieron casi todo el ciclo de desarrollo dc les
hojas. Una solucidn de compromiso prdctico seria adoptar la
situzcidn intermedia en edad, y que fucse apreciable por l-s ca=
racteristicas visuales, Esta condicién puede obtenerse en hojns
de uno a dos meses de desarrollo, al cabo de las cuzles yo hn
adquirido su tamafio final, su coloracidn es intermedia entre el
cnlor claro caracteristico de hojas nuevas y el mds oscuro d: las
hojas maduras, y su consistencia no ha alecanzado ain la condicidn
coridcea de estas dltinmas.

Cuadro 19. Efecto del fertilizante nitrogenado sobre la nctivi-

dad de la nitrato reductasa medida en tres fechas sucesiv:s (21/g/2h).
Kg, Grca/ 5-IV+ 22-IV 5-V 16~V
arbol NO> Relac, NOp Relac, NO2 Relac, 110  Reloc,
0 207 | gay (110ige Mg | %) 1062
1829 1.02 3 106/, 701
626 580 531 i 284
1.30 2.2 2.29 2.67 3.29
14,03 328 1419 935

+ . .
hoja de aproximnadamente 3 semanas de cdad,

El muestreo de honjas de drboles desarrolla lorgos brotes o ranli-
llas que pueden provenir de brotes mds antiguos, como prslong--
cibén de ellos, o bien directamente de ramas lignificadas, Los
priricros suelen ser mds abundantes. “or su mayor longitud, los
brotes de Arboles nucvos conticnen un ndmero de hojas aue on el
caso de 4rboles de mds ednd. Interesaba averiguar comc sc dis-
tribufa la actividad enzimdtica en las diferentes hojas a lo lar=-
go del brote. A este fin, se muestrearon 4rboles Valenciz, de

dos y medio afios de edad, y se eligid para un ensayo el tipo de
brote nds abundante, o sea, el brote nuevo, que es prolongacidn

de uno un poco mds viejo. El andilisis se efectud tomandc succsi-
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vamente del brote nuevo, cuatro grupos de cinco hojas cada uno,

desde el dpice hacia la base,

tian en hojas nuevas,

Los tres primeros grupos consis-

Los resultados aparecen en el Cuadro 20, y estdn representados

graficamente en la figura 15.

Cuadro 20,

Actividad de la nitrato reductasa en hojas en dife-

rente posicidn en el brote nuevo, en drboles Valencia de dos y

medio afios,

Tipo de Ensayo en-| Lectura 3/ |Prod, nitritos; Relac,
hojas Posicién | zimdtico fotocolori- nM/g/2h. ANR(1)/

netro AtR(e)

ANR(e) 3,0 267
la = 5a. | anm(i) 28.0 2.492 .33

Hn ANR (e) 2.75 245
5a =10a, ANR (1) 42.5 3.783 15,44,

. ANR(e) 2.5 223
10a -158. | 1yp(4) 62.0 5.518 244

ANR(e) 1.5 134
fivn ANR(1) 100 882.8 65

* Arboles no fertilizados.

La actividad relativa es muy alta y variable en este tipc de brote,

En este caso seria aventurado emitir algin juicio de diagndstico,
por cuanto en 4rboles nuevos, en los que el crecimiento vegetati-
vo es tan intenso, se produce un desfasamiento entre el acopio de
nitrégeno como nitrato necesario para la construccién de nuevo
tejido y la capacidad de absorcidn del sistema radicular, Comc
resultado, siempre existird una relacidn de déficit fuerte, que
es la que sefialarfan los resultados obtenidcs. Por otra parte,

es probable que dicha variacién se manifieste en brotes de 4rboles
adultos, por lo cual habrfa que decidirse a uniformar las hojas

a muestrear en este caso, tomando las hojas del sector medio del

brote jdéven,
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