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OBJETIVO

1. OBJETO DEL TRABAJO.

Fuera de las exigencias climatologicas de cada especie agricola no puede
caber ninguna duda de que la alimentacién de la planta es el factor determinante
de un desarrollo sano, vigoroso y equilibrado que, a su vez, es la condicion

necesaria para lograr una produccion 6ptima cuantitativa y cualitativa.

Cada vez son mejor conocidos los procesos fisiologicos, la nutricién vegetal,
el papel de cada uno de los elementos nutritivos, la influencia de los diversos
factores del desarrollo, los procesos fisico-quimicos y biolégicos que se registran
en el suelo y tantos otros aspectos que componen la compleja trama de

interrelaciones que determinan los resultados practicos de la fertilizaci6n.

El N, P y K son tres macronutrientes muy importantes para el buen
desarrollo de los cultivos, por ello hemos visto interesante el estudio del esfecto
individual de cada uno de estos nutrientes sobre las concentraciones de los
macronutrientes més importantes y de sus indicadores bioquimicos en dos 6rganos,
las hojas y el fruto en plantas de pepino holandés (Cucumis sativus) crecidas en

condiciones de salinidad.

Toda la parte experimental de este trabajo ha sido realizada en el
Departamento de Biologia Vegetal de la Facultad de Ciencias de la Universidad de

Granada.
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entre los diversos factores que pueden limitar la produccién y su calidad,
destacan, por su importancia, los nutrientes. Debe recordarse que el fallo en el
suministro, en la cantidad correcta, de cualquiera de los nutrientes esenciales
para el crecimiento de las plantas, dard como resultado una seria reducciéon en
el rendimiento y calidad de la cosecha. Esto sucederd independientemente de lo
adecuado que sea el aporte de agua, el control de las plantas invasoras, del
potencial genético del cultivo o de la preparacién agricola del terreno. En otras
palabras, la ley de Liebig, del minimo, resultard: " El rendimiento de un cultivo
estd limitado por aquel nutriente presente en la minima cantidad relativa a las
necesidades del cultivo, estando todos los demds nutrientes presentes en las

cantidades adecuadas" (Liebig, 1840).

En muchos casos 1a correccién de una deficiencia nutricional induce a que
otro nutriente resulte inadecuado para el nivel de produccién resultante. Por otra
parte, puede dar como resultado que otro factor controlador del crecimiento, tal
como la disponibilidad de agua, sea el factor limitante para el crecimiento y

rendimiento.

Cuando la concentraciéon de un nutriente alcanza, de manera normal,
niveles altos o bajos en una planta, aparecen sintomas caracteristicos en hojas,
tallos o frutos. Por regla general existe una correlacién clara entre la deficiencia
de cada elemento y los sintomas externos, de forma que puede permitir sin
dificultad su reconocimiento en los casos mdis corrientes. Estos sintomas
incluyen: clorosis marginal e intervenosa, necrosis marginal foliar, 4reas o
manchas necréticas del tejido foliar o del fruto, necrosis en la corteza, muerte

de los meristemos y de las yemas terminales; pigmentacion excesiva del limbo
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foliar, tallos y frutos; hojas agrupadas en forma de roseta; fracaso en la
expansién y desarrollo del limbo foliar asi como enanismo parcial o completo
de la planta. La interpretacion de estos sintomas, en términos de trastornos
minerales, se denomina diagnéstico visual. Sin embargo, los sintomas de las
deficiencias estan influenciados en un cierto grado no precisado por las
condiciones ambientales como humedad, temperatura, intensidad luminosa, etc.
que limitan el valor del diagndstico visual. Asimismo el ataque de hongos,
virus, bacterias, nematodos, artrépodos, etc. pueden provocar la aparicién de

sintomas que se puedan confundir con los de los verdaderos estados carenciales.

El objetivo de esta revisién es examinar, de forma somera, los principios
de la absorcién iénica, el movimiento inicial de los iones en la raiz, el
diagnostico de las deficiencias y toxicidades i6nicas, asi como los métodos de

analisis utilizados en dicho diagnéstico.

2.1.- Sistema suelo-raiz.

La captura de nutrientes, es dependiente de la presencia de un sistema de
raices de crecimiento activo en una capa de suelo hiimedo que contenga los
iones en forma disponible.

Los iones que penetran en la raiz proceden de la solucién del suelo, pero
la disponibilidad de estos nutrientes por las plantas depende muchisimo de la
velocidad a la que son renovados desde y de las superficies de intercambio de
las arcillas, de la cantidad de la materia organica, de los compuestos de baja
solubilidad, de los coloides del suelo, de la actividad microbiana, del pH, de la

capacidad catiénica de cambio, del potencial redox, de la aplicacién de
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fertilizantes, etc....(Sims y Patrick, 1978; Herms y Brummer, 1980; Sanders,
1983). La fisico-quimica de la velocidad de aporte de nutrientes a la solucién
del suelo es extremadamente compleja y Lindsay (1981) la describe con cierto
detalle. Una ilustracion simplificada de los principales contribuyentes a este

complejo sistema se muestra en forma de diagrama en la FIG.1.

RAIZ

Estela Xilema

SOLUCION
DEL
SUELO
SOI:

{IORGANICOS NPS) L so7Pof

Na* K

FIG.1.- Modelo del sistema suelo-planta.
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Las superficies de la materia orgénica, de las particulas arcillosas y de las raices
estan cargadas negativamente y por lo tanto atraen cationes tales como el Ca2+,
Mg?t,K*, Nat y NH (Drew et al., 1969). Estas superficies de intercambio
son importantes, ya que tienden a reducir la lixiviacién, dando lugar a una
mayor retencion de nutrientes en suelos con alta capacidad de intercambio.
Dicha propiedad es importante en las raices para mantener una buena adsorcion
i6nica y por lo tanto absorcién de nutrientes ddndose el caso que legumbres y
horticolas tienden a absorber mayor proporciéon de cationes divalentes que
monovalentes. El resultado suele ser que éstas tienden a tener mayores niveles
en Ca, pero son también mds susceptibles a la deficiencia en K que los cereales,
pues éstos suelen tener una baja capacidad de intercambio catiénico radicular

(Asher y Ozanne, 1961).

La entrada de nutrientes en la planta se efectda desde la solucién del
suelo. S6lo un porcentaje relativamente pequefio de €stos, que estan disponibles
para la planta, se encuentran en la solucion en cualquier momento y la velocidad
de nutrientes aportados a la solucién del suelo, conforme son absorbidos
radicularmente es el principal factor que determina si la concentracion de iones

es la adecuada o inadecuada para el crecimiento de la planta

Lo mismo que los iones K™ y N Hj: pueden encontrarse en la superficie
de las arcillas, dichos iones pueden estar incrustados entre las capas cristalinas
de las arcillas, dependiendo del espaciado basal de éstas, y quedar disponibles
para volver a la solucién del suelo. Hay también, grandes cantidades de otros
nutrientes cuyo grado de solubilidad es bajo y que ésta condicionada por el pH,

siendo este factor el que controla la liberacién de iones como el fosfato de Fe

00000000060 00000000000000000000000000000000060000000000000000
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y Al (Blaker, 1967). La materia orgénica es una fuente importante de nutrientes
tales como el N, S y P. La liberacién de nutrientes, tras una fase de
descomposicidon biolbgica, es muy sensible a la temperatura edifica y a la
presencia de oxigeno. La saturacion de agua y las bajas temperaturas suelen
inducir a la carencia de nutrientes (Blaker, 1967). El movimiento ionico a través
de la raiz se muestra con més detalle en la FIG.2 mostrando las distintas etapas

de absorci6n de nutrientes.

Concentracién en la En el citoplasma En los vasos
solucion del suelo —" celular xilematicos
C 10C 20C

Banda de Caspary

Xilema

Nutriente

Pelo radical Y.
Periciclo

Epidermis !
Endodermis

FIG.2.- Movimiento de los iones desde los pelos radicales al tejido

conductor.
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2.2.- Diagnéstico segin sintomatologias.

El diagnéstico visual de los trastornos idnicos puede resultar una
herramienta Gtil en aquellos cultivos en los que los sintomas especificos de
deficiencias y/o toxicidad hayan sido descritos e ilustrados con exactitud (Weir
et al., 1990; Weir y Sarooshi, 1991). Se trata del método mas rdpido para
diagnosticar las causas del bajo rendimiento de las cosechas debido a trastornos
nutricionales, aunque en los paises desarrollados, actualmente, son raras las
deficiencias graves y los sintomas visuales inducidos por factores no idnicos.
Por ejemplo: herbicidas (M.A.F.F., 1981), fungicidas (Hancok y Huisman,
1981), algunas enfermedades y plagas (Perrenoud, 1977) y agentes causantes de
la contaminacién ambiental (Jacobson y Hill, 1970), con frecuencia dan como
resultado sintomas visuales que podrian ser confundidos con trastornos o
desequilibrios nutricionales. Ademas, cuando mis de un ion es deficiente,
pueden presentarse sintomas totalmente diferentes de los producidos por uno de
los iones considerado aisladamente. En tales circunstancias, el confiarse
Gnicamente al diagnéstico por sintomas visuales puede dar lugar a

interpretaciones erréneas.

El diagnéstico exacto de las deficiencias o toxicidades producidas por
nutrientes minerales es vital para lograr un rendimiento 6ptimo. El fracaso en
la correccién de la alteracién i6nica reducird el rendimiento y calidad de la
cosecha, quedando también involucrados todos los otros procesos de gestién del
cultivo. El uso innecesario de abono, especialmente cuando los costos son altos
no es solamente un derroche econémico, sino que también puede dar lugar a una

grave contaminacion de las aguas fridticas, rios o lagos.
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El diagnostico implica la determinacién del nivel de nutrientes del lugar
y de los arboles. En algunos casos puede que sea suficientemente saber qué
nutriente, o nutrientes, estdn limitando el crecimiento (apreciacion cualitativa),
pero mds frecuentemente es importante saber la gravedad de la deficiencia o
toxicidad y también la prediccion de la respuesta a cantidades de fertilizantes

aplicadas en lugares determinados.

El diagnoéstico se puede llevar a cabo por diversos métodos: Sintomas
visuales, andlisis quimico del tejido vegetal y analisis bioquimico. En cada uno
de ellos se han intentado muchas variantes y se ha demostrado que algunas son

maés utiles que otras. Todos tienen limitaciones.

Los sintomas visuales de deficiencia han sido descritos para muchas
especies arboreas y en afios recientes se han producido guias itiles para algunos
iones. Dichas guias se basan en observaciones de plantas crecidas en semilleros
y en condiciones de alteraciones ibnicas. Entre todas ellas destacan la
experiencias de campo con coniferas en Inglaterra (Binns et al., 1980), y

siempre se ha de tener muy presente el ya cldsico trabajo de Bauler y Fricker
(1970) sobre arboles.

(Que utilidad tienen tales descripciones?. El método es rdpido y barato.
Los sintomas de la hoja, cierto de malformaciones del tallo o fruto y cambios
en la morfologia general del arbol, pueden ser itiles en el diagndstico
cualitativo, pero frecuentemente sélo se ven después de que la deficiencia ha
dado ya como resultado una reduccién del crecimiento (por ejemplo el N y P)

o una malformacién (ejemplo: B, Cu y Zn). Un sintoma comiinmente observado
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para la deficiencia de N, P o K, es una caida prematura de las hojas mas viejas,
y cuando esto ha ocurrido puede retrasarse la recuperacién de la planta,
dependiendo de la velocidad en regenerar nuevas hojas. Por otra parte, las
deficiencias incipientes, de muchos nutrientes, pueden también producir una
suave clorosis que hace dificil el diagndstico exacto y también pueden darse
situaciones en las que aparezcan sintomas claros procedentes de una situacion
transitoria, pero en la que sea despreciable la reduccion del crecimiento. Will
(1966) describié esta tltima situacion en el Pinus radiata, en donde la
deficiencia de Mg se presentaba, a veces, en la primavera y después de la poda
en verde de la copa, especialmente en los afios de sequia. Los sintomas pueden
variar con la intensidad de la deficiencia o con la especie de arboles, 0 incluso
su procedencia, y una deficiencia puede quedar enmascarada por otra en
aquellos lugares que existan deficiencias mdltiples (Walker, 1956; Pritchett,
1979; Binns et al., 1980). También puede surgir confusioén debido a que se estén
induciendo sintomas similares a través de pobres condiciones fisicas del suelo,
efectos estacionales y climiticos, dafios a las raices y tallos por hongos o
animales, incompatibilidad de injerto, lesiones por fitosanitarios o efectos de la
contaminacién ambiental. Es importante examinar tales posibilidades y si los
resultados no son claros, serd necesario utilizar otras técnicas de diagndstico
(Faust, 1981)

Holstener-Jorgensen (1964) evalué la gravedad de la deficiencia de K en
Picea abies contando los arboles que mostraban los sintomas. Demostrd que la
‘adicidn de fertilizantes de K reducia el nimero de arboles cuyas puntas de sus
hojas eran rojas o amarillas y que la aplicacién de otros nutrientes

incrementaban dichos sintomas. Sus resultados sugieren que con una mejor
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investigacion se podria desarrollar una guia prictica de las necesidades de K,

aunque tal guia seria mas 1til para la correccién que para la prevencion.

La longitud y peso de las hojas también se han empleado para indicar el
vigor general de los arboles (Binns et al., 1980) y para indicar si es o no ttil
aplicar tratamientos correctores de fertilizantes. Este método se basa en que el
observador ya sabe qué nutrientes limitan el crecimiento. El tamafio de la hoja
podria servir como método rapido de identificacién del grado de deficiencia,
aunque la normalizacién del procedimiento de muestreo y un método de

superacion de los efectos climaticos se hacen imprescindibles.

El diagnéstico basado en el color de la hoja se fundamenta en las buenas
relaciones existentes entre el crecimiento y la pigmentacion, y también con la
composicién quimica de la hoja. Si éstas existen, entonces se pueden usar para
diferenciar entre las deficiencias y/o el grado de alteracién nutricional. Swan
(1971) encontré que la fotografia con infrarrojos no distinguia las deficiencias
de los macronutrientes en plantas arboreas crecidas en semillero, sin embargo
el estudio del espectro era normal, este método aplicado en hojas de maiz
normales y deficientes en nutrientes, demostraba la existencia de deficiencias
entre ambos espectros, y AL-Abbas et al. (1974) sugirieron que las deficiencias
podrian ser identificadas por la simple comparacion de los espectros de reflexion
y pudiéndose detectar, por éste método, también el grado de distorsion

nutricional. Asi pues, las conocidas cartas o tablas de color de Munsell se

“usaron con éxito para determinar el desarrollo de Picea abies crecidos en

semillero (Luukkonen et al., 1971).
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Se ha empleado, y se emplea, la denominada "percepcién a distancia”
para medir: el rendimiento de un cultivo, los efectos debidos a la baja fertilidad,
defoliacion, enfermedad y efecto de la contaminacion (Reevers et al., 1975;
Seevers, 1979). Este método podia ser una buena linea de investigaciones,
especialmente para ampliar plantaciones o proyectos de repoblacion forestal, ya
que puede utilizarse para delimitar zonas donde sean de la maxima probabilidad

de respuesta de los nutrientes.

2.3.- ;Cual es el diagnéstico?.

El objetivo de este apartado es resaltar la existencia de algunas de las
limitaciones que conlleva la utilizacion de los sintomas visuales como
diagnostico de los trastornos nutricionales y para expresar la importancia de su

confirmacion mediante el andlisis foliar.

Los éarboles Laburnum vossii muestran con frecuencia clorosis marginal
e intervenosa en sus hojas, distorsién de las mismas, agrupaciones en forma de
roseta y yemas terminales muertas, sintomas que podrian ser confundidos con
una deficiencia en Cu, Zn o B (Weir, 1986; Shorrocks, 1989). Sin embargo, los
analisis quimicos de las hojas ponen de manifiesto concentraciones normales de
los micronutrientes. Investigaciones a nivel micolégico han demostrado la
presencia de hongos patdgenos en los tejidos afectados cuya eliminacién hacia
remitir la sintomatologia y la reinoculacién los inducia. Asi pues, lo que
visualmente parece ser un problema nutricional, es producido por una infeccién
de hongos, con posibles lesiones secundarias debido a los Thysanopteros (Chupp
y Sherf, 1960).

11
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A veces resulta dificil diferenciar visualmente entre la necrosis marginal
de la hoja debida a la deficiencia de K y la motivada por toxicidad o exceso de
cloro. La alteracion por exceso de CI', en plantas horticolas, produce un aspecto
bronceado de la hoja y necrosis marginal, sintomatologia que comienza en las
hojas seniles. Més tarde, las hojas mas jovenes muestran clorosis intervenal y
necrosis, mostrando una fuerte tendencia a ahuecarse hacia dentro. Los sintomas
de carencia en K son similares respecto al aspecto general pero, ademds de la
necrosis foliar, las plantas deficientes en K desarrollan necrosis en el peciolo y
las hojas afectadas se secan totalmente. El analisis quimico "versus" foliar es
la tnica forma de diferenciar entre las dos causas de necrosis del limbo foliar.
Las hojas dafadas por exceso de CI” pueden contener mis de 5 mg/g de Cl” en
peso seco, mientras que las hojas normales contienen de 1 a 4 mg/g de Cl” en
materia seca. La susceptibilidad a la lesion por C1” varia con el cultivar, y las
concentraciones desde 4.7 a 6.8 mg/g de CI” en peso seco de la hoja representan
una zona de transicion donde sélo puede tener lugar una ligera lesién en la hoja.
Las que son deficientes en K contienen desde 12 a 17 mg/g de K en peso seco

y las normales 20 mg/g en peso seco (Valenzuela et al., 1993).

Una anomalia sintomaética de la hoja con miltiples deficiencias i6nicas se
debe a la combinacidn de carencia de K y Mg en las hojas de Ribes nigrum. La
carencia de K (3.9 mg/g p.s.) cuando estd asociada a Mg foliar normal o alto
(4.2 mg/g p.s.) produce clorosis marginal e intervenosa, y necrosis en las hojas
maduras. Las hojas deficientes en Mg (0.6 mg/g p.s.) cuando estdn asociadas
a niveles normales o altos de K (18.4 mg/g p.s.) muestran coloracién pirpura,
de las hojas medias del tallo, con una estrecha banda marginal verde. Sin

embargo, cuando tanto el K (5.9 mg/g p.s.) como el Mg (0.9 mg/g p.s.) son
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deficientes en la misma planta, los sintomas visuales son totalmente distintos:
los margenes de las hojas son de color marrén rojizo, mientras que las zonas
adyacentes a las venas principales permanecen con un color verde-obscuro
(Hewit, 1983). Asi pues, mientras que las deficiencias aisladas de K y Mg en
hojas de R. nigrum pueden ser diagnosticadas por sus sintomas visuales con
cierta seguridad, se duda de si la combinacién de ambas pueden 0 no ser

identificadas sin la ayuda del anélisis foliar.

Algunos sintomas virdsicos pueden ser muy similares, en algunas
cosechas, a los inducidos por trastornos minerales. Por ejemplo: la deficiencia
de Mn y el "amarilleo por virus" en la remolacha azucarera inducen ambos a
una clorosis de los limbos foliares. Sin embargo, los datos procedentes del
andlisis foliar diferencian claramente entre ambos trastornos. Las hojas
infectadas por virus pueden tener mas de 30 ug/g en peso seco de Mn, mientras
que las hojas deficientes en Mn tienen valores inferiores a 20 ug/g en peso seco.
Cuando el grado de carencia foliar de Mn es grave, el nivel de dicho ion esta

por debajo de 15 ug/g en peso seco (Duffus, 1972).

Los virus pueden inactivar el hierro en las plantas. Investigaciones
realizadas en camelias han puesto de manifiesto que plantas viréticas pueden
responder al tratamiento con quelatos de hierro, aunque el contenido en hierro
de las hojas sea bastante elevado para que éstas no respondan normalmente a la
aplicacion de dicho elemento. Las hojas reverdecen alividndose los sintomas
cloréticos debidos a la presencia del virus, que impide que el hierro, en cantidad
suficiente para el normal funcionamiento de las hojas, pueda ser incorporado,

sin embargo, al metabolismo de las mismas, ocasionando unos falsos sintomas
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de carencia de hierro. Los drboles infectados por el virus stubborn presentan
frecuentemente sintomas de clorosis férrica, carencia de cinc y oftras

deficiencias.

El amarilleo de los arboles de pie franco en vivero es un virus de los
agrios, pero que se puede confundir con una clorosis, frio, etc. El amarilleo de
los nervios ha sido atribuido a varias causas, como tiempo frio, aguas freéticas
elevadas, dafio a las raices, deficiencia de boro o fésforo y carencia estacional
de nitrégeno, observandose que los sintomas fueron més acusados cuando los

pies eran sensibles a los virus, como tristeza, xiloporosis y exocortis.

Como caso limite de la influencia de los virus en los niveles de nutrientes
en las hojas estd el hecho de que aparezcan diferencias no sélo cuantitativas
entre los elementos, sino también cualitativas, en este caso mas probablemente
entre compuestos quimicos, ya que resulta de gran interés para el diagndstico
bioquimico del virus. Se trataria de detectar modificaciones bioquimicas,
especialmente las prematuramente iniciadas por los virus, de caracter cualitativo
y especificas, es decir, por ejemplo, la presencia de una planta afectada por un
determinado virus de un producto que no se encontrara en una planta andloga
sana 100 por 100, lo cual podria ser de gran interés para la deteccion de los

virus por la precisién y muy probablemente gran sencillez del diagnéstico.

Se han visto diferencias significativas en la corteza de los érboles
enfermos de exocortis en relaciéon con drboles sanos, en lo concerniente al
contenido de amino4icidos y ciertos acidos orgénicos. Realizando estudios sobre

arboles enfermos de psoriasis se ha visto que la actividad peroxidésica es mucho
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mds activa en la corteza que en las hojas de los arboles enfermos. Esto permite
quiza establecer diagndsticos bioquimicos que pueden, ademas, diferenciarse de
los concernientes a las verdaderas carencias, discriminando de esta forma si se

trata de arboles enfermos por una u otra causa.

2.4.- Diagnéstico por medio del andlisis de la planta.

El empleo del andlisis quimico ("versus" foliar) de una planta como
método de diagnéstico no es nada nuevo. Fue usado por el quimico aleméan
Liebig hace mis de un siglo, para evaluar la fertilidad del suelo. Desde
entonces, se ha venido usando ampliamente para evaluar el estado nutricional
de los vegetales (Lundergdrdh, 1951; Chapman, 1966; Bergman y Neubert,
1976; Molina, 1982; Sanchez, 1985; Guzman, 1987; Valenzuela et al., 1993;
Benton Jones Jr. et al., 1991). Los investigadores mds antiguos emplearon la
planta entera para realizar sus andlisis, en tanto que los investigadores actuales
prefieren, generalmente, partes de la planta para obtener informacion referente
a su actividad metabdlica; por ejemplo, hojas, peciolos, cortezas, raices, frutos,
yemas, muestreadas en etapas del crecimiento muy concretas, y estableciendo
escalas o niveles de actividad y concentracion de iones en dichas partes de la

planta.

Tras el andlisis del tejido vegetal el fundamento existente es que la
concentracion o contenido de nutrientes, fracciones de éstos, y la actividad
enzimatica de una parte u 6rgano especifico de la planta, refleja el estado
nutricional de ésta y por lo tanto su capacidad de crecimiento. Las técnicas,

generalmente utilizadas, estdn orientadas a dar una medida directa de los
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nutrientes que la planta ha absorbido de la solucién del suelo, o del cultivo
hidropénico, mas que a valorar el aporte de iones en el medio de cultivo. Sin
embargo, el andlisis de la planta y del medio de crecimiento estdn, a veces,

relacionados entre si.

Es importante comprender lo que hay implicado en la expresion " estado
nutricional de la planta”. Como los elementos esenciales, y algunos que no son
estrictamente esenciales, pueden influir en procesos especificos del crecimiento,
el estado nutricional deberia abarcar la consideracién de una amplia escala de
nutrientes y la manera en que se relacionan entre si. Esto, sin embargo,
raramente se hace en la prictica actualmente, en parte debido a la falta de

conocimientos de estas interacciones.

Por desgracia, los valores obtenidos también resultan influidos por la
manera en que se recogen las muestras, y por las interacciones con los factores
ambientales (Leaf, 1973; Guzméan et al., 1984c). El método corriente para
superar tales problemas es la normalizacion de las condiciones de recogida,

aunque hay indicaciones de que también otros procedimientos valen la pena.

Los criterios fundamentales que hay que utilizar para escoger el método

de recogida de muestras para andlisis de tejidos son:

- Alta sensibilidad a la alteracién nutricional: grandes diferencias en los
valores medios entre normales de diferentes niveles nutricionales, acompafiados
de calculos precisos, daran alta sensibilidad. La precision estd influida por el

tipo de tejido, la posicién de éste en el drbol, la variacidn entre un arbol y otro,
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los cambios estacionales, etc...

- Précticabilidad del método en el campo, asi como costo.

- Buen empleo de los criterios de interpretacion empleados y tener un

concepto de deficiencia o rendimiento.

Se han estudiado varios y diferentes tejidos u érganos, aunque el empleo

de la hoja es el mas utilizado debido a su facil cutinizacién.

Algunos investigadores determinan, solamente, fracciones de nutrientes
que son solubles en 4cidos débiles o en soluciones tamponadas (Nicholas, 1957,
Yoneragan et al, 1991) o en tejido conductor (Scaifer, 1978). Generalmente, los
nutrientes solubles suelen ser empleados para el diagnostico de plantas anuales,
mientras que los iones totales se usan para el andlisis foliar de plantas

plurianuales (Sdnchez et al., 1989).

2.4.1.- Organos o tejidos que pueden ser analizados.

2.4.1.1.- Andlisis de la hoja.

Cuando los cientificos en agricultura del siglo pasado comenzaron a darse
cuenta que los elementos minerales en la planta eran captados del suelo en el
que ésta crecia, era l6gico suponer que el andlisis quimico del vegetal podria
usarse como método para valorar el aporte de los nutrientes necesarios en el

suelo.

17
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La mayoria del trabajo referente al andlisis quimico de las plantas fue
potenciado por el deseo de desarrollar técnicas que pudieran suplantar o, incluso

sustituir el andlisis del suelo.

La idea de usar el anilisis de las plantas para determinar las necesidades
de nutrientes del suelo, ha dominado el area de la nutricién vegetal durante
muchos afios. En los dos iltimos decenios han surgido gran cantidad de trabajos
experimentales que han provocado un cambio gradual, pero fundamental, en la
forma de pensar, ya que se ha puesto de manifiesto que en muchas situaciones,
y para una gran variedad de especies vegetales, la composicion quimica de las
mismas o de sus tejidos pueden reflejar directamente el estado de los nutrientes

o las necesidades por parte de las plantas (Heinen et al., 1991).

Recientemente, y quizds como resultado de los avances en el
conocimiento y entendimiento de los papeles y funciones que ejercen los
elementos minerales, se estdn desarrollando nuevas metodologias que difieren,
en principio, de las técmicas analiticas. Estas estdn basadas en cambios
fisiologicos o bioquimicos especificos provocados por deficiencias o,
alternativamente, en respuestas especificas inducidas en las plantas o en sus
tejidos mediante la adicién de elementos deficientes (Usuda y Shimogawara,
1991).

Se ha demostrado que el andlisis foliar, aplicado a arboles, es sensible
para detectar deficiencias o toxicidades y también presenta la ventaja de estar
directamente relacionado con la productividad (Robinson, 1980), pues la hoja

es el lugar donde se realiza el proceso fotosintético. Muchos de los factores que
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influyen en su precision se han estudiado en profundidad.

2.4.1.1.1.- Nutrientes totales.

Los elementos nutritivos minerales reaccionan unos con otros, tanto en
la biosfera como después de su absorcion por la planta, produciendo complejos

fendmenos de sinergismo y antagonismo.

De todo esto se deduce que es necesario conocer, como primera medida,
el gradiente nutritivo de un cultivo y lograr posteriormente un estado 6ptimo de

nutricién, de acuerdo con los fines de calidad y rendimiento perseguidos.

En este sentido, el analisis quimico de tejidos juega un papel fundamental,
pues, entre otros aspectos, se pueden lograr mejores conocimientos sobre los
elementos nutritivos, las cantidades y especies quimicas que se encuentran en
la planta y en el suelo, su absorcién y movilizacion, su distribucion a lo largo
del ciclo vegetativo y reproductivo, asi como el papel que desempefia cada

elemento y su utilizacién final.

El andlisis de tejidos, basado en un método apropiado de recoleccién de
muestras y una correcta interpretacion de los datos analiticos, es ttil, ademas,
para confirmar los sintomas de deficiencias o excesos de elementos esenciales

para la planta y evaluar los existentes en el suelo.

Lunderghiardh (1951) describe las bases fisiologicas del andlisis como

dependiente de dos procesos generales:
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- La absorcién y distribucién de minerales por las plantas.

- La relacién cuantitativa entre los elementos nutritivos absorbidos y el

crecimiento.

Las consideraciones fundamentales (Fernandez, 1966) en que se basa el

sistema de trabajo son:

- En un medio homogéneo y bajo los mismos factores externos, las hojas
fisiologicamente homogéneas (de la misma edad) dan los mismos

resultados analiticos.

- Hojas de plantas de la misma especie, cultivadas en medios desiguales
o sometidas a factores externos distintos, tendran, en general,
diagnésticos foliares distintos. Si las plantas muestran respuestas (usando
como criterio, por ejemplo, el desarrollo o rendimiento) a diferentes
medios, factores o tratamientos con fertilizantes, dichas respuestas serdn

reflejadas automdticamente por la composicién quimica de la hoja.

- Como los diagnosticos foliares estdn sujetos a variaciones de origen
externo, como clima, suelo u otros, no es posible utilizar, en sentido
absoluto, los valores obtenidos. Estos valores podran tener utilizacién
préctica cuando se usen hojas del mismo tipo, de la misma ubicacién en
la planta, de la misma especie y cultivadas en condiciones similares en

cuanto a factores externos.
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Una vez determinados los contenidos de los nutrientes en el tejido
adecuado, debe evaluarse la informacion a través de uno o varios sistemas de
interpretacion (Sanchez et al., 1992). En todo caso, cualquiera que sea el o los
sistemas a emplear si se desea utilizar el analisis foliar como elemento de
estudio para los problemas nutritivos, es necesario establecer previamente los
patrones o indices de referencia (Sarooshi et al., 1991; Thys et al., 1991;

Guzman et al., 1992; Lopez-Cantarero et al., 1992).

Las concentraciones de nutrientes en hoja, y en etapas especificas del
crecimiento, se usan como indice del nivel nutricional en planta. El anélisis se
basa en la opinién de que la hoja es laboratorio donde transcurre la mayor parte
de la actividad metabdlica, que los cambios en el suministro de iones se reflejan
en la composicion de nutrientes de la hoja, que estos cambios son maés
pronunciados en algunas etapas del crecimiento que en otras y que las
concentraciones de nutrientes de la hoja, en ciertas etapas del crecimiento, estan
relacionadas con el rendimiento o desarrollo de la planta y el rendimiento de la
cosecha. Trabajando en base a estos principios es posible determinar, de manera
experimental, la fase 6ptima del desarrollo de la planta y la posicién de la hoja
mas apropiada que refleje el nivel nutricional de la planta para luego cuantificar
las escalas o niveles nutricionales de la hoja que estén asociados a deficiencias
(sintomas presentes), deficiencias sub-clinica o deficiencia oculta (ausencia de
sintomas), niveles criticos (cerca de la suficiencia) y toxicidad (ver Fig. 1)
(Guzman, 1987).

Los niveles criticos de nutrientes totales en hoja, como los definié

originariamente Ulrich (1948) son la "escala de concentraciones a la cual el
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crecimiento de la planta es restringido en comparacién con el de las plantas a
un nivel superior”. Més tarde, el mismo autor (Ulrich, 1952) redefini6 las
concentraciones criticas como "la concentracién de nutriente a la cual es justo
deficiente para el crecimiento méiximo". Los valores criticos de nutriente en
hoja y los niveles de deficiencia establecidos por Ulrich y Hills (1967), para la
remolacha azucarera fueron cuantificados. Partiendo de dicho trabajo se puede
ver que la escala de concentraciones de nutrientes foliares normales de la
remolacha es muy amplia. La experiencia muestra que las plantas con
composicion de nutrientes muy diferentes dan rendimientos similares si los
nutrientes de la hoja estdn por encima de sus niveles criticos pero por debajo de
sus niveles de toxicidad (Davis et al., 1978). Trabajos recientes han demostrado
que los niveles criticos y por lo tanto el rendimiento, difieren entre variedades,
mostrando una gran diferencia de concentracién entre las distintas variedades
de melén (Sanchez et al., 1989), sandia (Vargas et al., 1989) o en otras
horticolas (Guzman et al., 1990).

Loneragan y Snowball (1969) propusieron el término "necesidades
funcionales de nutriente" para indicar la concentracién minima de iones dentro
de la planta que puede sustentar sus necesidades metabélicas a tasas que no
limiten el crecimiento. Usando soluciones nutritivas que fluian constantemente,
encontraron que la necesidad funcional media de Ca presente en las partes
vegetativas de las gramineas y de las leguminosas oscilaban desde 1 a 2 mg/g
en peso seco y que las pratenses y cereales iban desde 0.5 a 1 mg/g de Ca en
peso seco. Estos valores son mucho mas bajos que los valores criticos del ion
de lo que se dijo para el Ca (Guzmén, 1987), diferencia que los autores

atribuyen a las condiciones de suministro del Ca.
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2.4.1.1.2.- Nutrientes solubles.

Como se sabe, las raices, tallos y hojas de la planta representan la suma
de sus procesos de crecimiento, procesos que estdn influenciados por muchos
factores ambientales, los cuales no podrén ser jerarquizados de acuerdo con su
importancia ya que todos son esenciales. Sin embargo, puede asegurarse que
ninguno es méas importante que la nutriciéon mineral. Ello no solamente porque
proporcionan la base para la organizacion de los elementos y la subsecuente
composicion y cuantia del material vegetal producido, sino porque ejerce ciertas
influencias reguladoras que a menudo determinan la respuesta de la planta a

ciertas agresiones fitopatoldgicas.

-La hoja se compone de la red terminal de los tejidos conductores y un
parénquima asimilador formado por células mesofilicas. Como la planta tiende
a mantener constante la composicién mineral de los tejidos asimiladores, con el
andlisis de estos tejidos no se puede realizar un diagnéstico precoz o corregir,
por ejemplo, el abonado en un momento dado del ciclo vegetativo y no se
pueden estudiar los fendmenos que pueden producirse a lo largo de este ciclo
ni tampoco la respuesta de las plantas a la variacion de los diversos factores del
medio (Carpena et al., 1976). Contrariamente, los tejidos conductores se
componen de células esqueléticas que han perdido el citoplasma, las vacuolas
y hasta el nicleo y asi, su composicién propia no afecta a la composicién de la

savia.

La savia y la vacuola reflejan fielmente las condiciones metabélicas que

existen en el momento de la toma de muestras y de hecho presentan variaciones
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importantes de composicién quimica. Esta variabilidad no serd un obsticulo si
se separa la parte relativa a la absorcién, de la parte relativa a la organizacion.
La composicién quimica del material utilizado es sensible a la intervencion de
cualquier factor externo (intensidad y duracion de la luz, temperatura, régimen
de agua, etc.) y permite descubrir la manifestaciéon de un fenémeno nutricional
o un cambio en el medio, medir su intensidad y seguir su evolucién resultando

posible el diagndstico en cualquier momento del ciclo vegetativo.

Es evidente que un elemento absorbido en cantidad equivalente a las
necesidades de la planta puede no estar presente en la savia mas que en forma
de trazas, mientras otro que entra en la planta con un ritmo superior a su
utilizacién, se acumulard en la vacuola. Esto hace dificil el estudio de las
deficiencias en la nutricién y pone en evidencia la deficiencia o exceso de
cualquier elemento. La diferencia de composicién quimica entre ellos, se debe
también a las distintas condiciones de paso de los iones minerales a través de

las paredes celulares (Marigo et al., 1986).

2.4.1.1.2.1.- Material seco.

El estudio de los nutrientes solubles es antiguo (Oserkowky, 1932 y 1933)
pero dicha linea de interpretacion se ha continuado hasta nuestros dias (Sanchez
et al., 1989). El empleo de material seco posibilita el estudio de los nutrientes
que estdn como reserva o en vias de integracion (transporte). Ello permite poder
definir la potenciabilidad nutritiva del vegetal en estudio y también es posible
identificar en qué forma quimica se encuentra, asi como la estructura orgénica

de la que forma parte.
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El método de Oserkowky (1932 y 1933) permite obtener el Fe "activo"
presente en el material vegetal y estd basado en la disolucién con HCI del Fe
mds l4bil. Este método ha sido utilizado por diversos autores (Torrecillas, 1972;
Carpena et al., 1976) y con ciertas variaciones por Takka y Kaur (1984). Estos
dltimos determinan el Fe? ™ en el extracto dcido, mediante el método de la O-

fenantrolina, considerando m4s importante el ion ferroso y no el férrico.

Stuat (1935) extrae el N soluble del material vegetal por medio de una
solucién de citrato (0.05M, pH 5.0) durante 24 horas y el valor del N es
determinado por medio de un microkjeldahl. El método ha sido modificado por
Holland et al. (1967). Recientemente (Carpena-Ruiz et al., 1986) emplean un
procedimiento que diferencia cada una de las formas del N no integrado en la

estructura del vegetal (Carpena-Ruiz et al., 1990).

Smith en 1962 decia que "fracciones solubles en extractos se usan a veces
sin que se haya demostrado la existencia de alguna ventaja especial”. Desde
aquella época parece haberse demostrado cierta ventaja con el SO4 y con el
NOj en ciertos casos. Varios investigadores creen que los métodos analiticos
usados con fracciones solubles son mdis faciles de usar, principalmente porque
evitan que el material vegetal se convierta en cenizas, Oserkowky (1932 y

1933).

Con frecuencia, el contenido en materia seca de un nutriente total es lo
que se determina en el andlisis de plantas (por ejemplo: digestion con un dcido
o cenizas). La determinacion de s6lo una fraccion del contenido, por ejemplo,

que es soluble en agua o 4cidos diluidos o agentes quelantes, a veces suministra
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una mejor informacién del estado nutricional de la planta. Esta ha sido
demostrado para el Zn, donde la fraccién soluble en agua refleja el nivel
nutritivo mejor que la actividad del Zn total o la de la anhidrasa carbdnica
(Rahimi y Schropp, 1984).

Por diversas razones (Dekock et al., 1979) el contenido de Fe total no es
un indicador fiable del estado nutritivo del Fe. Por lo tanto, los datos sobre
niveles criticos de deficiencia o sobre los niveles adecuados se dan, si es que se
dan, s6lo con reserva (Romero, 1986a; Guzman et al., 1986a). Ello se debe a
que el contenido en Fe, en las hojas cloréticas puede que sea andlogo o incluso
superior al que hay en las hojas verdes. Esta discrepancia estd relacionada, en
parte con la forma del Fe en las hojas. El Fe ferroso (Fe2+) es la forma
fisiolégicamente disponible y la que sufre oOxido-reduccion reversible
Fe2t/Fe3+ (Bienfait, 1985). La determinacién del Fe2t en extractos de hojas
o la extraccion con 4cidos diluidos para la caracterizacion del Fe2t (V argas et
al., 1988) mejora considerablemente la correlacién entre el contenido de
clorofila y el Fe. Parece que también es un indicador apropiado para la

caracterizacién del nivel critico de la produccién (Katyal y Sharma, 1984).

Nicholas (1957), Molina (1982) compararon diversas fracciones solubles,
de cierto nimero de nutrientes, con el total y en general encontraron que estaba

estrechamente correlacionados excepto en el nivel denominado consumo de lujo.

En especies o tejidos con capacidad para acumular el N en forma de NOg,
el contenido de dicha forma es frecuentemente un indicador dptimo del estado

nutritivo de N de lo que es el N total (Ulrich, 1942). La concentracion de NO3
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en la base del tallo de trigo, medida de manera semicuantitativa (Beringer y
Hess, 1979) o cuantitativa (Papastylianou et al., 1982), asi como la cantidad de
NOj3 en los peciolos de las hojas plenamente expandidas de la remolacha
azucarera (Gilbert et al., 1983), el algodén (Tabor et al., 1984), centeno
(Hylton et al., 1965 a), girasol (Homenauth et al., 1986), kiwi (Prassad et al.,
1987) es un indicador fiable del estado nutritivo del N. Durante algunos afios
este test rapido se ha usado con éxito como base para recomendaciones del nivel
de fertilizante nitrogenado que se deberia aplicar durante la estacién de
crecimiento (Huett, 1985). En principio este método es apropiado para todas las
especies anuales, en las que el NOj es la forma principal absorbida
radicularmente y desplazada a los brotes. En especies que preferentemente
reducen el NOj radicularmente (por ejemplo, miembros de las rosiceas), o
cuando el N se aplica y absorbe en forma de NHZ, el test rapido de ciertos

amino4cidos o amidas puede que sea una alternativa al de los NOj3.

Las formas solubles del N presentes en las hojas u otros 6rganos,
frecuentemente muestran mayores diferencias asociadas al estado nutritivo de
dicho ion de lo que lo hace el N total, como sucede con Pseudotsuga menziesii
o melocotén (van den Driessche y Webber, 1975). Por ejemplo, los compuestos
de guanidina mostraron una diferencia de hasta 19 veces entre los tratamientos
en comparaciéon con el 40% para el N total. Sin embargo, debido a que la
variacion analitica y probablemente la variacién de un drbol a otro es mayor
para estos compuestos en comparacién con el N total, ya no son sensibles para
detectar diferencias entre los niveles de N. Ademds, los compuestos solubles de
N son también més sensibles a cambios en la temperatura y humedad que el N

total, pudiendo limitar su uso como instrumento de diagndstico.
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En plantas de Tsuga heterophylla, crecidas de forma natural, se ha visto
que la clorofila a y la total estdn estrechamente correlacionadas con el N total
(r=0.91 y 0.94 respectivamente) y las tres medidas estaban correlacionadas con
el llamado indice del lugar (r=0.84, 0.79 y 0.91, respectivamente) o con el
crecimiento final o maximo (Radwan y De Bell, 1980). Anilogamente, la forma
insoluble en alcohol de N y Fe total estaban positivamente correlacionadas con
el indice del lugar (r=0.72 y 0.79 respectivamente), pero las fracciones de N
soluble y la mayor parte de otros nutrientes no lo estaban. Esto sugiere que la
clorofila puede ser 1til como simple medida del estado de N total. Sin embargo,

las formas solubles en alcohol no prometen ser especialmente prometedoras.

Hylton et al. (1968) demostraron que el SO} era idoneo para diagnosticar
el status de S orgénico o total en tallos de centeno. El empleo de SO, impide
que las curvas de respuesta se alteren como sucede con el S total o con el
organico y, por ello, se prefiri6 la metodologfa analitica del SO . Para calcular
el estado nutritivo del S en planta, el contenido de SO7, principal forma de
almacenamiento del nutriente, es mejor indicador que solo el contenido de S
total (Frenery et al., 1978) y en arroz (Islam y Ponnamperuma, 1982) parece
ser la proporcion de SO, respecto al S total. En plantas plurianuales la
determinacién de los niveles de SO, se reconoce como medida til del S total
y también en Pinus radiata y Pseudotsuga menziesii (Turner, 1979). Se ha
demostrado que los niveles de SO, pueden ser un importante método para
determinar si una respuesta al N es posible y si se requiere un nivel que exceda
de los 400 ppm para asegurar una buena respuesta de crecimiento a la
aplicacién de una fertilizacién nitrogenada, suponiendo que otros nutrientes no

sean limitantes. Este estudio es también ejemplo de la necesidad de medir mas
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de un nutriente para poder determinar el estado nutricional del drbol. En las
plantas herbéceas la cantidad de SO como porcentaje de S total, es una medida
prometedora del nivel de S ya que parece estar menos influido por la edad de
la planta que las concentraciones de SOy (Spencer et al., 1978). Es también
interesante el que la razén N/S no ha demostrado ser una guia 0til para el S

total ni en las herbaceas ni en las plantas plurianuales (Spencer et al., 1978).

Lorenz et al., (1964) compararon los nutrientes totales con los extraidos
con 4cido acético al 2% en plantas de Solanum tuberosum, encontrando que
estaban fuertemente correlacionados con respecto al N, K y Mg, pero menos

con respecto al P y Ca solubles.

El P se encuentra en las plantas en forma de radical fosfato, bien como
fosfato inorgdnico, bien combinado con numerosos compuestos orgéanicos,
formando fosfolipidos, fitinas, azdcares fosforilados, acidos nucléicos ARN y

ADN y nucleétidos libres.

El empleo del P en forma de PO%‘ soluble en acético es preferido al P
total por algunos investigadores (Hylton et al., 1965 b). Con un incremento en
el suministro de P desde un nivel bajo a uno 6ptimo, todas las fracciones de este
ion en hoja aumentan incluso dichas fracciones distorsionan sus proporciones
cuando la planta es sometida a una fertilizacion nitrogenada (Valenzuela, 1987,

Valenzuela et al., 1992).

En 1959 gracias al trabajo de Ergler y Guinn se identifican numerosos

compuestos organicos € inorgédnicos que tenian al P como ion acompafante,
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pero el trabajo fue realizado con semillas de algodéon y los cambios
morfoldgicos y metabblicos que se realizan durante la germinacién no permiten
extrapolar los conocimientos a plantas enteras. Samotus y Schwimmer (1962 a)
realizan un estudio sobre la forma en que el P se almacena en tubérculos de
patata, llegando a la conclusién de que esta en forma de fitatos, que son sales

del 4cido fitico (Samotus y Schwimmer, 1962 b), llegando a ser dicha forma el
15-30% del P total (Quick y Li, 1976).

El siguiente paso se intenta con plantas enteras; para ello se utiliza
Cuscuta reflexa y se logran identificar dos clases de P: 4cido soluble y 4cido
soluble inorgéanico (Tewary y Singh, 1964). M4s tarde Barker y Manson (1964)
extraen el denominado P inorganico y el organico, ambas formas obtenidas a
partir de hojas de fresas, llegando a la conclusién de que la actividad de sintesis
de ciertos aziicares, y por lo tanto su metabolismo, es més facilmente seguido
y cuantificado gracias a dichas formas que teniendo en cuenta el P total. Bieleski
(1968) identifica las numerosas formas y compuestos de P en Spirodela
oligorrhiza, facilitando con ello el trabajo de posteriores estudios, y asi tenemos,
que plantas con un adecuado suministro de P, el 85-95% de P inorgénico se
encuentra localizado en las vacuolas (Bieleski y Ferguson, 1983). El estudio de
las diferentes formas del P en hojas de plantas plurianuales con fines de
diagnéstico es tardio, siendo Carpena et al.,(1973a) los iniciadores de dicho
método de trabajo aplicado a frutales. Hellin et al. (1975) determinan el P
inorgédnico en Citrus. Por otra parte, el estudio de las formas del P se ha
realizado, casi siempre, en estudios de fertilizacién con dicho ion, pero rara vez
en relacién con la deficiencia férrica y en hojas de citricos (Hellin et al., 1980).

De ambos trabajos se deduce que hay una acumulacién gradual del P inorgénico
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debido, quizds, a una mayor demanda de esta forma en los Organos de
desarrollo, y a una menor sintesis de azicares fosforilados y nucledtidos, todo
ello en hojas con claros sintoma de clorosis férrica. Hellin y Alcaraz (1980)
aplican una técnica aniloga, pero el nutriente distorsionador de las plantas de
limonero Verna es el Mn, obteniendo una disminucién en hoja de las formas
fosforadas como la soluble en 4cido, inorganica y el P total, cuando aumenta la
clorosis debida a la deficiencia del ion limitante, y las restantes formas
fosforadas varian su concentracion foliar a lo largo del ciclo (Valenzuela et al.,

1992).

La importancia de determinar solamente una fraccién definida de Ca se
encuentra en el trabajo de Brumagen y Hiatt (1966). Las diferencias en la
susceptibilidad de las variedades de tabaco respecto a la deficiencia de Ca no
estaba relacionada con el Ca total, sino con la fraccién soluble presente en las
yemas. Estas diferencias eran debidas a la tasa de sintesis del 4cido oxalico y,
por lo tanto, a la precipitacién de oxalato cilcico apenas soluble. De acuerdo
con ello el nivel critico de la deficiencia de Ca total es mayor en la variedad B
21 que en la Ky 10. Un proceso andlogo sucede en algunas variedades de
sandia, donde el Ca inorganico era la forma mayoritaria en todas, menos en el
caso de la variedad Panonia que resultd ser la fraccién soluble (Vargas, 1987;
Vargas et al., 1991), mientras que en foliolos de tomate la forma soluble y
orgénica tenian igual concentracién, y en pepino la forma predominante fue la
inorgénica (Valenzuela, 1987; Valenzuela et al., 1992). Trabajos de anilogas
caracteristicas realizados en plantas plurianuales son escasos y se pueden
destacar el realizado por Carpena et al. (1972) donde relacionan las fracciones

de Ca en plantas de limonero cuando éstas crecen en condiciones deficientes de
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Fe, llegando a la conclusién de que la carencia de dicho ion induce a una caida
de la concentracién de Ca en forma de oxalato y aumentando las formas
solubles e insolubles organicas al aumentar Ia concentracién foliar de Fe. En un
trabajo posterior (Carpena et al., 1973b) identifican la importancia de las
fracciones de Ca en 6rganos como: botén, capullo, flor, caliz, corola, androceo
y gineceo, teniendo todos ellos una concentracion predominante el denominado
Ca ligado a estructuras orgénicas, y en muy baja concentracién los denominados
Ca soluble y Ca insoluble orgénico. La proporcién de las distintas formas de Ca
en hojas de arboles fue realizado por Carpena et al. (1977 y 1978) llegando a
la conclusién de que el predominio de la forma denominada Ca insoluble
orgénico es indiscutible, independientemente de referirse al peso o a la
superficie foliar y siendo la fracciéon Ca insoluble inorgdnica la de menor
presencia. La incidencia de los fitosanitarios sobre algunas fracciones de Ca fue
estudiada por Sanchez (1985) en dos clases de Prunus avium 'y P. domestica.
Un estudio realizado por Valenzuela et al. (1992), en plantas de tomate y
pepino, demuestra que las fracciones de Ca, orgdnico e inorgdnico, ambos

insolubles, forman el 50% y el 80% del Ca total en tomate y pepino

respectivamente.

El estudio de las fracciones de Mg es mucho mas reciente, pues Todd lo
inici6 en 1961 y lo continué hasta 1962, reinicidndose en 1973 gracias al trabajo
de MclIntosh et al. Todos los autores anteriores identifican tres formas de Mg
ligadas a diferentes componentes de los vegetales estudiados y cada una de ellas
era extraida con un extractante diferente: el Mg clorofilico se obtenia en la
primera extraccién con acetona, una segunda extraccion con agua les permitia

obtener el Mg que estaba en las células y savia; la Gltima fraccién es la
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denominada insoluble en agua-acetona y el Mg obtenido es el que forma parte
de las fibras vegetales. Todos los autores coinciden en que el Mg aplicado
incide sobre las distintas fracciones y que el desarrollo vegetativo produce
alteraciones en alguna de las fracciones del nutriente. Se ha de resaltar que los
trabajos se han realizado sobre plantas forrajeras debido a la importancia del

Mg sobre el metabolismo de los poligéastricos.

La influencia del N o el P, aplicados sobre la rizosfera, sobre la
concentracion de las diversas fracciones de Mg, pueden quedar enmascaradas
por un efecto cruzado de ambos macronutrientes, pero el estudio de la accién
individual puede permitirnos eliminar y clasificar la actitud directa, pero dichas
formas del Mg en el tejido vegetal, de cada uno de los nutrientes presentes en
el substrato de crecimiento. Es en el nivel bajo de N donde se presentan las
mayores concentraciones foliares de las diferentes fracciones, salvo en el caso
del Mg residual. Esta tltima fraccién asi como la del Mg unido a aniones acidos
orgénicos, son las tnicas que se dejan sentir por la influencia de las diversas
concentraciones rizosféricas del P, mientras que las restantes fracciones nos
muestran diferencias entre los tratamientos del anién (N) (Lépez-Cantarero y

Romero, 1993).

Por lo tanto, la determinacién de sélo la fraccién soluble o una de ellas,
seria un método mas apropiado para calcular el estado nutricional del nutriente
en la planta. Es decir, la investigacién en el analisis de fracciones de iones, mas
bien que los totales, ha demostrado por consiguiente orientaciones prometedoras
para predecir si las respuestas a la fertilizacién son posibles y en qué grado. Por

ello, quizds una investigacion mis a fondo de estas cuestiones mejore la
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efectividad del andlisis foliar como instrumento de diagndstico.

2.4.1.1.2.2.- Material fresco.

El anilisis de los nutrientes solubles en material vegetal, a veces fresco,
denominado "test de tejidos", se basa en el cdlculo de los nutrientes solubles
extraidos de las hojas, tallos, peciolos, etc... Cuando a los vegetales se les
suministran iones en gran cantidad, una proporcion de éstos no queda totalmente
integrada en el tejido y suele estar en forma soluble. Por ejemplo; muchas
plantas acumulan NOj en el tejido conductor y asimilador (Valenzuela et al.,
1993) si el suministro de dicha forma nitrogenada excede a la capacidad de la
planta para reducir NOj3 (Schrader et al., 1968; Maynard et al., 1976; Smirnoff
y Stewart, 1985), si el Mo es el factor limitante (Notley y Wilson, 1960), o en
plantas con deficiencias de Ca, Fe, Mn u otros nutrientes. De manera similar
se acumula el P-inorgénico si el aporte de P excede a la demanda (Valenzuela
et al., 1993). Por el contrario, si el suministro de nutrientes es restringido la
concentracion de iones solubles en el tejido conductor decaera (Guzman, 1987).
Estos cambios pueden ser controlados mediante el anilisis de los tejidos o de la
savia, y las concentraciones pueden ser comparadas con los valores normales
u Optimos establecidos para la parte apropiada de la planta y su correspondiente

etapa de crecimiento.

Muchos disolventes se han usado y se usan, en el andlisis del tejido
vegetal para extraer los nutrientes solubles. Los extractantes empleados pueden
ser: agua, icidos minerales u orgédnicos diluidos, compuestos reguladores o

tampones como es el caso del "reactivo de Morgan". Estos anilisis, o tests
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rdpidos de tejidos, se llevan a cabo sobre extractos de pequefias porciones de
tejido conductor recolectadas de numerosas hojas. El procedimiento es:
aproximadamente 4 g de tejido finamente cortado se introduce en un bote con
40 ml. de "reactivo de Morgan" durante 15 minutos, pasado dicho tiempo se
filtra. Si aparece coloracion se debe de eliminar mediante la adicién de 0.2 g de
carbén activo, agitacion, y posterior filtracién. Sobre el extracto depurado se
realizan las determinaciones analiticas correspondientes y los resultados se
comparan con los valores previamente establecidos para cada cultivo, a
diferentes etapas de crecimiento y asociados a sintomas visuales de deficiencia

o toxicidad (Nicholas, 1948).

Nicholas (1957) indica que la aparente simplicidad de los test de tejidos
puede dar lugar a confusiones, y es solamente mediante el estudio intensivo de
las cosechas cultivadas bajo condiciones de suministro iénico experimental como
se pueden determinar los valores generales para el nivel normal y el de
deficiencia o toxicidad. Esta labor requiere frecuentes tomas de muestras de
diversas partes de la planta durante su ciclo biol6gico. Solamente entonces, se
pueden usar los test de tejidos de manera satisfactoria para determinar el estado

nutricional de las cosechas.

Syltie et al., (1972) emplearon los test de tejidos para identificar el nivel
de NOg3, P, K, Mg y Mn en campo y para plantas de maiz y soja. Para cada
determinacién, se obtenia una cantidad de savia y jugo celular, procedentes de
la maceracidn del nervio central (maiz) y peciolo (soja), que se depositd sobre
tiras de papel de filtro previamente impregnadas con el reactivo identificador del

nutriente correspondiente. El color desarrollado se comparé con €l color 6ptimo
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apropiado. De esta forma se establecieron las concentraciones criticas de
nutrientes presentes en el tejido conductor con respecto al NO3, P, K 'y Mn, no
siendo posible con el otro nutriente. Este método de campo demostré que eran

factibles buenos resultados de utilidad practica para el K en ambas cosechas.

Scaifer en 1978 demostrd que el método anterior era (til para mediciones
rapidas de NOj3, K y Ca presentes en el tejido conductor, bien en el peciolo o
en la base del tallo. El procedimiento puede realizarse en pocos minutos y en

casi todas las especies vegetales.
2.4.1.2.- Anilisis del peciolo.

En la eleccion de un 6rgano para su andlisis pueden usarse distintos
criterios, pero generalmente los mis importantes son la sensibilidad de la
respuesta y la estabilidad hacia los factores que no sean el abastecimiento de un
nutriente en cuestién que se esté tratando. Un cambio en el abastecimiento de
los nutrientes puede afectar de forma acentuada la morfologia de la planta, y por
lo tanto, alterar la proporcién de la materia seca distribuida en los diferentes
organos. Es importante que esto no deteriore la correlacién entre el contenido

de nutrientes y el crecimiento o produccién (Benton Jones Jr. et al., 1991).

Aunque generalmente se emplee toda la hoja, la concentracién en la
materia seca del peciolo puede ser ocasionalmente muy diferente a la del limbo,
por lo que la inclusion de los peciolos de diferente longitud puede dar resultados
diferentes (Bould, 1961). Ocasionaimente, el peciolo dard una mejor indicacién

del estado de nutrientes que el limbo. Esto, sin embargo, puede ser cierto para
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unos elementos y no para otros. Asi, por ejemplo, los peciolos dan un indice
mejor del estado del K que el limbo foliar (Shaulis, 1961). Esto, se encontré
también para el estado del K en las moras, mientras que el N se comportaba de
forma inversa (Bould, 1964). En la remolacha, los peciolos dan la mejor
indicacion del estado del N mientras que el limbo foliar es preferible para el

estado del S (Ulrich, 1961).
2.4.1.3.- Anilisis del fruto.

Las alteraciones producidas por la deficiencia de B y/o Ca en las semillas
de los frutos, quedan confirmadas satisfactoriamente por el analisis de los frutos
afectados. El moteado de la manzana, trastorno tipico de la carencia de Ca, se
caracteriza por depresiones en la piel asociadas a dreas necréticas de la subcapa
en la piel de la manzana (Wills et al., 1976). En algunas variedades de manzana
las 4reas necréticas pueden hallarse situadas a gran profundidad y entonces los
sintomas se podrian confundir con una suberificacién interna, trastorno
producido por una deficiencia en B. Se usa el anilisis del fruto o de la piel

solamente para diferenciar entre estos dos trastornos nutricionales.

Cuando la concentracién de Ca en fruto era inferior a 3 mg por 100 g de
peso fresco la senescencia del fruto se interrumpfia y el fruto se desprendia del
arbol sin haber madurado (Perring, 1968). El moteado en manzanas maduras,
se presenta cuando los frutos contienen menos de 5 mg de Ca en 100 g de peso
fresco (Perring y Jackson, 1975), aunque el umbral o limite varia con el tamafio
del fruto y con las concentraciones del Ca y Mg. La distribucién del Ca en la

manzana es desigual siendo madxima cerca de la piel y del peciolo, minima en
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la pulpa y en el céaliz (Faust et al., 1967). Aunque muchos investigadores usan
porciones del fruto para el andlisis, se ha demostrado que la composicién
quimica de la piel de la manzana estd mas estrechamente relacionada con la
incidencia de la formacién de las manchas de lo que lo estd la composicion del
corazbn y la pulpa. Estos autores encontraron una relacién lineal altamente
significativa entre el Ca existente en la piel (cv. Baldwin) y la incidencia del
moteado tras cinco meses de almacenamiento. Muestras con un valor medio de
Ca en piel que seria el 0.07% en materia seca (700 ug/g de Ca peso seco)
mostraron una pequeiia superficie (12%) afectada por el moteado mientras que
mas del 50% de los frutos manifestaban dicho sintoma cuando la media de la
concentracién de Ca en piel era inferior al 0.05% en materia seca (500 pg/g de
Ca p.s.). Chiu y Bould (1977). También usaron la piel para relacionar el
contenido de Ca y la incidencia del moteado de las manzanas, encontrdndose
que muy pocos frutos (cv. Egremont Russet) desarrollaron el moteado cuando
el Ca de la piel excedia de 450 ug/g en materia seca y las manzanas con una
concentracion en Ca superior a 500 ug/g en materia seca estaban libres de dicho
moteado. Parecia, por lo tanto, como si los diversos cultivares pudieran tener

diferentes concentraciones criticas de dicho nutriente.

La aparicidon de necrosis en el extremo de las flores de los tomates estd
producida por una deficiencia de Ca cuando los frutos se estidn desarrollando
(Lyon et al., 1942) aunque puede que haya una amplia cantidad de Ca en los
foliolos. El analisis quimico de los frutos afectados por el Ca se puede usar para

confirmar dicho trastorno (Chiu y Bould, 1976).

La deficiencia de B en frutos de manzana produce una suberificacion del
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exterior e interior, un acorchamiento del denominado corazén y graves
distorsiones del fruto (Demetriades et al., 1963). Estos trastornos estan
asociados a concentraciones de B en fruto de 5 a 10 ug/g de materia seca,

siendo el contenido normal mas de 10 pg/g de materia seca.

la deficiencia de B en las peras produce depresiones superficiales en el
fruto, extendiéndose por debajo de la pulpa junto con una suberificacién de
dicho tejido, y un agrietamiento en los frutos afectados gravemente por dicha
carencia (Johnson et al., 1955). Estos sintomas pueden ser mal interpretados,
pues hay un virus (virus del hueso pétreo) que produce andlogos efectos y ello
solo puede ser confirmado por medio del andlisis del fruto para comprobar el

contenido de dicho nutriente (Johnson et al., 1955).

2.4.1.4.- Anilisis de la corteza.

En ausencia de hojas, el andlisis de la corteza puede usarse para
diagnosticar ciertos trastornos i6nicos, como por ejemplo la necrosis interna de
la corteza del manzano en comparacién con el virus cuyo efecto es un agrieteo
en forma de estrella, asociado al exceso de Mn (Berg y Clulo, 1946), la
existencia de granos internos en los brotes del manzano y del peral, debido a la
deficiencia de Cu (Bould et al., 1953 b), la aparicién de la cisticercosis y granos
en los vastagos jévenes del manzano, causado por una deficiencia en B (Rogers
et al., 1965), o la aparicion de dichas protuberancias granuladas en los vistagos
de albaricoque y ciruelo debidas a toxicidad de B (Eaton et al., 1941), o para
determinar el nivel de P en Hevea brasiliensis (Marel, 1960), o en el suelo

donde crecen dichos arboles (Bolle-Jones, 1957).
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Shelton y Zeiger (1970) encontraron que el Mn se acumulaba en zonas
especificas de la corteza de los brotes del manzano, y ello sucedia antes de la
aparicion de necrosis interna en la corteza y que los valores medios de Mn en
corteza no siempre reflejaban la gravedad de los sintomas. El trabajo de Nagai
et al., (1965) realizado con manzano demuestra que cuando la concentracion de
Mn es de 1750 ug/g en peso seco de corteza, aparecen pustulas en la corteza
y ésta se necrosa; mientras que cuando la concentracion es de 345 ug/g en peso
seco solamente aparecen pustulas (Bould y Bradfield, 1955). Ello nos demuestra
que las variedades de manzano varian notablemente en su susceptibilidad al

exceso de dicho nutriente.

La deficiencia de Zn suele estar caracterizada por hojas de menor tamafio
y agrupadas en forma de roseta, sobre todo cuando la concentracién de Zn en

corteza es inferior a 10 pg/g en peso seco (Bould et al., 1953 a).

Domoto y Thompson (1976) encontraron que altas concentraciones de K

y bajas en Ca estimulaban la necrosis interna de la corteza en el manzano.

2.4.1.5.- Anilisis de 1a savia.

Los antecedentes del andlisis de savia, tal y como se utiliza en la
actualidad, podrian encontrarse en una serie de publicaciones sobre el andlisis
quimico de tejidos vegetales frescos como los publicados por Gilbert (1926),

Thornton et al. (1934), Nicholas (1953) y Magnitski (1954, 1956).

En estos métodos se determinan solamente ciertas formas de algunos
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elementos, cuyas variaciones se consideran significativas en relacion al nivel de
la nutricién de la planta en estos elementos y estin basados en el andlisis

limitado de la fraccién mineral. Son, en general, dificiles de interpretar.

El investigador francés Routchenko (1967) da a conocer el método de
analisis de savia, compendio de sus anteriores publicaciones sobre el tema:
Routchenko (1964, 1965), Delmas, Routchenko y Baudel (1959), Routchenko
y Delmas (1962), Routchenko y Lubet (1966), Routchenko y Cadahia (1967),
etc. establece que es preciso disponer de una metodologia de anilisis de planta
que informe simultdneamente sobre la intensidad con que los elementos entran

en la planta y por otra parte sobre el ritmo de su utilizacién.

Mientras el anélisis foliar valora los elementos quimicos como conjunto,
el andlisis de savia considera diversas formas quimicas para cada elemento
principal. Mediante el andlisis de savia, se pueden poner en evidencia ciertas
desviaciones del metabolismo del N o del P, se puede corregir un accidente de
nutricion durante la vida del vegetal, mediante el establecimiento de un
diagnostico y permite valorar el grado relativo de importancia de los diversos

factores del medio de cultivo.

Los fundamentos fisiologicos del método de andlisis de savia estin
basados en la forma en que se integran y distribuyen los distintos iones
absorbidos por la planta. Cuando la actividad organizadora de ésta es
insuficiente, parte de los elementos absorbidos se acumulan bajo forma iénica,
constituyendo una reserva mineral de la planta. A partir de ésta, ird

metabolizando los elementos sintetizadores (N, P, S) transfiriendo a tejidos y
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6rganos en formacién, aquellos elementos que estdn bajo forma idénica (K, Na,

Cl), o integrando parcialmente en compuestos organicos, otros elementos como
Cay Mg.

El material utilizado para el anilisis, siguiendo esta metodologia, es el

jugo extraido de tejidos conductores. Veamos porqué:

La hoja se compone de una red terminal de tejidos conductores y un

parénquima asimilador formado por células mesofilicas.

La planta dispone de un mecanismo de autorregulacién que tiende a
mantener constante la composicién mineral de los tejidos asimiladores y solo las
vacuolas de las células de dichos tejidos son sensibles a las variaciones de
composicién del medio de cultivo. Esto limita la efectividad del analisis de la
hoja como conjunto, puesto que el jugo vacuolar es solamente una pequefia parte
del tejido total analizado. Por el contrario, los tejidos conductores estin
formados por células que carecen de, entre otras cosas, de vacuolas y por esto,
la composicién de las células no afecta a la composicién de los jugos que
circulan a través del tejido conductor. Como por otra parte, la composicién
mineral de los jugos no se ve modificada por la presencia del xilema y floema
(Routchenko, 1967), el material utilizado en la metodologia del anélisis de savia,

serd el extracto de tejidos conductores, preferentemente peciolos, nervios

centrales, etc.

El andlisis de la savia floemitica, recogida la muestra a la altura media

de la copa, ha demostrado ser prometedor, aunque las muestras son féciles de
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recoger tienen el inconveniente que daiian al tallo. El N presente en el floema
y el N total en hoja han sido correlacionados, asi como con el crecimiento del
arbol en diversas coniferas (White et al.; 1970; Hethrington y Owns, 1979;
Timmer, 1979), mientras que Alcubilla y Rehfuess (1975) encontraron que los
niveles de N en el floema de Picea abies se correlacionaban mejor con el nivel
de N en hoja del afio anterior. Sin embargo, segin Will (1965) en pruebas de
fertilizacion realizadas con Pinus radiata en suelos muy deficientes en P no se
encontré una notable correlacién con el fésforo. Como las muestras del floema
tienen mayor edad fisiol6gica que las foliares, puede que las variaciones ionicas
anuales se detecten més dificilmente. En un ensayo de fertilizacién con Picea
glauca, los incrementos en la concentracién de N, procedentes de la urea
aplicada, fueron detectados durante tres afios en el floema, pero solamente dos

afios en hojas normales (Timmer, 1979).

El andlisis del contenido floemitico tiene algunas desventajas. La
concentracion, de la mayoria de los iones, es menos de la mitad en hoja,
presumiblemente con mayores errores analiticos y con una variacién entre
arboles muy alta, superior al 40-50 % como sucedi6 en Picea sitchensis
(Hetherington y Owens, 1979). Asi pues, no es sorprendente que Driessche y
Webber (1977) no encontraran el andlisis de la savia floematica respecto al N
total, u otros compuestos solubles de N, mejor que el anilisis foliar para
detectar las diferencias entre tratamientos en el caso de Pseudotsuga menziesii.
De manera andloga, Timmer (1979) encontré que el cambio relativo en los
niveles del N floematico respecto a la fertilizacion con urea, era menor que en

hojas normales.
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El anélisis de jugos vegetales, a pesar de estar basado en un planteamiento
riguroso desde el punto de vista fisiol6gico y analitico y en una interpretacion
precisa y coherente, no ha tenido la aceptacién que podia esperarse debido, a
nuestro juicio, a que es un método muy complejo y laborioso que no permite,
en un laboratorio de andlisis de planta convencional, la realizacién diaria de

largas series de muestras, como en el caso del anélisis foliar.

No obstante esto, una considerable cantidad de trabajos publicados con
posterioridad a 1967, atesteguan que, pese a su dificultad, el método de
Routchenko es un valioso instrumento en manos de los cientificos especialistas
en nutricién vegetal, para interpretar y resolver problemas en el campo de la
fisiologia vegetal y la quimica agricola. Recogidos en la Gltima publicacion de
Routchenko (1975), aparecen algunos trabajos recientes de diversos
investigadores: Forestier (1968), Cadahia (1968), Aguilar el al. (1971),
Rodriguez y Gonzalez (1975), Rodriguez et al. (1972, 1975), Jaime (1973),
Jaime et al. (1974, 1976), Calvo y Cordova (1973), Hernando y Cadahia
(1973), Hernando et al. (1975), etc.

2.4.1.6.- Anilisis de raices.

Muestras de raices cuyos didmetros estaban comprendidos entre 10 a 15
cm y a una profundidad de 30 cm, fueron analizadas para ser estudiadas por
Van den Driessche y Webber (1975 y 1977). El resultado obtenido fue
escalarecedor, pues volvieron a encontrar claras tendencias estacionales en la
concentraciéon de N total, N soluble y compuestos de arginina y guanidina,

sugiriendo que las raices eran tan buenas indicadoras del nivel de N como las
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hojas y que eran capaces de detectar diferencias entre tratamientos. Se cree que
en 4rboles la arginina es un compuesto importante de almacenamiento del N, y
como el N, se almacena aparentemente en esta forma para emplearse en los
brotes de primavera y asi su valoracion o cuantificacion en las raices puede que

sea util para indicar cudndo es necesario el aporte de dicho ion.

2.4.1.7.- Anilisis del mantillo.

El anilisis del mantillo recientemente formado, que puede ser ficilmente
recolectado, ha mostrado ser prometedor en algunos estudios realizados para
diferenciar entre plantaciones con diferentes rangos de N (Miller y Miller,
1976). Ademas, en Pinus nigra var. maritima cuya plantacioén se desarrollaba
sobre arenas deficientes en N, habfa una correlacién muy buena entre Ila
concentracion de N total en hojas normales de la parte superior de la copa y las
agujas que caian en el otofio siguiente. Como el crecimiento estaba
estrechamente relacionado con el anterior nivel foliar anual de N, estaba
también estrechamente correlacionado con el mantillo del afio correspondiente.
En el caso del Pinus laeda se han encontrado débiles, pero significativas,
correlaciones entre los nutrientes de las hojas y del mantillo para el caso del N,
P, Ca y Mg, pero no el K (Lea y Ballard, 1982). un problema encontrado en
este altimo estudio fue el del incremento de variacién entre muestras. Con
objeto de poder desarrollar el uso del analisis del mantillo como instrumento de
diagnéstico se precisa de mds estudios sobre los diversos parimetros que pueden
afectar al mantillo, asi como un estudio de la influencia ejercida por las
variaciones temporales (Van den Driessche y Webber, 1977). Ademis, es

probable que sea necesario medir las concentraciones de los nutrientes y la
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razén concentracion/nutriente. La valoracién de la cantidad de hojas caidas
anualmente puede que suministren datos ttiles adicionales sobre las condiciones
de las plantaciones y su posible respuesta a los fertilizantes (Van den Driessche,
1979).

2.4.2.- Muestreo y preparacién del 6rgano analizado.

Kenworthy (1964) y Chapman (1966) han descrito algunos procedimientos
de toma de muestras para muchas cosechas. Los 6rganos y/o tejidos a usar,
como indice del nivel nutricional, deberin seleccionarse en base a su edad
fisiolégica y a la movilidad de los nutrientes, mas que sobre los cambios
estacionales anuales (Guzmén, 1987). Para la mayoria de las cosechas, y para
muchos nutrientes, se usan hojas fisiolégicamente maduras (Sidnchez, 1987,
Valenzuela, 1987; Vargas, 1987), siendo las excepciones el uso de hojas jovenes
para determinar el nivel de Ca, Cu y S (Loneragan et al., 1980). Estos
nutrientes son relativamente inméviles una vez metabolizados y no se
transportan desde las hojas viejas a las jévenes bajo condiciones de alteraciones
i6nicas (Guzmdn, 1987). Es recomendable recolectar de 25 a 100 o maés
unidades (hojas y/o peciolos) por muestra para la determinacién de nutrientes,
dicho ntmero varia con la superficie a muestrear, con objeto de reducir al
minimo los posibles errores que puedan surgir al tomar las muestras (Guzman,

1987). Detalles mas completos de lo anteriormente expuesto se dan en la
TABLA 1.
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TABLA 1.- Organo analizado y estadio fenolégico para distintos nutrientes
y especies segin diversos autores.

ESPECIE NUTRIENTE ESTADIO TEJIIDO REFERENCIA
Beta vulgaris P Mitad del ciclo biolégico Peciolos Hills y Ulrich 1978
Capsicum annuum K Inicio de la fructificacién Peciolos Lorenz y Tyler 1978
P
Chrisantemun morifolium N Madurez Hojas Lunt y Kofranek 1964
P
Citrulius lanatus K Fructificacién temprana Peciolo de la 62 hoja Lorenz y Tyler 1978
Cucumis melo NO; Primer fruto maduro Peciolo de la 6 hoja Lorenz y Tyler 1978
Dianthus cariophyllus B Mitad del ciclo biolSgico 4° 0 5° par de hojas desde la Oertli 1964
base
Gossipyum hirsutum Fe Plantas de dos meses de Limbo foliar Vretta-Kouskoleha y Kallinis
edad 1968
Junglans nigra Fe Madurez Hojas Hacskaylo et al. 1969
Lycopersicon esculentum P Floracién temprana Peciolo de la 4* hoja Lorenz y Tyler 1978
Nicotiana tabacum Fe Madurez Hojas Oertli y Jacobson 1960
Persea american Fe Madurez Hojas Bingham y Beutel 1957
Pisum sativum Fe Madurez Hojas Oertli y Jacobson 1960
Solanum tuberosum NOj; Inicio del ciclo bioldgico Peciolo de 1a 4* hoja Lorenz y Tyler 1978
P
Cucumis melo vars. Macronutrientes ~ Madurez Hojas Sénchez 1987
Micronutrientes Madurez Hojas Sanchez 1987
Citrullus lanatus vars. Macronutrientes ~ Madurez Hojas Vargas 1987
Micronutri;mnes Madurez Hojas Vargas 1987
Lycopersicon sculentum Macronutrientes ~ Madurez Hojas Valenzuela 1987
Micronutrientes Madurez Hojas Valenzuela 1987
Phaseolus vuigaris Macronutrientes ~ Madurez Hojas Guzmén 1987
Micronutrientes Madurez Hojas Guzmin 1987
Solanum melongena Macronutrientes ~ Madurez Hojas Lépez-Cantarero et al., 1992
Zea mays Fe Madurez Hojas de la porcién media Jacobson 1945
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Las muestras normalmente no deberian tomarse de plantas dafiadas por
enfermedades, plagas o lesiones quimicas, a menos que tal dafio sea el objeto de
estudio. Para el diagnéstico de los trastornos i6nicos se requiere un minimo de
dos muestras, a menos que se disponga de los valores normales y deficientes o
toxicos de los nutrientes (Guzmdn, 1987; Sinchez, 1987; Vargas, 1987),
consistiendo una en hojas que muestren sintomas tipicos de trastorno y, la otra,
para comparar hojas normales de la misma edad fisiol6gica y variedad tomada

de una zona adyacente o diferente.

Si las muestras se contaminan por una aplicacién foliar de nutrientes, o
polvo, y se requieren para el analisis de los iones, se deberia aplicar en primer
lugar, un procedimiento de limpieza. Una vez recolectadas las muestras, antes
de secarse, deberian enjuagarse rapidamente en una disolucion ligeramente dcida
(Mason, 1952) o diluida de detergente (Lachica, 1967) y, a continuacion,
efectuar dos o mas enjuagues rapidos en agua destilada. A veces se usan liquidos

de lavar acidificados en el caso de que haya que someter a ensayo el Fe.

Tras eliminar el exceso de agua de la superficie del 6rgano, con papel de
filtro, las muestras se deberian secar a 65 -80° C en estufa con corriente de aire
forzado, molerlas en un molinillo de acero inoxidable o mortero de 4gata y
volverlas a secar a 80°-90° C durante seis horas antes del analisis (Lachica,
1967). Las muestras preparadas de esta manera pueden almacenarse al menos

durante dos afios sin cambios significativos en la composicion iénica (Sanchez,
1977).
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2.4.3.- Factores que afectan a la concentracién de nutrientes en el 6rgano

analizado.

La concentracién de nutrientes en hoja estd influida por el medio
ambiente, el suministro de iones (Valenzuela et al., 1993), la edad y posicion de
la hoja (Guzmdn, 1983; Guzman et al., 1991), asi como el tamafio y calidad del
fruto (Sanchez, 1987; Vargas, 1987; Del Rio et al., 1992). El N foliar y las
concentraciones de P y K, generalmente disminuyen, mientras que las
concentraciones de Ca y hasta cierto punto las de Mg, aumentan con la edad de
la hoja (Guzman, 1987). Los efectos posicionales y de edad sobre el porcentaje
de N y Ca en las hojas de Ribes nigrum fueron estudiados por Bould (1955) més
intensamente. Los factores estacionales y de otro tipo que afectan a la
concentracion de nutrientes foliares deberian tenerse en cuenta a la hora de

interpretar los datos del andlisis foliar como método de diagndstico (Bates,
1971).

2.4.3.1.- Edad del 6rgano.

Smith (1962) afirma que "junto al suministro de elementos, la edad
fisiologica del tejido es, probablemente, el factor mis importante que afecta a
la composicién mineral de una especie dada". Parece haber un acuerdo general
con esta afirmacién. El efecto de la edad del tejido sobre la concentracién de
nutriente puede estar notablemente afectado por cambios en el suministro de
nutrientes, como por ejemplo por el abonado nitrogenado y su influencia en el
dpice terminal (Ulrich y Hills, 1967). Smith afirma que la tendencia no es

alterada fundamentalmente por el suelo, el clima o los factores de cultivo, pero
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puede ser alterada por el nivel de sumistro”. El clima y los factores de cultivo

pueden obviamente cambiar el modelo si afectan al suministro de nutrientes.

El contenido de nutrientes, en funcién de la edad varia segln la especie
y segun el nutriente. Cualquier método de andlisis de plantas tiene que tener en
cuenta los grandes cambios que se producen en el contenido de nutrientes en
funcion de la edad y tiene que ser itil para predecir la necesidad de nutrientes.
Por consiguiente es importante que la edad fisioldgica del tejido sea la misma en
cada planta, campo o parcela de la que se haya tomado la muestra,
independientemente del grado de deficiencia. Si se tuvieran que analizar plantas
enteras de maiz deficientes en P y las que tuvieran el P adecuado, ambas
sembradas al mismo tiempo, la edad fisiologica media del tejido en las dos
podria ser muy diferente. Como la frecuencia del P afecta a la tasa de
crecimiento y al desarrollo de la planta, la planta deficiente podria tener tres
hojas, mientras que la no deficiente tendria cinco. Las hojas mds viejas de las
plantas de cinco hojas serian fisiolégicamente m4s viejas que las de las plantas
de tres hojas, dando como resultado una edad media diferente para las plantas
deficientes y no deficientes. Guzman et al. (1991) demostraron que la
concentracion de P en plantas horticolas disminuye con la edad. Asi pues,
aunque cabria esperar que la planta deficiente fuera inferior en P, a causa de la
deficiencia, esto se compensaria por su menor edad fisiol6gica. Este cambio en
la concentracién de un nutriente en funcién de la edad es debido, probablemente,
tanto al contenido de nutriente cambiante de un tejido dado con la edad, las hojas
por ejemplo, como al cambio de las proporciones de ciertos tejidos en funcién
de la edad, como por ejemplo un incremento en la proporcién del tallo y una

disminucién en la proporcién de tejido de la hoja.

50




INTRODUCCION

Loneragan y Snowball (1969) destacan que la edad fisiologica es
particularmente importante para el Ca y otros nutrientes que no son ficilmente
desplazados en el floema. Cuando se suministra a dosis superiores a las
necesarias, el Ca se acumula en el tejido. Si entonces se reduce el suministro de
Ca el nuevo tejido puede ser deficiente y quedar reducido el crecimiento
mientras que en el tejido mas viejo permanezca atn alta la concentracion de
dicho ion. A menos que el suministro de Ca a la planta haya permanecido
constante durante todo el crecimiento, el andlisis serd, por consiguiente,

significativo solamente si se usa tejido joven de una edad fisiolégica comin.

Una técnica de muestreo muy corriente usada por cierto niimero de
investigadores con experiencia en el andlisis de plantas es el tomar muestras de
las ultimas hojas plenamente expandidas. Esta es probablemente una manera tan
efectiva como cualquier otra de suministrar tejido de la misma edad fisiologica
tanto sobre plantas deficientes como sobre las adecuadamente fertilizadas
(Guzman et al., 1991)

Un examen de TABLAS 2 y 3 muestra que muchas de las curvas de
respuesta en forma de C se obtuvieron con tejidos tales como la planta entera,
paja, grano o los tallos inferiores que no se podia esperar que suministraran
tejido de la misma edad fisiol6gica, tanto sobre las plantas bien abonadas como
las deficientes. Incluso el grano ya desarrollado de Avena sativa (Piper, 1942)
puede que no sea de la misma edad fisiol6gica ya que puede ser que el grano no
madure plenamente sobre las plantas deficientes. Las plantas de avena
deficientes, frecuentemente producen la mayor parte de las vainas vacias y por

lo tanto seria de esperar que tuvieran un contenido de nutrientes diferente al de
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las plantas bien fertilizadas con granos grandes y de contenido alto en almid6n.
Un cambio en el procedimiento de muestreo probablemente habria eliminado la
curva en forma de C en estas situaciones. En los trabajos de Ingestad (1964),
Rossell y Ulrich (1964), Saalbach y Judel (1966) puestos en las listas del cuadro
adjunto, el tejido escogido seria de esperar que suministrara la misma edad
fisiol6gica en cada una de las muestras. Todos estos autores pudieron evitar la
curva en forma de C, bien mediante el uso de un tejido diferente, bien mediante
el uso de una fraccion diferente de nutriente. Asi pues, parece que teniendo un
razonable cuidado, especialmente al elegir el tejido, se puede evitar la curva en

forma de C.

Incluso en el tejido seleccionado, para suministrar informacién, de igual
edad fisiol6gica pero recolectado en fechas diferentes, hay normalmente cambios
en su concentracion idnica al ir avanzando la estacién (Guzmdan, 1987; Sanchez,
1987; Valenzuela, 1987, Vargas, 1987; Valenzuela et al, 1993). Por
consiguiente, las concentraciones de nutrientes en las muestras solamente pueden
ser interpretadas si estd definida la fase de crecimiento en el muestreo. En
cualquier caso esto requerird el muestreo de plantas deficientes y normales en
momentos diferentes. Cominmente se sugiere que para la mejor interpretacion
se deberia tomar una serie de muestras durante una parte considerable de la

estacion de crecimiento.
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TABLA 2.- Ejemplos de tejido y 6rganos analizado para la obtencién del

nivel 6ptimo, en algunos macronutrientes.

NUTRIENTE MEDIO DE CULTIVO ESPECIE TEJIIDO REFERENCIA
P Suelo Hordeum vulgare Paja Poulsen 1950
Mg Suelo Avena sativa Paja Jacobsen y Steenbjerg
1964
S Suelo Lolium multiflorum  Hoja Saalbach y Judel 1966
Macronutrientes Invernadero Cucumis sativus 82 hoja Guzmén et al. 1992
Macronutrientes Invernadero Cucumis melo 62 hoja Valenzuela et al. 1992
Macronutrientes Invernadero Capsicum annuum 4* hoja  Guzmén et al. 1992
Macronutrientes Inveradero Solanum melongena  4* hoja  Lopez-Cantarero et al.
1992
S Solucién Lolium multiflorum Tallos Ulrich y Hylton , 1968
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TABLA 3.- Ejemplos de tejidos y dérganos analizados para la obtencién del nivel

optimo, en algunos micronutrientes.

NUTRIENTES MEDIO DE CULTIVO ESPECIE TEJIDO REFERENCIA
Cu Suelo Avena sativa Planta entera  Steenbjerg 1945
Mn Suelo Avena sativa Planta entera  Steenbjerg 1945
Cu Suelo Hordeum vulgare Paja Steenbjerg 1951
Cu Suelo Hordeum vulgare Granos Steenbjerg 1951
Mn Arena Lycopersicon esculentum  Tallo Hewitt 1956
inferior
Zn Solucioén Zea mays Planta entera  Hiatt y Massey
1958
Zn Campo Zea mays Planta entera  Hiatt y Massey
1958
Zn Solucion Beta vulgaris Peciolos Rossel y Ulrich
maduros 1964
Zn Solucién Beta vulgaris Limbo foliar Rossel y Ulrich
1964
B Solucion Betula sp Raices Ingestad 1964
Micronutrientes Invernadero Phaseolus vulgaris Hojas Guzmin et al.
1990
Micronutrientes Invernadero Cucumis melo vars. Hojas Sanchez et al.
1989
Micronutrientes Invernadero Cucumis sativus Hojas Valenzuela y
Romero 1988
Micronutrientes Invernadero Solanum melongena Hojas Loépez-Cantarero
et al. 1993
Zn Solucién Medicago sativa Tallos Lo y Reisenauner

1968
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Aunque la concentracién de nutrientes en el tejido de la planta, cambia
con la edad de la misma, existe duda respecto a si la concentracién critica
cambia con la edad de ésta. Lorenz et al. (1964), Guzman (1987), Valenzuela
et al. (1993) y Lewis (1992) han llegado a la conclusién de que si cambia.
Lorenz et al., (1964) tomaron muestra del peciolo y nervio central de la cuarta
hoja procedente del dpice en crecimiento de Solanum tuberosum a intervalos de
dos semanas. Mostraron la existencia de una rdpida caida en las concentraciones
de K, NOj y PO?{ solubles en 4cido acético. Sin embargo, como las
concentraciones de los nutrientes en el tejido, del que se ha tomado la muestra
en diferentes etapas, estidn todas relacionadas con el mismo rendimiento final,
no es posible determinar en qué momento o momentos, durante el periodo de
crecimiento, eran criticas las concentraciones en las plantas, mostrando la
existencia de un modelo similar en la concentracién de nutrientes con el tiempo.
Ulrich y Hills (1967) sugieren que el "nivel de seguridad” de la aplicacion de
fertilizantes es aquel que evita que el nivel de nutrientes en la planta caiga por
debajo del nivel critico y sea demasiado tarde en la estacién como para dar
tiempo a una respuesta a las cantidades adicionales del nutriente en cuestiéon. En
teoria, los conceptos de los primeros y de Ulrich y Hills (1967) son totalmente
diferentes. Los primeros autores suponen una concentracion critica cambiante
de nutriente en funcién del tiempo en un tejido determinado. Los segundos
suponen una concentracién critica constante, pero concentracién cambiante, de
manera que el momento en que las plantas se hacen deficientes puede variar,
pero no la concentracidén en el tejido seleccionado en el que se presenta la
deficiencia. Aunque hay pocas razones para dudar de que la concentracién
critica del nutriente en una planta completa cambie con la edad, parece ser

cuestién abierta el que un tejido seleccionado por su edad fisioldgica, en
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momentos diferentes de muestreo tiene 0 no una concentracidn critica
cambiante. Esta es una cuestién dificil de resolver y en la préctica no es de gran
importancia. Los primeros y Ulrich y Hills (1967), aunque difiriendo en su
concepto de nivel critico, llegan a una respuesta similar respecto a lo adecuado

de una particular concentracién de nutriente en el tejido de la planta.

La composicién de cada 6rgano o tejido cambia durante su desarrollo bajo
la influencia de varios factores y para el total de la planta. Cada elemento
presenta normalmente un patrén caracteristico del cambio en un tejido dado a
medida que se desarrolla, madura y finalmente envejece. Los datos que han sido
tabulados por Guzmaén et al. (1990) indican que las concentraciones de N, Py
K en la materia seca disminuyen siempre con la edad, mientras que otros como

el Ca y el Mg aumentan normalmente.

Pero el comportamiento de los micronutrientes depende de la especie
vegetal estudiada, y asi tenemos que en habas el Fe desciende con el tiempo, el
Zn aumenta y el Mn permanece estable durante todo el ciclo (Sinchez et al.,
1984), pero en plantas plurianuales Fe y Mn aumentan sus concentraciones con
el tiempo y el Zn permanece constante (Guzméan y Romero, 1985; Guzmén et
al., 1986b; Romero, 1986b).

Estas diferencias probablemente reflejan las variaciones en la movilidad.
Estos cambios de desarrollo con respecto a las hojas han sido extensamente
estudiados para muchas cosechas, por ejemplo, manzana (Reuther y Boyton,
1939), melocotones (Epstein y Lilleland, 1942), naranjas (Jones y Parker, 1950;
Smith y Reuther, 1950), moras (Bould, 1961), nogal (Guzman et al., 1984b),
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castafio (Guzman et al., 1986b), horticolas (Guzman, 1987). Emmert (1959)
concluy6 después de una revision de la literatura que unos conocimientos de ese
tipo pueden ayudar a seleccionar el mejor tiempo de muestreo para un anélisis
de tejidos. En general, existen tres o mas periodos de crecimiento distintos. En
el primer periodo, cuando las hojas se estin expandiendo répidamente, los
cambios en la concentracién y las variaciones de un dia para otro pueden ser
bastante grandes. Cambios importantes pueden ocurrir también al final de la
estacibn de crecimiento, cuando el envejecimiento estd acompafiado
normalmente por la reorganizacién de los elementos méviles a los tejidos
lefiosos. El periodo intermedio es normalmente de estabilidad relativa y puede
durar de 3 a 6 meses. La mayoria de los diagnésticos estandards para los
arboles frutales han sido desarrollados para hojas de esta edad (Romero, 1986a).
En algunos casos es posible reducir la variacién debida a las diferencias en la
edad de la hoja muestreando hojas de la misma edad fisioldgica, por ejemplo las
mds jovenes y totalmente maduras o las hojas expandidas. Esto es
particularmente 1til en la comparacién de los tratamientos nutricionales o

durante los muestreos que tienen lugar en la estacion de crecimiento.

La seleccion del criterio estd totalmente gobernada por consideraciones
de variabilidad, reproducibilidad y la necesidad obvia de obtener una indicacién
fiable del estado de los nutrientes en la planta, cosecha o drbol. Asi Guzman et
al. (1990) concluyeron que para las horticolas, la posicién de las hojas mas
apropiada y el tiempo de muestreo mas conveniente eran aquellos en los que las
variaciones de la composicién de la hoja eran las menores. Los mejores tejidos
no son necesariamente los que muestran mayores diferencias en composicion.

Ademds, los tejidos 6ptimos y las condiciones varian entre elementos y
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necesitan ser estudiados separadamente.

En drboles perennifolios cuyas hojas tienen diversas edades fisiologicas
es, con frecuencia, diferente en la concentracién ifnica, pero se acepta
generalmente que la hoja es la herramienta mds ttil para el diagnéstico
nutricional (Leaf, 1973; Sidnchez, 1985). Generalmente, se admite que la fronda,
y por lo tanto sus hojas, presenta concentraciones altas y existe una baja
diferencia entre arboles (Lowry y Avard, 1969; Mead y Will, 1976), aunque
esto no es invariablemente cierto para todos los iones y en todas las posiciones
de la copa (Evans, 1979). De manera similar, Comerfor (1981) encontrd que los
niveles de K, en drboles deficientes, diferian dependiendo de donde se
recolectaban las hojas, presentando la anomalia de una mayor diferencia en las
concentraciones de dicho ion entre arboles, cuando el andlisis era realizado en
hojas j6venes y presentando unas diferencias minimas si eran hojas seniles. Por
ello, dicho autor ha sugerido que como la alteracién nutricional da como
resultado el desplazamiento de elementos méviles desde hojas viejas a jéovenes
o normales, y por ello realizando el andlisis de hojas viejas tendriamos una
mejor indicacién de dicha alteracién id6nica. Sin embargo, la concentracién de
nutrientes en hojas seniles no siempre da la mejor correlacion con el crecimiento
(Van den Driessche, 1974) y en condiciones nutricionales graves las hojas més
viejas pueden llegar a caer. Con los elementos inméviles (Ej. Ca y B) es comiin
que las hojas se empleen en el diagnéstico nutricional, ya que su deficiencia
induce a la muerte o marchitamiento de dicho 6rgano y andlogas consecuencias,
se dan en la raiz, aunque ello puede presentarse a causa de interrupciones,
incluso por breves periodos de tiempo, del suministro en ambos nutrientes (Van
den Driessche, 1974).
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