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ESTIMACION DE LAS CONCENTRACIONES RELATIVAS DE CLOROFILAEN
FOLIOLOS DE PAPA (Solanum tuberosum L.) UTILIZANDO TECNICAS DE
REFLECTANCIA DE LA VEGETACION

ESTIMATION OF RELATIVE CHLOROPHYLL CONCENTRATIONS IN POTATO

(Solanum tuberosum L.) LEAFLET USING VEGETATION REFLECTANCE
TECHNIQUES

Hildo Loayza!, Abelardo Calderén R."2, Raymundo O. Gutiérrez R.3, Elisabet Céspedes F.*y
Roberto Quiroz®

Resumen

La cantidad de energia solar absorbida por una hoja es en gran parte funcién de la concentracion
foliar de los pigmentos fotosintéticos. Por lo tanto, bajas concentraciones de clorofila pueden limitar
el potencial fotosintético y por consiguiente la sintesis de compuestos primarios de una planta. En
este trabajo se describe un método no destructivo para estimar las concentraciones de clorofila de
foliolos de los cultivares de papa: SA-2563, Pumamaqui y Purranca, basada en la interaccién entre
la luz y la vegetacion, que utiliza la primera derivada de sus respectivos espectros de reflectancia.
Como referencia, se utilizaron las unidades SPAD adquiridas por un medidor de clorofila SPAD—-
502 que fue previamente validado. Correlaciones mayores al 90% entre las amplitudes de las sefiales
obtenidas de derivar los espectros de reflectancia de foliolos en longitudes de onda alrededor de 720
nm y las concentraciones de clorofila medidas con un SPAD-502, evidencian el potencial del
método basado en reflectancia de la vegetacion como indicador seguro para estimar pardmetros
bioguimico—fisioldgicos de las plantas.
Palabras clave: clorofila, reflectancia, Solanum tuberosum L.

Abstract

The amount of solar energy absorbed by plants is largely a function of the foliar concentration
of photosynthetic pigments. Consequently, low concentrations of chlorophyll can directly limit the
photosynthetic potential and thus the primary production of plants. This study describes a non-
destructive method aiming to estimate the chlorophyll concentrations on potato leaves from the
cultivars SA—2563, Pumamaqui and Purranca. This method is based on the interaction between light
and vegetation and uses the first derivative of spectral reflectance from the crop canopy. For
reference, we used the SPAD units obtained with a previously validated SPAD-502 chlorophyll
meter. We found correlations greater than 90% between the amplitudes of signals obtained by
deriving the spectral reflectance of leaves at wavelength about 720 nm and the chlorophyll
concentrations obtained by the SPAD-502. Overall, this study showed the potential of techniques
based on vegetation reflectance as robust indicators for estimating plant biochemical—physiological
parameters.
Key words: chlorophyll, reflectance, Solanum tuberosum L.

Introduccion

La clorofila es el pigmento fotorreceptor
responsable de la primera etapa en la transformacién de
energia solar en energia quimica y, consecuentemente,
la molécula responsable de la existencia de vida
superior en la tierra. La clorofila cumple un rol central
en la cosecha de luz y en la transferencia de energia,
desde los sistemas periféricos hacia la parte central de
los fotosistemas 1 y 11, iniciando la separacion de cargas
en el centro de reaccion de los fotosistemas (Allen et
al., 2011). De las cinco clases de clorofila (A, B, C, D
y F), la A es la mas abundante, y de aqui su importancia
en el aparato fotosintético (Bryant et al., 2020). En
general, el metabolismo de la clorofila puede ser
dividido en cuatro areas funcionales, siendo las
principales: la sintesis de clorofila A, la biosintesis

tetrapirrdlica y la catalisis de la inter—conversion de la
clorofila A y la clorofila B, respectivamente
(Mochizuki et al., 2010; Tanaka & Tanaka, 2011).

La mayor cantidad de nitrogeno (N) en las hojas
esta incorporada en la clorofila. Por tal razén,
cuantificando el contenido de clorofila obtendremos
una medida indirecta del nivel de N en las hojas (Moran
et al., 2000; Sui et al., 2018).

Por otro lado, las técnicas més ampliamente
utilizadas para la determinacion de clorofila en tejidos
vegetales se basan en la extraccién de clorofila con
acetona al 80% (Lichtenthaler & Buschmann, 2001) o
con etanol al 95% (Song et al., 2021b). No obstante,
aungue precisas, estas técnicas presentan algunas
desventajas, como el requerimiento de equipos
especializados, elevado nimero de muestras, reactivos
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de alto costo, asi como el tiempo que exige
implementarlas en sus diferentes etapas. Sin embargo,
a través de diversos dispositivos optico—electrdnicos es
posible estimar la cantidad de clorofila total en los
tejidos foliares.

En afios recientes, técnicas de percepcion remota
aplicadas a la agricultura han realizado progresos para
desarrollar métodos que estiman  pardmetros
bioquimicos a nivel de hoja, como las concentraciones
de clorofila, el contenido de N, carotenoides, etc. Asi,
tenemos instrumentos comerciales que estiman los
contenidos relativos de clorofila midiendo la
absorbancia del tejido foliar en especificas longitudes
de onda. EI SPAD-502 (Minolta corporation, Ltd.,
Osaka, Japan) en 656 y 774 nm (Minolta, 1989),
Greenseeker Handheld (Trimble Navigation Ltd.
Sunnyvale, CA, USA) en 656 y 774 nm (Ali et al.,
2015), CCM-200 (Opti—Sciences, Inc., Hudson, NH) y
MC-100 (Apogee Instruments, Inc., Logan, UT, USA),
estos ultimos miden en 653 y 931 nm (Parry et al.,
2014; Ali & Imran, 2020).

El desarrollo de nuevos detectores portables de
concentraciones relativas de clorofila ha tenido éxito a
partir de la integracion de sensores espectrales
compactos de bajo costo, microcontroladores,
programas diseflados a medida con pruebas de
validacion y calibracion en condiciones de laboratorio
y campo (Song et al., 2021b). Del mismo modo,
camaras integradas en un celular y una fuente de luz
LED (por sus siglas en inglés: “light—emitting diodes™)
pueden adquirir imagenes en el rango visible (400-700
nm) que estiman los niveles de clorofila en las hojas
(Putra et al., 2022).

Estudios realizados en leguminosas, gramineas,
hortalizas, frutales y especies forestales presentaron
una alta correlacion entre el contenido de clorofila
foliar y las unidades SPAD (por sus siglas en inglés:
“Soil Plant Analyzer Device”) que brinda el detector de
clorofila SPAD-502 (Murillo-Amador et al., 2004;
Uddling et al., 2007; Hawkins et al., 2009; Coste et al.,
2010; Zhu et al., 2011). Asimismo, diferentes trabajos
calibraron el detector SPAD-502 para el cultivo de
arroz (Lin et al., 2010; Yuan et al., 2016; Zhang et al.,
2017), frijol caupi (Murillo-Amador et al., 2004), trigo
(Triticum aestivum L.) (Birling et al., 2011; Wang et
al., 2016), papa (Borhan et al., 2017), con el propdsito
de detectar posibles deficiencias de N y/o clorofila. Sin
embargo, si deseamos monitorear a nivel de dosel o
extensas areas de cultivos, el método basado en
absorbancia de dichos instrumentos portables no es de
facil escalar. En estas circunstancias, corresponde
utilizar  técnicas globalizadoras que permitan
monitorear extensas areas de forma rapida y no
intrusiva. En tal sentido, Zhang et al. (2021) estudiaron
el contenido de clorofila a nivel de follaje y su relacion
con el estado fisioldgico en remolacha azucarera
utilizando un espectroradiémetro para medir la
reflectancia del follaje. Ellos encontraron que el indice
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(R710 - R780)/R7g0 fue el mejor estimador de clorofila en
tres estadios vegetativos.

La radiacién solar incidente en el rango de 400 a
700 nm es mayormente absorbida por la vegetacion,
por esta razon, recibe considerable atencion en estudios
de reflectancia de las plantas. Adicionalmente, el
incremento de la reflectancia en el rojo lejano (regién
espectral entre 690 — 740 nm) es una respuesta genérica
que resulta en un indicador temprano y mas consistente
de estrés que otras regiones del espectro solar incidente
(Carter et al. 1996). Estos estudios han sugerido que
alteraciones de la reflectancia en el espectro visible por
condiciones de estrés resultan de la sensibilidad de las
concentraciones de clorofila en las hojas (Knipling,
1970; Puangbut et al., 2017). Diversos estudios han
mostrado que indices basados en reflectancia en el rojo
lejano  pueden estimar con  precision  las
concentraciones de clorofila en hojas (Frankenberg et
al., 2018; Zheng et al., 2018; Zhang et al., 2022). De
este modo, las propiedades dpticas de la hoja cercanas
a los 700 nm son cruciales para la deteccion de estrés
en plantas y la estimacién de concentraciones de
clorofila en hojas.

Experimentos realizados en las plantas Ginkgo
biloba y Zelkova serrata, relacionaron las
concentraciones de clorofila A por unidad de area
(CLA) y la primera derivada espectral de los datos de
reflectancia en determinadas longitudes de onda (DR5),
encontrandose una alta correlacion en la vecindad del
borde rojo (Endo et al., 2001b). En esta misma linea de
investigacion, experimentos realizados en almendra
(Prunus dulcis), alamo (Populus trichocarpa) y
manzana (Malus domestica) relacionaron las
concentraciones de clorofila en hojas y la primera
derivada de la reflectancia foliar respecto a las
longitudes de onda, encontrandose que hay un 6ptimo
en las regiones rojo lejano y verde (Ding et al., 2009).
Similarmente, experimentos realizados en hojas de
pepino (Cucumis sativus), realizados por Endo et al.
(2001a), encontraron una alta correlacion entre los
datos de la primera derivada de los espectros de
reflectancia y las concentraciones de clorofila A por
unidad de area.

El espectroradiometro es un instrumento disefiado
para medir la radiancia espectral. Las variaciones en la
concentracion de pigmentos en hojas se pueden medir
y diferenciar con espectrdmetros portatiles de alta
sensibilidad en la regién espectral correspondiente al
visible e infrarrojo cercano (Song et al., 2021a),
especialmente en la region del rojo entre 690 y 740 nm.
Shi et al. (2022) estimaron contenidos de clorofila A 'y
B mediante el andlisis de redes neurales
convolucionales  (CNN:  “convolutional  neural
network” por sus siglas en inglés), a partir de la
reflectancia de  hojas medidas con un
espectroradiometro. Zhao et al. (2022) realizaron un
estudio con datos de reflectancia espectral adquiridos
de hojas de papa en cuatro etapas fenoldgicas. Ellos
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utilizaron tres métodos: 1) la derivada de primer orden,
2) la transformada continua de Wavelet, y 3) un modelo
CNN que mostr6 mejor precision para la deteccién de
clorofila en papa.

Song et al. (2021a) estimaron el contenido de
clorofila en cultivos de maiz mediante la reflectancia
espectral utilizando el método de minimos cuadrados
parciales (PLS: “Partial Least Squares”) para optimizar
la amplitud del espectro. Luego, aplicando un muestreo
competitivo adaptativo ponderado (CARS:
“Competitive Adaptative Reweighted Sampling”) y el
algoritmo genético (GA: “Genetic Algoritm”) lograron
implementar un modelo que estimd el contenido de
clorofila.

Este estudio propone utilizar la reflectancia foliar
para estimar la concentracién de clorofila en el cultivo
de tres cultivares de papa (SA-2563, Pumamaqui y
Purranca) por ser un indicador de bajo costo con un alto
potencial de escalamiento. Para tal fin, se utilizé un
espectroradiometro para implementar un método que
permitiera la adquisicion de firmas espectrales en hojas
de los tres cultivares de papa consiguiendo hallar
longitudes de onda sensibles a la concentracion de
clorofila total. Previamente se implementé un
experimento de estrés hidrico por sequia con el
proposito de generar una mayor variabilidad en las
concentraciones de clorofila de las hojas y asi favorecer
la validacién del método.

Materiales y métodos
Validacion de las unidades SPAD del medidor de
clorofila SPAD-502

Este experimento se realiz6 en el interior de un
invernadero en las instalaciones del Centro
Internacional de la Papa (CIP-Lima), entre los meses
de abril y junio, con temperaturas de aire promedio de
18 °C la maxima y 13 °C la minima. Un tubérculo
semilla del cultivar Canchan (CIP N°380389.1) (CIP,
2022b) se sembr6 en cada maceta totalizando cinco
macetas. Las macetas de plastico de 10” de diametro
(Kord Products Inc, Ontario, Canada) fueron llenadas
con 1.2 Kg de PRO-MIX (Premier Tech Horticulture,
Canada), un substrato de suelo himico con una alta
capacidad de retencién de agua (capacidad de campo de
30% en contenido volumétrico). La fertilizacion en la
siembra se realizé en cada maceta, que recibi6 7 g de
una mezcla de fertilizantes granulados, compuesta de
Urea (46% N), (NH4)3PO4 (18% Ny 46% P20s) y KCI
(60% K,O0) con wuna proporcion de 0.5:2:1,
respectivamente. Luego, semanalmente y por las cinco
primeras semanas, se realizé el riego con 500 ml de una
solucion (1 g-17") de fertilizante soluble (Peter fertilizer,
Everris International B.V., Geldermalsen, The
Netherlands) con 15% de N, 2% de P05y 20% de K>O.
Los riegos regulares se realizaron cada 48 horas a las
16:00 horas del dia, con cantidades de 400 ml las dos
primeras semanas, 800 ml la tercera y cuarta semana, y
1200 ml en las subsiguientes semanas. Cada maceta
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tenia un plato que recogia el agua excedente, el cual era
reabsorbido el dia siguiente.

A las 8 semanas después de la siembra se
muestrearon foliolos que presentaban desde clorosis
ligera (tercio inferior) hasta un color verde intenso
(tercio superior). Con la finalidad de validar las
unidades relativas SPAD que arroja el instrumento
SPAD-502 se uso la técnica empleada por Zheng et al.
(2018). Para ello, se agruparon foliolos en intervalos de
lectura de unidades SPAD que abarcaron de: 1) 25 a 29,
2) 30 a 34, 3) 35a 39,y 4) 40 a 45. Se realizaron 3
lecturas por foliolo, de un foliolo cercano al foliolo
impar como lo recomiendan Ramirez et al. (2014). Se
obtuvo el promedio de 3 lecturas por intervalo de
unidades SPAD, de acuerdo al procedimiento del
fabricante (Minolta, 1989). Con la ayuda de un
sacabocado, los foliolos fueron cortados en fragmentos
de 1 cm? aproximadamente, teniendo en cuenta
conservar una relacion area y peso aproximadamente
constante entre los fragmentos correspondientes a cada
intervalo de unidades SPAD.

Finalmente, las muestras fueron conducidas al
laboratorio para determinar su contenido de clorofila
por extraccion en acetona al 80%, de acuerdo con
Lichtenthaler & Buschmann (2001).

Los foliolos, agrupados en intervalos de valores
SPAD, permitieron abarcar todas las tonalidades del
verde y se guardaron en N liquido. La cuantificacion de
clorofila A y clorofila B se realiz6 mediante el método
de Arnon, publicado por Bruinsma (1963), para la cual
se mezcld 0.5 g de foliolos sin nervaduras con 10 ml de
acetona fria al 80%. En seguida, se centrifugé y filtré.
Una alicuota de 1 ml del sobrenadante se complet6 con
4 ml de acetona fria. La dilucidn fue transferida a una
cubeta del espectrofotémetro y leida a absorbancias de
645y 663 nm de longitud de onda. La cuantificacién de
clorofila Ay B se realizd remplazando las lecturas del
espectrofotometro en las Formulas 1 y 2,
respectivamente (Lichtenthaler & Buschmann, 2001).

Clorofila A (ug - ml™1)
= 12.25 X Aggs — 2.78 X Agys

Férmula 1.

Clorofila B (ug - mI™1)
= 21.50 X Aggs — 5.10 X Aggs

Férmula 2.

Donde:

Agsz Y Asss corresponden a las absorbancias del
extracto de clorofila en las longitudes de onda de 663 y
645 nm, respectivamente.

Para comparar los gramos de clorofila por unidad
de masa de hoja, que brinda la técnica de extraccion
(Lichtenthaler & Buschmann, 2001), con los gramos de
clorofila por unidad de &rea del SPAD-502, se
establecié una relacion &rea/peso aproximadamente
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constante considerando el mismo nimero de discos por
cada intervalo de valores SPAD.

Estimacion de concentraciones relativas de clorofila A
y B utilizando la reflectancia del tejido vegetal

Para esta prueba, la colecta de datos se llevd a cabo
en un cobertor de malla antiafida en las instalaciones
del Centro Internacional de la Papa (CIP — Lima).
Utilizando macetas, se sembraron tubérculos semilla de
tres cultivares de papas nativas. Los cultivares
evaluados fueron los siguientes: SA-2563 (CIP
N°700234), Pumamaqui (CIP N°704380) y Purranca
(CIP N°705009) (CIP, 2022a). El tipo de maceta, el
substrato, la fertilizacion y el manejo fue similar a lo
descrito anteriormente. Un total de cinco macetas por
cultivar, las cuales fueron regadas cada 48 horas las
primeras cinco semanas; el mismo procedimiento
descrito en la seccion anterior. Luego, las plantas
fueron sometidas a un tratamiento de estrés hidrico
dejdndose de regar durante cuatro semanas con el
propoésito de obtener diferencias en el contenido de
clorofila, similar a Van der Mescht et al. (1999). Al
final de cada semana se realizaron evaluaciones de
reflectancia.

Un espectroradiémetro portatil LI-1800 (LI-COR
Inc., Lincoln, NE, USA) y una esfera integradora
modelo LI1-1800-12S (LI-COR Inc., Lincoln, NE,
USA) (LI-COR, 1989, 1990) fueron utilizados para
adquirir semanalmente datos de reflectancia en
condiciones controladas de los foliolos de los 3
cultivares de papa, con 2 lecturas de reflectancia por
cada foliolo. Especificamente, los 2 foliolos
correspondian a los pares cercanos al foliolo impar de
una tercera hoja completamente expandida. La cAmara
interior de la esfera integradora estuvo recubierta con
una superficie altamente reflectante en la region visible
e infrarrojo cercano (NIR: “Near Infrared” por sus
siglas en ingles). Esto permitié que la luz que ingres6 a
su interior se refleje sin pérdidas. Dicha esfera posee 3
puertos y en uno de ellos se atrapa al foliolo que es
irradiado con una ldmpara de halégeno — tungsteno de
intensidad constante. Finalmente, la luz reflejada por el
foliolo se dispersa al interior de la esfera integradora y
luego es recogida por una fibra dptica y transportada al
sensor de luz del espectroradidmetro. El procedimiento
seguido es similar al descrito por Castro—Esau et al.
(2006) y Ding et al. (2009).

Anélisis de los espectros de reflectancia

Utilizando la esfera integradora obtuvimos
espectros de reflectancia de foliolos por longitud de
onda (R;) en condiciones ideales para los 3 cultivares
de papas nativas sometidas en este estudio. Mientras, el
SPAD-502 proporcion6 las concentraciones relativas
de clorofila total medidos en los mismos foliolos que
fueron usados para obtener las sefiales de reflectancia.
Utilizando esta informacidn, se calcul6 la correlacion
entre la primera derivada central de la reflectancia por
longitud de onda (PDR)) y las concentraciones relativas
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de clorofila proporcionadas por el SPAD-502, similar
al procedimiento ensayado por Rao et al. (2008).
Las PDR;, se calcularon segln la Férmula 3.

Rar1 — Ryo
PDR, = A+1 A-1
2
Férmula 3.
Donde:
Ry+1 Y Rya: Reflectancia en la longitud de onda A+1
y A-1.

Las sefiales de reflectancia de los foliolos fueron
procesadas para resaltar atributos que acentlen su
relacion con las concentraciones de clorofila. Se aplico
la primera derivada en el dominio de las longitudes de
onday las sefiales resultantes fueron alisadas utilizando
una funcién B-Spline de tercer grado, de acuerdo con
los procedimientos descritos por Lee (1982) y Agoston
(2005). La funcién B-Spline clbica esta compuesta de
polinomios clbicos fragmentarios determinados por
una serie de puntos de control (s;, pi), i = 1,2,...,n; que
no se ajustan a los puntos tabulados con exactitud pero
que tienen el objetivo de generar curvas continuas.

Correlogramas se graficaron a partir de las sefiales
correspondientes a la primera derivada de la
reflectancia y los valores SPAD adquiridos de foliolos
para cada uno de los cultivares de papa (item anterior).
Un procedimiento similar fue presentado por Rao et al.
(2008). La auto correlacion cruzada permitio
determinar las longitudes de onda correspondientes a la
primera derivada de la reflectancia de foliolos con la
maés alta correlacion respecto a los valores SPAD.

Se utilizé el coeficiente de determinacion (R?) para
evaluar el ajuste entre las medidas SPAD y las
amplitudes de la primera derivada de la reflectancia
foliar.

Resultados
Validacion de las unidades SPAD para estimar
contenido de clorofila A, B y total en hojas de papa del
cultivar Canchén

El contenido de clorofila total medidos en foliolos
del cultivar Canchan presentaron una correlacion lineal
significativa R? = 0.98 y Pyawe = 0.0095 con las
evaluaciones SPAD realizadas con el SPAD-502 en
grupos clasificados en diferentes tonalidades de verde.
Estos resultados representan una gran ventaja, ya que
permitiria  sustituir métodos tradicionales de
cuantificacion de clorofila en laboratorio por lecturas
rapidas y no destructivas representadas en unidades
SPAD. Los resultados de la cuantificacion de clorofila
A, B,y total, realizadas en laboratorio en intervalos de
valores SPAD, se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Valores SPAD promedio vy
concentraciones de clorofila A, B y total,
respectivamente, en diferentes intervalos de valores
SPAD.

o -
8< Q3 <. w_ £
o Qo < <3 A
<P n 2L = = 2 8 @
c 8 o £ o o S o =)
85 S8 sE SE °E
s = kS 2 £ 5
=g > © © O
25a29 26.45 1.100  0.998 2.098
30a34 31.95 1.897 0.929 2.826
35a39 36.81 2.294 0.973 3.266
40 a 45 41.66 2.969 1.256 4.225

Las regresiones lineales entre las concentraciones
de clorofila A, B, y total versus las unidades SPAD se
muestran en la Figura 1.

Clorofila A (mg-g*) = 0.1266 x SPAD — 2.303 R?

=0.98 (**)

Clorofila B (mg-g*) = 0.0176 x SPAD + 0.4316R?
=0.52 (ns)

Clorofila total (mg-g*) = 0.1438 x SPAD — 1.855
R%=0.98 (**)

Anélisis de los espectros de reflectancia

Los espectros de reflectancia correspondiente a los
foliolos de los tres cultivares de papa se muestran en las
Figuras 2, 4 y 6. Estas sefiales fueron derivadas con
respecto a las longitudes de onda y alisadas mediante
una funcion B-Spline de tercer grado (Lee, 1982;
Agoston, 2005), Figuras: 3,5y 7.

Para el cultivar de papa SA-2563 se obtuvieron
cuatro  sefiales de reflectancia  visualmente
diferenciadas (Figura 2) y correspondientes a las 4
fechas de evaluacién. De manera simultanea se registré
para cada fecha un promedio de lecturas de clorofila
SPAD que disminuyé de 46.5 a 17.9 unidades SPAD,
obteniéndose una amplitud de 28.6 (Figura 2). Para
fines de validar el método, resulta ideal contar con un
amplio rango de valores SPAD y simultineamente
diferentes espectros de reflectancia. Asimismo, para
fines préacticos, se grafico la primera derivada de los
espectros de reflectancia por longitud de onda desde
680 nm hasta 760 nm, debido a que dentro de dicho
rango se presenta un pico maximo relativo para cada
sefial de reflectancia procesada (Figura 3).

Con el cultivar de papa Pumamaqui, las cuatro
sefiales de reflectancia formaron dos grupos con una
escaza diferencia entre ellos (Figura 4). Por otro lado,
las lecturas SPAD presentaron un valor maximo de
47.9 y un minimo de 33.2 unidades SPAD, un rango de
14.7, que representa casi la mitad de amplitud
presentada por el cultivar SA-2563. Esta caracteristica
es importante tenerla en cuenta para la validacion del
método. La gréfica, correspondiente a la primera
derivada de los espectros de reflectancia, muestra el
mismo patron de agrupamientos que los espectros de

reflectancia, con dos picos que se aprecian en la
Figura 5.

SPAD vs Clorofila A
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Figura 1. Valores SPAD versus Clorofila A, B y total
(cultivar: Canchén).
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Figura 2. Espectros de reflectancia (cultivar de papa:
SA - 2563).
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Figura 3. Derivada de la reflectancia por longitud de
onda (cultivar: SA — 2563).
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Figura 4. Espectros de reflectancia (cultivar de papa:
Pumamagqui).
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El cultivar de papa Purranca presenta tres sefiales de
reflectancia visualmente diferenciados (Figura 6). Con
respecto al promedio de lecturas de clorofila SPAD, los
valores disminuyen de 42.3 a 19.3 con una amplitud de
23.0 unidades SPAD. En lo que respecta al grafico de
la primera derivada de los espectros de reflectancia, se
presentan hasta tres picos centrados en diferentes
longitudes de onda, como se observa en la Figura 7.
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Figura 5. Derivada de la reflectancia por longitud de
onda (cultivar; Pumamaqui).
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Figura 6. Espectros de reflectancia (cultivar de papa:
Purranca).
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Figura 7. Derivada de la reflectancia por longitud de
onda (cultivar: Purranca).
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Las Figuras 8, 9 y 10 se obtuvieron al comparar las
amplitudes por longitud de onda de la PDR;, con los
valores relativos de clorofila SPAD obtenidos de los
foliolos para cada uno de los 3 cultivares de papa,
respectivamente. Se encontrd que la primera derivada
de la reflectancia de los foliolos de papa presenté una
alta sensibilidad en la regién espectral correspondiente
al rojo y al verde. Estos resultados se resumen en la
Tabla 2. Sin embargo, para cada uno de los cultivares
de papa se encontr6 una ligera variacion en la longitud
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de onda central correspondiente a los picos de mayor Variedad Purranca
amplitud en los coeficientes de determinacion. Asi, los
picos de mayor amplitud corresponden a longitudes de
onda centradas en: 716 nm (Purranca), 722 nm
(Pumamaqui) y 724 nm (SA-2563). En tanto, los
segundos picos de mayor amplitud corresponden a
longitudes de onda central aproximadamente en: 561
nm (Purranca), 562 nm (Pumamaqui) y 563 nm (SA-
2563). Resultados similares, con dos picos maximos de
coeficientes de determinacién, fueron presentados en
cultivos de arroz y algodén (Rao et al., 2008), en
manzana, almendra y dlamo (Ding et al., 2009).

—
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Figura 10. Coeficiente de determinacion (R?) entre los
(724, 0.94 valores relativos de clorofila SPAD y la primera
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Nuestros resultados confirmaron que el SPAD-502
es un instrumento Util para estimar concentraciones de
clorofila total. Este instrumento se valid6 con datos
adquiridos de foliolos de papa del cultivar Canchén,
obteniéndose un coeficiente de determinacion de 0.98.
Resultados similares fueron obtenidos con otras
especies como: trigo y papa por Uddling et al. (2007),
papa por Bindi et al. (2002) y frijol caupi por Murillo—
Amador et al. (2004).

Las altas correlaciones encontradas entre las
0.0- amplitudes de la primera derivada de los datos de

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 reflectancia evaluadas en determinadas longitudes de
Longitud de onda (nm) onda en la regién del eje rojo y las concentraciones

relativas de clorofila SPAD para los cultivares de papa
SA-2563, Pumamaqui y Purranca, corroboran los
trabajos realizados con Ginkgo biloba para A = 727.5
nm (R? = 0.85) y Zelkova serrata para A= 732.5 nm (R?
= 0.78) reportados por Endo et al. (2001b), asi como,
también, los estudios realizados con maiz para A = 710
nm (R? = 0.78) por Schepers et al. (1996). En alamo,
almendro y manzano se obtuvieron una alta
sensibilidad en las regiones correspondientes al rojo

N S S
= =) %
aad o s a1 o o 0 4

Coef. determinacion (RZ)
e
[\
bl

Figura 9. Coeficiente de determinacion (R?) entre los
valores relativos de clorofila SPAD y la primera
derivada de los espectros de reflectancia de foliolos de
papa (PDR,), cultivar Pumamagqui.
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lejano (700 hasta 730 nm) y al verde (550 hasta 580
nm), presentados por Ding et al. (2009). Sin embargo,
en el caso del cultivo de pepino se reportd una alta
sensibilidad para A = 678 nm (R? = 0.81), seglin Endo
et al. (2001a).

Estos resultados se explican a partir de la
interaccion que existe entre la epidermis de la hojay la
luz incidente en la regioén correspondiente al infrarrojo
cercano desde 700 nm a 740 nm (Ding et al. 2009; Kira
et al., 2015; Li et al. 2017). Los valores SPAD con la
maés alta correlacion con la amplitud de los espectros de
reflectancia derivados en el dominio de las longitudes
de onda correspondieron al rango entre 716 nm y 724
nm, para los tres cultivares de papa nativa sometidos en
este estudio. Resultados similares fueron presentados
por Kira et al. (2015) en tres especies forestales, y por
Zhao et al. (2019) en cuatro especies de manglares.

El SPAD-502 permiti6 realizar medidas répidas del
contenido relativo de clorofila a nivel de hoja. Asi,
trabajos como los realizados por Ramirez et al. (2014)
y Rolando et al. (2015) relacionaron los contenidos de
clorofila como indicadores del rendimiento de
tubérculo en condiciones de restriccion hidrica, e
indicadores de tolerancia al estrés hidrico,
respectivamente. Sin embargo, si el objetivo es evaluar
extensas zonas de cultivos, seria necesario un gran
nUmero de personas e instrumentos incrementando los
costos y el tiempo de ejecucién. En ese sentido,
métodos basados en la reflectancia del tejido vegetal y
el procesamiento de sefiales presentado en este estudio
permitirian evaluar el contenido de clorofila de forma
rapida, eficiente y no intrusiva. Mejor aun, si utilizamos
camaras con filtros dpticos en las longitudes de ondas
de nuestro interés (Rao et al., 2008; Roosjen et al.,
2018).

Un método que utilice la informacion reflejada por
la planta en lugar de la absorbancia del tejido foliar,
como es el caso del SPAD-502, incrementaria la
capacidad de escalamiento de las evaluaciones; mas
aun, si consideramos el potencial de las cémaras
agricolas multiespectrales, como es el caso de la
RedEdge-P (MicaSense Inc., Seattle, WA, USA) o
hiperespectrales como el Hyperspec UV-VIS
(Headwall Photonics Inc., Bolton, MA, USA), para la
adquisicion de imagenes de reflectancia de la
vegetacion desde plataformas aéreas no tripuladas.
Estas sinergias resultan potentes herramientas de
decision para los agricultores, permitiendo, por
ejemplo, generar mapas de deficiencias o excesos en el
uso de fertilizantes en los cultivos.

Conclusiones

El presente trabajo de investigacién presenta un
método que analiza y procesa sefiales de reflectancia a
nivel de hoja con el propésito de estimar
concentraciones relativas de clorofila en foliolos de
plantas de papa de forma répida y no intrusiva. El
método aplicado presenta estimaciones de clorofila
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total con coeficientes de determinacién mayores al 88%
utilizando valores SPAD como referencia. Nuestros
resultados reafirman el potencial y la flexibilidad de las
técnicas basadas en reflectancia para estimar rasgos de
los cultivos en el marco de la agricultura de precision.
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