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Resumen

La produccién horticola se caracteriza por el alto consumo de fuentes nutricionales,
entre ellos los fertilizantes nitrogenados. El consumo de este tipo de fertilizantes es desmedido,
lo que provoca bajas productividades y un aumento en la contaminacién ambiental mediante la
emision de gases de efecto invernadero, asi como la eutrofizacion de fuentes de agua por el
aumento en el contenido de nitrogeno. Debido a esta problemaética, los productores realizan
monitoreos del N mediante metodologias donde es requerido eliminar tejido vegetal y ademas
esperar dias 0 semanas por los resultados, retrasando la correccion de las deficiencias o de los
excesos de este nutriente. Se han implementado métodos no destructivos para su
determinacion, algunos de los cuales se basan en sensores épticos como los cuantificadores de
la transmitancia, reflectancia o fluorescencia del tejido fotosintético, presentando relaciones
con el contenido de N foliar. Es por esto, que existe la necesidad de realizar investigaciones en
cultivos horticolas donde se pueda validar el uso de este tipo de instrumentos, tal es el caso del
chile dulce. Por lo que el objetivo de esta investigacion es determinar la relacion existente entre
las variables medidas por algunos de estos equipos de sensores dpticos y el contenido de
nitrégeno y clorofila foliar.

Se utiliz6 un sistema hidropdnico de chile dulce var. Dulcitico cultivado en un
invernadero ubicado en la Estacion Experimental Fabio Baudrit Moreno (E.E.F.B.M) de la
Universidad de Costa Rica, situada en La Garita de Alajuela. El cultivo se establecié en tablas
de fibra de coco con un sistema de riego por goteo con goteros autocompensados y
antidrenantes. Se establecio un disefio factorial irrestricto al azar, combinando tres niveles de
nutricion, alta (A), media (M) y baja (B) y dos niveles de agotamiento hidrico 10% y 35%,
siendo los tratamientos B10%, B35%, M10%, M35%, A10% y A35%. Se realizaron
mediciones mensuales del contenido de clorofila de manera directa mediante un método de
extraccion con etanol e indirectas con el uso de equipos para la medicion de transmitancia
(SPAD, CCI), la fluorescencia (Fv Fm™) y la reflectancia (NDV1). También se determino el
contenido de nitrogeno (N) mediante el método Kjeldahl y el rendimiento del cultivo mediante
cosechas semanales. Se realizé un analisis de varianza (ANDEVA), y posteriormente se realizd
un analisis de regresion para cada variable con el contenido de clorofila y de nitrégeno.

Se observo un efecto por parte de la nutricién sobre el contenido de clorofila y de

nitrégeno, pero ningun efecto del porcentaje de agotamiento hidrico. Asimismo, no se observo



interaccion entre los factores de nivel de nutricion y porcentaje de agotamiento en las variables
directas evaluadas.

El contenido de clorofila (mg g') no presenté diferencias significativas entre
tratamientos; mientras que en las variables del contenido de nitrogeno (%) y rendimiento (kg
planta?), el tratamiento de nutricion baja fue estadisticamente inferior al de nutricion media y
alta.

En cuanto al analisis de regresion, las variables del contenido de clorofila (mg g) y de
nitrogeno (%) mostraron coeficientes de determinacion (R?) bajos, siendo el mas alto de 0,18
en el tratamiento de nutricion baja. En el andlisis realizado entre el contenido de clorofila (mg
g1) y las mediciones indirectas evaluadas, el SPAD, CCl y NDVIg mostraron los mayores R?,
siendo estos de 0,71, 0,75 y 0.63 respectivamente. En el analisis de regresion realizado entre
las mediciones indirectas y el contenido de N, las variables Fv Fm™ y NDVIg presentaron los
mayores coeficientes de determinacion con valores de 0,89 y 0,61 respectivamente en el
tratamiento de nutricion baja. En cuanto al rendimiento, este mostré mayores valores de R?
cuando este se analiz6 con el contenido de N con un valor de 0,5 en el tratamiento de nutricion
media.

Las variables evaluadas son afectadas por las condiciones nutricionales en el cultivo,
donde se observa que estas son mejores para la determinacion del estado del nitrogeno y de
clorofila ante una deficiencia nutricional. EI CCl y SPAD resultan ser las variables més
prometedoras cuando se quiere determinar el contenido de clorofila; mientras que, para
determinar el estado del nitrdgeno, las variables Fv Fm™ y NDVI son las que muestran el mejor
comportamiento para dicha determinacion.

Por altimo, el rendimiento presenté una mejor relacion con el contenido de nitrégeno

en comparacion con el contenido de clorofila.
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1. Introduccién

El chile dulce (Capsicum annuum), pertenece a la familia de las Solanéceas y representa
una de las principales hortalizas a nivel mundial. En Costa Rica es un cultivo de relevancia
socioecondmica; asi, para el afio 2012 se dio la primera exportacion de chile dulce cultivado
en invernaderos hacia Estados Unidos, exportandose 1.374.865 Kg de chile dulce en el afio
2014 (Salas, 2012; Bolarios et al., 2018). Segun INEC (2017), en el afio 2016 en Costa Rica se
cultivaron aproximadamente 479 ha de chile dulce principalmente en zonas productoras de los
cantones de Grecia, San Ramon, Poas, Escaz(l y Paraiso. Las provincias de Cartago y Alajuela
destacan como las principales zonas con produccion bajo ambientes protegidos (SEPSA, 2016,
Jiménez, 2007; Marin, 2010).

Tradicionalmente ha sido cultivado en sistemas a campo abierto, utilizando techos de
plastico durante la época lluviosa y un sistema de fertilizacion convencional. Sin embargo, en
los altimos afios, debido a los efectos del cambio climatico, han ido en aumento los sistemas
de produccién bajo ambientes protegidos. Dichos sistemas de produccion permiten controlar
una serie de factores que afectan directamente la produccién, como el ataque de plagas y/o
enfermedades, las condiciones ambientales, el sustrato, el uso del agua, asi como la fertilizacion
(Shany, 2004).

La fertilizacion en sistemas protegidos que utilizan sustratos inertes se realiza mediante
el sistema de fertirriego, donde las fuentes a aplicar deben aportar el 100% de los
requerimientos del cultivo. El nitrégeno (N), es uno de los principales elementos a considerar
en la nutricion de las plantas, ya que se encuentra involucrado en procesos como la sintesis de
proteinas, la fotosintesis, produccién de follaje y por ende en el rendimiento del cultivo
(Leghari et al., 2016). Ante una deficiencia se observa tejido foliar clorético, una disminucion
en el crecimiento, en el desarrollo de la planta y en la produccién. De manera contraria, una
sobredosificacion promueve el crecimiento vegetativo con tejido mas suculento, el cual facilita
el ataque de microorganismos fitopatdgenos. Esto, también puede ocasionar una disminucion
en el tamafio y la calidad del fruto, repercutiendo directamente sobre la produccién (Leghari et
al., 2016).
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Habitualmente, muchos agricultores realizan la aplicacion de dicho elemento sin
criterios técnicos adecuados, lo cual ha generado aplicaciones excesivas y consecuentemente
un incremento en la contaminacion ambiental. La contaminacion por parte de las fuentes
nutricionales ricas en N se debe a las formas de nitr6geno diatdmico no reactivo a otras formas
reactivas como lo es el amonio, amoniaco, nitritos, 6xido nitroso, nitratos, entre otros (Science
Communication Unit, 2013). Muchos de estos fomentan el efecto invernadero, por ejemplo, el
Oxido nitroso liberado por los fertilizantes al entrar en contacto con los suelos (Science
Communication Unit, 2013). Asimismo, se da un aumento excesivo de N en la atmdsfera
mediante la volatilizacion del amoniaco de fuentes aplicadas al suelo. Ademas, las aplicaciones
excesivas junto con altas precipitaciones y/o volimenes de riego, favorecen la lixiviacion de
estos fertilizantes a cuerpos de agua superficiales, provocando la eutrofizacién (Byrnes, 1990;
Science Communication Unit, 2013).

Por otra parte, la disponibilidad del recurso hidrico también afecta el desarrollo de las
plantas. El exceso prolongado de agua en la rizdsfera o anegamiento provoca cierre estomatico,
disminucion en la absorcion de minerales y muerte de raices, entre otros efectos (Pardos, 2004).
En chile dulce, el déficit hidrico provoca una disminucion en la tasa fotosintética, aborto y dafio
en el fruto, marchitez y la muerte de la planta (Quesada, 2015). En la actualidad este es el
principal recurso natural que se encuentra en peligro, por lo que el uso eficiente de este es de
suma importancia para la produccion agricola.

La agricultura es altamente dependiente de insumos como los fertilizantes nitrogenados
y del recurso hidrico, en especial las hortalizas como el chile dulce debido a su susceptibilidad
a cambios bruscos en el contenido de agua y nutrientes. Debido a esto, se han desarrollado una
serie de metodologias para la determinacién del estado del N y del estado hidrico en las plantas,
algunas de las cuales se basan en la determinacion del contenido de clorofila o la eficiencia
fotosintética. Para su determinacidn existen métodos destructivos y no destructivos; el primero
de éstos se basa en la determinacion espectrofotométrica del contenido de clorofila en el tejido
mediante una extraccion con acetona, etanol u otros compuestos (Porra et al., 1989). Los
métodos no destructivos y/o equipos de fotosintesis, utilizan sensores opticos como son los
cuantificadores de la transmitancia, reflectancia o fluorescencia del tejido fotosintético,
presentando correlaciones con el contenido de N foliar (Padilla et al., 2018). Estos brindan
informacion relevante, sin embargo, su aplicacion esta limitada por la falta de investigacion en
cultivos horticolas, de ahi la importancia de generar investigacion para su correcto uso en

campo.
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El estudio de las diferentes metodologias para la determinacion del estado hidrico y del
estado del N, tiene gran importancia para el sector agropecuario. El productor actualmente tiene
la necesidad de eliminar tejido vegetal productivo para realizar anélisis nutricionales y, aunado
a esto, debe esperar dias o semanas por los resultados, lo cual retrasa la correccion de las
deficiencias o de los excesos de nutrientes como el N. Con el uso de algunos métodos indirectos
no es necesario eliminar tejido y con los datos obtenidos es posible actuar de manera inmediata
ante una deficiencia o un exceso de N y ante un déficit o exceso de agua, mejorando de esta
manera la productividad del cultivo.

Gran parte de los estudios realizados sobre el contenido de clorofila y su relacion con
el contenido de N y estado hidrico, han sido en cultivos como el tomate (Ulissi et al., 2011;
Padilla et al., 2014; Padilla et al., 2018; Padilla et al., 2015) y el maiz (Gabriel et al., 2019;
Sanchez et al., 1983; Rambo et al., 2010), mientras que en el cultivo de chile dulce se ha
comenzado muy recientemente a evaluar dicho efecto en condiciones hidropénicas. Es por esto
por lo que el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones
de nutrientes en solucién nutritiva y de agotamientos del contenido de humedad en el sustrato,
sobre el contenido de nitrogeno, de clorofila y el rendimiento en el cultivo de chile dulce

hidroponico bajo condiciones de invernadero.

2. Objetivos
Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de nutrientes en solucion nutritiva y de
agotamientos del contenido de humedad (%v.v-1) en el sustrato, sobre el contenido de
nitrégeno, de clorofila y el rendimiento en el cultivo de chile dulce hidroponico bajo
condiciones de invernadero.

Objetivos especificos

e Determinar el efecto de tres niveles de nutricion y dos porcentajes de agotamiento
hidrico en el sustrato sobre el contenido de nitrogeno y el contenido de clorofila
mediante mediciones directas en el cultivo de chile dulce var. Dulcitico.

e Determinar la relacion entre las mediciones directas del contenido de clorofila y el

contenido de nitrégeno en el cultivo de chile dulce.
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e Determinar larelacion entre las mediciones indirectas de clorofila y las cuantificaciones
directas del contenido de nitrogeno y clorofila para identificar el instrumento que
presente la mayor correlacion.

e Determinar la relacion entre el contenido de nitrégeno y clorofila con el rendimiento en

chile dulce var. Dulcitico.

3. Revisién de literatura

3.1 Cultivo de chile dulce (Capsicum annuum) var. Dulcitico

3.1.1 Generalidades

El cultivo de chile dulce (Capsicum annuum), pertenece a la familia de las solanéceas.
Este es originario de México, Centroamérica y Suramérica, siendo ahora cultivado en gran
parte de las regiones tropicales y subtropicales (Bolafios et al., 2018). Se caracteriza por poseer
una gran cantidad de nutrientes tales como calcio, fésforo, hierro y potasio; asimismo, es rico
en antioxidantes y vitaminas (Bolafios et al., 2018).

Actualmente existen una gran cantidad de variedades mejoradas, tal como la variedad
Dulcitico la cual fue desarrollada en el afio 2013 en la Estacion Experimental Agricola Fabio
Baudrit Moreno de la Universidad de Costa Rica, ubicada en la Garita de Alajuela. Esta se
desarroll6 con el fin de proveer de semilla local a los productores nacionales con caracteristicas
como una alta productividad y con adaptacion a las condiciones agrocliméticas costarricenses
(Bolafios et al., 2013).

3.1.2 Caracteristicas morfoldgicas

La variedad Dulcitico es una planta de crecimiento indeterminado que llega a alcanzar
maés de 300 cm de altura en condiciones de invernadero. Se caracteriza por la presencia de un
tallo erecto, cilindrico y con ramificaciones dicotomicas. El sistema radical consiste en la raiz
pivotante, raices adventicias y absorbentes, con una longitud de hasta 120 cm de profundidad.
Las hojas son simples, alternas y elipticas de mayor tamafio en comparacion con otros
cultivares, con la presencia de un peciolo alargado verde oscuro. En cuanto a las flores, ésta es
una planta monoica de flores hermafroditas con alrededor de 5-7 estambres y un solo estigma;
el caliz posee una coloracidn verde con cinco sépalos y la corola tiene cinco pétalos blancos.

Por ultimo, el fruto es conico, brillante y con la presencia de un pedunculo alargado; este
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cuando estd inmaduro presenta una coloracion verde y rojo cuando estd maduro (Bolafios et
al., 2018; Jiménez et al., 2007).

3.1.3 Condiciones agroecoldgicas

3.1.3.1 Temperatura y humedad relativa del aire

La variedad Dulcitico se desarrolla de manera dptima a una temperatura media entre
los 20-25°C, mientras que, en temperaturas medias superiores a los 30°C e inferiores a los
15°C, se da el aborto floral y la afectacion de los frutos (Bolafios et al., 2018). Sin embargo, de
manera general este cultivo requiere de temperaturas entre los 13 y 24°C; durante el periodo
de germinacion se ha demostrado que temperaturas entre los 25-35°C son necesarias para
aumentar el porcentaje de germinacién. Durante la etapa vegetativa son necesarias las
temperaturas entre los 17-30°C, mientras que, durante la etapa de fructificacion, se han
conseguido mejores resultados a temperaturas entre los 18-27°C durante el dia y entre 12-16
°C durante la noche (Jiménez et al., 2007).

En cuanto a la humedad relativa, esta variedad se desarrolla bien a valores entre el 60-
80%, sin embargo, a humedades relativas méas elevadas el crecimiento del cultivo se ve

favorecido (Bolafos et al., 2018).

3.1.3.2 Radiacion solar

El chile dulce es un cultivo altamente demandante en cuanto a la cantidad de radiacion
necesaria para su 6ptimo crecimiento; un exceso de sombra puede provocar el aborto de flores
y una disminucién en el crecimiento del cultivo. A pesar de esto, la presencia de un poco de
sombra puede tener ciertos efectos benéficos como evitar el dafio en los frutos por quema de

sol y una disminucion del estrés hidrico (Jiménez et al., 2007; Bolafios et al., 2018).

3.1.3.3 Alltitud y condiciones edaficas

Esta variedad se puede cultivar en gran parte del territorio costarricense, desde los 800
msnm hasta los 2300 msnm. Se puede producir en suelos arenosos-arcillosos, volcanicos con
buena capacidad de drenaje, profundos con un pH entre 5.5y 6.5 (Jiménez et al., 2007; Bolafios
etal., 2018).

En cuanto a sustratos este cultivo ha sido evaluado en una serie de estos, tal es el caso

del suelo, la fibra de coco, asi como la combinacion de fibra de coco con abono orgéanico, todos
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estos mostrando buenos resultados con respecto al desarrollo y la produccion (Bolafios et al.,
2018; Quesada, 2015; Monge & Loria, 2018).

3.1.4.4 Densidad de siembra

En campo abierto la variedad Dulcitico se siembra a una distancia entre plantas entre
los 30-45 cm y entre hileras a una distancia entre los 100-130 cm, para densidades entre las 17
000 y 30 000 plantas/ha. En condiciones de invernadero se utiliza una densidad aproximada de
20 000 plantas, éstas sembradas a una distancia de 0,25 cm entre plantas y 1,20 cm entre hileras
(Bolarios et al., 2018; Jiménez et al., 2007)

3.2 Ambientes protegidos

Costa Rica se encuentra ubicada en el tropico con la presencia de una gran cantidad de
microclimas provocados por el sistema montafioso que atraviesa el pais. Esta gran cantidad de
microclimas hacen que la produccién agricola se complique debido a la presencia de plagas y
enfermedades durante todo el afio. La produccion de hortalizas en el pais se da de manera no
estacional, es decir se cultiva durante todo afio, donde en la mayoria de los casos la rotacién de
cultivos es inexistente, lo que ocasiona la seleccion de plagas y patégenos perjudiciales para el
cultivo. Si a esto se le suman las altas lluvias y las elevadas temperaturas, dicha afectacion
aumenta considerablemente (Ramirez & Nihenuis, 2012). Esto ha generado un uso irracional
de agroquimicos, ocasionando un gran impacto negativo en el ambiente; por lo que la
implementacién de ambientes protegidos ha aumentado, al ser una alternativa de produccién
mas eficiente y con un menor uso de agroquimicos.

Los invernaderos son sistemas que permiten el control parcial o total de las condiciones
climaticas que rodean al cultivo como la luz, el CO>, temperatura y humedad. Esto se logra con
el uso de ventiladores, ventanas cenitales y coberturas plasticas. Asi mismo, la nutricién y el
uso de agua se puede controlar con el uso de sustratos y la automatizacién de riego (Ramirez
& Nihenuis, 2012).

En Costa Rica, el empleo del suelo en estos sistemas es el mas comun, seguido por
sustratos inertes como la fibra de coco, la cual es cominmente utilizada ya que posee una serie
de caracteristicas que facilitan las practicas de manejo, tal es el caso de la nutricion, el riego,
el control de patogenos y plagas de suelo, entre otros (Marin, 2010). La implementacion de
estos sustratos es ideal cuando los suelos presentes en la zona se encuentran infectados por
alguna plaga y/o enfermedad, o sus caracteristicas fisicas/quimicas no son las mejores para la
produccion del cultivo de interés (Ramirez & Nihenuis, 2012). Asimismo, la produccion se ve
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favorecida por estos sistemas, donde la cantidad de chiles por planta puede aumentar de 20
frutos/planta en campo abierto a 50 frutos/planta en invernadero. Es por esto por lo que dichos
sistemas se han desarrollado con la finalidad de producir més eficientemente y los cultivos
puedan expresar su maximo potencial productivo, logrdndose mediante el uso eficiente del
agua, nutrientes, espacio, energia, radiacion solar, entre otros factores (Castilla, 2007; Ramirez
& Nihenuis, 2012).

3.3 Sistemas hidroponicos

Los sistemas hidropdnicos consisten en la produccién de plantas sin suelo, es decir con
el uso de sustratos inertes como la fibra de coco. Este tipo de sustratos se caracterizan por
poseer un excelente drenaje, pero muy poca retencién de agua; por esto los sistemas de riego
deben ser automatizados tomando en cuenta la demanda real del cultivo, las condiciones
climéticas y el potencial hidrico (Quesada, 2015).

En estos sistemas de produccion, la aplicacion de los fertilizantes se realiza mediante
el sistema de riego (fertirriego), donde para el uso eficiente de la solucion nutritiva es necesario
controlar una serie de factores como el pH y la conductividad eléctrica tanto en la solucion
como en los sustratos (Barbaro et al., 2014). El pH refleja la acidez o basicidad del sustrato,
determinando si los elementos aplicados estaran solubles o insolubles para su absorcion por
parte de las plantas. Por debajo del valor éptimo se pueden presentar deficiencias de nitrégeno,
potasio, calcio y magnesio, mientras que por encima de este se pueden presentar deficiencias
de hierro, fosforo, manganeso, zinc y cobre (Barbaro et al., 2014). La conductividad eléctrica
(CE) refleja la cantidad de sales presentes en la solucion como una medida de salinidad dada
en dS/m, donde a mayor cantidad de sales, mayor seran los valores de la CE. Mantener una CE
adecuada es indispensable para evitar la fitotoxicidad de las plantas (Barbaro et al., 2014).

Por otra parte, existen sistemas circulatorios donde el agua de drenaje se vuelve a
incorporar en el sistema mediante el ajuste de la concentracion de sales, pH y CE. Esto para
lograr utilizarla nuevamente en el sistema de fertirriego y hacer del sistema uno mas eficiente.

El manejo nutricional en estos sistemas es de suma importancia ya que, como se
menciono anteriormente, el sustrato es inerte y la presencia de nutrientes en €l es nula o estan
presentes en muy pocas cantidades. Existen una serie de nutrientes necesarios para el correcto
crecimiento de las plantas, entre los principales el nitrégeno (N), fésforo (P) y potasio (K)
(Kirkby, 2012). EI N es uno de los elementos mas importantes como constituyente primario
esencial para la vida, este es parte de acidos nucleicos (ADN, ARN), proteinas y clorofila
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(Bernhard, 2010). Su provision en la tierra es limitada ya que se encuentra en la atmosfera
principalmente como nitrogeno diatomico (N2) gaseoso, constituyendo un 78% de la atmosfera
(Science Communication Unit, 2013). EI N2 debe pasar por una serie de transformaciones para
estar disponible en la produccién primaria, donde pasa de moléculas de N2 relativamente no
reactivas a moléculas mas reactivas (Science Communication Unit, 2013). Esto se da mediante
procesos como la fijacion, nitrificacion, desnitrificacion y amonificacion, englobados por el
Ilamado ciclo del N (Bernhard, 2010). La fijacion es el proceso que hace disponible el N para
muchos organismos, pasando de N2 a amonio (NHs), posterior a esto ocurre la nitrificacion es
la transformacion del NHsz a nitrito (NO2) y el NO2 pasa a nitrato (NOz") mediante su
oxidacion, para finalmente regresar a la atmosfera mediante la desnitrificacion el cual consiste
en el paso del NO3™a N2 (Figura 1) (Bernhard, 2010). Por altimo, el proceso de la amonificacion
transforma el N orgéanico a N inorganico como NHs regresando este al ciclo del N (Figura 1)
(Bernhard, 2010).

Nitrégeno
organico

Anoxico (sin oxigeno)

Fijacion de
nitrégeno

Figura 1. Ciclo del nitrégeno (Bernhard, 2010).

La agricultura utiliza cuatro principales fuentes de N reactivo, la primera de ellas son
los fertilizantes sintéticos inorganicos, la segunda es la fijacion bioldgica de N realizada por
bacterias asociadas a leguminosas las cuales tienen una gran capacidad de fijacion, la tercera
mediante la deposicion de N atmosférico y la Gltima es mediante la liberacion de N organico
(Bodirsky et al., 2014). A pesar de todas las fuentes disponibles, la elaboracion de fertilizantes
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sintéticos ricos en N ha sido necesaria para lograr aumentar la productividad y suplir el
incremento continuo de la demanda alimenticia, consumiéndose alrededor de 100 millones de
toneladas de fertilizante nitrogenado desde el afio 2010 hasta el 2020 (IFA, 2020).

Desde el inicio de la fabricacion de estos fertilizantes con la revolucion industrial, la
fijacion de nitrogeno terrestre y acuatica se duplico, lo cual ha ocasionado un desequilibrio a
nivel ambiental; asi, el sector agricola se posiciona como el mayor contribuyente en la
contaminacion ambiental ocasionada por el N (Bodirsky et al., 2014, Science Communication
Unit, 2013). La contaminacién ambiental producida por el exceso de N terrestre-acuatico y
atmosferico se define como la ruptura o la interferencia en el ciclo del N. Una serie de fuentes
contaminantes contribuyen al incremento del N en la Tierra; primero se tiene la fijacion de N
por parte del proceso Haber- Bosch, el cual transforma el N2> a NHs, siendo un 70% para la
produccion de fertilizantes, luego la fijacion por parte de leguminosas y por ultimo la
combustion de combustibles fésiles (Science Communication Unit, 2013). Estos procesos
producen compuestos como el 6xido nitroso (N20) y el amoniaco (NHs) que incrementan la
contaminacion atmosférica contribuyendo al cambio climético, mientras que compuestos como
los nitritos (NO2), nitratos (NOz") y el amonio (NH4) incrementan la contaminacion hidrica 'y
terrestre ocasionando la eutrofizacion en fuentes de agua (Science Communication Unit, 2013).
Dichos tipos de contaminacion no son excluyentes, ya que los compuestos gaseosos pueden ser
depositados en la tierra, asi como los compuestos que ocasionan la contaminacion terrestre o
acuatica pueden evaporarse hacia la atmoésfera (Science Communication Unit, 2013).

Debido a esto, se ha tomado mayor importancia a la implementacion de una serie de
practicas para aumentar la eficiencia en el uso de fertilizantes nitrogenados (Bauder et al., sf;
Barranco, 2011). Entre ellos se encuentran:

e Monitoreo del suelo para realizar las recomendaciones de fertilizante nitrogenado.

e Establecimiento de rendimientos reales para la correcta recomendacion de fertilizacion.
e Tomar en cuenta todos los posibles aportes de N tales como la materia organica, el agua
de irrigacion, estiércol, el aporte de cultivos en ciclos anteriores como leguminosas.

e Tiempo y época de aplicacion del fertilizante nitrogenado.

e Forma del fertilizante nitrogenado, por ejemplo, el NO3z esta facilmente disponible para
las plantas, sin embargo, este puede perderse mediante la lixiviacion.

e Uso de fertilizantes de liberacion lenta o uso de inhibidores de la nitrificacion .

e Manejo del riego con el fin de evitar la lixiviacion de fuentes nitrogenadas.

e Analisis del tejido vegetal y el uso de sensores para la determinacion de deficiencias

y/o excesos de nutrientes.
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La ultima de estas se ha venido desarrollando con mayor fuerza en los ultimos afios. El
uso de sensores opticos se ha implementado en muchos sistemas productivos como es el caso
de granos como el maiz, hortalizas, entre otros (O’neill et al, 2006; Padilla et al., 2014, Padilla
etal., 2018). Con el uso de ellos es posible determinar el estado nutricional del N en las plantas,
mediante el contenido de clorofila y/o el verdor de las plantas, por lo que es posible tomar

decisiones sobre la fertilizacion con base en los datos obtenidos (Padilla et al., 2018).

3.4 Clorofila, el proceso fotosintético y su relacion con el contenido de N y el estado hidrico

Las clorofilas son pigmentos que se encuentran en las plantas, algas y cianobacterias,
encargadas de otorgar la coloracién verde de estas. Estos pigmentos forman parte del proceso
fotosintético, facilitando la conversién de la radiacion solar absorbida a energia quimica a
través de la cosecha de luz, transferencia de energia a centros de reaccion y mediante la
conduccion de la separacion de cargas en los centros de reaccion (Croft & Chen, 2017). Las
moléculas de clorofila se encuentran en las membranas tilacoidales de los cloroplastos,
ubicadas en las células del mesdéfilo de la hoja donde cada una de estas puede contener hasta
50 cloroplastos. Existen cinco tipos de clorofila: la clorofila a, b, ¢, d y f, las cuales presentan
pequefias diferencias en su estructura molecular. Dichas diferencias generan variaciones en sus
propiedades de absorcion de radiacion. Las clorofilas a y b se encuentran en las plantas
terrestres mientras que las clorofilas ¢, d y f en algas y cianobacterias (Croft & Chen, 2017).
La clorofila a, es la mas abundante en plantas terrestres. Estéa presente en los centros de reaccion
como primer donante y en los complejos de cosecha de radiacion. Mientras que la clorofila b,
es un pigmento accesorio que se encuentra en los complejos de la cosecha de radiacion, con las
funciones de aumentar la region espectral donde la radiacién puede ser absorbida y de proveer
proteccion para evitar dafio en el tejido fotosintético (Croft & Chen, 2017).

En las membranas tilacoidales hay cientos de moléculas de clorofila, pigmentos
accesorios y proteinas dispuestas en los dos fotosistemas existentes; el Fotosistema I el cual
absorbe a una la longitud de onda de 700 nm y el Fotosistema Il que absorbe a 680 nm (Croft
& Chen, 2017). En el Fotosistema Il se da el primer paso de la fotosintesis, iniciando con la
absorcion de fotones; éstos pasan por una serie de moléculas hasta llegar al centro de reaccion
conformado principalmente por clorofila a. Una vez aqui se da la transferencia del primer
electron excitado a una quinona receptora de electrones (Croft & Chen, 2017).

No toda la radiacion que llega a la superficie de la hoja es absorbida para entrar en el

proceso fotosintético. Cerca del 80% de la luz absorbida es utilizada en la fotosintesis y el
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porcentaje restante es reflejado (Croft & Chen, 2017). Un porcentaje considerable de la luz
absorbida es transmitida y otra emite fluorescencia durante el primer paso de la fotosintesis
antes mencionado; asi, al estar la quinona receptora de electrones reducida emite fluorescencia,
mientras que al estar oxidada la emision de fluorescencia es nula (Baker & Oxborough, 2004).

La radiacion fotosintéticamente activa se denomina a la radiacion que las plantas
utilizan para el proceso fotosintético; esta se encuentra en un rango del espectro visible entre
los 400 y 700 nm en los colores azul (+- 430 nm) y rojo (+- 620 -700 nm). Después de la
radiacion roja (620 - 700 nm), se encuentra la infrarroja cercano (NIR) en el espectro que va
de 700 nm hasta 3000 nm. Dentro de la radiacion NIR, en el espectro de 1300 - 2500 nm se da
la transmitancia y entre las longitudes de onda 750-1300 nm domina la reflectancia sobre la
absorbancia (Croft & Chen, 2017) (Figura 2y 3).

La fluorescencia es la luz emitida por la clorofila al recibir algan tipo de radiacion, ésta
se determina mediante la tasa de fluorescencia. Esta tasa se basa en la eficiencia del fotosistema
I1 (PS1I), y el cociente entre la fluorescencia variable (Fv) y la fluorescencia maxima (Fm), es

el més utilizado para su determinacion (Figura 4) (Padilla et al., 2018; Baker & Oxborough,

1l

Clorofila

14

Figura 2. Transmitancia y absorbancia segun la radiacion roja e infrarroja cercano (NIR).

21



Figura 3. Reflectancia del canopy con luz visible e infrarrojo cercano (NIR).

Rojo Rojo lejano

. Fluorescencia
Fluorescencia

“w

Figura 4. Fluorescencia segun la longitud de onda.

La absorbancia, reflectancia y fluorescencia dependen de una serie de factores, como
lo son la cantidad de pigmentos fotosintéticos, el agua, los nutrientes, la luz y el estado
fisiologico. Elementos nutricionales como el N, estan involucrados en el tejido fotosinteético,
siendo la proteina soluble dominada por la enzima Ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa (RuBP)
y otras enzimas presentes en el ciclo de Calvin las mayores fuentes de N en las plantas (Evans,
1989). La segunda mayor fuente de N se encuentra en los centros de reaccion, en los
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componentes de la cadena de transferencia de electrones y en complejos de pigmentos
fotosintéticos (Evans, 1989). En las proteinas de los cloroplastos y en los centros de reaccion
se encuentra entre un 75-80% del nitrogeno total presente en los tilacoides, es por esto que se
han mostrado buenas correlaciones entre el contenido de N y el contenido de clorofila Se ha
observado que, ante dosis crecientes de N, es posible aumentar el contenido de tejido
fotosintético en las plantas (Evans, 1989; Hokmalipour & Darbandi, 2011).

Aunado a esto, el estres hidrico también influye en el sistema fotosintético, este provoca
un decaimiento en la actividad de las enzimas fotosintéticas y en los contenidos de clorofila a
y b. Esto debido a que puede ocasionar la degradacion de la clorofila disminuyendo su
concentracion foliar y por ende la tasa fotosintética (Lin et al., 2015).

Dado que el contenido de nitrégeno y la condicion hidrica en cultivos como el chile
dulce se encuentran relacionados con el contenido de clorofila, se han desarrollado una serie
de técnicas que determinan mediante meétodos directos e indirectos el contenido de este
compuesto en las plantas. Esto permite determinar la relacion entre el contenido de nitrégeno
y clorofila, para establecer valores de contenido de clorofila o indices que indiquen el estado
nutricional e hidrico de la planta y asi obtener la informacion para corregir de manera inmediata
los problemas presentes en el sistema. Entre las principales metodologias para esta
determinacion se encuentran las extracciones y el uso de sensores basados en mediciones de

transmitancia, fluorescencia y reflectancia.

3.5 Sensores Opticos para la cuantificacion del contenido de clorofila

Los sensores dpticos se clasifican en activos y pasivos. Los primeros se caracterizan
por emitir su propia radiacion o fuente de luz es decir son independientes de la luz externa. Los
sensores pasivos, son dependientes de la radiacion proveniente del sol, por lo tanto, poseen
fotodetectores para la determinacion de la medicion, caracteristicas que implican que las
mediciones para los sensores pasivos se vean afectadas por las condiciones climaticas en el
momento de la medicion (Padilla et al., 2018). Debido a esto, en la actualidad la mayoria de
los sensores que se utilizan son activos, con el fin de evitar errores de este tipo en las mediciones
y poder brindar datos validos.

Estas mediciones también pueden resultar afectadas por factores como el cultivo y la
variedad, ya que la morfologia de la hoja varia e influye en los datos de clorofila, debido a que
la presencia o ausencia de tricomas o de venas resaltadas en el tejido foliar interfieren con la

medicion. De igual manera, las deficiencias nutricionales, plagas y enfermedades pueden
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provocar dafios en el tejido foliar como clorosis, por lo que se deben evaluar hojas sanas
(Padilla et al., 2018).

3.5.1 Sensores basados en la transmitancia y absorbancia

La absorbancia y transmitancia se determinan mediante la emision de dos rangos de
radiacion: la radiacién roja (la cual es absorbida por la clorofila) entre 620-720 nm y la
radiacion infrarroja de onda corta (la cual es transmitida por la clorofila) entre 1300-2500 nm
(Figura 2) (Padilla et al., 2018). La medicion de la transmitancia se realiza mediante la
absorbancia en dos longitudes de onda, las cuales pueden variar segun el instrumento; por lo
tanto, al aumentar el contenido de clorofila, la transmitancia aumenta (Padilla et al., 2018).

La transmitancia se puede determinar mediante instrumentos como el medidor del
contenido de clorofila (Apogee MC-100) (Apogee Instruments Inc., Utah, E.E.U.U.) y
desarrollo de analisis de plantas y suelo (SPAD-502) (Spectrum Technologies, Plainfield,
Illinois, USA). El Apogee determina el indice de contenido de clorofila (CCI por sus siglas en
inglés) mediante el porcentaje de transmitancia a 931 nm (radiacion infrarroja cercana) y el
porcentaje de transmitancia a 653 nm (radiacion roja). Con este indice es posible determinar el
contenido de clorofila (umol/m?); entre méas altos sean los valores del indice, mayor es el
contenido de clorofila (Padilla et al., 2018; Apogee instruments, 2018). Por otra parte, el
SPAD-502 determina el indice del contenido relativo de clorofila mediante las unidades SPAD
(Soil Plant Analysis Development). Este hace mediciones basadas en transmitancia y utiliza
las longitudes de onda de 650 nm (radiacién roja) y 940 nm (infrarroja cercana). Al pasar la
luz transmitida por el tejido fotosintético, el receptor la recibe y convierte la luz transmitida en
una sefal eléctrica y ésta a una sefial digital que, mediante una ecuacion logaritmica, determina
el contenido relativo de clorofila en el tejido (Padilla et al., 2018; Spectrum technologies,
2009).

Padilla et al., (2014), utilizaron el SPAD- 502 para evaluar el estado nutricional de un
cultivo de tomate. En este estudio se determind una buena correlacion entre el SPAD con el
contenido de N y con el indice de nutricion de nitrégeno (INN) y el contenido de nitrogeno.
Por tanto, mediante la relacion del contenido relativo de clorofila y el indice de nutricion del
nitrégeno (INN) es posible determinar el estado nutricional del cultivo. Asimismo, Costa et al.,
(2018) encontraron un aumento no lineal en el contenido de clorofila al aumentar las dosis de
N, donde las plantas que presentaron un indice de 58,5 con el SPAD-502 en la etapa de
floracion, resultaron ser las mas productivas. También, en el cultivo de chile dulce en

hidroponia con dosis crecientes de N, fue posible determinar una buena correlacion entre el
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contenido de N y las unidades SPAD y el CCI. EI SPAD fue el sensor mas sensible a los excesos
de N ocurriendo una saturacién en la curva. De manera contraria el Apogee MC-100, tuvo un
aumento progresivo al aumentar las dosis de N (Padilla et al., 2018). Por otra parte, el SPAD
también se ha utilizado para evaluar el efecto del déficit hidrico en un cultivo de chile,
presentandose una disminucion en el contenido de clorofila de hasta 25 unidades SPAD en

plantas expuestas a un tratamiento sin irrigacion (Deveci & Pitir, 2016).

3.5.2 Sensores basados en la fluorescencia

Las mediciones se realizan mediante un fluorometro donde la hoja a evaluar se debe
adaptar a la oscuridad, llegando a un estado donde el fotosistema Il detiene su actividad.
Posterior a esto, el fluordmetro emite una radiacion fotosintéticamente activa por debajo de 1
umol fotones/ m? s?y determina el minimo nivel de fluorescencia (Fo). Para la determinacion
de la fluorescencia méxima (Fm) se expone a la hoja adaptada a la oscuridad a una radiacion
PAR de varios miles de umol fotones/m?s? por un tiempo menor a 1 s. La diferencia entre Foy
Fmda el valor de la fluorescencia variable (Fy), por lo tanto, se determina el valor Fv/Fm y de
esta manera la eficiencia del fotosistema 11, los valores de este cociente tienden a encontrarse
entre 0,6-0,8, indicando el valor mas alto una mayor eficiencia del PSII (Padilla et al., 2018;
Baker & Oxborough, 2004).

El uso de fluorémetros para determinar la fluorescencia y el contenido de clorofila se
han evaluado en una serie de cultivos y su uso en la determinacion del efecto del déficit hidrico
sobre la planta ha sido efectivo. O’neill et al, (2006) mencionan que, mediante mediciones de
fluorescencia, se evalu6 el contenido de clorofila, asi como la eficiencia del fotosistema Il y la
tasa de transporte de electrones en plantas de maiz con déficit hidrico, encontrando una
correlacion entre dichas variables, donde la variable Fv/Fm disminuy6 en las plantas bajo

déficit hidrico.

3.5.3 Sensores basados en la reflectancia

La reflectancia es la radiacion reflejada por las plantas. Esta se determina mediante dos
rangos de radiacion, la radiacion roja y la infrarroja cercana. El tejido foliar normalmente
absorbe cerca del 90% de la radiacion visible y refleja alrededor del 50% de la radiacion
infrarroja cercana. Dicha absorbancia y reflectancia varia dependiendo del contenido de N en
la planta;al disminuir los contenidos de N, el tejido va a reflejar mas la radiacion visible y

menos la radiacion infrarroja cercana (Padilla et al., 2018). Los instrumentos como el espectro-
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radidmetro y el GreenSeeker, se basan en esta medicion, estos utilizan distintas longitudes de
onda de luz roja y luz infrarroja cercana.

El espectroradiometro brinda una serie de datos de mediciones de reflectancia de
longitudes de onda, entre 350 y 2500 nm. Con estos datos es posible determinar cuales
longitudes de onda son las indicadas para la determinacién de indices que indiguen el estado
nutricional e hidrico de la planta. Existen una gran cantidad de indices que se pueden
determinar mediante los datos suministrados por el espectroradidmetro, entre ellos se
encuentran el indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI, por sus siglas en inglés),
indice de la diferencia normalizada del verdor de la vegetacion (GNDVI, por sus siglas en
inglés), indice del ratio rojo de la vegetacion (RVI, por sus siglas en inglés), indice del ratio
verde de la vegetacion (GVI, por sus siglas en inglés), indice de clorofila (CI, por sus siglas en
inglés), entre otros (Padilla et al., 2018).

Por otra parte, el GreenSeeker utiliza las longitudes de onda de luz roja (570-680 nm)
la cual es emitida hacia las plantas y mide la radiacion que reflejan las plantas, la luz infrarroja
cercana (725-1020 nm). Con estos valores determina el NDVI, el cual se determina mediante

la siguiente ecuacion:

NIR - RED
NIR + RED

NDVI =

Los datos obtenidos por dicha formula van de -1 a 1, los valores més altos estan entre
0,7- 0,8, indicando plantas en buenas condiciones (Gutiérrez et al., 2011).

Padilla et al., (2014), encontraron buena relacién entre el NDVI con el contenido de N
e INN, mostrando que es posible determinar el estado nutricional del N mediante el uso del
NDVI. Por otro lado, mediante el uso de un espectroradiémetro, se determiné el efecto del
déficit hidrico sobre el contenido de clorofila en el cultivo de maiz, donde se presentaron
reducciones en el contenido de clorofila de hasta alrededor de 20 pg/cm? en plantas expuestas
a estrés hidrico (Sanchez et al., 1983). En otro estudio, mediante la medicién de la reflectancia
en un cultivo de tomate, se determiné que el rango de las longitudes de onda entre 400-700 nm
es donde se encuentra una mejor correlacion entre el contenido de N y la medicion de la
clorofila (Ulissi et al., 2011). El equipo emite las dos longitudes de onda y la diferencia entre
la radiacion que este emite y la radiacion que proviene del ambiente, por lo tanto, las
mediciones se pueden realizar durante todo el dia (Padilla et al., 2018).

Entre muchas de las mediciones realizadas por los instrumentos mencionados

anteriormente, es posible realizar comparaciones. En el cultivo de café fue posible
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correlacionar las mediciones entre el SPAD y el fluordmetro (Netto et al., 2005). Asimismo,
los valores obtenidos mediante el Apogee MC-100 (CCI) se pueden transformar a pmol/m? de

clorofila'y a unidades de SPAD (contenido relativo de clorofila) (Apogee instruments, 2018).

3.6 Extraccion de clorofila in vivo

La extraccion de pigmentos in vivo de tejido de hoja se realiza con el uso de solventes
como el etanol, acetona o sulfoxido dimethyl. El solvente mas utilizado es la acetona, sin
embargo, el proceso es poco eficiente en comparacion con el etanol y el metanol. Posterior a
su extraccion, la medicidn se realiza en un espectrofotometro donde se mide la absorbancia a
dos longitudes de onda definidas por el tipo de solvente utilizado. Una vez obtenidos los datos
de absorbancia, se procede a determinar el contenido de clorofila a y b mediante una ecuacion
de calibracion de acuerdo al solvente utilizado (Cuadro 1). Esta ecuacién debe ser derivada de
los coeficientes de extincion determinados para el solvente utilizado, ya que los picos de

absorcion de los pigmentos varian dependiendo de la solucién extractora (Croft & Chen, 2017).

Cuadro 1. Ecuaciones para la determinacion del contenido de clorofila segun el tipo de
solvente (Croft & Chen, 2017). Ecuaciones para la determinacion del contenido de clorofila
segun el tipo de solvente (Croft & Chen, 2017). abs= absorbancia.

Solvente Clorofila a Clorofilab
Acetona 80% (12.25 x abs e63.6) - (2.55 X abs g46.6) (20.31/ 1646.6) - (4.91 x abs gs26)
Etanol 95% (13.36 X abs g64) - (5.19 x abs g49) (27.43 x abs s49) - (8.12 X abs 664)
Metanol (16.29 x abs 665.2) - (8.54 x abs gs2) (30.66 x abs 652) - (13.58 x abs ¢s5.2)

4. Materiales y métodos

4.1 Sitio experimental

El proyecto se realizé en la Estacion Experimental Fabio Baudrit Moreno (E.E.F.B.M)
de la Universidad de Costa Rica, ubicada en La Garita de Alajuela a una altitud de 840 msnm
(coord. 10°01° N, 84° 16” W). Esta zona presenta un promedio de precipitacion anual de 1 940
mm y una temperatura promedio anual de 22° C y 78% de humedad relativa.

Se utiliz6 el invernadero multitunel destinado para la investigacion de hortalizas, el cual

tiene una orientacion este-oeste, cerrado con malla anti-insectos 43 mesh y con una cubierta de
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polietileno transparente, con un ground cover blanco que cubria el suelo, sobre el cual se
colocaron las pacas de sustrato. Posee una altura de 6 m al centro de la nave y 4 m a la canoa,
con un sistema de ventilacion pasivo combinado con ventanas cenitales automatizadas segun

la intensidad de la lluvia y la velocidad del viento (Figura 5).

Estacion Experimental
AgricolalEabiolBatdrit. .

Figura 5. Invernadero de la E.E.F.B.M utilizado para este estudio, el area demarcada con rojo
corresponde a la ubicacion del experimento.

4.1.2 Condiciones climaticas del sitio experimental

Se realizaron monitoreos dentro del invernadero en tiempo real durante 24 semanas
iniciando en abril y hasta el mes de octubre del afio xxxx. Las condiciones monitoreadas
consistieron en la radiacion global mediante un piranémetro (LICOR Modelo LI-200SA), la
temperaturay la humedad relativa (VAISALA Modelo HMP-35C) (Figura 6-8). En las Figuras

6, 7 y 8 se muestran las condiciones de temperatura, humedad relativa y radiacion global.
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Figura 7. Humedad relativa maxima, minima y promedio del invernadero utilizado.
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Figura 8. Radiacion total Kw/m2dia en el invernadero utilizado.

4.2 Sistema de cultivo

e Material vegetal experimental
Se utilizaron plantas de chile dulce de la variedad Dulcitico desarrollado en la EEFBM
de la Universidad de Costa Rica. Esta variedad posee un crecimiento indeterminado que puede
Ilegar a alcanzar mas de 300 cm en condiciones de invernadero, caracterizado por la presencia
de un tallo erecto, cilindrico, con ramificaciones dicotdmicas y con la presencia de frutos

conicos, brillantes y de peddnculo alargado (Bolarfios et al., 2018; Jiménez et al., 2007).

e Sustrato

El cultivo se establecio en tablas comprimidas de fibra de coco (FICO®) con
dimensiones de 100 cm de largo x 18 cm ancho x 16 cm de alto. Las pacas fueron sometidas a
un proceso de hidratacion incial mediante riegos cortos y frecuentes, hasta alcanzar un volumen
final de 28,8 litros. Una vez hidratadas se le realizaron los agujeros de drenaje en la parte
inferior de la paca, siendo tres en los extremos, uno en cada esquina y uno en el medio, asi
como dos agujeros a la mitad de la paca. Las caracteristicas fisicas del sustrato fueron
determinadas utilizando la metodologia propuesta por UNE-EN-13041 (2007). (Cuadro 2).

30



Cuadro 2. Caracteristicas fisicas de la fibra de coco utilizada como sustrato para el cultivo de
chile dulce hidroponico bajo condiciones de invernadero.

Caracteristicas fisicas Fibra de coco %

Optimo
Particulas < 1 mm = indice de grosor (%) 83,0 -
Particulas entre 1y 4 mm (%) 58,0 --
Particulas > 4 mm (%) 25,0 --
Densidad aparente (g-cm) 0,075 --
Densidad real (g-cm) 0,650 -

Porosidad total (%) 88,5 > 85%

Particulas s6lidas (%) 115 < 15%

4.3 Manejo del cultivo

e Trasplante

El trasplante se realiz6 a los 35 dias después de la siembra con 4-5 hojas verdaderas.
Para determinar la viabilidad del almécigo, previo al trasplante se realizaron evaluaciones del
diametro del tallo, area foliar, relacion raiz/parte aérea y el peso seco (Anexo 1).

Se establecieron 12 hileras distanciadas a 1,5 m; cada una de las hileras estuvo
conformada por 34 pacas de fibra de coco. Las plantas se establecieron cada 0,33 m en las
pacas (3 plantas/paca), para un total de 1224 plantas, con 45 plantas por repeticion. Alrededor
de toda la parcela se establecié un borde con 138 pacas y 414 plantas de chile dulce (Figura
11).

e Sistema de riego
Se utiliz6 un sistema de riego por goteo superficial el cual estuvo compuesto por
tanques de 2500 litros, bombas eléctricas (FORAS® PM 115, 1 HP), manometros de glicerina
y tuberias primarias de polietileno de 1”. En cada hilera de cultivo se utilizaron laterales de
riego de media pulgada provistos de goteros (NAANDANJAIN®) auto compensados y

antidrenantes (3 L-h™). Cada unidad experimental correspondié a un sector de riego
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independiente, controlados cada uno por medio de una valvula solenoide. El sistema de riego

fue lavado con &cido nitrico para eliminar posibles residuos de sales en tuberias y goteros.

e Sistema de entutorado
El entutorado se realiz6 con nylon y anillos plasticos, los cuales se colocaron en la
primera bifurcacion de las plantas. Después, las ramas emergentes se sujetaron con nylon a los
anillos colocados en el nylon principal, mientras que los brotes vegetativos por debajo de la

primera bifurcacion fueron eliminados.

e Manejo fitosanitario

Previo al establecimiento del sistema de cultivo, se realiz6 una desinfeccion de toda la
infraestructura, incluyendo las superficies del invernadero cubierto con “ground cover”
utilizando cloro al 5%.

El almécigo, antes de ingresar al invernadero y previo al trasplante fue sumergido en
una solucion de Rooting al 0,1%, vitaminas, citoquininas, &cido fosférico y Trichoderma a una
dosis de 6 Kg-ha™. Todas las semanas se realizaron monitoreos de plagas y patdgenos con el
fin de detectar su posible incidencia para la toma de decisiones y aplicaciones preventivas o

curativas.

4.4 Descripcion de los tratamientos

Se evaluaron seis tratamientos que combinaron dos niveles de agotamiento del
contenido de humedad volumétrica en el sustrato: 10% y 30%; Yy tres niveles de concentracion

de nutrientes en solucién nutritiva: bajo (B), medio (M) y alto (A) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Descripcion de los tratamientos evaluados (B: nutricion baja, M: nutricién media,
A: nutricion alta; 10: 10% de agotamiento hidrico, 30: 30% de agotamiento hidrico).

Descripcién de tratamiento Abreviatura
Nivel de nutricion Agotamiento (%)

10 B1o
Bajo

30 Bso

10 Mo
Medio

30 M3o

10 Ao
Alto

30 Az

Los tratamientos segun nivel de concentracion de nutrientes iniciaron el 10 de mayo del
2019; durante el establecimiento del cultivo en las primeras dos semanas se utiliz6 una sola
solucion nutritiva para la fertilizacion de todo el material. Esta consistio en la nutricion media
(Cuadro 3), esta solucién media fue un promedio de las concentraciones de nutrientes
reportadas por distintos autores para la nutricién de chile dulce (Anexo 2). Posterior a esto, se
definid la solucion baja, la cual consistio en una reduccion del 50% de la solucién media,
mientras que en la solucién nutritiva alta se incrementd un 50% con respecto a la solucion
nutritiva media. El nivel de concentracion de cada nutriente utilizado durante esta investigacion

para las tres soluciones nutritivas se muestra en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Concentracion de nutrientes en las soluciones nutritivas utilizadas en los
tratamientos con un nivel de nutricion bajo (B), medio (M) y alto (A).

Aporte Concentracién (mg-L1) CE
(ds-
Mayores Menores Total m1)
@@L
N P K Mg Ca S Fe Cu Mn Zn B Mo
B 58,4 18,9 118,6 18,1 74,4 42,9 1,03 0,05 022 020 020 0,14 0,33 0,66
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116,8 37,7 2371 36,1 148,7 85,8 2,07 0,09 043 040 039 028 0,67

1,15

1752 56,6 355,7 54,2 2231 128,7 3,10 0,14 0,65 060 059 042 1,00

1,65

En la preparacion de las soluciones nutritivas se utilizo nitrato de potasio, nitrato de
calcio, sulfato de potasio, sulfato de magnesio, fosfato monopotasico, 4cido nitrico, acido
borico, auge molibdeno, EDDHA de hierro y metalosatos de hierro, cobre, manganeso y zinc.
Cada solucién nutritiva B, M y A se aplicaron durante las distintas etapas fenoldgicas del

cultivo, durante un periodo de cinco meses y medio.

Los porcentajes de agotamientos hidricos se realizaron con base en la curva de retencion
de humedad del sustrato determinada segun la norma UNE-EN-13041 (2007). Para ello, se
determind el porcentaje de humedad volumétrica () en muestras sometidas a valores de
potencial matrico (ym) de 1, 2,5, 5,0, 7,5 y 10 kPa, utilizando un equipo de caja de arena
(Eikelkamp, mod. 08.01). Para cada ym se utilizaron tres repeticiones y se asumié que lad a1l
kPa y a 10 kPa correspondieron a la capacidad de contenedor (6cc) y al punto de marchitez
permanente (fpmp), respectivamente. La capacidad de aireacion (%) del sustrato en cada ym Se
obtuvo como la diferencia entre la Py y el porcentaje de & respectivo. El porcentaje de agua total
disponible (%ATD) en el sustrato (fcc - fpmp), incluyo los porcentajes de agua facilmente
disponible (%AFD) y agua de reserva (%AR). EI %AFD se obtuvo a partir de la diferencia
entre Occ y 0 a 5 kPa (Gskpa), mientras que el %AR correspondio a la diferencia entre Oskpa Yy

Opmp.
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Figura 9. Contenido de particulas solidas y capacidad de aireacion segln curva de desorcion
de agua a diferente potencial matrico; y contenidos de agua facilmente disponible (AFD), agua

de reserva (AR) y agua total disponible (ATD), en la fibra de coco utilizada.

A partir de la disminucion del contenido de Occ y del volumen de sustrato de la tabla

de fibra de coco, se determiné el contenido humedad del sustrato al cual debio activarse el riego

y el volumen de riego a aplicar segin porcentaje de agotamiento (Cuadro 5). El sustrato de
fibra de coco present6 una fcc de 77,8% (1 kPa) y una fpmp de 52,4% (10 kPa), para un 25,4%
de ATD. El AFD almacenada entre Occ Y &skpa fue de 22,8% (Figura 9).

Con los datos obtenidos, se determinaron los volimenes de agua almacenada en los

28,8 L que poseian las tablas utilizadas en el experimento (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Tipos de agua presentes en la tabla de fibra de coco utilizadas en la investigacion.

Tipos de agua Litros
Agua de reserva 0,75
Agua facilmente disponible 6,6
Agua total disponible (facilmente disponible + agua 7,3

de reserva)

Agua no disponible 15,1

Dicha informacion fue utilizada para la determinacion de los porcentajes de
agotamiento hidrico, determinados mediante una regresién lineal de la humedad volumétrica
del sustrato (6) presente en los distintos potenciales maticos (ym), con el contenido de agua en

litros para cada punto (Cuadro 6).

Cuadro 6. Porcentaje de humedad volumetrica para la activacion del riego y volumen de riego
a aplicar.

% de agotamiento % Hv de activacion del riego Volumen de riego (L)
15 70,139 2,9
30 54,514 8.6

Para el control del volumen de riego anteriormente estimado y el manejo de la
frecuencia entre riegos, se utiliz6 una bandeja de riego a la demanda (BRD) del cultivo, en
respuesta a su etapa de crecimiento y las condiciones climéticas del dia. La bandeja consistio
en una canoa de madera impermeabilizada con plastico negro sobre la cual se coloco una tabla
de fibra de coco con tres plantas. En cada BRD, una por cada UE, se instal6 un tensiometro
(Irrometer Model LT y Model MLT con unidades de deteccion remota) y un pluviémetro
(ECRN-100) para monitorear en tiempo real el potencial matrico, y el volumen de agua drenado
posterior a cada riego. Dicha informacion fue integrada mediante un algoritmo que activaba y
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desactivaba el riego en funcién de la demanda del cultivo. Cuando la humedad del sustrato
disminuia debido a la evapotranspiracion del cultivo un 10% o un 30% segun los tratamientos,
el algoritmo enviaba una sefial que activaba la bomba de riego y la valvula correspondiente al
sector que demandaba agua en dicho momento, para reponer el agua faltante y nuevamente
incrementar la humedad del sustrato hasta capacidad de campo. Una vez que alcanzaba el
contenido de humedad a CC, el algoritmo permitia aplicar un volumen de agua extra con
respecto al volumen suministrado previamente, con el objetivo de obtener un 15% de agua

drenada. EI cumplimiento de este punto se monitored y verifico con ayuda del pluviometro.

En este trabajo, cada unidad experimental contd con una BRD ubicada en la parte

central, para un total de 18 bandejas de control (Figura 10).

Figura 10. Bandeja de riego a la demanda utilizada para el control del riego en el experimento.

Aunado a los monitoreos antes mencionados, se realizaron mediciones de la
conductividad eléctrica del sustrato en cada tratamiento mediante la metodologia de pasta
saturada. Este consistié en la toma de muestras de sustrato de las tablas, las que se colocaron
en un beaker de 500 mL para su saturacion con agua desionizada. La muestra se dejé reposar
aproximadamente una hora para lograr que las sales presentes en el sustrato se disolvieran en
el agua. Posteriormente, se filtro el agua mediante un sistema de succion (bomba de succion,
Kitasato con embudo Buchner y papel filtro), para finalmente tomar la medicion con el agua

obtenida mediante el filtrado del sustrato.

4.5 Disefo experimental
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El disefio experimental consistié en un disefio irrestricto al azar, con un arreglo
bifactorial que combinaba dos niveles de humedad de sustrato y tres niveles de nutricion con
tres unidades experimentales por tratamiento. La unidad experimental estaba compuesta por
tres hileras de cinco tablas de fibra de coco, con tres plantas cada una para un total de 45 plantas.
Alrededor de toda la parcela experimental se establecio un borde con 138 pacas y 414 plantas
de chile dulce, los bordes del lado este, oeste y norte contaron con dos hileras, mientras que el

borde sur sélo conto con una hilera de borde (Figura 11).

Figura 11. Distribucion de los tratamientos en el area de cultivo segln disefio experimental.
Los colores indican el tratamiento: amarillo = Nutricion baja con 10% de agotamiento, rosado
= Nutricion media con 10% de agotamiento, azul = Nutricion alta con 10% de agotamiento,
verde = Nutricion media con 30% de agotamiento, naranja = Nutricion baja con 30% de
agotamiento y morado = Nutricion alta con 30% de agotamiento, el color rojo “x” representa
el borde.

4.6 Variables de respuesta

4.6.1 Medicion del contenido de clorofila

Se realizaron evaluaciones mensuales del contenido de clorofila con cinco equipos de
medicién distintos y con la metodologia convencional mediante una extraccién con etanol. Los
equipos utilizados fueron: SPAD-502, Apogee (MC-100), Fluorémetro, Espectroradiémetro
(Field Spec 4) y Greenseeker.

Las mediciones iniciaron 15 dias después de comenzar los tratamientos, para un total
de cinco evaluaciones durante todo el ciclo del cultivo. Para el SPAD-502, Apogee MC-100,
fluorometro y espectroradiémetro, se tomaron tres plantas al azar por unidad experimental.

Para cada evaluacidn, se selecciond una de las hojas mas nuevas totalmente expandidas de cada
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planta y la medicion se realizé en el centro de la lamina foliar, en la parte adaxial de la hoja 'y
a un costado de la vena central (Figura 12) segun la metodologia descrita por Padilla et al.,
(2017, 2018). Todas las mediciones para los cuatro sensores se realizaron en la misma hoja y
en la misma planta, entre las 8 a.m. y 11 a.m. con el fin de evitar que las plantas estuvieran

expuestas al estrés ocasionado por las condiciones ambientales.

Figura 12. Parte de hoja donde se realiz6 la toma de mediciones con los distintos instrumentos.

Las mediciones con el SPAD-502 tuvieron un area de medicion de 6 mm?, utilizando
las longitudes de onda 650 y 940 nm para la determinacion del contenido relativo de clorofila
en unidades SPAD.

El Apogee (MC-100) con un area de 71,22 mm?, utiliza las longitudes de onda de 653
y 931 nm, con las cuales determina mediante la transmitancia y el indice de contenido de
clorofila (CClI). Dicho indice es el cociente entre el % de transmitancia a 931 nm (radiacion
infrarroja cercana) y el % de transmitancia a 653 nm (radiacion roja). A su vez, con este indice
se determina el contenido de clorofila (umol m-2) (Apogee Instruments, 2018).

El fluorémetro utilizado (Opti-Sciences OP 30 P), determina el cociente Fy /Fm. Para
dicha determinacion, se coloco el clip del fluorémetro en la parte adaxial de la hoja, en el centro
de la lamina foliar a un costado de la vena principal y consecutivamente, dicho segmento de la
hoja se adaptd a la oscuridad durante 30 minutos (Opti-Sciences, 2012).

El espectroradiémetro utilizado (Field Spec 4 Standard-Res), realiza mediciones en un
rango de longitudes de onda de 350 a 2500 nm y un &rea de medicion de alrededor de 10 mm?
(Neuwirthové et al., 2017). Las mediciones se tomaron en la hoja méas nueva recientemente
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expandida, en la parte adaxial, tomando una medida puntual, las longitudes de onda utilizadas

para la determinacion del NDVI fueron, 670 y 760 nm.

El GreenSeeker (modelo RT100, NTech, California, EE. UU.) utiliza las longitudes de
onda comprendidas entre 570 y 680 nm (luz roja) y entre 725y 1020 nm (luz infrarroja cercana)
para la determinacion del NDVI. Para la medicion, se recorre con el equipo 5 m a lo largo de
una hilera por unidad experimental a una distancia del cultivo entre 80-120 cm (Gutiérrez et
al., 2011).

Ambos NDVI, se determinaron mediante la siguiente férmula:

NDVI = NIR (760, 680) — RED (670, 570) / NIR (760, 680) + RED (670, 570

4.6.2 Determinacioén directa del contenido de clorofila

Se utilizé la metodologia planteada por Ni et al., (2015), Lichtenthaler & Wellburn
(1995), Caesar et al., (2018) y modificaciones realizadas por el Centro de Investigaciones en
Productos Naturales (CIPRONA) de la Universidad de Costa Rica. Se muestrearon entre dos y
tres discos con un area de 6,16 cm? en cada hoja previamente evaluada con los sensores, para

un total de seis a ocho discos por unidad experimental.

Extracto: Se pesaron aproximadamente 0,2 g (6-8 discos de hoja) de 6,16 cm? y se colocaron
en tubos Falcon forrados con papel aluminio. Posterior a esto se agrego nitrégeno liquido y con
ayuda de un mortero y pistilo se triturd la muestra, la cual una vez triturada, se le agreg6 2 mL
de etanol al 95% Yy se agito en el vortex. La muestra se Ilevd al bafio ultrasénico durante 35
minutos e inmediatamente se llevo a la centrifuga a 3000 rpm durante un periodo de 10 minutos
a 4°C. El extracto se llevo a 6 mL con etanol al 95%, para luego tomar 1 mL del extracto y

seguidamente diluirlo en 7 mL de etanol al 95%.

Determinacion de la cantidad de clorofila: se midi6 la densidad Optica a 665 nm para la
clorofila ay 649 nm para la clorofila b, el blanco se llen6 con etanol y cada muestra se midid
por triplicado. Posterior a esto, se anotaron las absorbancias y se determino la cantidad de

clorofila en mg g-1 de tejido foliar mediante las siguientes ecuaciones:

Clorofilaa (ug) = 13, 95 (Asss) — 6, 88 (Asa9) X FD X S
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Clorofila b (1g) = 24, 96 (Asa9) - 7, 32 (Ases) X FD X S
Clorofila total (ug) = Clorofila a + clorofila b

Clorofila a + b (mg m-2) = clorofila a +b /area x 1000

Donde:

A= absorbancia del extracto de clorofila leida a la longitud de onda indicada en el subindice
FD= factor de dilucion

S= cantidad de solvente (mL)

4.6.3 Determinacion del contenido de N en las hojas

La determinacion del contenido de N foliar se realizd6 mensualmente en las mismas
hojas de las plantas muestreadas por los instrumentos durante los cinco meses del experimento,
mediante el método de Kjeldahl (Kjeldahl, 1883). Se tomaron las hojas evaluadas por el método
directo y los métodos indirectos por unidad experimental (Padilla et al., 2018). Dichas muestras
se llevaron a analizar al Laboratorio de Foliares del Centro de Investigaciones Agrondmicas
(CIA) de la Universidad de Costa Rica.

4.6.4 Rendimiento

Para evaluar el rendimiento del cultivo se seleccionaron e identificaron 10 plantas por
unidad experimental de cada tratamiento. Las cosechas se realizaron semanalmente y se realizd
una clasificacion de los frutos segun calidad, en categorias de primera (peso> 119 @), de
segunda (peso entre 86-118g), de tercera (<85¢) y el desecho (fruto que present6 algun tipo de
dafio). Esto se realizd con el objetivo de realizar una correlacion con el contenido de N y de

clorofila de cada tratamiento.

4.7 Analisis estadistico

Se realizo un analisis de los datos obtenidos de las mediciones directas para determinar
el cumplimiento de supuestos de normalidad y homocedasticidad del analisis de varianza
(ANDEVA). Cuando dichos supuestos se cumplian, se realizd un ANDEVA para determinar
si hubo interaccidn entre los niveles de nutricién y de porcentaje de agotamiento. Cuando hubo
interaccion entre ambos factores, se analizaron los efectos simples de los tratamientos mediante

la comparacion mdaltiple de medias segun Tukey (P<0,05). Cuando no hubo interaccién
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(P>0,05), se analizaron los efectos principales, agrupando los datos por nivel de factor o de
ambos factores, que fueron estadisticamente significativos (P<0,05).

Adicionalmente, se determind la relacion entre los contenidos de N y de clorofila. Se
determind cudl instrumento de medicion de clorofila, presentd la mayor relacion con los
contenidos de N y de clorofila en la hoja, asi como su relacion con el rendimiento, todo este

analisis se realiz6 mediante un analisis de regresion.

5. Resultados

Efecto de la nutricion y el agotamiento hidrico en el contenido de clorofila, nitrogeno y
el rendimiento

En el presente estudio, Unicamente se presentd efecto (P<0,05) del nivel de nutricion
(Cuadro 7) para las variables de contenido de N y rendimiento nutricion. No hubo efecto
(P>0,05) del nivel de agotamiento ni de la interaccion entre los factores de nutricion y

agotamiento hidrico sobre las variables directas evaluadas.

Cuadro 7. Analisis de varianza que muestra los efectos individuales o la interaccion de la
condicion de agotamiento (A) y del nivel de nutricion (N) sobre las variables directas de
contenido de clorofila (mg g-1), contenido de nitrégeno (N%) y rendimiento (Kg planta™).

Efecto Variable

Clorofilamg-g* N (%) Rendimiento (Kg-planta)

A

N * *

AXN

* Indica interaccion o efectos independientes (P<0,05) de la condicién de agotamiento (A) y

del nivel de nutricion (N).

El cultivo de chile dulce no mostro diferencias significativas (P>0,05) entre los niveles
de nutricion en el contenido de clorofila (mg g*); sin embargo, se observa una tendencia hacia
un comportamiento creciente de las variables al aumentar el nivel de concentracion de

nutrientes en solucion nutritiva (Cuadro 8).
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Por otra parte, se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05)
en las variables del contenido de N (%) y rendimiento (Kg planta™) (Cuadro 8). En este caso,
el tratamiento de nutricion baja fue estadisticamente distinto al de nutricion media y alta, donde
estos Ultimos fueron estadisticamente iguales (P>0,05) para ambas variables (Cuadro 8).

Cuadro 8. Comparacion de medias del efecto del nivel de concentracion de nutrientes (Baja,
Media y Alta) en las variables evaluadas directamente en plantas de chile dulce hidropdnico
var. Dulcitico, Alajuela, Costa Rica, 2019, mediante la prueba Tukey. Las letras distintas
indican las diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05).

Variable Tratamiento  Media n E.E
Baja 0,95 30 0,11 A
Clorofila mg g* Media 1,00 30 0,11 A
Alta 1,23 30 0,11 A
Baja 4,80 10 0,16 A
N (%) Media 5,36 10 0,16 B
Alta 5,47 10 0,16 B
Baja 1,99 28 0,24 A
Rendimiento Kg )
Media 3,54 28 0,24 B
planta
Alta 3,56 28 0,24 B

E.E = error estandar.

Analisis de regresion entre medidas directas e indirectas

A continuacién, se muestran los analisis de regresion entre las variables medidas
directamente (nitrogeno (N), clorofila (Cl) y rendimiento) y las variables medidas
indirectamente con diferentes equipos, de transmitancia (SPAD, CCl), de fluorescencia (Fv
Fm?) y de reflectancia (NDVIc y NDVIe determinados con el greenseeker y con el

espectroradiometro, respectivamente). El andlisis de regresion se realizd Gnicamente para los
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niveles de nutricion ya que fue el unico factor donde se presentd efecto (P<0.05) de los

tratamientos.
Anélisis de regresion entre contenidos de clorofila y de nitrégeno

El analisis de regresion entre los contenidos de nitrégeno y clorofila presento valores
de R? bajos, con una ligera tendencia creciente conforme disminuy6 el nivel de nutricion,
siendo el tratamiento de nutricion baja el que presentd el mayor coeficiente de regresion (Figura
13).
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Figura 13. Analisis de regresion entre el contenido de clorofila (mg g2) y el contenido de
nitrégeno (%) en los tratamientos de nutricion baja, media y alta en el cultivo de chile dulce
hidropdnico bajo invernadero, Alajuela, Costa Rica, 2019. Cada punto representa el promedio
de tres evaluaciones en una misma fecha.

Contenido de clorofila y transmitancia (CCI, SPAD)
Las variables SPAD y CCI presentaron valores de R? muy similares, donde se
observaron altos valores de R? en el tratamiento de nutricion baja en ambas variables en

relacion con el contenido de clorofila, presentando valores de R? de 0,75 para CCI (Figura 14a)
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y de 0,71 para SPAD (Figura 14b). Por el contrario, las plantas con niveles de nutricion media

y alta presentaron coeficientes de determinacion bajos y similares entre ambas variables

(Figura 14).
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Figura 14. Anélisis de regresion entre el contenido de clorofila (mg g7) y las variables (a)
indice de clorofila (CCI) y (b) desarrollo de anélisis de plantas y suelo (SPAD) en los
tratamientos de nutricion baja, media y alta en el cultivo de chile dulce hidropdnico bajo

invernadero, Alajuela, Costa Rica, 2019.

Contenido de nitrégeno y transmitancia (CCIl, SPAD)
La regresion entre el contenido de nitrogeno (%) y las variables SPAD (b) y CCI (a),

presentaron bajos valores de R?, las plantas del tratamiento de nutricion baja presentaron

coeficientes de determinacion bajos, con valores de 0,40 y 0,26, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15.Analisis de regresion entre el contenido de clorofila (mg g-1) y las variables (a)
indice de clorofila (CCI) y (b) desarrollo de analisis de plantas y suelo (SPAD) en los
tratamientos de nutricion baja, media y alta en el cultivo de chile dulce hidropénico bajo
invernadero, Alajuela, Costa Rica, 2019.
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Contenido de clorofila y reflectancia (NDVls, NDVIEg)

La regresion entre el contenido de clorofila y el NDVIg medido con el Greenseeker

presentd los mayores valores de R? cuando en la nutricion baja fue de 0,58 y alta 0,63 (Figura

16).
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Figura 16.Analisis de regresion para la variable del indice de vegetacion de diferencia
normalizada (NDVIG) y contenido de clorofila (mg g-1) en los tratamientos de nutricion baja,
media y alta en el cultivo de chile dulce hidropdnico bajo invernadero, Alajuela, Costa Rica.

El NDVIe en relacién con el contenido de clorofila, presentd el mayor coeficiente de
determinacion (0,61) en el tratamiento con nutricion media, con una apreciable reduccion del

valor R? al aumentar el nivel de nutricién (Figura 17).
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Figura 17.Andlisis de regresion para la variable del indice de vegetacion de diferencia
normalizada determinado con el espectroradiémetro (NDVIE) y contenido de clorofila (mg g-
1) en los tratamientos de nutricion baja, media y alta en el cultivo de chile dulce hidropdnico
bajo invernadero, Alajuela, Costa Rica, 2019.

Contenido de nitrogeno y reflectancia (NDVls, NDVIE)

La regresion entre el contenido de N y el NDVIg, obtuvo el mayor coeficiente de

determinacion en el tratamiento con nutricion baja, seguido por el tratamiento de nutricion

media (R?=0,47) (Figura 18).
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Figura 18. Analisis de regresion para la variable del indice de vegetacion de diferencia
normalizada (NDVIG) y el contenido nitrégeno (%) en el cultivo de chile dulce hidropdnico
bajo invernadero con nutricion baja. Alajuela, Costa Rica, 2019.

El anélisis de regresion entre el contenido de N y el NDVIg, se obtuvo el mayor
coeficiente de determinacion (0,46) en el tratamiento de nutricion baja (Figura 19), mientras

que los tratamientos con nutricion media y alta presentaron valores inferiores a 0,10.
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Figura 19. Analisis de regresion para la variable del indice de vegetacion de diferencia
normalizada (NDVIE) y el contenido nitrégeno (%) en el cultivo de chile dulce hidropénico
bajo invernadero con nutricion baja. Alajuela, Costa Rica, 2019.

Contenido de clorofilay fluorescencia (Fv Fm)
La regresion entre el contenido de clorofila y la Fv Fm™ obtuvo valores de R? bajos en

el rango de 0,01 y 0,45, donde el tratamiento con nutricion media mostro el mayor coeficiente
de determinacion (0,45) (Figura 20).
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Figura 20. Andlisis de regresion para la variable Fv Fm™ y el contenido de clorofila (mg g?)
en el cultivo de chile dulce chile hidroponico bajo invernadero con nutricion media. Alajuela,

Costa Rica, 2019.

Contenido de nitrégeno y fluorescencia (Fv Fm)

Los mayores valores de R2entre el contenido de N y la Fv Fm™ se presentaron en las
plantas con los tratamientos nutricién baja, seguido por el nivel con nutricion media mientras

que el tratamiento con nutricion alta present6 un valor marginal de 0,05 (Figura 21),

52



6,8
y =1,9475x + 3,967
6,4 R%=0,0458
6,0
[
56 °® o
y=16,023x-6,9231 ®

g 52 R® = 0,692
&
S 4.8
=
& 4,4
©
£ 40
z y = 24,645x - 13,98

3,6 R%=0,8904

[

3,2

2,8

2,4

2,0

0,70 0,71 0,72 0,73 0,74 0,75 0,76 0,77 0,78 0,79 0,80
FvFm-1
® Nutricién baja ® Nutricién media Nutricién alta
Lineal (Nutricién baja) Lineal (Nutricién media) Lineal (Nutricién alta)

Figura 21.Anélisis de regresion para la variable de fluorescencia (Fv Fm™) y contenido de
nitrogeno (N%) en los tratamientos de nutricion baja, media y alta en el cultivo de chile dulce
chile dulce hidroponico bajo invernadero, Alajuela, Costa Rica, 2019.

Contenido de clorofila y rendimiento

El rendimiento presenté una tendencia lineal negativa con el contenido de clorofila
conforme disminuy6 el nivel de nutricion con valores de R?entre 0,07 y 0,47, donde la nutricion

baja present6 el mayor valor de R? (Figura 22).
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Figura 22. Analisis de regresion para el contenido de clorofila (mg g*) y el rendimiento (kg
planta?) en el tratamiento de nutricion baja, media y alta en el cultivo de chile dulce
hidropdnico bajo invernadero var. Dulcitico, Alajuela, Costa Rica, 2019.

Contenido de nitrégeno y rendimiento

La capacidad de predecir el rendimiento (y) a partir del contenido de N en hoja por
medicion directa (x) en general fue baja, con valores de R? en el rango de 0,25 a 0,50 (Figura
23). En los tratamientos con nutricion baja y media, presentd una tendencia lineal positiva,
aumentando el rendimiento conforme aumento el contenido de nitrégeno, siendo el tratamiento
de nutricion media, el que present6 el mayor valor de R? (Figura 23). Por el contrario, en el
tratamiento con nutricion alta, hubo una relacion lineal negativa, ya que, al aumentar el
contenido de N, el rendimiento disminuyd, siendo este el segundo R? més alto (0.39) (Figura
23).
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Figura 23. Analisis de regresion para el contenido de nitrégeno (%N) y el rendimiento en los
tratamientos de nutricién baja, media y alta, en el cultivo de chile dulce hidroponico bajo
invernadero var. Dulcitico, Alajuela, Costa Rica, 2019.

6. Discusion

Los valores de parametros medidos de forma directa, tales como el contenido de
clorofila, el porcentaje de nitrégeno y el rendimiento, mostraron un comportamiento creciente
conforme increment el nivel de nutricion (Cuadro 8). El contenido de clorofila (mg g), fue
la Unica variable que no presentd diferencias significativas entre tratamientos (P>0.05) (Cuadro
8).

Contenido de nitrégeno (N) en hoja

El N es parte fundamental para el crecimiento de las plantas, ya que es constituyente de
una gran cantidad de enzimas y proteinas presentes en el tejido fotosintético y clorofila.
Asimismo, forma parte de la proteina encontrada en las membranas de los tilacoides
conformando el complejo pigmento-proteina involucrado en la cadena de transporte de
electrones, en este complejo se encuentra entre el 60-85% del N tilacoidal (Evans, 1989).

55



El porcentaje de N determinado en la ldmina foliar del tratamiento con nutricion baja
fue estadisticamente inferior a los tratamientos con nutricion media y alta (Cuadro 8). A nivel
préctico, en la agricultura es dificil conocer o establecer la cantidad de nutrientes que la planta
necesita para su 6ptimo desarrollo. Sin embargo, se conoce que el incremento en las dosis de
nitrégeno no significa necesariamente un mayor aprovechamiento por parte de las plantas,
debido a que estas ante un exceso de nutrientes, tienden a consumir de manera excesiva los
nutrientes disponibles (Yasour et al., 2013). Yasuor et al., (2013), realizaron un estudio donde
evaluaron dosis crecientes de N en el cultivo de chile y determinaron que no hubo diferencias
significativas en la concentracion de N en el tejido foliar a partir de la dosis de 56,2 mg-L™.
Resultados similares se obtuvieron en la presente investigacion, donde se observaron
diferencias en el contenido de N en la hoja solamente en el tratamiento nutricional bajo con
una concentracion de N de 58,4 mg L.

La ausencia de diferencias significativas en el contenido de N foliar entre los
tratamientos de nutricion media y alta, probablemente se debe al concepto de concentracion
critica de N. Este se refiere a la concentracion de N en la planta que permite la maxima tasa de
crecimiento, por encima de la cual no hay respuesta por parte de la planta. Esta concentracion
va a depender de la cantidad de biomasa de la planta, ya que, al aumentar, disminuye la
concentracion de N ya sea en un solo tejido o en toda la planta, debido al efecto de dilucion de
los nutrientes (Jarrel & Beverly, 1981; de Caram et al., 2007). La tasa de acumulacién de
materia seca incrementa mas rapidamente que la acumulacion de los nutrientes es por esta razon
que plantas con mayores dosificaciones de N pueden incluso presentar concentraciones foliares
o totales inferiores a una planta con poca o ninguna dosificacion de N, ya que estas Gltimas van
a presentar hojas de menor tamarfio y por tanto el N se va a encontrar mas concentrado (Jarrel
& Beverly, 1981; de Caram et al., 2007). En el estudio realizado se encontraron valores muy
similares del %N en hoja en los distintos tratamientos, pese a que las concentraciones de N
suministrado variaron en un 50% entre tratamientos. Esto como se mencion0 anteriormente,
ocasion6d una disminucion en el crecimiento de las hojas (datos no mostrados) en los
tratamientos con menor suministro de N, por lo tanto, la concentracion de N no va a presentar
mucha variacion con respecto a los tratamientos de mayor nutricion por el efecto de dilucién.

Por otra parte, el N es un elemento movil que se transloca de las hojas mas viejas a las
hojas nuevas, por lo que ante una deficiencia la sintomatologia se va a mostrar en hojas
inferiores maduras del dosel y no en hojas nuevas recientemente expandidas. De Avila et al.,

(2019) encontro que las hojas de la parte superior de la planta contienen el mayor nivel de N,
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por lo que, para observar diferencias entre tratamientos con diferente nivel de N, deben

utilizarse hojas que sean mas representativas del estado nutricional de la planta.

Contenido de clorofila y la relacion con nitrégeno en hoja.

El contenido de clorofila (mg g™) no presentd diferencias significativas entre los
distintos tratamientos de nutricion. Al respecto, una serie de estudios realizados, por Huang et
al., (2004), demostraron que el contenido de clorofila foliar en plantas de arroz disminuye al
presentarse una deficiencia de N, mientras que Avila et al., (2019), observaron que la
concentracion de clorofila (mg g*) en Capsicum chinense no se vio afectada por dosis de N
superiores a los 50 mg L. Dichos resultados fueron coincidentes con los obtenidos en la
investigacion actual, donde la dosis inferior de N fue de 58,4 mg L.

Por otra parte, la regresion entre clorofila y el porcentaje de N en hoja, presentaron
bajos coeficientes de determinacion (R? < 0,18) (Figura 13). Dichos resultados contrastan con
otros estudios realizados en trigo, por Bojovi¢ & Markovic (2009) quienes obtuvieron valores
de R%entre 0,6 y 0,97 y por Padilla et al. (2018) que encontraron coeficientes de determinacion
de 0,72, entre el contenido de clorofila y el contenido de N. Sin embargo, segun Padilla et al.
(2018), cuando el contenido de N se encontraba entre el 6 y 11%, el contenido de clorofilaay
b tendian a saturarse, disminuyendo los valores de R?. Aunque la concentracion de N en el
presente estudio no superd el 5,4%, es posible que esto haya afectado las mediciones, ya que
esto puede variar entre especies, variedades, condiciones climaticas y el sistema de cultivo
(suelo o sustrato). En la investigacion actual se utilizé un sistema hidroponico, mientras que
Padilla et al. (2018) utiliz6 un sistema de cultivo en suelo. En el cultivo en sustrato, el manejo
del riego y la nutricion es diferente debido a las diferencias intrinsecas entre un sustrato y el
suelo lo cual pueden influir directamente en la relacion entre ambas variables.

En primera instancia, el 80% del N foliar esta ubicado en los cloroplastos; de este un
50% se destina a la produccién de proteinas fotosintéticas, mientras que solo entre un 0,5y
1,5% se destina a la produccion de clorofila. Asi, la planta destina sélo una pequefia porcion
del total de N en la sintesis de clorofila (Xiong et al., 2015). Dicho porcentaje esta sujeto a
cambios, por lo que la relacion entre el contenido de clorofila y N puede cambiar por la
distribucion de N en la planta, donde el N destinado a la sintesis de proteinas varia segun las
condiciones luminicas y el tipo de cultivo (Xiong et al., 2015). Estos ajustes en la distribucion
del N en las distintas partes del aparato fotosintético demuestran la habilidad de las plantas para

adaptarse a distintos ambientes durante su desarrollo.
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Por otra parte, los tratamientos nutricionales no solo involucran la reduccién o el
aumento en el contenido de N, sino también la cantidad e interacciones con otros elementos
como el magnesio (Mg), hierro (Fe) y potasio (K). Por tanto, seria importante que los estudios
realizados consideren las posibles relaciones entre dichos elementos y el N, ya que este no
actua aisladamente, ya que pueden existir maltiples interacciones entre nutrientes. Guler &
Biyuk (2004), mencionan que la proporcion entre dichos elementos y el N, puede influir
considerablemente en los contenidos de clorofila y de N foliar. EI Mg y el K, por ejemplo,
poseen funciones de organizacion estructural de las granas y estromas afectando la integridad
de los cloroplastos y la eficiencia de la absorcion de luz. Ante una deficiencia o ausencia de
Mg y K, se han observado dafios en la estructura de los cloroplastos, dandose una reduccion en
la cantidad de granas y tilacoides presentes (Trankner et al., 2018).

En el caso de la interaccion entre Mg,y N, se sabe que el Mg es parte esencial de los
cloroplastos y elemento central en el anillo del tetrapirrol de las clorofilas a y b, también, la
sintesis de la proteina RuBisCO disminuye al presentarse una deficiencia (Trankner et al.,
2018; Hermans & Verbruggen, 2005). Hermans & Verbruggen (2005), observaron que la
concentracion de clorofila empez6 a decrecer en los tratamientos deficientes de Mg en plantas
de Arabidopsis. A su vez, la deficiencia de K también provoca una disminucion en el contenido
de clorofila y una disminucién en el proceso fotosintético. La baja disponibilidad de este
elemento disminuye la difusion del didxido de carbono (CO3) de la atmésfera al interior de los
cloroplastos, debido a que se encuentra involucrado en los cambios de turgencia de las células
guarda estométicas que permiten la entrada del CO2 necesario para el proceso fotosintético.
Aunado a esto, la conductancia en el meséfilo se ve afectada por una disminucion en el espacio
aéreo en el interior de la hoja, ocasionando resistencia en la transferencia del CO (Trankner et
al., 2018).

Otro elemento que altera la sintesis de clorofila, la estructura del cloroplasto y la tasa
fotosintética es el Fe, que se encuentra involucrado en la cadena de transporte de electrones;
las proteinas presentes en los complejos de captacion de luz disminuyen ante una deficiencia
del elemento (Briat et al., 2015). A su vez, el Fe de manera indirecta afecta la sintesis de
porfirina, compuesto que deriva a la clorofila (Briat et al., 2015). Por otra parte, Medellin et
al., (2011), mencionan que las condiciones ambientales como la temperatura y la radiacion
pueden influir en las mediciones de clorofila y consecuentemente en la relacion con el N.
Tambien, durante esta investigacion, el analisis del contenido de clorofila se realiz6 en la zona
central de la lamina foliar, tomando una porcion de la hoja de 6,16 cm?, mientras que el analisis

del contenido de N se realizo en toda la hoja evaluada. Medellin et al., (2011), mencionan que
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la concentracidn de nitrégeno y clorofila no siempre se distribuye equitativamente en todo el
tejido foliar, por lo que la medicion puede variar a lo largo de toda la lamina foliar afectando

la relacion entre ambas variables.

Analisis de planta y suelo (SPAD) e indice del contenido de clorofila (CCI)

En relacién con el contenido de clorofila, de todos los indices evaluados, el CCIl, SPAD
y NDVI mostraron valores altos de RZ? Las variables SPAD y CCIl presentan un
comportamiento muy similar en cuanto a su relacion con el contenido de clorofila, en los
tratamientos de nutricion baja y alta, con valores de R? de 0,75 (CCI), 0,71 (SPAD), 0,37 (CCI)
y 0,38 (SPAD), respectivamente (Figura 14). Resultados similares han sido obtenidos en
estudios realizado en el cultivo de arroz, donde se obtuvo un R? de 0,77 al relacionar el
contenido de clorofila con la variable SPAD (Zhang et al., 2019). Asimismo, en el cultivo de
chile dulce, con valores de clorofila entre 0 y 80 mg cm, se obtuvieron valores altos de R?
entre el contenido de clorofila y los indices SPAD (0,85) y CCl, (0,78) (Padilla et al., 2018).
De igual forma, se han reportado altos valores de R? entre estas variables en cultivos como
canola, tomate, pepino y melén (Wu et al., 2012; Padilla et al., 2017; Azia & Stewart, 2001;
Zhu et al., 2012).

En la investigacion actual, los valores de clorofila se mantuvieron dentro del rango de
0 a 80 mg cm. En el presente estudio, las variables CCl y SPAD presentaron valores similares,
debido a que ambas se basan en el mismo principio, es decir, determinan la absorbancia y
transmitancia mediante la emision de dos radiaciones, la radiacion roja y la infrarroja cercana.
Estos instrumentos utilizan longitudes de onda muy similares, para la radiacién infrarroja
cercana (NIR) 931 nm (Apogee) y 940 nm (SPAD), mientras que en la radiacion roja las
longitudes son de 653 nm (Apogee) y 650 nm (SPAD) (Padilla et al., 2018; Apogee
instruments, 2018, Spectrum technologies, 2009; Taskos et al., 2015).

El uso de estas longitudes de onda se debe a que un aumento en la concentracion de la
clorofila provoca un incremento en la absorcion de radiacion roja. Lo contrario ocurre en el
espectro infrarrojo cercano, donde gran parte de las plantas transmiten una mayor fraccion a
estas longitudes de onda, las cuales no son absorbidas por los fotorreceptores, por lo que dicha
transmitancia se utiliza como una longitud de onda de referencia (Parry et al., 2014).

A pesar de lo anterior, en la investigacion actual no se obtuvieron coeficientes de
determinacion mas altos en ninguno de los tratamientos, probablemente debido a que la

absorcion y la transmitancia de la luz en las longitudes de onda roja e infrarroja cercana, se ven
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afectados por la presencia de otros componentes y/o pigmentos, donde la transmitancia en NIR
es primeramente afectada por componentes diferentes a la clorofila. Las membranas también
pueden afectar las mediciones, tal es el caso de la pared celular la cual puede absorber y
transmitir de manera muy similar a la clorofila (Parry et al., 2014).

Por otra parte, en el contenido de N con los valores SPAD y CCI, los mayores
coeficientes de determinacion se obtuvieron en el tratamiento con nutricion baja, con un R? de
0,4 para SPAD, y de 0,26 para CCIl (Figura 15). Un estudio en maiz report6d resultados
similares, con coeficientes de determinacion para SPAD entre 0,42 y 0,62 (Gabriel et al., 2019);
mientras que Medellin et al., (2011) report6 altas relaciones entre SPAD y contenido de N,
siendo el valor mas bajo de 0,64.

Como se menciond en el apartado referente a los resultados obtenidos entre el contenido
de clorofila y nitrégeno, Unicamente entre un 0,5 y 1,5% del N se destina a la produccién de
clorofila, por lo que la relacion con indicadores del estado de clorofila, obtenidos con el SPAD
y el CCl, se ve afectada directamente, ocasionando bajas relaciones entre el SPAD, CCl y el
contenido de N foliar (Xiong et al., 2015). También, los contenidos de N también pueden ser
subestimados ante altos contenidos de N, debido a que la distribucion del N en los diferentes
tejidos de la planta es afectada por el ambiente, principalmente ante cambios en la intensidad
luminica (Xiong et al., 2015). Este es un factor que, en ambientes protegidos, se altera debido
a la cubierta plastica que poseen, que ocasiona que la cantidad de luz que llega al cultivo sea
inferior en comparacion con cultivos que se encuentran expuestos a plena luz solar, por lo que
es mas probable que esta se vea afectada en sistemas protegidos. Estos cambios en la
distribucion foliar de N evidencian la habilidad de las plantas para adaptarse a diferentes
condiciones ambientales.

También hay un efecto tamiz, el cual consiste en la poca eficiencia del tejido
fotosintético en la absorcion de radiacion PAR, lo cual ocurre en ausencia de tejido absorbente
al darse el paso de la radiacion en el tejido fotosintético, aumentando con una disminucion en
la concentracion de los cloroplastos y un incremento en la desuniformidad de los mismos (Parry
et al., 2014). Esto pudo haber afectado las mediciones foliares con los distintos instrumentos,
ya que, al presentarse dicho efecto por problemas presentados durante la investigacion como
deficiencias nutricionales o el ataque de patdgenos, los datos pudieron haberse subestimado
ocasionando falta de diferencias entre tratamientos y/o bajas relaciones entre variables.

Estudios han reportado que incrementos en las dosificaciones de N solo reflejan ligeros

aumentos en los valores brindados por el SPAD. Por lo cual, dicho parametro no logra estimar
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el contenido de N en hojas con elevados contenidos de N (Zhang et al., 2019). De esta forma,
los valores SPAD tienden a disminuir ocasionando bajos R? entre ambas variables.

Ademas, la medicion se realiza en un solo segmento de la hoja, mientras que el N se
encuentra distribuido de manera desuniforme en toda la hoja; asimismo, dicha medicion puede
tener fluctuaciones producto de la morfologia de la hoja (Zhang et al., 2019; Gabriel et al.,
2019). De acuerdo a lo anterior y a lo observado en el presente estudio, coincidente con otros
estudios realizados (Padilla et al., 2018; Zhang et al., 2019; Parry et al., 2014), para el sistema
de cultivo hidroponico bajo invernadero es necesario realizar nuevos estudios enfocados en la
estandarizacion de la toma de muestras, la etapa fenologica, la hora del dia, cantidad de
muestras, zona de la toma de muestras, dosis de N, entre otros factores; con el fin de lograr

mayor exactitud y precision en la estimacién del contenido de N en dicho sistema.

indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI)

El NDVI determinado con el Greenseeker (NDVIg) y con el espectroradiometro
(NDVIg), utilizaron longitudes de onda de 570 y 680 nmy de 670 y 730 nm, respectivamente,
con el fin de evaluar la reflectancia en el espectro rojo. Asimismo, en dichas longitudes de onda
se ha observado un incremento en el NDVIe (Sharma et al., 2015).

En el andlisis de regresion entre el contenido de nitrégeno y ambos NDVI, los mayores
coeficientes de determinacion se obtuvieron cuando el nivel de nutricion fue medio para
NDVIs (R? 0,61) con una tendencia lineal positiva (Figura 18); y con una tendencia lineal
negativa y un R? de 0,46 para el NDVIe con nivel de nutricion bajo (Figura 19). En cuanto al
tratamiento de nutricion alta, ambos indices presentaron el menor coeficiente de determinacion
(Figura 18-19).

Dichos resultados contrastan con otras investigaciones que han reportado coeficientes
de determinacion superiores a 0,91 (Padilla et al., 2015). Sin embargo, dichos autores
realizaron la relacion entre el contenido de N de toda la planta (hojas-tallo y frutos). Asimismo,
Rambo et al., (2010), realizaron un estudio en maiz donde obtuvieron valores de R? entre 0,27
- 0,59, considerando que un R? de 0,59 representd una buena relacion entre el NDVI vy el
contenido de N. Segun esto, los coeficientes de determinacion de nutricion baja y media para
el NDVIg y baja para el NDVIg, respectivamente, presentan una relacion aceptable con el
contenido de N. Sin embargo, seria recomendable para futuras investigaciones el uso del dato
del contenido de N total de la planta, el cual podria brindar mas informacién y relaciones mas

elevadas con el NDVI.
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Ambos indices (NDVIg, NDVIg) mostraron una buena relacion con el contenido de
clorofila (Figura 16, 17), donde para NDV g se obtuvieron R? de 0,63 y 0,58 en los tratamientos
nutricionales alto y medio, mientras que para NDVIe un R? de 0,61 en el tratamiento de
nutricion media. Estudios similares, muestran coeficientes de determinacion similares, tal es el
caso de un estudio realizado en Carpinus betulus que obtuvo un R? de 0,75 al relacionar el
NDVI con el SPAD como medicion del contenido de clorofila (Hashemi & Chenani, 2011).
Asimismo, en un estudio realizado en pasto, se obtuvieron coeficientes de determinacion entre

0,53y 0,92, dependiendo de la época de medicion y del tipo de pasto (Bell et al., 2004).

Este tipo de indices también son muy sensibles a la clorosis presente en el follaje de los
cultivos, debido a que perciben con mayor sensibilidad la reflectancia en la radiacion verde y
roja, especialmente ante altos contenidos de clorofila (Padilla et al., 2018). Dado esto, el NDVI
ha mostrado estar fuertemente relacionado con el estado del N y la clorofila en cultivos como
cereales y hortalizas como el tomate, brocoli, siendo este uno de los indices mas utilizados para
el manejo de este nutriente en los cultivos (Padilla et al., 2018; Padilla et al., 2015). Al presentar
relaciones relativamente buenas con el contenido de N y de clorofila en la presente
investigacion y al ser una medicion mas representativa del estado nutricional del cultivo, este
tiene un alto potencial de funcionar como instrumento para el monitoreo del estatus del N en
el cultivo de chile dulce (Padilla et al., 2018).

Padilla et al. (2018), mencionan que una de las ventajas de utilizar instrumentos como
el Greenseeker para la determinacién del contenido de N y clorofila, es que esta toma
mediciones integradas de un area mucho mas grande y representativa que la medicion de una
Unica seccion de la hoja, disminuyendo la variabilidad entre mediciones: por tanto, al evaluar
la planta en su totalidad se puede reflejar mejor el estatus del N en el cultivo.

Por otra parte, los bajos valores de R? entre el NDVI y los contenidos de N y de
clorofila, puede deberse a que dichos indices se pueden ver afectados por una serie de
condiciones en el cultivo. En primera instancia Rambo et al., (2010) indican que la reflectancia
entre las longitudes de onda infrarrojo cercano 700 - 1300 nm se ven influenciadas por las
propiedades oOpticas del tejido foliar como lo es la estructura celular, las interfaces aire- pared
celular - protoplastos- cloroplastos. Asimismo, las mediciones varian entre los contenidos de
N, estado fenoldgico y el tipo de suelo.

La etapa fenoldgica pudo haber influido en la relacion NDVI con el contenido de
clorofila, con bajos valores de R? debido a que, en etapas tempranas del cultivo, el dosel no

cubre en su totalidad la superficie del suelo, por lo que la reflectancia del suelo domina.
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En el caso del presente estudio el suelo estaba cubierto con “ground cover” color
blanco, lo cual pudo afectar parcialmente la reflectancia influenciada por la relacion entre el
area de la planta y el area del suelo, durante la medicion (Longchamps & Khosla, 2014;
Ramirez et al., 2015). La literatura menciona que los suelos blancos presentan un valor de
NDVI iguales a -1 indicando la reflectancia de la luz emitida (Gutiérrez et al., 2011). Esto
ocasiona que las variaciones en la biomasa, area foliar y la estructura del dosel enmascaren los
contenidos de clorofila y N en el cultivo en etapas tempranas; mientras que en etapas méas
avanzadas el dosel tiende a cerrarse, haciendo que la influencia de estas variables disminuya.

Otro factor que pudo afectar el potencial del NDVI para estimar el contenido de N en
plantas con nivel de nutricion alto, es el hecho de que se ha observado que mediciones con el
Greenseeker pueden presentar saturacion cuando la biomasa de la planta alcanza valores
méaximos en etapas fenoldgicas mas avanzadas, resultando en datos poco representativos del
estado nutricional de la planta (Mufioz et al., 2015). Por esto que existe la necesidad de crear
modelos para las distintas etapas fenoldgicas, asi como indices que omitan el efecto del suelo
en las mediciones (Li et al., 2010). Por ejemplo, en el cultivo de algodén, Ramirez et al., (2015)
sefialan que la validez del contenido de N en hoja utilizando sensores 6pticos mostro resultados
promisorios unicamente cuando el canopy del cultivo alcanzaba el 30% de cobertura.

Por otra parte, la manipulacion del Greenseeker pudo afectar negativamente los
coeficientes de determinacion entre el NDVIg y el % de N y el contenido de clorofila. Al
respecto, Gutiérrez et al., (2011) mencionan que dicho instrumento, se debe mantener a una
distancia entre 80-120 cm y un angulo definido del cultivo durante toda la medicion. Dicha
recomendacion fue dificil de sequir durante las mediciones, ya que la distancia entre hilera era
de 1.5 m aproximadamente, lo cual, asociado a la densidad del follaje de algunos tratamientos,
impedian la ejecucién de una trayectoria sin cambios en la distancia y en el angulo con respecto
al cultivo.

Asimismo, no fue posible realizar las mediciones en la parte superior del cultivo donde
se realizaba el anélisis del contenido de N, ya que tratamientos como los de nutricion alta y
media en etapas mas avanzadas presentaron plantas de alturas superiores a 2 m, razén por lo
que la evaluacion se realizaba en la parte baja-media del cultivo, alterando de esta manera la
medicion.

Ademas, el valor del NDVIg se puede ver afectado por el ataque de plagas, patdgenos,
radiacion, estado hidrico, entre otros. En la investigacion realizada, se presentd una alta
incidencia de mosca blanca (Bemisia tabaci), lo que ocasion0 la afectacion por parte de la

fumagina (Capnodium magniferar) provocando el oscurecimiento de las hojas por la presencia
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del hongo. Asimismo, se presentaron problemas con mildit polvoso y deficiencias
nutricionales afectando el verdor del follaje y como se menciona anteriormente, el NDVIg es
sensible a la falta de follaje verde, por lo que la presencia de estos problemas pudo influir en
las mediciones realizadas.

Tambieén, algunos autores han mencionado el uso de las longitudes de onda del margen
del espectro rojo para la determinacion de la reflectancia en los cultivos, ya que penetra de
manera mas profunda en el dosel del cultivo, siendo la sensibilidad de la absorbancia y la
reflectancia, mayor en el espectro rojo (Li et al., 2014). Es por esto que el uso de indices como
el NDVI que reemplacen las bandas rojas por una banda del borde rojo han demostrado ser
indicadores confiables para la determinacion del estado del N y de la clorofila en los cultivos,
por lo que se puede implementar dicho cambio de banda en investigaciones futuras con el uso
del espectroradiometro, y asi evaluar su relacion con el contenido de N en el cultivo de chile
dulce hidropdnico (Li et al., 2014; Padilla et al., 2018).

Fluorescencia (Fv Fm?)

En el presente estudio, la regresion entre Fv Fm™ y el contenido de clorofila en hoja,
presentd valores de R? bajos con un maximo de 0,46 en el tratamiento con nivel de nutricion
media (Figura 20). Las medidas de dicha variable pueden verse afectada por diversos factores
bioticos, abioticos, genéticos y de manejo agronémico.

La fluorescencia es un proceso que se da durante la primera fase de la fotosintesis, en
el cual la clorofila y otros pigmentos accesorios se encargan de la absorcion de la radiacion
solar. La absorcién de la radiacion puede verse afectada por la estructura y la concentracién de
dichos pigmentos. Ante una deficiencia de N, la planta no sélo modifica la concentracién de
clorofila, sino también la concentracion de pigmentos como flavonoides y carotenoides; por
ejemplo, la concentracion de zeaxantina incrementa ante una limitacién de N (Pérez-Molina et
al., 2020; Longchamps & Khosla, 2014; Rambo et al., 2010). Esto indica que, al existir mas de
un pigmento involucrado en dicho proceso y al existir en la planta un mecanismo para
reorganizar la concentracion de pigmentos en la hoja, puede existir un efecto por parte de estos
en la medicion de la fluorescencia.

Existen una serie de regiones de emision de fluorescencia que pueden ser utilizadas
para la determinacion del crecimiento bajo distintas dosificaciones de N, tal es el caso de un
inductor de fluorescencia que utiliza una longitud de onda de 375 nm, el cual ha demostrado

ser un buen indicador del estado del N en el cultivo de maiz (Rambo et al., 2010).
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En el analisis de regresion entre Fv Fm™y el contenido de N se obtuvieron mayores
valores coeficientes de determinacion (Figura 21). Los tratamientos con nutricion bajay media
presentaron valores R? aceptables, 0,89 y 0,69 respectivamente, para estimar el %N en hoja
utilizando el medidor de fluorescencia. Los resultados obtenidos en el presenta estudio, fueron
coincidentes con los resultados de Yang et al., (2016), quienes reportaron una buena relacion
entre el contenido de N foliar e indices de fluorescencia, con valores de R? entre 0,7 y 0,9.

Los elevados R? entre Fv Fm™ y N en la nutricion baja y media y los bajos R%en el
tratamiento de nutricion alta, pueden deberse a la variabilidad en los datos obtenidos para
ambas variables. En el tratamiento de nutricion baja (Figura 21), se observa que la mayor
cantidad de Fv Fm™ se encuentran entre valores 4,4 y 5,4 de contenido de N , seguido de la
nutricién media encontrandose entre 5,0 y 5,8, y por ultimo la nutricion alta donde la mayoria
de datos estan ubicados entre 5,5 y 5,8. COmo se aprecia en las variaciones, el tratamiento de
nutricion baja, es el que presenta las mayores variaciones, seguido por el tratamiento de
nutricion media, siendo estos los que presentaron los mayores coeficientes de determinacion.
De manera contraria, la nutricion alta present6 el menor valor de R?, donde a su vez mostré la
menor variacion en el contenido de N. Esto sugiere que todas las hojas muestreadas en el
tratamiento de nutricion alta presentaban altos porcentajes de N en las distintas mediciones
disminuyendo la variabilidad, mientras que la fluorescencia al presentar mayor variacion va a
provocar una baja relacion con el % de N; por lo que, segln lo observado en el presente estudio,
dicho indice no funciona bajo altos contenidos de N.

La eficiencia del fotosistema dos (Fv Fm™) es un parametro que brinda informacion
importante acerca del estatus de la planta. Se menciona que en una planta sana solamente cerca
del 2% de la energia absorbida se pierde a través de la emisién de fluorescencia, mientras que,
al someter esta planta ante un estrés, esta pérdida de energia puede aumentar seis veces su valor
inicial (Rambo et al., 2010). La deficiencia de N afecta la integridad del aparato fotosintético
de muchas formas. Pérez-Molina et al., (2020), mencionan que la primera de ellas es mediante
la sintesis de enzimas necesarias para reparar los centros de reaccion del fotosistema Il en la
membrana tilacoidal. Al no existir enzimas para reparar los centros de reaccion, se genera una
acumulacién de especies reactivas de oxigeno, incrementando de esta manera el dafio en la
membrana tilacoidal lo que ocasiona una disminucion en la eficiencia del fotosistema Il (Fv
Fm?).

Con base en los resultados obtenidos y en la literatura mencionada, el parametro Fv Fm-
! tiene potencial para determinar el estatus del N en plantas de chile. Sin embargo, es

recomendable realizar muestreos preliminares para la determinacion del tipo y numero de
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muestras, ya que estudios realizados han mostrado que la hoja mas nueva recientemente
expandida no presenta diferencias entre tratamientos de N, mientras que hojas mas antiguas si
presentan una reduccion en Fv-Fm™ en los tratamientos sin o con una reduccion de N (Zivéak
etal., 2015).

Por su parte, la regresion entre Fv Fm™ y el contenido de clorofila present6 el mayor R?
(0,45) en el tratamiento de nutriciobn media (Figura 20). La complejidad que conlleva la
correcta medicion de la fluorescencia, al involucrar mas de un pigmento fotosintético, puede
alterar los valores de Fv Fm™, ocasionando variaciones en las mediciones y a su vez bajas
relaciones con el contenido de clorofila, ya que, al s6lo considerar dicho pigmento en la
investigacion actual, se desconoce el efecto que otros pigmentos pueden ocasionar en la

medicion.

Rendimiento y su relacion con el contenido de N y clorofila

En rendimiento de fruto fresco (Kg planta?), el tratamiento con nutricion baja fue
estadisticamente diferente a los tratamientos de nutricion media y alta (Cuadro 8), siendo estos
ultimos estadisticamente similares. Coincidentemente, Rambo et al., (2010), tampoco observd
diferencias significativas en el rendimiento bajo dosis elevadas de N en el cultivo de maiz.

En cuanto al rendimiento y su relacién con las variables medidas directamente (%N y
concentracion de clorofila (mg g*), en ambos casos se obtuvo valores de R? bajos, siendo el
mas elevado en el tratamiento de nutricion baja para la clorofila (0,47) y la nutricion media
para el N (R? = 0,50) (Figura 22-23). En los tratamientos de nutricién baja y media, el
rendimiento tuvo un comportamiento creciente conforme aumenta la cantidad de clorofilay de
N foliar.

Por el contrario, en el tratamiento con nutricion alta, al incrementar el contenido de N
foliar el rendimiento disminuye (Figura 23). Dicho comportamiento ha sido observado en
diversos estudios con dosis crecientes de N. De Avila Silva et al., (2019) en dos cultivares de
chile obtuvieron una disminucién en el peso del fruto al incrementar la dosificacion de N,
puesto que el tratamiento con la dosificacion mas elevada presentd6 una considerable
disminucion en el rendimiento. En cuanto al nitrogeno, se tienen una serie de curvas donde este
determina el rendimiento directamente, se tiene la curva de N critico, la cual es la minima
concentracion de N para alcanzar la tasa de crecimiento maxima. Por debajo de esta curva, el
crecimiento esta limitado (Ley del minimo de Liebig) y por encima de la misma estara en su

concentracion optima (Gomez, 2016). El incremento en el crecimiento vegetativo puede
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generar alteraciones en el balance fuente-sumidero. Ante un aporte excesivo de N en los
cultivos, la planta se enfoca en el crecimiento vegetativo, dejando de lado la produccion de
organos reproductivos, ya que las hojas actan como un sumidero bastante fuerte, creando de
esta manera una competencia entre el crecimiento vegetativo-reproductivo, que repercute en la
produccion de flores y frutos y por tanto en el rendimiento (Sainju et al., 2019; de Avila Silva
etal., 2019).

En cuanto al rendimiento con el contenido de clorofila foliar medido, el tratamiento de
nutricion baja presentd la mayor relacion con el rendimiento (R? 0,47), seguido del tratamiento
de nutricion media (R?0,22) (Figura 22). La literatura menciona que la aplicacion y/o limitacion
de otros nutrientes como el K, Mg, Cay Fe puede influir en la relacién del rendimiento con el
contenido de clorofila. Por ejemplo, el déficit de Fe que se presentd en el cultivo pudo haber
influido directamente en la productividad de la planta, ya que al ser constituyente de la clorofila
puede afectar la tasa fotosintética proceso que da como resultado la biomasa de la planta (Gller
& Buyik, 2009).

La tasa fotosintética y el rendimiento se ve afectado por una serie de factores internos
(laactividad de la RuBisCO, la clorofilay el metabolismo de la planta) y externos (condiciones
ambientales, el suelo y/o sustrato, condiciones hidricas) (Gutiérrez- Rodriguez et al., 2005),
por lo que el contenido de clorofila, puede que no sea suficiente como criterio Gnico y aislado
para explicar el comportamiento del rendimiento. Por tanto, su analisis debe tener un enfoque
mas integral con otros factores. En este caso, la tasa fotosintética podria ser un parametro mas
integral y robusto para explicar el rendimiento de un cultivo. Al respecto, Gutiérrez- Rodriguez
et al., (2005), mencionan que, para obtener buenas relaciones entre la fotosintesis y el
rendimiento, es necesario que el cultivo crezca en condiciones idoneas sin limitaciones
luminicas e hidricas, factores que, en el presente estudio, pudieron influir en la relacion entre

ambas variables.

Conclusiones

Las variables directas evaluadas de contenido de nitrégeno y de clorofila muestran que
existe un efecto por parte de los tratamientos nutricionales, presentando resultados
prometedores para la evaluacion in situ del contenido de clorofila y de nitrogeno.

En cuanto al contenido de clorofila, se observd que las variables SPAD, CCl y NDVI

pueden determinar el contenido de clorofila en campo: en el presente estudio, los indices SPAD
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y CCI presentaron buen potencial para determinar el contenido de clorofila aun en condiciones
de deficiencias nutricionales como el caso del Fe, mientras que el NDVI en condiciones de
deficiencia y de exceso.

Por otra parte, los indices NDVIg, Fv/Fm y NDVIe mostraron buena capacidad para la
estimacion del contenido de N por lo que pueden ser utilizados para la evaluacion del estado
del N en la planta, aun ante una deficiencia de N. Asimismo el NDVIe demostrd que puede ser
un parametro Util para determinar el estado del N ante un nivel intermedio de aportes de N, mas
que ante un exceso.

El tratamiento con nivel de nutricibn media presentd los mejores rendimientos en
comparacion con los demas tratamientos, mostrando un comportamiento decreciente ante una

deficiencia o exceso de N.

Recomendaciones

Se recomienda para investigaciones futuras, el uso de formulas nutricionales que sélo
tengan como limitante el elemento de N, esto para evitar el efecto de otros elementos en el
contenido de clorofilay en las variables evaluadas. Asimismo, se debe realizar la determinacion

del sitio de la hoja y/o planta a evaluar segun cada instrumento.

Con respecto a nuevas variables, la literatura menciona que, ante una deficiencia de N,
la concentracion de flavonoides y carotenoides puede cambiar, por lo que estos parametros
también pueden ser indicadores del estado del N en la planta (Zhang et al., 2019). Aunado a

esto, se puede considerar el uso de otras longitudes de onda como el borde rojo (Li et al., 2014).
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ANexos

Anexo 1. Datos de la prueba de viabilidad realizada en el almécigo.

Variable Dato
PF tallo (g/pl) 0,68295
PF hoja (g/pl) 1,054

PF Raiz (g) 1,24655
PF total (g/pl) 2,9835
PS tallo (g/pl) 0,0625
PS hoja (g/pl) 0,1122

PS Raiz (g) 0,09835
PS total (g/pl) 0,27305

Grosor tallo (mm) 2,935

Long tallo (cm) 10,825

Long raiz (cm) 9,065
# Hojas 59
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Anexo 2. Datos de soluciones nutritivas consultadas en fuentes literarias para la determinacion

de la solucidn utilizada en el proyecto.

Fuente N P K Ca Mg S Fe Cu Mn zZn B Mo Na CI
Castellanos, 2008 95 88 249 1207 21 75 3 02 1 06
Gonzélez et al., 2008 49,69 16,84 253,50 200,00 60,00 92,00 14.2
Prieto et al., 2007 2,33 0.03 05 0.05 0.1 0.03
Charlo et al., 2012 156 52 2701 99 66 921 04 01 01 05 05 12.6
Jara-Delgado, 2016 190 35 210 150 45 70 1 010 05 015 05 0.05
Wamser et al., 2017 168 40,3 351 112 288 19,2 37 005 04 03 03
Hoagland & Arnon (1938)
210 31 234 160 34 64 25 002 05 005 05 0,01
Steiner, 1984 168 31 273 180 48 33 2,1 002 062 0,11 0,44

Haifa, sf

62,42 77,75 2542 1905 36,5 111,57

Van der Lugt et al., 2016

61,46 39,00 264,00 200,00 36,00 56,00

Promedio

116,8 37,7 237,1 1487 361 944 23

02 07 03 04 04 523 142
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