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INTRODUCCION

El andlisis de la concentracién de nutrientes
en los tejidos vegetales es una técnica de uso
muy generalizado como medio de evaluar el
estado nutricional de las plantas. Sin embar-
go, en algunos casos, diferencias de produc-
cioén atribuibles a fertilizacién nitrogenada no
aparecen reflejadas en la concentracién de
nitrégeno total foliar (Smith, 1966).
Recientemente se ha desarrollado un nue-
vo método de diagndstico para nitrégeno,
que se basa en la determinacién de la activi-
dad de la enzima nitrato reductasa en los te-
jidos de las hojas (Bar-Akiva y Sternbaum,
1965 a,b; Bar-Akiva et al., 1967; Bar-Akiva et
al., 1970 a, b). La accién de esta enzima con-
siste en reducir los nitratos a nitritos. El ni-
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trato es la forma predominante en que el ni-
trégeno es absorbido y transportado hacia las
hojas, en la mayoria de las especies cultivadas.
Esta actividad reductera de nitratos estd con-
centrada fundamentalmente en las hojas y en
menor grado en las raices (Sanderson y Coc:
king, 1964).

La enzima nitrato reductasa es del tipo
adaptable, vale decir ella se forma o activa en
presencia del sustrato, en este caso el ién. ni-
trato (Mulder et al., 1959). Sin embargo, se
sabe que ademds otros factores de tipo fisio-
16gico y relacionados a la sintesis proteica es-
tarfan condicionando su actividad (Beevers y
Hageman, .1969).

Bar-Akiva sefiala que si la actividad enzi-
mitica se expresa como la relacién entre la
cantidad de nitritos producidos al introducir
forzadamente a un tejido una solucién de
nitrato de potasio (ANRi)*, con los que se
producen - espontdneamente (ANRe)**, el
cuociente ANRi/ANRe, representarfa el dé
ficit de “nitrégeno activo” en los tejidos y
tendrd valores altos en los tejidos deficitarios
y bajos al aumentar el aporte ‘nitrogenado.
Trabajando en base a esta relacién, Bar-Aki-
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-2~ (1970 b) llega .a sugerir un valor critico
de 1,5 para’citricas. Cabé agregar que el mis-
mo autor trabajando en pasto lleg6 a un va-
lor- critico’ similar de 1,4 (Bar-Akwa et al.,
1970 a).

El objetivo del presente traba]o consistio
en evaluar este método y compararlo al tradi-
cional <de nitrogeno total, relacionando. los

_ valores -analiticos obtenidos ‘en muestras - ac¢
hojas,”con niveles de fertilizacion nitrogenada
y/o produccién, en huertos de naranjos.

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se desarrollé en Venezuela
en dos zonas citricolas: valles altos de Cara-
bobo y Yaracuy y en los valles de Aragua. Se
trabajo con hojas de naranjos de las varieda-
des California y Valencia, provenientes de
huertos bajo diferentes condiciones de nutri-
cién nitrogenada, a-saber:

1. Ensayo de fertilizacién con tres dosis de
nitrégeno.

2. Ensayo de interaccién riego-fertilizacion
nitrogenada.

3. Huertos de alta produccién con manejo
conocido.

4 Huerto no fertxhzado

I Muestras

P,revxamente a enfrentar el objetivo mismo
del trabajo se condujeron una serie de prue-
bas preliminares respecto al proceso-analitico
y al tipo de material vegetal a ser analizado,
por cuanto ciertos aspectos no quedaban bien
definidos -en la metodologia original del au-
for.: En cuauto: a  la- hoja.a muestrear; Bar-
Akiva:recomienda “hojas del flujo de prima-
vera”. En las condiciones climdticas de Vene-
zuela, la brotacién se efectia en forma: prac-
ticamente continua; de modo que una- solu-
cién de compromiso prictico..y avalado por
ciertas -experiencias efectuadas sefialan:que
1as ‘hojas mas. adecuadas son aquellas que se
encuentran en ¢l sector medio de las ramxllas
con Crecimiento nuevo.

" Cada muestra para ¢l ensayo’ enz1mat1co es-
tuvo” constituida por un minimo: de:100 ho-
jais del ‘tipo - anteriormente sefialado, p’rove—
nientes de uh ndmero: variable de arboles en-
trer4'y 32,

"El andlisis de N total se: efectuo sobre los
mismos drboles, en hojas provenientes de-ra-

millas con fruta de acuerdo a Chapman!
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(1966) y en otros casos sobre ramillas sin fru-
ta, de acuerdo a Smith (1966).

II. Téenica analitica

El procedimiento analitico empleado para el
andlisis enzimdtico consistié en:

a) Recortar en: hojas frescas discos del lim-
bo foliar, de aproximadamente 3 mm de dia-
metro hasta completar unos 500 mg de ma-
teria verde y separarlos en dos grupos igua-
les.

b) Introducir un grupo de discos en un tu-
bo de vidrio de aproximadamente 5 cm.de
alto por 1 cm de didmetro y agregar sucesiva-
mente: 1) agua destilada, 8 mi; 2) Tris buf-
fer (pH 7,4 HCl), 1'ml; 8) Acido succinico

0,1 M, neutralizado con NaOH, 1 ml; 4) Agi-

tacion, seguida de la agregacién ‘de alcohol
etilico 959, v/v, 0,1 ml. Agitacién inmediata.

¢) Sumergir otro grupo de discos en la mis-
ma forma, excepto que se sustituye el agua
destilada por una solucién de KNO, 0,25 M.

d) Impregnar los discos al vacio, ejercien-
do una succién hasta alcanzar 0,85 atm. en
un tiempo aproximado de un minuto; volver
a presion atmosférica, dejando entrar aire
lentamente; ejercer una nueva succién de 0,85
atm. y mantenerla durante el incubado pos-
terior. Esta operacién es posible efectuarla en
un desecador conectado a una bomba de va-
clo, y tiene por objeto permitir una imbibi-
cién completa de] tejido vegetal.

e) Incubacién a 30° de temperatura duran-
te dos horas, en la oscuridad.

f) Determinar quimicamente los  nitritos
(Chapman y Pratt, 1961), no antes de cinco
minutos ni después de 30 minutos de haber
terminado la incubacidn y retornado el ma-
terial a la presién atmosférica.

g) Expresar los resultados en términos re-
lativos dividiendo la concentracién de nitri-
tos en las submuestras. infiltradas con KNO,
(ANRl) por las de las no tratadas (ANRe)

III. Establecimiento “de valores diagndsticos
de la nutricidn nitrogenada mediante la
técnica enzimdtica

Para lograr este objetivo se-relacionaron los
valores del indice ANRi/ANRe con la pro-
duccién  frutal Y con la fertilizacién nitroge-
nada. -

Dado que la produccién es funcién de la

.. edad.del 4rbol, y las muestras han sido obte-
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nidas en huertos de diferentes edades, se pro-

cedié a ajustar dichos valores a la equivalen-
te a una edad de 15 afios (que fue la mdxi-
ma incluida) tomando como base para ello
curvas ya establecidas - para estas variables
(Turrell, 1961).

RESULTADOS Y DISCUSION

La utilidad practica de una técnica de diag-
nostico depende del grado de correlacion de
los valores analiticos, obtenidos en condicio-
nes estindar de muestreo y andlisis, con la
condicion nutricional de las plantas. Esta tl-
tima puede estar caracterizada por:

a) Cantidad de nutrientes absorbidos por el
cultivo.

b) Intensidad de respuesta a la fertiliza-
cion.

¢) Intensidad y tipo de s1ntomas de defl-
ciencia o exceso. S

d) Por la dosis de fertilizante aphcado que
aporta el elemento en déficit. :

€) Por la magnitud de la cosecha.

"~ En este traba_]o se han considerado los dos
dltimos criterios. ,

Los resultados provienen de las fuentes que
se describen a continuaci(')n: )

1. Ensayo de fertzlzzaczon de N (Locahdad
Agua de Obispo)

Este ensayo consiste en estudiar la influencia
de tres niveles de nitrégeno y dos de potasio
en la produccién. Cada tratamiento fue apli-
cado a una unidad experimental compuesta

de cuatro 4rboles. Cada bloque compuesto de
seis tratamientos se repitié cuatro veces. Los
arboles eran de la variedad California, de -
ocho afios de edad. Hasta el momento en que
se efectu6 el estudio se pudo constatar res-

puesta a Illtl‘OgCIlO pCIO no a POtaSIO.

La Figura 1 muestra una relacién consis- |
tente entre el indice nutricional ANRi/ANRe

y la produccién obtenida en el mismo ensayo.

La produccién decrece al aumentar el indice. -
La Figura 2 correspondiente al mismo ensa- -

yo sefiala una relacién poco clara entre la

concentracién de nitrégeno total foliar 'y la

produccién, aun mds, la gran mayoria de los
tratamientos cae dentro del rango “bajo”, de
acuerdo a los estdndares de Smith (1966), in-
cluso, los tratamientos de alta fertilizacién.

.: o
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Figura 2 '~ Correlacién” éntre concentracién de
nitrégeno y produccién,

2. Ensayo de fertzlzzaczon nitrogenada Y riego
(Localidad: Cagua)

En este ensayo se eligi6 aquel tratamiento que
asegure'in suministro adecuado de agua du-
rante todo el periodo seco. Dentro de este tra-
tamiento se estaban aplicando distintas dosis
de nitrégeno (0; 0,65; 1,30 KgN /4rbol/afio).
Los resultados del indice ANRi/ANRe fue-
ron de: 8,8; 8,3; y 2,3 respectivamente. Los
porcentajes de N total fueron de 2 16y2 62%

N
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Cuadro 1 — Indices nutricionales en cuatro huertos de éptimo manejo.

Huerto  Fertilizacién Edad Produccion
Ne i Kg N/drbol/afio afios ANRi|ANRe N 9 Kg/drbol
-1 1,45 15 1,50 2,85 191
2 1,75 9 1,36 2,71 168
3 2,18 14 1,64 : 2,84 188
4 1,00 9 2,14 2,14 166

para las dosis de 0 y 1,3 Kg de N, respectiva-
mente (no se determiné para la dosis inter-
media).’

3. Huertos de alta produccién (Localidad: Ca.
rabobo y Yaracuy)

Se consideraron cuatro. huertos de 6ptimo ma-
nejo, y que ademds contaran con un historial
registrado de pricticas de fertilizacién en los
ultimos afios. Los resultados aparecen en el
Cuadro 1.

Se ‘observa que cuando €l aporte de N es
adpcuado, el valor del indice ANRi/ANRe
baja con valores entre 2,1 y 1,5- valor este tl-
timo: que serfa el Optimo.

4. ”l,_'_iy(;r;g"r“zg -\fgf'tri_li’zddo (Localidad: Caguh)

De modo de evaluar el método en la mayor
variedad de condiciones posibles se considerd

un huerto no {fertilizado en los ultimos seis
afios. Los resultados fueron de 2,149, de N,
valor que estd en el limite entre adecuado vy
bajo. En cuanto al indice ANRi/ANRe éste
fue igual a 10,5 sefialando claramente la si-
tuacién de fuerte déficit. _

El Cuadro 2 resume las relaciones obteni-
das entre dosis de fertilizantes y ambos indi-
ces nutricionales en los tres huertos menciona-
dos mids arriba. Se observa que el indice enzi-
mitico discrimina mejor que el porcentaje de
N el aporte de este elemento por fertilizacién.

La Figura 3 resume las relaciones obtenidas
entre los valores relativos de actividad enzi-
matica y produccién. En las abcisas figuran
cinco escalas superpuestas para huertos de di-
ferentes edades. Se ha disefiado este sistema de
representacién en razén de que los drboles
muestreados fluctuaban en edad entre 8 y 15
afios. La capacidad de produccién depende

Cuadro 2 — Relacién entre fertilizacién e indices nutricionales.

Sttuacion

1 = ANRi Situacién
P EESR . DOSIS ANRe Nutricional % N Nutricional
) T segun 1 ) segin % N
Ensayo de ferti- N, 442 bajo 2,31 bajo*
lizacién. (Agua.de - N, 4,39 bajo 2,32 bajo?
Obispoy ) ‘N, ) 3,25 satisfact. 2,36 bajo!
Ensayo Riego- | No 838 muy bajo 2,16 satisf.?
‘Fertiliz. N e TN, 32 satisfact.
R R N, & - 2.2 satisfact. 2,67 satisf.?
Huertos de alta : N, 2,14 satisfact. 2,14 bajo?
produccién N 1,50 muy bueno 2,25 satisf.?
L N; . 1,36 muy bueno 2,71 satisf.?
muy bueno 2,84 satisf.?

N, 164

1Estandar de Smith (1966).
2Estandar de Chapman (1966).
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Flgura 3 — Valores relativos de actividad enzi-
matica (ANRi/ANRe — 1) en relacién a la
produccién corregida segn la edad.

entre otros factores de la edad del 4rbol, y
de esta manera los huertos quedan en situa-
cién comparable. La correspondencia de esca-
las se bas6 en la relacién productividad-edad
presentada por Turrell (1961). La curva que
relaciona produccién con actividad enzimati-
ca, se trazd a mano alzada, de modo de com-

pensar -la-dispersién de puntos. Se observa una
buena correlacién entre ambas variables;
huertos de baja produccién tieneén valores de
actividad enzimdtica superiores a cinco, y los
de alta produccién inferiores-a dos.

La Figura 4 sefiala la relacién entre N to-
tal y produccién en los mismos casos. Pone de
manifiesto —al igual que en el caso del ensayo
de fertilizacién— una dispersién de valores
que no muestra una correlacién de valores
clara con produccién.
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Figura 4 - Relacién entre la concentracién de
nitrégeno en las hojas y la produccién.

RESUMEN

Se evalué un nuevo método para diagnosticar el status nutricional de nitrégeno, basa-

do en la evaluacién de la actividad de la enzima nitrato reductasa, y se compard

con el tradicional de medir la concentracién de N -total. Esta comparacién efec-".
tuada en hojas de naranjo y en las condiciones climdticas de la zona citricola de
Venezuela mostré ventajas para el primero de los métodos encontrindose una es-
trecha correlacién. con niveles de fertilizacién y produccién. Por el contrario ¢l and-
lisis de N total no indicé tan satisfactoriamente estas relaciones. <

SUMMARY

EVALUATION OF THE NITRATE REDUCTASE ACTIVITY AS A DIAGNOS- :
TIC TOOL OF ORANGE NITROGEN NUTRITION

Nitratereductase activity and total N:was mesured in orange leaves in order to
evaluate the nitrogen status of the tree. This work was done in the citrus growing
area of Venezuela. Enzyme activity showed a close correlation with fertilization prac-
tices as well as yield. Total N was found to be less satisfactory.
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