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RESUMEN

El nitrégeno es un nutrimento esencial para las plantas y el elemento méas requerido en hortalizas de hoja, por lo que es importante
conocer sus niveles en relacion con la formacién de clorofila y produccién de biomasa. El objetivo de esta investigacion fue
estimar, mediante medidores portatiles no destructivos, la concentracion de clorofila y relacionarla con los niveles de nitrdgeno y
de biomasa fresca en ardgula (Eruca sativa L.). La investigacion se realizé en un invernadero donde las plantas fueron sometidas
a diferentes dosis de fertilizacién nitrogenada empleando cinco tratamientos de N-NOs (0, 4, 8, 12 y 16 meq-L™), con base en la
solucion nutritiva de Steiner. Se realizaron evaluaciones semanales en las plantas hasta 42dias después del trasplante utilizando
los medidores SPAD, atLEAF y MC-100, junto a determinaciones en el laboratorio de los niveles de clorofila, nitrdgeno y
biomasa fresca por planta. Los resultados mostraron que la relacion entre lecturas SPAD, nitrégeno, clorofila y materia fresca fue
positiva y significativa, con coeficientes de correlacién de 0,93-0,97; para lecturas atLEAF, se observaron relaciones similares,
con coeficientes de correlacion de 0,96-0,99. Las relaciones entre lecturas SPAD, atLEAF y MC-100 fueron positivas y
significativas, con coeficientes de correlacion de 0,97-0,98. Esto indica que estos medidores son instrumentos validos para estimar
in-situ el estado de clorofila y nitrégeno en el cultivo de arGgula de manera no destructiva, rapida y precisa.
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ABSTRACT

Estimation of concentration of chlorophyll, N, and biomass using non-destructive measurements in arugula (Eruca sativa)
Nitrogen is an essential nutrient for plants and the most required element in leafy vegetables, so it is important to know its levels
in relation to chlorophyll formation and biomass production. The objective of this research was to estimate, using non-destructive
portable meters, the concentration of chlorophyll and relate it to the levels of nitrogen and fresh biomass in arugula (Eruca sativa
L.). The research was carried out in a greenhouse where the plants were subjected to different doses of nitrogen fertilization using
five N-NOj; treatments (0, 4, 8, 12 and 16 meq-L‘l), based on the Steiner nutrient solution. Weekly evaluations were made on the
plants up to 42 days after transplant using SPAD, atLEAF and MC-100 meters, together with laboratory determinations of the
levels of chlorophyll, nitrogen and fresh biomass per plant. The results showed that the relationship between SPAD readings,
nitrogen, chlorophyll and fresh matter was positive and significant, with R? coefficients of 0.93-0.97; for atLEAF readings similar
relationships were observed, with coefficients of 0.96-0.99. The relationships between SPAD, atLEAF and MC-100 readings were
positive and significant, with coefficients of 0.97-0.98. This indicates that these meters are valid instruments to estimate in-situ
the status of chlorophyll and nitrogen in the arugula crop in a non-destructive, fast and precise way.

Additional keywords: atLEAF, MC-100, leafy vegetable, plant nutrition, SPAD

INTRODUCCION esencial que forma parte de proteinas,
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El nitrogeno en las plantas es un elemento altimo, el pigmento esencial para la fotosintesis
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(Taiz et al., 2014). La concentracion de clorofila
foliar  estd estrechamente relacionada con el
contenido de N en la planta (Zebarth et al., 2002),
por lo tanto, el monitoreo de las concentraciones
de clorofila y N puede ayudar en el manejo
de la nutricién para un adecuado crecimiento de
los cultivos agricolas y éptimos rendimientos
(Gitelson et al., 2003).

Los  métodos  destructivos para la
determinacion de N y clorofila son precisos, pero
requieren mucho tiempo y son costosos (Kalaji
et al., 2017). En contraste, los medidores portatiles
no destructivos se han utilizado con éxito en
algunas especies para estimar el contenido de
clorofila o0 N (Loh et al., 2002; Abdelhamidg et
al., 2004) en la misma hoja durante el tiempo de
desarrollo del cultivo (Yamamoto et al., 2002;
Kalaji et al., 2017).

El medidor de clorofila SPAD 502 Plus
(Konica Minolta, Japén) se utiliza para la
determinacién rapida y no destructiva de la
concentracion relativa de clorofila en la hoja
(Gianquinto et al., 2003). La transmision de luz a
través de la hoja se mide a la longitud de onda de
650 y 940 nm, donde la primera coincide con la
region espectral de la actividad maxima de
clorofila y la segunda longitud de onda es
utilizada para compensar factores como el
contenido de humedad de la hoja y su espesor (De
Souza etal, 2019). Los valores obtenidos
mediante el SPAD oscilan entre 0 y 99 y se ha
reportado que estdn relacionados con la
concentracién de clorofila foliar (Uddling et al.,
2007; Basyouni y Dunn, 2014; Basyouni et al.,
2015), lo que permite tener estimaciones de
clorofila de forma répida, precisa y no destructiva
(Padilla et al., 2018).

El medidor de clorofila atLEAF Plus (FT
Green LLC, USA) funciona de manera similar con
una longitud de onda de 940 nm, pero a diferencia
del medidor SPAD, el atLEAF utiliza una longitud
de onda de 660 nm (Zhu et al.,, 2012), y se
obtienen lecturas con valores similares a las
obtenidas con el SPAD (Basyouni et al., 2015);
asimismo, este medidor representa una alternativa
mas econémica en comparacion con el SPAD
(Zhu et al., 2012; Basyouni y Dunn, 2014;
Mendoza et al., 2019).

Por su parte, el medidor MC-100 (Apogee
Instruments, Logan, UT, USA) registra la
concentracién relativa de clorofila en la longitud

de onda de 653 nm y 931 nm en un area de
aproximadamente 64 mm?* (De Souza et al., 2019)
y se ha empleado para la determinacion de la
concentracién de clorofila en hojas, evaluacion del
estrés nutrimental y la optimizacion de cosechas
en pimiento dulce (Padilla et al., 2018).

Se ha reportado que la concentracion de
clorofila 'y de nitrégeno determinados en
laboratorio presentan altas correlaciones con las
lecturas SPAD en tomate (Solanum licopersicum)
(Fontes y Ronchi, 2002; Reis et al., 2006), papa
(Solanum tuberosum) (Gianquinto et al., 2003;
Coelho et al., 2010), cebolla (Allium cepa),
repollo (Brassica oleracea), zanahoria (Daucus
carota) (Westerveld et al., 2003), remolacha (Beta
vulgaris) y orégano (Origanum vulgare)
(Calder6n et al., 2011); mientras que con atLEAF
se han reportado altas correlaciones en papa
(Solanum tuberosum), salvia (Salvia splendens)
(Dunn et al., 2018a) y clavel (Dianthus chinensis)
(Basyouni et al., 2015).

Mendoza et al. (2019) reportaron coeficientes
de correlacion de 0,94 y 0,98 para la
concentracién de nitrégeno y de clorofila,
respectivamente, determinados con los medidores
portatiles SPAD y atLEAF en lechuga romana.
Sin embargo, los estudios en hortalizas gourmet
son escasos, MAS aun en especies que tienen
potencial de incrementar su superficie cultivada,
como es el caso de arugula. Se considera muy Util
la generacién de informacion relacionada con la
concentracién de clorofila y nitrégeno, lo que
representa la posibilidad de realizar ajustes en la
fertilizacion nitrogenada en los cultivos agricolas.
El objetivo de esta investigacion fue estimar la
concentracion de clorofila, mediante mediciones
portatiles no invasivas, y correlacionarla con las
determinaciones de laboratorio de nitrégeno vy
biomasa fresca en plantas de artigula sometidas a
diferentes aplicaciones de fertilizante nitrogenado.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion y material vegetal. El experimento
se realizd en el campo experimental de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos, localizado en
Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México, en los
meses junio y julio de 2020, en un invernadero
tipo tanel con cubierta plastica de color
blanquecino con 30 % de sombraje y con malla
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ubicado en las coordenadas 18°58°51" N,
99°13°55" W, altitud de 1,866 m. La temperatura
media fue de 23 °C, humedad relativa media 69 %
y radiacion solar media 480 pmol-m-s’.

Se utiliz6 el cultivar de ardgula Wild Rocket

cuyas semillas fueron sembradas en bandejas de
poliestireno con sustrato comercial BM2 Berger;
después se trasplantaron a bolsas de polietileno
(una planta por bolsa) con capacidad de 10 L que
contenia roca volcanica (localmente Ilamado
tezontle) como sustrato, con granulometria de 1 a
7 mm.
Tratamientos y medicion de variables. Los
tratamientos se aplicaron durante 42 dias a partir
del trasplante y correspondieron a cinco niveles de
fertilizacion nitrica con base en la solucién
nutritiva de Steiner (1984) de O, 4, 8, 12 y 16
meg-L* de NO?. Para su aplicacién se rego
diariamente con 0,5 L por planta de la solucién
durante los primeros 7 dias, con 1,0 L del dia 8
al 21, y con 1,5 L los ultimos 21 dias. Los
volimenes indicados se dividieron en cuatro
riegos diarios y para evitar la acumulacion de
sales se considerd un drenaje de 15 a 20 % que
permitié un drenaje diario total de 75 a 100 mL.
Con el mismo fin, cada semana se dio un riego de
agua acidulada a pH de 6.0 con acido sulfarico.

Las determinaciones in situ se realizaron
semanalmente hasta los 42 dias usando los
medidores portatiles SPAD 502 Plus Minolta,
atLEAF CHL Plus y MC 100 Apogee, de acuerdo
a la metodologia propuesta por Ledn et al. (2007).
Cada valor de los medidores portatiles se obtuvo
del promedio de 10 lecturas (5 a cada lado de la
nervadura central de la hoja), en tres hojas
recientemente  maduras y  completamente
expandidas, entre las 11:00 y las 12:00 h, con seis
repeticiones. Posteriormente, para la determinacion
de la concentracion de clorofila, las mismas hojas
utilizadas para las lecturas de SPAD, atLEAF vy
MC 100 fueron cortadas y se conservaron a -80 °C
durante una semana hasta su anélisis en laboratorio.

La concentracion de clorofila se determind con
el método espectrofotométrico segun Wettstein
(1957). Un gramo de hoja fresca se homogenizé
con 20 mL de acetona concentrada, se filtré el
homogenizado y aforé a 50 mL de acetona al
80 %. Las suspensiones se mantuvieron en
oscuridad entre los pasos de procesamiento.
Después se realizaron lecturas de absorbancia a
645 y 663 nm en un espectrofotometro Hach DR

5000.

Inmediatamente después de terminar las
mediciones in situ se cosecho la parte aérea de las
plantas para cuantificar el peso de biomasa fresca
con aproximaciéon de 0,01 g. Estas muestras se
secaron con un horno de aire forzado a 70 °C
durante 72 horas para luego cuantificar el
nitrégeno total por el método de microkjeldahl.
Disefio y anélisis estadistico. Se utiliz6 un disefio
experimental completamente al azar con cinco
tratamientos de fertilizacion y seis repeticiones.

Se compararon mediante regresion lineal los
valores obtenidos in situ con los obtenidos en las
determinaciones de  laboratorio de la
concentracion de N y clorofila, y biomasa fresca
aérea de la planta usando el programa SigmaPlot
v. 12,5. A los datos obtenidos en la cosecha
(42 dias), se les realizé un analisis de varianza
y prueba de comparacion de medias de Tukey,
con el programa SAS 2004 (Cary, NC, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Condiciones de cultivo y respuesta a los niveles
de N. Se observaron diferencias (P<0,01) para
todas las variables evaluadas en funcion de los
niveles de N aplicados, con incrementos al
aumentar el nivel de nitrégeno en la solucién
nutritiva (Cuadro 1). Al respecto, Dunn et al.
(2018a) también report6 una tendencia similar para
la concentracion de nitrogeno y las lecturas del
medidor SPAD en hojas de S. splendens.

En estudios de crecimiento en otros cultivos
herbaceos se ha reportado una tendencia similar
en variables de crecimiento, como los obtenidos
por Cruz et al. (2017) quienes en cultivo de
cilantro (Coriandrum sativum) reportaron un
incremento  biomasa fresca cuando evaluaron
concentraciones de la solucion nutritiva de Steiner
de 25 a 100 %, lo cual fue atribuido a la mayor
disponibilidad nutrimental, entre ellos el nitrégeno,
es decir, el elemento esencial mas requerido por las
plantas después del carbono (Hawkesford et al.,
2012).

Asociacion entre las diferentes variables. Se
observaron asociaciones significativas (P<0,01)
para las lecturas de SPAD, atLEAF y MC 100 con
las concentraciones de N y clorofila, y biomasa
fresca (Cuadro 2). Igualmente, Basyouni et al.
(2015) informaron una tendencia similar para la
concentracién de nitrégeno y de lecturas SPAD en
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hojas de flor de pascua (Euphorbia pulcherrima).

Relacion entre el contenido de clorofila y las
lecturas in situ. La relacion entre lecturas SPAD
y la concentracion de clorofila (Cuadro 2) fue
significativa y positiva (R*=0,96; P<0,01). Estos
resultados son similares a los de Fenech-Larios et
al. (2009) quienes encontraron alta correlacion
entre lecturas SPAD y concentracion de clorofila
(R?=0,98) en plantulas de albahaca, y similares a
los reportados por Mendoza et al. (2019) en

lechuga romana (R®=0,99). Sin embargo, son
notoriamente superiores a los reportados por
Martin et al. (2007), quienes en laurustina
(Viburnum tinus), tobira (Pittosporum tobira) y
madrofio (Arbutus unedo), encontraron coeficientes
de determinacion entre 0,12 y 0,27. Estas
diferencias tan contrastantes podrian atribuirse al
tipo de planta, ya que esas tres especies son
perennes y arbustivas en comparacion a la
naturaleza herbacea de la albahaca y la lechuga.

Cuadro 1. Lecturas de los medidores SPAD, atLEAF y MC-100, cantidad de materia fresca y
concentraciones de N y clorofila durante la cosecha de artgula

N aportado Lecturas Lecturas Lecturas Nitrogeno Clorofila Biomasa fresca
(mEqg-L™Y) SPAD atLEAF MC-100 (%) (mg-g™) (g-planta™)

0 39,2¢c 434 ¢ 443 ¢ 1,67c 3,15¢ 101,9¢c

4 40,1c 440c 45,3 ¢ 1,74 c 3,34c 108,3 ¢

8 45,7b 46,6 bc 47,8 ¢ 2,01b 3,67b 126,2 b

12 46,2 b 51,2b 53,4 b 2,09b 3,75ab 146,7 a

16 49,5a 57,3a 59,1a 2,46 a 3,87a 150,2a

DMS 3,88 5,99 6,03 0,34 0,16 14,87

Medias con la misma letra dentro de la columna no difieren estadisticamente segtn la prueba de Tukey (P<0,05).

DMS: diferencia minima significativa

En cuanto al medidor atLEAF (Cuadro 2), se
obtuvo un coeficiente de determinacion R’=0,92
(P<0,01) para el modelo de regresion lineal, valor
superior a los reportados por Zhu et al. (2012)
quienes obtuvieron coeficientes de determinacion
entre 0,72 y 0,88 para la relacién entre el nivel de
clorofila y la lectura del atLEAF en maiz, trigo,
cebada, papa y canola, y también superior a los

reportados por Hebbar et al. (2016) de 0,46 y 0,90
en hojas de palmera cocotera (Cocos nucifera).
Con respecto al medidor MC-100 (Cuadro 2), el
coeficiente de determinacion obtenido en nuestro
estudio fue de 0,96 (P<0,01). Padilla et al. (2018)
reportaron coeficientes de determinacion entre 0,76
y 0,94 en pimiento dulce al utilizar este mismo
medidor.

Cuadro 2. Ecuaciones de regresion, y coeficientes de determinacién R? para las interrelaciones entre las
lecturas de los medidores SPAD, atLEAF y MC-100, asi como las concentraciones de
nitrégeno y clorofila, y biomasa fresca en arugula

Variables Ecuacion de regresion R? CME
SPAD YN % N =0,0336 SPAD + 0,1751 0,94** 0,03
atLEAF y N % N =0,0378 atLEAF — 0,1298 0,96** 0,03
MC-100y N % N = 0,0502 MC-100 — 0,4549 0,88** 0,05
SPAD vy clorofila Clorofila = 0,0079 SPAD + 0,0650 0,96** 0,06
atLEAF y clorofila Clorofila = 0,0086 atLEAF + 0,0036 0,92** 0,03
MC-100 y clorofila Clorofila = 0,0121 MC-100 — 0,0922 0,96** 0,04
SPAD y biomasa fresca Materia fresca = 4,3016 SPAD — 64,9720 0,88** 0,06
atLEAF y biomasa fresca Materia fresca = 6,1576 atLEAF — 13,7030 0,86** 0,02
MC-100 y biomasa fresca Materia fresca = 4,9606 MC-100 — 10,777 0,94** 0,05
Ny clorofila Clorofila = 0,3119 N — 0,0431 0,98** 0,03
N y biomasa fresca Biomasa fresca = 65,262 N - 30,079 0,97** 0,03
Clorofila y biomasa fresca Biomasa fresca = 208,23 Clorofila - 20,749 0,98** 0,03

**|ndica R* altamente significativo (P<0,01) de la regresion. R*: coeficiente de determinacion; CME: cuadrado medio del
error
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Las regresiones significativas que fueron
obtenidas para los medidores SPAD, atLEAF y
MC-100 (Figura 1) permiten hacer predicciones de
la concentracion de clorofila de forma precisa y

confiable en plantas de artgula, lo cual puede servir
para estimar el estado nutrimental del cultivo, y a
partir de esto, sugerir dosis de fertilizacion
nitrogenada.
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Figura 1. Regresion lineal entre las lecturas de los medidores SPAD, atLEAF y MC-100, y la
concentracién de clorofila en ardgula (ecuaciones de regresién en el Cuadro 2)

Relacion entre el contenido de nitrégeno y
las lecturas in situ. La relacion de las
lecturas de los medidores SPAD, atLEAF y MC-
100 con la concentracion de nitrégeno fue
significativa (P<0,01) y mostro coeficientes de
determinacion R? de 0,94, 096 y 0,88,
respectivamente (Cuadro 2, Figura 2). Ali et al.
(2007) encontraron coeficientes de determinacion
entre 0,86 a 0,94 para la relacion entre el
medidor SPAD y concentracion de nitrégeno
en el cultivo de tomate de invernadero. Por otra
parte, Dunn et al. (2018b) report6 valores de R de
0,92 para la relacion entre atLEAF y N en
plantulas de salvia, y De Souza et al. (2019)
usaron los medidores atLEAF y MC-100 para
estimar la concentracion de N en pimiento dulce y
obtuvieron valores de R? entre 0,81 y 0,94 para
ambos medidores.

Relacion entre el contenido de biomasa fresca y
las lecturas in situ. La relacion entre las lecturas
SPAD vy biomasa fresca (Figura 3) fue
significativa y positiva (P<0,01) con coeficiente

de determinacion de 0,88 (Cuadro 2). Este
resultado esta dentro del intervalo reportado por
Cunha et al. (2015) quienes obtuvieron
coeficientes de determinacidon entre 0,85 y 0,94 en
la relacion entre la lectura SPAD y peso fresco de
lisianthus (Eustoma grandiflorum). En este
sentido, Cho et al. (2007) mencionan que el
medidor SPAD puede ser utilizado en campo para
estimar el rendimiento de biomasa fresca y
predecir el rendimiento en el cultivo de pepino
(Cucumis sativus).

En cuanto a la relacion entre las lecturas del
medidor atLEAF y biomasa fresca (Figura 3), ésta
fue significativa (P<0,01) y presento buen ajuste a
la  regresién lineal con coeficiente de
determinacion de 0,86 (Cuadro 2). Por su parte,
Dey et al. (2016) reportaron coeficiente de
determinacién de 0,94 en la planta ornamental
betel (Piper betle).

En cuanto al coeficiente de determinacion de
las mediciones con el MC-100 y la biomasa fresca
se encontré un valor significativo (P<0,01) de



156
Volumen 34 (2022)

BIOAGRO

N° 2

0,94 fue significativa (Cuadro 2), ajustado al
modelo de regresion lineal (Figura 3). Al
respecto, en la literatura no se encontraron
estudios sobre el uso del MC-100 en hortalizas

de hoja, por lo que el presente estudio puede
constituir el primer reporte del uso de este
medidor portatil para la prediccion de produccion
de biomasa fresca en arugula.
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Figura 2.

Regresion lineal entre las lecturas de los medidores SPAD, atLEAF y MC-100, vy la

concentracién de nitrogeno en arugula (ecuaciones de regresion en el Cuadro 2)

Interrelacion entre las concentraciones de
nitrégeno y clorofila, y biomasa fresca. La
relacién entre las concentraciones de nitrégeno y
clorofila resulté significativa (P<0,01) con un
coeficiente de determinacion de 0,98 (Cuadro 2),
lo que indica un adecuado ajuste a la
ecuacion de regresion lineal (Figura 4). Estos
resultados son similares a los reportados por
Castro y Blanco (2018) quienes obtuvieron
coeficientes de determinacién superiores a 0,97
entre las mismas variables en plantas de pimiento
dulce. Por su parte, Yadav et al (2010)
encontraron relaciones significativas (R?=0.96)
entre las concentraciones de nitrégeno y clorofila
en el cultivo de papa.

En cuanto a la relacion de la concentracion de
nitrégeno y biomasa fresca (Figura 5), el
coeficiente de determinacién fue de 0,97 (Cuadro
2). Estos resultados son similares a los obtenidos
por Elsayed et al. (2018) quienes reportan
coeficientes de determinacion entre 0,94 y 0,97
durante el crecimiento vegetativo del cultivo de

trigo. El alto coeficiente obtenido se atribuye a
que el nitrégeno, siendo un elemento esencial para
el crecimiento, influye en la acumulacion de
biomasa por la planta.

La relacion entre la concentracion de clorofila
y la biomasa fresca (Figura 6) tuvo un coeficiente
de determinacién de 0,98 (Cuadro 2), lo cual se
atribuye a que este pigmento es componente
fundamental en el proceso de fotosintesis, y por
consiguiente, en la acumulacion de biomasa
(Kumar-Sharma, 2013; Taiz et al., 2014).

Los resultados anteriores tienen particular
importancia en las hortalizas de hoja como la
arigula, dada su utilidad como estimadores de
biomasa fresca que permita predecir el volumen de
cosecha de forma répida y precisa, a la vez que
podrian promover el uso racional de fertilizantes
nitrogenados en la produccién de esta planta y sus
consecuentes beneficios, tanto para el ambiente
como para los productores, en un contexto donde
los fertilizantes nitrogenados son cada vez mas
COstos0s.
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CONCLUSIONES los medidores SPAD, atLEAF y MC 100 estan
relacionados linealmente con los niveles de
Se demostro que las lecturas realizadas utilizando nitrégeno y clorofila, asi como con la produccién
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de materia fresca en artgula.

En funcion de los anterior, estos medidores
pueden usarse para estimar el estado nutrimental
de nitrégeno de manera no destructiva, rapida y
precisa durante el crecimiento del cultivo, y a
partir de esto, sugerir dosis de fertilizacion
nitrogenada. Dado que no hubo diferencias entre
las lecturas de los medidores, cualquiera de ellos
puede ser utilizado con este fin.

Las lecturas de los tres medidores portatiles, asi
como los niveles de clorofila, nitrégeno y biomasa
fresca aumentaron paulatinamente a medida que se
incrementaron los niveles de NO; en la solucion
nutritiva.

Los medidores portatiles evaluados permiten
estimar, de forma rapida y precisa, el volumen de
biomasa fresca y a su vez, de cosecha, por lo que
constituyen una herramienta para promover el uso
racional de fertilizantes nitrogenados en la
produccidn de la planta
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