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Problema planteado

Durante los ultimos afios el analisis de tejidos ha llegado a ser la técnica més utilizada
para estudiar la nutricion de las plantas ya que, con fines de diagnostico mide la
cantidad tomada por la planta. Esta realidad pasa a ser innovadora para nuestra
region patagoénica donde la Unica herramienta utilizada, para diagnésticos de fertilidad
en cultivos, es el analisis de suelo.

Los nutrientes determinan el ciclo de desarrollo vegetal; aceleran o retardan el
crecimiento, controlan la produccién de semillas y frutos; modifican la susceptibilidad al
calor y frio; aumentan o disminuyen su resistencia a la sequia y determinan la calidad
de los productos. Es por esto que es necesario conocer el gradiente nutritivo de un
cultivo y lograr un estado éptimo de nutricion.

Los andlisis de tejidos vegetales son complemento indispensable para los andlisis de
suelo. Son necesarios para lograr un buen diagndstico. Actualmente, con el suministro
de nutrientes a través del riego, estos analisis adquieren importancia convirtiéndose en
una herramienta util para lograr rendimiento y calidad.

El objetivo general de este proyecto es aumentar la oferta de servicios; sumar a los
analisis en suelos y sustratos, los analisis en tejidos vegetales; mejorar y aumentar la
eficiencia en el desarrollo de los analisis, los diagnésticos de fertilidad y
recomendaciones que propone el Laboratorio de Suelos.

Objetivos especificos:

i Establecer pautas para el muestreo: Determinar estados de crecimiento o
fenoldgico 6ptimo, partes de la planta, cantidad y momento de muestreo.

1 Analizar diferentes nutrientes sobre muestras de las especies mas producidas

en los viveros forestales de Chubut, Neuquén y Rio Negro.

Definir protocolos para el tratamiento de muestras y conservacion pre analisis.

Poner a punto las técnicas de analisis de tejidos vegetales para cada

parametro a determinar y para cada especie analizada.

E

Solucion propuesta

El andlisis de tejido vegetal determina el contenido de nutrientes en una planta. La
concentracion de nutrientes integra el conjunto de factores que influyen en su
absorcién, disponibilidad, caracteristicas del suelo, clima, edad, tipo de cultivo y
manejo. Por este motivo, el andlisis foliar es un método de diagndstico muy utilizado
para determinar el estado nutricional del cultivo, e indirectamente evaluar la fertilidad
del suelo. Se asume que existe una relacion estrecha y directa entre la disponibilidad
de nutrientes, la concentracion de nutrientes en tejidos y el rendimiento.

Una vez determinados los contenidos de los nutrientes en el tejido, debe evaluarse la
informacién a través de sistemas de interpretacion, para esto es necesario establecer




previamente los patrones de referencia. El establecimiento de estos patrones, en el
propio nicho ecoldgico, es necesario para la realizacion de diagnosticos adecuados.
Esto es fundamental en cultivos forestales, en donde el ecosistema, por razones de
tamafio, diversidad y edades de los arboles, presenta una complejidad no comparable
a cultivos tradicionales

Resultados y productos obtenidos

El analisis foliar es una herramienta de diagnéstico que permite determinar qué
elementos se encuentran por debajo o por encima de la concentracion 6ptima para el
crecimiento normal del cultivo. La interpretacién se inicia estableciendo si el nivel de
nutrientes es suficiente o no. El siguiente paso consiste en determinar el motivo de la
existencia de la insuficiencia y la forma de correccion.

El analisis foliar, si es empleado como principal herramienta de diagnéstico nutricional,
puede llevar a interpretaciones erréneas. Su uso es considerado complementario del
analisis en suelo. Con este proyecto se generara una herramienta de mucha utilidad
para la produccién agropecuaria, forestal y las investigaciones de toda la Regién
Patagonica: un Sistema Integrado de Diagnéstico y Recomendacion concebido como
un sistema experimental no especifico para integrar la informacién de suelo y planta
con fines de diagndstico para mejorar produccion y calidad de cultivos.

Protocolos de Muestreo: Los niveles éptimos de nutrientes varian entre las especies,
en los diferentes tejidos o estados fenoldgicos de un cultivo. Por ello es importante
determinar la parte de la planta utilizada y el estado de crecimiento. Se generaran
protocolos para la toma de muestras de material a analizar, se estableceran normas
para la recoleccién y cantidad de muestras a tomar.

Del desarrollo de este proyecto se obtuvieron como producto los siguientes Protocolos:

Protocolo de Pretratamiento: Se determinara el tiempo de entrega al laboratorio, la
identificacion, el transporte, el guardado y la conservacion de las muestras.

Protocolos de Andlisis: Se definiran los pasos a seguir para el desarrollo de las
técnicas de laboratorio de cada parametro o nutriente analizado.




Protocolo 1 Muestreo

Indicaciones generales de muestreo

La toma de muestras de material vegetal para analizar es una operacién
gue estd en relacion con el objetivo final del los andlisis.

La misma debe ser realizada por una persona responsable y con el
conocimiento del objetivo del muestreo. El material vegetal a analizar
debe ser siempre representativo, de manera que resulte estadisticamente
significativo.

Se pueden diferenciar dos opciones de muestreo:

1. Muestreo de partes o planta entera.
2. Muestreo de hojas para analisis foliar.

En ambos casos debera dividirse la parcela en unidades de muestreo. La
unidad de muestreo serda un conjunto de plantas que visualmente son
parecidas, tienen el mismo vigor, el mismo desarrollo, estan en el mismo
tipo de suelo o sustrato, y a las que se les practica las mismas técnicas
culturales. Las plantas muestreadas tienen que ser representativas de la
unidad de muestreo.

Al momento de realizar el muestreo debe tenerse en cuenta la especie,
edad, la parte de la planta muestreada y el estado fenoldgico de las
mismas, para poder realizar una correcta interpretacién de los resultados.

Normas generales para la recoleccion y transporte de muestras vegetales
- Utilizar bolsas u otros contenedores de papel (evitar el plastico).

- Identificar indicando especie, edad, estado fenoldgico, parte de la planta,
fecha, hora, procedencia, propietario.

- Si se muestrean partes o planta entera, sera necesario tomar 20 o 30
plantas.

- En el muestreo de hojas para analisis foliar, se debe incluir el peciolo.

- EIl momento mas adecuado para el muestreo de hojas es a primeras
horas de la mainana.




El ndmero de hojas a recolectar estd mas relacionado con la
representatividad del muestreo que con la cantidad de material necesario
para el analisis, ya que la cantidad de gramos necesarios para estos es
muy pequefa. Se necesita aproximadamente 1,5 gr de material seco, por
lo se requiere menos de 10 gr de material fresco. Anexo 1

- Se recomienda hacer la recoleccidn con guantes de latex.

Lavar las hojas brevemente con agua comun y luego con agua destilada.
El lavado no debe llevar mas de 30 segundos en total (el potasio se lava
facilmente).

- Secar al aire y guarda en bolsas de papel.

- Es conveniente poner las muestras en heladera para frenar su actividad
metabdlica, hasta el momento de ser trasladadas al laboratorio.

- Al llegar las muestras al laboratorio, ingresar en planilla de entrada.
Registrar los datos de las mismas. Anexo 2




Protocolo 2 Procesamiento inicial de la muestra

Secado y molienda

- Poner la muestra en envases de aluminio, secar en estufa bien
ventilada, a 70°C durante 24 hs.

Muestras de hojas de Maiten y Pino ponderosa en envases de aluminio.

- Moler en molinillo y pasar a través de un tamiz de 1 mm.
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- Los restos que queden en el tambor del molinillo sacarlos con ayuda de
un pincel o cepillo. Moler con un mortero para no desperdiciar material
y pasar por tamiz de 1 mm.




Muestra molida

La muestra seca y molida
debe almacenarse en un
lugar fresco y seco, en
frascos tapados o
recipientes plasticos
sellados, fuera de la luz
solar.




Anexo 1

Datos orientativos de cantidad de material y pesos segun especies

Especie Cantidad de Peso fresco (gr) | Peso seco (gr)
hojas

Pino ponderosa 60 2.7 1.2
Ciprés de la cordillera 5 (ramilletes) 10.3 3.5
Coihue 100 8.3 2.8
Maiten 40 6.5 2.4
Arrayan 200 8.9 3.4
Anexo 2

Planilla de ingreso de muestras de tejido vegetal

N2 muestra Muestra Fecha Solicitante




Protocolo 3 Calcinacidon en mufla a 5002C
Principio
La muestra de tejido vegetal seca y molida se calcina a 5002C. Las cenizas

se disuelven en HCI diluido. En la solucién obtenida se puede determinar
K, P, Ca, Mgy Na.

Equipo y materiales
-Mufla
-Plancha calefactora
-Crisoles de porcelana con tapa
Reactivos
-Agua destilada.
-Acido clorhidrico, HCl: HCl 37% d=1,19 kg/L 6 HCI 32% d=1,16 kg/L

-HClI 2 mol/L: Diluir 166 mL de HCl 37% (o 197 mL de HCl 32%) con
aguayllevarall.

Procedimiento

Pesar 1 g (exactitud 0,01g) de muestra de tejido vegetal secay molidaa 1
mm en un crisol. Incluir dos blancos y una muestra de referencia.

W?'K ““‘\\ \"‘\\- .

Colocar los crisoles en mufla:
-En dos horas llegar a 500°C (t1: 120 minutos — T1: 500°C)

-Calcinar de cuatro a ocho horas a 500° C (t2: 480 minutos — Ta:
500°C)

Dejar enfriar la mufla a temperatura ambiente, lentamente abrir la puerta,
sacar los crisoles evitando disturbar las cenizas y taparlos.




Entreabriendo la tapa, agregar 1-2 mL de agua para humedecer las

cenizas.

Agregar 10 mL de acido clorhidrico 2 mol/L y hervir en una plancha
calefactora (aproximadamente 1h 20min). Enfriar.

?

Filtrar el contenido del crisol a través de papel filtro de tamano de poro <
3 um, recibiendo el filtrado en un matraz aforado de 50 mL. Lavar y

enrasar con agua destilada.




Sobre los filtrados se puede determinar P, K, Ca, Mg y Na siguiendo los
protocolos correspondientes.




Protocolo 4 Determinacion de Fosforo “P”
Reactivos

- Solucién de molibdato de amonio: Pesar 4 g de (NH)sM07024.4H,0,
disolver en agua destilada y llevar a 100 mL.

- H2S04 5 N: 140 mL de H,SO4 concentrado (d= 1,84 g/mL) por litro.

- Solucién de tartrato de antimonio y potasio: 0,2743 g de tartrato de
antimonio y potasio se disuelven en 100 mL de agua destilada.

- Solucion de acido ascoérbico: Disolver 1,32 g de acido ascorbico en 75 mL
de agua destilada. Esta solucidon debe prepararse diariamente.

- Mezcla de desarrollo de color (para 250 mL):

1) 37,5 mL de solucidon de molibdato de amonio.

2) 125 mL de acido sulfurico 5 N.

3) 12,5 mL de soluc. de tartrato de antimonio y potasio.
4) 75 mL de acido ascorbico.

Mezclar bien los reactivos 1, 2y 3 y luego agregar el 4.

Esta mezcla no se mantiene mas de 24 horas y debe
mantener una coloracién amarilla.

- Solucién estandar de fésforo: Pesar 0,4393 g de KH2PO4 puro y seco (2
horas a 105 C) y llevar a un recipiente de 1 L. Agregar 500 mL de agua
destilada y agitar hasta que la sal se disuelva. Diluir la solucién a 1 L con
agua destilada. Esta solucién contiene 0,1 mg de P/mL (100 ppm).

- Solucion diluida de fdsforo: Diluir 20 mL de la solucién estandar de
fésforo a 1 L con agua destilada. Esta solucién contiene 2 pg P/mL (2 ppm).

Procedimiento

Se toma una alicuota de 1 6 0,5 mL del extracto filtrado (Protocolo 3)
llevandola a un matraz aforado de 25 mL. Se diluye a 20 ml con agua
destilada y se agregan 4 mL de la solucion de mezcla de desarrollo de
color, se lleva a volumen con agua destilada y se mezcla. El desarrollo de
color se realiza por duplicado.




La medicion puede realizarse después de 10 minutos de desarrollado el
color azul, en un fotocolorimetro o espectrofotdmetro con una longitud
de onda de 670 nm. La lectura se efectua contra un blanco que contiene 5
mL del extractante mds 4 mL de la mezcla de desarrollo de color y llevado
a un volumen de 25 mL. El color azul permanece constante por varias
horas.

Determinacion en paralelo con una muestra patrén

Se realiza una determinacidn en paralelo en las mismas condiciones
experimentales empleando una muestra patron de composicion
semejante a la muestra en analisis.

Preparacion de la curva estandar

Se realiza por duplicado. Pipetear alicuotas de la solucidon diluida de
fésforo que contengan de 4 a 20 pg de fosforo en matraces de 25 mL.
Desarrollar el color como se establecid anteriormente.




mL soluc. P/mL Promedio
No. matraz ug P agreg. ug P/ Absorbancia

2 ug/mL soluc. Abs
ly2 2 4 0,16
3y4 4 8 0,32
5y6 6 12 0,48
7y8 8 16 0,64
9y10 10 20 0,80
11 Blanco 0 0

Se grafica Abs (Absorbancia) en funcién de ug de P/mL (Concentracion de
P). Se obtiene la ecuacidn de la recta Abs = Factor x Concentr. P. Ejemplo
de grafico:

0.45
041  y=0.506x
0.35 41 R?=0.992
0.3
0.25 -
2 02
< 0.15 A
0.1
0.05

O T T T T 1

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
ng P /mL

Calculos

% P =gP /100 g tejido = Abs x Dilucion (25 mL) x Vol Extracto (50 mL) x
100

Factor x Alicuota (1 6 0,5 mL) x Peso tejido (1 g)




Protocolo 5 Determinacidon de Nitrégeno “N”
DIGESTION

En tubo con H2S0s-acido salicilico-catalizador.

Principio
La muestra de tejido vegetal seca y molida se digiere en tubo con H;SO0s-
acido salicilico-catalizador.

Equipos y materiales especiales

Digestor de tubos capaz de alcanzar una temperatura
de 3802C.

Agitador vortex.

Reactivos
Agua con una conductividad especifica no mayor de 0,2 mS/m a 25°C.
Acido sulfurico, H,S04 98 %, densidad 1,84 kg/L.

Mezcla catalitica: Mezclar moliendo en un mortero 100 g de sulfato de
potasio, K2SO4, 10 g de sulfato de cobre, CuSQO4, 10 g de acido salicilico,
Cs/He0s3, y 1 g de selenio, Se, en polvo.

Agua oxigenada, 25-30% de H.0..

Procedimiento

Pesar 0,1 a 0,5 g (exactitud 0,001g) de ©
muestra seca y molida a 0,5 mm de tejido
vegetal en un tubo de digestion. Incluir »
un blanco. i




Nota : Es conveniente secar nuevamente la muestra a 702C antes de pesar
porque, si contiene mas de un 5% de agua, puede perderse nitrato debido
al calentamiento que se produce con la adicién posterior de acido
sulfdrico.

Agregar 2 g de mezcla catalitica.
Agregar 5,0 mL de H,SOa.
Mezclar sobre un agitador vortex durante 15 segundos.

Nota: Es esencial que la muestra se humedezca
completamente.

Dejar reposar al menos 2 h. El reposo es necesario
para que se formen los compuestos nitro-salicilicos.

Colocar los tubos en el digestor y calentar a 1002C por al menos 2 h.

Nota: Este tratamiento es necesario para la reducciéon completa de los
compuestos nitro-salicilicos.

Subir la temperatura del digestor a 3802C y mantenerla por 2 horas.
Nota: Agregar lentamente 1 mL H.O,. Para evitar la formacion de espuma.
Sacar los tubos del digestor y dejar enfriar bajo campana por 5-10 min.

Agregar 10 mL de agua para prevenir la formacion de cristales.

DESTILACION

En el digesto se puede determinar la concentracién de N por destilacion y
titulaciéon manual.

Principio
En el filtrado proveniente de la digestion, se determina la concentracién
de N-NH4 por destilacion de NH3 y titulacién manual.




Equipos y materiales especiales
Destilador por arrastre de vapor.
Bureta.

Reactivos

Hidroxido de sodio 50 %: Se pesa 1,5 kg de hidroxido de sodio (NaOH) en
lentejas, se disuelve con agua precalentada (para eliminar el CO3) y se
diluye a 3 L.

Indicador mezclado: Disolver 0,165 g de rojo de metilo y 0,30 g de verde
de bromocresol en 500 mL de etanol 96 %.

Disolucion de indicadores mixtos: Se prepara verde de bromo cresol al
0,5%, rojo de metilo al 0,1%, en forma de indicador mixto, disolviendo 0,5
g de verde de bromo cresol y 0,1 g de rojo de metilo en 100 mL de etanol
al 95%. Se ajusta el pH de la disolucion obtenida hasta que adquiera la
tonalidad de viraje color azulado-purpura a pH 4,5 mediante HCl o NaOH
diluidos. Este indicador presenta color rojo a pH 4,2 o inferior y se vuelve
color azul cuando el pH es 4,9 o mas.

Acido bérico al 4%: se disuelven aproximadamente 40 g de acido bdrico en
un litro de agua destilada que contenga 5 mL de indicador mixto. Esta
disolucién de acido boérico se lleva a pH 4,5 mediante el agregado de Hcl
hasta color azul debilitandose hacia el rojo vinoso.

Acido clorhidrico 0,050 M: Se prepara a partir de una solucién
exactamente valorada de HCI.

Procedimiento

Al tubo de proveniente de la digestion, agregar 40 mL adicionales de agua
destilada y 30 mL de NaOH 50% y ubicarlo dentro del aparato de
destilacion.

Colocar un erlenmeyer de 250 mL conteniendo 10 mL de acido bérico al
4% para la recoleccién del destilado.




Desarrollar el ciclo de destilacion.

Titular el destilado con acido clorhidrico 0,05 M hasta que el color cambie
de verde a rosado.

Calculos
Calcular la concentracion de N en la muestra, en % o en g/kg, segun:

N (%)= (a-b)xMxV x1,4

m x A

N (g/kg)=(a-b)x M xV x 14

m x A

donde :




a =volumen en mL de HCl gastado en la muestra

b = volumen promedio en mL de HCl gastado en los blancos
M = concentracidén en mol/L del HCI

V =volumen final en mL del digesto.

m = masa en g de la muestra

A = alicuota en mL del digesto. (si corresponde)

Informes

Informar la concentraciéon de N en % con dos decimales o en g/kg con un
decimal.




Protocolo 6 Determinacion de Potasio “K”

Equipos

Fotometro de llama

e 2 S

Matraces aforados de 25, 50, 100, 200 y 250 mL.

Reactivos:

Solucién Stock de cloruro de potasio de 20 meg/I: Se pesan 1,490 g de CIK
(p.a.) previamente secado a 1102C y se diluye a 1000 mL con agua
destilada.

Procedimiento

Se preparan distintas diluciones entre 0 y 2 meg/I a partir
de la solucidén stock de cloruro de potasio.

Se realiza una curva de calibracién (Lectura fotdmetro
versus meg/l de K).

Se diluye la solucidén incégnita de manera que
tenga una concentracion de K menor de 2 meg/I.

Se procede a su lectura en fotometro.

Expresiéon de Resultados

K+ meg/l = K meg/| (curva de calibracion) x f

f (factor de dilucién)=  Volumen de dilucién

Volumen alicuota de soluciéon incognita




Beneficiarios directos

Son beneficiarios directos los investigadores del CIEFAP y de otras instituciones como
UNPSJB, INTA; becarios y alumnos; productores agropecuarios y forestales
(viveristas). Todos aquellos que requieran determinar el estado nutricional de las
plantas y asociarlo al estado de fertilidad del suelo, necesiten realizar diagnésticos de
fertilidad y recomendaciones de fertilizacion segun los requerimientos de los cultivos;
sea desde el punto de vista cientifico o desde el &mbito productivo.

Grado de apropiacion

a) Expansion: El complementar analisis en tejidos a los de suelo para el diagnéstico de
un cultivo es factible de expandirse a una escala geografica mayor. En la region de
mayor produccion extensiva e intensiva de Argentina, es muy frecuente el uso de
programas de fertilizacion donde se requieren de estas herramientas para mejorar
produccién y calidad.

b) Integracién: La informacion obtenida y los servicios que ofrecera el laboratorio,
podran ser usados como insumos de otros proyectos o programas en toda la region
patagonica. El analisis foliar se considera actualmente indispensable para determinar
necesidades de fertilizacion.

c) Mercado: Los servicios que ofrece en la actualidad y ofrecera a futuro el Laboratorio
generard una oferta de servicios importante para la regién, de mucha utilidad tanto
para productores como investigadores.

d) Replicacion: El aspecto innovativo de este proyecto que integra resultados de suelo
y tejidos para diagnésticos zonales puede replicarse en zonas similares o bien
adaptarse en otras regiones, teniendo en cuenta las diferentes condiciones ecol6gicas

Conclusion final

La informacién generada a través de analisis de tejidos, junto a los resultados de los
analisis de suelos, es una herramienta muy util en la deteccion de los problemas
nutricionales, deficiencias o toxicidades en cultivos, en pos de mejor calidad y
rendimiento.

Se necesitan desarrollar futuras investigaciones para generar patrones de referencia
para cada especie vegetal analizada y para cada region, para luego poder interpretar
resultados de analisis foliares obtenidos en el laboratorio y relacionarlos a los analisis
en suelos y sustratos..

Este seria el primer y Unico laboratorio de la Pcia. de Chubut y al sur del paralelo 42
en ofrecer estos servicios.
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