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INTRODUCCION

Se¢ ha establecido en forma general, que todas las sustancias
que son absorbidas por las rafces pueden serlo también a través
de las hojase

En varios casos se ha llagado a determinar que el porcentaje
de nutriente absorbido en relacidn a la dosis aplicada, puede ser
mucho mayor, en el caso de la fertilizacidm foliar, en comparacidn
con la fertilizacidn hecha al suelo.

El hecho de que los nutrientes aplicados a las hojas penetren
en ellas y se trasladen dentro de la planta, trae implicita la pre-
guntas Cudl es el mecanismo de absorcidn que gobierna el fenbmeno
de la nutricidn foliar? Con el objeto de buscar una respuesta a
esta pregunta, se ha realizado una serie de trabajos en los cuales
los isbtopos radiactivos han servido como medios de investigaci®n,
Aunque é&iste alguna informacidén en la literatura sobre el mecanis-
mo de la absorcidn foliar, las eviﬂencias que podrf{an servir para de-
finirla son hasta ahora insuficientes, y las conclusiones parecen
alin dudosas o contradictorias.

El objetivo del presente frabajo fué tratar de estudiar si el
mecanismo de absorcidn foliar del nitrbgeno proveniente de la urea
estd relacionado principalmente con el metabolismo de la hoja (35),
o si puede ser variado por efecto de algunas enzimas agregadas a
las aspersiones,

Con base en los resultados de los ensayos preliminares llevae

dos a cabo por Boroughs (6), se seleccionaron cuatro enzimass



-2 -

pepsina, pectinasa, tripsina y pronasa, las cuales fueron apli-
cadas en combinacidn con urea a dos cultivos, uno de tipo perenne,
cacao, y otro, anual, maiz, parz estudiar el comportamiento de di=-

chas enzimas en asperciones foliares de urea.
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REVISION DE LITERATURA

Las primeras referencias relativas a la aplicacidn de los ele-
mentos nutritivos al follaje datan del siglo(XYIIiQ Meninato
(47) informa que en el diccionzrio de Miller y Cardener del afio
1754, ya aparecian datoé relacionados a la fertilizacidn foliar. Se-
gin Wittwer y Teubner (76), uno de los primeros articulos sobre ab-
sorcidn foliar fuf el del francés A. Gris, en 1844, Posteriormente
hubo otros trabajos como el de Dowing, en 1869, el de Mayer, en 1874
y el de Bohm, en 1877,

Existen informes en la literatura (71) que evidencian el hecho de
que desde 1914-15 ya se usaban asperciones en &rboles frutales con
fertilizantes nitrogenados; posiblemente sean &stas las primeras aplie-
caciones de campo conocidas.

La urea, citada en muchos textos de quimica (8, 22, 38), fué des-
cubierta por Rouelle en 1773 y sintetizada por primera vez por
W8hler en 1828, Como fertilizante en escala comercial, fué propicia=-
da por el Departamento de Agricultufa de los Estados Unidos en 1942
(55). Desde la obtencibdn comercial hasta nuestros dias, han trans-
currido mis de dos décadas, periodo en el cual se le ha usado amplia=-
mente como nutriente foliar, con indicaciones de que es absorbida,
transportada y metabolizada (5,23,24,25, 31). Por esa razbn, muchos
investigadores ( 5, 57, 76) consideran de importancia aumentar los co-
nocimientos sobre la absorcidn foliar de este fertilizante.

A efecto de discutir la absorcidn foliar, Wittwer y Teubner (76)
han decidido separar los nutrientes en varios grupos, de acuerdo a las

caracter{sticas propias de su absorcibén y traslado dentro de la planta.



Estos autores propusieron la siguiente clasificacidn:
a. Absorcibn foliar dcl nitrdgeno en forma de urea, por ser
el mhs rlpidamente absorbido, trcnsportado y metabo-
lizado.

b. Absorcidén foliar de los aniones de los elementos P, S, Cl,
I. '
; : + + +
Ce Absorcibdn foliar de los cationes monovalentes K', Na , Rb o

d. Absorc%én fg}iar de los cationes divalentes como el Ca,++

Mg , Sr

e. 4bsorcibn foliar de los elementos menores.

Esta clasificacidn se basa en los resultados de numerosas in-
vestigaciones (15, 21, 26, 73), segln las cuales se ha encontrado
que se requiere tan solo de unas pocas horas para que hojas absor-
ban el 50% del nitrdgeno aplicado por aspersibn.

En conferencias que han tenido lugar en diferentes paises, se
han presentado muchos trabajos sobre investigaciones llevadas a ca-
bo con el uso de radiois5topos en el estudio de la absorcibdm folior
(16, 37, Sk, 66, 70)., Los isbtopos que han servido en la determina-
cibén de la eficiencia de 1o absorcidn y del metabolismo de la urea,

L

son: el C1 ‘y el Nl? Hinsvark (35) trabajando con maiz y utilizando

Cll*o2 encontrd que se requierz de 1 a 6 horas para detectar el 50%
de nitrbégeno de la solucidn de urez asperjada en las hojas. Igual=-
mente, Cain (11) determind que en el caso del cacao, también se re=~
quieren de 1 a 6 horas parz detectar en las hojas el 50% del nitr8ge-

no asper jado. Con basz en estos informes, Wittwer y Teubner (76) han

sugerido que la absorcidn foliar de la urea es un fendémeno de difusidn
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principalmente, que no depende de una fuente metabblica de energia.
No obstante, Reinbothe y Mothes (57) consideraron que hay dos posi-
bles modos de absorcidn y utilizacibén dz la urea por las planteas:
por intervencidn de la enzima urzasz, o bien, sin la participacidn
de esta enzima, por difusidn. Sobre estas opiniones existen eviden-
cias que merzcen tenerse en cuenta. Por ejemplo: Bollard (5) men-
ciona que la actividad de lz ureasa fué reconocida por Shibata des-
de 1904; ademéds, se reconoce que &sta es una enzima ampliamente dis-
tribuida en el reino vegetal. Sumner (68) afirme que tanto en bac-
terios como en plantas superiores, la urcasa parece ser una enzima
constitutiva. Pero alin asf{, se desconoce el curso de la asimilacibn
de la urea en plantas con ureasa libre. En este caso, se puede afir-
mar (5) las evidencias de que una molécula de urea puede ser metaboli-
zada sin ser hidrolizada. El hecho de que algunas plantas utilicen 1la
urea sin la intervenci5n de la engima ureasa, alin carece de explica-
¢idn (57). Tampoco se puede descartar la posibilidad de que estz en-
zima esté presente en los cultivos que se considera que no la tienen,
porque hay plantas que pueden producir ureasa en respuesta a la pre=-
sente de la urea (5)., También se puede mencionar los experimentos de
Freiberg y Payne (27) en los cuales, a pesar de obtener respucsta de
un 65% de absorcidén foliar de la urea asperjada a plantas de banano,
sorpresivamente se encontrd que en las hojes asperjadas no habia urea-
sa. Sin embargo se constotd luego que si era cierto que las hojas a-
dultas no tenfian ureesa, en los extractos de los puntos vegetativos

si existfa la enzima. Segin Reinbothe y Mothes (57), por no haber mé-
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todos exactos, apropiados y seguros pcra la obtencidén y detec-
cidn de la urzasa 2n las plantas, puede ser que durante la pre-
paracidn de los extractos se inactive la enzima y al final hayz la
impresidn de que no existe.

En algunos casos en los cuales no ha habido respuesta inmedic-
ta a la aspersibdn de urea, se pensd que umo de los factores que pue=-
den limitar la velocidad de la reaccidn fuera la actividad de la urea=-
sa. Por esa raz’n, perz determinar la actividad de la ureasa y la res-
pectiva utilizacidn del nitrbgeno, se han empleado los métodos siguien=-
tess

14

as Medicibn dz la velocidad relativa de¢ produccién de C O2 de 1la
urez marcada

bs MediciAn de la velocidad de absorcidn o desaparicibn de la
urea asperjada.

Hinsvark y otros (35) consideran que en el primer caso, presumi-
blzmente ocurre la hidrdlisis por la ureasa, dando luger a dos molécu-
las de amonfaco y una de didxido de carbono por cada molécula de urea.
Como medida de la hidrdlisis se usaron las constantes de eliminacibn
del Cl#ozproveniente de la urea marcada.

En las plantas en las cuales se queman fécilmente las hojas por
efecto de las aspersiones, aparzntzmente hay una alta actividad de la
ureasa, lo que r:zsulte en ls= hidrolizecidn répido de la urea, Esto da
lugar a una acumulacidén de amoniaco el cual puede scr el agente causan-
te de la intoxicacibn.

En el segundo caso,Kuykendall y wallace (44), en vista de no ha=-

ber encontrado evidencias definitivas de la presencia de ureasa en ci-



trus, consideraron que &sta no =s un factor limitante en la ab-
sorcibén y esimilacibén de la urea, siendo posible que la velocidad

de absorcidn esté en relacidn directa con la concentracibn de la
solucibn asperjada. Pavlov (52) utilizando urea marcada con el i-
sbtopo estable N15 en estudios para la determinacidn de la veloci-
dad de absorcidn y desaparicidén de la urea asperjada en hojas de
mafz, concluyd que la absorcibén de la urea comienza inmediatamente
después de su aplicacidn sobre la hoja, y que no existe fase latente
de absorcidn, tal como se observa con otras sustanclas nutritivas.

El pH de la solucién que se asperja es uno de los factores que
influencian en la velocidad de absorcidn de los nutrimentose. Bari-
nov (2) y Biddulph (3) mencionaron que la absorcidn foliar es inicial-
mente influenciada por la concentracidn, pH, polaridad del solvente y
polaridad del soluto. Volk y Mcauliffe (73) trabajaron con tabaco y
encontraron una mixima absorcién de nitrégenc de la ureca a pH 5 y 8.
Cook y Boynton (15) usando el manzano, encontraron mayor absorcidn de
nitrdgeno a pH 5,4 y 6,6.

En el estudio del mecanismo de la absorcibn foliar se ha encon-
trado que uno de los factores condicionantes en el uso de los nutrimen=~
tos aplicados al follaje es el &ngulo de contacto entre el liquido y
la superficie asperjada. Van Overbeck (72) determind diferencias en
cuanto al &ngulo de contacto entre el agua y hojas de diferentes cul-
tivos. Estas difersncias se deben principalmente a la estructura f{-

sica y composicidn quimica exterior de la hoja. Varios investigadores
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(49, 61, 64) que han rezlizado estudios sobre la superficie folier,
demucstran por medio de fotomicrograffas, que las formaciones de

cera que aparacen sobre la superficie cuticular, juegan un papel im-
portante en las aspersiones, rcduciendo o impidizndo la absorcién

de las sustancias quimicas. Ademis es posible observar la formacidn
de canales muy finos que atraviesan la cuticula, los cuales podrfan
ser el lugar de excrecibdn de le cera o las terminaciones de los plas-
modesmos ( 45, 62, 63).

Con el objeto de que la solucibn asper jada humedezca la superfi-
cie de las hojas y aumcnte el area de contacto, se ha recomendado el
uso de agentes humectantes, los cuales actfian por reducir la tensibn
superficiel de la solucibdn y la tensidén interfasial; se disminuyen los
&ngulos de contacto de las gotitas de solucibdn sobre las hojas, per-
mitiendo as{ un mayor contacto entre la solucibn y la superficiec fo-
liar. Esto da por resultado una mayor superficie mojada con igual vo-
lumen de solucidn, Cook (15), usando Tween 80 al 0.1%, logrd aumen=-
tar la absorcibn de urea por medio del uso de otros humectantes,
Dybing (21) demostrd que hay una mayor absorcibn de urea por los es-
tomas abiertos, usando como humectante Vatsel al 0,1%.

En cuanto a los posibles puntos de entrada de los fertilizantes
aplicados a la hoja, podemos decir que este es uno de los aspectos
mis discutidos, y que los resultados son contradictorios o dudosos,
Todas las investigaciones se r=fieren especialmente a la estructura
de la hoja. Cook y Boynton (15) trabajando con menzanos encontra-

ron una mayor absorcidnm de urea por el envés de la hoja y sugirieron
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dos maneras posibles de entrada:

a. Movimiento répido a través de los estomas.

b. Movimiento lento a través de la cuticula.

Rodney (59) y Krasinskii (41), basados e¢n que la mayorfa de
los cultivos que pertenecen al grupo de los mesdfitos y como re-
gla general no presantan estomas en el haz de la hoja, han com-
probado que en realidad hay un movimiento més répido por el en-
vés, pero esta diferencia sblo ticecne lugar al principio, ya que
la mayor parte de la absorcibn se efectfia por la cuticula,

Skoss (67), con base en sus observaciones experimentales, opina

que los estomas constituyen la principal entrada para las solucio-
nes. Orgell (51) y Biddulph (3) sugieren que la cuticula puede fun-
cionar como membrana semilipoidal de intercambio catfonico. Lam-
bertz (45): afirma:los plasmodesmos podrfan servir de sendero a los
iones o pequefias moléculas nutritivas. Dybing (45)menciona que las
interrupciones en la cutfcula y las aperturas en la epidermis, tales
como los estomas y los hid&todos, son lugares de entrada para las sus-
tancias quimicas aplicadas a las hojas. Ademis, sugiere que también
es posible que haya absorcidn por las células que rodecan las venas,
por los pelos, las paredes anticlinales de las células epidermales,
las células guardas.

Respecto al uso de enzimas en investigaciones sobre absorcibn
foliar, se conocen los trabajos de Boroughs ( 6, 7), quien utilizd
diversas enzimas en combinacidn con fosfato de amonio a una concen-
tracidén de 0,05 molar, marcado con P32 « En esos ensayos prelimina-
res 81 encontrd que la pepsina, pectinasa y tripeina incrcmentaron

la absorcidn del fdésforo significmtivamente ( al 1%) en plantas de
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Phaseolus_vulgariss En’'la opinidn de dicho investigador, esto
ipdica que dichas enzimas actuaron atacando la superficie foe ..

liar.

Numerosos ¢studios citolbgicos (20, 43, 46, 60, 75) revelan que
ciertos sistemas enzimiticos pueden encontrarse en la superficie ce-
lular, donde cumplen procesos de absorcidn y secrecidn de varias
sustancias provenientss de la célula. Kivilaan y otros (39), inves-
tigando la actividad enzimética en extractos de pared celular de co-
lebptilos de mafz, encontraron que la actividad de la adenosina tri-
fosfatasa es ligeramente mayor en la pared celular que en la protef-
na soluble, y tres veces més alta en las otras fracciones del mismo
tejido., Dichos investigadores formularon lz hipdtesis de que algunas
enzimas sintetizan la pared celular y a la vez la constituyen, afin
cuando se desconoce si la enzima est? localizada en la propia parcd,
adsorbida a la membrana plasmética o en los plasmodesmos que atravie-
san la pared celular. Glasziov (30) y Bryan y Newcomb (10) mencio-
nan que sobre la pared celular se puede encontrar grupos de enzimas
que participan en el metabolismo de la pared, principalmente una de
las pectinasas conocida como pectina metil esterasa. Setterficld y
Bayley (65) consideran que la cantidad de materia protéica en las
paredes celulares puede ser un reflejo de la presencia de enzimes ad-
sorbidas a la pared.

El conocimiento de la reversibilidad de las reacciones enzimlti-
cas fué utilizado en forma prhctica por Chayen (14), Orgell (51) y

Yager (79), en trabajos de investigacidn cientifica. Usando pecti-
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nesa comfin y pectina metil estercsa demostraron que fstas son
suricientemente activas pers solubilizer y descomponer la pared
celular., Nemoto y otros (50) demostraron una eficiencia alta de
hidrdlisis de una enzima proteinasa demnominada pronasz. Dentro
de las mlltiples aplicaciones de esta enzima se incluy: la elimi-
nacidn de impurezas que se desarrollan sobre tejidos animales y

vegetales,

-Qe
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MATERIALES Y MKLTODOS

Para el presente estudio se efectuaron seis experimentos in-
dependientes, destinzdos a determinar el efecto de las enzimes en
la absorcibn foliar de ures, Se escogieron dos tipos diferentes
de cultivo: uno perenne, cacao (Clon UF 446), y otro anual, mafz
(Hfbrido I - 452 x Rocol H- 201),

Para los cinco primeros experimentos se utilizaron plantas de
cacao y de mafz de un mes de edad, cultivadas bajo condiciomnes de
invernadero,

En el sexto experimento se uszron solamente plantitas de mafiz,
de quince dfas de edzd. Con 8l objeto de acelerar 21 crecimiento de
las plantas, éstos se mantuvieron en una vitrina con luz continua y
en condiciones ambientales bien controladas. Los envases y la vitri-
na fueron debidamente desinfectados con clorox al 5% y alcohol de
95° para reducir al mfnimo lz prolifer=zcidn de microorgznismos,

Como fuente de nitrbgeno se usd urez en todos los experimentos,
Tres de las enzimas que se seleccionsron fueron aquellas que se des-
taceron significativamente en los ensayos hechos por Boroughs (6).

Pepsina : de la casa " The British Drug Houses Ltd."
Poole, Inglaterra.

Pectinasa: de la casa " National Biochemicals Corpor=tion"
Cleveland, Ohio.

Tripsina ¢ de la casa '"The British Drug Houses Ltd."
Poole, Inglaterra.

Ademds, se puso a prucba una nueva enzima proteolfitica denominada:s
Pronasa grado B, de la "Corporation for Biochemical Research", Los

Angeles, California.
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Procedimiento Experimental

Semillas de cacao y de mafz se hicieron germinar en arena
de rfo en envases de certdén. En la preparacidn de la arcna se
tuvo en_oﬁenta las observacionzs de Cardozo (12): fudé cernida y
lavada con agua de lluvia y luego con 4cido clorhfdrico al 20%.

Las plantitas fueron regadas en forma controlada con agua des-
mineralizada al principio y luego, con solucidn nutritiva de
Hoaglend # 2 (36) con un contenido més bajo de nitrbgeno (56 ppm
de N.)

Parz todos los experimentos se seleccionaron plantas que tuvie-
ron igual nfimero de hojas y un tamafio mis o menos uniforme.

Los tratamientos fueron aplicados solamente una vez en un mis-
mo dfa, por medio de un atomizador pequefio de vidrio. En el caso
del cacao, los cotiledones se eliminaron un dia antes de la asper-
5ibn.,

Para evitar posibles contaminaciones de las refces, con la urea
asper jada, lz base de cadz plantz fué protegida con papel pléstico,
rodeéndose la parte inferior del t:zllo con papel absorbentz, el
cual se asegurd con cinta plAstica engomada (" Scotch tape').

Tomando en cuenta los resultados encontrados por Cook (15), pa-
ra asegurar un asper jado més uniforme sobr: toda la superficie de
la hoje, se usd el humectante " Tween 80" en la concentracidn de

0.1% en todos los tratamientos.

eOo
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Experimento Mezcla a aplicar Arzz de aplicacidn
1 Urea mezclads con cada Haz y envés de to-
una de las enzimas das las hojas : dfa (8 am.)
2’ 1" 1" " " " 1" 1" " . nOChe (8p°m“ )
3 " " " n " Haz de todas las hojas: dfa
L "o onoonon " Envés de todas las hojas: dia
5 Urea mezclada con Haz y envés de todas las
solucidn tampbn hojas: dia
6 Urez mezclada con las Hez y envés de todas las
dos mejores enzimas - hojas: dia

resultantes de los
experimentos ( 1 a &)

En los experimentos 1, 2, 3, 4, y 5 se usaron plantas de caczo
y maiz. En el experimento 6 se usaron solamente de maiz,

Al hecer las aspersiones se tuvo el cuidado de que l2s superfi-
cies tratadas quedaran debidamente humedecidas. Las cantidades de
mezcla usadas en los diferentes experimentos variaron conforme se
indica a continuacibn:

Experimento Cultivo Solucidn/Planta

1 j 2 cacao 1
mafiz 1,

3, by5 cacao 1,
maiz 0,

6 maiz 0,
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Disefio Experimental en los experimentos 1 - 2 = 3 - 4

Se utilizdé un disefio de bloques al azar en disposicidn fac-
torial 5 x 2 x 2, con las siguientes caracteristicas:

Cuatro enzimas: Pepsina, pectinasa, tripsina y pronasa

Dos niveles de urea: n, = 2% y n, = L9%

Dos cultivos : Cacao y maiz

Total de tratamientos por experimento: Veinte

Nfmero de plantas por tratamiento: Tres

NGmero de repeticiones por experimento: Dos

Las semillas de cacao fueron sembradas el 9 de julio de 1962 y
las de mafz, el 18 del mismo mes.

La aplicacidén de tratamisntos se hizo el 25 de agosto del mis-
mo afio y la recoleccibén de las plantas el 8 de setiembre,

Para poder hacer las comparaciones y diferencies permitidas por
el disefio escogido, todas las enzimas se usaron a una misma con-
centracién y con el pH dptimo parz su actividad hidrolftica, segln

se especifica a continuacidn:

Enzima Concentracidn pH Soluci’n tamp5n ("buffer")

%
Pepsina 0.1 2,5 ftalato &cido de potasio+ HCl
Pectinasa 0.1 3,5 " "oon " "
Tripsina 0.1 8,0 K HZPOI+ + Na OH
Pronasa 0.1 8,0 K H,PO, + Na OH

Las diferentes soluciones tampbdn fueron preparadas scgin la tabla

IX de Harrow (35).
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Disefio Experimental en el experimento 5

El experimento 5 se rezlizd paralelamente a los experimen-
tos 1, 2, 3, ¥y 4, con el objeto de poder determinar el pH pa-
ra la absorcidn foliar de urea en solucidn acuose al 2%, en
plantites de mafz y de cacao de un mes de edad, En este expe~-
rimsnto tambifn se utilizd el disefio de bloques al azar, con

las siguientes caracterfisticas:

Tratamientos Solucidn tampbdn ("buffer")

pPE 2,5 ftelato Acido de potesio + HCl1
345 " " " " + "
4,5 " " " " + "
5,5 " " " " + "
6,5 K H2PO# + Na OH
745 K H,PO, + Na OH
8,0 K H,PO, + Na OH

Nimero de repeticiones por trctamiento : Dos

Nimero de plantzs por tr-tamiento: Cinco

Fecha de siembra ds las semillas de caceo: 9 de julio de 1962
Fecha de siembra de las semillas de mefz: 18 de julio

Fecha de aplicacibn de los tratamientos : 25 de agosto

Fecha de recoleccidn de las plantas: 8 de setiembre.

Disefio Experimental en el experimento 6

El planteamiento de este experimento se debid a los resultados a-

parentements inconstaptes obtenidos de los ensayos 1, 2, 3, y 4.
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Sc escogieron las dos mejores enzimas, pepsina y pectinasa, ¥y
se estudiaron sus efectos en comparacidén con sus respectivos
testigos, en la absorcibn de urea al 3%,en plentas de maiz so-
lamente.

Se utilizb el disefio de bloques al azar con las siguientes ca-

racter{stices:

Tratamientos

1 Pectinasa + tampbn pH 3,5 (ftalato Acido de potasio + HCl)
+ urea 3%
2 Tampbdn pH 3,5 (ftalato &cido de potasio : HCl ) + urea 3%

3 Pepsina + tamp%n pH 2,5 (ftalato &cido de potasio : HC1l )
+ ureca 3%
4  Tampbn pH 2,5 (ftalato &4cido de potasio + HCl ) + urea 3%

5 Agua desminerzlizada ( pH 6,9) + urea 3%

\

Nimero de repeticiones: Tres

Nimero de plantas por tratamiento: Cinco

Fecha de siembra de las semillas: 16 de octubre de 1962

Fecha de aplicacibdn de los tratamientos: 7 de noviembre

Fecha de recoleccidn de las hojas : 12 horas después de su apli-

cacibdn.

Observaciones y datos tomados en el transcurso de los experimentos

as~ Estimacibén de las arezs necrdticaes o quemaduras de las ho=-
jas tratadas. Se usd la siguiente escala arbitraria:
O = Hojas sin quemadura
1
2

Quemaduras leves en algunas hojas

Qu:=maduras leves en todas las hojas

n
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3 = Quemaduras fuertes en algunas hojas
4 = Quemaduras fuertes en todas las hojas

5 a3 Hojas totalmente quemadas,

be~ Peso seco,

MEtodo usado en la preparacidn de la muestra para el andlisis de

nitrégenoe.

Las plantas de los experimentos 1, 2, 3, 4 y 5 fueron cosecha-
das 15 dfas después de la aplicacidn de los tratamientos. has plan-
tas, con todas sus rafces, fueron sacadas de la arena, lavadas con a=-
gua corriente y luego con agua desmineralizada. Teniendo en cuenta
los resultados obtenidos por Hemmar (32), los tallos y las hojas fue-
ron lavados primeramente con &Acido clorhidrico al 1% y después con
agua desmineralizada, para reducir la contaminacibn de urea que pu-
do haber quedado sobre la superficie asperjada.

Para el secado, las plantas de cadzs tratamiento fueron puestas
en bolsas'de papgl debidzmente identificadas, y colocadas en una es=-
tufa a 70°C. Las plantas de cacao necesitaron 48 horas y las de mafiz
24 horas para alcanzar un peso seco constante,

Las muestras secas se pesaron en una balanza Mettler semiauto-
mitica, luego, se molieron en un molino Wiley con malla N2 40,

Las muestras molidas fueron agitadas meclnicamente por 20 minutos,
a fin de obtener el mayor grado posible de homogeneidad.

La determinacibén del nitrbgeno total se hizo por el método mi-

cro-Kjeldahl (48) con tres repeticiones para cada muestra y los re-

sultados se expresaron como porcentaje de nitrdgeno al final del ex-
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perimento,
En el experimento 6 las hojes fueron somztidece a un lavado

similar al ya descrito, antes de proceder a su anflisis.

eOoe
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RuSULTADOS

A continuaci5n se presentan los resultados de los experimen-
tos sobre el efecto de las enzimas en la absorcidn foliar del ni-
trbgeno,

Para determinar el efecto de las enzimas se ha considerado el
porcentaje promedio de nitrdgeno de cada tratamiento. Este porcen-.
taje promedio de nitrdgeno representz la media aritmética de los
porcentajes de nitrbgeno encontrados en los dos niveles de urea y
en las dos repeticiones para una misma enzima,

Todos los incrzmentos de la cantidad de nitrdgeno, se expresan
en porcentaje de aumento relativo sobre el testigo, el cual se tomd
como base 100%.

Después de cada cuadro se indican los resultzdos de los anfli-
sis estadi{sticos calculados en forma independiente para cada culti-

VOo.

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO NQ 1.

Urea mezclada con diferentes enzimas: Tratamiento de dia

CUADRO NO 1

PORCENTAJE DE NITROGENO EN PLANTITAS DE CACAO

Enzimas Contenido promedio Aumento

de N en % relativo en %
Pepsina 3.37 12
Pectinasa 3.08 2
Tripsina 3.04 1
Testigo 3.00 -
Pronasa 2.92 -1

D.LoSo = 0.06
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CULDRO N2 2

PORCENTAJE DE NITROGENO D& PLA4NTITAS Dk MAIZ

Enzimas Contenido promedio Aumento

de Nen % relativo en %
Pestinasa 1.83 22
Pepsina 1.68 12
Tripsina 1.66 11
Pronasa 1.62 8
Testigo 1.49 -

D. L. So = 00128

El andlisis est:d{stico del porcentaje de nitrbgeno de cada

tratamiento did los siguientes resultados:

FUENTE DE VARI.LCION
Repeticidn

Enzimas

Niveles de urea

Interaccidn E. x N,

F_ (enzimas en cacao)
F
F
F

(nivales en cacao)

(enzimas en maiz )

0O O ¥ o

(niveles en mafz )

Ci4CLO

No significetivo
Significativo al 0.01
Significativo al 0,01
No significativo

P, 0.05
12.2§: F, (4-9) = 3.63

X

=120 F, (4-9) = 3.63
=81.7** F_ (1-9) = 5.12

1}

MiIZ
No significativo
Significativo al 0,01
Significativo al 0.01
No significativo
P."0.21
6.42
10,56
€.b2
10,56
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RESULT.DOS DiL EXPsRIMENTO No 2

Urea mezclada con diferzntes enzimas: Tratamiento de noche

CUADRC N2 3
PORCENT.JES DE NITROGENO EN PLANTIT.Ai5 Dk CACaO

Enzimas Contenido promedio Aumento
de N en % relativo en %
Téstigo 2.99 -
Tripsina 2.84 -5
Pronasa 2.77 -7
Pectinasa 2,65 -11
Pepsina 2.45 -18
CULDRO No &4

PORCENTAJES DE NITROGENO EN PLANTITAS DE MalZ

Enzimas Contenido promedio humento .
de N en % _ —relativa en %
Pectinasa 1.78 15
Pepsina 1.77 14
Pronasa 1.58 3
Testigo 1.54 -
Tripsina 1l.52 -2

Do Lo s. = 00023
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Los resultzdos del anilisis de la varizncia de los porcentajes

de nitrdgeno fueron los siguientes:

FUENTE DE VARIALCION CACAO MAIZ

Repeticidn No significativo No significativo
Enzimes No significativo Significativo al .0%01.
Niveles de urea Significativo al 0.05 Significativo al 0,01
Interaccibén E, x N. No significativo No significativo

P, 0,05 R 0.01

F_ (niveles en cacao) = 9.25" F,(1-9) = 5,12 10,56

Fc (enzimas en mafz ) = 10%% Ft(#-9) = 3,63 6.42

Fc (niveles en maiz ) = 23xx Ft(l-9) = 5,12 10,56

RESULTADOS DEL wXPERIMuNTO NQ 3

hplicacién de urea mezclada con diferentes enzimess al haz de las hojas

CUADRO N@ 5

PORCENTuJE DE NITROGENO EN PLANTITLS DE CaCiO

Enzimas Contenido promedio fumento

de N en % relativo en %
Pectinasa 3,21 16
Pepsina 2.84 3
Testigo 2.77 -
Tripsina 2.66 -4
Pronasa 2.60 -6

DoLoSo = 00062
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CULDRO N2 6

PORCENTAJE D NITROGENC &N PLANTIT.S Di MulZ

Enzimas Contenido promsdio sumento
de N en % relativo en %
Fectinasa 1,61 8
Pepsina 1.54 3
Tripsina 1.53 2
Testigo 1.49 -
Pronasa 1.45 -3

D.L.S, = 0.058

Los resultados estadisticos del anflisis de la variancia de los

porcentajes de nitrbgeno fueron :

FUrKTE DE VARILCION CiChO MAIZ

Repeticidn No significativo No significativo
Lnzimas Significativo al 0.01 Significativo =21 0,05
Niveles de urca Significativo al 0.01 Significativo al 0,01
Interaccibén s. x N, No significativn No significativo

F. ( enzimas en cacao ) = 8.64% ' F ( 4-9 ) = 3,63 6.42

F_ ( niveles en cacao ) = 22,95° F, (1-9) = 5.12 10.56

F, ( enzimas en mziz ) = 5.2?‘ F, ( 4-9 ) = 3,63 6.42

Fc ( niveles en maiz ) =149.3xi Ft (1-9 ) = 5,12 10.56
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RESULT.DOS DEL EXPERIMENTO NQ 4

iplicacidn de urea mezclada con difercntes enzimas al envés de

la ho,ia.

CUADRO N2 7

PORCuNT..JE DE NITROGENO EN PLALNTITAS DE CALCuO

Enzimas Contenido promedio aumento
de Nen % relativo en %
Pepsina 3,00 4
Pronasa 2.95 2
Pectinasa 2.94 1
Tripsina 2.90 0
Testigo 2.90 -

Do Lo Sc = 00095

CU.LDRO N2 8

PORCENTAJE DE NITRGEENO £N PL.NTIT..S DE MAIZ

Enzimas Contenido promedio  Aumento
de Nen % relativo en %
Pepsina 1.54 15
Pronasa 1.47 10
Pectinasa 1.44 8
Tripsina 1.41 5
Testigo 1.33 -

Do Lc S = 0.038

) o M\\
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Los resultados del anélisis de la variencia de los porcenta-

jes de nitrbdgeno de cada trotamiento son los siguientes:

FUENTE DE VARIACION C.iCa0 M4IZ
Repeticiones No significativo No significativo
Enzimas Significativo al 0.05 Significativo al 0,05
Niveles de urea Significativo al 0,01 Signifieativo al 0,01
Interaccidén E x N Significativo al 0.01 No significativo

P 0.05 P 0.01
Fc(enzima en cacao) = 3.66ﬁ Ft(4-9) = 3,63 6.42
Fc(niveles en cacao)=78.17** Fb(1-9) = 5.12 10.56
Fc(interaccién en cacao) = 6,61 Ft(4-9) = 3,63 6.42
F (enzimas en mefz) = 5.45% F(4-9) = 3.63 6,42
F_(niveles en mafz) = 90,19™*F (1-9)= 5.12 10,56

RESULT.4DOS DEL EXPERIMENTGC Ne 5

&plicacidn foliar de urezc a diferentes pH.

Los resultados de estz experimento se resumen en los cuadros si-

guientes: CU.LDRO N 9
ABSORCION FOLI.R DE URL. A DIVERSOS pH EN PLLNTITAS DE CACiO

Tratamiento Contenido promedio Porcentaje a base
de Nen % del valor més bajo
pPH = 2.5 1.69 105
pE = 3.5 2,00 124
pH = 4,5 1.79 111
pH = 5.5 1.94 120
pPH = 6.5 1.73 107
pH = 7.5 1.61 100
pH = 8.0 1.65 102

Estedisticamente, el pH bptimo de absorcién foliar de urea para las

plantitas de cacao de un mes de edad fue pH = 3,5
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CULDRO N2 10

ABSORCION FOLI4R DE URE.. 4 DIVERSOS pH EN PL4LNTITAS DE MalIZ

Tratemiento Contenido promedio Porcentaje a base
de N en % del valor mes bajo
pH = 2.5 «970 126
pH = 3.5 .907 117
pH = 4.5 . 834 108
pH = 5.5 .883 114
PH = 6.5 779 101
pH = 7.5 .830 108
pH = 8.0 772 100

Estadi{sticamente el pH dptimo de absorcidn foliar de urea para las

plantitas de maf{z de un mes de edad fué pH = 2.5

RESULT.DOS DEL EXPERIMENTO N2 6

Aplicacidn de urez mezclada con pepsina o pectinases en plantitas

de maiz.

Este experimento fué disefiado con el objeto de verificar los resul-
tados obtenidos en los experimentos 1, 2, 3, y 4.

Para observar estadisticamente el efecto de los tratamientos,
se hizo un andlisis de la variancia de los porcentajes de nitrdgeno
en conjunto, Para determinar los efectos parciales de cada enzima
sobre su respectivo testigo, se ree2lizd un anfdlisis de variancia
pareando los porcentajes de nitrbgeno encontrados en cada tratemien-
to. La superioridad en ¢l incremento de nitrdgeno se determind por
la prueba de "t'",

Los aumentos relativos de cada tratamiento se ha calculado so-

bre sus respectivos testigos,
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CUADRO N2 11

PORCENTALJE DE NITROGENO EN PLLNTITi4AS DE MAIZ

Tratamiento Contenido promedio Aumento
de N en % a las 12 hs. relativo
Pectinasa + ureca tampdn pH 3.5 5.50 15
Pepsina + urca + tampdn pH 2.5 4,98 5
Urea + tampdn pH 3.5 (testigo 4,78 3
pectinasa)
Urea + tampbdn pH 2.5 (testigo L,k 2
pepsina)
Urea ¢ agua desmineralizada pH 6.9 -
(testigo pH)
CUsDRO NQ 12
COMP4LRACION DE EFt&CTOS DE TRaT4MIENTO
EFECTO DE CORRLSPONDE A
Pectinasa = Pectinasa + urca + tampd4n pH 3.5-
sobre su testigo urea + tampbén pH 3.5 0.720 % N
Pepsina + = Pectinasa ¢ urca + taupbn pH 2.5~
sobre su testigo urea + tampbn pH 2.5 0.250 % N
Enzimas = Pectinasa + urea +tampbn pH 3.5~
Pectinasa vs.
Pepsina + urea + tampdn pH 2,5 0.530
pH 2.5 = Ure=n + tampbén pH 2.5-
sobre su testigo Urea + agua 0.062 % N
PH 3.5 = Urea + tampbn pH 3.5-
sobre su testigo Urea + agua 0.122 % N
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Resultados del anflisis de la variancia del conjunto de los

tratamientos:
P 0.05 P 0.01

F_ ( tratamicntos) = 57,16%% F, (4-8) = 3,84 7,01

Resultados de los anfdlisis estadisticos en los cuales se parcaron

los porcentajes de nitrbgeno de los tratamientos en comparacibn.
P 0.01

t (pepsina+urea+ tampbdn pH 2.5) = 16.05n t, (3 GL) =5.81

c
urea+ tampbdn pH 2.5)

tt(pectinasa+urea+ tampbdn pH 3.5)= 55.80ﬁﬁ ty (3 GL) = 5.81
urea+ tampbn pH 3.5)

tc(Urea + tempdn pH 2.5) = 1,86 no significativo
Urea + agua)

tc( Urea+ tampbn pH 3.5)
Urea + agua

1.31 no significetivo

DuTERMINLCION Dk L.a EFICIENCIL DE 4BSORCION ENTRE LOS TRuTA-
MIENTOS DI4 vs. NOCHE Y HiZ vs. ENVES

Las determinaciones de la eficiencia de absorcibn de urea entre
los tratamientos dfa vs. noche y haz vs. envés, se hicieron por
la pruzba de "t", que se obtuvo del anllisis de la variancia, en
la cual se paresron los porcentajes de nitrbgeno encontrzdos en
los dos niveles de urea para un mismo tr-temiento.

Los resultados de estos célculos se resumen en el cuadro siguien-

te:
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CULDRO N2 13
COMP..R4ACION DE EFICIENCI,. DE ABSORCION ENTRE LOS TR.T.MIENTOS
DIi vs. NOCEE - HAZ vs. ENVES

TRATAMIEBTOS

Cultivo Dfia vs. Noche Haz vs. Envés
Diz significativamente superior No hay significancia,
Cacao al 0,01 en los dos niveles de diferencia a f-vor del
urea. envés.
Di- significativemente superior No hey significancia,
Mafz nivel n, significativo al 0.05 diferencia a favor del
nivel n, signific=tivo al 0.01 haz

P 0.05 P 0,01

t, ( cacao A%
nivel nl) = 18,11 tt (4 GL) = 2.766 4,604
t (cacao A%
nivel n2) = 20,14 tt( 4 GL) = 2,766 4,604
t ( maiz 2 ty ( 4 GgL) = 2,766 4,604
¢ npivel n)) = 3.66
t ( maiz P
nivel n2) = 4,69 ty ( 4 GL) = 2.766 4,604

Resultados de las observaciones de quemaduras en el follaje

En los experimentos 1, 2, 3, 4 y 5 se observd lo siguientzs todas
las plantas de cacao tratadas con urez al 2%,presentaron si{ntomas
de quemaduras leves. Estas quemaduras fueron mfs acentuadas en
las puntas y bordes de la hoja; solamente en algunos casos, en
el centro. Para las plantas de maiz, se notd el mismo efecto,.

En las plantas tratadas con urea al 4%, las quemaduras abarcaban

mayor area que las tratadas con 2%.
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Relacionando el area quemada con los tratamientos de urea mezcla-

da con enzima, resultd que las plantes tratadas con urea, més pec-
tinasa o pepsina, presentaban mayor frecuencia de areas levemente
quemadas.

En el Experimento 6, en los tratamientos de urea con pectinasa y urea
con pepsina, se observd que todas las plantites de mafiz mostraban un

aspecto de flacidez, especialmente en las hojas més tiernas.
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DISCUSION

Para el presente estudio se adoptd la siguiente hipbdtesis:
"La absorcidn foliar del nitrbgeno proveniente de la urea puede
ser incrementada por efecto de la accibdn enzimitica." Esta hipb-
tesis, thcitamente implica la posibilidad de que la absorcibn fo-
liar del nitrdgeno proveniente de la urea, puede depender de los
procesos metabbdlicos de la hoja. Por lo tanto, los diferentes as-
pectos de este trabajo, se condujeron en forma que permitiera pro-
bar la hipbtesis planteada y seleccionar la enzima de mayor efecto

en la absorcibén de la urea.

Los resultados obtenidos en todos los experimentos realizados
parecen indicar que s{ puede incrementarse la absorcidn de la urez
por efecto de algunas enzimas, como por ejemplo: petinasa y pepsi-
na., Las otras enzimas ensayades, tripsina y pronasa, resultaron in-
eficaces, segfin se desprende de los andlisis estadi{sticos correspon=-

dientes,

A pesar de que en varios trabajos sobre el metabolismo de la u-
rez aplicada al follaje se asume la participacidnm de la urczasa, algu-
nos investigadores (5, 75) dudan que la absorcidn de la urea est$ fi-
nicamente relacionadz a la accibn hidrolftice de esta enzima,
Hinsvark (35), basado en una medicibn de la radiactividad del dibxi-
do de carbono, eliminado por las plantas tratadas con urea marcada
con Clu, supuso? que el 002 provenia de la hidrélisis catalizada por
la ureasz. Sin embargo, Bollard (5) criticb el método usado por
Hinsvark para la determinacién de la ureasa, ya que el Cll*o2 elimi-
nado, puede provenir de varias reacciones en el tejido epidérmico;
por lo tznto,es posible que la asimilacibén de la urea no esté suje-
ta a la presencia o accidn de la ureasa. Wittwer y Tukey (75) no en-
contraron ureasz en lszs plantas de mafz, papa, pepino y apio, en las

cuales Hinsvark afirma haber encontrado dicha enzima, lo cual parece
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confirmer la opinibn de Bollard. Otrz de las razones que hacen

pensar que la absorcidn de la urea no esti directamente relacionada

en la actividad de la urecsa, @s que se ha comprob:zdo que &sta pier-

de su actividad cuando el pH es mznor de 4 ( 19, 68). ademés, en
numerosos trebajos sobre acciones enzimétic:ts, segln se pueden ver

en el resumen de literatura por Sumner (68), s ha demostrado que

la pepsina inactiva la urcasa. Si se relacionan estos conocimien-

tos con los resultados obtenidos, se¢ puede decir que en el tratamien-
to en el cual se agregd pepsina a la urea, este enzima pudo haber
actuado como inhibidor e inactivedor de la urcasa si ésta estaba
presente en la hoja. La mayor absorcién de urea por las hojas de cacao
y de mafz ocurrié a un pH 3,5 y 2,5 respectivamente. Por lo tanto, el
efecto de incrementar la absorcidn de la urea puede deberse a la accibn
hidrolftica de cada enzima sobre algin substrato de la pared celular,
ya fuera disminuyendo la viscosidad o solubilizando los compuestos péc-
ticos, en el caso de pectinasa (14, 18, 51), o desdoblando los compues-
tos proteicos para el caso de la pepsina (19, 22, 29).

En los experimentos en los cuales se aplicaton los tratamientos
separadamente al haz o al envés de la hoja, se encontr$§ una notable
diferencla en cuanto a la actividad de las enzimas, tanto en el cacao
como en el mafz, En los tratamientos aplicados al haz se destacd sig-
nificativamente al 1% el efecto de la pectinasa. En cambio en los
aplicados al envés sobresalid significativamente al 5% la pepsina.
Estos resultados no pueden atribuirse al efecto del pH de las solucio-
nes, segin se pudo comprobar posteriormente (ver el experimento 6),
donde se encontr$ que el incremento en el contenido de nitrégeno en ho-
jas de mafz se debid a la accibén de las enzimas pectinasa y pepsina
respectivamente.

El hecho de que se observaran efectos enzimiticos diferentes en el
haz y en el envés de las hojas puede indicar que ambas superficies
tienen una composicibén quimica diferente. Si en el haz se destac$ la
accidn de la pectinasa, fue por que quizds el contenido de sustancias

pécticas es mas alto en esta cara de la hoja que en el envés.

Seglin estudios morfoldgicos realizados por Hayward (34) en hojas
de mafz, se sabe que ambas superficies epidérmicas estdn cutinizadas,



—3‘}—

pero la superior mis que la inferior., Ademds se sabe que las dos su-
perficies tienen estomas dispuestos en hileras longitudinales paralelas,
teniendo la superficie inferior mayor nimero de éllas. De igual manera,
los estudios realizados por Brooks (9) en cacao indican que la epider-
mis superior difiere de la inferior en que la primera estéd constituida
por células grandes, con paredes delgadas y cuticula mucho mis gruesa.
Este mismo autor menciona que es muy comin observar en la epidermis su-
perior cavidades lisogénicas que secretan sustancias mucilaginosas a
través de la cutfcula, Carletto (13) sefiala que la epidermis inferior
del cacao consiste de células pequefias y es la fnica que contiene esto-

mas numerosos y pequefios.

De las investigaciones conocidas que pueden contribuir a la inter-
pretacién de los resultados obtenidos en el presente trabajo se despren
de lo siguilente:

1, Esti ampliamente reconocido que casi todas las reacciones ca-

talizadas por la accidn enzimitica son reversibles (1, 19, 56).

2. Todas las enzimas tienen cierta especificidad sobre determina-

do substrato (1, S6).
3. Numerosas investigaciones han determinado la presencia de va-
rios sistemas enzimidticos localizados extracelularmente o en
la pared celular (20, 39, 46, 53, 75).

4, La proteina presente en la pared celular puede considerarse
como componente de ésta, de los plasmodesmos que la atravie-
san, o de los sistemas enzimiticos adsorbidos a la pared (4,
28, 29, 4o, 42, 65, 74).

5. Numerosas investigaciones citoldgicas indican como hipétesis
o como conclusién, que la pared celular y sus componentes son
productos de sintesis enzimitica (10, 39, 53, 65, 79).

Chayen (14) y otros investigadores (51, 79) demostraron que las
pectinasas que se ofrecen en el mercado con diversos nombres son sufi-
cientemente activas para solubilizar y descomponer la lamela media.
Resultados de andlisis quimicos de la pared celular podria confirmar

sl ésta contiene el substrato para que las enzimas actien.
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En el cuadro N2 14 se han resunido los resultados de algunos trava
jos sobre la composicidan quimica de la pared cclular y las sustancias

encontrades en ella.

Admitiendo el atague enzinitico a la epidermis, cabria preguntar:
En qué forma actian las enzimas aplicacas si existen capas de cera y
cutfcula que pueden interferir en dicho proceso? Como respuesta a esta
pregunta pueda seilalarce que las capac de cera y de cuticula no soa uni
formes, tal como lo han demostradc 1oz estudios sobre la estructura subp
microscdpica de las superficies foliares realizados por varios investi-
gadores (49, 64, 63)., LAdemds la gren sueceptibilidad de las hojas en
desarrollo a los yerbicicdas y dends sustancias se relaciona con algunas
zonas inmaduras de poco cesarrollo cuticrlar, por donde podrizn servir
de lugares de entraca para las sustencias aplicadas a las hojas (64).
Asi pues existe la posibilidad, de que la sustancia asperjada pueda en-
trar en contacto no s5lo con la cuticula sino con otras partes de la
epidermis, Roterts (55) buscd explicaciln al poar qué de la penetracidn
de urea en :cjas de manzano a través de la cuticula, siendo ésta imper-
meeble al agua (67), y encontrd, mediante observacidn de cortes anatémi
cos y del uso de colorantes especificos,; rojo de ruteniun para pectinasa
y sudan III »ara cutina, que hay mucha sustancia péctica que se extien-
de verticel y paralelamente entre las cavas de la pared celular y lac
dreas cutinizadas y salen hasta la superficie e:iterior de la hoja. Asi
mismo observd que en las paredes de las células gue rocean las venas se
encuentra también grandes cantidades de material véctico. Con base en
esto, Roberts afirma que no puede considerorse que la hoja del nanzano
esté cubierta por una cava continua ce cutfcula., La calidad y caracte-
ristica de la pectina presente, por ser perneable =21 agua, seria el
lugar de entrada para lcs fertilizantes, hormonas y fungicidas que se
aplican a8l follaje.

Deuel (18) y VWood (78) mencionan, que muchos microvios saprofiti--
cos y patdgenoc contienen enzimas pécticas que la utilizan como agen-
tes de las c8lulzns epidérmicas para lograr peneirar hacia los tejidos
interiores de la hoja. Por lo tanto, exictiendo el substrato para la
enzima es de esperarse que en el tratamiento en el cual se mezcla la

urea con la pectinasa pueda haber un efecto hidrolizador de la pectina
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que favorezca la difusidn de la urea, Ademds de las sustancias pécti-
cas que se encuentran en las paredes celulares, Ginzburg (28) sugirid
que éstas contienen proteinas y que las c&lulas se encuentran cementa-
das y unidas por un complejo proteico. Posteriormente este mismo in-
vestigador (29) comprobd su hipbdtesis uvsando enzimas proteoliticas, en~
tre ellas la pepsina y encontrd que dicha enzima producia un 15% de
separacidén de las células en los tejidos tratados, También consider$,
que 81 se utiliza un tratamiento con urea previo al ataque de la pepsi-
na, se puede incrementar la separacibn de las células, Esta accibdn de
la pepsina de actuar como agente dispersante de las células por su
accidén hidrolitica, explicaria los resultados obtenidos en este estudio,
donde se encontrd un mayor efecto de la pepsina en los tratamientos

aplicados al envés de la hoja.

Analizando los resultados de los tratamientos aplicados durante
el dfa, con respecto a los aplicados en la noche a toda la hoja, se
encontrd que en el cacao no hubo efecto de las enzimas en los trata-
mientos aplicados en la noche. Aun no tenemos una explicacidn satis-
factoria del comportamiento diferente mostrado por el cacao. Tanto
en el cacao como en el mafz se encontrd una mayor absorcibdn en los
tratamientos realizados en el dia., Este resultado no esta de acuerdo
con los encontrados por Cardoso (12), quien trabajé con plantas de
cacao y halld igual eficiencia de absorciém de nitrégeno en las apli-

cacliones de urea en el dfa y en la noche,

Comparando la eficiencia de absorcién entre los tratamientos apli-
cados al haz y al envés de la hoja, no se detectd significacidn en
los andlisis estadisticos. Al respecto Cook y Boynton (15) mencionan
que a pesar de haber una rapida absorcidén de urea por el envés de la
hoja, este efecto se pierde al cabo de una semana y la diferencia exis-

tente no alcanza una magnitud significativa.

En las comparaciones de eficiencia de absorcidn entre las dos
enzimas seleccionadas, pectinasa y pepsina, se puede distinguir clara-
mente que la pectinasa fue mucho més eficiente. Esto se pudo confirmar
mediante los resultados obtenidos en el experimento 6, donde en

igualdad de condiciones respecto a su pH éptimo, el tratamiento de urea
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mezclada con pectinasa fue tres veces superior en cuanto a la cantidad

de nitrdgeno encontrado en las hojas.

Por todas las razoaes expuestas se puede decir que las enzimas
pectinasa y pepsina tienen efectos positivos en la absorcidn del nitrd-
geno proveniente de la urea, nero no se sabe si aplicaciones repetidas
puedan afectar la fisiologia de la planta. No se sabe todavia si el
sintomas de flacidez de las hojas de mafz observado en el experimento 6
fue debido a la toxicidad de los vroductos hidrolizados (78) o por
muerte de algunas células (17).
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se estudid el efecto de algunas enzimas sobre la absorcidém foliar
del nitrégeno, utilizéndose como fuente de nitrbgeno la urea, Se esco-
gieron dos tipos diferentes de cultivo, uno de tipo perenne (cacao) y
otro anual (maiz), para estudiar su comportamiento cuando fueron someti

dos a aspersiones foliares de urea mezclada con diversas enzimas,

Las enzimas utilizadas fueron pepsina, pectinasa, tripsina y pro-
nasa, las cuales se combinaron con urea al 2% y 4%. Cada enzima fue
aplicada a su pH dptimo para su actividad hidrolitica. Los tratamientos

se aplicaron solamente una vez cuandc las plantas tenfian un mes de edad,

En general los resultados parecen indicar que hay efecto positivo
de las enzimas en incrementar la absorciém foliar de urea. Aparente-

mente las enzimas actuaron atacando la superficie foliar. -~
Las conclusiones obtenidas fueron las siguientes:

1, En el experimento 1, entre los tratamientos aplicados en el
dia y en ambas superficies de todas las hojas, se encontraron
resultados altamente significativos para enzimas, destacédndose
' por orden de mérito, la urea mezclada con pepsina para el cacao,
Yy urea mezclada con pectinasa para el mafiz. Estos resultados
pueden indicar diferente cbmposicién quimica de las hojas de

estos dos cultivos,

2, En el experimento 2, en el cual las aplicaciones de los trata-
mientos fueron hechas por la noche, se obtuvo significancia

para enzimas y urea en maiz, pero no para el cacao.

3« En el experimento 3, los tratamientos aplicados al haz de la
hoja resultaron en una diferencia significativa en favor de

urea mezclada con pectinasa para el cacao y el maisz,

.Estos resultados indican que puede haber una mayor cantidad de

material péctico sobre el haz de las hojas de estos cultivos.
bk, En el experimento 4, entre los tratamientos aplicados al envés

de las hojas sobresalid el efecto de la pepsina mezclada con

la urea en el cacao y maiz,
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Es posible que haya una mayor cantidad de substrato proteinico
en el envés de las hojas de estos dos cultivos, que favoreceria

el ataque de la pepsina e incrementar la absorcidn del urea.

La comparacidn de los resultados de los tratamientos aplicados
al haz con los del envés, parece indicar que hay una composi-
cién quimica diferente entre las dos superficies de las hojas
de estos cultivos.

Se ha encontrado que el mayor efecto sobre la absorcién no se

debe al pH de la solucibén, sino a la presencia de la enzima.

Resumiendo los resultados de los seis experimentos realizados
parece haber una mayor eficiencia de absorcibdn de urea por

efecto de la urea mezclada con la pectinasa.
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SUMMARY AND CONCLUSION

The effect of certain enzymes on leaf absortion of nitrogen was
studied using urea as the source of nitrogen., Two different crops were
chosen, a perennial crop (cacao) and an annual crop (maize) to study
the effect of leaf spraying of a mixture of several different enzymes

with urea,

The enzymes used rmere pectinase, pepsin, trypsin and pronase, in
combinations with urea at 2% and 4%; each enzyme was applied at the
optimun pH for its hydrolytic activity. A single application was made

when plants were one month old,

In general, the results seem to show certain positive effects of
the enzymes to increase the foliar absorpt%ion of urea., Apparently the

enzymes affected the leave surface.
The following conclusions were obtained,

1. In Experiment 1, highly significant results were found with
enzymes among treatments during the day to both leaf surfaces,
mainly with urea mixed with pectinase for maize and urea mixed
with pepsin for cacao., This seems to indicate a difference in
chemical composition of the leaves for each crops.

2. In Experiment 2, (in which applications were made at night)
significance was obtained for enzymes and urea in maize plants,

but not for cacao.

3. In Experiment 3, (in which applications were made on upper
surface of the leaves) a significant difference was obtained
in favour of urea mixed with pectinase for both cacao and
maize plants; this is possibly due to a higher content pectic

substance in the upper surface of the leaves.

4k, 1In Experiment 4, (in which applications were made on the
lower surface) the best effect was obtained with urea mixed
with pepsin in both cacao and maize; this is possibly due to
a higher content of protein substratum in the lower surface
of the leaves. This protein substratum may be broken down by
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pepsin-attack, favouring an increase in urea absorption.

The comparison of the results of the applications made to the
upper & lower surface of the leaves, seems to indicate a
difference in chemical composition of surface between leaves

of cacao and maize plants.

It was found the presence of enzymes rather than the pH of the

solution had the major effect on foliar absorption of urea.

From the results of the six experiments it seems that the
enzyme pectinase has the greatest effect on the absortion of
the urea by the leaves.
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