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OBJETO

l.a extraordinaria importancia econdmica del cultivo de los

- citrus en la provincia de Murcia, particularmente del lmonero,

merece que sean witensificados los estudios conducentes a su

mejora. El principal factor limitante de la produccion citricola

murcuna es el desequilibrio nutritivo en que se desenvuelven

estas especies, motivado por algunas caracteristicas de sus suelos
y por la falta de fertilizacion adecuada.

El manganeso es uno de los micronutrientes escasos en los
huertos de la zona. Al estudio de su deficiencia en el limonero
Verna, ast como de la tmportancia que dicho elemento tiene en
el desarrollo convemente de esta planta, hemos dedicado varios
afios de labor, cuyos resultados mds interesantes constituyven la
presente Memoria. :
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Entre los primeros investigadores que estudiaron el efecto del man-
ganeso sobre el desarrollo vegetal, ﬁguran Loew (1), BErTRAND (2) ¥ en
espemal Mazi (3), que realizd eXperiencias con maiz en cultivos hidro-
pénicos.

Posteriormente, SjoLLEma y Hubic (4), apreciaron en ¢l Norte de Ho-
landa que las plantas de avena, desarrolladas en suelos turbosos, neutra-
lizados o alcalinizados por aplicaciones de cal, padecian una enfermedad
hasta entonces desconocida, que podia curarse con la adicién de sulfato
de manganeso.

Hirter (5), demostré que el moteado gris de la avena, llamado asf por
CrLausEN (6), no era privativo de dicha especie, ni de los suelos alcalinos,
sino que también podfa manifestarse en condiciones dcidas de éstos y en
otras plantas, comprobando ademds que, en ambos casos, la adicién de
compuestos de manganeso curaba la enfermedad.

Sin embargo, hasta SamueL y Preer (7), no se establecié de modo ri-
guroso la esenciabilidad del manganeso como micronutriente del Reino
Vegetal. Sus trabajos pusieron claramente de manifiesto que el moteado
gris se debe a una deficiencia de aquel elemento, si bien no pudo explicar
el hecho de que plantas desarrolladas en suelos con grandes contenidos
de manganeso total fueran 1ncapaces de absorher las pequefias dosis ne-
cesarias para su normal crecimiento.

Con respecto a los Citrus, se debe a Haas (8), probablemente, la prl-
mera descripcién de la deficicncia de manganeso en limonero y naranjo.
Posterlormente se ha sefialado en Argelia (9), Sicilia (10, 11), Califor-
nia (12, 13, 14), Florida (15), Australia (16, 17), y Espafia (18).

Todos los investigadores estin de acuerdo en que las necesidades de
este elemento para la vida vegetal y en particular para los Citrus, son mu
limitadas; pero que si no se cubren suficientemente, quedan afectados
decisivamente el desarrollo y la produccién.
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PAarTE PRIMERA

ESTUDIO DE LA DEFICIENCIA DE MANGANESO

SINTOMATOLOGIA Y DIAGNOSTICO

Las propiedades fisico-quimicas de los suclos de la Regidn Citricola
Murciana (19), y, ademdis, la considerable actividad vegetativa del limo-
nero Verna, explican su gran tendencia a manifestar alteraciones caren-
clales.

La deficiencia predominante en dicha variedad, es la clorosis férri-

a (20). Sin embargo, cuando mejoran las condiciones del suelo, cultivo
y fertilizacién o, bien, cuando se corrige aquélla, aparecen manifestacio-
nes foliares muy generalizadas y descensos en la produccién, que presu-
ponen la existencia de perturbaciones en la absorcién y metabolismo del
manganeso. .

Los sintomas observados por nosotres en las hojas son: presencia de
bandas o zonas de color verde claro en el tejido mesofilico, conservando
el color verde normal todas las nerviaciones y zonas foliares adyacentes.
Las estrechas zonas tnternerviales llegan a tomar color verde amarillento.

St el estado carencial es agudo, la palidez se extiende por casi toda la
hoja, pero sin llegar en ningtin caso a la ausencia total de clorofila, como
acurre en estados similares de la deficiencia de hierro.

La sintomatologia observada y que se muestra en la fotografia n.° I,
coincide con la descrita en la bibliograﬂa.



C-78% : Francisco Costa Yagiie

En los estados iniciales, la deficiencia afecta parcialmente al drbol
(fotografl'a n.° 2) generalizindose cuando el proceso se agrava (forografia
n.” 3).

En nuestras 1epet1das observaciones sobre arboles afectados, hemos
comprobado sistemdticamente que ¢l progreso de la enfermedad trae con-
sigo la disminucién de los brotes florales y en consecuencia del fruto,
hasta el punto de que, en estados graves, la planta no produce.

También se aprecia defoliacién que, si bien no es tan intensa como
en otras deficiencias minerales comunica al arbol el aspecto triste carac-
terfstico de las plantas con insuficiente follaje.

Aunque los caracteres indicados corresponden con toda probabilidad
a la deficiencia de manganeso, no hemos dejado de considerar la posibi-
lidad de confusién con las de hierre y cinc, sobre todo en los primeros
estados, aunque se ha comprobado frecuentemente que cuando la cloro-
sis férrica se manifiesta no hay indicios de la de manganeso, y a la inver-
sa. Respecto de la de cing, se confirma que su localizacién preferente es
la zona sur del arbol, al contrario que en ¢l manganeso (18); ademds, el
color amarillo manifiesto de las zonas internerviales y su tendencia a dar
hoja pequefia, en el caso de la de cing, ayudan suficientemente por lo ge-
neral a establecer de modo inequivoco el tipo de deficiencia.

Independientemente de los reconocimientos visuales ya citados, hemos
utilizado para el diagnéstico los procedimientos siguientes:

MiroDos DIRECTOS

Imcisién foliar (21). Con una cuchilla de afeitar u otro instrumento
similar, se practica un corte en la zona intervenal de la hoja, introdu-
ciéndose en €l un trozo de papel de filtro sumergido por el otro extremo
en un pequeﬁo tubo de plistico que contiene la disolucién del nutriente

a ensayar (fig. 1). Esta fluye por capllanddd hasta la incisién, donde, s1 la
respuesta es positiva, se observa al poco tiempo un reverdemmmnto de las
ZONas Cercanas.

Inyeccién en peciolo (20) y (21). Consiste en adaptar al peciolo de una
hoja, a la que prewamente se ha quitado ¢l limbo, un tubito de _goma
unido a un pequefic frasco con la disolucién a inyectar, ¢l cual se sujeta
verticalmerite para que fluya por gravedad (fig. 2). La respuesta es obser-
vada en hojas de la misma rama, situadas en posicién inferior a la que
se -ha Practlcado la i 1nyecc10n Cuando cs “afirmativa, se aprecia reverde-
cimiento en un plazo no superior a diez dias.
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Inmersién (11) y (20). Se sumerge el extremo de una rama, sin dafar-
la, en la disolucién durante veinticuatro horas (fig. 3). La respuesta sucle
darse al cabo de ocho dias. Aunque en algunos casos pucda aparecer ne-
crosis grave de las hojas sumergidas, no queda por esto anulado el ecnsa-
yo, pues, si es positivo, se produce ripidamente un brote abundante de
hojas normales.

Para la aplicacién de estos métodos, se han utilizado disoluciones de
los sulfatos manganeso, fervoso y de cine al 0,025 94, con acidez sulfiirica
libre suficiente para evitar la hidrélisis.

Fig. 2

F fg 3
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MfToDOosS COMPARATIVOS

Examen citoldgico (22). Partiendo dcl supuesto de que toda variaciéon
quimica del protoplasma celular de los parenquimas foliares, implica una
correlativa modificacién morfolégica de la arquitectura micro y submi-
croscoplca de los cloroplastidios, es factible comparar el nimero v volu-
men de éstos en hojas normales y deficientes. Una vez establecidas las ca-
racterfsticas tipicas en cada caso y para cada especie, la determinacién de
dichos valores en la hoja puede suministrar informacién sobre el proba-
ble estado deficitario.

Andlisis guimico (23). Por lo general, en ¢l caso de la deficiencia de
un determinado nutriente, su contenido en la hoja es inferior al existen-
te en plantaciones normales de la misma especie. Por tanto, el andlisis
comparativo, puede confirmar la existencia de una alteracién carencial.

TABLA I
Nimero Tejido en empalizada

de N.? de Cloroplastos Volm, de eloroplastos
muestra g N, H.D. Dif. H.N. H.D. Dit,
1 12 6 6 17,10 10,72 6,38
2 7 7 0 16,70 ~ 16,10 0,860
3 11 6 5 23,20 12,42 10,78
4 13 8 5 25,33 15,45 9,88
5 13 7 6 20,42 14,83 5,69
6 10 5 5 24,32 17,21 7,11
7 12 7 5 18,47 1145 7,02
8 11 8 5 19,31 13,34 5,97
9 8 ] 0 19,65 21,77 212
10 10 7 3 18,63 14,87 3,76
11 13 8 5 19,42 13,31 6,11
12 9 8 1 21,73 1942 2,30
13 11 6 5 28,62 12,85 15,77
14 13 5 8 20,31 11,56 8,75
15 12 L] 6 17,12 9,67 7,45
16 13 4 9 23,36 15,32 8,04
17 7 B -1 19,56 20,52 - 0,98
18 12 8 4 21,62 14,26 7,36
19 14 6 B 27,36 13,62 13,84
20 12 4 8 19,52 9,86 9.66
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TABLA 1I
Ntmero
de Hojas normales Hojas deficientes Diferencia
" muestra p- p. m, de Mn p. p- m. de Mn
1 15,9 7.8 8,1
2 20,9 9,2 11,7
3 20,2 5,9 14,3
4 22,5 8.4 14,1
5 15,3 3,9 11,4
6 15,8 7,3 8,5
7 14,9 94 55
8 17,3 7.2 10,1
9 19,3 87 9,6
10 14,2 5,8 8.4
11 15,6 4,9 10,7
12 14,3 4,5 9,8
13 16,9 8,6 8,3
14 20,2 ‘ 7.8 12,4
15 17,6 6,0 11,6
i6 15,6 9,3 6.3
17 16,9 8,6 2,3
18 18,6 7.4 11,2
19 17,7 5.4 12,3
20 20,3 6,3 14,0
21 19,4 5,9 13,5
22 17,2 47 12,5
23 16,1 6,8 9,3
24 21,3 7.3 14,0
25 23,6 34 20,2
26 17,6 6,2 11,4
27 214 7.3 14,1
28 15,8 9,3 8,5
29 24,0 4,1 19.9
30 16,4 5,6 10,8
31 19,2 6,5 127
32 25,1 6,3 18,8
33 17,7 3,9 13,8
34 16,2 6,3 9,9
35 15,9 5,7 10,2
36 18,4 7.2 11,2
37 20,1 43 15,8
38 19,5 5.1 14,4
39 229 64 16,3

40 14,9 48 10,1
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TABLA III - -

Métodos N.° do onsayos Ne° de respﬁestas %%
positivas ‘
Diirectos
Incisién foliar 19 1 10
Inyececidn en peciolo. 10 3 30
Inmersién 40 40 100
Comparativos
Examen citoldgico 20 16 B0
Examen quimico 40 40 100

Los proced:mientos de incisién ¢ inyeccién requicren un manejo muy
cuidadoso y, a pesar de ello, fallan numerosos ensayos. Por el contrario,
seglin nuecstras cxpcncnc_lds resulta extraordinariamente 1til y aplicable
sobre todo el de inmersién para numerosas determinaciones simultdnecas,
por cuyo motivo es el que mds hemos generalizado. '

Dulante la aphcaclon de este método, se observa raplda mejoria, sien-
do frecuente que la zona verde clara de la hoja adquiera un color normal
antes de 15 dias. Al mes aproximadamiente, aparecen hojas completa-
mente normales y brotes sanos; en numerosos casos se producen brotes
florales, aunque no se haya realizado la experiencia en ¢l tiempo mis
apropiado para tal evolucién.

En cuanto a los métodos comparativos, se ha podido apreciar una
marcada diferencia en el nimero y volumen de los cloroplastidios existen-
tes en los parenqmmas foliares de hojas de arboles normales y carentes
(tabla I). Lo mismo ocurre en el anélisis quimico, donde, ademds, hemos
encontrado sistemdticamente los valores menores de manganeso en las
hojas con sintomas de su deficiencia (tabla II).

Los resultados de los ensayos de diagndstico, ampliamente extendidos
en toda la zona limomera murcigna, y que se wndican en la tabla TII
prucban la existencia de una deficiencia de manganeso en las plantacio-
nes de imonero verna de Murcia, particularmente en las establecidas en
los términos de Guadalupe y Cabezo de Torres.
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Il

CAUSAS

Los diversos estados de oxidacién en que se encuentra el manganeso
~del suelo, dotados a su vez de solubilidad diferente, pueden agruparse
asi: :

a) Manganeso divalente: al estado iénico en la disolucién del sue-
lo, como compuesios de cambio 0 en combinaciones complejas no cam-
biables.

b) Oxidos de manganeso trivalente, muy actives (Mn.O, . x H.O),que
son facilmente reducibles por la hidroquinona a pH 7.

c) Oxidos de pequefia actividad, en los que el manganeso presenta
las valencias 2 vy 3 (Mn.O,).

d} Oxidos de Mn tetravalentes (MnQ),), relativamente inertes.

El equilibrio entre estas formas vendrd determinado por el estado re-
dox del suelo.

Resulta conveniente, de acuerdo con Leeper (24, 25), hacer una dis-
tncién entre ¢l manganeso «roraly y el «asimilable o-activor, que és el
‘que tiene zuténtico interés desde ¢l punto de vista edafoldgico. Este com-
prende al manganeso soluble en agua, al de cambio y al facilmente re-
ducible. :

Los procesos que transfieren el manganeso del suelo a la planta no
son suficientemente conocidos; sin embargo, se acepta que lo importan-
te en la prictica consiste en mantener una concentracién adecuada de
manganeso divalente en el suelo.

Esta varia segin las condiciones fisicoquimicas y biolégicas del mis-
mo, que vienen influidas, principalmente, como es sabido, por la tempe-
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ratura, humedad, pH, potencial de oxidacién-reduceién y contenido de
materia orgdnica:

La temperatura y humedad del suclo ¢jercen un efecto considerable
sobre el manganeso activo, habiéndose comprobado (26) cémeo los descen-
sos de aquélla, acompaiiades de gran humedad, determinan deficiencias
agudas, que disminuyen al modificar ambos factores. La explicacién tal
vez se encuentre en la sugerencia de Fucimoro y SHERMANN (27), segin
la cual parte del manganeso existe bajo la forma del complejo (MnO)y.
(Mnoz)\ (H:0); ,que se desdobla cuando es eliminada su agua de hidra-
tacién por elevacmn de la temperatura y desecacién simultdnea.

En la actualidad, se considera el pH como uno de los factores prima-
rios que regulan la accesibilidad del manganeso a las plantas, Iin efecto,
a pH bajos suele haber mayor proporcién de manganeso divalente que
en los suelos alcalinos, calizos o encalados con exceso, donde aquel pasa
a estados de valencia superior, menos asimilables. Esta oxidacién, influi-
da de modo mds o menos directo por los microorganismos, se efectia
muy rdpidamente en los suelos alcalinos.

El Mn®t se oxida con facilidad al ponerse en contacto con el oxigeno
del aire o hien con el disuelto en el agua; los productos de oxidacién
pueden quedar en disolucién protegidos por coloides organicos, precipi-
tando posteriormente en forma de Mn{OH). v MnO., insoluble. Se
comprende el papel importante del potcnmal redox del suelo en estos
procesos oxidativos.

La reduccién de los 6xidos mangénicos a Mn®* por la materia orgini-
ca es mds ficil a pH bajos. No obstante y de modo general, aquélla con-
tribuye a elevar la asimilabilidad del manganeso, aun en condiciones no
tan beneficiosas de pH. Asf, Hurwrrz (28), observé un incremento en el
manganeso de cambio después de aportar materiales orgdnicos. Y Chrrs-
TENSEN {29) ha demostrado que la adicién de éstos a suelos calizos eleva
de 6 a 13 veces la concentracién de Mn** en la disolucion del suelo, si
bien el efecto se limita al periodo de descomposicién de dichos materia-
les, pues transcurridos éste se restablece el bajo nivel primitivo.

EsTuDpio FISICO - QUIMICO DEL SUELO

El andlisis de las causas posibles de la deficiencia de mangancso ob-
servada se ha realizado con particular intensidad en los suelos de la zona
experimental del término de Guadalupe.
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CARACTERES Y TIPOLOGIA.

Los suelos ocupados por las plantaciones citricas estudiadas son colu-
viales, pedregosos, con gran abundancia, en general, de grava constituida
por silicato del perlodo permlco depositados como detritus en terrenos
clasificados como miocénicos. Abundan en ellos, asimismo, las fracciones
de arenas gruesa y fina; de menor contenido en limo y arcilla, siendo de
textura general «arenosa» y excelente permeabilidad, con un primer nivel
fredtico inferior a los 10 metros. Desde este punto de vista son, pues, ex-
celentes para el desarrollo de los clirus en especial del limonero.

Antes de la roturacién y cultivo, estos suelos eran de tipo de estepa
parda (Burosem, con vegetacién xerofftica abundando las labiadas y
compuestas, encontrandose especies de haléfilas en algunas dreas, como
se comprueba en terrenos virgenes colindantes.

De acuerdo con el material geolégico originario, constituido por lajas
permianas silicicas violdceas y cantos cuarzosos, cuya riqueza en carbo-
natos es muy baja, el contenido medio en caliza en estos suelos, no es de-
masiado elevado, osaillando entre 25 y 30 %, si bien en algunos puntos
alcanza valores mas altos llegando hasta un 50 9, debido al lavado de los
silicatos de calclo, que origima capas cementadas calcireas,

En el andlisis de los perfiles efectuados se observa que el contenido en
carbonato cilcico, disminuye progresivamente, al descender, desde el ho-
rizonte superior.

Como perfil mis representativo de la zona en estudio, podemos con-
siderar el siguiente:

PERFIL

Situacién.—Guadalupe.

Geologia.—Pleistoceno.

Topografia.—Ligeramente inclinado (2 %).

Altitud.—50 metros.

Drenaje—Externo e interno, muy bueno.

Tipo de suelo—FEn su modo original, estepa parda (Burosem).
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DESCRIPCION

Profundidad en cm. Horizontes Observaciones

0-30 {A) Colar, pardo claro 7,5 YR 6/4 Mun-
sell. Textura arenosa. Estructura granu-
lar. Buena permeabilidad y penetracion
de raices. Pequefio contenido de mate-
ria orginica,

30-80 (B) Color rosa, 5 YR 7/4 M. Textura
areno - limosa. Estructura en bloques
sub-angulares. Buena permeabilidad.

80-110 (B.) Color rosa, 5 YR 7/4 M., Textura

arenosa. Estructura granular v muy
buena permeabilidad.

ANALISTS Fis1CO - (QUIMICO DEL PERFIL

TABLA IV

Profundidad Grava Tierra A. gruesa A.fina Limo . Arcilla Textura
de Ia o o o o o °
muestra la fa fa fa fo fo
0-30 em 28,7 71,5 22,3 22,6 21,9 34 Arenosa
30-80 » 32,1 67,9 23,9 17,9 16,9 8,5 »
80-110 » 84,6 15,4 9,1 2,2 2,6 14 »
TABLA IV (a)
ng‘;"?édad Salinidad (. eambio C0,Ca%, pH
muestra mlmhosfem. meq/100 Total Activo H,0 KCl
0-30 cm. 0,301 12,51 16,6 8,9 7,80 7,45
30-80 » 0,284 15,30 11,8 3,1 7,75 7,50

80-110 » 0,295 3,856 1,8 1,7 7,60 7,35
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TABLA IV (b)

Profundidad  (arhono M. Orgnica Nitrégeno C/N  Fésforo Potasio

de la- oo o )
muestra j ] /o I!o p.p.m, p-p.m.
0-30 crn. 0,74 1,27 0,084 8,7 4,3 218
30-80 » 0,30 0,53 0,044 6,9 27 132
80-110 » 0,06 0.1r1 0,006 10,5 0,6 26

TABLA IV (o)

Proi;;Ln?;dad Caleio Magnesio Sodie Cloruros . Sulfatos
muestra p.p-m. p pa. p.p.m. p-p.m. p.p-m.
0-30 c¢m. 5.043 321 82 121 indicios

30-80 » 4.571 264 68 115 »
80-110 » 879 30 14 20 »

TABLA IV (d)

Profundidad M ANGANTES SO ppm,
de la i F. redueibl I i m
muestra Cambio . redueible nactivo Total
0-30 cm. 1 16 257 974
30-80 » 0 13 191 204
30-110 » 0 ] : 64 67

FerTinLIDAD

En la tabla V se indican los datos obtenidos para un grupo de muestras

de la zona.
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TABLA V

Ntamero Grava Tierra A gruesa A.fina Limo Arcilla =~ Textura
Muestra  °, °f, oy o °fo °lo
1 33,34 66,66 15,73 27,60 14,66 7,17 Arenosa
2 26,67 73,33 23,03 30,10 13,05 5,01 »
3 14,29 85,71 18,00 44,10 16,45 4,97 »
4 21,48 78,52 14,84 26,89 17,93 16,86 Are. /Arcll.
5 9,84 90,16 11,45 47,63 18,08 19,73 .
6 0,00 100,00 24 .90 45,91 13,09 15,05 »
7 34,43 65,57, 18,29 19,44 11,86 14,53 Arenosa
8 54,60 45,40 23,24 7,85 6,22 7,01 »
9 58,71 44,23 21,67 8,49 6,17 6,97 »
10 34,15 65,85 17,31 19,94 12,99 14,29 »
i1 29,63 70,37 15,76 21,75 15,24 15,72 "Are.[Arec.
12 19,30 80,70 17,51 23,35 19,43 18,02 »
13 41,60 58,40 24 60 17,03 11,19 10,95 Arenosa
14 27,90 72,10 16,50 32,70 14,80 6,80 »
15 22 50 71,50 18,30 25,70 15,60 15,60 Are./Arcll,
16 25,00 75,00 21,60 27,30 16,30 7,60 Arenosa

TABLA V (a)

Muestra Salinidad C. eambio C0,Ca/f, pH
nimero mlmhos,em  meq/100 Total Activo H,0O KCl1
1 0,300 5,90 20,0 9,9 8,00 - 7,40
2 0,310 6,00 16,1 5,0 1,90 7,40
3 0,691 9,70 21,0 6,7 7.7z 7,40
4 0,601 11,00 | 23,9 12,4 7,80 7,50
"5 0,921 12,00 26,6 9,6 7,80 7,50
6 0,628 12,70 23,3 7,5 7,90 7,50
7 0,354 - 8,30 243 111 7,95 7.55
8 0,364 4,60 197 8,7 8,00 7,30
9 0,406 4,80 16,6 8,6 8,00 7,30
10 0,300 9,20 18,1 7,1 8,10 7,40
11 0,513 9,80 23,9 11,1 7,70 7,45
12 0,602 12,30 222 10,3 7,78 7,35
13 0,539 13,41 20,4 7,6 7.5 7,50
14 0,199 12,61 37,8 13,6 7.80 7,40
15 0,611 11,62 30,2 10,8 7,60 © 745

16 0,567 13,12 21,7 8,5 7,55 7,35
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TABLA V )
Muestra Carbono M, Organica Nitrogeno CiN Fésforo Potasio
nlimero °fo . *la p-p m. p. p-m,

1 0,88 1,49 0,084 10,3 3 266

2 1,26 1,17 0,085 14,8 5 211

3 1,29 2,22 0,124 10,4 10 414

4 Li5 1,98 0,131 8,7 9 282

5 1,32 2,27 0,124 10,6 11 328

6 0,73 1,25 0,039 18,7 11 344

7 0,84 1,43 0,076 10,9 3 242

8 0,61 1,05 0,064 9,5 3 230

9 4,54 0,91 0,055 0,6 ] 211

10 0,75 1,29 0,068 11,0 2 321
11 1,10 1,89 0,113 9,7 5 297
12 1,39 2,37 0,163 8.4 5 2:
13 0,90 1,43 0,009 10,0 2 195
14 0,64 1,11 0,054 11,8 3 85
15 1,25 2,16 0,108 11,6 9 339
16 1,21 2,09 0,106 11,4 3 205
TABLA V (¢

Muestra Caleio Magnesio Sodio Cloruros Sulfatos

Namero p.p.m. p.pm, P prm. p.p.m. p.p-m.

1 4.859 426 75 65 indiclos

2 4.927 469 73 53 »

3 6.531 505 118 116 »

4 5.983 384 106 113 »

5 6.708 622 532 308 »

6 6720 790 200 252 »

7 4.511 321 85 53 »

8 3.123 290 52 53 »

9 3.007 238 44 44 »
10 4.569 454 72 53 »
11 5.419 555 81 120 »

12 5.229 556 121 161 »
13 4.043 301 168 166 »
14 4.334 175 53 61 »
15 5.5690 377 139 164 »
16 5.110 438 145 191 ]
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TABLA V (d)

Muestra M A NGANESO p. p. m.

Ntmero Cambio F. reducible Inaetivo Total
1 1 23 165 189
2 o 24 157 181
3 1 36 216 253
4 1 25 150 176
5 1 a8 197 234
6 1 33 190 224
7 1) 12 153 178
B 1] 1 79 80
] | 1 82 83
10 1 29 166 194
11 0 10 . 173 183
12 1 36 172 209
13 0 14 154 168
14 0 11 200 211
15 1 33 180 214
16 1 30 214 245

Los hechos mds importantes, relacionados con la deficiencia que nos
ocupa, y que se aprecia en el estudio fisico-quimico descrito son:

Contenido de caliza relativamente elevado.

pH alto.

Valores practicamente nulos para ¢l manganeso de cambio y neque-
fios, respecto del total, para el manganeso facilmente reducible.

El estudio de las correlaciones entre los diversos datos analiticos ob-
tenidos conduce a los resultados sigulentes:

Manganeso total y fdcilmente reducible. l.os valores obtenidos para
la F de SvepECOR y los coeficientes de regresién (b) y de correlacién (r),
se indican en la tabla VI y la ecuacién de regresion en la figura 4. Puede
apreciarse una correlacién particularmente significativa, muy supermr in-
cluso para miveles del 0,1 9. Estos hechos subravan los criterios ya men-
cionados de la influencia positiva de los aportes de Ianganeso al suclo y
confirman la posibilidad, en el caso estudiado, de utilizar este sistema
como método curativo de las deficiencias en este nutriente.

Manganeso fa’cilmente reducible y materia orgdnica. Encontramos
también correlacién, si bien la Sngﬁcacmn no llega al 0,1 9%, Esto pone
de manifiesto que los aportes de materia orgdnica aumentan la fraccién
activa de manganeso en el suelo pero no en ral magnirud que pueda
considerarse como absoluta tal influencia.
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Manganeso tnactivo con carbonato cdlcico total. Los valores para F y
r demuestran la existencia de correlacién sélo significativa para niveles
del 10 %. Es evidente, pues, que la caliza perturba la asimilabilidad del
manganeso; pero no en intensidad extraordinaria, por lo menos en las
condiciones de estos suelos y con los contenidos no excesivamente altos
que hemos dprecmdo

Manganeso wnactivo con arena fing y {imo. En ambos casos, encontra-
mos una correlacién notable superior al 0,1 %. Ello demuestra que la
mayor parte del manganeso inactivo sc encuentra en estos suclos en agre-
gados relativamente gruesos.

TABLA VI

Regresion y conreladion F b r
Del Mn. f. reducible con M. Orgénica . . 16,5 18,22 0,7362
» » » Mn. total . . . 340 0,21 0,8416
» Mn. inactivo con CO,Ca total . . . . 3.8 3,36 0.4624
» » » » arena fina ., . . . 23,6 . 2,64 0,7920
v » » » limo . . . . . . 244 8,29 0,7970

VALORES TABULADOS PARA 14 GRADOS DE LIBERTAD

NIVELES

10 % 5 9 19 0,1 %

F . . . 3,10 4,60 8,86 17,14
T . . . .. . 0,4259 0,4973 0,6226 0,7420
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REGRESION Y CORRELACION ENTRE MANGANESQO TOTAL
Y MANGANESQ FACILMENTE REDUCIBLE

Mn total Mn. f. reducible

189 p.p.m. 23 p.p.m.

181 » 24 »

253  » 36 »

176 » 25 »

234 » 36 »

224 » 33 »

170 » 12 »

80 » 1 »

83 » 1 g

194 » 27 »

183 » 10 »

209 » 36 »

168 » 14 »

211  » 11 »

213 » 33 o

244 » 30 »

8.8. G.L. V. F.

REGRESION 1589 1 1589 34
ERROR 655 14 46,7
TOTAL 2244 15

b = 021 r = 0,8416
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Monganeso focimente reducible pp.m.

% 168 260
Manganeso total p.p.m.

.'F.iy_J
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REGRESION Y CORRELACION ENTRE MATERIA ORGANICA
Y MANGANESO FACILMENTE REDUCIBLE

M. orgdnica Mn. f. reducible
1,49 % 23 ppm.
217 » 24
2,22 » 36
1,98 » 25 »
2,97 » 36 »
1,25 » 33 »
1,43 » 12 »
1,05 » 1 »
0,91 » 1 =»
1,29 » 27 »
1,89 » 10 »
2,37 » 36 »
1,43 » 14
L1l » 11
2,16 » 33 »
2,09 » 30 »
5.8 G.L. V.
REGRESION 1215,5 1 1215.5 16,5
ERROR 1028,5 14 73,4
TOTAL 2244,0 15

b = 18,22 r = 0,7362
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REGRESION Y CORRELACION ENTRE CARBONATO CALCICO
' TOTAL Y MANGANESO INACTIVO

C0,Ca total Mn inactivo

20,0 9% 165 p.p.m.

16,1 » 157 »

21,0 » 216 »

239 » 150 »

26,6 » 197 »

23,3 » - 190 »

243 » 158 »

19,7 » 79

16,6 » 82

18,1 » 166 »

23,9 » 173 »

222 » 172 »

204 » 154 »

378 » 200 »

30,3 » 180.

21,7 » 214 »

5.5, G.L. V. F.

REGRESION - 4907,36 1 - 4907,36 3,80
ERROR 18041,64 14 1288,64
TOTAL 22949 15

b = 3,36 r = 0,4624
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REGRESION Y CORRELACION ENTRE ARENA FINA
Y MANGANESQ INACTIVO
Arena fina Mn. inactivo

27,60 % 165 p.p.m.

30,10 » 157 »

4410 » 216 »

26,890 » 150 »

47,63 » 197 »

45,91 » 190 »

1944 » 158

7,85 » 79 »

849 » 82 B

19,94 » 166  »

21,75 » 173 »

2335 » 172

17,30 » 154 »

32,70 » 200 »

25,70 » 180  »

27,30 » 214 »

3.8, G.L. V. F.

REGRESION 14394,9 1 14394,9 23,5
ERROR 8554,1 14 611
TOTAL 229490 15
b = 2,64 r = 0,7920
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REGRESION Y CORRELACION ENTRE LIMO Y MANGANESO

INACTIVO

Limo Mn, inactivo

14,66 % 165 p.p.m.

13,05 » 157 »

16,45 » 216 »

17,93 » 150 »

18,08 » 197 »

13,09 » 190 »

11,86 » 158 »

6,22 » 9 »

6,17 » 82 »

12,99 » 166 »

15,24 » 173 »

19,43 » 172 »

11,19 » 154- »

14,80 » 200 »

15,60 » 180 »

16,30 » 214 »

8.8, G.L. -V, F

REGRESION 145959 1 145959 24 4
ERROR 8353,1 14 596,6
TOTAL 22949,0 15
b = 8,28 r = 0,790
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El examen comparativo de nuestros resultados y de las observaciones
de otros investigadores, consignadas en los antecedentes de este estudio,
permiute deducir las consecuencias siguientes:

La deficiencia observada no es achacable a carencia total de manga-
neso en los suelos estudiados, pues los valores del manganeso total son
suficientes.

Ll contenido de materia orgdnica de los suelos estudiados no es capaz
de wnfluir positivamente sobre el manganeso de cambio.

Los wvalores altos de pH, originados por los contenidos elevados de
caliza, disminuyen la astmilabilidad del manganeso.

EsTtunic BIOLGOGICO DEL SUELO

Aunque como ya hemos dicho, se considera el pH como uno de los
factores fundamentales que gobiernan la accesibilidad de¢l manganeso en
las plantas, es también cierto que las condiciones de pH y caliza de los
suelos estudiados por nosotros no son tan excesivamente desfavorables
como para hacerlas responsables exclusivamente de la deficiencia de
manganeso observada; y lo prueba, ademds la correlacién no muy alta
apreciada entre manganeso inactivo y carbonato cdlcico.

En nuestro deseo de encontrar todas las causas posibles de la altera-
cién carencial descrita, hemos tenido en cuenta las observaciones reali-
zadas por otros 1nvest1gad01 es referentes al importante papel que los mi-
croorganismos ejercen en el proceso oxidativo, que inmoviliza el man-
ganeso de los suelos. Por ello, nos dispusimos a iniciar, en la medida de
nuestras posibilidades, el estudio de las caracteristicas microbianas de los
suelos donde habiamos reconocido dicha deficdencia de manganeso.

La mavor parte de la investigacién sobre la influencia microbiana en
el manganeso del suelo, se ha orientado principalmente al estudio de los
procesos de oxidacién y reduccidn biolégicas de dicho nutriente. En
efecto, las primeras experienciaq de laboratorio en este sentido se deben
a Bererinck (30), qu1en demostrd que el Bacillus manganica y el hongo
Papulospora manganica, son capaces de oxidar compuestos manganosos
tales como el lactato y el carbonato.

Posteriormente, S6HNGEN (31), ha realizado una aportacién muy esti-
mable a este problema, demostrando que una gran variedad de micro-
organismo, entre los que figuran Pseudomonas fluorescens, Azotobacter
choroococcum, Escherichia coli, Oidium lactis y diferentes especies de
Saccharomyces, son capaces de transformar compuestos manganosos so-
lubles en dxidos mangdnicos de color pardo.

Por tltumo, TimoNiN (32), ha aislado cuatro especies de hongos que
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oxidan al manganeso, siendo identificadas como Curvalaria brachyspora,
Curvularia lunata, Curvularig inoequalis y Periconia circinata.

Andhsis microbiolégicos. Ha sido practicado en dos suclos de conte-
nido nulo en manganeso divalente, cuyas plantaciones de limoneros
verna manifestaban en su totalidad la deficiencia. Se dispusieron parce-
las bien delimitadas, de tal manera que ¢l estado carencial de los 4rboles
correspondiese precisamente al caricter medio del conjunto de toda la
plantacién, asi como a las caracteristicas fisico - quimicas del suelo
(tabla VII). '

Para dichos andlisis se han utilizado muestras medias recientes, pro-
cedentes de las romadas en los distintos puntos de las parcelas, mediante
sonda metélica provista de bordes cortantes, y a la misma profundidad
(20 centimetros).

TABLA VII

ANALISIS DEL SUELO

M UESTRA

I II
Grava 26,13 9% 19,76 9
A. pruesa 16,80 9%, 17,40 9%
A. fina 21,75 % 24,00 %
Limo 17,30 % 18,70 %,
Arcilla . 16,12 17,80 %
Ca. cambio. meq/100 10,20 11,90
pH (H.O) 7,45 7,75
pH (CIK) 7,40 7,35
C0O,Ca total 24,00 9% 21,90 <
Co,Ca activo 11,14 9% 10,20 %
Mat. Org. 1,80 < 215 9
C/N 10,00 8,30
N 0,110 0,150%,
P. ppm. 5 5 '
K, p.pm. 300 297
Ca, ppm 5,378 5,194
Mg, ppm 546 558
Mn de camb., p.p.m. 0 1
Mn f. rede, p.p.m, i1 30
Mn inet.”., p.p.m. 169 169

Mn total, p.p.m. 180 200
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Prev1amentc efectuamos con una espirula la limpieza de los restos.
vegetales sin dencomponer que cabrian "la superficie en donde se iba
a realizar la toma. Los instrumentos y el material de vidrio fueron este-
rilizados.

Se cnscydlon Jlos medios de cultivo de FrscHer (33), Fenir (34),
Waksman (35) y Czapex (36) edgiendo cstos dos ultlmos espemﬁcos para
bacterias v hongos 1espect1vamentg porque
placa de PErri—, permltleron desarrollar el mayor numf.ro de especies
y proporcionaron valores mas concordantes en los recuentos.

Las pesadas de las muestras medias de suelo se hicieron en condicio-
nes asépticas y fueron mezcladas con el volumen preciso de agua esteri-
lizada para conseguir de cada una seis diluciones, de tal manera que
cada centimetro cibido correspondiese respectivamente a 1/10, 1/100,
I/l .000, 1/10.000, 1/100.000, 1/1000.000 gramos de suelo, agitando al
principio durante cinco minutos, para. provocar la dlspersmn uniforme
en el seno del agua de las pdrtlculas de suelo y la separacién de los mi-
croorganismos de las mismas. Para cada dilucién, empleamos, después de
suficiente agitacidn, una pipeta esterilizada distinta.

En cada placa de Perrr colocamos un mililitro de la dilucién <orres-
pondlcnte y diez del medio de cultlvo engldC- fundiendo plev1amcnte y
enfriando hasta 42° C. Las piacas una vez sembradas, se incubaron en es-
tufa de cultivo a 30° C Para la determinacidén del nimero de hongos, se
contaron las colonias a las 48 y 72 horas y para las bacterias se conti-
nuaron los recuentos hasta los doce dias. Ll nimero de colonias por pla-
ca nos dio el de microorganismos en un mililitro de dilucién, de cuyo va-
lor se obtiene ficilmente el de microorganismos por gramo de suelo. Los
resultados se-consignan en la tabla n.” VIIL

TABLA VIII

Nam. de hongos Ntm. de hacterias

Suelo por gramo de suelo por gramos de’ suelo
Muestras medias I 9,600 94,1 x 10°
Muestras medias 11 8,300 77 x 10°

Identificacién de especies. Dada la gran complejidad que encierra
todo estudio microbioldgico de suelos, en particular por la enorme y di-
versa poblacién microbiana, decidimos trabajar en primer lugar sobre un
grupo de hongos del género Aspergillus, predominantes en los cultivos



Folografia n.® 4

Aspergillus versicolor o los 20 dias de sembrado en medio Caapek, lemperalura de 300 C

Folografia n.» 5

Aspergillus awamory a los 20 dias de sembrado en medio Crapek, lemperalura de 300
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Folografia n.o 6

Aspergillus amstelodami a los 20 dias de sembrado en medio Crapek, lemperalura de 30° C

Folografia n» 7

Aspergillus niger o los 10 dias de sembrado en medio Czapek, lemperalura de 300 C
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efectuados. Pudimos aislar e identificar cuatro especies: A. versicolor,
A. awamori, A. amstelodami y A. miger, cuyas caracteristicas s¢ indican

en la tabla IX. .

TABLA IX

Caracteristicas A, versicolor A, awamori A, amsielodami A, niger
e B [ [
Conidiéforo 600 x 5 900 x 10 300 x 7 1.000 x 15
Vesicula 15 35 20 60
Cabezuela 100 160 135 500
Esterigma 1.° 9x 3 10 x 4 6 x3 15 x 7
Esterigma 2.° Tx 2 6 x 2 — 8 x 2,5
Conidio 3 4 4.5 3.5
Aspeeto do la Aterciopelada Flocosa de Zonada'deenlor  Uniforme
colonia de color verde  color marrén verde claro y de color
cliaro ORCUTO peritecios ama- negro

rillos

Con independencia del criterio general que acabamos de resurnir, al
principio de este capitulo, juzgamos de marcado interés profundizar mas
en el conocimiento del metabolismo del manganeso divalente por los mi-
croorganismos. Pensamos que aparte de la influencia que los microorga-
nismos del suelo pucdan tener en la transformacién del manganeso acti-
vo en no asimilable, merced a procesos oxidativos, cabe la posibilidad del
establecimiento de una competencia entre algunos de aquellos y la plan-
ta respecto del manganeso de cambio, competencia que en determinadas
circunstancias puede ser desfavorable a ésta, constituyendo otro factor
coadyuvante, junto a los ya indicados, en la provocacién del estado caren-
clal que estudiamos. :

De acuerdo con esta hipétesis, hemos estudiado la influencia de varios
niveles de Mn®+ sobre el crecimiento y metabolismo del Aspergillus ver-
sicolor. La eleccién de este hongo, aislado del suclo que estimamos defi-
ciente en mangancso divalente, fue motivada por su preponderancia so-
bre los demdis.

No pretendemos establecer conclusiones definitivas, pues de sobra
sabemos que este tipo de estudios requieren una experiencia larga y con-
tinuada. No obstante, creemos que los resultados, que mds adelante se
exponen, abren posibilidades interesantes para una investigacic’)n mas
completa sobre la competencia planta-microorganismo en la absorcién
de este nutriente, .
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En primer lugar tratamos de establecer ¢l medio de cultivo mds ade
cuado para mantener el estado divalente del manganeso. Los resultados
mis satisfactorios se obtuvieron incorporando glucosa como donador de
hidrégeno (37) y 4cido citrico conmo agente complejante (38). La compo-
sicidn del medio utilizado es la siguiente:

Nitrato sédico 3 grs. por mil
Fosfato bipotasico 1 » » »
Sunlfato magnésico 05 » » »
Cloruro potdsico 05 » » »
Sulfata ferroso _ 005 » » »
Peptona ‘ 5 o» » »
Glucosa 30 » 3 »
Acido citrico 2 » v o
Sulfate de muanganeso: 0, 10, 25, 40, 55, 70 p.p.m. expresadas en
Mn?+.

Se prepararon seis series del medio nutritivo o substrato, cuyo inte;‘—
valo en los niveles de manganeso era del orden de 15 p.p-m. con excep-
cién de la segunda (tabla X). Se empleé disolucién de sulfato mangane-
so equivalente a 1.000 mg por litto de Mn*+.

TABLA X

Serie Mls, de disolucion de p.pm. de Mn+ en-
SO‘Mn en 200 mis substrato contrado en el substrato

1.2 0,0 0,0
20 14 7,0
3.0 5,0 24,5
40 8,0 39,0
52 11,0 56,0
6.2 14,0 72,0

En cada frasco de Roux, se colocaron 195 mls del medio correspon-
diente a cada serie, adiciondndose como indculo 5 mls de una suspensién
de conidios, procedentes de cepas de diez dias de dspergillus versicolor,
preparada previamente para que la siembra fuese idéntica en todas las
series, Estas fueron colocadas en estufa de cultivo a una temperatura de
23 . 2°C, observandose a los tres dias manifiesta germinacién, y a los
cuatro formacién miceliar con conidiéforos. Se efecinaron las recogidas
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miceliares para su andlisis a los 6,9 y 16 dias Los micclios, después de
lavados con agua destilada hasta que ésta no acusé presencia de manga-
neso, s¢ desccaron a 105°C y pesaron.

Estas scrics experimentales fueron realizadas por wriplicado en condi-
ciones idénticas.

Los valores de la tabla XI corresponde a la media aritmética de los
datos obtenidos.

TABLA XI
Substrato: grs. micelio grs, miecelio grs. miecelio
ppm. de Mn a los 6 dias a log 9 dias a los 16 dias
0 (testigos) 1,3088 17412 1,5992
7 1,3293 1,8115 ) 1,6549
24 1,3464 1,8240 1,6928
39 1,3586 1,8693 1,7076
56 1,3383 1,8222 1,7364
72 1,2381 1,8056 1,7461

»

Se pone de manifiesto cn ella la influencia de los niveles crecientes
del nutriente ensayado, asi el peso del micelio del Aspergillus versicolor
aumenta de forma gradual con la concentracién de manganeso en el
substrato hasta un nivel de 39 p.p.m., a partir del cual decrece. Un efec-
to similar se ha podido observar en la fase de pleno desarrollo del hon-
go, a los 9 dias. Por el contraric, en el periode de envejecimiento, el peso
miceliar aumenta progresivamente con la concentracién de manganeso
en cl substrato. La evolucién de este proceso sc observa claramente en la
figura 9.

Para las determinaciones analitica (tabla XII), se procedié a la diges-
tién por via himeda de los 1espect1vos micelios, utilizando pe10x1do de
hldtogeno y 4cido sulfdrico (39). Se comprueba que el manganeso diva-
lente es mc‘rabohzddo por este hongo con tendencia a acumularse Intra-
celularmente, a niveles tales que interfieren fisiolégicamente en su promo
metabolismo. La escasa variacién de los valores para los nutrientes nitré-
geno, fésforo y hierro, prueba que el manganeso no obstaculiza el meta-
holismo de los mismos. .

Se han calculado las regresiones entre el manganeso del substrato v el
mangancso del micclio a los 6,9 y 16 dfas. Los valores obtenidos para la
F de Snedecor y los cocficientes de regresién (b) y de correlacién (r), se
indican en la tabla XIII, asi como las ecuaciones de regresién respecti-
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vas en las figuras 10, 11, 12. Del andlists de las mismas se deduce la exis-
tencia de correlacién entre los valores considerados, particularmente sig-
nificativos para el micelio de 6 dfas.

TABLA XII

Substrato Micelio
Dias
Mn. ppm. pH Mn. ppm. Fe. ppm, 9%, P °le N

6 0 8,21 0 999 0,73 5,87
» 7 8,47 58 990 8,70 6,06
» 24 8,563 132 872 0,70 5.53
» 39 8,26 212 887 0,74 5,58
» 56 8,16 303 836 0,74 5,87
» 72 8,04 403 870 0,77 5.69
9 0 8,31 0 982 0,49 4,62
» 7 8,31 217 925 0,52 4,99
» 24 8,29 588 978 0,57 4,84
» 39 8,30 837 974 0,58 4,55
» 56 8,30 915 973 0,52 5,00
» 2 8,38 1037 956 0,51 4,83

16 0 9,07 0 1021 0,66 4,70
» 7 9,06 416 993 0,65 4,94
» 24 8,91 1206 963 0,69 4,72
» 39 8,96 2625 1038 0,69 4,76
» 56 8,94 2261 1137 0,73 4,85
» 72 8,05 3306 1209 0,71 4,65
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REGRESION Y CORRELACION ENTRE EL Mn EN EL SUBSTRATO
EN EL MICELIO A LOS 6 DIAS

Substrato Micelic

0 ppm. 0 ppm.

T 58 »

24 » 132 »

39 = 212 »

56 » 303 »

72  » 403 »

3.8 V. F.
REGRESION 114.972 114.972 . 1249
ERROR 368 92
TOTAL 115.340
b = 54 r = (,9984
500

378

Ma. pp.m en el mecelio
(']
8

128 -

T
25

1
75 100

Mn. ppmen e/ subsirato

Frg. 10
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REGRESION Y CORRELACION ENTRE EL Mn EN EL SUBSTRATO
Y EN EL MICELIO A LO3 9 DIAS

Substrato Micelio
0 p.pam. ¢ p.pm.
7 » 217 »
24 » h88 »
39 » 838 »
b6 v 915 »
72 » 1037 »
8.5, G.L. V. F.
REGRESION 785.696 1 785.696 42.2
ERROR 67.971 4 16.992
TOTAL 853.667 b
b = 14,1 r = 0,9593
1200
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Mn ppm en el svbstroto

Fig. 77
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REGRESION Y CORRELACION ENTRE EI. Mn EN EL SUBSTRATO
Y EN EL MICELIO A LOS 16 DIAS

Substrato Micelio
0 p.pm. 0 p.p.m,
7 » 417 D
24 » 1206 »
39 » 2025 »
56 » 2261 »
72 3306 »
58, G.L. V. F.
REGRESION 7.470.720 1 7.470.720 202
ERROR 147.287 4 36.821 :
TOTAL 7.618.007 5
bh = 43,5’ r = 00,9902
&
$
=
O 3000 -
&
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Mr ppm en el substrato
Frg. 12
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TABLA XTI1I

Regresion y correlacion r b T

Entre el Mn en el substrato y
Mn en el micelio:

a los 6 dias 1249 5,4 0,0984
» 2 9 422 14,1 0,9593
» 116 202 43,5 0,9902

VALORES TABULADOS PARA CUATRO GRADOS DE LIBERTAD

Niveles

1% 0,1 %
F. . . . .. ... 21,20 74,14
r. Coe e 0,9172 0,97406

Con el estudio descrito, se demuestra a escala de laboratorio que el
manganeso divalente es metabolizado notablemente por el hongo Asper—
gillus versicolor. Puesto que tal especie ha sido aislada y en proporcién
notable de suelos deficitarios en dicho elemento, no es exagerado, a nues-
tro juicio, admitir en principio la posibilidad de que exista un caso de
competencia como el supliesto en nuestra hlpotesm de traba]o Esperamos
que los estudios de campo ya iniciados perm\tan confirmar totalmente rtal
presuncién, No obstante, en el momento actual de nuestra investigacién,
creemos justificado afirmar que es un factor coadyuvante a la deficiencia
de manganeso en los citrus de las zonas estudiados, el desarrollo en sus
suelos de microorganismos que metabolizan el manganeso divalente.
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ITI
TRATAMIENTO

Los métodos preconizados para el restablecimienio de las condiciones
normales de plantas deficitarias en manganeso, siguen tres directrices di-
ferentes:

1> Agregar al suelo sustancias que dlsmmuyan el pH del medio, de
forma tal que resulte asimilable el mangancso existente. En este sentido,
se manifiestan eficaces los tratamientos acidificantes con azufre (40), y
el empleo de fertilizantes de hidrélisis 4cida, como el sulfato aménico,
debido a la formacién de espacios de acidez relativamente elevada, en la
que los compuestos de manganeso son mucho mds solubles (41).

2" Adicién al suelo de manganeso, preferentemente como sufato, en
la proporcién de 50 a 100 kgs. hectirea (42) y mejor atin mezclando con
azufre o superfosfato (43).

3* Suministro directo del nutriente a la planta por inyeccion en el
tronco de sales sélidas o disoluciones a alta presién (44), o por via foliar
mediante fumigaciones con disoluciones muy diluidas de sulfato manga-
noso. En este tltimo caso, el mds difundido, se han empleado concentra-
ciones comprendidas entre 0,15 y 0,5 9, neutralizando convenientemente
la disolucién con hidréxidos cdlcico o sédico (11, 13, 14, 15, 17).

El prlmer procedlmlento descrito, puede considerarse como meramen-
te preventivo v sélo capaz de dar resultados a largo plazo, siempre que
la deficiencia no sea debida a carencia total de manganeso en el suelo-

El segundo completa este dltimo aspecto con la adicidn de sal man-
ganosa. Adolece también de lentitud y su viabilidad es solamente posi-
ble en suelos de pH adecuados, pues en los alcalinos se produce una in-.
movilizacién de gran parte del nutriente aportado.



El manganese como nutriente del limonero Verna C-1156

Queda, pues, como método més eficaz y de accién més ripida el que
acta de modo directo sobre la planta afectada. Sin embargo, las aphca:
ciones de sales sdlidas o inyecclones a presién son solo aconsejables «in
extremis», ya que pueden determinar lesiones cn los érganos, trastornan-
do el normal funcionamiento fisiolégico, o ser puertas de entrada para
infecciones de naturaleza varia. Por otra parte, dadas las necesidades es-
casas de este elemento en la mayona de las especies vcgctales suelen re-
solverse tales altcraciones con tratamientos menos drdsticos, como son los
realizados por via foliar en condiciones adecuadas.

Por todas las razones expuestas en este breve examen critico de los
métodos tradicionales, hemos ele&ido el procedimiento de rociado o fu-
nugacmn de la hoja para la correccién de la deficiencla observada. Las
prcuenuas fueron dlspuesta% del modo 31gulente

Sc eligicron parcelas de limoneros verna, de edad y desarrollo di-
ferentes con fertilizaciones diversas.

A via de ensayo, fueron utilizadas treinta disoluciones cuya compo-
sicién y resultados previos se indican cn la tabla XIV,

Los resultados obtenidos con las siete primeras disoluciones fueron
preicticamente nulos debido a Ia escasa concentracién de sulfato manga-
noso; a partir de la disolucién n.” 8 apreciamos respuesta positiva, espe-
cialmente con las del 0,3 9. Las discluciones restantes (19-30) produje-
ron nccrosis en razon directa a la cantidad de manganeso.

Para igual proporcidn de sal manganosa, observamos, mayor activi-
dad al incorporar carbonato sédico, que aumenta la persmtenma

La adicién de tenstoactivos de naturaleba no iénica, mejoré aun mas
las condiciones pues se facilité el mojado e impregnacién de las hojas.

El conjunto de observaciones realizadas ha permitido elegir las diso-
luciones 16, 17 y 18 como de mejores respuestas.

De acuerdo con ello, se trataron con cada una de dichas disoluciones
quince arboles escogidos al azar en una misma parcela, conservando otros
-tantos como testigo. La operacién se efectud en todos los casos a la caida
de la tarde. Por término medio se consumieron de diez a doce litros de
disolucién por drbol, llegando hasta veinte litros en los de gran desarrollo.

En las tablas XV a XVIII se indica la evolucidn del contenido foliar
de manganeso tanto ¢n los drboles testigo como en'los tratados.
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TABLA XIV

Composicién

Disel, Impreg-

Detergente  Neerosis Respuestas
nso MnS0.°{, Na,CO2, nacién

Irel Neutronyx

1 0,1 — — — r _...

2 0,1 — 0,1 — b —
3 0,1 — 0,1 — b —

4 2,1 0,05 — — r —
5 0,1 0,05 0,1 — — b —

6 0,1 0,05 — 0,1 — b —

7 0,2 — _— _— T —

8 0,2 — 0,1 — b +

9 . 0’2 - 0,]. _— b =+
10 0,2 0,10 -—_ — T o+
11 02 0,10 0,1 — — b +
12 0,2 0,10 - — 0,1 — b +
13 0,3 — — — - r +
14 0,3 — 0,1 — b o+
15 0,3 —_ 0,1 X b -
16 0,3 0,15 — — r “+ 4
17 0,3 0,15 0,1 — — b + ++
18 n3 0,15 — 0,1 — b + ++
19 0,4 — — —_ »® T +
20 04 — 0,1 > b +
21 0,4 — — 0,1 X b +
22 0,4 0,20 — — x r 4
23 0,4 0,20 0,1 —_ X b + +
24 04 0,20 — 0,1 X b + +
25 2,6 — — — x T + +
26 0,5 — 0,1 — % b + +
27, 1,6 — — 0,1 x b + +
28 0,5 0,25 — X r + +
29 0,5 0,25 0,1 — X b + +
30 0,5 0,25 — 0,1 X b + +

— nula.

T regular.

b, + buena

+ 4+ Optima.
X produccién de necrosis.
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TABLA XV

ARBOLES TESTIGO

Ntimero Manganeso p p. m.
del Al iniciar la Al mes de la . . Aumento en
irbol oxperiencia experioucia Diferencia . tanto por uno

32 7.8 1.4 -04 —0,05
24 5,6 5,9 0,3 0,05
53 5.9 5,9 0,0 0,00

9 84 8,2 - 0,2 -0,02

6 3,9 4.2 0,3 0.08
51 T2 7.1 0.5 0.07
41 4,5 5,56 0,1 0,22
37 6,0 57 -0,3 - 0,05
59 8,6 9.0 04 0,05
27 54 5,0 -04 -G,08
54 4,7 52 0,5 0,10
21 6,2 5,6 -0,6 -0,09

2 3,8 37 -0, -0,03
44 5,3 5,3 0,0 0.00
38 " 6,1 6,4 0,3 0,05

Media 5,06 6,04
TABLA XVI
ARBOLES TRATADOS.-—Disolucién n.® 16
Nfimero Manganeso p p. m, .
del Al iniciar la Al mes de la . . Aumento en
arbol exporiencia experisneia Diterencia tanto por uno

b1 5,6 28,9 23,3 41
34 9,5 37,3 27,8 2.9
56 4,8 29,8 25,0 5.2
40 5,7 374 31,7 55
22 6,3 31,6 25,3 4,0
14 27 38,3 25,6 13.1
29 1,9 30,7 28,8 151

5 3,6 286 25,0 69
33 34 29,3 25,9 7.6
55 27 31,4 38,7 106
25 7,6 32,6 25,0 3,2
12 : 6,2 25,3 19,1 3.0
28 6,4 246 18,2 28
52 4,7 29.6 249 52
31 3,7 30,4 26,7 7.2

Media 4,98 29,72 24,73
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TABL.A XVII

ARBOLES TRATADOS,—Disolucién n.® 17

Manganeso p. p. m.

Namero . —
del Al inieiar la Almes dela - e . Aumento en
drbol experiencia oxperiencia . Diferencia: tanto por uno
50 4,2 334 29,9 6,9
17 9,7 36,4 26,7 27
46 73 354 28,1 3.8
11 5,3 31,7 26,4 4,9
23 3.4 31,6 28,2 g2
4 3,6 - 31,6 28,0 7.7
26 8.6 40,8 342 5.1
7 6,5 29.6 23,1 3.5
16 2,0 22,8 30,8 154
3 2,9 31,7 28.8 9,9
47 94 43,2 33,8 35
13 4,2 374 33,2 7.9
30 6.8 37,4 30,6 - 4.5
36 3,2 30,2 37,0 8.4
42 3,2 37,2 34,0 106
Media 5,02 34,69 29,67
TABLA XVIII
ARBOLES TRATADOS —Disclucidén n." 18
Nfimero Manganeso p. p.m, 7
del Al inieiar la Al mes de In . . Aumento en
arhol axperiencia axperieneia Diferencia tanto por uno
45 3,2 32,7 20,5 . 92
48 7.3 43,2 35,9 4.9
1 6,7 51,6 44.9 6,7
60 4.5 39,0 34,5 7.6
1R 3.6 48,3 447 12 4
8 5,4 40,7 35,3 - 6.5
35 3,2 474 442 138
20 7.2 52 4 45,2 6,2
58 2,1 39,8 37,7 17,9
15 8,6 45,5 36,9 4.2
19 57 42,1 36,4 6.3
49 5,3 39,4 27,1 51
39 3,3 39,2 35,9 10.8
43 44 34,6 30,2 6,8
10 2,3 33,5 3,2 13.5

- Media 485 41,49 36,64
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El examen detenido de las tablas anteriores, permite deducir que el
contenido de manganeso en los drboles testigo es prd(ucamente constante;
por el contrario las hojas de los drboles tratados experimentan un aumen-
to considerable que va desde el 2,6 hasta el 17,9 por I. Si se comparan las
medias de las diferencias en las tres dltmas tablas, aparecen aumentos
proporc10na1es a la imprégnacién, que es mayor cuando utilizamos ten-
sioactivos, sobre todo con el Neutronyx. A la vista de lo expuesto, escogl-
mos la disolucién n.® 18 para todos los tratamientos posteriores.

En la tabla XIX se presenta un resumen de los resultados obtenidos
en épocas diversas, para lo que se ha tenido en cuenta la actividad vege-
tativa de esta variedad v la influencia que pudiese ejercer ¢l tratamiento
sobre los brotes jévenes. De ella se deduce que el intervalo éptimo de apli-
cacién en estas zonas corresponde a los meses de mayo y jumio.

Después del éxito de nuestras primeras experiencias, se ha procedido
en afios siguientes a extender los tratamientos a la mayor parte de las
zonas afectadas, un resumen de los cuales figura en Ja tabla XX, Los re-
sultados han sido igualmente satisfactorios, confirmindose sistemdtica-
mente la desaparicién de los sintomas foliares de la deficiencia, respuesta
considerable de los brotes florales y, por ulumo, un aumento de la pro
duccién.

TABLA XIX

Epoca Efectos de la fumigacion

Enero-Febrero +

Marzo-Abril — .
Mayo-Junio _ o+t
Julio-Agosto ' -
Septiembre-Octubre +
Noviembre-Diciembre +

+ Bueno.

+ + Muy bhueno.
— Nulo o perjudicial.
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TABLA XX

p. p. m, Manganeso en materia seca

Términos
Antes del tratamiento  Después del trataiiento
Guadalupe 42 28,2
Cabezn de Torres 5,3 36,3
Llanc de Brujas 1.6 34,6
Zeneta 6,2 33,5
Beniajsn 7.6 314

(ada cifra es la media de diez determinaciones.

Como consecuencia de la amplia experimentacién resumida en este
trabajo, consideramos de interés recomendar para las plantaciones de h-
mOonero verna carentes en manganeso, la siguicnte:

TECNICA DE TRATAMIENTO

Los drboles afectados se rociardn completa y adecuadamente con la
disolucion que sigue:

Sulfato manganoso. . . . - 0,3 kgs.
Carbonate soédica . . . . . - 0,15 »
Neutronyx-600. . . . . . . . 01 »
Agua, cantidad suficiente para. . 100 fitros

La operacién deberd efectuarse preferentemente durante los meses de
Mmayo y j%min, a la caida de la tarde, y aprovechando dias de calma.



PArRTE SECUNDA

ESTUDIOS COMPARATIVOS DE LA HOJ)A NORMAL Y DEFICIENTE
- EN MANGANESO DEL LIMONERO VERNA

I
ESTUDIO CITOLOGICO

Fue ScHiMPER, cn 1885 (45), de los primcros que estudlaron seriamen-
te los cloroplastos; él ya indicaba que éstos constan de un estroma inco-
loro en el que estin embebidos unos granulos tan diminutos que alcan-
zan los limites de la wvisibilidad microscépica y donde sc encuentra el
pigmento verde. Estas ideas fueron aceptadas por Bivz (46) y MEvEr (47)

refutadas mds tarde por ScuiruaOFF (48), SHarP (49), GUILLIERMOND ¥
otros (50) que apoyandose en las teorfas coloidales de la materia viva lle-
gaban a la conclusién de que todos los componentes vivientes de las cé-
lulas eran fliidos y microscépicamente homogéneos (Kinster) (51). Fi-
nalmente, ya en el afio 1935, Husert (52} y Herrz (33), entre otros, vuel-
ven a los criterics primitivos, indicando que los cloroplastos estdn dotados
de una estructura microscopica finamente granulada.

M4s recientemente y basindose en la teorfa onginaria de ScHIMPER,
hemos de destacar los trabajos realizados por los Dres. Loustau, OrTURO
y CarpENa (54, 22) cuyas ideas nos han servido de directriz para la cla-
boracién del presente capitulo.

De acuerdo con los trabajos dltimamente citados, pensamos que debe-
rfa existitr una clara diferencia entre los cloroplastidios de las hojas ver-
des, fisioclgicamente normales, y los correspondientes a las deficientes en
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oligoelementos. v que se podrian investigar las variaciones que éstos pro-
ducen en los orgdnulos celulares de los parénquimas foliares. Por otra
parte, siempre nos parecié de.gran interés estudiar los orgénulos citoplds-
micos precisamente en plantas con deficiencias de micronutrientes, ya
que ellos han de bloquear necesariamente las distintas fases evolutivas de
los condriosomas citopldsmicos, en especial de los cloroplastidios.

Hemos estudiado las células enteras y completas cuidando de que sus
cloroplastidios no presenten deterioro alguno, y asl se ha conseguido de-
terminar su volumen y nimero, que, entre ciertos limites, presuponemaos
especifico para una estructura normal. Los detalles mds importantes de la
técnica seguida se indican a continvacién:

Se parte de hojas desprovistas de peciolo, convenientemente lavadas. En
las deficientes en manganeso, fueron separadas previamente por corte las zonas
verde clara v verde oscura,

El material se divide en pequefias tiras, fijindolo con amdo Sulfosahcﬂlcn al
5 %, en disclucion acuosa de dcido picrico al 1 %, ; segin el tamafio de los cor-
tes, el tiempo de fijacidn oscila entre cinco y veinte dias, A continuacidn, se
tratan durante 24 horas con sulfato ferroso al 0.5%; la disolucién toma color
violeta como consecuencia de la reaccidn del dcido sulfosalicilico con el ién fe-
rroso. Después de repetidos lavados con agua destilada, hasta eliminar el hie-
rro, disociamos las eélulas que forman los parénquimas foliares con oxalato
amoénico al 1 por 100, que disuelve las sustancias pécticas del cemento de
unidén situado entre las membranas de las células adjuntas. El grado conve-
niente de disociacién se alcanza al cabo de unas horas, en cuyo momento debe
trabajarse con sumo cuidado para ovitar la disgregacion de las piezas. Segui-
damente se tifie con hematoxilina al 0,1, 0,5 y 1 por 100 (segin el grado de
tineién que se desee), a la que se afiade disolucién acuosa de alumbre potdsico
al 0,1 por 108. Despusés, diferenciamos con Rodamina B en disoluecidn glicériea
durante 24 horas v finalmente sa lava con agua destilada. La preparacién defi-
nitiva, se consigne tomando una pequefia parte de material y colocdndola en
una gotita de glicerina sobre un porta; se deposita a continuacién sobre el ob-
jeto una gota de gelatina glicerinada, previamente fundida; por dltimo se co-
locs el cubre con suave presion, valiéndose de un trocito de médula de satco
¢ imprimiendo a la vez un ligern movimiento de rotacién o de oscilacién, En-
tonces, las células se esparcen sin ninguna dificultad en la gelatina glicerinada,
¥, en tanto ésta permanece fundida se las puede trasladar & un lado o a otro
mediante lgeras presiones sobre la ldmina cubreobjetos. Con esta marcha mi-
crografica, se resaltan fundamentalmente los cloroplastidios,

La primera parte de este estudio fue dedicada por entero a la deter-
minacién de las caracteristicas tipo de los cloroplastidios pertenecientes
a hojas ﬁsiolégicamente normales, con el objeto de establecer valores de
referencia que permitieran la comparacién racional con plantas afectadas
de estados deficitarios,
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Con la ayuda del micrémetro ocular, hemos podido determinar los
volimenes de los cloroplastidios, aplicando la férmula matematica del
volumen del esferoide 4/3zr° en unos casos o del ovoide 4/37 ab® en
otros, segiin la forma de aquellos.

La tabla n.” XXI indica los resultados obtenidos para el nimero de
cloroplastos. Iin el tejido de empalizada, se apreua proporcién supenor
de valores comprendldos entre 10 y 13 con mds frecuencia para ¢l n." 12.
En cuanto al tejido esponjoso, estos valores oscilan entre 9 y 21, corres-
pondiendo el mayor porcentaje a 10 cloroplastidios por célula.

TABLA XXI

LiMONERO NORMAL

Clase de tejide N de cloroplastos por célula °la
Empalizada 6 2,00
» 8 6,00
» 9 9,00
» 10 16,00
» 11 21,00
» 12 23,00
» 13 14,00
» 15 7,00
» . 16 2,00
Media 11,29
Esponjoso 6 6,40
» 9 15,60
¥ 10 24,50
» 13 15,70
» 16 14,30
» 21 12,00
» 29 780
» 35 3,80

Media 14,67
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TABLA XXII

LiMONERD NORMAT,

Clase de tejido * Volumenes de los c¢loroplastidios °fa
19

Empalizada 8,15 1,70

» 14,10 13,20

» 16,71 17,70

P 25,00 21,70

D 23,25 30,70

» 47,39 12,00

» 66,19 3,00
Media 8 25,20

Esponjoso 8,16 5,70

» 9,40 16,90

» 14,10 21,10

» 25,06 37,10

» 39,25 15,80

» 75,20 3,40
Media 23,08

Los volimenes de los cloroplastidios (tabla XXII) en células del tejir
do en empalizadas varfan entre 8,15 ¢.® y 66,19 »*, con un tanto por cicn-
to mas alto para e} 23,25 p°. En el esponjoso van de 8,16 a 75,20 siendo
mayor la proporcién del 25,06.

Las fotografias nimeros 8 y 9 muestran, a 1.200 aumecntos, prepara-
ciones de células correspondientes a los parénquimas cn cmpalizada y
esponjoso de hojas normales de limonero verna, que han sido disociadas,
tefiidas y diferenciadas con arreglo a la técnica descrita. En ambas, pue-
den apreciarse facilmente el nimero y volumen de los clorosplastos.

Teniendo en cuenta, como ya se ha dicho, que cualquier alteracién
quimica del protoplasma de los parénquimas foliares y en particular de
los del limonero, debe dar lugar a modificaciones en el ntimero, morfo-
logia y desarrollo de los clorosplastidios, ampliamos el estudio miciogré-
fico a hojas de limonero verna deficientes en manganeso, tanto en la
zona verde clara como en la verde oscura, caracteristicas de esta defi-
clencia.
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Células del lejido de empalizada de hojas de limonero pormal ox 1200

Folografin n.* 9

Célula del tejido esponjoso de hojas de limonero normal (x, 1.200
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Colulas del paréngquimg oo ecmpalizada de hoja de limonero deficienle en mangineso,
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Fologrifin n.» 11
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Células del parénguima en empalizada de hoja de limonero deficiente en hierra (x 1.200

Folografia n.oe 14

Célula del ||..1»\||luilll_. CSPONJOs0 de hoja do limonera deficienle en hierro (x 1.200
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Efectivamente, como habfamos supuesto, los resultados obtenidos y
que figuran en las tablas XXIII, XXIV y XXV, revelan diferencias osten-
sibles en relacién con las hojas normales.

Asi para ¢l tejido en empalizada el ndmero de cloroplastidios en am-
bas zonas es inferior al de hojas normales. El desplazamiento resulta to-
davia mas acusado en el tejldo esponjoso. -

Respecto a los volimenes cloroplastidiales. tienen lugar también dife-
rencias importantes que dan valores inferioves para la zona clara y supe-
riores para la oscura en ambos tejidos.

Si analizamos comparatwamente los datos para las dos zonas apare-
cen hechos, tal vez de dificil inter pretacmn por el momento, pero de 1n-
dudable interés, En efecto el nimero de cloroplastos en el tejido de em-
palizada oscila de 0 4 10, si bien son mayores para la zona oscura las fre-
cuencias de los valores mas altos; en el tejido esponjoso las diferencias
son mds marcadas pues mientras que en la zona clara los valores estin
comprendidos entre 0 y 4, con mayor probabilidad para el primero, en
Ia oscura el intervalo es de 0- 15 y con el mayor porcentaje para sus clo-
roplastidios por célula.

En cuanto a los volimenes de los cloroplastidios, las diferencias se in-
tensifican, pues, para el tejido en empalizada, los valores extremos de la
zona clara van de 8,57 a 49,0 con una proporcién mdxima de 10,72; por
el contrario en la oscura, estos datos son de 10,7, 60,30 y 28,70 respecti-
vamente. Algo similar, pero con mayor intensidad, se obscrva en el teji-
do esponjoso.

En las fotografias 10, 11 y 12 presentamos células aumentadas 1.200
veces, de tejido en empalizada y esponjoso de las zonas claras v oscura
de hojas de limonero deficientes en manganeso; en las que se pueden
apreciar las variaciones con respecto a hojas normales ya comentadas.
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TABLA XXIII

LIMONERO DEFICIENTE EN MANGANESO

Zona clara Zona oscura
Clase de tejido N.° ds cloro- of N.” de cloro- o
piastosfeélula ° piastosfcélula fa
Empalizada 0 14,40 0 16,50
» 2 17,60 3 25,30
» 4 14,20 4 8,30
» 6 22,80 6 8,40
» 8 30,20 9 33,20
» 10 0,80 10 8,30
Media 418 5,40
Esponjoso 0 60,30 0 1.50
» 1 10,00 1 15,20
» 3 19,80 4 15,40
» 4 9,90 6 22.10
» — — 8 15,20
» — — 9 15,10
» — — 15 15 50
Media. 1,09 6,99
TABLA XXI1V
LIMONERO DEFICIENTE EN MANGANESO
. Zona clara Zona osecura
Clase de tejido Volumen eloro- o Volumen cloro- of
plastidial lo plastidial o
1 1
Fmpalizada 8,57 4,40 10,70 8,00
» 10,72 30,80 13,90 12,80
» 10,84 1,40 16,70 8,00
» 13,93 8,50 17,10 6,40
» 16,75 20,80 21,70 12,90
» 21,77 14,00 22,10 9,60
» 22,15 2,80 26,80 1,60
» 28,31 1,40 28,70 16,10
» 28,77 5,50 33,50 1,60
» 356,44 _ 4,40 35,40 3,20
» 43,80 2,80 36,70 15,50
» 49,00 2,80 45,20 3,20
» —_ —_ 60,30 1,00

Media 18,35 27,13
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TABLA XXV
LIMONERO DEFICIENTE EN MANGANESO
Zona clara Zona oscura
Clase de tejido Volumen cloro- ° . Volumen cloro- o/
plastidial fo plastidial o
18 e
Ysponjoso 10,72 9,00 13,93 23,00
» 13,93 37,00 16,75 4,10
» 17,15 9,00 17,15 8,40
» 20,10 9,00 21,77 19,00
» 21,77 18,00 26,80 19,00
» 26,80 9,00 28,77 4,10
» 35,44 9,00 35,50 2,10
» — — 43,80 4,10
» - — 50,92 4,10
» — — 65,08 6,20
» -— — 86,69 2,00
» — — 91,21 2,00
» — — 104,86 2,00
Media ' 18,99 30,02

Las vartaciones encontradas por nosotros en el estudio citolégico
realizado con hojas normales y deficientes en manganeso, nos suginé la
posible utilidad de su comparacién con las afectadas de clorosis ft:rrlca
estudiadas también en limonero verna (55). En las tablas XXVI y XXVII
pueden observarse que el nimero de cloroplastidios per célula varfa de
ODabenel par énquima de empalizada y de 0 a 12 en el €spONjosc, con
un 0 de méxima frecuencia para ambos tejidos. Rcspmcto del volumen,
los valores oscilan entre 6,43 y 38,57 y#, con un mdaximo de 8,57, para el
te]1d0 en empalizada y 6,43, 26,80 y 12,86, respectivamente, para el es-
ponjoso. En las fotografias 13 y 14 s¢ presentan células de tejido en em-
palizada y esponjoso correspondientes a hojas de limonero deficientes en
hierro; como puede verse las diferencias, en reclacién con las normales,
son mds acusadas que en la zona clara de hojas deficientes en manganeso.
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LIMONERO DEFICIENTE EN HIERRO

Clase de tejido

N.* de cloroplastos

°/o

Empaliiada

T ¥ W ¢

Esponjosc

- - B - -

(== B =L S e

45,00
20,00
10,00
10,00
7,00
5,00
3,00

Media

=2 S I ]

11
12

1,21

1

45,00
10,00
6,00
14,00
7,00
5,00
5,00
4,50
3,50

Media

284
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TABLA XXVII

LIMONERQ DEFICIENTE EN HIERRO

Clase de tejido Volamenes de los cloroplastidios ®ly
ud

Empalizada, 6,43 23,80
» 8,57 33,50

» 942 . 4,70

» 10,85 4,10

n 13,48 9,00

» 16,75 14,90

p) 30,99 4,70

» 38,57 470

Media ' 12,35

Esponjoso 6,43 1,50
» 8,57 10,70

» 10,05 3,50

» 10,22 14,00

» 12,86 22,60

» 16,28 14,00

» 16,75 10,70

» 18,99 3,50

» 21,71 14,00

» 26,80 3,60

Media 14,61

Para un mejor examen, sc ha construfdoe la tabla XXVIII con los valo-
res medios de todos los resultados obtenidos. Los hechos méds destacables
son :

Niimero de cloroplastos. Como era de esperar el valor mdximo corres-
ponde a la hoj« normal, observdndose en el tejido de empalizada una
gradacién que, de mayor a menor, sigue este orden: normal, manganeso
zona verde oscura, manganeso zona verde clara v hierro, invirtiéndose los
des dltimos términos en el tejido esponjoso. ‘

El estudio detenido de estos valores pone de manifiesto quc el nime-
ro de cloroplastidios aumenta en el parénquima esponjoso, con excep-
cién de la zona clara. sin que tengamos suficiente informacién capaz de
explicar esta anomalia. Por lo demis, puede deducirse que la deficiencia
de manganeso determina un descenso del nimero cloroplastidial con
menor intensidad que en el caso del hierro,
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Volumen cloroplastidial. Tanto en el tejido de empalizada como en
el esponjoso, se aprecian diferencias respecto de la comparacién- anterior.
Asi, el orden de mayor a menor es como sigue: zona obscura, normal,
zona clara y hierro. Una interpretacion p051ble de este aumento del vo-
lumen del cloroplastl:ho en la zona obscura, tal vez sea el intento de la
planta, para restablecer las condiciones normales de la fotosintesis, su-
pliendo con dicho aumento la escascz de coroplastes y simultineamente
su contenido en clorofila. En consecuencia, resulta 16gico suponer que el
analisis quimico de la zoua cscura dard valores de la clorofila y manga-
neso superiores a la zona clara, pero sin que este Gltimo alcance el nivel
normal.

TABTLA XXVIII
MEDIASR

NUmERO DE CLOROPLASTOS

Normales Deficiente en Mn Deficients on Fe
Z V., Oseura 7. V, Clara

Empalizada 11,27 5,40 4,78 121
Esponjoso 14,67 6,99 1,09 2 R4

VOLUMENES DE - L0OS CLOROPLASTOS

Erpalizada 25,20 27,13 18,35 12.13
Esponjoso 23,08 30,02 18,99 14,61

En cuanto al parénquima espunjoso, todavia es mayor el volumen del
cloroplastidio respecto del de tmpalwada quizas por la mayor dificultad
que entrafta para la fotosintesis su localizacién mas interna.

En resumen, nuestros estudios confirman la hipdtesis previa de 1a in-
fluencia que los estados deficitarios de manganeso o hierro ejercen sobre
los cloroplastidios y demuestra que la llamada por nosotros zona clara en
la deficiencia de manganeso, ticne caracteristicas muy semejantes a las
de hierro, s1 bien de menor intensidad.

Como resumen de lo expuesto, creemos pueden establecerse los crite-
rlos siguientes:

a) Las hojas normales de limonero verna tienen mimero y volime-
nes cloroplastidiales distintos a los de hojas de la misma variedad defi-
clentes en mangancso.
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b) Las zonas oscura y clara que caracterizan las hojas de limonero
verna deficitarias en dicho micronutriente, muestran también diferencias
entre si en el nimero y tamafio de sus cloroplastidios,

c) Las caracteristicas cloroplastidiales de las hojas deficitarias en
manganeso son intermedias entre las tipo y las afectadas de clorosis
férrica, acercindose las de la zona verde clara a éstas y las de la oscura
a las fisiolégicamente normales.
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II

ESTUDIO QUIMICO

Er Mancaneso pE ra Hoja

El establecimiento de las dosis minimas de un nutriente necesarias
para el normal desarrollo de una determinada especie vegetal, se viene
deduciendo tradicionalmente a escala de laboratorio mediante el suminis-
tro de las disoluciones nutritivas de estudio e¢n vasos de vegetacidn con
o sin soporte inerte. Sin embargo, es necesario aceptar que, en especies
perennes, resulta muy dificil prever, con tal tipo de trabajo, todas las
condiciones posibles capaces de presentarse posteriormente en el campo.
Buena prueba de ello es que la inmensa mayoria de los ensayos s han
efectuado con plantas de ciclo corto.

Consideramos. pues, que la experimentacién de campo, realizada de
modo cuidadoso y teniendo en cuenta las diversas circunstancias de sue-
lo, clima, edad de los drboles, etc., podria dar luz suficiente para determi-
nar con mis seguridad el nivel minimo de un determinado nutriente, por
lo menos desde el punto de vista prictico. Con este motivo se emprendlo
una amplia experiencia sobre limonero verna de las zonas tradicionales
de Murcia, que fue planteada de la forma siguiente:

En las zonas de Beniajdn, Zencta, Cabezo de Torres y Guadalupe, tra-
dicionalmente limoneras de Ia regién, fucron sefaladas parcelas de arbo-
les deficientes y normales; en cada una de cllas se eligieron 32 arboles
clasificAndolos al azar en ocho grupos de cuatro. Con arreglo a la técnica
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de muestreo que se describe en el capitulo correspondiente, se tomé en
cada grupo una muestra por 4rbol, constituyendo la muestra dcfinitiva
con las cuatro muestras parciales de cada grupo. En las tablas XXIX,

XXX XXXI y XXXII figuran los resultados de la expenencm y en la

» XXXIII se presenta un resumen comparatlvo que a continuacién co-
mentamos: Los valores mds altos de manganeso, tanto en hoja normal
como en hoja deficiente, corresponden a la zona de Beniajan, lo que estd
de acuerdo con el hécho de ser ésta mds propensa a la deficiencia de hie-
rro. Los contenidos més bajos son los de Guadalupe, donde la deficiencia
de hierro es mucho menos frecuente; por esta razén ha sido la zona ele-
gida por mosotros con més asiduidad para el estudio de la deficiencia de
Manganeso.

Con respecto a Cabezo de Torres y Zeneta se aprec:la la misma con-
cordancia de resultados, pues la primera es una continuacién de la de
Guadalupe y la segunda de Bemajin.

Un examen detenido de los limites calculados al 5 9%, para las cuawro
zonas nos revela que, en una misma planta, el intervalo de normalidad
para un determinado nutrientelpuede diferir segiin las condiciones exter-
nas, bien porque éstas actien en el sentido de disminuir la absorcién del
nutriente en cuestién obligando a la planta a adaptarse a esas circunstan-
cias adversas, o porque, realmente sus necesidades puedan variar discre-
tamente en funcidn de dichas condiciones. De ser absolutamente ciertas
estas consecuencias, podria llegarse a admitir en el caso estudiado, que el
nivel minimo para el manganeso en el limonero verna es diferente, den-
tro de limites muy estrechos, en las cuatro zonas estudiadas. Al mismo
tiempo se tendria una base experimental mas para justificar que las nece-
sidades minimas de las plantas no dependen exclusivamente de éstas sino
también del medio en que se desarrollan.
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TABLA XXIX

Manganeso p.p.m.. °

Término
Hoja Normal Hoja Deficiente

Beniajin 15,9 7,8

» 20,9 932

» 20,2 59

» 225 8,2

» 17,6 6,4

» 21,4 73

» 15,8 9,3

¥ ‘ 19,2 8,5
Media 19,2 7.6
Cv. 11,56% 16,849
Limites 5 9% 14,0 - 24,4 3,6-106

TABLA XXX
Manganeso p.p. m.
Término
Hoja Normal Hoja Deficienta

Zencta 16,9 8,6

» 20,2 7.8°

B 17,6 6,0

» 156 9,3

B 19,4 5,9

» 17,2 4.7

» 16,1 638

b 21,3 7.3
Media 18,0 7,0
C.V. 11,02% 21,679

Limites 5 % 13,3 -22,7 35-10,5
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TABLA XXXI

Manganeso p p. m.

Término
Hoja Normal Hoja Deficiente

Cabezo de Torres 19,3 "9

B 14,2 5,8

» 15,6 4,9

b 143 4,5

» 16,9 8,6

» 18,6 7.4

» 17,7 54

» 20,3 6,3

Media 17,1 6,6
C. V. 13,15% 27,879%
Limites 5 9% 118-224 2,3-10,9

TABLA XXXII
Manganeso p, p. m,
Término :
Hoja Normal Hoja Deficiente

Guadalupe 15,3 3,9

» 15,8 ‘ 7,3

» 14,9 9,4

) 17,3 1,2

» 16,2 6,3

» 15,9 5,7

» 18,4 7,2

v 20,1 4,3

Media ' 16,7 6,4
C V. 10,59 27,819%

Limites 5 % 12,6 - 20,8 3,2-9,6



C136 Francisco Costa Yagiie

TABLA XXXIII

Media cv. Limites & °f,
Término
H. Nor. H Defe. H. Nor. H. Defe. H. Neor. H. Defe
12,2 3,2
Guadalupe 16,7 6.4 10,53 27,81
20,8 9,6
il,8 2,3
Cabezo de 17,1 6,6 13,5 27 .87
Tores 22,4 10,9
13,3 3,5
Zeneta 18,0 7,0 11,02 21,57
22,9 10.5
14,0 3.6
Beniajan 19,2 7.6 11,56 16,84
224 10,6
Media 17,9 6,9 12,9 3.1
22 5 104
TABLA XXXIV
Manganeso p.p m,
Término .
Z.Verde Oscura 7 VerdeClara  Dife, o de dife,
Guadalupe 8.4 3,1 5,3 63,09
» 6,9 4,0 29 42,03
» 7,8 5,1 27 34,61
» 12,2 5,5 6,7 54 91
» 7.5 4.2 3,3 44,00
» 9.6 4.1 5,5 57,29
» 11,6 6,5 5,1 43,96
» 10,4 ‘49 5,5 52,88
Media 9.3 4.7 4,6 49,09
C. V. 21,079 22,129,

Limites 5 % 47-13,9 23-1,1
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TABLA XXXV

Mgr. de Clorofila por 10§ grs de Hoja Fresca

rIl'érmin(:
Hoja Normal Hoja Deficiente
Completa Completa Z V.Oseura Z.V,Clara
Guadalupe 1.040 810 | 1.080 750
» 1.100 840 1.040 720
» 1.170 750 970 630
» 1.080 790 1.100 700
B 1.030 840 000 680
» 1.120 850 900 «.680
» 1.070 770 1.050 650
» 1.010 800D 990 710
Medias 1.077 806 1.018 685
C. V. ' 4,85% 4,449, 6,32% 6,189%
Limites 5 9 953,5-1200,4 723,3-888.,8 866,1-1169,9 585-785

Por dltimo, si se consideran en conjunto todas las zonas objeto de este
estudio, puede afirmarse que los limites mas probables son para la hoja
normal de 12,9-22,4 y para la hoja deficiente de 3,1 - 10,4, Los valores
obtenidos por nosotros amplian ¢l rango de los hallados por varios inves-
tigadores sobre otras especies del género Citrus (55 y 56).

En correlacién con el estudio citoldgico ya descrito, nos parecid in-
teresante estudiar desde el punto de vista quimico dos zonas foliares ca-
racteristicas de la deficiencia de manganeso.

Las tablas XXXIV y XXXV resumen los resultados de las determina-
ciones de manganeso y clorofila, respectivamente realizadas en la zona
de Guadalupe.

Como era de esperar y de conformidad con los resultados ya obteni-
dos al estudiar los cloroplastidios, en todos los casos se observa que los
valores de manganeso de la zona verde clara son notablemente inferio-
res a los de la zona oscura, y lo mismo ocurre respecto de la clorofila.
También se comprucha que ambos datos para la zona verde oscura son
ligeramente inferiores a los de Ja hoja normal.
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RELACION ENTRE LOS CONTENIDOS DE HIERRO Y MANGANESO

Paralelamente con las determinaciones descritas, sc han realizado las
de hierro con la finalidad de calcular la relacién existente entre estos dos
nutrientes. Los resultados, tabla XXXVI, confirman en iineas generales
que la Fe/Mn aumenta con la deficiencia de este tiltimo, como lo prueba
que los valores més altos correspondan a la zona verde clara, la cual por
suficientes razones demostradas a lo largo de este trabajo, puede conside-
rarse como la representante del estado mds agudo. Ademds dicho
aumento se observa aunque la hoja presente simultineamente defictencia
en ambos micronutrientes, demostrandose asi que, lo verdaderamente im-
portante es la relacién existente entre ellos y no los valores absolutos.

TABLA XXXVI

RELACION Fe/Mn CATCULADA EN Meq/100 gr DE MATERIA SECA

Término Hoja normal Hoja deficiente
Beniajan . 6,00 14,84
Zeneta 6,65 16,84
Cabezo de Torres 7.06 16,96
Guadalupe 7,45 20,65

Hoja deficiente en Mn.

Zona verde oscura ' ) 12,34
Zona verde clara 24 .60

Cada dato es la media de ccho determinaciones.

También en este caso se observan diferencias de cierto interés en las
zonas estudiadas; asi por ejemplo, Beniajdn presenta los valores mds ba-
jos de la relacién en ambos casos y Guadalupe los mds altos; estos hechos
apoyan las consideraciones expuestas en la primera parte de este capitulo.

Como final del estudio quimico de la hoja presentamos los resultados
analiticos de hojas normales y deficientes en las que se han determinado
los nutrientes fundameniales. Las muestras corresponden a hojas de seis
meses pertenecientes a arboles de edad similar y analogamente cultiva-
dos, tomadas sin mds criterio que el de apreciar visualmente la sintoma-
tologia de su estado normal o deficiente.

Los resultados vienen reflejados en las tablas XXXVII, XXXVIII
XXXIX, XL, XL.I y XLII, donde las concentraciones se expresan en tan-
to por ciento sobre materia seca, excepto cn la del hierro que lo hacemos
en partes por millén.
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TABLA XXXVII

NITROGENG 9, EN MATERIA SECA

Término Hoja normal Hoja deficiente
Guadalupe 2,71 2,79

) 2,27 2,564

» 2,23 ' 2,57

2,55 2,66

» 2,59 2,86

» 2,32 2 81

n 2,47 2,66

» 2,36 2,59

» 2,34 2,82

» 2,58 2,13

» 2,45 2,67
Media 2,44 2,72
C. V. 6,229 4,339
Limites 5 % T 2,102-2,778 2 457 - 2.983
L8D. (5 %) 0,12
LSD. {1%) 0,17

TABLA XXXVIII

FOsSrorRO 9, EN MATERIA SECA

T'érmino Hojo normal Hoja deficiente
Guadalupe 0,16 0,16

» 0,15 0.14

» 0,13 0,135

» 0,17 0.14

» 0,16 0,17

» 0,18 0,18

» 0,18 0,18

» 0,15 0,15

» 0,14 0,16

» 0,13 0,16

» 0,13 0,15
Media . 0,152 0,158
C. V. 12,66% 8,869,
Limites 5 % ' 0,110 - 0,194 0,127 - 0,189
L8D. (5% 0,015

LSD. (1%) 0,020
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TABLA XXXIX

POTASIO 9, EN MATERIA SECA

Término Hoja normal Hoja deficiente
Guadalupe 1,69 1.66

» 1,48 1.81

» 1,64 1,48

» 1,63 1,95

» 1,45 1,58

D 1,56 1,55

» 1,59 1,50

» 1,31 1,21

» 1,34 1,36

» 1,19 1,30

» 0,93 1,30
Media 1.43 1,52
C. V. 16,01 14,869
Limites 5 % 0,92-1,94 1,016 - 2,024
LS.D. (5 %) 0,202
LS.D. {1 %) 0,275

TABLA XL

CALCIO 9, EN MATERIA SECA

Término Hoja normal Hoja deficiente
Gudalupe 3,96 3,44

» 2,99 3,36

B 3,57 3,1¢

» 3,37 3,87

» 3,33 3,50

) 3,93 412

» 3,51 4,14

» 3,29 3,68

) 2,81 : 2,88

D 3,16 3.10

» 3,40 3,36
Media 3,39 3,50
C. V. - 10,329 13,209
Limites 5 9 2,61 - 4,17 2,47 - 4,52
LSD. (5 %) 0,365

LSD. (1 %) 0,497




El manganéso como nutriente del limonero Verna

TABLA XLI

MAGRESIO 9, EN "MATERIA SECA

C-141

Término Hoja normal Hoja deficiente
Guadalupe 0,28 0,39

» 0,36 0,34

» : 0,37 0,37

» 0,37 0,37

» 0,30 0,34

» 0,32 0,39

D 0,36 0,25

» 0,36 0,34

» 0,33 0,41

» 0,31 0,36

» 0,36 0,30

» 0,30 0,25

* Media 0,33 0,34

C. V. 9,399 15,829,
Limites 5 9 0,261 - 0,339 0,22 - 0,46
LSD. (59%) 0,039
L8D. (1%) 0,053

TABLA XLII

Hierro p.pan. EN MATERIA SECA

Término Hoje normal Hoju deficiente
Guadalupe 99 105

» 105 112

» 102 150

» 91 130

n 91 111

» 106 116

» 103 139

» 104 115

» 45 127

» 98 102

» 89 101
Media 98,9 119,40
. V. 6,13% 13,11%
Limites 5 9 85,4-1124 84,50 - 154,60
L.S.D. (5 %) 10,53

LSD. (1 %) 14,36
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Del examen de las mismas se deduce la existencia de unas diferencias
altamente significativas entre los contenides de nitrégeno y hierro de
hojas normales y deficientes en manganeso, mientras que para los restan-
tes elementos estudiados las diferencias no alcanzan los limites de signi-
ficacidn.

La consideracidn conjunta de los resultados experimentales que figu-
ran en este capitulo, permite, a nuestro juicio, deducir los hechos si-
guientes:

a) Los contenidos de manganeso en las hojas de limonero verna de-
penden, entre limites estrechos, de las condiciones ambientales en que la

lanta se desarrolle.

b) Valores del manganeso por debajo de 13 p.p.m. indican deficien-
cia en limonero verna cultivados sobre suelos calizos.

c) En esta especie tiene mas interés la velacion Fe/Mn que los valo-
res absolutos de ambos nutrientes.

d) El andlisis quimico confirma de manera indudable las ostensibles
diferencias ya observadas visual y citoldgicamente en las zonas clara y
oscura de hojas deficientes en manganeso.

¢) El estudio comparativo de hojas normales y deficientes sélo arro-
ja significacién para mtmgfmo y hierro, cuyos contenidos aumentan en
el estado deficitarto.
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I1I

EVOLUCION DE NUTRIENTES DESPUES DEL TRATAMIENTO

Los datos conocidos hasta 1948 con respecto a la composicién de ci-
trus, figuran en la revision de CHapMan y KeLLEY (57), donde se puede
apreciar que la informacién existente sobre los cambios estacionales de
los elementos minerales en hojas de citrus es casi nula, excepcidén hecha
del nitrégeno. Posteriormente, SMrri y REutiEr (58) y CAMERGN y
Comrron (59), estudian la evowucién, a lo largo de un ciclo vegetativo, de
materia seca y elementos minerales y nitrdgeno, respectivamente, en
naranjos Valencia.

En 1954, CameroN, Warrace y MukLLEr (60), indican las variaciones
estacionales para fosforo potasio, calcio y mdgncsm en hojas de naranjos
Valencia, estudiando las diversas interacciones posibles.

Para una interpretacidn correcta de los datos del andlisis foliar, en es-
pecial para fines de diagnéstico, es fundamental el conocimiento de los
diversos antagonismos o interaccicnes idnicas. En citrus se han descrito
numerosos ejemplos de este tipo. Asf, los contenidos foliares elevados de
nitrégeno estin ligados a valores altos para calcio y bajos para tésforo y
potasio (61). Las vanaciones de fésforo son parelalas a las de calcio e in-
versas a las de nitrdgeno y potasio (62). Las de potasio guardan una corre-
lacién inversa con las de calcio y magnesio habiéndose apreciado, que
la suma Ca + Mg + K en la hoja es practicamente constante (63)

Las observaciones mencionadas nos han sugerido la conveniencia de
estudiar la evolucién de los nutrientes fundamentales de limoneros verna
en los que se habia corregido una deficiencia de manganeso, y que mos-
traban, por tanto, contenidos de dicho elemento superiores a su nivel nor-
mal en citrus,



C-144 Francisco Costa Yagiie
MATERIAL ¥ METODOS

Los drboles utilizados para este estudio se han descrito anteriormen-
te, asi como los tratamientos empleados para corregir la deficiencia de
manganeso. Las muestras se obtuvieron quincenalmente desde octubre,
con excepeién del 15 de febrero y 15 de marzo.

La fertilizacién de los drboles durante la experiencia fue la siguiente:

Epoca Compuesto Kgs. arbol
Febrero Estiséreol de cuadra 40

? Sulfato potdsico 0.75

» Superfosfato cdlcico 16/18 5
Marzo Sulfato amdénico 1
Mayo » » 1

» Sulfato ferroso 1

Los datos hallados para los contenidos de nutrientes, referidos a ma-
teria seca, figuran en las tablas ndmero XLIIT a IL; cuyas fechas exactas
de toma de muestra son :

. . . . . . . . . .. 15 de Octubre
. . . . . . . . < . .. 30 »
mr. . . . . . . . . ... 14 de Noviembre
2 29 »
V. o . .. 0L 14 de Diciembre
V. . . . . Lo 29 »
VIL. . . . . . . . . . .. 14 de Enero
virr . . . . . . o o L. . 29 »
IX. . . . . . . . . oL 28 de Febrero
X, 0oL 0 L0 30 de Marzo
X1 . . . . ., 15 de Abril
Xir . . . . . ... .. 30 »
xIT . . . . . L L 15 de Mayo
XIV. . . . . . O ... 1 de Junio

. v g e . . Ry

Los cochicientes de variabilidad elevados, excepte para el calcio, 1ndi-

can las variaciones estacionales normales ¥ las producidas por el restable-
cimiento del nivel normal de manganeso.



TABLA XLIII

CONTENIDO DE NITROGENO - % EN MaTERIA SECA

DULD ] OJOUOUL] (9P DJUSLYTN 00D osaunfumid 19

LIMONEROS

_Fecha 7 1 2 3 4 - 5 6 7 8 9 10 11 Medias
I 2,79 2,54 257 2,66 2,86 281 286 259 282 273 2,67 2171
11 2,84 2,26 2,41 234 2.82 254 2,27 254 261 260 238 2,51
111 2,75 2,27 2,23 2,55 2,59 232 247 236 234 258 245 2,44
v 2,73 2,02 2,37 2,49 2,55 2,26 273 249 231 234 259 2 44
v 2,61 2,15 2,43 2,51 2.57 258 242 250 231 231 239 2,43
VI 2,51 2,34 2,36 2,50 2 66 2,50 234 231 241 227 244 242
VII 2,62 242 2,40 2,55 2186 243 226 220 227 214 2,63 2.37
VIII 2,56 2,49 2 86 2,21 2.44 1,97 218 225 208 221 212 2,33
X 2,23 2,16 2,20 2,35 2.34 2,10 2922 221 268 238 2,08 2,26
X 2,02 1,89 2,06 2,15 1.67 1,80 1,25 213 189 160 183 184
XI 1,49 1,38 1,16 1,72 120 162 168 1,83 1,28 1,97 1,97 1,57
XI11 1,96 2,02 2,10 2,03 2.10 1,95 177 1,52 1,72 1,36 1,79 1.88
X111 2,01 - 1,98 1,97 2,29 2.05 2,04 1,93 1,86 1,61 1,82 1,85 1,94
XIV 1,97 1,70 1,90 2,16 1,99 1,96 202 1,55 210 168 1,87 1,90
Med. 2,36 2,11 2,21 2,32 2,28 220 217 217 217 217 221

C.V. % 17,37 15,07 17,78 10,90 19,42 1540 19,35 16,26 1981 16,49 14,61
Limite 3,24 2,79 3,08 2,87 323 293 308 293 310 2M  29]

5 9% 1,48 1,43 1,36 1,77 1.33 1,47 1,26 141 124 140 1,51

At



TABLA XLIV

CoxnTENIDO DE FOSFORO - % BN MATERIA SECa

OFI-D

LIMONEROS

Fecha 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Medias
I 0,16 0,14 0,15 0,14 017 018 0,18 015 0,16 016 0,15 0,6
il 0,19 0,16 0,14 0,15 0,19 016 018 016 0,15 014 014 016
IIT 0,16 0,16 0,13 0,17 0,16 018  CI18  015 044 013 013 015
v 0.16 0,15 0,14 0,15 016 004 018 015 014 013 013 0,15
v 0,17 0,14 0,15 0,14 017 0,15 0,17 0,15 0,15 013 0,2 015
VI 0,16 0,15 0,14 0,15 0.17 0,15 017 016 042 013 0,4 015
VII 0,14 0,13 0,13 0,15 017 014 018 015 013 0,13 013 014
VIII 0,16 0,13 0,14 0.15 0.17 006 018 0,16 014 0,13 013 015
IX 0.13 0,11 0,11 0,11 013 0,13 014 014 012 012 012 012
X 0,11 0,10 0,10 0,10 011 0,09 011 012  o0ll 01l 011 011
X1 0,11 0,10 0,10 0,09 N1 009 0611 010 010 010 010 010
XI11 0,10 0,00 0,09 0,00 0.10 010 0,10 009 010 009 010 000
X1II 0,11 0,11 0,10 011 0.11 0,00 013 012 009 0,10 0,10 011
XIV 0,14 0,11 0,12 0,14 0.12 011 013 011 012 012 01l 012
Med. 0,142 0127 0,124 0131 0,145 0,134 0152 0,136 0,126 0,122 0,122

oV, o 19,75 18,81 17,09 1992 2096 2358 2059 17,72 17,22 1503 1344
Limite 0201 0178 0,170 0187 0210 0220 0211 0188 0,173 0,162 0,157

5 9 0,083 0,076 0078 0075 0080 0084 0085 0084 0079 0082 0,087

anffo {1 1I86)) OOSIUDLT



ConNTENIDO DE PoTasro- 9, EN MATERIC SECA

TABLA XLV

LIMONEROS

Fecha 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Medias
I 1,66 1,81 1,48 1,95 1.58 1,55 1,50 1,21 1,36 1,30 130 1,52
II 1,68 1,64 1,50 1,83 1.74 1,50 1,67 148 097 134 086 147
111 1,69 1,48 1,64 1,63 145 1,56 1,59 1,31 1,34 1,19 093 144
v 1,70 1,35 1,57 1,87 1,51 1,47 1,37 151 1,28 127 L1é 146
v 1,71 1,50 1,53 1,82 167 1,50 1,50 151 149 1,35 1,08 1,51
VI 1,76 1,73 1,75 1,97 164 1,60 1,60 160 146 1,39 119 161
VI 1,28 1,48 1,27 1,38 1,28 1,24 L1l 130 1,05 101 086 121
VIII 1,24 1,30 1,54 1,49 1,16 1,13 1,18 1,29 1,30 L05 101 124
X 1,06 1,14 1,18 1,31 1,24 092 098 017 091 072 080 1,04
p. 4 0,79 0,93 0,90 1,05 0,86 0,80 09 077 09 082 074 086
XI 1,00 145 1,25 1,57 1,07 1,060 092 09 09 1,20 074 109
XII 1,19 1,26 1,20 1,28 0.95 086 094 077 106 088 073 101
XIII 1,22 1,42 1,34 1,62 1.20 08 09 113 101 1,05 084 115
X1V 1,48 1,26 1,39 1,67 1,40 L,o4 098 098 1,09 1,13 1,16  1.24
Med. 1,39 1,41 1,40 1,60 1,34 122 1,23 1,21 1,06 1,02 096
V. g 2179 16,46 1585 17,25 1977 25,08 26,09 2041 18,27 18,66 19,89
Limite 2,05 1,91 1,88 2,20 1,91 188 1,92 184 162 1,67 137

5 o 0,74 0,91 0,92 1,00 077 056 05¢ 068 070 067 055

DULT | OLBUOULY] 9P DJUIMINU Otwod Osaunfuvie g
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ConNTENIDO DE CALCIO - %,

TABLA XLVI

EN MATERIA SECA

LIMONEROS

Fecha 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11  Medias
1 3,44 3,36 3,10 3,87 3,50 412 414 368 288 301 336 341
11 3,45 3,25 3,62 3,45 3.10 412 356 359 295 322 320 34l
1T 3,96 2,99 3,57 2,04 3.33 393 351 320 281 316 28 331
v 3,09 2,94 3,65 3,30 3.36 429 354 38t 293 304 362 342
v 3,73 2,72 3,31 3,34 210 376 343 380 249 342 317 330
VI 3,62 3,21 3,41 3,32 3,66 356 329 328 339 857 332 333
VII 214 2,40 2,06 3,48 3,32 374 364 345 238 204 3,34 299
VIII 3,64 3,28 3,95 3,48 3.26 4,01 348 387 331 342 344 356
IX 3,37 3,29 3,10 3,68 3,29 3,32 359 330 329 28 273 334
X 3,45 3,44 3,54 3,28 332 3.25 411 384 250 265 2,75  3.29
X1 3,64 3,28 3,74 3,17 4,31 423 4,18 395 324 288 276 363
X1I 3,69 3,41 3,92 3,80 3 90 442 377 330 302 316 309 359
X171 3,93 3,50 4,05 4,10 397 467 424 374 338 330 310 291
XIV 3,80 3,15 3,42 3,56 3.61 4,58 380 361 2,8 246 2,52 340
Med. 3,50 3,16 3,48 3,52 350 400 373 361 297 300 3,09
C.V. 9% 7,77 9,58 9,47 8,35 10,02 10,92 836 675 11,04 1010 10,32
Limite 4,08 3,80 4,15 4,14 4,25 492 440 413 366 3,64 3,00

59 2,92 2,52 2,77 2,90 275 308 306 309 228 236 240

8SFI-D
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CONTENIDG DE MAGNESIO - % EN MATERIA SECA

TABLA XLVII

LIMONEROS

Fecha 1 2 3 4 5 6 7 g8 9 10 11 Medias
1 0,39 0,34 0,37 0,34 0.39 025 034 041 036 030 025 034
II 0,25 0,31 0,38 0,32 031 .022 037 029 030 034 020 031
1LI 0,28 0,36 0,29 0,30 0,32 03 036 033 028 027 030 031
v 0,33 0,28 0,36 0,25 028 041 043 0,37 032 038 031 0,34
\% 0,35 0,23 0,41 0,31 038 038 035 042 029 025 032 034
A 0,35 0,40 0,46 0,34 0.32 042 042 0,39 036 033 034 038
VII 0,39 0,39 0,37 0,28 045 040 033 037 039 038 045 038
VIII 0,34 0,28 041 0,36 0,42 0,50 042 043 037 042 040 040
IX 0,36 0,30 0,51 0,38 9,38 041 038 040 035 024 033 037
X 0,30 0,39 0,40 0,28 0.34 026 043 040 037 028 037 035
XI 0,30 0,43 0,28 0,38 032 0,36 037 034 020 027 029 033
XII 0,30 0,33 0,39 0,35 0.35 036 034 029 034 031 032 033
XIIT 0,36 0,38 0,36 0,40 0.38 041 034 032 030 038 034 036
XIv 0,35 0,40 0,49 0,42 0 34 044 0,38 0,30 028 030 022 036
Med. 0,33 0,34 0,39 0,34 0,36 037 0,38 036 033 031 0,32

C.V. 9 1242 17,05 1641 1470 1305 21,08 947 1416 11,51 17,09 18,12

Limite 0,41 0,46 0,53 0,45 046 054 046 047 041 042 044

5 9 0,25 0,22 0,25 0,23 0,26 020 030 025 025 020 020

puia | OlBUOWN] [P FUIMINY OUOD 0SIUDBUDUL
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TABLA XLVIII

ConTENIDO DE HIERRO p.p.m. EN MATERIA SECA

LIMONEROS
Fecha 1 2 3 4 5. 6 7 8 9 10 11 Medias
T 1059 1126  150,2  130,9 111,38 1160 1395 1155 127,7 1028 1o1,1 1194
11 71,2 87.8 78,8 85,2 78,7 998 854 751 652 i5 57,5 71,8
III 90,9 75,6 78,0 83,6 Bd 4 107,0 81,3 86,0 64,5 69,5 56,2 79,7
v 66,6 73,2 76,8 67,6 68,1 72,3 70,3 67,3 64,1 65,7 70,0 89,2
v 67,9 66,9 67.1 71,2 65,7 88,2 67,5 74,2 54,7 51,7 80,9 68,7
VI 140,8 76,7 75,8 30,7 65,2 63,7 68,9 61,4 69,4 57,4 52,8 70,2
VI 67,5 72,9 62,3 738 746 67,0 76,8 66,6 70,3 68,9 = 62,5 89,3
VIII 65.1 120,8 90,3 100.3 894 91,2 89,0 1155 85,6 79,1 72,8 90,8
IX 72.8 85,2 75,5 69,1 57,2 69,9 694 681 649 620 5190  £8,0
X 64,6 77,6 81,5 97,4 97,7 £0,9 836 767 71,5 615 622 759
X1 72,3 104,0 83,5 87.5 79.6 978 949 805 1203 868 1225 94,4 .
XII 1254 1145 87,4 1305 1177 1198 1691 717 726 598 644 1029
XIII 81,3 64,9 91,9 1048 80,0 85,6 79,0 68,7 62,6 59,9 63.9 76.6
XVI 46,2 56,4 42,1 41,3 452 80,1 92,8 80,4 95,2 87,2 882 68,6
Med. 78,2 85,0 81,5 874 79.6 878 905 791 784 70,2 721
C.V. % 26,98 2388 2871 2780 2500 21,86 32,04 21,11 2989 20,08 27,73

0910
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TABLA XLIX

CONTENIDO DE MANGANESO p.prma. EN MATERIA SECA

LIMONEROS
Fecha 1 9 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Medias
1 2,9 94 9,5 2.9 7,2 7,2 7.3 7,2 74 7.3 7.2 6,8
II 37,1 51,1 30,0 94,3 43,2 533 51,1 47,0 207 296 253 375
111 57,7 37,1 43,5 39,7 60,2 90,1 594 627 18,3 208 247 46,7
v 61,2 45,6 31,4 29,6 39,7 423 449 392 182 280 198 356
v 21,3 31,4 23,7 23.6 33,9 38,1 31,9 383 161 165 195 268
VI 21,2 37,6 39,2 34,3 38,8 365 425 443 197 237 206 325
VII 24,0 35,9 33,6 32,2 454 503 56,7 54,8 256 293 235 372
VIII 32,7 33,1 39.0 32,2 52,4 442 429 525 198 303 229 365
IX 322 55,3 34.6 20,2 41,0 478 483 465 329 239 271 380
X 26,4 27,2 31,8 34,1 40,4 46,7 486 568 178 222 219 348
XI 20,5 64,2 32,9 35.5 445 497 545 508 17,9 309 249 387
XIT 37,0 47,2 42,8 31,9 493 56,5 50,7 556 195 314 220 404
X111 29 4 29,4 38,4 42,4 47,8 616 699 579 344 173 207 407
X1V 12,4 14,3 220 11,7 24,1 50,1 29,0 329 134 186 19,9 225
Med. 207 38,4 33,0 295 40,5 474 455 461 201 234 214
C.V. 9 4049 3281 2787 3593 31,60 3691 33,18 4056 3532 2991 2196

DULa | 043UOWT) 19D DIUILIIAU OWOT OSAUDSUDU 1T
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152 Francisco Costa Fagiie

De las diversas correlaciones estudiadas, sélo resultaron significativas,
las N-P, N-K y P-K. Los valores de F, b y r se indican en la tabla n® L
y las ecuaciones de regresién correspondientes en las figuras ndmeros 13,
14 v 15.

TABLA L
Regresion 'y correlacion F b T
Del nitrégeno con fésforo 78,5 + 17,7 0,9314 +
Del nitrégeno eon potasio : 17,9 x 0,94 0,7739
Del potasio con fosforg 16,5 x 13,1 0,7607

+ Significativa al nivel 0,1 %,
x  Significativa al nivel 1 9.

CORRELACION Y REGRESION ENTRE NITROGENO Y FOSF:ORO

N P
Meq./100 grs. Meg. /100 grs.

580 26

538 26

523 24

523 ) ' 24

520 24

518 24

508 23

499 24

484 19

394 18

336 T

403 13

401 18

407 19

8.8. GL. V. ¥,

REGRESION 57.612 1 57.612 78,5
ERROR 8.810 12 734
TOTAL 66.422 13

b = 17,7 r = 09314



El manganeso como nutriente del limonero Verna ' C-153

600

L50

Nrtrdgeno Aley/m grs.

300 T
10 20 ) 30
Fosforo  Meg 100 grs
fig. 13

REGRESION Y CORRELACION ENTRE POTASIO Y FOSFORO

K P

Meg.[100 grs. Meq.[100 grs.

389 26

376 : 26

3638 24

373 24

386 24

412 24

309 ‘ 23

’ 317 ; 24

266 19

220 18

279 16

258 16

294 18

317 19
. S.8. G.L. V. F.
REGRESTON 31.580 1 31.580 16,5
ERROR 23.003 12 1.917
TOTAL 54.583 13

b = 13,1 r = 0,7607
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S00

Potasio - Meg./100 grs.
]
€
|

200 ;
10 20 30

Ffosforo Megq./r00 grs.

Fig. 14
REGCRESION Y CORRELACION ENTRE NITROGENO Y POTASIO
N K
Meq./100 grs. Meg. /100 gre.
580 389
538 376
523 368
523 373
520 386
518 412
508 309
499 , 317
484 - 266
394 220
336 ’ 299
403 258
401 204
407 317
: 8.8, G.lL. Y. F.
REGRESION 39.782 1 39.782 17,9
ERROR 26.640 12 2.220
TOTAL 66.422 13

b = 0,94 r = 0,7739
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En las figuras 16 a 20 se ha representado la evolucién estacional de
los diversos elementos a partir de los valores medios para cada fecha.

Las fluctuaciones en los porcentajes de nitrégeno, fésforo y potasio,
figura 16, no muestran difcrencias sensibles con las obtenidas por otros
investigadores para citrus (64, 65, 66). Sc observa que el andlisis de la
hoja no revela de forma inmediata las fertilizaciones de estos nutrientes
realizadas a lo largo de la experiencia.

4o
3'6
Ca
e 4
16 - K
12
I T I W Y ¥ Y ¥l = X N X§ X X
Fochos

Fig. 17

Al comparar las curvas Lorrespondlentes a potablo y calcio, figmia 17,
vemos que el aumento del primero en los meses de noviembre y diciem-
bre va acompafiado de una disminucién del contenido de calcio; los va-
lores mas bajos de potasio en los meses de marzo y abril corresponden
a los més altos de calclo. Se aprecia, pues, el antagonismo ya mencionado

de ambos nutrientes, aunque en este caso pdrtlcular no resulte mgmﬁcau—
va su correlacié,
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Fig. 18

El examen simultdneo de las evoluciones de potasio, calcio y hierro,
revela los hechos siguientes: El aumento de potasio en noviembre y di-
ciembre estd unido a una elevacién del porcentaje de hierro en ¢l mes de
enero, lo que parece probar los efecios sinérgicos de ambos y estd ligado
al descenso de calcio. Al disminuir los valores de potasio durante febrero
y marzo, aumentan los de calcio; el descenso que cabria esperar del hie-
rro, se ha compensado con el aporte de sulfato ferroso al suelo en esta
fecha. Ello parece probar la influencia, del potasio sobre los otrcs nu-
trientes, asi como, que a pesar de las caracterfsticas alcalinas del suelo,
la absorcién .del hierro no estd impedida toralmente,
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Bl manganeso como nutriente del limonero Verna C-159

Para el magnesm el tramo-de la curva correspondiente a octubre y
noviembre sugiere una posible interaccién Mn/Mg, ya que su descenso
coincide con el aumento brusco de mangancso. En este sentido hav pues
un’ clerto paralehsmo entre magnesm y hierro, perturbado a partlr de fi-
‘nales de marzo por el suministro ya indicado-de sulfato ferroso.

. Finalmente, la comparacién entre las varlaciones de hierro y manga-
neso, confirma claramente ¢l antagonismo ya conocido, sobre todo en los
meses de octubre y noviembre. Posteriormente, la adlcmn de sulfato de
hierro y el efecto debido al potasio, sin aparente significacién para el
manganeso, modifican el resto de la curva correspondiente al hierro.

En la tabla n.” LI expresamos las diversas relaciones entre nutrientes,
calculadas segin Cain (67) en miliequivalentm por clen gramos de mate-
rial seco, para diversas estaciones y al comienzo y fin de la experiencia.

En la mayona de estas relaciones sc observan grandes variaciones es-
tacionales mientras que las de N/P, N/K, Ca/Mn, Ca/Fe, F¢/Mn,
Mg/Cua y Mg/Mn permanecen dentro de unos limites mucho mis es-
trechos.

TABLA LI

Relacitn Erogca

Otoilo Invierno Primavera Com, exp, Final exp.
N/P 21,30 22,30 23,40 22 50 21,00
N/K 1,40 1,566 1,48 1,49 1,28 .
N/Mg 19,70 15,90 13,70 20,70 13.70
N/Ca 3,13 3,05 2,14 3,41 2,39
N/Fe* 1,33 1,27 0,84 0,90 1.11
N/Mn* 4,10 3.87 2,75 23,20 5,00
P/Fe* 62.20 56,80 36,00 40,20 52,70
P/Mn* 0,19 0,17 0,11 1,04 0,24
K/Mg 14,00 10,30 9,30 13,90 10,70
K/Ca 2,24 2056 1,46 2,29 1,86
K /Fe* 0,99 0,83 0,57 0,61 0,36
K /Mn* 2,93 2,51 1,86 15,68 3.87
Ca/Fe* 0,43 041 0,39 0,26 0,46
Ca/Mn* 1,30 1,30 1,30 6,85 2,00
Mg/Ca 0,16 0,19 0,16 0,16 0,17 .
Mg/ Mn* 0,21 0,24 0,20 1,12 0,36
Fe/Mn 3,10 3,10 3,30 25,60 4,50

*  Valores divididos por 1.000,
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La experiencia descrita informa sobre algunos aspectos que merecen
ser comentados.

En primer lugar, debe subrayarse la escasa influencia que el mangane-
so parece ejercer sobre la evolucidn de los macronutrientes principales. Por
otra parte el posible antagonismo Mn/Mg y la confirmacién del Fe/Mn
abre un campo interesante de trabajo sobre estos tres elementos tan lhga-
dos en procesos tmportantes de la vida vegetal.

Finalmente las notables variaciones de las relaciones nutritivas calcula-
das explican las grandes divergencias existentes en la bibliografia v de-
muestran que estas magnitudes sélo tienen interés cuando se mencionan
comparativamente.



El manganeso como nutriente del Bmonero Verna C-161

TECNICAS
SUELOQO

ToMA DE MUESTRA

L.a muestra representativa de cada uno de los campaos estudiados, siem-
pre menor de 2,5 Has., estd formada por la reunién de 20 a 30 submues-
tras distribufdas en zig-zag sobre la superﬁc'i\. total del campo, y obtent-
das a una profundidad de 0-20 cm. Para ello utilizamos una sonda cuya
parte inferior, de 20 c¢m. de longltud estd ablerta en media cafia v termi-
na en una punta afilada. Los taladros les realizamos dentro de 1a zona
de goteo del arbol con orientaciones distintas respecto al tronco (68).

PREPARACION DE LA MUESTRA

Después de seco el material al aire, a la temperatura ambiente, se
desmenuza y tamiza a través de malla de 2 mm., quedando asi separada
la grava de la ticrra. De esta dltima y siguiendo el sistema de cuarteo, me-
diante un aparato adecuado, obtenemos la muestra media, sobre la cual
se realizaran las distintas determinaciones analiticas.

ANALISIS GRANULOMETRICO

Fundamento—F]l método adoptado, sigue en lineas generales la téc-
nico de Rorinsén, de separacién mecénica de las distintas fracciones, con
ligeras modificaciones que le hacen mis rapido y sencillo (69).
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Reactivos.ﬁAgua oxigenada de 20 volimenes.

Dispersante: Metafosfato sédico . . . . . . 35,70 grs.
Carbonato sédico . . . . . . 7.94 »
Agua . . . . . . . . . . hasta ] litro

Método—Se destruyen los coloides orginicos de § grs. de muestra
con 10 ml de agua oxigenada, calentando a 40° C hasta que cese el des-
prendlmlcnto de gas. Después se transfierc a un tubo de ensayo de di-
mensiones deteiminadas, afiadiendo unas gotas de agentes dispersante y
enrasando con agua hasta una altura de 20 cm. Se agita un par de veces
por inversién; después de 9 minutos 36 segundos se decanta en una cép-
sula de dimensiones también normalizadas, repitiendo de nuevo todo el
proceso.

El depésito del tubo de ensayo corresponde a las arenas gruesa y
fina, que sc separan ain hdimedas por tamizado, pesandolas una vez
secas.

La cdpsula en que se recogieron los decantados, conticne las fracciones
de limo y arcilla, llevando el nivel de aquella a 4 cm, el limo sc deposita
en 3 horas 12 minutos, decantamos y repetimos la aperacion, Kl residuo
que queda en la mpsu]d se scca y pesa. La fraccién arcillosa se determi-
na por diferencia.

Capacipap DE caMpelo DE (CATIONES

Fundamento—Desplazamicnto de los cationes de cambio por una
fuerte concentracién de idn bario y sustitucidn de éste por el i6n magme-
sio (70).

Reactivos—Acetato binco N. a pH 7.

Sulfato magnésico 0,1 N.
Complexona IIT 0,05 M.

Método.—~A un gramo de suelo se afiaden 25 ml de acetate bdrico agi-
tando vigorosamente durante un minuto. Se centrifuga y decanta, y el
residuo lo tratamos con 25 ml, exactamente medidos, de sulfato magné-
sico, agitando y centrifugando como antes. En el liquido claro sobrena-
dante se determina, con complexona, el magnesio que no ha intervenido
en ¢l desplazamiento. El magnesio consumido es equivalente a la capa-
cidad de cambio.
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CARBONATOS TOTALES

Fundamento—~Medida del volumen de CO. desprendido por la ac-
c16n del dcido clorhidrico sobre las carbonatos de la muestra.

Reactivos—Acido clorhidrico 1 : 1.

Carbonato célcico.

Método—Se calibra el calcimetro BERNARD con catbonato cdlcico
puro, deduciéndese de este ensayo el peso de muestra de suelo a tomar,
para que las lecturas obtenidas representen directamente porcentajes de
catbonato cilcico.

ATO CALCICO ACTIVO
CARBONATO ©

Fundamento—Fsta técnica estd basada en la determinacién de la
fraccién de carbonato cilcico que reacciona con el oxalato aménico
1 pH 7.

Reactivos—Oxalato aménico N/5 a pH 7

Permanganato potisico N/10.
Acido sulfirico al 10 9.

Meétodo.—10 grs. de suelo se agitan durante dos horas con 250 mls de
oxalato aménico. Se valora, en medio sulfiirico, una porcién alicuota del
filtrado con permanganato potisico. Obteniéndose por diferencia con un
ensavo en blanco el oxalato que ha rcaccionado (71).

Mepipas pe pH

Las medidas de pH ¢n agua y en cloruro potisico N, se realizaron so-
bre pasta saturada, con electrodo de vidrio en potenciémetrc BECKMAN.

MATERIA ORGANICA

Fundamento—Medida fotocolorimétrica de la concentracidn de Cr*+
procedente de la reduccién del dicromato potdsico, por la materia orga-
nica presente en la muestra (72)

Reactivos.~Dicromato potdsico N.

Acido sulfirico concentrado.

Método.—A 1 gr. de suelo se le afiaden 10 mls de la disolucién de di-
cromato potdsico y 20 ml de 4cido sulfirico. Se agita v deja reposar una
hora, al cabo de la cual, se agregan 100 ml de agua destilada y se agita
nuevamente, dejando en reposo hasta alcanzar la temperatura ambiente.
Se decanta y filtra cuidadosamente y en el ﬁItrado se determina la absor-
cién a 580 my frente a un ensayo en blanco,
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NITROGEND TOTAL

Fundamento.—FE] método consiste en la valoracién del amonfaco des-

plazado del sulfato aménico resultante en la reduccién de las diversas

formas de nitrégeno procedentes de la muestra.

Reactivos.—Acido sulfirico diluido 3 : 2,5.
Mezcla catalizadora:

Selenio metdlico (polve) . . . . 10 9%
Sulfato de cobre . . . . . . . 259
Sulfato potdsico . . . 65 %

Disolucién de hidréxido sodlco 35 9.
Aado clorhidrico N/14.
Disolucién de 4cido bérico al 29 + 1 9% de indicador.

Indicador: :
Rojo de metilo al 0,066 9, en alcohol. . 50 9%,
Verde de bromocresol al 0,0339% » . . 509

Método.—1 gr de suelo y 1,5 de mezcla catalizadora, se atacan con -
15 ml de dcido sulfirico, en un matraz KjeLpaLy, hasta alcanzar una co-
loracién verde manzana. Una vez frio se destila con arrastre de vapor, el
amoniaco desplazado por adicién de 45 ml de la disolucién de hidréxido
sddico, recogiendo el destilado sobre dcido bérico. El amoniaco se valora
con clorhidrico N/14 hasta restablecer la coloracién inicial (73).

F4sFORO ASIMILABLE

Fundamento.—Determinacién fotocolorimétrica segiin (74) de la frac-
cién de fésforo extraida por el reactivo de Bray y Kurtz (75).

ExTrACCION

Reactivos—IFluoruro aménico . . . . . . . . L1 g
Clorhidrico 0,025 N . . . . . . . hasta 1 litro

M¢étodo.—Se agitan durante 40 segundos S gr de suelo con 50 ml de
disolucién extractora, filtrando seguidamente.



Bt mangdanesd como nutriente del limonero Verna C-165
DETERMINACION COLORIMETRICA
Reactivos—A) Molibdato aménico . 100 ¢r
Amoniaco . . 10 ml
Agua . , hasta 1 litro
B) Metavanadato aménico . 2,35 gr
Acido nitrico d. 1,33 . 7 ml
Agua . . hasta 1 litro
C} Disolucién A . 100 ml
» B. . . . 100 mi
Acado nitrico d. 1,33 . 97 ml
Agua . 203 ml

M¢étodo,—Se mezclan partes iguales del extracto de suelo v del react-
vo C. Despucs de 10 minutos se lee la absorcién en longltud de onda
420 Mmy.

CATIONES ASIMILABLES
PErcoLACION

Fundamento.—Estd basado el método en el desplazamiento, por el
i6n amonio, de los cationes de cambio, a pH 7 (76).

Reacttvo.—Acetato amédnico 1 N. a pH 7.

Método—5 gr de suelo se colocan en un tubo de percolacién y se les
afiaden 100 ml del reactivo. La operacién debe durar de dos a tres horas.
Finalmente se completa a 100 ml el volumen del percolado.

Sopio v PoOTASIO  ASIMILABLES

Los contenidos de estos elementos se determinan por fotometria de
Hama en el extracto anterior, convenientemente diluido.

CALCIO ASIMILABLE

Reactivos—Complexona IIT 0,1 M.
Disolucién de hidréxido sédico al 10 9.
Disolucién saturada de murexida.
Disolucién patrén de calcio (1 ml = 1 mg. Ca)
Método.—10 ml. del percolado se llevan a pH 12 por adicidn de hi-
dréxido sédico. Se afiaden unas gotas del indicador hasta .intenso .color
roJo burdeos y se valora con complexora hasta un.color pirpura esta-

ble (74).
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MAGNESIO ASIMILAELE

Reactiwos.—Complexona I 0,1 M.
Disolucién tampén de PH 10:

Cloruro aménico . . . . . . . 54 gr
Hidréxido aménico al 259% . . . 350 ml
Agua . . . . . . . . . . . ‘hasal litro
Indicador:

Disolucién alcohélica de negro de eriocromo T al 10 9.
Disolucién patrén de magnesio (1 ml = 1 mgr de Mg)
Método.—A 10 ml del percolado se le agregan 10 ml de la disolucién
tampén y varlag gotas del indicador. Se valora con complexona III has-
ta viraje a azul brillante. El consumo de reactivo corresponde a la suma
de los contenidos de calcio y magnesio presentes en la muestra (77).

DETERMINACION DE SALINIDAD, CLORUROS Y SULFATOS

Fundamento.—Extraccién de los iones con agua destilada.
Método.——50 grs. de suelo se agitan durante una hora con 250 ml de
agua destilada. En el filtrado determinamos (81):
Salinidad.—Por conductimetria.
Cloruros—-Por volumetria.
Sulfatos—Por gravimetria.

MANGANESO

Fundamento—Extraccién de Jas diversas fracciones de manganeso
existente en el suclo, mediante diferentes reactivos v posterior valoracion
colorimétrica del mismo en cada una de ellas

MANGANESO DE CAMBIO

Reactivo—Disolucién de nitrato magnésico M a pH 7. ——
Método—10 grs de suelo se agitan durante una hora con 40 mls del
reactivo, después de filtrado se determina el Mn extraido (78).

MANGANESO FACILMENTE REDUCIBLE

Reactivos—Disolucién de nitrato magnésico M a pH 7, conteniendo
0.012 9, de hidroquinena,

Método—10 grs de suelo se agitan con 40 mls de reactivo durante
una hora, se filtra ¢ inmediatamente determinamos el Mn extraido (78).
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MANGANESO TOTAL

Reactivos—Acido perclérico 60 9.
Acido nitrico 1 : 1.

Método.—1 gr de suelo finamente pulverizado, se ataca durante dos
horas con HCIO, , evaporando hasta sequedad. Después se agrega 5 mls
de NO.H y se calienta de nuevo hasta que desaparece la tonalidad ma-
rron. Se filtra y el residuo se lava con agua destilada, repeudas veces, has-
ta alcanzar un volumen de 50 mlis (79).

DETERMINACION COLORIMETRICA

Fundamento-—Medida de la intensidad del color violeta debido a la
oxidacién del Mn*t a Mn™, y comparacién con una solucién patrén.

Reactivos.—Periodato sédico.

Acido fosférico.

Método.—En un tubo de ensayo se colocan unos 50 mgs de IO.Na.
3H,O y medio centimetro cibico de dcido fosférico, después se agrega
una cantidad de probiema tal .que su dilucién final no sobrepase las
20 p.p.m., completando con agua destilada, si fuera necesario hasta un
volumen total de 5,5 cc. Se calienta en baiio maria durante una hora, y

una vez frio se lee la absorcién, en ¢l fotémetro, empleando una longi-
tud de onda de 525 my (80).
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PLANTA

ToMA DE MUESTRA

Las muestras de hojas las hemos tomado con arrego a los criterios sl-
guientes (23):

I.—Se eligid hojas de una edad comprendida entre los tres y siete
meses.

II.—En drboles individuales la muestra tenia come minimo sesenta
hojas, tomadas describiendo un circulo alrededor del 4rbol

III.—Cuando se trataba de tomar muestra de una plantacién se esco-
gian diez 4rboles como representativos de la parcela, la cual tenia aproxi-
madamente /4 de hectdrea, tomando diez hojas por arbol y reuniéndo-
las para formar una scla muestra,

PREPARACION DE LA MUESTRA

La muestra recogida en el campo se somete, lo mds rapidarente posi-
ble, a un primer lavado con agua corriente, separandao asi la mayor parte
de materiales extrafios; scguidamente se lava con una disolucién al
0,05 9, de un detergente no idnico en agua destilada, y por dltimo reci-
ben un tercer y cuarto lavado con agua bidestlada. A continuacién se la
somete a un desecado previo a 60-70°C durante unas cuatro horas. Se
pulverizan en un triturador y el material resultante se conserva en peque-
fas bolsas de plastico (23).
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FXTRACTO DE HOIAS

Fundamento——Digestion himeda del material.
Reactivos.—Acido nitrico concentrado.

» ”» 1:1.

» » 0,6 N.

»  perclérico al 60 9%

Método.—1,5 gr del material pulverizado y desecado a 105°C hasta
peso constante. se le afiaden 3 ml de 4cido nitrico concentrado v se ca-
lienta casi a sequedad. Se repite el tratamiento, y después de agregar
6 ml de dcido perclonco y 6 ml de dcido nitico 1 :1 se evapora lenta-
mente hasta rerca de sequedad. El residuo sc disuelve en acido nitrico
0,6 N y se lleva a un volumen de 25 ml (18)

Nztmgeno total —Se utiliza la misma tcnica que en suelo, pero en
escala semimicro, partiendo de 50 mg de material pulverlzddo v seco, al
que s¢ adicionan 0,8 gr de mezcla catalizadora y 2 ml de acido sulfuuco

Fésforo—-Sobre el extracto de la digestién, diluido 1 : 5, sc realiza la
determinacién fotocolorimétrica como queda descrita para suelos.

Potasio.—S= determina fotométricamente sobte los extractos de hojas
a dilucién 1 : 250,

Calcio y magnesio.—Se determina complexométricamente sobre 2 ml
del extracto de hojas.

Manganeso.—Se valora, como se ha descrito en suelo, utilizando 5 ml
de extracto de hojas.

Hierro

Fundamento. —Medida de la intensidad de color rojizo, debido al
complejo formado entre Fe*+ y la o-fcnantrolina (82).
Reactivos— Acetato amoénico al 20 %.

Hldroqulnona.
O-fenantrolina al 0,5 9, en alcohol.

Preparacion:
Disolucién de acetato aménico . . . . 60 ml
Hidroquinona . . . oo - . 03 gr
Disolucién de ofenantrohna . . . . 10 ml

Método—A 1 ml de extracto de hojas se le aftaden 7 ml del reactivo,
reclentemente preparado, y después de media hora se efectiian las lectu-
ras con una longitud de onda de 480 my.
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CLOROFILA

Fundamento—FExtraccién y determinacién colorimétrica (83).

Reactivo.—Alcoho! etilico de 96°.-

Método.—1 1 de ho]as frescas se mezcla con 0,5 gr de arena v unas
gotas de alcohol, se reducen a pulpa fina en un mortero y se afiaden
10 ml de alcohol, filtrandolos a continuacién. Los triturados y lavados se
repiten hasta que los liquidos pasen sin coloracién; se rednen todos los
liquidos de lavado y se llevan a 100 ml en matraz aforado,

La clorofila sc¢ determina inmediatamente después de haber sido ob-
tenida la solucién, interpolando las lecturas sobre una curva patrén de
clorofila pura (84), empleando para ello cubetas dc 4 ml v filto rojo
Irror 608.
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CONSIDERACIONES FINALES

Los primeros e¢nsayos preparatarios del presente trabajo mostraron un
grupo de hechos tan interesantes y al mismo tlempo tan dispersos, que
p]anteo a nuestro danimo un serio problema de sistematica. Nosotros lo
hemos resuelto, con menguas de la profundidad, optando por realizar un
bosquejo amplio de las numerosas facetas que ¢l manganeso presenta
dentro de la complicada fisiologia del limonero Verna.

Y en efecto creemos, quizd audazmente, haber acertado, ya que de
resultas de ecsta Memoria surgen varias rutas importantes de trabajo de
Interés tedrico y prdctico que vamos a comentar brevemente:

La circunstancia repetidamente observada por nosotros de 1a ausencia
de fruto en las ramas cuyas hojas muestran la deficiencia, indica clara-
mente que el manganeso juega un importante papel en los procesos de
fructficacién, indicacién que se confirma rapidamente sin mds que sumi-
nistrar por via foliar una disolucién manganosa. La rama afectada, al
curarse, produce rdpidamente brotes florales que originan un niumero de
frutos a veces desproporcionados. En este sentido se aprecia una clara di-
ferencia de funciones respecto del hierro, pues la deficiencia de éste no
produce, por lo menos en Citrus, inhibicién de la fructificacién, hasta el
punto de que es corriente ver drboles gravemente clordticos, con defolia-
cién casi absoluta y cargados de frutos.
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Simultidneamente con la anterior observacién, aparece el hecho curio-
so de la migracién del manganeso cn la hoja, comprobada experimental-
mente por nosotros en las determinaciones citoldgicas y quimicas realiza-
zadas sobre las zonas clara y oscura, netamente diferenciadas

Respecto del papcl de los microorgansmos en la absorcén y metabo-
lismo de este nutriente, queda justificado en esta memoria que su accidn
no es meramente oxidativa sino que entra plenamente en un proceso de
competencia que con una investigacién mds profunda ral vez permita
explicar muchos fenémenos carenciales adjudicados muy frecuentemen-
te a las condiciones fisico-quimicas y no a las biolégicas de los suelos.

El estudio realizado en los cloroplastidios resulta extraordinariamen-
te revelador, sobre todo, desde dos puntos de vista: la influencia del nu-
triente en las caracterfsticas de tan importantes orgdnulos y las diferen-
clas con relacién al Fe, que unidas a las ya indicadas, respecto de la
fructificacién, justifican una mdcpcndencm de funciones, alqandose del
criterio muy generalizado que considera a estos nutrientes exclusivamen
te antagénicos.

Los hechos indicados mds la posible interaccién con el magnesio,
puestos de manifiesto con nuestro trabajo, sugicren la conveniencia de
un estudio mds profundo que, Dios mediante pretendemos abordar en el
futuro con las miras de esclarecer mas completamente ¢l papel 1mportan—
te de este nutriente y al mismo tiempo contribuir al mejor conocimiento
de los Citrus, que tanto significan econémicamente para nuestra Patria.
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CONCLUSIONES

1*  Se diagnostica por vez primera una deficiencia de manganeso en
el limonero Verna murciano, que afecta gravemente a la produccion.

2® 8¢ demuecstra la existencia de correlacidn entre los diversos esta-
dos de¢ manganeso en los suelos de las zonas carentes y sus contenidos de
materia organica, caliza, arena fina y limo,

3* El estudio detenido de los suelos de las zonas deficitarias de-
muestra que la tnica causa de naturaleza fisico-quimnica, dererminante
de la deficiencia, es el pH. alto inducido por el exceso de caliza.

4> Se ha efectuado el andlisis microbioldgico de los suclos de Gua-
dalupe, comprobindose la existencia de uwna gran actividad microbiana,

5* Se han aislado ¢ identificado, en csta misma zona, los Hongos
A. versicolor, A, awamori, A. amstelodami, A. niger.

6. En experiencias de laboratorio se ha demostrado por vez prime-
ra que el A. versicolor metaboliza cantidades notables de manganeso
divalente, lo que permite sugenir la existencia de un proceso de competi-
ctén hongo-planta favorable al primero. La localizacién médxima de la
deficiencia, observada en estos suelos, permite admirir la posibilidad de
que dicho fenémeno de competicién coadyuva a la aparicién de la defi-
clencia.

7 Después de realizar un estudio a fondo para la curacién de la de-
ficiencia, se ha deducido un método por via foliar extraordinariamente
ttil, que incluye en la disolucién aplicada un tensioactivo no iénico muy
eficaz.
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8. Se ha determinado ¢l nimero y volumen cloroplastidiales de las
zonas claras y oscuras de las hojas deficientes en manganeso, demostrin-
dose a su vez diferencias notables entre si y respecto de la heja normal.

9* Del estudio comparativo con la clorosis férrica, se deduce la m-
fluencia de ambos micronutrientes sobre el nimero y tamafio de los clo-
roplastidios, dando lugar al orden signiente de mds a menos: hoja nor-
mal, zona verde oscura, zona verde clara y hoja deficiente en hierro.

10" Se ha establecido por vez primera el intervalo de normalidad
del manganeso en la hoja de limonero Verna. Contenidos inferiores a
13 p.p.m. revelan deficiencia de aquella planta cuando se cultiva en sue-
los calizos.

11* Se demuestra que el contenide de manganeso y de clorofila en
la hoja deficiente no es uniforme; los valores minimos medios que co-
rresponden a la zona clara estdn por debajo de 5 p.pm. y 700 mgs por
100 grs (hoja fresca) respectivamente.

12> Se demuestra que el medio externo influye de manera directa
en los contenidos de manganeso de las hojas de imonero Verna.

13.* La relacién Fe/Mn es notoriamente mis alta en las hojas defi-
cientes, alcanzando su valor maximo para la zona clara de acuerdo con
la conclusién 11.%

14> El andlisis comparativo entre hojas normales y deficientes, con-
duce a admitr que los cstados deficitanios elevan los contenidos de nitré-
geno y hierro.

15* Se presentan los datos de la composicién mineral de la hoja de
limonero Verna, curado de una deficiencia de manganeso, a intervalos de
15 dias durante un periodo de 8 meses.

16.> Sobre lcs drboles citados se ha realizado el estudio de las varia-
ciones estacionales de N, P, K, Ca, Mg, Fe y Mn.

17 Se calculan los coeficientes de correlacidn entre varios pares de
elementos nutritivos; su valor positivo sugiere que estos elementos varfan
simultdneamente dentro de Jas hojas.

18* Se confirma el antagonismo hierro-manganeso.

19.* Se sugiere un posible antagonismo entre magnesio—manganeso.

20 Se ha determinado un grupo de relacioncs entre los diversos nu
trientes, demostrando su variabilidad en el ciclo vegetativo anual.

21* Se proponen nuevas rutas de trabajo para el mejor conocimien-
to del papel del manganeso cn Citrus,
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SECCION BIBLIOGRAFICA

METHODS IN ENZYMOLOGY.—Vol. |ll.—Preparacién y ensavo de
sustratos.—Ed, Sidney P. Colowick y Nathan C. Kaplan.—Academic Press
inc., Publishers. New York, 1957. 1.154 paginas.

Después de dos volimenes dedicados a la preparacién y ensayo de enzimas
la serie Methods in Enzymology tenia en preparacion tres volimenes més, de-
dicarlos & complementar lo que en ¢l campo experimental necesita un enzimé-
logo. ‘

El presente volumen tercerc estd dedicado a la preparacidn y ensayo de
sustratos, problema que va adquiriendo envergadura conforme van aparecien-
do nuevos enzimas y, sobre todo, al completarse el conocimiento de sisternas
multienzima, los cuales implican una serie de metabolitos intermedios que la
industria quimica no siempre puede suministrar.

El libro, en si, no es original, puesto que supone un extracto de preparacio-
nes y métodos analiticos, la mayoria de ellos aparecidos ya en la bibliografia;
esto resulta ldgico. El verdadero mérito estriba en haber hecho esta seleccidn
encargindola a investigadores de primera fila que, en muchos casos, son autores
o coautores de los métodos originales. Por ello interesa, no sdlo al investigador,
sino también al analista y, especialmente, al clinico.

En cuanto al sistemna, se han ordenado las sustancias a estudiar pensando,
m#s que en su naturaleza quimica, en los procesos metabdlicos de que forman
parte. Asi, las siete secciones on que guedan encuadradas son: carbobidratos;
lipidos y esteroides; componentes del ciclo del dcido citrico; proteinas y deri-
vados; dcidos nucleicos v derivados; coenzimas y fosfatos relacionados; deter-
minacién de compuestos inorgdnicos,

F. Sabater





