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ABSTRACT

Nitrate reductase activity as a guide to the nitrogenous fertilization of five
agricultural species. The applicability of biochemical diagnosis to tropical plant species
was studied, on the basis of the correlation between nitrate reductase activity (NRa) in
the foliage, and soil application of increasing levels of nitrogen. The investigation was
carried out on field grown coffee (Cofea arabica) and sugar cane plants (Saccarum
officinarum), and in tomatoes (Lycopersicon esculentum), elephant grass {Pennisetum
purpureum) and kikuyu grass (Pennisetum clandestinum] grown in the greenhouse.
Volcanic soils were used in all assays.

Plant response was evaluated by quantitative determination of initial NRa, as
influenced by treatments, and that shown 24 hours after in vivo infiltration of the leaves
with 0.15 M KNO3. Total potential of nitrate assimilation as a result of soil treatment
was estimated by the trend and magnitude of the ‘NRa (induced)/NRa (initial)’ quotient.
NRa quotients of the order of magnitude of 1.22, 4.37, 1.22 and 1.51, were associated
with and apparently adequate nitrogen nutrition in coffee, sugar cane, tomatoes and
elephant grass, respectively. These findings suggest a valid applicability of the technique
as a guide to the nitrogenous fertilization of such species. Data on kikuyo grass indicated
a case of exception, since NRa was found to correlate negatively with nitrogen
availability.

It is concluded that the mangitude and trend of the statistical correlations between
the parameters investigated vary with the plant species, availability of nitrogen in the
nutrient medium, and the ability of the plants to accumulate nitrates in the leaf tissues.

INTRODUCCION

La relaciébn entre la actividad de la reductasa del
nitrato (aRN) y la nutricion por nitrégeno y molibdeno
ha sido estudiada por varios investigadores (2, 6, 10, 15,
16). La induccion de la enzima (sintesis de novo)
depende de la presencia de nitrato en el tejido y en
algunas especies se manifiesta proporcional, dentro de
‘limites, a la cantidad de ion presente. Tal induccién
enzimatica no se logra con nitrito o nitrégeno amoniacal.
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Estudios realizados por Sanderson y Cocking (17) en
plantas de tomate cultivadas en solucion nutritiva han
demostrado que la aRN desciende rapidamente al
sustituir el nitrégeno nitrico del medio nutricio por
cantidades equimolares de nitrogeno amoniacal.
Resultados en el mismo sentido han obtenido
Garcia-Martinez y Coic (12) en maiz y tomate.

Harper y Hageman (14) encontraron una
correlacion positiva entre la actividad de la referida
enzima y el contenido de nitrato durante el ciclo de vida
de plantas de soya cultivadas en suelo y en solucidén
nutritiva. Cuando se alimentaron del medio liquido la
aRN fue significativamente mayor en estados tardios del
crecimiento, lo que sugiri6 que bajo condiciones
normales de campo el potencial para la utilizacion del
nitrato puede no ser desarrollado en su totalidad.
Estudios realizados en café y otros cultivos han indicado
que, ademas de nitrato, la deficiencia individual de
algunos nutrimentos causa una disminucion de la aRN
(8,12, 15).
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Bar-Akiva y colaboradores (1, 2, 3) han sugerido la
posibilidad de usar la aRN como una medida del estado
de nutriciébn por nitrégeno en plantas de citricos y
gramineas forrajeras. Estos autores encontraron que se
puede inducir una maxima actividad de la enzima
mediante infiltracion foliar de KNO3 0,1 M, y que tal
magnitud puede servir como indicadora del estado de
nutriciébn por nitrégeno en dichas plantas, pues cuando
existe deficiencia de este nutrimento la diferencia con
respecto a la actividad desarrollada por el tejido sin
infiltracion previa, resulta muy evidente. Estudios en el
mismo sentido han sido realizados en café por Brealey y
Carvajal (6). Estos autores encontraron que, cuando la
planta contiene un nivel d¢ N—-NO3 por encima del
critico, o sea de 600 ppm para hojas de posicion
equivalente a las estudiadas (7), la actividad de la
reductasa pricticamente se mantiene estable ain cuando
las hojas son asperjadas con una solucién de KNO3
0,35 M; pero cuando el nivel de nitrogeno es
insuficiente la aspersion de las hojas con la misma
solucion eleva hasta un 6ptimo “potencial” la actividad
enzimdtica, lo cual ratifica la postulacién de Bar-Akiva y
colaboradores (1,2), de quela aRN puede ser usada como
una guia del estado de la nutricién nitrogenada, cuando
menos an algunas especies. El cociente que se obtiene de
la relacion aRN inducida/aRN inicial ha sido sugerido
recientemente por Shaked, Bar-Akiva y Mendel (19)
como indicacion del potencial total de asimilacién de
nitrato y es util como guia de la fertilizacion
nitrogenada.

El objetivo del presente estudio fue analizar el
comportamiento de la enzima reductasa del nitrato en
algunas especies botdnicas de importancia agricola, en
respuesta a la aplicacion al suelo de dosis variables de
nitrogeno, lo que sirvib de substrato analitico para
derivar cifras representativas del potencial total de
asimilacion de nitrato influido por los tratamientos. En
esta clase de estudios la actividad enzimdtica que se
analiza en un momento dado se ha denominado, én
trabajos previos, actividad actual, inicial, o a tiempo cero
(to). A la actividad que muestra un tejido foliar
equivalente, 24 horas después de haber sido infiltrado
artificialmente con nitrogeno nitrico, se la denomina
actividad a tp4, “potencial” o inducida.

MATERIALES Y METODOS
Analisis de la actividad de la reductasa del nitrato

Se determiné la actividad de la reductasa del nitrato
en tejido foliar de las especies siguientes: café (Coffea
arabica cv. Tipica), tomate (Lycopersicon esculentum)
cv. Manapal, cafia de azlcar (Saccharum officinarum) cv.
‘Barbados’, zacate elefante (Pennisetum purpureum)y
zacate kikuyu (Pennisetum clandestinum).

Las muestran se lavaron en todos los casos con HCI
0,15 N inmediatamente después de colectadas en el
campo o invernadero, para eliminar impurezas y
contaminaciones. Con un sacabocados de 2,5 mm de
didmestro se obtuvieron discos de tejidos foliares, hasta
completar 1 g de muestra, la que fue colocada en un
tubo de ensayo de 25 ml. La actividad enzimitica
(producciéon de nitrito) procedié seguidamente en el
mismo tubo de ensayo, en un medio de incubacion
compuesto por S ml de buffer Tris HC1 0,05 M, pH 7,5;
1 ml de succinato 0,1 M, neutralizado a pH 7 con
NaOH 3 M; 1 m!l de KNO3 0,IM y 2 ml de agua
bidestilada. Este procedimiento analitico constituye una
modificacion al método usado por Dirr, Barker y
Maynard (10) para la determinacion de la actividad de la
referida enzima en hojas de azalea, al usar buffer Tris
HCl en lugar de buffer de fosfato. La incubacién
prosiguié6 por 30 minutos a temperatura ambiente, en
ausencia de luz (4). El liquido se recogi6 en un frasco
volumétrico de 100 ml luego de filtrar a través de un
papel de filtro “banda azul”; se practicaron tres lavados
consecutivos con aproximadamente 5 ml de agua
bidestilada. El color distintivo del contenido de nitrito se
desarrolld al agregar 2 ml de sulfanilamida al 1% p/v
disuelta en HC1 1,5 N y 2 ml de dihidrocloruro del
N(1-naftil) etilendiamina al 0.02% p/v preparada en HCl
0,2 N. El volumen se ajust6 finalmente a 100 ml con el
fin de llevar la intensidad del color a un dmbito de lectu-
ra de mayor confiabilidad. La intensidad del color desa-
rrollado se midi6 a 525 milimicrones de longitud de
onda en un espectrofotometro Fisher Modelo AC o en
un fotocolorimetro Bausch & Lomb Spectronic-20. La
concentracion de KNO3 que se usé para inducir la aRN
potencial en 24 horas fue 0,15 M, con base en estudios
previos en que se determind que esta concentracion no
causaba dafios fisicos en el follaje de las especies bajo
estudio. La aplicacién de KNO3 se hizo con un atomiza-
dor manual pequefio, asperjando una sola vez las hojas
experimentales por ambas superficies; se afiadio el hu-
mectante Triton X-114.

Efecto de diferentes dosis de nitrogeno en la aRN

El efecto de dosis ascendentes de nitrdgeno adicio-
nadas al suelo se midié mediante un disefio experimental
irrestrictamente al azar con cuatro tratamientos y tres
repeticiones. En el Cuadro 1 se consignan los tratamien-
tos.

La investigacion en café y cafia de azlicar fue hecha
en el campo. En el primer caso se seleccionaron cafetos
adultos en una plantacion bajo explotacion comercial en
la Serie Heredia (suelo volcanico). La aplicacion del ferti-
lizante se hizo en banda, a 30 cm del tronco; se us6 una
planta por repeticion. La determinacion de la aRN a to
se hizo 30 dias después de la aplicacioén de los fertilizan-
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tes en hojas del segundo par de la parte superior de los
arbustos (de afuera hacia adentro). El andlisis de la aRN
a t24 fue hecho en la hoja opuesta a 1a usada en la
primera determinacion. En cafia de azlcar la investiga-
ci6bn tuvo lugar en una siembra nueva (cafia de plantilla)
ubicada en la Hacienda Zetillal (Serie Alajuela Plano,
suelo volcdnico), en cuyo caso el fertilizante se aplicod
sobre el surco de siembra al cumplir las plantas tres y
medio meses de edad, en parcelas (repeticiones) de 10 m
de largo. La actividad enzimatica fue determinada 25
dias después de la aplicacion del fertilizante, en una
muestra foliar formada por los 20 cm centrales de la
cuarta hoja.

La investigacion con tomate y los zacates elefantes y
kikiyu tuvo lugar en el invernadero. En ambos casos se
utilizd suelo de la Serie Heredia y macetas de 12 1 de
capacidad; se usG un recipiente por repeticion. Cuando
se utilizoé tomate, el fertilizante se aplic6 al momento de
efectuar el trasplante, con plantas de 22 dias de edad; en
este caso el anilisis de la aRN se hizo 26 dias después de
la aplicacién de los tratamientos. Se utilizé la hoja No. 2
entera, de la parte superior de la planta, para el analisis a
to y su inmediata inferior para el andlisis a ty4. En za-
cate elefante se efectué un primer corte dos meses y
medio después de la aplicacion de los tratamientos, con
el proposito de obtener luego un material experimental
mads uniforme; en este momento se aplicé un suplemento
de 100 y 200 Kg/ha de nitrogeno como NH4NO3 a los
tratamientos Il y IV, respectivamente. El analisis de la
actividad enzimdtica se efectut en los 19 dias después de
la segunda aplicacién del fertilizante. La muestra donde
se practicO el analisis consistid en las primeras cuatro
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hojas, de arriba hacia abajo; en todos los casos se descar-
t6 la hoja arrollada o “candelilla” y 3 cm del dpice y la
base de las hojas seleccionadas. En zacate kikuyu, cinco
semanas después de la siembra se realiz6 un primer corte
y en este momento se afiadié un suplemento de 100 y
200Kg/ha de nitrogeno como NH4NO3 a los suelos de
los tratamientos IIl y IV, respectivamente. Transcurridos
22 dias se efectud un anilisis de aRN en una muestra
experimental compuesta por las primeras cuatro hojas,
del apice hacia la base. Debido a que los datos obtenidos
en esta especie resultaron de tendencia diametralmente
opuesta en relaciéon a las encontradas en las demis, se
decidid repetir el experimento en igualdad de condicio-
nes, excepto que la aRN fue determinada en esta
oportunidad 16 dias después de la segunda adicién de
nitrégeno.

Indice del potencial de asimilacion de nitrato

Se uso el cociente aRNg,,/aRNt  sugerido por
Shaked, Bar-Akiva y Mendel (19), para evaluar el estado
de nutricion del nitrégeno inducido en cada especie. La
interpretacion fue hecha con base en la magnitud del
referido cociente como indicativo del potencial total de
asimilacion de nitrato, para las condiciones experimenta-
les en que se trabajo.

RESULTADOS

Las correlaciones obtenidas en la presente investiga-
cion, entre los tratamientos y el estado inicial del nitrd-
geno (aRN¢ ) en las hojas de las plantas experimentales,
se presentan en las Figuras 1 a 5. La magnitud, signo y
significacién estadistica de dichas correlaciones permitie-

Cuadro 1. Fertilizantes afiadidos al suelo para suplir diferentes dosis de nitrdgeno, segin la especie.

Dosis de fertilizante por cultive

Café Cafia de aziicar® Tomate* Zacates elefante y
Tratamientos {g/arbusto) {kg/ha) (kg/ha) kikuyu*
(kg/ha)
N P205 K20 N P205 K20 N P205 K20 N P205 K20
I 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o
" 203 113 17,0 0 150 150 0 600 200 0 100 100
il 40,6 226 34,0 75 150 150 100 600 200 100 100 100
v 61,0 339 510 150 150 150 200 600 200 200 100 100

* Fuentes usadas:

nitrato de amonio, cloruro de potasio y superfosfato triple. El café se fertilizo con la

féormula comercial 18-10-15-4-1.2.
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ron distinguir tres comportamientos distintos entre las
especies investigadas: a) en el cafeto, la aRN se mostré
indiferente a los tratamientos; b) en cafia de azicar, to-
mate y Zacate elefante, la aRN mostr6 un incremento en
concordancia con la dosis de nitrogeno suministrada al
suelo; ¢) en zacate kikuyu, el suministro de nitrégeno
causé una disminucién de la aRN. Se observd, asimismo,
que la aplicacion de nitrégeno, mediante atomizacién al
follaje de una solucion de KNO3 0,15 M, en general
caus6 un incremento en la actividad-de'la aRNt, , .

En el Cuadro 2 se transcriben los cocientes deriva-
dos de las determinaciones de la aRN inicial e inducida,
indicadores del potencial total de asimilacién de nitrato.
Se encontré que en este caso las correlaciones son de
signo negativo, en correspondencia con una correlacion
con la aRN inicial de signo positivo, estadisticamente
significativa (caso de la cafia de azlcar, tomate y zacate
elefante, Figuras 2, 3 y 4). Los referidos cocientes expe-
rimentaron una magnitud decreciente hacia la unidad,
influida por el suministro de nitrogeno al suelo. La
prueba de Duncan al 1% sefiald cocientes semejantes
entre si para los cuatro tratamientos, en los casos de café
y kikuyu (Cuadro 2). En las Figuras 6 y 7 se representan
graficamente las tendencias de los cocientes encontradas.
Se observa que cuando las plantas disponen de canti-
dades adecuadas de nitrégeno en el medio nutricio el
citado cociente tiende a estabilizarse, como se destaca en
los tratamientos Il y IV.

El comportamiento del zacate kikuyu resulto ser un
caso de excepcion en el presente estudio, al presentar
una correlacion negativa entre el suministro de nitrogeno
y la aRN¢, segin se aprecia en la Figura 5;la repeticion
del experimenté dio los mismos resultados; esto invalida

i de p ial total de asimilacion de nitrato,
derivados de la relacion aRN¢, ,/aRN¢

Cociente aRN ¢, ,/aRN

Teatamientos 24 t

Café Caiia Tomate Elefante Kikuyu
| 1328" 24962 1973 2,072 1,863
" 12128 1617 b 156 b 152 b 1982
n 1,258 6,88 b 1,24 ¢ 153 ¢ 2,063
w 1,232 480 b 122 ¢ 15 ¢ 1962
r 0,17 0,63 0,67 01N -0,38
* Trat: con las letras, son iguales entre si, segin la prueba

de Duncan al 1%
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al cociente ‘aRN inducida/aRN inicial’ como indicador
del potencial total de asimilacion del nitrato en esta es-
pecie.

DISCUSION

Los datos obtenidos en la presente investigacion se-
flalan que el potencial total de asimilacion de nitrato,
estimado mediante el cociente ‘akKN inducida/aRN ini-
cial’, que ha sido sugerido por Shaked, Bar-Akiva y
Mendel (19) como guia de la fertilizacion nitrogenada,
tiene asidero en la existencia de una correlacion significa-
tiva ( +) entre la disponibilidad de nitrogeno en el medio
nutricio y la aRN inicial; esta correlacion estaria influida
por una disminuci6n paulatina de la magnitud de la dife-
rencia entre la aRN inicial y la inducida. Este ultimo
hecho ha sido postulado como valedero por Bar-Akiva y
colaboradores (1,2,3) en citricos y Lolium perenne, y
por Brealey y Carvajal (6) en plantas de café. Se infiere
que, como guia de la fertilizacion nitrogenada, un
cociente lo mas cercano posible a la unidad sefiala
estados de nutricion por nitrogeno adecuados. Ahora
bien, de la prueba de Duncan que se consigna en el
Cuadro 2, se deduce, sin embargo, que tal criterio es
valedero solamente cuando las plantas muestran una
aRN inicial dentro de un estrecho dmbito, que varia para
cada especie pero que de hecho no seria constante, y es
influido por la disponibilidad de nitrégeno, en ausencia
de otros factores limitantes, nutricionales o ecologicos,
segin lo demuestran los trabajos de varios autores (8, 9,
18). En las especies investigadas, excepcion hecha del
kikuyu y del café, los tratamientos con nitrogeno
causaron siempre un incremento de la actividad
enzimatica inicial. Ahora bien, las diferencias
encontradas en café y kikuyu tienen distintos origenes:
mientras en el primero los tratamientos sin nitrégeno
exhibieron una actividad enzimatica semejante a la
inducida en los tratamientos que recibieron dicho
nutrimento (se trataba de un lote de café comercial bien
fertilizado), en zacate kikuyu los testigos presentaron la
mayor actividad enzimadtica; no es posible ofrecer por
ahora una explicacion adecuada para el comportamiento
de esta especie. Por otro lado, el hallazgo en el cafeto
corrobora las investigaciones realizadas en esta especie
por Brealey y Carvajal (6) y por Bar-Akiva y
Sternbaum (2) en citricos.

Cabe mencionar, por discordante, el hecho de que
en cafia de azicar la infiltracion de KNO3 produjo un
gran aumento en la actividad enzimatica inducida, mayor
que en las otras especies, producto de la sintesis de novo
de la enzima. La baja actividad de la aRN inicial que se
encontrd en esta especie probablemente estid asociada
con la poca concentracion de N-NO3 en los tejidos
foliares (11).
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Fig. 1. aRN actual (t,) y potencial (t24) en hojas de Fig. 2.

plantas de Café, fertilizadas con dosis estrati-
ficadas de 1a formula 18-10-15-4-1.2

Los cocientes derivados del presente trabajo
mostraron una estabilizacién en los tratamientos del
ensayo con café (Cuadro 2); en tomate, zacate elefante y
cafia de azucar, los tratamientos con nitrogeno
exhibieron cocientes pricticamente iguales y fueron los
mas cercanos a la unidad. Ello indica que en las especies
menidionadas los cocientes hallados representan cifras de
potencial de asimilacion de nitrato en correspondencia
quizd con estados 6ptimos de nutricion por nitrogeno, o
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aRN actual (t,) y potencial (t24) en hojas de
plantas de Caiia de Azucar, fertilizadas con
dosis diferentes de nitrogeno.

muy cercanos. Los resultados que se presentan sefialan
que en café, cafia de azicar, tomate y zacate elefante, los
cocientes aRNg,,/aRN¢ , indicativos de un optimo
estado de nutricion por nitrégeno, mostraron valores en
los alrededores de 1,22, 4,32, 1,22 y 1,51,
respectivamente, para las condiciones experimentales en
que se trabajé. Para zacate kikuyu aln no se ofrece
indice alguno debido al comportamiento sui-generis de la
aRN inicial (Figura 5).
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Fig. 3. aRN actual (t,) y potencial (t24) en hojas de Fig. 4. aRN actual (t,) y potencial {t4) en hojas de

plantas de tomate fertilizadas con dosis va-
riables de nitrogeno.

plantas de zacate Elefante, en funcion de
dosis variables de nitrégeno.
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Fig. 5. aRN actual (t,) y potencial (t)4) en hojas de
plantas de zacate Kikuyu de 16 dias de edad

en funcion de dosis variables de nitrégeno.

El hecho de que hasta los tratamientos que
recibieron nitrégeno en dosis aitas mostraron mayor
actividad enzimatica a ty4 que a to, indica que la
infiltracion de KNO3 en los tejidos de las hojas provocd
la sintesis de substratos o cofactores de los que
intervienen en la sintesis de la RN. Resta por conocer si
tal comportamiento es independiente la capacidad del
sistema radical de las plantas de absorber todo el nitrato
necesario para inducir, en cualquier momento y bajo la
influencia de cualesquiera dosis de nitrégeno, una
maxima actividad de RN. Esta inquietud ha sido
planteada por otros investigadores, quienes han sefialado
que en condiciones naturales quiza el sistema radical no
sea capaz de desarrollar todo el potencial para la
absorcion de nitrato (14). Se necesitan estudios de
saturaciébn de absorcidon de este ion, via raiz, en
combinacion con mediciones de aRN. Asimismo, sobre
la variacién del potencial total de asimilacion de nitrato
durante la ontogenia, o estacional, segin se trate de
plantas de crecimiento determinado o indeterminado,

respectivamente.
RESUMEN

Se investigd la respuesta a nitrégeno mediante la
técnica de diagnodstico bioquimico. Para los efectos se
estudi6 la correlacion que existe entre la actividad de la
reductasa del nitrato (aRN inicial) en el follaje y la
aplicacion al suelo de dosis crecientes de nitrgeno. La
investigacion se hizo en café (Coffea arabica), cafia de
azucar, (Saccharum officinarum), tomate (Lycopersicon
esculentum), zacate elefante (Pennisetum purpureum) y
zacate kikuyu (Pennisetum clandestinum). La respuesta
de las plantas se evalio meidnate la determinacidn de la
magnitud de la aRN provocada por los tratamientos y al
infiltrar in vivo una solucién de KNO3 0,15 M en las
hojas (aRNinducida). El potencial total de asimilacién de
nitrato fue estimado por la variacién y magnitud del
cociente ‘aRN inducida/aRN inicial’.
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En café, cafia de azicar, tomate y zacate elefante,
cocientes representativos del potencial total de
asimilacién de nitrato, de magnitud 1,22, 4,37, 1,22 y
1,51, respectivamente, se asociaron con estados
aparentemente adecuados de nutricién nitrogenada, lo
que sugiere la postulacion del método de diagndstico
bioquimico como guia de la fertilizacién nitrogenada en
estas especies. Los datos obtenidos en zacate kikuyu
revelaron un caso de excepcién al mostrar la existencia
de una correlacion negativa entre la aRN inicial y la
disponibilidad de nitrogeno.

Se concluyd que el grado y clase de correlacion que
existe entre los parimetros estudiados varfa segin la
especie, la disponibilidad de nitrogeno en el medio
nutricio y la capacidad de las plantas para acumular
nitrato en los tejidos.

Kikuyu

Elefante

Café

II1 v
TRATAMIENTOS

Fig. 6. Cociente ‘aRN inducida/aRN inicial’ vs. tra-

tamientos.
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Fig. 7. Cociente ‘aRN inducida/aRN inicial’ vs. tra-

tamientos en cafia de azGcar.
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