UNIVERSIDAD MILITAR NUEVA GRANADA

ENSAYO PRELIMINAR SOBRE LA UTILIZACION
DE UN MEDIDOR PORTATIL DE CLOROFILA
PARA ESTIMAR EL NITROGENO FOLIAR EN

OREGANO (Origanum vulgare L.)

Fecha de recepcion: 27 de septiembre de 2011 o Fecha de aceptacion: 15 de noviembre de 2011

PRELIMINARY ASSAY ABOUT THE USE OF A PORTABLE CHLOROPHYLL METER TO
QUANTIFY FOLIAR NITROGEN IN OREGANO (Origanum vulgare L.)

Luz Andrea Calderon Medellin' ® Adriana Marcela Bernal Rozo? ® Maria Mercedes Pérez Trujillo®*

RESUMEN

El nitrégeno es el elemento esencial que las plantas requieren en mayor cantidad para su nutricion, por
tanto, una baja disponibilidad en los suelos limita la productividad de los cultivos. Existen diferentes métodos
para determinar su concentracién en el suelo y el tejido foliar. Se ha comprobado que la cuantificacion de clo-
rofila en el tejido foliar tiene relacién directa con su contenido de nitrégeno. Por ello, los medidores portatiles
de clorofila permiten estimar de manera indirecta, instantédnea y sin destruccion de tejidos, el contenido de
clorofila y nitrégeno en hojas de diferentes plantas cultivadas. En este trabajo se evalué de manera preliminar
el medidor portétil de clorofila Minolta SPAD®-502 como indicador del nitrégeno foliar en orégano vegetati-
vo, por la importancia de éste en el mercado de aromaticas. Se realizd en UMNG (Cajica, Cundinamarca, 4°
56.705" N, 74°00.704" O, 2580 m.s.n.m). En un primer ensayo con el cultivar Inglés, bajo un DCA se probaron
diferentes dosis de N (0, 0.18, 0.36, 0.55 y 0.73 mg-planta™), empleando urea granulada incorporada al sustrato
de plantas en matera. En un segundo ensayo con orégano Griego, se realizaron fertirrigaciones con diferentes
concentraciones de N (0, 52.5, 105, 157.5y 210 ppm), empleando NH,NO,. Para cada tratamiento se realizaron
lecturas de los valores SPAD sobre hojas expandidas de los tercios superior, medio e inferior de las plantas. El
contenido de nitrégeno foliar se determiné por el método de Kjendahl. Se realizaron correlaciones entre las
lecturas SPAD y el porcentaje de nitrogeno foliar. Se encontrd una relacion lineal entre las dos variables, con
P=0.0005, r=0.99 y R?=0.99 para el primer ensayo y P=0.001, r=0.8 y R?>=0.64 para el segundo ensayo. Se com-
probd que el clorofilémetro utilizado es potencialmente confiable para estimar el nitrégeno foliar en plantas
de orégano vegetativas.
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ABSTRACT

Nitrogen is the essential element plants require a greater amount for nutrition, therefore, a low availability
in the soil limits yield crops. There are different methods to determine its concentration in soil and leaf tissue.
It has been found that the quantification of chlorophyllin the leaf tissue is directly related to their nitrogen con-
tents. Therefore, portable chlorophyll meters estimate chlorophyll and nitrogen contents in leaves of various
cultivated plants, indirectly and without tissue destruction. Minolta SPAD®-502 portable was evaluated as an
indicator of foliar nitrogen of oregano under greenhouse conditions. This assay took place at UMNG (Cajic3,
Cundinamarca, 4° 56.705" N, 74°00.704" O, 2580 m.a.s.l). In the first step, English cultivar was evaluated under
CRD with different nitrogen dosages (0, 0.18, 0.36, 0.55 y 0.73 mg-plant”), aggregating urea to substrate in pot
plants. In the second step, fertirrigation on Greek oregano were made with different nitrogen concentrations
(0,525,105, 157.5y 210 ppm), using NH,NO.. For each treatement SPAD measures were made on expanded
leaves for all plant thrids: upper, medium and lower. Foliar nitrogen was established by Kjendahl method. Co-
rrelations between SPAD measures and foliar nitrogen were made. A linear relation was found between both
variables with P=0.0005, r=0.99 y R?=0.99 for the first step and with P=0.001, r=0.8 y R?=0.64 for the second
step. It was proved the chlorophyll meter used is a trusty tool to estimate foliar nitrogen percentage of vege-

tative stage oregano plants.

Key words: Nitrogen fertilization, English and Greek oregano, SPAD

El nitrégeno es un macroelemento que se en-
cuentra presente en muchos compuestos esencia-
les en las plantas y es un constituyente de aminoé-
cidos, proteinas y acidos nucleicos, componentes
de la pared celular (Salisbury y Ross, 2000; Taiz y
Zeiger, 2006). Dado que el nitrégeno es el elemen-
to que éstas requieren en mayor cantidad, su baja
disponibilidad en los suelos limita la productividad
de la mayor parte de los ecosistemas agricolas y
naturales (Taiz y Zeiger, 2006).

La mayor parte del nitrégeno en el suelo estd
asociado a la materia orgéanica y su liberacion es
un proceso lento y que pasa por varias etapas. En
la mayoria de los casos, si se tiene un suelo pobre
en materia organica, las concentraciones de nitré-
geno son muy bajas y por consiguiente, las plantas
cultivadas en este tipo de suelos tendran un cre-
cimiento limitado. Es por ello que la mayoria de

cultivadores recurren a fertilizantes nitrogenados
(Baker y Pillbeam, 2007).

El muestro y seguimiento del nitrégeno en las
plantas cultivadas es indispensable para determi-
nar si responden positiva o negativamente a la fer-
tilizacién y establecer cudndo es necesario realizar
aplicaciones de este elemento, con el fin de evitar
deficiencias o excesos de nitratos (Argenta et al.,
2001; Scharf et al, 2006; Varvel et al., 2007). Cuando
la aplicacién de la fuente de nitrégeno no es sin-
cronizada con la demanda del cultivo, las pérdidas
en el sistema suelo-planta son elevadas. Por lo an-
terior, la aplicacién de este elemento basada en las
necesidades de la planta es crucial para alcanzar
una alta productividad y aumentar la eficiencia en
el uso de fertilizantes (Sing et al., 2002).

Las necesidades de nitrogeno en las plantas
son determinadas a través de métodos directos e
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indirectos, que miden el nitrégeno mineral en el
suelo y en las plantas y la respuesta de éstas al fer-
tilizante. En las plantas, los métodos directos inclu-
yen la medicién de la concentracién de nitratos en
los peciolos, el contenido de nitrégeno total de la
hoja y la actividad de la nitrato-reductasa (Lopez,
2002). Sin embargo, estos métodos ademas de ser
destructivos, resultan costosos, dispendiosos y tie-
nen la desventaja de tardar varios dias para arrojar
el resultado, lo que dificulta la toma inmediata de
decisiones para corregir posibles problemas en la
fertilizacién (Bronson et al., 2003).

Por lo anterior, se recurre a métodos indirectos
mediante los cuales es posible diagnosticar defi-
ciencias de este elemento en forma rapida y sin
realizar muestreos destructivos de las plantas. En-
tre dichos métodos se destacan el uso de tablas de
colores, fotografias aéreas, sensores del cultivo en
tiempo real, medidores portatiles de clorofila y el
uso de modelos basados en la fisiologia del cultivo
(Blackmer et al., 1996, Lopez, 2002; Scharf y Lory,
2002; Singh et al., 2002; Varvel et al., 2007).

Dentro de los requerimientos primarios para
que se dé el proceso de fotosintesis en las plantas,
esté la absorcion de la radiacién por parte de los
cloroplastos. Los receptores de esta radiacién son
precisamente las clorofilas, que tienen una absor-
cién méxima en la luz rojay azul, y otros pigmentos
como los carotenos y los xanthofilos que absorben
la luz azul y la radiaciéon UV. Por lo tanto, la absor-
cién de la radiacion depende en gran medida de
la concentracién de estos pigmentos fotosintética-
mente activos (Larcher, 2003).

El contenido de clorofila esté influenciado por
diversos factores entre los que se incluyen el tipo de
material vegetal (hibrido, cultivar, variedad, etc.), el
estado de crecimiento y la disponibilidad de nitré-
geno en el suelo (Rashid y Voroney, 2005). Debido
a que mas del 75% del nitrégeno orgénico total se
encuentra en los cloroplastos, principalmente en
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forma de enzimas, un aporte limitado del nitroge-
no afecta la tasa fotosintética debido a la disminu-
cién en la sintesis y contenido de clorofila y en la
actividad de la Rubisco, segin reportan Marschner
(1986) y San Clemente y Pefa (2008).

Los medidores de clorofila son instrumentos que
miden la cantidad de relativa de clorofila en la hoja
y generalmente presentan los resultados en valores
SPAD (Soil Plant Analysis Development). Particular-
mente el modelo Minolta SPAD®-502 cuenta con dos
LEDs los cuales emiten luz en el haz de la hoja, uno
rojo y uno infrarrojo con un pico de longitud de onda
de 650 y 940 nm respectivamente. La medicién de la
clorofila con este instrumento se realiza a partir de
la diferencia en la atenuacién de la luz a 430 y 730
nm. Para las clorofilas a y b, el méximo de transmi-
tancia del espectro ocurre a una longitud de onda
de 430 nm y en la longitud de onda de 750 nm no
ocurre transmitancia, ya que se encuentra en la zona
de infrarrojo cercano (Konica Minolta, 2009; Lopez,
2002). El valor SPAD arrojado por el clorofildmetro se
fundamenta en que parte de la luz que llega a la hoja
es absorbida por la clorofilay la luz reflejada entra en
contacto con el fotodiodo de silicona de la celda de-
tectora y es convertida en una sefal eléctrica (Krugh
et al., 1994). La luz roja absorbida indica la cantidad
de clorofila, mientras que la cantidad de luz cerca-
na a la infrarroja sirve como referencia interna para
compensar el grosor de la hoja y su contenido de
humedad (Schroder et al., 2000). La cantidad de luz
captada por la celda es inversamente proporcional a
la cantidad utilizada por la clorofila; posteriormente
la sefal es procesada y la absorbancia de las regio-
nes de longitud de onda roja y cercana a la infrarroja
es cuantificada en valores dimensionales desde 0 a
199, medidas que resultan ser proporcionales a la
cantidad de clorofila presente en la hoja (Konika Mi-
nolta, 2009; Krugh et al., 1994).

Dada la alta relacién de los valores estimados
a través del clorofilémetro con la concentracién de
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Dada la alta relacién de los valores estimados a través del
clorofilébmetro con la concentracién de nitrégeno en las hojas,
esta herramienta se ha convertido en un indicativo del estado
nutricional de las plantas para algunas especies

~

nitrégeno en las hojas, esta herramienta se ha con-
vertido en un indicativo del estado nutricional de
las plantas para algunas especies. Adicionalmente,
este instrumento ofrece una gran ventaja sobre otros
métodos destructivos para la determinacion de los
niveles del nitrogeno foliar, ya que se puede reali-
zar el seguimiento durante el crecimiento del cultivo
de manera rapida, precisa y no destructiva, lo que
hace posible la toma oportuna de decisiones sobre
el manejo de la fertilizacién y la realizacion de co-
rrecciones en las dosis aplicadas de forma oportu-
na para obtener mejores rendimientos del producto
cosechado (Novoa y Villagrédn, 2002; Singh et al.,
2002, Echeverria et al., 2005). Sin embargo, Varvel et
al. (1997), llama la atencién sobre la limitacion en el
uso del clorofilémetro para la predicciéon de excesos
de nitrégeno, ya que el equipo no arroja lecturas su-
periores a las detectadas cuando el nivel es éptimo,
lo que no hace posible distinguir entre las areas en
campo que presentan niveles adecuados de aque-
llas en donde el nivel del elemento es excesivo. En
contraposicién, las deficiencias en nitrégeno son in-
mediatamente detectadas a través de valores bajos
en las lecturas SPAD debido a la baja concentracién
de clorofila en la planta (Schroder et al., 2000).
Echeverria y Sainz (1998), Novoa y Villagran
(2002), Singh et al. (2002), Bronson et al. (2003), Ras-
hid y Voroney (2005) y Scharf et al. (2006), han de-
mostrado que el clorofildmetro es una herramienta
confiable para la determinacién de la concentracion

—_

de nitrdgeno foliar y que es un instrumento de gran
precisién para detectar posibles deficiencias de este
elemento, especialmente en estados reproductivos
avanzados de cultivares de maiz, trigo, arroz y sorgo.

Este tipo de ensayos se han realizado princi-
palmente en las especies de gramineas menciona-
das anteriormente, pero existen algunos estudios
en otras especies como tomate (Rodriguez et al.,
1998), papa (Giletto et al., 2006), repollo, cebollay
zanahoria, presentando para estos dos uUltimos un
uso limitado (Westerveld et al., 2003). También se
ha demostrado el uso de otro tipo de medidores
portétiles de clorofila para la prediccion del estado
nitrogenado en frutales como mandarina, mango,
guayaba y vid con el equipo Hydro N-Tester (Sha-
ahan et al., 1999).

En hierbas arométicas de la familia Lamiaceae, se
ha recomendado el uso del clorofilémetro como indi-
cador de la cantidad de clorofila y como alternativa a
los métodos destructivos. Al respecto, Fenech et al.
(2009), trabajando con albahaca (Ocimum basilicum L.),
obtuvieron una relacién cuadratica entre el contenido
extraible de la clorofila y las lecturas SPAD. Obtuvieron
una correlaciéon del 99.9 % entre las medidas de SPAD
halladas a través del clorofilémetro Minolta SPAD®-502
y la clorofila total determinada por los métodos de ex-
traccion destructivos, consistentes en una calibracion
por extraccion y andlisis en espectrofotémetro.

Por tanto, el objetivo de esta investigacién fue
experimentar de manera preliminar si existia una
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relaciéon entre las lecturas SPAD tomadas con el
medidor portétil de clorofila Minolta SPAD®-502 y
el contenido de nitrégeno foliar, en orégano (Ori-
ganum vulgare), una planta aromatica, medicinal y
condimentaria de la familia Lamiaceae de origen
mediterraneo, especie de interés comercial para ser

cultivada en Colombia.
Materiales y métodos

La investigacién se realizé bajo condiciones de
invernadero en el Laboratorio de Horticultura de la
Facultad de Ciencias Bésicas de la Universidad Mili-
tar Nueva Granada (Cajica, Cundinamarca). La zona
de estudio se ubicd a 4° 56.705' N, 74°00.704" O y
a una altura de 2580 m.s.n.m. Las condiciones am-
bientales del invernadero durante el estudio fueron
en promedio: temperatura media, maxima y minima
de 17,39y 6 °C y humedad relativa media, méaximay
minima de 68, 93y 24 %.

La metodologia que se empled consistié en so-
meter plantas jovenes que estuvieran en estado
vegetativo, a diferentes y contrastantes niveles de
fertilizacién nitrogenada, para poder establecer la re-
lacion entre el contenido de clorofila estimado a tra-
vés de las lecturas efectuadas con el medidor Minolta
SPAD®-502 y el porcentaje de nitrégeno presente en
el tejido foliar. Se realizaron dos ensayos en el que se
varié el cultivar, la fuente de nitrégeno, el tipo de fer-
tilizacion y la dosis de nitrégeno aplicado por planta.

Ensayo No. 1

Se realizd un primer ensayo entre los meses de
abril y mayo de 2010. El material vegetal consistio en
esquejes enraizados del cultivar Inglés de ocho se-
manas de edad, que fueron transplantados en mate-
ras plasticas de 250 g de capacidad, con un sustrato
comercial compuesto por la mezcla de turba-ver-
miculita y cascarilla de arroz en proporcién 1:1. Las
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plantas fueron ubicadas bajo invernadero dentro de
cémaras con polisombra negra del 70% y sistema de
riego por nebulizacién. La fuente de nitrogeno utili-
zada fue urea sdlida con un porcentaje de nitrégeno
del 46%. Los tratamientos evaluados correspondie-
ron a un testigo sin aplicacion de ureay a cuatro dosis
incrementales del fertilizante (Tabla 1). Se empled un
DCA,; para cada tratamiento se adecuaron 18 unida-
des experimentales, donde cada una correspondié a
una planta de orégano contenida en una matera.

Tabla 1. Tratamientos de fertilizacién nitrogenada empleando urea,
aplicados al orégano (Origanum vulgare ‘Inglés’) en el ensayo No. 1.

Cantidad Cantidad de
Tratamiento de N (mg - urea (mg -
planta™) planta™)
T1 (Control) 0 0

T2 82.8 180

T3 165.6 360

T4 253 550

T5 335.8 730

Dos semanas después del trasplante se realizd
la aplicacién de la urea y dos semanas después de
dicha fertilizacién se realizd el muestreo de todas
las unidades experimentales para medir el conteni-
do de clorofila y el porcentaje de nitrégeno foliar.
En cuanto al contenido de clorofila, en cada unidad
experimental de cada tratamiento se tomaron lectu-
ras con el medidor portéatil Minolta SPAD-502°%, se-
leccionando una hoja completamente expandida de
cada tercio de la planta. En cada hoja muestreada
para cada tercio, se realizaron tres lecturas en puntos
diferentes de la misma y con esta informacion se ob-
tuvo el promedio por plantay luego por tratamiento.

Luego de realizar las lecturas con el clorofilo-
metro, se retiraron todas las hojas de las plantas,



se les efectud un lavado con agua destilada y
posteriormente fueron secadas con papel absor-
bente. Se conformd una muestra de 2 g de tejido
vegetal, tomados de las 18 unidades experimen-
tales de cada tratamiento. El material vegetal fue
enviado a un laboratorio quimico especializado
(GR Chia, Chia, Colombia), para la determinacion
del contenido de nitrégeno total en el tejido foliar
por el método de Kjendahl.

Ensayo No. 2

Este ensayo se realizd entre los meses de septiem-
bre y octubre de 2010. El material vegetal utilizado co-
rrespondiod a plantas del cultivar Griego, propagadas
a partir de esquejes que una vez enraizaron (12 sema-
nas), se trasplantaron a materas plésticas de 250 g de
capacidad, con un sustrato compuesto por la mezcla
de tierra negray cascarilla de arroz en proporcién 1:1.
Cada unidad experimental correspondié a una planta
dispuesta en una matera.

Las unidades experimentales fueron ubicadas so-
bre mesones en condiciones de invernadero. El riego
de las mismas se realizé de forma manual aplicando
un volumen de 50 mL por planta directamente al sus-
trato, con una frecuencia de tres veces por semana.

El ensayo se organizé bajo un DCA. Los tratamien-
tos aplicados a las plantas de orégano en este ensayo
consistieron en un control, en el que las plantas fue-
ron fertirrigadas con una solucién nutritiva estandar,
correspondiente a la propuesta por Hoagland y Ar-
non (1950) (Salisbury y Ross, 2000) (Tabla 3), pero ca-
rente de nitrdgeno. Se establecieron otros cuatro tra-
tamientos para los que se empled la misma solucion
pero con la adicién del nitrégeno empleando NH,NO,
(26-0-0), en dosis incrementales: 25, 50, 75 y 100% de
la concentracion de nitrogeno total de referencia en
la solucion esténdar (Tabla 4). Los fertilizantes de uso
agricola que se emplearon para la preparacion de la
solucién nutritiva estandar se presentan en la Tabla 5.
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Para cada tratamiento se dispusieron tres repe-
ticiones, cada una de las cuales comprendié 15 uni-
dades experimentales. Las soluciones nutritivas em-
pleadas en cada tratamiento fueron aplicadas una vez
por semana mediante fertirriego al sustrato de cada
planta, empleando 50 mL.

Tabla 3. Concentracién de nutrientes en la solucién nutritiva estandar
que se empled para el ensayo No. 2 (Solucién de Hoagland y Arnon
No. 2, tomada de Salisbury y Ross, 2000)

Elemento ppm
N (NO,) 196
N (NH,) 14

N (N total) 210

P 31
K 235
Ca 160
Mg 49
S 64
Fe 0.8
B 0.5
Cu 0.02
Zn 0.05
Mn 0.5
Mo 0.01
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Tabla 4. Concentracién de nitrégeno en las soluciones nutritivas y cantidad de NH,NO, aplicado por planta de orégano (Origanum vulgare 'Griego’)
en cada evento de fertirrigacion, en los diferentes tratamientos del ensayo No. 2.

. Concentracionde Nenla N aportado Cantidad de NH,NO
Tratamiento . - o A R
solucién nutritiva ppm mg-planta (mg-planta™)

T1: Control sin N 0 0 0

T2: 25% de la dosis de N 52.5 50 190
T3:50% de la dosis de N 105.0 100 380
T4: 75% de la dosis de N 157.5 150 580
T5: 100% de la dosis de N 210.0 200 770

Tabla 5. Fertilizantes empleados para la preparacién de la solucién
nutritiva estandar (Adaptacion de la Solucién de Hoagland y Arnon No.
2 tomada de Salisbury y Ross, 2000) utilizada en el ensayo No. 2.

Fuente mg - L
Nitrato de amonio (26 %) 770
Borax (11 %) 4.5
Quelato de zinc (9 %) 0.5
Quelato de hierro (9 %) 5
Quelato de manganeso (9 %) 55
Quelato de cobre (9 %) 0.2
Cloruro de potasio (50 %) 471.6
Oxido de calcio (71 % Ca) 560 mL
Acido fosférico (32 %) 113.9 mL
Molibdato de amonio (60 %) 0.02
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A la cuarta semana de fertirrigacion de las plan-
tas de los diferentes tratamientos (29 dias después
de iniciado el ensayo), se realizaron las mediciones
empleando el medidor portétil Minolta SPAD®-502.
Las lecturas se efectuaron en todas las unidades ex-
perimentales, tomando tres hojas por planta, procu-
rando seleccionar una de cada tercio de la misma.
En cada hoja de cada tercio se tomaron tres lecturas
con el instrumento; con los datos obtenidos se cal-
culé el promedio por planta.

Posterior a la toma de las lecturas con el clorofi-
l6metro, se retiraron todos los tallos con sus hojas en
las 15 plantas de cada réplica. Este material fue lava-
do con agua destilada y posteriormente se llevo a un
horno de secado universal a 70 °C durante 72 horas,
hasta obtener su peso seco. De cada una de las tres
réplicas por tratamiento, se conformd una muestra
de al menos 2 g de solo hojas. El material vegetal
fue remitido a un laboratorio quimico especializado
(GR Chia, Chia, Colombia), para la determinacion del
contenido de nitrégeno total en el tejido foliar por el
método de Kjendahl.

Para la determinacién del crecimiento de las plan-
tas de orégano bajo los distintos tratamientos, al ini-
cio del ensayo se tomé una muestra de 30 esquejes,



para determinar el peso seco promedio individual
de la parte aérea. Al finalizar el ensayo, se realizd un
muestreo destructivo de la parte aérea (tallos y hojas),
de todas y cada una de las unidades experimentales
por réplica, para determinar el peso seco promedio
por planta para cada tratamiento. Para el secado de
las muestras, estas fueron llevadas a un horno de se-
cado a 70°C durante 72 horas. El crecimiento se cal-
culd a través de la diferencia entre el peso seco final y
el inicial, de la masa foliar por planta.

Andlisis de datos

Los andlisis de regresién fueron efectuados em-
pleando el software estadistico SPSS, versién 15.0,
con el fin de seleccionar el modelo matematico que
més se ajustara para la estimacién de algunas de re-
laciones entre las variables medidas. Previo a este
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analisis se verifico el ajuste de los datos a una distri-
bucién normal de acuerdo al test Shapiro-Wilk.

RESULTADOS
Ensayo No. 1

En la Tabla 6 se presentan los resultados obte-
nidos para el orégano ‘Inglés’ en cada tratamiento.
Tanto las mediciones de la cantidad de clorofila,
empleando el equipo Minolta SPAD®-502, como el
contenido de nitrégeno foliar, mostraron variacio-
nes ante el incremento de la cantidad de nitrégeno
aportado a través de la urea. Se obtuvo una respues-
ta positiva en los tratamientos 2 y 3 frente al control
sin aporte de nitrégeno, mientras que para el trata-
miento 4 se aprecio un descenso tanto en los valores
SPAD como en el porcentaje de nitrdgeno foliar.

Tabla 6. Efecto de diferentes niveles de fertilizacion nitrogenada empleando urea, sobre los valores SPAD medidos con el medidor de clorofila
Minolta SPAD®-502 y sobre el contenido de nitrégeno foliar en plantas de orégano (Origanum vulgare ‘Inglés’) (Ensayo No. 1).

Tratamiento Ir\ln;!::‘i:\i:'? SPAD* % I}';;;:ﬂido
1 0 37.61+1.23 2.98
2 82.8 40.86+0.93 3.59
3 165.6 43.72+2.25 3.96
4 253 42.72+1.64 3.74
5 335.8 - _

*Promedio + error estandar; T1 n=135; T2 n=135; T3 n=129; T4 n= 129

**n=1 para cada tratamiento
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A partir del quinto dia después de la fertilizacion
con urea, en las plantas de los tratamientos 4 y 5 se
observaron signos de deshidratacion, defoliacién,
clorosis en el dpice y margenes de las hojas necroti-
cos. Las afecciones més severas ocurrieron en todas
las unidades experimentales del tratamiento 5, lo que
impidié tomar los datos de las variables de respuesta
en este tratamiento.

Lo anterior quizés se debe a la aplicacién de urea
en niveles excesivos para estas plantas en las condi-
ciones del ensayo, lo que pudo haber incrementado el
efecto del biuret que contiene este fertilizante, ya que
obstruye la sintesis normal de proteinas e interfiere con
el metabolismo del nitrégeno en las plantas (Arauz,
1998). Algunos de los efectos que se presentaron en el
orégano ‘Inglés’, posiblemente a causa de este com-
puesto, se asocian con las deformaciones y clorosis fo-
liar, entorchamiento y méargenes necréticos. Esto a su
vez puede explicar la disminucién de los valores SPAD
en el tratamiento 4, ya que se pudo causar una dismi-
nucién en la cantidad de clorofila (Finck, 1988).

Respecto a la relacién entre el contenido de clo-
rofila y el nitrégeno foliar, en la Figura 1 se presenta la
regresion lineal que se efectud entre los valores SPAD
y el porcentaje de nitrégeno foliar. Esta fue altamente
significativa seguin el andlisis de varianza practicado
(P=0.0005), presentd una buena correlacion entre am-
bas variables y un buen ajuste de los datos al modelo
(r=0.99 y R?=0.99).

421
237t
2
z
R
324 % N foliar = 0,1501 SPAD - 2,6242
R?=10,99
27 t t t t t i
36 38 40 42 44 46 48

SPAD

ISSN 1900-4699 © Volumen 7 © Nimero 2 ® Paginas 150-165 ¢ 2011

De acuerdo a lo anterior, se puede afirmar que
para el orégano 'Inglés’ en las condiciones del ensa-
yo, el medidor de clorofila fue un indicador confiable
del contenido de nitrégeno foliar y que la variacién
de éste puede ser determinada indirectamente em-
pleando el equipo portatil.

Sin embargo, es importante considerar que en
este ensayo se contd con pocos datos para el ané-
lisis de regresidn, ya que solamente se pudo tomar
una sola muestra de hojas para determinar el porcen-
taje de nitrégeno foliar en cada tratamiento. Por lo
anterior, se efectud un segundo ensayo, en el que se
incluyeron mas réplicas. Adicionalmente, se cambié
el sustrato de las plantas, la fuente de nitrégeno y
la forma de fertilizacion debido a los inconvenientes
relacionados con la fitotoxicidad que se presentaron
con la utilizacién de la urea en las materas. También se
modificd la ubicacion de las unidades experimentales
a un lugar que permitiera mayor ventilacién y menor
humedad ambiental y el sustrato de las materas de-
bido a su baja capacidad de retencién de humedad.

Ensayo No. 2

Los resultados de los valores SPAD, el porcentaje
de nitrégeno foliar y el peso seco de las plantas de
orégano 'Griego’ obtenidos para cada tratamiento,
se presentan en la Tabla 7.

Figura 1. Relacién entre los valores SPAD obtenidos con el medidor
de clorofila Minolta SPAD®-502 y el porcentaje de nitrégeno en el teji-
do foliar del orégano (Origanum vulgare ‘Inglés’), fertilizado con urea y
en condiciones de matera (Ensayo No. 1).
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Tabla 7. Mediciones tomadas con el medidor portatil de clorofila Minolta (SPAD-502), porcentaje de nitrégeno foliar y biomasa de la parte aérea de
plantas de orégano (Origanum vulgare ‘Griego’), tratadas con diferentes niveles de NH,NO, en solucion nutritiva aplicada por fertirrigacién (Ensayo No. 2).

Tratamiento u;&‘gm‘:g SPAD* %N foliar** Biomas:\.:él;‘ic:jeca***
1 0 34.50+0.5 2.22+0.17 1.01+0.03
2 50 37.12=0.7 2.50+0.17 1.30+0.04
3 100 40.59+0.5 2.14+0.13 1.45+0.01
4 150 43.39+0.4 2.46x0.18 1.63+0.03
5 200 46.13+0.6 2.88+0.09 1.42+0.00

*Promedio # error estandar; T1 n=135; T2 n= 135; T3 n=129; T4 n= 129; T5 n= 135 | **Promedio * error estandar; para todos los tratamientos n= 3

*** Promedio * error estandar; T1 n=45; T2 n=45; T3 n=43; T4 n=43; T5 n=45

Se encontrd una correspondencia entre las do-
sis de nitrégeno aplicadas en cada tratamiento y los
valores SPAD arrojados por el clorofildmetro, mos-
trando que el contenido de clorofila incrementé en
la medida en que aumentd el aporte de nitrégeno
en las soluciones nutritivas. En el tratamiento 1, la
carencia del nitrogeno en la solucién nutritiva con-
dujo a un menor contenido de clorofila, estimado
por los menores valores SPAD. Similar tendencia se
observé para el contenido de nitrégeno foliar, el cual
fue mayor a medida que se incremento el nitrégeno
aplicado. Sin embargo, el tratamiento 3 presentd un
comportamiento atipico, ya que el porcentaje de ni-
trogeno foliar fue bajo a pesar de registrar un alto
valor de SPAD (Tabla 7).

La relacién entre las unidades SPAD y el porcen-
taje de nitrégeno foliar, se establecié a través de un
andlisis de regresién, aplicando un modelo lineal (Fig.
2). Se evidencié una alta correspondencia entre am-
bas variables, siendo altamente significativa segun
el andlisis de varianza (P=0.001). Respecto a los pa-
rémetros que componen la regresion, se encontrd un

coeficiente de correlacién de r=0.8 y de determina-
cion de R?=0.64. Los anteriores resultados sugieren
que el medidor portétil de clorofila Minolta SPAD®-
502 es un instrumento confiable para la determina-
cién de la concentracion de nitrégeno en plantas de
orégano 'Griego’ jévenes y en estado vegetativo. De
este modo, dicho equipo podria convertirse en una
alternativa para diagnosticar el estado nutricional de
esta especie, en lo que a nitrégeno respecta.

35 T 9 N foliar = 0,115 SPAD - 1,88
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Figura 2. Relacion entre los valores SPAD obtenidos con el medidor
de clorofila Minolta SPAD®- 502 y los porcentajes de N foliar en oré-
gano (Origanum vulgare 'Griego’), en plantas jévenes en estado vege-
tativo en condiciones de matera y tratadas con diferentes niveles de
NH,NO, en la solucién estandar de fertirrigacion (Ensayo No. 2)
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Adicionalmente y con el fin de validar la meto-
dologia que se empled, se practicé un andlisis de
regresion para establecer si las diferentes dosis de
nitrbgeno que se les aportd a las plantas tuvieron un
efecto sobre el contenido de clorofila estimado con
el clorofildmetro. Efectivamente, las variaciones en
la cantidad de N aportado a las plantas de orégano
‘Griego’ a través del fertirriego, influyeron positiva-
mente en el nivel de clorofila, ya que se encontrd
una relacion altamente significativa (P<0.0001), un
buen ajuste al modelo lineal con un R?=0.93 (Fig. 3),
y una alta correspondencia entre los valores observa-
dos y predichos de la variable dependiente (r=0.96).
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Figura 3. Relacién entre la cantidad de nitrégeno aportado a través
de fertirrigacién en plantas de orégano (Origanum vulgare ‘Griego’) y el
contenido de clorofila estimado a través de las lecturas SPAD efectuadas
con el medidor de clorofila Minolta SPAD®- 502 (Ensayo No. 2).

Por otra parte, el crecimiento de las plantas de
orégano 'Griego’, medido a través de la biomasa
seca de la parte aérea, también presentd una res-
puesta dependiente del incremento en la cantidad
de nitrdgeno que les fue aportado a través de la so-
lucion nutritiva, ya que se encontrd un valor de pro-
babilidad significativo (P=0.003), de acuerdo al anéa-
lisis de regresion efectuado entre ambas variables.
También se encontrd una buena asociacion entre las
variables (r= 0.8) y un buen ajuste de los datos a un
modelo cuadrético, ya que el coeficiente de deter-
minacién fue R?= 0.63 (Fig. 4).
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Figura 4. Relacién entre la concentracion del nitrégeno aportado en
la fertirrigacién y la biomasa seca total de la parte aérea en plantas de
orégano jovenes (Origanum vulgare ‘Griego’), en estado vegetativo y
en condiciones de matera.

DISCUSION

Existe una relaciéon estrecha entre la concentra-
cién de clorofila en la hoja y el contenido de nitré-
geno foliar. El nitrégeno es un compuesto esencial
para la formacion de clorofila, ya que hace parte del
anillo tetrapirrol que conforma quimicamente esta
molécula, por lo tanto, en ausencia de éste, ademas
de presentar los efectos tipicos de la deficiencia de
nitrégeno en las plantas, hay una disminucion en el
contenido de clorofila (Salisbury y Ross, 2000). Los
resultados del presente estudio son consistentes
con lo anterior, ya que en los modelos de regresion
obtenidos para los dos ensayos, realizados con las
dos fuentes y formas de fertilizacion nitrogenada,
existié una buena correlacion entre el contenido de
clorofila estimado mediante las lecturas SPAD reali-
zadas con el clorofilémetro Minolta SPAD®-502 y el
contenido de nitrégeno en el tejido foliar de plantas
jovenes de orégano de los cultivares Inglés y Griego.

Los resultados obtenidos son similares a los re-
portados por Novoa y Villagréan (2002) y Scharf et al.
(2006), en maiz y por Westerveld et al. (2003) en ce-
bolla, entre otros, quienes también obtuvieron una
relacion lineal entre las unidades SPAD vy el nitré-
geno foliar y aportado a las plantas de cada espe-
cie. En otros estudios, como es el caso de algunos



materiales de maiz reportados por Netto et al. (2005),
de hojas de papaya por Scharf et al. (2006) y de col
por Westerveld et al. (2003), se obtuvieron modelos
cuadraticos, mientras que en el caso del café (Netto
et al., 2005) obtuvieron una relacion polinémica.

Parte de la variacién entre las lecturas SPAD y
el porcentaje de N foliar que no es explicada por
el modelo, especialmente en el ensayo No. 2 que
presentd un R?=0.64, puede obedecer a la influencia
de factores como el grosor diferencial de las hojas
muestreadas, asi como su posicién dentro de la plan-
ta, que ademas tendria relacion con la distribucion
de nitrdgeno en las diferentes hojas segun su edad.
Lo anterior se debe a que las plantas empleadas en
el Ensayo No. 2 fueron de mayor edad que las del
Ensayo No. 1y a que el periodo de aplicacion de los
tratamientos y evaluacion fue mayor. Otros autores
también han atribuido las diferencias entre las lectu-
ras, a variaciones tanto en el contenido de humedad
de las hojas, como a las condiciones ambientales en
el momento de las lecturas (Chang y Robinson, 2003;
Westerveld et al., 2003).

Este porcentaje de subestimacién observado en
mayor o menor grado en todos los modelos, puede
deberse también a errores en la toma de muestras,
al realizar mediciones en hojas con coloracién amari-
lla o verde menos intensa, como es el caso de hojas
senescentes, afectadas por deficiencias nutriciona-
les, salinidad, dano mecanico, etc. (Tsuda, 1999). Es
por ello que seria necesario realizar mas calibracio-
nes para validar el método de manera mas precisa
en otros escenarios, teniendo en cuenta el efecto de
la variacion en las condiciones ambientales, del vigor
de la planta, de la edad de las hojas, de las condicio-
nes de cultivo, asi como otros rangos de concentra-
ciones de nitrégeno en el suelo o sustrato.

En otros estudios realizados en cultivos de maiz,
arroz, algodon y plantas lefiosas, se sugiere que para
obtener una mejor calibracién del instrumento se re-
quiere que en el anélisis de regresion, el nitrégeno
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foliar sea expresado como masa de nitrégeno por
area foliar, lo cual incrementa el valor de R? que al
emplear solamente el porcentaje de nitrégeno foliar
(Chang y Robinson, 2003).

Como se observa en las figuras 3 y 5, una baja
disponibilidad de nitrégeno afectd tanto la concen-
tracién de clorofila en las hojas del orégano, como el
crecimiento de las plantas. En ausencia del elemen-
to quizas se produjo una reduccién en la fotosintesis
y con ello, retardos en el crecimiento de las plantas.
De acuerdo a San Clemente y Pefia (2008), existe una
relacién positiva entre la concentracién de nitrégeno
y la fotosintesis en las plantas C3y C4, siendo el con-
tenido de nitrégeno en la hoja un factor determinan-
te en la tasa fotosintética por unidad de area foliar.
Debido a que maés del 75% del nitrégeno orgénico
total se encuentra en los cloroplastos, principalmen-
te en forma de enzimas, un aporte limitado del ele-
mento afecta la tasa fotosintética debido a la dismi-
nucién en la sintesis y contenido de clorofila 'y en la
actividad de la Rubisco, segun reportan Marschner
(1986) y San Clemente y Pefna (2008). Sin embargo
la correlacién entre la concentracion de nitrogeno
aportado a las plantas y la fotosintesis no siempre
es generalizada y puede ser variable por efectos del
hébitat natural de la planta y factores ambientales
como la temperatura y la radiacién (Evans, 1989 cita-
do en San Clemente y Pefa, 2008).

Los incrementos en la concentracién de nitrége-
no, hasta las 150 ppm aplicadas a través del fertirrie-
go, generaron una respuesta positiva en los valores
SPAD medidos en las hojas de orégano. Sin embargo,
las concentraciones superiores (210 ppm) ocasionaron
retrasos en el crecimiento de las plantas de orégano
en estado vegetativo bajo las condiciones del ensayo
(Figura 5), indicando quizés que la tasa de crecimiento
puede inhibirse con un aumento en el suplemento de
este elemento, como reportan San Clemente y Pefia
(2008). Por su parte, las plantas de orégano someti-
das a restriccion en el aporte de nitrégeno, mostraron
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deficiencias de este elemento, manifestadas en su
coloracién, en un bajo nivel de clorofila estimado con
el clorofilémetro, en un bajo porcentaje de nitrégeno
presente en el tejido foliar y en un retardo en el creci-
miento, situacién que coincide con lo encontrado por
Morales y Suérez (2009) en plantas de orégano con
fertilizacion nitrogenada restringida.

La respuesta de las plantas de orégano a la ferti-
lizacién nitrogenada también se manifesté en la co-
loracién de sus hojas, la cual se tornd mas intensa a
medida que este elemento se aplicé en mayor dosis
en la solucién nutritiva. Las plantas que crecen con
deficiencias en este elemento presentan clorosis por
causa de la protedlisis e inhibicion en la sintesis de
clorofila y la senescencia precoz de la planta (Coel-
ho, 2008). Dicha clorosis es generalizada, aunque se
evidencia mejor en las hojas mas antiguas, que en
casos extremos se tornan totalmente amarillas y mue-
ren; por otro lado, las hojas mas jévenes presentan
una coloracién verdosa ya que reciben cantidades
solubles de nitrégeno que proviene de las hojas mas
antiguas. Esto se debe a que el N hace parte de los
nutrientes méviles, es decir, aquellos que tienen la ca-
pacidad de removilizarse y lo pueden hacer desde las
hojas mas maduras hasta las hojas méas nuevas (Taiz y
Zeiger, 20006).

De acuerdo a estos experimentos preliminares, se
concluye que el medidor portétil de clorofila Minolta
SPAD®-502 es una herramienta potencialmente con-
fiable para estimar el contenido de nitrégeno en el
tejido foliar de plantas jévenes de orégano (O. vulgare
‘Inglés’ y ‘Griego’) que se encuentran en estado vege-
tativo. Seria recomendable realizar otros estudios para
confirmar la relacion que existe entre este método no
destructivo de estimacién de la clorofila, con uno des-
tructivo de determinacion directa. Asi mismo, realizar
la calibracion del método propuesto en plantas de
orégano cultivadas en otras condiciones ambientales
y de suelo y en otros estados fenolégicos. También se
sugiere a futuro llevar a cabo estudios que permitan
establecer el efecto de la edad de las hojas de oréga-
no sobre las lecturas de clorofila y del contenido de
nitrégeno. Esta informacién, sumada a la determina-
cion de los niveles optimos de nitrogeno foliar en el
orégano, apoyarian la aplicacion practica de este mé-
todo de diagndstico para orientar las decisiones de
fertilizacién nitrogenada para el cultivo.
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