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I. INTRODUCCION GENERAL

Tanto los humanos como los animales, en especial los rumiantes, estan
expuestos a efectos negativos del nitrato (NO;’) cuando éste es ingerido en una
proporcion que supera los limites recomendados. Cuando se consume NOs™ parte de
¢ste genera metabolitos que pueden causar cancer o metahemoglobinemia. Por esta
razéon mucha de la investigacion se concentra en la acumulacién de este ion en
vegetales ya que ésta es una caracteristica negativa de la calidad del vegetal desde el
punto de vista nutricional (Blom-Zandstra, 1989). Ademas de los problemas de
toxicidad, el NOs™ en plantas es considerado un indicador del estatus nitrogenado de
las mismas y por ende una herramienta adicional para manejar la fertilizacion
nitrogenada de cultivos. Una manera de prevenir problemas de toxicidad asi como de
evaluar el grado de suficiencia de N del cultivo es conocer la concentraciéon de NOs3
en planta previo a su consumo. Debido a que la toma de decisiones en cultivos deber
ser hecha lo antes posible, se requiere de un método rapido que indique la
concentracion de NOj;™ en la planta. En Uruguay las determinaciones de NOj3™ en
plantas son realizadas mayormente utilizando tejido seco lo que implica un tiempo de
secado que retrasa el dato de laboratorio. Reducir el tiempo entre la toma de muestra
y el dato de laboratorio puede resultar en mayor eficiencia en el manejo del cultivo
redundando en beneficios economicos y medio ambientales.

El presente trabajo de investigacion constd de dos partes. La primera, abarco
el desarrollo de un test rapido de determinacion de NO;3™ en jugo de tejido vegetal
fresco (JTF). La segunda, se centrd en conocer para nuestro sistema de produccion los
niveles caracteristicos de NO; en cultivos destinados tanto al consumo humano
(lechuga, acelga y espinaca), como al de rumiantes (avena y raigras) previo al primer
pastoreo. Por tanto, el objetivo general fue desarrollar un test rapido de determinacion
de NOj en planta y evaluar su sensibilidad para detectar cambios producidos por el
agregado de N, asi como estudiar su capacidad de discriminar entre situaciones de

deficiencia y de exceso de N en plantas. Este estudio es relevante ya que a nivel



nacional existe muy escasa informacion publicada en relacién a los contenidos de
NOs;™ en plantas de hoja y en verdeos.
Esta tesis fue escrita en formato de articulo cientifico, siguiendo las

especificaciones de la revista Agrociencia.

Nitrato en planta

El NOj;™ es una especie quimica que forma parte del ciclo del nitrégeno (N) y
estd presente en los alimentos ya sea naturalmente o como aditivo. Desempefia un
papel importante en la nutricion y actividad de las plantas las que pueden acumularlo
y bajo ciertas condiciones de crecimiento, alcanzar concentraciones elevadas (Havlin
et al., 2005). Las principales fuentes de N inorganico disponible para las plantas son
el NOs™ y el amonio (NHy4"), siendo el NO; la forma predominante en suelos bien
aireados como consecuencia del proceso de nitrificacion bacteriana. EI movimiento
del NOs en el suelo hacia la superficie de las raices es principalmente por flujo masal,
por lo que la escasez de agua limita la absorcion de este ion.

El NOj™ presente en la solucion del suelo es absorbido por las raices y
asimilado dentro de las células de la planta en una secuencia de tres pasos. (i)
transporte a través de la membrana, (ii) reduccion de NOj;™ a nitrito (NO;") y de NO,”
a NH;' por la accién consecutiva de la NOs reductasa (NR) y nitrito reductasa (NiR),
(iii) asimilacién del NH4" en N organico produciendo glutamina y glutamato como
los primeros compuestos organicos que distribuyen N a todos los otros metabolitos y
macromoléculas que contienen N. Una vez dentro de la raiz el NOs™ puede ser
transportado hacia el apoplasma, transportado al xilema para su translocacion hacia
los tallos, reducido a NO, por la enzima NR o almacenado en la vacuola.
Seguidamente a la translocacion a los tallos, el NOs™ debe dejar el xilema y entrar al
apoplasma en las hojas para alcanzar el mesofilo de éstas donde es nuevamente
absorbido y reducido a NO; o almacenado en la vacuola (Marquez et al., 2005).

Al NOj se le asignan dos funciones. Ademas de la funcion especifica como

fuente de N para proteinas y aminoacidos tiene una funcidon no especifica como
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osmotico vacuolar. En la célula, el NO;  es distribuido en dos pools, el pool
metabolico ubicado en el citoplasma e incorporado en proteinas y el pool de
almacenamiento ubicado en la vacuola, el cual no esta disponible de forma inmediata.
El NOj; acumulado en la vacuola depende de la intensidad de luz y de la
disponibilidad de compuestos organicos para almacenar. Los acidos orgéanicos y los
azlcares juegan un rol importante en la regulacion osmdtica ya que ademas de su
funcion estructural, pueden ser almacenados como tales en la vacuola y por lo tanto
afectaran la necesidad del NO3; como un osmolito. La luz especialmente, determina la
produccién y asimilacion de carbohidratos (CH), (generando NADH e induciendo la
enzima NR), asi como también puede afectar la salida o entrada de NO;™ a la vacuola.
A bajas intensidades de luz la produccion de compuestos organicos es baja debido a
una baja tasa fotosintética y por lo tanto menor cantidad de CH estara disponible para
ser almacenados en las vacuolas. El NO;™ puede entonces, servir como una alternativa
a los CH. Esto requiere menos gasto energético porque la absorcion del ion, su
transferencia a través del xilema y su almacenamiento en la vacuola no requieren
tanta energia derivada de ATP, como lo requiere la produccién y acumulacién de
compuestos organicos.

La intensidad de luz es, por lo tanto, un factor clave en determinar la
concentracion de NOs™ en cultivos de hoja. En ese sentido trabajos desarrollados en
Europa occidental indican que la diferencia en intensidad de luz entre meses triplicd
las variaciones de la concentracion de NOj en lechugas (Van Eysinga, 1984).
Cultivos invernales generalmente tienen mayores concentraciones de NOs  que
cultivos de verano y cultivos del norte de Europa tienen mayor nivel de NOs3
comparado con cultivos del sur (Weightman et al. 2006; AFFSA, 2007). Estas
diferencias pueden ser explicadas por la mayor irradiacién ocurrida en verano que
tiende a reducir el NOs3 en planta ademas de mayores tasas de crecimiento que
coinciden con periodos de alta irradiacion y temperaturas medias (Kanaan y

Economakis, 1992).
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Debido a que el NOs” es transportado exclusivamente por el xilema, cultivos
de hoja como lechuga o espinaca tienen mayores concentraciones de este ion que
frutos, semillas y organos de almacenamiento como la papa (Blom-Zandstra, 1998).
Durante el periodo 2000-2007 se llevo a cabo un relevamiento de las concentraciones
de NOs™ en especies vegetales cultivadas en 20 estados miembros de la UE y
Noruega. Este estudio que abarcé distintos grupos de vegetales y 41969 resultados
analiticos, reveld una gran variacion en la concentracion media de NOs', desde 1
hasta 4800 mg NO; kg™ de peso fresco (PF). Es de destacar que los vegetales de hoja
entre los que se ubican la espinaca, la lechuga y la acelga tuvieron la media mas alta
de todos los grupos. El valor més alto registrado, 19925 mg NO; kg de PF,
pertenecid a una variedad de lechuga (oak-leaf lettuce) cultivada bajo invernadero en
Noruega. La variedad Butterhead de lechuga, frecuentemente utilizada en ensaladas,
tuvo una concentracién media apenas menor a 2000 mg NO; kg™ de PF; ademas, solo
2% de las muestras excedian los 4500 mg NO; kg de PF. La media para espinaca
estuvo en 785 mg NO; kg de PF y por debajo del méximo nivel permitido con 5%
de muestras que excedian los 3000 mg NOs kg™ de PF (EFSA, 2008).

La acumulacion de NO;3™ depende de otros factores ambientales ademas de
la intensidad de luz como son la cantidad y forma del N aplicado, temperatura, agua
del suelo y foto periodo. Los fertilizantes nitrogenados pueden contener N como NO3”

, amonio o urea y otras formas las cuales una vez en el suelo seran convertidas a NO3

Nitrato en humanos v animales

Debido a los efectos perjudiciales que se le adjudican al NO; tanto en
animales como en rumiantes se han establecido pautas de concentracion
recomendable en alimento para ganado rumiante y de consumo en humanos. El
antiguo Comité Cientifico sobre los Alimentos (Scientific Committee on Food, SCF)
establecié para el NOs™ una ingesta diaria aceptable (IDA) de 3,7 mg kg' de peso
corporal, equivalente a 222 mg de NOs™ al dia en un adulto de 60 kg. Esta cantidad
fue confirmada por el Comit¢ Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos
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Alimentarios (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, JECFA) en el
afio 2002 (EFSA, 2008).

La exposicion a NOs;  en humanos es principalmente exdégena como
consecuencia del consumo de vegetales y, en menor medida, de agua y otros
alimentos. El NO3 per se no es directamente toxico, pero sus metabolitos o productos
de reaccion (6xido nitrico y nitrito, entre otros) son motivo de preocupacién porque
pueden tener efectos adversos para la salud, como la metahemoglobinemia y la
carcinogénesis. El NOs™ luego de ser ingerido es rapidamente absorbido por la parte
superior del intestino (Spiegelhalder et al., 1976; Ellen et al., 1982; Bartholomew y
Hill, 1984; Turek et al., 1980), sin llegar al intestino grueso. EI NOj3™ absorbido es
transportado por la sangre y secretado por las glandulas salivares. Aproximadamente
el 25% del NOj3™ del plasma es tomado por las glandulas salivares, bioconcentrado
alrededor de 10 veces y secretado en la saliva. En la boca se da la reduccion
bacteriana a nitrito de un 20% del NOs™ en la saliva. En el estdbmago bajo condiciones
acidas el NO,™ serd transformado a 6xido nitrico y otros metabolitos. La reduccion del
NO;3 a NO; en la boca es la mas importante fuente de NO, en humanos (70-80 %)
(Stephany y Schuller, 1980). El pH de 1-2 en el estbmago de humanos adultos es
considerado muy bajo para el crecimiento de bacterias y consecuentemente para la
reduccion bacteriana del NOj;™. Sin embargo, los bebes menores de tres meses son
altamente susceptibles a la reduccion bacteriana gastrica por tener muy poca
produccion de jugo gastrico (EFSA, 2008). La enfermedad conocida como “sindrome
del bebe azul” o metahemoglobinemia infantil (Self y Waskom, 2008) es provocada
cuando el NO, absorbido en el torrente sanguineo forma un complejo con la
hemoglobina llamado metahemoglobina la cual provoca que los globulos rojos dejen
de transportar oxigeno en la sangre

En el caso de los rumiantes, luego de la ingestion de forraje, el NOs™ presente
se reduce a NO, y, finalmente, a NH," por los microbios del rumen. El NH," se
convertirad, entonces, en proteina microbiana. Cuando el NOj estad presente en

cantidades excesivas, se produce un superavit de NO,", el que absorbido en el torrente

13



sanguineo genera metahemoglobina por lo que el animal puede morir por asfixia a
nivel celular. En realidad la toxicidad esta dada por el NO;™ pero es el resultado del
exceso de NOj;™ en los forrajes y por lo tanto se la refiere a toxicidad por NO;". La
toxicidad por NOj; puede manifestarse en horas o puede tardar dias en aparecer.
Signos inespecificos de toxicidad por NO;™ incluyen pérdida de peso, disminucion del
apetito, diarrea, ojos vidriosos, abortos. Los sintomas de toxicidad aguda incluyen
respiracion trabajosa, temblores musculares, cianosis, colapso con coma y muerte
dentro de las dos o tres horas siguientes. La toxicidad por NO;™ puede ser confirmada
postmortem por el color marréon-chocolate de la sangre después de las primeras horas
de muerte (luego la sangre vuelve a su color normal).

La toxicidad es explicada por otros factores ademas del contenido de NO5™ en
los alimentos ya que se han reportado casos de muerte con niveles de NOs™ bastante
bajos en la dieta y también hay ejemplos donde los animales son alimentados con
raciones altas en NOj;™ sin ningun dafio (Shreve, 2002). Estos factores incluyen el
estrés animal, la cantidad de forraje consumido, la rapidez con que come el animal, la
parte de la planta consumida, la adaptacion de los animales, la cantidad de grano
suministrado y la concentracion de NOs; del agua. Dietas con carbohidratos
rapidamente metabolizables disminuyen la toxicidad de NO;™ (Bedwell et al., 1995).

La concentracion de NO; en forrajes varia ampliamente habiéndose
encontrado una media de 2200 mg N- NOs kg de MS, y un rango desde 100 a 19000
mg N- NO;” kg de MS (Shreve, 2002). Los valores de concentraciones de NOs™ en
forraje considerados aptos para ser ingeridos por ganado por no causar toxicidad
aguda o cronica varian segun los autores. Wright y Davison (1964) consideran
potencialmente toxicos forrajes con 3400 — 4500 mg N- NO; kg de MS, sin
embargo, Shreve (2002) reporta valores superiores a 1400 mg N- NO3™ kg de MS
como potencialmente causantes de toxicidad aguda en rumiantes, mientras que Lyons
et al. (1992) y Cash et al. (2002) sugieren, respectivamente, limites de 2000 y 2260
mg N- NO5 kg™ de MS.
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Métodos de determinacion de nitrato en plantas

El analisis de planta es una herramienta que permite conocer el estado
nutricional o calidad de las plantas a ser consumidas. Los métodos de andlisis de
planta incluyen analisis en el laboratorio utilizando tejido seco y analisis rapidos
(test) a partir del material vegetal fresco que permiten ser realizados en el campo
(Havlin et al., 2005). Los métodos rapidos se basan en la extraccion de jugo del tejido
vegetal fresco (JTF), el cual normalmente se obtiene ejerciendo presion sobre alguna
parte fresca de la planta (hojas, peciolos, tallos). La determinacion de NOs™ en JTF se
puede realizar por métodos potenciométricos estandar o con instrumentos portatiles
(Rosen et al., 1996; Fontes et al., 2003; MacKown y Weik, 2004; Thompson et al.,
2004). También hay disponibles métodos colorimétricos cualitativos como el
Merckoquant Nitrate Tests (Hoel, 1999) o colorimétricos cuantitativos, como el
Me¢étodo de Cataldo para tejido fresco. La determinacion de NO;™ en JTF ha sido
propuesta para decidir estrategias de pastoreo (O Hara y Fraser, 1975; Lyons et al.,
1992). También ha sido utilizada como herramienta de diagnostico alternativa o
complementaria al andlisis de suelos para determinar el estatus nitrogenado y guiar
las recomendaciones de fertilizacion en cultivos mediante la determinacion de NO3

en alguna parte de la planta (Black, 1993).
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II. DETERMINACION RAPIDA DE NITRATO EN JUGO DE TEJIDO

FRESCO DE HORTALIZAS

ABREVIACIONES

CD NOs’", consumo diario méximo de NO;™ recomendado para una persona de 70 kg
de peso corporal; CDNO;™ h consumo méximo diario recomendado de NOs™ por
persona (70kg) dado por el consumo de hortalizas; C-TF, colorimetria por nitracion
del 4cido salicilico, en tejido fresco; C-TF transformado, valores de concentracion de
NO;” medidas por C-TF y transformadas a base seca; fMS, fraccion promedio de
materia seca; ID_nh, ingesta diaria de un niimero dado de hojas de hortaliza; MCR
NO;™_J, méxima concentracion recomendable de NO;™ en jugo de lechuga; MCR
NO;"_S, maxima concentracion recomendable de NOs' en base seca; mhF, masa
promedio en gramos de una hoja fresca de la hortaliza considerada; P-TS,

potenciometria con electrodo de actividad especifica para nitrato, en tejido seco.
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RESUMEN
Se compararon los valores de NOs™ obtenidos empleando una modificacion en la
extraccion y determinacion de la técnica colorimétrica de nitracion del 4cido salicilico
en jugo de tejido fresco (C-TF), con los obtenidos por potenciometria con electrodo
de actividad especifica en tejido seco (P-TS), mediante analisis de regresion lineal y
covarianza. Las especies utilizadas fueron acelga (Beta vulgaris), espinaca (Spinacia
oleracea) y lechuga (Lactuca sativa var. Capitata). Para las tres hortalizas los
coeficientes a y b no difirieron estadisticamente (P<0,05). Al utilizar los datos de las
tres hortalizas se obtuvo un R* = 0,69 y la medicién por C-TF fue lineal en todo el
rango de contenidos de NO; (195 a 12225 mg kg’ N-NOj;). Existié un error
constante ¢ independiente a cada determinacion por C-TF de 85,45 mg L' N- NO5".
Los valores obtenidos por C-TF se transformaron a valores de NOs™ en tejido seco (C-
TF transformado), con el modelo de regresion previamente obtenido y la regresion
entre C-TF transformado y P-TS no difirié de la relacién tedrica 1:1. Adicionalmente,
se evalu6 la utilidad del método C-TF para discriminar muestras con contenido de
NO;” mayores o0 menores al valor de consumo maximo recomendado por la OMS. El
error de aceptar muestras no recomendables oscilo entre 0 y 19% y el de rechazar
muestras aceptables entre 0 y 23%. Esto hace factible el uso de esta técnica para un

rapido diagndstico en centros de acopio de hortalizas.

Palabras clave: colorimetria, comparacion métodos, nitracion.
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RAPID DETERMINATION OF NITRATE IN LEAF VEGETABLE FRESH
JUICE

SUMMARY
Nitrate values determined by a modification in the extraction and determination of the
colorimetric technique of nitration of salicylic acid in the juice of fresh tissue (C-FT),
were compared with those obtained using the potentiometric method with specific
activity electrode in dry tissue (P-DT) by linear regression analysis and covariance.
The species used were beet (Beta vulgaris), spinach (Spinacia oleracea) and lettuce
(Lactuca sativa var. Capitata). For the three vegetables a and b coefficients did not
differ (P <0.05). When using data from the three vegetables the R* was 0.69 and the
measure with the method C-FT was linear across all NOs™ content range (195 to
12225 mg N- NO; kg de MS ). There was a constant and independent error to each
determination with C-FT of 85.45 mg L' N- NO;". The values obtained by C-FT
were converted to NOs™ values in dry tissue (C-FT converted), using the previously
obtained regression model. The regression between C-FT converted and P-DT did not
differ from the 1:1 relation. Additionally, we assessed the usefulness of C-FT method
to discriminate NO;  content in samples higher or lower maximum WHO
recommended value. The error for accepting not advisable samples ranged from 0 to
19%, whereas the error for rejecting recommended ones ranges from 0 to 23%.
Therefore, we consider feasible to use this technique for rapid diagnosis in vegetable

collection centers.

Key words: nitration, colorimetry, method comparison
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INTRODUCCION

El consumo de NOj; por humanos ha sido tema de investigacion en lo que
refiere a posible toxicidad en lactantes y adultos al ingerir niveles potencialmente
perjudiciales. Aproximadamente el 70 a 80% de la ingesta de NO;™ en humanos
proviene normalmente de los vegetales y entre el 10 y 15% del agua potable
procedente de napas y rios contaminados con NOj™ (Klingenberg y Cristian, 1995;
Elizondo, 2006).

La mayor parte del NO;3™ ingerido es excretado en la orina pero parte del
mismo es reducido a nitrito (NO3") en el intestino delgado. El NO,™ al ser absorbido y
transportado al torrente sanguineo puede producir diferentes patologias cuando su
concentracion supera ciertos niveles criticos (Bockman et al., 1993). El NO,™ oxida al
hierro de la hemoglobina para formar metahemoglobina. Si méas de un 10% de la
hemoglobina se convierte en metahemoglobina, la capacidad de la sangre para
transportar oxigeno disminuye y se desarrollan sintomas de anoxia (sintoma conocido
como metahemoglobinemia) (Elizondo, 2006). En los tltimos afios se han descrito
muchos casos de metahemoglobinemia en bebes y nifios en relacion a la ingesta de
vegetales y agua con altos contenidos de NOs™ (Alonso et al., 2007). En adultos, el
riesgo del consumo de NOj;™ radica en la formacion de nitrosaminas y nitrosamidas en
el tracto digestivo, las cuales son potenciales agentes cancerigenos (Muro et al.,
1998). Esta problematica llevd a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a
establecer una Ingesta Diaria Admisible de 3,7 mg dia™ kg ™' de peso de la persona
(JECFA, 2002).

Usualmente las determinaciones de NO;™ en planta se realizan en extracto de
tejido seco debido a la confiabilidad y estabilidad de la medida. El método
colorimétrico de nitracion del acido salicilico propuesto por Cataldo et al. (1975),
presenta ventajas de rapidez y costo aiin cuando se realiza utilizando tejido seco. En
la publicacion original solo se trabajo con maiz (Zea mays L.) y avena (Avena sativa
L.). Recientemente Valdés et al. (2004) evaluaron este método en lechuga y lo

compararon con el método de destilacion por arrastre con vapor considerado como de
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referencia. Mantovani et al., (2005) lo evaluaron en alfalfa, y lo compararon con el
método de la columna reductora de cadmio, habiéndose obteniendo en ambos casos
una alta correlacion entre ambos métodos.

Los andlisis que requieren extracto de tejido seco implican, sin embargo, la
necesidad de secar la muestra, lo cual agrega un tiempo considerable de espera entre
el muestreo y el resultado del andlisis. Hallar un método réapido, confiable y de bajo
costo para la determinacion de NOs', permitiria conocer el estado nutricional en lo
que respecta a nitrogeno (N) en forma inmediata, facilitando la prevencion del
consumo por humanos de plantas con niveles no aceptables de este ion y la decision
de medidas de manejo como la fertilizacion nitrogenada. Diversos autores
correlacionaron métodos rapidos de determinacion de NOs™ en jugo de tejido vegetal
fresco con métodos de uso comun en laboratorios como colorimétricos (MacKown,
2004), potenciométricos (Rosen, 1996; Riley et al., 1999; Thompson et al., 2004) o
enzimaticos (MacKown, 2004) con variada sensibilidad, practicidad y costo. Ninguno
de ellos evalud, sin embargo, el método colorimétrico propuesto por Cataldo et al.
(1995) en jugo de tejido vegetal fresco como forma rapida de determinar la
concentracion de NOs'.

Para realizar analisis quimicos en el campo es conveniente que los procesos de
extraccion y determinacion sean rapidos y de facil implementacién por lo cual se
plante6 la conveniencia de realizar una modificaciéon en cada una de las dos etapas
del Método de Cataldo et al. (1975) en jugo de tejido vegetal fresco. Los objetivos
fueron: I) ensayar una modificacion en la técnica de extraccion y determinacion de
NOj3™ usando el método colorimétrico de nitracion del acido salicilico; IT) evaluar el
uso de esta herramienta para discriminar muestras obtenidas en el mercado con

niveles de NOs™ no aceptables para el consumo humano.
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MATERIALES Y METODOS

El método colorimétrico propuesto por Cataldo et al. (1975) que utiliza tejido
fresco (C-TF) se compar6 con el método potenciométrico de electrodo de actividad
especifica para NOs™ en tejido seco (P-TS). Este método potenciométrico fue el que
arrojo la mayor correlacion con el método de destilacion por vapor (método de
referencia) de entre otros tres evaluados en el trabajo publicado por investigadores
argentinos (Valdés et al., 2004). Ademas es citado como método de referencia por la
AOAC Internacional (Ross et al., 1996).

Las muestras de lechuga, espinaca y acelga (n=26, 18 y 22 respectivamente)
se recolectaron en puestos de venta del Mercado Modelo de Frutas y Verduras. Cada
muestra consistio de 36 hojas que se obtuvieron seleccionando la hoja mas joven y
completamente desarrollada de un total de 36 plantas tomadas al azar de un mismo
productor. De cada muestra se obtuvieron dos sub-muestras cortando en sentido
transversal al peciolo de tal manera que cada sub-muestra contuviera media hoja de
cada una de las 36 originales.

Una sub-muestra se seco a 60 °C en estufa de aire forzado hasta alcanzar peso
seco constante y luego se moli6 hasta pasar por malla de tamafio menor a 0,5 mm. La
extraccion de NO; se realizO con agua a temperatura ambiente en una relacion
muestra/agua 1:100, excepto en muestras con concentraciones superiores a 10000 mg
kg N- NOs tejido seco en las que se emplearon relaciones de diluciéon mayores. Esta
solucion se agitd durante una hora y se filtrd6 con papel Whatman N° 2. La
determinacién potenciométrica se realizdo con electrodo de actividad especifica de
NOj3™ (modelo 48680-00, Hach Co., Loveland, CO). Para la calibracion del electrodo
se utilizaron soluciones estandar de KNOsde 1, 10, 20, 40, 100 mg N L ! Se tomé 15
mL del extracto y se le agregd 10 mL de una solucién buffer (Al,(SO4); 6,7 g L ;
HiPO3; 6 g L' ; Ag,S0,4 10 g L' y NH,HSO;3 9,5 g L) para homogeneizar la fuerza
ionica y eliminar interferencias (Gelderman y Beegle, 1998).

La otra sub-muestra fue sometida a maceracion mecéanica con prensa manual,

y el jugo obtenido se filtré en papel Whatman N° 2 y se diluy6é 10 veces con agua
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destilada. El contenido de NOj3™ se determind mediante una modificacion del método
de nitracion del 4cido salicilico para tejido fresco propuesto por Cataldo et al (1975).
Las modificaciones realizadas fueron la no centrifugacion del jugo posteriormente al
filtrado y la utilizacion de NaOH 3,8 N en lugar de 1,9 N como se indica en el
protocolo original. Se tomd una alicuota de 0,2 mL de muestra y se mezcld con 0,8
mL de acido salicilico al 5% (m/v) en é4cido sulfurico. Luego de 20 minutos se le
agregd 10 mL de NaOH 3 8 N. Segun estos autores, las mediciones de NOs3™ deben ser
corregidas por el valor de absorbancia del blanco de la muestra, que serian
interferencias. La absorbancia del blanco se determind utilizando el mismo
procedimiento pero agregando acido sulfurico puro en lugar de la mezcla acido
salicilico-acido sulftrico. Una vez cuantificadas las absorbancias de las soluciones y
descontada la del respectivo color del blanco, se estimo el contenido de NO;™ a partir
de una curva de calibracion de soluciones de concentracién conocidas (0,5, 10, 40,
100, 200 mg L™ N- NOy") preparadas a partir de una solucién concentrada estandar de
2000 mg L de N- NO5.

La comparacion de ambos métodos se realiz6 mediante analisis de regresion
lineal donde se consideré al contenido de NO; de tejido seco como variable
independiente (x) y al contenido en tejido fresco como variable dependiente (). Para
verificar que el ajuste de la curva fuera independiente de la especie, se realizdé un
analisis de covarianza utilizando el PROC GLM del SAS (SAS Institute, 1990). En
este analisis se ajustd la regresion y: f(x) con datos de dos especies y se utilizo la
tercera como covariable. Se verific la distribucion normal de los residuales mediante

la rutina Proc VAR Normal (SAS Institute, 1990).

22



RESULTADOS Y DISCUSION

En las tres especies existio relacion lineal positiva (P<0,001) entre las
determinaciones C-TF y P-TS (R2=O,64, 0,74 y 0,65 con n= 26, 18 y 22 para lechuga,
espinaca y acelga, respectivamente). A pesar de haberse utilizado especies diferentes,
los coeficientes @ y b de los respectivos modelos no fueron estadisticamente
diferentes (P<0,05) de acuerdo al andlisis de covarianza realizado. Por lo tanto la
comparacion entre los métodos C-TF y P-TS se realizo integrando los valores de las
tres especies.

Al considerar todos los datos, existio relacion lineal positiva entre C-TF y P-
TS, con R? = 0,69 y P<0,05 (Figura 1), y tanto la pendiente (h=0,04) como el
intercepto (a= 85,45) fueron diferentes de cero (P<0.001 en ambos pardametros).
Thompson et al. (2004), encontraron relacion lineal del tipo (a+bx) al relacionar la
concentracion de NO;™ medida en savia de la base del tallo de cebada (con el método
de Cardy Meter) y NO;3™ en tejido seco (con electrodo de actividad especifica). Sin
embargo, Rattin et al. (2004) ajustaron un modelo cuadratico — plateau al comparar
concentraciones de NOs™ en jugo y en tejido seco de peciolo de papa. Estos
investigadores encontraron que la metodologia que utilizaron para determinar NO3
en jugo de peciolo perdié linealidad a valores mayores de 20000 mg N- NO; kg™ de
tejido seco. A partir de ese valor limite no hubo relacion entre ambos métodos. Sin
embargo, en nuestro trabajo, la concentracion de NOs™ determinado en jugo de tejido
fresco y extracto de tejido seco, vario linealmente en todo el rango de
concentraciones medidas alcanzando un valor maximo en extracto de tejido seco de
12225 mg kg™ de N- NO5'.

Las determinaciones de NOj3™ en extracto de tejido seco explicaron el 69% de
la variacion de NOs” en jugo de tejido fresco. Valores similares fueron reportados por
Sims et al. (1995) evaluando el estado nutricional en maiz, por Thompson et al.
(2004) al investigar en dos variedades de cebada cervecera (R* = 0,72 y 0,82) y por
Riley et al. (1999) al comparar determinaciones de NOj3™ en tejido seco y savia de la

base del tallo en dos variedades de trigo duro (R*= 0,76 y 0,60).
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Figura 1. Relacion entre la concentracion de NOs; medida por colorimetria (y) y
potenciometria (x) para las tres especies (acelga, espinaca y lechuga). El método
calorimétrico fue el de nitracion del acido salicilico en jugo de tejido fresco (C-TF) y
el potenciométrico fue el del electrodo de actividad especifica en extracto de tejido
seco (P-TS). Los circulos y rectangulos negros representan, a las muestras de acelga
y lechuga, respectivamente y los circulos vacios representan a las muestras de
espinaca. La linea central representa el modelo ajustado (y = 0,04x + 85,45, R* =
0,69); y las lineas negras discontinuas limites de confianza al 95%.

Al ser el valor del parametro a diferente de cero, podemos sugerir que existid
una fuente de error constante en las determinaciones realizadas en jugo de tejido
fresco. Por lo tanto, hubo desarrollo de color debido a reacciones diferentes a la de
nitraciéon del acido salicilico y dicha interferencia no pudo ser eliminada por la
cuantificacion del color del blanco sugerida por Cataldo et al. (1975).

Los valores de NO;™ en jugo de tejido fresco se transformaron a valores de
NOs™ en tejido seco (C-TF transformado) utilizando el modelo de regresion lineal C-

TF en funcién de P-TS que incluyé todos los datos (figura 1), de acuerdo a lo
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sugerido por Thompson et al. (2004), para comparar ambos métodos con la misma
unidad de medicion (Figura 2). El coeficiente de regresion no fue estadisticamente
diferente de 1 (b= 0,99, P<0,01) y el intercepto no fue diferente de cero (a = -4,08E-
13). En consecuencia, este modelo no difiri6 de la linea tedrica 1:1, por lo que
sugerimos que el NO; medido en la extraccion de tejido seco y fresco
correspondieron al mismo pool de NOj3 en la planta, concordando con lo sugerido por

Thompson et al. (2004).
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Figura 2. Relacion entre la concentracion de NO;” medida por colorimetria (y) y
potenciometria (x) para las tres especies (acelga, espinaca y lechuga). El método
colorimétrico fue el de nitracion del 4cido salicilico en jugo de tejido fresco (C-TF),
y los valores obtenidos fueron luego transformados a base seca (C-TF —transformado)
con el modelo determinado previamente. El método potenciométrico fue el del
electrodo de actividad especifica en extracto de tejido seco (P-TS). La linea llena
representa el modelo ajustado (y = -4,08E-13+ 0,99x) y la linea punteada indica la
relacion 1:1.
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Los residuales (P-TS - C-TF transformado) tuvieron distribucion normal
(W=0,978, P<W=0,537); y no mostraron ninguna tendencia al ser graficados en
funcion del valor P-TS (Figura 3) por lo que no hubo errores ligados al valor de
analisis.

Con esta transformacion existieron, sin embargo, diferencias de entre 14 y
5440 mg kg' de N- NO; entre las medidas C-TF y P-TS, para el rango de
concentraciones de NO;3; encontradas en el jugo de tejido fresco, lo que se

corresponde con diferencias relativas de 0,9 y 74% del valor de P-TS,

respectivamente.
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Figura 3. Relacion entre los residuales (1) y la concentracion de NO; medida por
potenciometria con electrodo de actividad especifica para NO;™ en tejido seco, P-TS
(x). Los residuales representan la diferencia entre el contenido de NO;" medido por P-
TS menos el contenido de NO; medido por colorimetria por nitracion del acido
salicilico en tejido fresco y transformado a base seca, C-TF —transformado.

La relacion funcional de la Figura 1 si bien resulta util para comparar
cuantitativamente los resultados de ambos métodos, no indica el grado de error
asociado al utilizar el método colorimétrico en jugo para discriminar muestras con
valores excesivos de aquellas con valores aceptables de concentracion de NO;3™ en
hoja. La UE estableci6 valores de concentracion limites para lechuga de 2500, 3500 o

4500 mg NO;™ kg™ de PF, segtn el sistema de produccion y estacién del afio, (EFSA,
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2008). Si bien los valores obtenidos en nuestro trabajo estuvieron por debajo de esos
limites, esto no implica que el consumidor esté¢ exento de riesgo de superar el
consumo maximo de NOj; recomendado por la OMS (JECFA, 2002). Por
consiguiente, se definieron niveles criticos basados en este criterio. El procedimiento
empleado para establecer este nivel critico requirié entonces asumir un consumo de
hojas de hortalizas dado y se siguieron las siguientes etapas. Primero se estimo el
consumo diario maximo de NOs™ recomendado para una persona de 70 kg de peso
corporal (CD NOys’), segiin la OMS (JECFA, 2002), el cual correspondi6é a un valor
de 58,60 mg N- NOs™ dia”. Se asumi6 ademés, que el 70% de la ingesta total diaria de
NOj™ proviene del consumo de verduras (European Commision, 1995), entonces, el
consumo diario maximo recomendado de NOj3™ aportado por hortalizas (CD NOs™ h)
seria 41,02 mg N- NOs™ dia”". Sin embargo, este valor se puede alcanzar consumiendo
pocas o muchas hojas de hortalizas dependiendo de la concentracion de NOj3™ de las

mismas. Este nimero de hojas (ID_nh) se puede estimar con la formula [1]

CDNO;_hx1000
NO, PSxmhF xfMS

ID nh = (1]

donde:

mhF es la masa promedio en gramos de una hoja fresca de la hortaliza considerada,

fMS es la fraccion promedio de materia seca de la hoja y NO; PS es la
concentracion de NOs™ en base seca (mg kg™ de N- NO5") en las hojas.

Se realiz¢ la estimacion de la ID_nh considerando valores de concentracion de
NO; extremos y solo para lechuga, por ser la hortaliza que cominmente se consume
fresca. Los valores de mhF y de la fMS considerados fueron 13 y 0.053g '
respectivamente. Una concentracion alta de NOs, 11134 mg N- NO; kg' de MS,
valor por debajo del cual se ubica el 75% de los datos (Tercer cuartil) arroja una

ID_nh de 5 sin que se supere el CD NOs™_h. Si por el contrario, tomamos el valor de

! Beretta, A. 2009. Niveles de nitrato en hortalizas de hoja en
Uruguay: valores tipicos, rangos de variacién y evaluaciédn de
metodolédgicas de determinacidédn (sin publicar).
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concentracion de NO;™ correspondiente al Primer cuartil, 6385 mg N- NO; kg ™' de
MS (por debajo del cual se encuentran el 25% de los datos), entonces la ID _nh que
aportaria el CD NOj3™_h seria 23.

En este trabajo se tomd como ejemplo una ID nh de 5 por considerarse una
cantidad de lechuga normalmente ingerible por un periodo prolongado y se
selecciond el valor 11134 mg N- NO; kg ' de MS como valor critico
correspondiente a la maxima concentracion de NO; en tejido seco (MCR_ NOs”™ S).

Para estimar el valor correspondiente a la maxima concentracion
recomendable de NOj;™ en jugo de lechugas (MCR _NOs - J), el valor correspondiente
al MCR_NOj; S se superpuso a la relacion funcional entre la concentracion de NOs3
en tejido seco, P-TS (x) y jugo de tejido fresco, C-TF (Figura 4). El valor de la
estimacion resultd en 505 mg L'l‘

Los dos valores de MCR_ NO; en base seca y jugo (11134 mg kg™ y 505 mg
L' N- NOjs’, respectivamente), se utilizaron para delimitar cuatro cuadrantes, los que
se superpusieron a la relacion entre estos dos métodos de andlisis (Figura 4). El
conteo de las muestras comprendidas dentro de cada cuadrante permite analizar el
error del método réapido al clasificar muestras como aceptables y no aceptables en
relacion al método P-TS. Los puntos comprendidos en el Cuadrante III corresponden
a las muestras clasificadas como aceptables y los incluidos en el Cuadrante IV a las
clasificadas como no aceptables, por ambos métodos. En el Cuadrante I, en cambio,
el método C-TF rechazaria muestras que serian aceptadas por el método P-TS,
mientras que en el Cuadrante II aceptaria muestras que no serian aceptadas por el

método P-TS.
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Figura 4. Relacion entre la concentracion de NO;” medida por colorimetria (y) y
potenciometria (x) en muestras de lechuga. El método colorimétrico fue el de
nitracion del acido salicilico en jugo de tejido fresco (C-TF) y el potenciométrico fue
el del electrodo de actividad especifica en extracto de tejido seco (P-TS). La linea
negra entera representa la funcion: y = 0,036x + 108,87, R® = 0,64. El Cuadrante 1
contiene los puntos que representan muestras con concentraciones de NOj3™ aceptables
segin el método P-TS pero inaceptable segin C-TF; el Cuadrante II contiene valores
aceptables segiin C-TF pero inaceptables segun P-TS, de acuerdo al limite propuesto.
Los Cuadrantes III y IV representan las muestras aceptadas y rechazadas,

respectivamente, por ambos métodos. La delimitacion de los cuadrantes se bas6 en un
consumo diario de 5 hojas de lechuga por persona.

Utilizando como base un consumo de 5 hojas, el 11,5% de las muestras se
localizaron dentro del Cuadrante I, y 15,4% dentro del Cuadrante II. Sin embargo, si
asumimos que la ingesta maxima diaria de NO;™ se alcanzara consumiendo 8 hojas de
lechuga, los porcentajes serian 7,7% y 3,8% para los Cuadrantes 1 y II,
respectivamente (datos no mostrados). Para la salud humana, es preferible disminuir
el error en el Cuadrante II, ya que se aceptarian muestras que son potencialmente
nocivas, mientras que el error del Cuadrante I implica que el método de C-TF

rechazaria muestras con concentraciones de NOs™ aceptables segun el método de P-
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TS. El maximo error del método rapido fue de 19% (puntos en el Cuadrante II) y
23% (puntos en el Cuadrante I).

Estos resultados indican, por consiguiente, que el error asociado a usar el
método rapido para rechazar hortalizas con niveles adecuados de NO3;™ no super6 el
23%. Este error podria ser aceptable, al menos en aquellos centros de distribucion o
acopio donde no se realizan actualmente medidas de control, ya que la pérdida de
exactitud se compensaria con los bajos costos y la rapidez de analisis, lo que

permitiria replicar muestras dudosas.

CONCLUSIONES

La determinacion del contenido de NO;  mediante C-TF se relaciond
linealmente con las determinaciones de NOs™ por C-TS, tanto en acelga, espinaca o
lechuga. Al ser similares las relaciones lineales entre ambos métodos, un Unico
modelo fue adecuado para representar esta relacion para las tres hortalizas. Pese a su
relativa imprecision, el método de analisis de NO;3™ en jugo de tejido fresco (C-TF)
seria una herramienta aceptable para identificar lechugas u otras hortalizas no
recomendables para el consumo humano, porque al ser una técnica rapida y de bajo

costo permitiria repetir el analisis de muestras con concentraciones elevadas.
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III. TEST RAPIDO DE NITRATO COMO INDICADOR DEL ESTATUS

DE NITROGENO EN GRAMINEAS FORRAJERAS

ABREVIACIONES

BT, base de tallo; CT, modelo Cate y Nelson; ETS, extracto de tejido seco; JTF, jugo
de tejido fresco; LDT, Limite de deteccion del test; LP, modelo lineal-plateau; NCO,
nivel critico 6ptimo; NCT, nivel critico toxico; PE, planta entera; RDV, rango de
deficiencia vegetal; PL, modelo plateau-lineal; rango cuantitativo de deficiencia

vegetal; RCR, rango de consumo restringido; RR, rendimiento relativo.

RESUMEN

Raigréds (Lolium multiflorum) y avena (Avena sativa) son verdeos
ampliamente utilizados en sistemas lecheros de Uruguay; normalmente se fertilizan
con N a la siembra y luego de cada pastoreo. En periodos de déficit de forraje, estas
gramineas pueden causar intoxicacion y muerte en rumiantes, debido al potencial de
acumular altas concentraciones de NOs". Los objetivos fueron: 1) conocer los niveles
de nitrato (NOs’) en cultivos comerciales de estos verdeos antes del primer pastoreo;
i1) desarrollar un test rapido de determinacion de NO;™ en jugo de tejido fresco (JTF)
y iii) identificar rangos de NOs en JTF que permitan distinguir situaciones de
deficiencia y exceso de N en planta. Durante el otofio de 2005 se tomaron muestras
de plantas de cultivos comerciales de avena y raigrds y de ensayos de raigras de
respuesta a N. Se determin6 el NOs™ en extracto de tejido seco (ETS) y JTF por el
método propuesto por Cataldo et al. (1975). A este método se le aplico una
modificacion para la determinacion en JTF (test rapido). La relacion entre NOs™ en
ETS y JTF para BT y PE fue descripta por un modelo plateau- lineal (PL) (R* >
0,90). Se relacion6 rendimiento relativo (RR) y NOs™ en JTF (BT) y se identificé un
rango cuantitativo de deficiencia vegetal (RDV) y de consumo restringido (RCR).

Tanto en planta entera (PE) como en BT se detectaron concentraciones de NOs3
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toxicas para rumiantes en algunas situaciones. El test rapido permitiria detectar
cultivos aptos para ser consumidos en forma restringida, que hayan o no alcanzado el
maximo RR, ya que el limite de deteccion estuvo por debajo del nivel critico toxico
(NCT).

Palabras clave: exceso nitrogeno, raigras, toxicidad rumiantes.

RAPID NITRATE TEST AS AN INDICATOR OF NITROGEN STATUS IN
FORAGE GRASSES

SUMMARY

Ryegrass (Lolium multiflorum) and oat (Avena sativa) annual pastures are
widely used in dairy production in Uruguay; they are normally fertilized with N at
sowing and after each grazing. In times of shortage of forage, these grasses can cause
poisoning and ruminants death due to its potential to accumulate high NOj
concentration. The objectives were: 1) to know NOj; levels in these crops before
being grazed for the first time ii) develop a quick test for determining NOj" in juice of
fresh tissue (JFT) and iii) to identify ranges of NOs in JFT that discriminate N
deficiency from N excess in plants. During the autumn of 2005 oat and ryegrass plant
samples were collected from commercial farms and research trials. The NOs5
concentration was quantified in dry tissue extract (DTE) and in JFT by the method
proposed by Cataldo et al. (1975). A modification of this method to determine NOj;
in JFT was applied (quick test). The relationship between NO;™ in DTE and JFT in BS
and whole plant (WP) was described by a plateau- lineal (PL) model (R*> 0.90).
Relative yield was related (RR) to NO;3™ in JFT (BT) and ranges of quantitative plant
deficiency (RDV) and restricted consumption (RCR) were identified. Both WP and
BS contained toxic NOj3™ concentrations for ruminants. The quick test would detect

suitable crops for ruminants animals consumption, having or not reached the
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maximum RR, since the detection limit was below the critical toxic level (CTL).

However, in any circumstance, pasture must be included as part of its whole diet.

Key words: nitrogen excess, ryegrass, ruminant toxicity
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INTRODUCCION

Los verdeos invernales raigras (Lolium multiflorum) y avena (Avena sativa)
son ampliamente utilizados en sistemas de ganaderia intensiva en Uruguay. El
agregado de nitrogeno (N) es esencial para aumentar el rendimiento de estos verdeos
por lo que normalmente se fertilizan con N a la siembra (marzo-abril) y luego de cada
pastoreo. Sin embargo, ademas de aumentar el rendimiento, el N puede causar
problemas de toxicidad en rumiantes y por lo tanto las cantidades a agregar como
fertilizante deben lograr un balance entre el rendimiento 6ptimo y el contenido de
nitrato (NOs’) en planta.

Al igual que otras gramineas, estas especies acumulan N en sus tejidos en
forma de ion NO;". Esta capacidad es favorecida por factores que disminuyen la
demanda de N, como la baja intensidad de luz o deficiencia de fosforo, o que
aumentan la oferta del mismo, como la fertilizacién con N o la mineralizacion de la
materia organica (MO) (Gul y Kolp, 1960; Crawford et al., 1961; Baker y Tucker,
1971; Mieres y La Manna, 2008). Luego de prolongados periodos de sequia se puede
producir una alta disponibilidad de NOs; ™ por la mineralizacion de la MO,
favoreciendo la acumulacion de este ion especialmente si las plantas estdn en los
primeros estadios de crecimiento en donde los requerimientos de N son bajos
(Alexander, 1980). Crawford et al. (1961) reportaron contenidos de NOs™ en plantas
de avena cada vez menores al avanzar en los estadios de crecimiento. En un momento
dado, dentro de una misma planta, los tallos y especialmente la parte basal y
entrenudos acumulan mas NOj;™ que otras partes (Maynard, 1976).

En rumiantes, el consumo de plantas con alto contenido de NO;™ aumenta el
riesgo de intoxicacion aguda o cronica por este ion, si bien el grado de toxicidad
depende de los microorganismos del rumen, edad del animal, y de las condiciones y
cantidad de forraje consumido, entre otros (O'Hara y Fraser, 1975; MacKown y
Weik, 2004). El NOs; ngerido en bajas cantidades es reducido por los
microorganismos del rumen a NO,'y luego a NH," cualquier exceso de este ultimo es

excretado por la orina. Sin embargo, cuando se ingieren altos niveles de NOs™ parte de
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¢éste pasa al torrente sanguineo como NO; y NO;". El NO, oxida al hierro (Fe II) de
la hemoglobina formando metahemoglobina reduciendo la capacidad de transportar
oxigeno de la sangre causando problemas cronicos de performance como disminucién
del apetito, ganancia de peso y produccion de leche.

La concentracion de NOs™ en planta a partir de la cual el consumo se considera
posible causante de toxicidad aguda y muerte en bovinos varia segun distintos
autores. Lyons et al. (1992) y Cash et al. (2002) sugieren, respectivamente, limites de
2000 y 2260 mg N-NO;™ kg de materia seca (MS). Backer et al. (1971) y Shreve y
Miller (2002) citan como potencialmente toxico contenidos de NO;™ mayores a 2100
y 1400 mg N-NOs” kg de MS, respectivamente. Lyon et al. (1992) reportaron la
muerte de bovinos luego de consumir plantas de raigrds con concentraciones entre
2608 y 3798 mg N-NOs™ kg™ de MS. En Uruguay, si bien se han constatado muertes
por intoxicacion con nitrato, la mayoria de estos eventos no han sido reportados
(Mosca et al., 2006). Pigurina y Banchero (1992) denunciaron problemas de toxicidad
en el departamento de Colonia, sucedidos luego del periodo de sequia que azot6 al
pais en el otofio de 1992. Mieres y La Manna (2008) senalaron que en ese afio la
extrema sequia acentud los problemas que se presentaron en el otofio del 92 en la
zona del litoral sur del pais la cual afectd un alto nimero de productores. En ninguno
de estos casos se reportaron niveles de NO;™ del forraje consumido por los animales
intoxicados.

Se hace necesario, entonces, conocer la concentracion de NOs™ de los verdeos
como forma de evitar una disminucion en la performance animal o muerte del
ganado. La cuantificacion de este ion en planta ha sido mayormente evaluada
utilizando tejido seco y diversos métodos analiticos. Bremner y Keeney (1965)
propusieron el método de destilacion por arrastre con vapor como método de
referencia mientras que otros autores han utilizado como referencia el método
colorimétrico que utiliza la columna reductora de cadmio (MacKown y Weik, 2004;
Mantovani et al., 2005). Cataldo et al. (1975) propusieron un método colorimétrico

por nitracion con acido salicilico para la determinacion de NOj;™ (en adelante Método
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de Cataldo) en extracto de tejido seco (ETS). Valdés et al. (2004) y Mantovani et al.
(2005) reportaron una alta correlacion entre los valores de NO;™ determinados por el
Método de Cataldo y los métodos de referencia mencionados.

El tiempo que transcurre entre la toma de la muestra vegetal y la obtencion del
resultado en el laboratorio, puede hacer variar considerablemente la concentracion de
NOj™ en la planta debido al crecimiento del cultivo, condiciones climéaticas y de
manejo, entre otros (Lyons et al., 1992). Esta demora en conocer el valor analitico de
NOj estd basicamente dada por el tiempo de secado del tejido vegetal, proceso que
normalmente dura 48 horas, y por la extraccion de NOs™ del mismo, y no por la
técnica de determinacion aplicada. Las técnicas de extraccion reportadas en la
bibliografia son significativamente diferentes y dependen del método analitico de
determinacién (Anderson y Case, 1999). Estas técnicas, ademas, se presentan con
variantes como tamafio de muestra, volumen de extraccion, tiempo de agitado,
temperatura de extraccion y pH de la solucion extractante.

Los métodos répidos se basan en la extraccion de jugo del tejido vegetal
fresco (JTF), el cual normalmente se obtiene ejerciendo presion sobre alguna parte
fresca de la planta (hojas, peciolos, tallos). El JTF es cominmente mal llamado
“savia” y estd compuesto por liquido apoplasmico, savia, citosol y liquido vacuolar
(Gaviola y Lipinski, 2002). La determinacién de NO;™ en JTF se puede realizar luego
por métodos potenciométricos estandar o con instrumentos portatiles tales como los
introducidos por las compaifiias Horiba Lda. (Kyoto, Japan) y la Hach Company
(Loveland, Colo.) conocidos como Cardy Ion- NOs; Meter y Hach meter,
respectivamente (Rosen et al., 1996; Fontes et al., 2003; MacKown y Weik, 2004;
Thompson et al., 2004). También hay disponibles métodos colorimétricos cualitativos
con bandas reactivas especificas, como el Merckoquant Nitrate Tests (Hoel, 1999) o
colorimétricos cuantitativos, como el Método de Cataldo para tejido fresco.

La determinacién de NO;3™ en JTF ha sido propuesta para decidir estrategias de
pastoreo (O Hara y Fraser, 1975; Lyons et al., 1992). También ha sido utilizada como

herramienta de diagnéstico alternativa o complementaria al anélisis de suelos para
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determinar el estatus nitrogenado y guiar las recomendaciones de fertilizacion en
cultivos mediante la determinaciéon de NOs™ en alguna parte de la planta (Black,
1993). Thompson et al. (2004) utilizaron la concentracién de NO3™ en JTF en la base
de tallos (BT) como indicador del estatus nitrogenado en cebada cervecera. Garcia
(2005) considera que la determinacion rapida de NO3™ en JTF en la BT de maiz en
estadios tempranos de crecimiento (V4-7) permite evaluar la nutricion nitrogenada
del cultivo y corregir inmediatamente la potencial deficiencia de este nutriente. Hoel
(1999) utilizé la determinacion de NOs en JTF de BT para predecir el estatus
nitrogenado de plantas de trigo.

La determinacion de NO3; en suelo no es un buen indicador de la
disponibilidad de N para el cultivo cuando éste esta en activo crecimiento debido a
que en esas condiciones la concentracion de NOj™ en el suelo es generalmente muy
baja, ya que la planta absorbe la mayor parte del N mineralizado. En el caso de
forrajes, con varios cortes o pastoreos, la determinacion de NOs™ en planta previo al
primer corte o pastoreo, es una herramienta mas eficiente para conocer el estatus de N
en las plantas y distinguir situaciones de deficiencia de N a corregir en el préximo
corte, de situaciones de exceso de N en planta. El conocer la deficiencia o el exceso
de N es especialmente importante en estos verdeos que se fertilizan normalmente
después de cada corte o pastoreo.

La determinacion de la concentracion de NOj3™ presente en la base de tallos
(BT) de estos verdeos, cobra especial interés en condiciones de pastoreo,
especialmente cuando no hay otra oferta de forraje. Por lo tanto se plantean los
siguientes objetivos: 1) conocer para nuestro sistema de producciéon los niveles
caracteristicos de NOs™ en cultivos comerciales de Avena sativa y Lolium multiflorum
previo al primer pastoreo; ii) desarrollar un test rapido de determinacion de NOs™ en
JTF vy ii1) determinar rangos de NOs” en JTF de plantas que permitan distinguir entre

situaciones de deficiencia y exceso de N en plantas.
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MATERIALES Y METODOS

En el afio 2005 se tomaron muestras de plantas de raigras y/o avena de 27
cultivos comerciales y de siete ensayos de respuesta al agregado de N de raigrés
tetraploide, (L. multiflorum). La totalidad de los sitios (n=34) estaban ubicados en la

cuenca lechera, en los departamentos de Colonia, San José y Canelones.

Caracteristicas de los experimentos

En este trabajo se utilizaron ensayos de respuesta a la fertilizacién nitrogenada
con objetivos diferentes a los de este estudio. Estos ensayos se instalaron
aproximadamente a los 20 dias después de la siembra, y cuando las plantas tenian 5
cm de altura. La siembra se realiz6 en la Gltima quincena de marzo en los sitios 1, 3, 4
y 6 y en la primera quincena de abril en los sitios 2, 5 y 7. Los tratamientos fueron
tres dosis de N como urea (0, 40 y 80 kg N ha ') aplicados al voleo, usando un disefio
experimental de bloques completos aleatorizados con tres repeticiones, con parcelas
de 16 m*. Los suelos dominantes estaban comprendidos dentro de los grandes grupos
Argiudolls, y Hapludols (Durén et al., 2006). Excepto por los tratamientos con N, las

demas practicas de manejo fueron las que el productor normalmente realiza.

Muestreo de suelos

Previo a la instalacion de los ensayos se tomaron muestras compuestas de
suelo de cada bloque, a una profundidad de 0-20 cm. Las muestras se secaron a 40°C
y se molieron hasta pasar por malla de 2 mm. El carbono orgénico se determiné por
oxidacién humeda en medio 4cido sin aplicacion de calor externo (Walkley y Black,
1934). El P labil se determiné por Bray-1 (Bray y Kurtz, 1945). Las bases
intercambiables fueron extraidas con acetato de amonio bufereado a pH 7 (Thomas,
1982) y determinado por fotometria de llama (K) o espectrometria de absorcion
atomica (Ca, Mg). Se determind N- NO;3™ por colorimetria (540 nm) luego de la
reduccion de NO; a NO,™ a través de una columna de cadmio (Reaccion de Griess-

llosvay; Mulvaney, 1996). El pH se determind en KCI 1 M y en agua por el método
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potenciométrico. En el Cuadrol se presentan algunas propiedades quimicas de los
suelos utilizados. Un segundo muestreo de suelos para cuantificar NO;3™ fue realizado
simultdneamente al muestreo de plantas que se llevo a cabo previo al primer pastoreo

o corte.
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En los 27 predios de cultivos comerciales de los cuales no se especifica su
ubicacion, no se realizé muestreo de suelo por lo que no se dispone de datos de

propiedades quimicas de los mismos.

Recoleccion de muestras vegetales, extraccion v determinacion de nitrato

La recoleccion de plantas (parte aérea) se realizod principalmente en horas de
la manana. Posteriormente se almacend en heladera hasta su procesamiento en las
siguientes 24 hs. En los 27 sitios sin tratamiento de N se recolectaron s6lo muestras
de planta entera (PE), las que se subdividieron en dos partes, una de las cuales se seco
para obtener ETS y la otra se prensé para obtener la muestra de JTF. En los 7 sitios de
ensayos se recolectaron muestras de BT y en 5 de éstos, de BT y PE. La recoleccion
de PE y BT en estos 5 sitios solo se realizé en las dosis de 0 y 80 kg N ha™.

El procedimiento para obtener ETS fue el siguiente: primero se seco la
muestra de PE o BT en estufa a 60°C hasta peso constante y luego se la moli6 hasta
pasar por malla de Imm. Se agitaron 0,5g de tejido seco en agua desionizada por 1
hora en una proporcion tejido seco: agua desionizada de 1:40 a 1:160 a temperatura
ambiente (22 °C) (Mantovani et al., 2005). La solucion resultante se filtré con papel
Watman N°2 y se congeld en freezer hasta su andlisis. El JTF se obtuvo
comprimiendo el tejido fresco con una prensa hidraulica de acero inoxidable y
almacenando el mismo en freezer hasta su analisis. Previo al analisis del NO5™ en el
JTF, éste se diluyo con agua desionizada (1:2-10).

El NO;™ presente en el ETS se determind por el Método de Cataldo (método
de laboratorio). Este método se basa en la formacion de un complejo por nitracion del
acido salicilico en un medio altamente 4acido. La maxima absorbancia del complejo se
da a 410 nm en medio basico (pH>12) y ésta es directamente proporcional a la
cantidad de NOs presente. Alicuotas de 0,2 mL de jugo se mezclaron con 0,8 mL de
acido salicilico al 5% (m/v) en H,SO4 concentrado (H,SO4-AS). Luego de 20 min se
agregd 20 mL de NaOH 1,9 N y se dej6 enfriar hasta que la temperatura de la muestra

alcanzara temperatura ambiente. Finalmente, se midio la absorbancia a 410 nm. Se
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realizé la lectura de un blanco cada quince muestras. Los resultados de este analisis se
expresaron en mg N-NO;™ kg de MS.

El NOj™ presente en el JTF también se determin6 por el Método de Cataldo
para muestra fresca que difiere del anterior en que debido a la pigmentacion del jugo
de tejido vegetal fresco se debe utilizar un blanco por muestra. Este método fue
modificado en este trabajo, ya que el jugo no se centrifugd posteriormente al filtrado
y se utiliz6 10 mL de NaOH 3,8 N (test rapido). Los resultados de este andlisis se

expresaron en mg N- NO3” L.

Metodologia de determinacion de niveles criticos y analisis estadistico

En los sitios con ensayos de respuesta al N, los valores de rendimiento relativo
(RR) del cultivo se correlacionaron con las concentraciones de NOs™ en JTF de BT.
Cabe sefialar que los datos de rendimiento de MS fueron tomados de Casanova et al.
(2007). Se trabajo con el RR por ser una expresion de respuesta de rendimiento que
elimina parte del efecto de las variables del sitio de la respuesta del cultivo a la
fertilizacion. El RR representa el rendimiento de las parcelas no fertilizadas
expresado como porcentaje del rendimiento maximo (Rmax) y se calculd6 como el
rendimiento de la parcela con cero N (TO) de cada bloque sobre el Rmax del bloque
correspondiente, multiplicado por cien. La relacion RR vs NO;3 en JTF se ajustod
utilizando el modelo Plateau- lineal (PL), y el grafico de Cate y Nelson (CN). A partir
del ajuste del modelo PL y del grafico CN se determinaron los niveles criticos
optimos (NCO) de NOj3™ en JTF correspondientes a cada relacion. La concentracion
critica Optima del grafico CN es la que minimiza los puntos en los cuadrantes
superior izquierdo e inferior derecho y para el modelo segmentado (PL) es aquella en
donde se juntan los dos segmentos del modelo. El término “niveles criticos” en este
trabajo se utilizd para separar situaciones de deficiencia y exceso de N en las plantas
al momento del corte, y no para guiar recomendaciones de fertilizacion. En el grafico
de CN se identificd un rango cuantitativo de deficiencia vegetal (RDV) cuyo limite

inferior corresponde al limite de deteccion del test rapido (LDT) y el superior al
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NCO. Entre el NCO y el valor maximo de concentracion de NOs™ sugerido por Cash
et al. (2002) como de toxicidad aguda y muerte (nivel critico toxico, NCT), se definio
el rango de consumo restringido (RCR).

Los valores de concentracion de NOs en ETS y JTF se compararon mediante
analisis de regresion usando las herramientas del software Microsoft Excel (Microsoft
Inc., 1997). Para verificar la hipotesis de una mayor concentracion de NO3 en BT
respecto a PE de una misma muestra se realizO una comparacion de medias
apareadas, utilizando la prueba t disponible en Excel. El modelo PL (no lineal) se
ajustd por métodos numéricos utilizando la herramienta Solver del software de
Microsoft Excel 1997 (Microsoft Inc., Redmond, WA). La determinacion del NC del
grafico CN se realiz6 con un macro programado en Visual Basic para aplicaciones de
Microsoft Excel 1997 (Microsoft Inc., Redmond, WA). Se realizd6 un analisis de
varianza con los datos de rendimiento de MS de cada sitio y entre sitios usando el

procedimiento GLM del paquete estadistico del SAS (SAS Institute, 1990).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Riesgo de intoxicacion en bovinos v nitrato en plantas

Concentracion de NO; en tejido seco para planta entera y base de tallos

Las concentraciones de NO;™ para todos los sitios e independientemente de la
especie y tratamiento (n =90) estuvieron en el rango de 0 a 7365 y de 0 a 12470 mg
N-NO; kg de MS para PE y BT, respectivamente. En ambas porciones de planta se
encontraron concentraciones de NO;™ en ETS que superaron el limite considerado
como de toxicidad aguda y muerte seglin los niveles citados por Backer et al. (1971),
Lyon et al. (1992), Briann et al. (2002) y Cash et al. (2002). Al relacionar la
concentracion de NO3™ en BT en funcion de PE de una misma muestra, se confirmo
que las concentraciones en BT fueron mayores a las de PE, de acuerdo a lo senalado
por Maynard (1976). La relacion fue lineal positiva con R* = 0,78 y pendiente b=
1,68 (Figura no mostrada).

Para la discusion de los datos obtenidos se tomo la clasificacion propuesta
por Cash et al. (2002) por ser la méas detallada y conservadora. Esta incorpora cuatro
rangos de concentraciones de NO;™ (de aqui en adelante clases) en forraje: menores a
350 mg N-NO; kg ' de MS (primera clase) que incluye plantas con valores
recomendables para ser consumidas por todas las categorias de bovinos; entre 350 y
1130 mg N-NO;™ kg “1de MS (segunda clase), plantas aptas para ser consumidas por
bovinos no prefiados; entre 1132 y 2260 mg N-NO;3” kg ' de MS (tercera clase), aptas
para ser consumidas en forma restringida por bovinos no prefados, y mayor a 2260
mg N-NO; kg ' de MS (cuarta clase), no aptas para ninglin rumiante.

Al analizar las concentraciones de NO3;™ en PE de los cultivos comerciales de
avena y raigrds y de los testigos de cinco ensayos (n=39) que recibieron N so6lo a la
siembra, se encontrd que 33, 31, 20 y 15% de las muestras pertenecian a la primera,
segunda, tercera y cuarta clase, respectivamente. Dentro de las muestras de PE que

recibieron ademas del N a la siembra, 80 kg N ha™ a los dos semanas de sembrado,
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provenientes solo de los ensayos (n=15), se encontrd que el 7 y 46% pertenecian a la
primera y segunda clase; y el 20 y 27% se clasificaron dentro de la tercera y cuarta
clase, respectivamente. El efecto de la fertilizacion con N a los 20 dias origind, por
tanto, cambios en la distribucion de muestras por clase, pasando de 35 a 47% la
proporcion de muestras con recomendacion de consumo restringido o no consumo.

Al analizar las concentraciones de NO; en BT de las muestras
correspondientes a los testigos de los ensayos, se encontré que 37, 10, 21 y 32% de
las muestras pertenecian a la primera, segunda, tercera y cuarta clase,
respectivamente. Dentro de las muestras de BT con agregado adicional de 80 kg N ha
"'de N, se encontrd que 9 y 24% pertenecian a la primera y segunda clase; y el 29 y
38% se clasificaron dentro de la tercera y cuarta clase, respectivamente. El efecto de
la fertilizacion con N origind, al igual que en el caso de PE, cambios en la
distribucion de muestras por clase afectando principalmente la primera clase que
disminuy¢ fuertemente como en PE.

Todas las muestras con concentraciones en planta (PE y BT) en la cuarta clase
procedian de tres sitios (3, 4 y 5) que presentaron altos valores de NOs™ a la siembra
(Cuadro 1). La alta acumulacién en planta se explicod en parte por los altos niveles de
NOs; en suelo, provenientes ademas de la fertilizacion con N, de la mineralizacion de
la MO, proceso acentuado por el déficit hidrico en el mes de marzo (Figura la y 1b).
En Uruguay, anos muy lluviosos en el periodo otofio-invierno favoreceran la
ocurrencia de pérdida de nitrogeno; sin embargo, afios secos favoreceran la
acumulacion de N mineral en los suelos a través del proceso de mineralizacion del
humus y restos vegetales (Perdomo, 1997). De todas maneras, el total anual de
precipitacion del 2005 (1158 mm) alcanzé valores similares al promedio anual de la
serie historica 1972-2002 (1131 mm), (INIA, 2005). A su vez en la Figura la, se
observa que en el trimestre abriljunio del afo 2005 se registraron precipitaciones
superiores a los valores promedio del trimestre. La alta disponibilidad de agua
durante el periodo de crecimiento abril y mayo, previo al primer corte (Figura la y

1b), habria favorecido el transporte del NO;3™ en el suelo dado que éste llega a las
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raices mayormente por flujo masal. Los resultados obtenidos dejan en evidencia que
para las condiciones ambientales atmosféricas y de suelo en que se desarrollo este
estudio, existio acumulacion de NOs™ en planta hasta niveles perjudiciales para el

ganado.
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Figura 1. a) Precipitacion mensual del afio 2004/2005 (PP), promedio de precipitacion
mensual de la serie historica 1972-2002 (PPp), evapotranspiracion de referencia
mensual del afio 2004/2005 (ETo) y ETo climatica mensual (ETop), promedio del
periodo 1975-2006, (INIA. Unidad GRAS INIA Las Brujas, 2005); b) déficits (D),
excesos hidricos (E) y almacenajes (A), para el suelo con menor lamina de agua
disponible (92 mm), (Molfino y Califra, 2001), del periodo julio 2004 a junio 2005.

Concentracion de nitrato en jugo de tejido fresco para planta entera y base de
tallos

Las concentraciones en JTF variaron entre 0 y 696 y entre 0 y 950 mg N-NOs’
L' en PE y BT, respectivamente. Al igual que lo observado en ETS, los valores

promedio en BT resultaron mayores a los de PE de la misma muestra (217 vs 158 mg
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N-NO; L, P<0,05). La relacion entre las concentraciones de NOs™ en JTF de BT y
PE fue lineal positiva, con R* = 0,93 y P<0,05 (Figura 2). La pendiente (b=1,30) fue
diferente de cero (P<0,05) y mayor a uno, lo que confirma que en las condiciones de
estos ensayos la concentracion de NO;™ en BT fue mayor que la de PE. Pese a esta
relacion general encontrada utilizando 27 muestras, siete mostraron la tendencia
opuesta, es decir mayores valores en PE que en BT. En estos siete casos, sin embargo,
las concentraciones de NOs™ fueron muy bajas lo que significa que el nutriente estaria
siendo metabolizado y por lo tanto no acumulado. Las buenas condiciones
ambientales previas al muestreo habrian favorecido el crecimiento e incrementado el
nivel de demanda de NO;3™ de la parte aérea de la planta y descendido el de la BT,
parte con potencial de acumular mas NOs3™ que otras. Ademads, en el momento del
muestreo de plantas, los suelos correspondientes a las parcelas de estos sitios
presentaron valores bajos de NOj', entre 3 y 4,5 y solo una de ellas alcanz6 los 7 mg
kg'. Otra causa de las diferencias encontradas en nuestro estudio podria ser
variaciones en la hora del dia en que se tomo la muestra. Black (1993) reportod
variaciones de NO;™ en planta, en varios cultivos, causadas por este efecto, citando
como ejemplo altas concentraciones de NO3™ en BT de maiz temprano en la mafiana
pero no tarde en el dia. Variaciones en el estadio fisiologico de las plantas al
momento del muestreo, también pueden generar diferencias en el contenido de NOj3
acumulado, ya que los estadios mds avanzados de madurez implican mayores

requerimientos de N, y por lo tanto, menor acumulacion de NO;™ en BT.
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Figura 2. Relacion entre la concentracion de NOj en tejido fresco en la base de tallos
(BT) (y) y en planta entera (PE) (x) de la misma muestra, determinado por el método
colorimétrico por nitracion del acido salicilico en jugo de tejido fresco. La linea
entera representa la funcion: y = 1,30x, R = 0,92, y la linea punteada indica la
relacion 1:1.

Relacion entre la concentracion de nitrato en tejido seco y fresco para planta
entera y base de tallos

La relacion encontrada entre la concentraciéon de NOs en ETS (x) y JTF (y)
para BT y PE fue descripta por un modelo plateau-lineal (PL) (Figura 3a y 3b). En
ambos modelos la variacion de concentracion de NO;™ en el JTF fue explicada por la

variacion de concentracion de NOs3™ en ETS en mas de un 90%.
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Figura 3. Relacion entre la concentracion de NOs™ en jugo de tejido fresco (y) y en
tejido seco (x) de plantas de avena y raigras. a) en planta entera, b) en la base de
tallos. La linea representa el modelo plateau-lineal (PL), a) MAX (-93,2 + 0,11x, 50),
R?=0,91, b) MAX (-14 + 0,066x, 49), R* = 0,92.

En los modelos, la linealidad comenz6 a partir de 1302 y 950 mg N- NO; kg™’
MS para PE y BT, respectivamente (Figura 3a y 3b). A partir de estos valores la
medicion en JTF fue sensible a variaciones en la concentracién de NO3™ en ETS, tanto
para mediciones en PE (Figura 3a) como para BT (Figura 3b). Por debajo de estos
limites, las determinaciones en JTF no detectaron, en forma cuantitativa, variaciones
en las concentraciones de NOs  en ETS. Thompson et al. (2004) encontraron una
relacion lineal significativa entre JTF y ETS en BT de plantas de cebada cervecera

utilizando un método potenciométrico rapido para determinar NOs™ en JTF. Lyons et
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al. (1992) trabajando con raigrds también encontraron una relacion lineal positiva
entre NOsz en ETS y JTF. Riley et al. (1999) correlacionaron valores de NO3™ en JTF
obtenidos con un Cardy meter, método potenciométrico, con valores de NO; en ETS
de trigo duro y cebada encontrando coeficientes de determinacion (Rz) de 0,72 y 0,60,
respectivamente.

La buena correlacién encontrada en este trabajo entre ambos métodos
permitiria transformar los valores de NOs™ en JTF a valores de NO;™ en ETS, como lo
sugiere Thompson et al. (2004). Sin embargo, Echeverria et al. (2001) al relacionar la
concentracion de NO;™ en BT de plantas de maiz en V6 en JTF y ETS encontraron
que la pendiente era diferente entre afios y por lo tanto a pesar de la alta correlacion
encontrada (R* = 0,90) no fue posible definir una Gnica relacion, por lo cual no
recomiendan transformar unos valores en otros. Estos autores encontraron que la
concentracion de NOs™ en JTF fue funcion de la concentracion de NOs™ en el suelo, de
la radiacion incidente y de la humedad del suelo. Esta ultima fue mencionada como
posible causa de las diferentes pendientes entre afios. Dado que Thompson et al.
(2004) trabajaron con un mayor nimero de datos y que las pendientes en el trabajo de
Echeverria et al. (2001) tienen valores similares (0,82 y 0,87 para el afio 1997 y 1998,
respectivamente) se tomo la recomendacion del primero.

Al transformar los valores de NOj3; en jugo a valores de NOs en ETS se
observo que los valores en (y) del plateau de las ecuaciones de los modelos en las
Figuras 3a y 3b (50 y 49 mg N-NO; L para PE y BT, respectivamente) se
correspondieron con los valores 1302 y 950 mg N-NO; kg ' de MS,
respectivamente. Estos fueron los niveles minimos de NO;™ detectables en ETS por el
test rapido.

El valor de 1302 mg N- NO; kg ' de MS en PE, a partir del cual el test
rapido comenz6 a detectar incrementos en la concentracion de NOj;™ en tejido seco
cayo en el rango de 1130-2260 mg N- NO; kg ' de MS. Alimentos con estas
concentraciones de NOs3 son permitidos para alimentar ganado que no esté en

gestacion, pero en forma restringida al 25-50 % de su racion. Cuando solo se dispone
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de mezcla de gramineas con concentraciones superiores a 1000 mg N-NOs™ kg ' de
MS, Mieres y La Manna (2008) sugieren como medidas adicionales a tener en cuenta,
ofrecerle a los animales alguna fuente de carbohidratos solubles (maiz, sorgo o
afrechillo) antes del pastoreo o evitar el mismo si el animal estd hambriento
permitiendo el consumo de estas gramineas tarde en el dia. Si consideramos la
clasificacion propuesta por Cash et al. (2002), el test rapido no detectaria alimentos
aptos para ganado prefado ya que para esta categoria se recomienda el consumo de
pasturas con niveles inferiores a 350 mg N-NO; kg ' de MS, concentracion inferior
al nivel plateau.

A pesar de que el método rapido fue sensible a partir de concentraciones altas,
tendria gran utilidad para el productor ya que el rango superior de concentraciones
que detectd es el mas critico en cuanto al efecto econdmico inmediato, pues abarca

valores considerados de toxicidad aguda y muerte para los animales.

Rendimiento de materia seca de forraje al primer corte y determinacion de

niveles criticos

Respuesta del raigras al agregado de nitrégeno

Los valores de rendimiento de MS de los ensayos de raigras (Casanova et al.,
2007) determinados al primer corte presentaron un rango muy amplio, variando desde
43 a 2859 kg ha "' de MS. Segun INASE (2005), el rendimiento promedio en los
ensayos de registro de cultivares de esta especie fue 1467 kg MS ha™, menor al
maximo encontrado en los ensayos de este trabajo pero mayor al rendimiento
promedio (1042 kg MS ha™).

Como era de esperar, la fertilizacion con N postsiembra incrementd el
rendimiento (P<0,05) en la mayoria de los sitios (cinco de siete). En so6lo dos, el
tratamiento con 80 kg N ha™ super6 al rendimiento con 40 kg N ha™. Al considerar el

promedio de todos los sitios sin embargo, se encontrd respuesta hasta el agregado de
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80 kg N ha™! (Cuadro 2). En los dos sitios donde existio respuesta hasta la dosis de 80
kg ha' de N, esta se podria explicar por los bajos contenidos de NO;™ disponibles a la
instalacion de los ensayos siendo éstos de 4,8 y 2,4 mg de N-NOs™ kg de suelo.
Seglin Casanova et al. (1997) valores inferiores a 5 mg de N-NO;™ kg de suelo
implican una dependencia casi total en verdeos como raigrds y avena, de la
fertilizacion nitrogenada. Los sitios en donde no se observaron diferencias
significativas entre las dosis de N, presentaban niveles de NOs;™ muy superiores a los
sugeridos por Casanova et al. (1997), excepto en el Sitio 2, que presento 8,1 mg kg
de suelo. Este sitio, sin embargo, tenia un relativamente alto contenido de materia
organica que, al mineralizarse, podria haber suministrado una cantidad importante de
N. A partir de trabajos posteriores de Casanova et al. (2007) con variedades de raigras
tetraploides, de mayor productividad que las diploides, se propuso una zona limite de
respuesta a la fertilizacion nitrogenada de 16 a 18 mg N-NO; kg™ de suelo por

encima de la cual no habria aumento de rendimiento.
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Cuadro 2. Rendimiento de materia seca para los tratamientos con N ' y promedio para
cada sitio de los ensayos de raigras. Resultado del efecto de aplicacion de N

(ANAVA vy contrastes ortogonales) para cada sitio.

Dosis de N-Urea Efecto N Contrastes
Sitio 0 40 80 Media 0 vs.resto 40 vs. 80
Rend (kgha') —— —— Prob>F
1 872 1018 1570 1153 0,0420 0,0595 0,0419
2 561 843 1051 819 0,0324 0,0180 0,1445
3 2172 2486 2859 2506 0,0553 0,0388 0,1219
4 592 885 947 808 0,0549 0,0234 0,5877
5 671 1310 1147 1042 0,0316 0,0140 0,3494
6 287 794 635 572 0,2370 0,1223 0,5636
7 43 415 721 393 0,0011 0,0007 0,0085
Media 743 1107 1276 1042 0,0001 0,0001 0,0155

Niveles de nitrato en base de tallos

La relacion entre RR y la concentracion de NOs™ en JTF de BT en los sitios
con ensayos de respuesta al N, donde cada punto representa un bloque, fue la
esperada (Figura 4). EI NCO vari6 con el modelo, siendo menor en el grafico CN que
en el modelo PL (89 y 122 mg N-NO3" L, respectivamente).

Las concentraciones criticas surgidas del grafico CN y del modelo LP
separaron claramente dos zonas que describen el estatus de N en el cultivo al
momento del primer corte: una zona de deficiencia de N donde hay aumento del RR
al aumentar la concentracion de NOs en JTF de BT y otra donde el RR no aumenta a
valores mayores de NO;3™ en planta. Las muestras por debajo del NC presentarian

mayor deficiencia que las que superaron este valor. Estas ultimas, al no alcanzar el

' Tomado de Casanova et. al 2007.
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100% de RR, también estarian deficientes en N. Por lo tanto, para esta situacion, el
NC estaria separando zonas con requerimientos de dosis de N diferenciales.

Esta figura no incluyd, sin embargo, tres puntos correspondientes a dos sitios,
que mostraron muy bajos porcentajes de RR (32, 36 y 46%) a pesar de tener,
respectivamente, muy altos valores de NOs™ (524, 181 y 950 mg N-NO;3 L™). Este
resultado podria deberse a posibles deficiencias de otro nutriente o a limitantes de

otros factores de crecimiento que impidieron la expresion del rendimiento.
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Figura 4. Relacion entre el rendimiento relativo y la concentraciéon de NOs™ en jugo
de tejido fresco en la base de tallos de plantas de raigras muestreadas previo al primer
corte. Cada circulo representa un bloque. Las lineas en la Figura 4a dividen el grafico
en cuatro cuadrantes segun Cate y Nelson; en la Figura 4b representan el modelo
lineal-plateau (LP) ajustado para los datos, MIN (34 + 0,32x, 73, R’*= 0,34).
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Esta metodologia de determinacion de niveles criticos ha sido utilizada para
encontrar indicadores de suficiencia de N y predecir la respuesta al agregado de este
nutriente en cultivos anuales. Sainz Rozas et al. (2001) trabajaron con plantas de maiz
midiendo NO;™ en planta en un estadio vegetativo temprano (V6) para determinar
umbrales de suficiencia de N en el cultivo. Collins y Allison (2004) al evaluar la
relacion entre RR en maiz y otro indicador de suficiencia de N, la concentracion de
NO;™ en suelo, mediante el uso del grafico CN o el modelo lineal-plateau (LP),
obtuvieron al igual que en este trabajo, distintos NC. Los valores de R? reportados por
estos autores fueron 0,43 para CN y 0,39 para LP. En nuestro trabajo el coeficiente R’
fue 0,43 y 0,34 para el grafico de CN y el modelo LP, respectivamente. Por otro lado,
Binford et al. (1990) también encontraron NC distintos con esta metodologia, al
evaluar la relacion entre rendimiento en grano de maiz y la concentracion de NO;™ en
la base del tallo pero en una etapa mas avanzada del cultivo (madurez fisiologica).
Estos valores fueron utilizados como base para caracterizar el grado de consumo de
lujo de N del cultivo y podrian, también, ser utilizados para guiar fertilizaciones
futuras.

Un valor de RR del 73% fue el que mejor dividio los datos en los cuadrantes
inferior izquierdo y superior derecho que es el objetivo del grafico CN. Es de hacer
notar que pese a que el NO;™ en JTF se relacion6 con la respuesta al agregado de N,
los valores por encima del NCO encontrados en este trabajo no alcanzaron un 100%
de RR lo que indicod que las parcelas no fertilizadas que no aumentaron el RR con el
aumento de NOj3 en JTF, no alcanzaron el rendimiento de las que habian sido
fertilizadas. Esto podria deberse a que en las parcelas fertilizadas, el N fue agregado y
utilizado al comienzo del periodo de crecimiento de la pastura, mientras que el N del
suelo de las parcelas sin tratamiento, pudo haberse mineralizado més tardiamente y
esa disponibilidad tardia no habria compensado la deficiencia inicial de N.

Para definir los rangos RDV y RCR se trabajo con el grafico CN por ser el
que tuvo mayor R* y menor NCO. Los limites inferior y superior del RDV fueron 49

(limite de deteccion del test rapido en BT) y 89 mg N-NOs L' (NCO),
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respectivamente. Los valores en x del RDV corresponden a concentraciones de NOj5”
en BT donde existi6 deficiencia de N. Si a los valores correspondientes a los NCO de
las Figuras 4a y 4b se los transforma a base seca utilizando la ecuacién del modelo
PL, (Figura 3b), corresponderian a 1560 y 2060 mg N-NOs™ kg de MS para el NCO
de CN y PL, respectivamente. Esto indicaria que el método de medicion de NOs™ en
JTF (que fue sensible a partir de 950 mg N-NO;™ kg™ de MS) detectaria forraje con
niveles de N insuficientes para un rendimiento maximo.

Estos resultados permiten afirmar que el test de determinacion en JTF
permitiria detectar situaciones de deficiencia de N (RDV) en forma cuantitativa y
cualitativa (debajo del RDV) y, por lo tanto, seria Util para evaluar el estatus de N de
estos forrajes en momentos cercanos al primer corte o pastoreo. Plantas que se
encuentran en el RDV indican que habrian necesitado cantidades crecientes de N
para obtener un mayor rendimiento en el primer corte y que posiblemente
necesitarian mas N para el crecimiento posterior (segundo corte). Plantas que se
encuentran en el RCR indicarian que habria sido necesario agregar menor dosis de N
y que seria necesario el agregado N en bajas dosis en el proximo corte.

Al igual que el test de NO3 en la base del tallo de maiz propuesto por Binford
et al. (1990), la determinacion de NOs™ en plantas previo al primer pastoreo serviria
para indicar necesidades futuras de fertilizacion nitrogenada del forraje, pero ademas
permitiria evaluar la calidad del cultivo. Estos resultados, si bien promisorios, no
aseguran que la concentracion de NOj3™ en planta en el primer corte se relacione con la
respuesta al N en el corte siguiente. Futuros trabajos deberian enfocarse entonces, al
estudio del ajuste de la fertilizacion teniendo en cuenta el riesgo de toxicidad para

animales asociado al contenido de NO;™ en los forrajes.

Relacion entre los niveles de nitrato en base de tallos y en el suelo al momento
de la recoleccion de las muestras vegetales
La concentracion de NO; en BT aumentdé con el incremento de las

concentraciones de NO;3™ en el suelo tanto en JTF como en ETS hasta alcanzar un
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plateau (Figura 5). En esta figura aparecen todas las observaciones realizadas para los
7 sitios. La relacion encontrada al primer corte, seguramente no se obtendria en el
segundo debido a que el nivel de NO;™ en el suelo suele ser insuficiente para
reconstruir el area foliar de la pastura y lograr un rendimiento de materia seca

aceptable en los cortes sucesivos.
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Figura5. Relacion entre la concentracion de NO;™ en la base de tallos de plantas de
raigras (y) y en suelo al momento de la recoleccion de las muestras vegetales (x). La
concentracion de NOs™ en planta se cuantifico en: a) jugo de tejido fresco (JTF)
considerando todas las observaciones por sitio; b) JTF sin considerar tres puntos; c)
extracto de tejido seco (ETS) considerando todas las observaciones por sitio; d)
extracto de tejido seco (ETS) sin considerar los tres puntos omitidos en la Figura 5b.
En los cuatros casos (a, b, ¢ y d) la linea continua representa el modelo LP de forma,
MIN (a+bx, P). Los niveles criticos fueron 13 y 24 mg N-NOs™ L™ para las Figuras a
y b respectivamente; 15 y 19 mg N-NO; kg de MS para las Figuras ¢ y d,
respectivamente.
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De los dos modelos LP ajustados para JTF considerando todos los puntos
[MIN (-134 + 52x, 524), R*= 0,56] o sin considerar tres de ellos [MIN (-62 + 33x,
722), R*= 0,71] surgieron niveles criticos de 13 y 24 mg N-NOs™ kg de suelo,
respectivamente (Figuras 5a y 5b). Cuando el ajuste del modelo LP se hizo entre NO3
en suelo y ETS, considerando todos los puntos [MIN (-184 + 664x, 8189), R*= 0,75]
o sin considerar tres de ellos [MIN (-1472 + 572x, 9314), R*= 0,85] se obtuvieron
niveles criticos de 15 y 19 mg N-NO;™ kg™ de suelo respectivamente (Figura 5¢ y 5d).
La mayor correlacion en ETS que en JTF entre NOj3™ en suelo y NOs” en planta podria
explicarse por una mayor precision de la técnica de medicion en ETS.

De la Figura 5 surge que las plantas concentraron NO;3 en forma proporcional
a la concentracion en suelo hasta un determinado valor, por encima del cual la
concentracion en BT se mantuvo constante, por lo que se podria suponer que existio
una regulacion por parte de la planta respecto a la absorcion de NOj™. El transporte de
este ion hacia la célula estd regulado por sefiales externas e internas a la planta y se
conoce que muchos transportadores son inhibidos por productos derivados de su
reduccion como amonio y glutamina (Monza y Marquez, 2004). Asi, el transporte de
NO;™ disminuye si el amonio esta presente o los niveles celulares de NO3™ son altos.
La entrada de NO;3 a la célula va acompafiada de una despolarizacion de la
membrana la que es favorecida por el incremento de la concentracion de NOs™ en el
medio. En situaciones de exceso en el suministro de NOj;", éste se puede acumular en
la vacuola. La acumulaciéon de este ion sin generar aumento de rendimiento se
considera un indicador de consumo de lujo (Munson y Nelson, 1990) y se podria
sugerir que existi6 tal consumo entre el rango de valores que va desde 122 (plateau de
la Figura 4b) hasta 524 o 722 mg N-NO; L' (plateau de las Figuras 5a y 5b,

respectivamente).

CONSIDERACIONES FINALES
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Si bien este trabajo incluyd datos de un sélo afio, los resultados obtenidos
permiten afirmar que el test rapido es una herramienta Util para conocer en forma
cuantitativa y relativamente rapida la concentracion de NOs™ en JTF de estos verdeos.
El test propuesto serviria para determinar qué verdeos deberian ser pastoreados y/o
qué precauciones deberian ser adoptadas en el manejo de la alimentacion del
rumiante, ya que el nivel de toxicidad aguda supera al limite de deteccion del test
(LDT). Ademas, con el test rapido se podria determinar si las plantas se encuentran
en el rango cuantitativo de deficiencia vegetal (RDV) o en el rango de consumo
restringido (RCR). Cultivos con concentraciones de NOs™ dentro del RDV y del RCR
podran ser utilizados como alimento de bovinos siempre y cuando se tomen medidas
preventivas.

El manejo futuro de la fertilizacién nitrogenada deberia tender a que las
plantas se encuentren con valores de NOj3 en este Ultimo rango porque habrian
alcanzado un alto RR y ademas, estarian por debajo de los niveles maximos de

toxicidad aguda y muerte (Figura 6).
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Figura 6. Relacion entre el rendimiento relativo (%) y la concentracion de NOs™ en
jugo de tejido fresco, en la base de tallos de plantas de raigrés, bajo tratamiento de
cero N. Las lineas enteras dividen el grafico en cuatro cuadrantes segin Cate y
Nelson; las lineas punteadas indican el limite de deteccion del test rapido (LDT) y el
nivel critico toxico (NCT) los que delimitan el rango cuantitativo de deficiencia
vegetal (RDV) y el rango de consumo restringido (RCR). La interseccion de las
lineas enteras, surgidas del modelo CN, determina el nivel critico 6ptimo (NCO).
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IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

Las concentraciones de NOs™ presentadas para acelga, espinaca y lechuga no
sobrepasaron las concentraciones limites establecidas por la UE. Sin embargo, esto no
implica que no se pueda superar el valor de la ingesta diaria admisible establecida por
la OMS. Para el caso de la lechuga, ingiriendo 5 hojas de esta hortaliza con una
concentracion de NOj alta de 11134 mg N-NO5’ kg'1 de MS se alcanzaria el consumo
maximo recomendado para una persona de 70kg que ingiere el 70% del NO; a través
del consumo de lechuga. Si la concentracion en esta hortaliza fuera baja, 6385 mg N-
NOs5 kg de MS, entonces ese limite se alcanzaria consumiendo 23 hojas de lechuga.

El test rapido de determinacion de NO; en planta serviria para discriminar
muestras de hortalizas con concentracion de NO;  no recomendables, con un error
maximo de rechazar hortalizas con niveles adecuados de NO5™ de 23%. Este error se
puede considerar aceptable en centros de distribuciéon de verduras donde no se
realizan actualmente medidas de control, ya que la pérdida de exactitud se
compensaria con los bajos costos y la rapidez de analisis, lo que permitiria replicar
muestras dudosas.

A diferencia de lo encontrado en hortalizas, en el caso de los verdeos se
encontraron concentraciones de NO3; en ETS que superaron el limite considerado
como de toxicidad aguda y muerte. Los méaximos valores determinados fueron
superiores a 7000 y 12000 N-NO; kg de MS en PE y BT respectivamente. Las
relaciones lineales positivas, con R*> mayor a 0,78 y b mayor a 1 entre la
concentracion de NOs™ en BT y PE de una misma muestra, medida en ETS y en JTF,
confirmaron que la BT concentr6 mas NOs™ que la PE, como lo sefiala Maynard
(1976). Estos resultados son especialmente importantes en condiciones de pastoreo de
otofo- invierno cuando no hay otra oferta de forraje o cuando se sobrepastorea la
pastura, situacion donde el animal consume la base de los tallos.

Los modelos ajustados al comparar concentraciones de NO;™ medidas en ETS y
JTF fueron diferentes para las hortalizas y verdeos estudiados. Cuando se consideraron

los datos de las tres hortalizas, la relacion entre la concentracion de NO3™ determinada
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en JTF y en ETS fue lineal y positiva, variando linealmente en todo el rango de
concentraciones medidas. En el caso de avena y raigrds el modelo ajustado a la
relacion entre concentracion de NOs™ en JTF y ETS para PE y BT fue un plateau-lineal.
En el rango lineal la variacion de la concentracion de NOs™ en el JTF fue explicada, en
més de un 90%, por la variacion en ETS. Los valores 50 y 49 mg N- NO;” L’
correspondientes a 1302 y 950 mg N- NOs kg™ de MS para PE y BT, respectivamente,
marcaron el comienzo de la linealidad en estos modelos. Este resultado implica que el
test rapido comenz6 a detectar incrementos en la concentracion de NOj™ en tejido seco
a partir de 1302 mg N- NO;” kg ~' de MS en PE. Alimentos con concentraciones de
NO;3™ superiores a 1000 son considerados potencialmente toxicos en rumiantes,
incrementando el grado de toxicidad al sobrepasar las 2000 mg N- NOs kg ' de MS
(Backer et al. 1971, Lyons et al. 1992 y Shreve y Miller 2002). Por lo tanto, una vez
conocida la concentracion de NO;s en los verdeos, si ésta se encuentra dentro de
niveles de riesgo se deberian tomar precauciones como la restriccion en el suministro
de éstos al animal o incluir otros ingredientes en la dieta que permitan el consumo de
forraje sin producir dafio asi como el manejo del horario en que se permite el consumo
de verdeos.

A pesar de que el método rapido fue sensible a partir de concentraciones altas,
tendria gran utilidad para el productor ya que el rango superior de concentraciones que
detecto es el mas critico en cuanto al efecto econdmico inmediato, pues abarca valores
considerados de toxicidad aguda y muerte en los animales.

Los niveles criticos surgidos de aplicar el modelo CN y LP, a la relacion entre
RR y la concentracion de NOs™ en JTF de BT separaron claramente dos zonas que
describen el estatus de N en el cultivo al momento del primer corte: una zona de
deficiencia de N con requerimientos crecientes y una zona de deficiencia menor, ya
que no se alcanzod el 100% de RR en aquellas muestras que superaron el NC de NOs’
en planta. Esto hace que en el caso de verdeos, el test desarrollado ademas de tener

aplicacién en el manejo del pastoreo, determine el estatus de N en el cultivo al
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momento del primer corte. Esto ultimo seria de utilidad para evaluar las decisiones de
fertilizacion tomadas y poder modificarlas o no a futuro.

En este trabajo no se evaluo6 el NOj3™ en planta como predictor de la respuesta a
la fertilizacion nitrogenada. Para poder remediar deficiencias de N durante el ciclo del
cultivo habria que conocer la relacion entre la concentracion de NOs™ en JTF en una
etapa temprana del cultivo, diferente a la etapa de evaluacién del rendimiento.
Futuros trabajos en este tema deberian, ademas, incluir mas numero de evaluaciones
y mas afnos de estudio para disminuir el efecto de sitio, de variedad, y de posible

estado sanitario que puedan enmascarar los resultados.

V. RESUMEN

Las consideraciones que llevaron al planteo de los dos trabajos presentados
fueron: la escasa informacidén nacional de valores de concentracion de NO;3 en
plantas, el desconocimiento del riesgo de intoxicacion por NO;, la escasa
investigacion de indicadores de suficiencia de N como el NOs™ en verdeos invernales
y la falta de implementacion de métodos rapidos de determinacion de NOs3™ en jugo
de vegetales.

Las especies utilizadas en el primer trabajo presentado fueron acelga (Beta
vulgaris), espinaca (Spinacia oleracea) y lechuga (Lactuca sativa var. Capitata). Las
concentraciones de NOs™ en el tejido vegetal se determinaron por colorimetria por
nitracion del acido salicilico en jugo de tejido fresco (C-TF), (test rapido) y por
potenciometria con electrodo de actividad especifica en tejido seco (P-TS), (método
de referencia). Las medidas obtenidas se compararon mediante andlisis de regresion
lineal y covarianza. Debido a que los coeficientes a y b de los modelos lineales
ajustados para cada hortaliza no difirieron (P<0,05) se ajustd un modelo lineal con los
datos de las tres hortalizas. Este arrojo un R? = 0,69. Existid un error constante e
independiente a cada determinacion por C-TF de 8545 mg L' N- NOs.

Adicionalmente, se evaluo el error del método C-TF al identificar como no aceptables
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o aceptables muestras que el método de referencia identificaria como aceptables o no
aceptables, respectivamente, en funcion del consumo de NO;3™ recomendado por la
OMS. La metodologia utilizada hace una discriminacion cualitativa a partir de
concentraciones criticas calculadas. El error de aceptar muestras no recomendables
oscil6 entre 0 'y 19% y el de rechazar muestras aceptables entre 0 y 23%.

En el segundo trabajo presentado se utilizaron cultivos de raigras (Lolium
multiflorum) y avena (Avena sativa) por ser ampliamente utilizados en Uruguay en
ganaderia intensiva y lecheria. Las concentraciones de NOs™ en el tejido vegetal se
determinaron por colorimetria por nitracion del acido salicilico en jugo de tejido
fresco (C-TF), (test rapido) y en extracto de tejido seco (ETS). La relacion entre NO3
en JTE y en ETS para BT y PE fue descripta por un modelo plateau- lineal (PL) (R* >
0,90). Los valores maximos determinados fueron 7365 y 12470 mg N- NO; kg™ de
MS en PE y BT, respectivamente. Estos valores son considerados como
potencialmente toxicos para rumiantes. Al relacionar el rendimiento relativo (RR) con
la concentracién de NO;3™ en JTF de BT de las parcelas testigo, se determind un nivel
critico (89 mg N- NOs3™ L'1) que separ6é una zona de mayor deficiencia de otra con
menor deficiencia de N. Se definieron rangos de concentracidon (cuantitativo de
deficiencia vegetal, RDV y de consumo restringido, RCR), donde el test rapido
detectaria variaciones de NOs". El test rapido permitiria detectar cultivos aptos para
ser consumidos en forma restringida, ya que el limite de deteccion estuvo por debajo

del nivel critico 6ptimo (NCO) y toxico (NCT).
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