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INTRODUCCION GENERAL

Existen dos técnicas comunmente utilizadas para estimar la concentracion de
nutrientes en los tejidos, siendo conocidas como: destructivas y no destructivas.
Si bien, Ramirez (2010) mostré que el estado del nitrégeno de la planta puede
ser estimado con precision usando una técnica destructiva; en el que las
muestras foliares se analizan mediante procedimientos de laboratorio, esta
técnica es generalmente laboriosa, costosa y consume mucho tiempo (Sui et al.,
2005). Por el contrario, los métodos no destructivos son rapidos y menos
costosos, que varian en complejidad y optimizacién, pero generalmente son
menos precisos. Los métodos no destructivos se basan en analisis de las
caracteristicas espectrales de los tejidos vegetales. Los cloroplastos contienen
70 % del nitrogeno de la hoja (Madakadze y Madakadze, 1999), por lo que la
clorofila domina las propiedades de reflectancia y transmitancia de la radiacién
del espectro visible (Ritchie, 2003). Por lo tanto, el color que refleja la hoja tiene
una estrecha relacion con el contenido de nitrégeno y el crecimiento vegetativo
vigoroso y el color verde oscuro de las hojas son caracteristicos de plantas con

un nivel éptimo o excesivo de nitrégeno (Khavari-Nejad et al., 2013).

La cantidad de radiacion solar absorbida por una hoja es en funcién del contenido
de pigmentos fotosintéticos. El contenido de clorofila foliar es un indicador del
estado fisiologico de las plantas (Filella et al., 1995). La deficiencia de nitrégeno
es la falta de clorofila y una baja densidad de clorofila en las hojas de las plantas,
esta deficiencia reduce notablemente la clorofila y la concentracion de
carotenoides en las hojas y cambios de su color (Khavari-Nejad et al., 2013;
Boussadia et al., 2010). El contenido de clorofila foliar, que se correlaciona con
concentracion de nitrégeno foliar, puede servir para predecir los requerimientos
de nitrégeno de las plantas (Ali et al., 2012), y una de las herramientas mas
utilizadas es el estimador de clorofila (SPAD-502, Minolta®). Este dispositivo
portatil estima el contenido de clorofila de las hojas y por lo tanto da una
indicacién de los contenidos de nitrdgeno en hojas, ya que el nivel de clorofila

foliar esta estrechamente correlacionado con la concentracion de nitrégeno foliar.
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En los ultimos afios, se ha estado investigando la imagen digital en la industria
de la agricultura para el analisis del color de la planta. Las camaras digitales o
escaneres en combinacion con computadoras y programas de computo
apropiados pueden recolectar imagenes de hojas y evaluar su color con relativa
facilidad y a un costo razonable. Dispositivos portatiles son adecuados para
superficies pequefias. En general, en la agricultura se han usado poco las
camaras fotograficas, a pesar de que éstas permiten capturar imagenes con
resolucién razonable en cualquier lugar y que para el analisis de sus imagenes
existen plataformas de software (Rasband, 2007), que permiten determinar el
area de objetos graficos en los que se introduce una referencia de tamano
conocido (Motomiya et al., 2009), por lo cual, si se acoplan estos elementos para
la medicidon del area u otros parametros de crecimiento foliar, se tendra un
sistema portatil, econdmico y preciso que apoyaria la toma de decisiones, aun

en lugares con recursos tecnoldgicos relativamente limitados.

El analisis de imagenes comprende la generacion de estas, la eliminaciéon
posterior de elementos indeseables para mejorar la calidad, y finalmente el uso
de algoritmos para analisis computarizado (Hansen et al., 2003) por lo que, el
diagndstico por imagenes supone utilizar la imagen para determinar indices
(ejemplo: NDVI, IAF, etc.) y correlacionarlos con ciertos factores (ejemplo:
nutricion, temperatura, etc.) (Rasband, 2007). Este método de diagndstico
nutrimental con fotografias, al igual que para los demas indices espectrales
requiere de la evaluacion con abundancia o exceso del nutrimento de interés
para determinar algunos indices que sirvan como patron de concentraciones
conocidas (Motomiya et al., 2009; Madeira et al., 2003). En afos recientes, se
ha utilizado la fotografia digital para detectar el nivel de fertilizacion nitrogenada
(Jia et al., 2004). Estos autores emplearon fotografias aéreas con el fin de
estimar el nivel de fertilizacion nitrogenada en un campo de trigo. Encontraron
una correlacion positiva entre el analisis de la imagen y la concentracion de N en
el campo. Wiwart et al. (2009), analizaron los cambios en el color de tres
especies diferentes de plantas que fueron sometidas a nitrégeno, fésforo, potasio

y deficiencias de magnesio.

12



Esto se hizo mediante analisis de imagen digitales en color utilizando el modelo
de tono, saturacion e intensidad para el procesamiento de imagenes en color. En
la presente investigacion se pretende estimar el estado nutrimental en pepino,
albahaca y lechuga, mediante métodos no destructivos que proporcione

informaciéon de manera rapida y precisa.

13



OBJETIVO

Estimar el estado nutrimental de nitrégeno en lechuga, albahaca y arugula

mediante métodos no destructivos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar el nivel éptimo de nitrato que favorezca el crecimiento y

rendimiento de lechuga, albahaca y arugula.

2) Estimar el crecimiento en lechuga, albahaca y arugula, mediante el

analisis de imagenes.

3) Determinar el estado nutrimental de nitrdgeno mediante técnicas

destructivas y no destructivas en lechuga, albahaca y arugula.

14



HIPOTESIS

Al menos un método no destructivo permitira estimar el estado nutrimental de

nitrégeno en lechuga, albahaca y arugula, en forma rapida y precisa.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

1) El nivel de nitrato de 12 mEq-L" en la soluciéon nutritiva favorecera el

crecimiento y rendimiento en lechuga, albahaca y arugula.

2) El analisis de imagenes permitira estimar el crecimiento con una precision

superior a 90 % en lechuga, albahaca y arugula.

3) Las técnicas no destructivas permitiran estimar el estado nutrimental de

nitrégeno con una precision superior a 90 %.

15
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CAPITULO |

ESTIMACION DE LA CONCENTRACION DE NITROGENO Y CLOROFILA DE
LECHUGA ROMANA CON LECTURAS SPAD Y atLEAF

RESUMEN

El nitrogeno (N) es un nutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de las
plantas y es especialmente importante en la produccion de hortalizas de hoja
verde de alta calidad. En este experimento, la concentracion de N en las hojas,
la concentracién de clorofilay el peso sobre la materia fresca de lechuga romana
(Lactuca sativa L. var longifolia) se estimaron mediante correlaciones entre las
lecturas in situ de SPAD y atLEAF. La lechuga se cultivé en invernadero durante
42 dias y se reg6 a cinco niveles de N: 0, 4, 8, 12y 16 mEq-L™* de NOs’, basado
en la solucion nutritiva Steiner. La concentracion de N, la concentracion de
clorofila y la materia fresca se determinaron en el laboratorio, mientras que las
lecturas de SPAD y atLEAF se midieron in situ semanalmente. Las lecturas
SPAD tuvieron correlaciones lineales altas, positivas y significativas con N (R? =
0.90), clorofila (R? = 0.97) y materia fresca (R? = 0.98); Las lecturas de atLEAF
tuvieron una correlacion lineal similar con N (R? = 0.91), clorofila (R?2 = 0.92) y
materia fresca (R? = 0.97). Ademas, las lecturas de SPAD y atLEAF tenian una
correlacién lineal alta, positiva y significativa (R? = 0.96). Por lo tanto, los
medidores SPAD y atLEAF se pueden usar para estimar de manera no
destructiva y precisa la concentracion de N en lechuga, de una manera confiable
y rapida durante el ciclo de produccion del cultivo. Ademas, atLEAF es

actualmente mas asequible que el equipo SPAD.

PALABRAS CLAVES: materia fresca; nutricion de cultivos; Lactuca sativa;

mediciones no destructivas; cultivo sin suelo
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INTRODUCCION

El nitrégeno (N) es un nutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de las
plantas. Se encuentra en aminoacidos, acidos nucleicos, proteinas y en clorofila.
La concentracion de clorofila de la hoja esta estrechamente relacionada con la
concentracion de nitrégeno en la planta (Zebarth et al., 2002), por lo tanto, el
monitoreo de las concentraciones de clorofila y N de la planta durante la
produccion podria usarse como una estrategia de manejo para mejorar el
crecimiento, rendimiento y comercializacion de la planta (Gitelson et al., 2003;
Peng y Yuan, 2017).

Los métodos destructivos actuales para la determinacién de N y clorofila son
precisos, pero requieren mucho tiempo y son relativamente costosos (Kalaji et
al. 2017); por el contrario, se ha utilizado con éxito equipo portatil no destructivo
con algunas especies de plantas para estimar in situ y rapidamente las
concentraciones de clorofila o N en las hojas (Abdelhamidg et al., 2003; Loh et
al., 2002; Padilla et al., 2018a) y permitir mediciones repetidas de la misma hoja

durante un ciclo de produccion (Kalaji et al., 2017; Yamamoto et al., 2002).

El medidor de clorofila SPAD 502 Plus (Konica Minolta®, Japén) se utiliza para
la determinacion rapida y no destructiva de la concentracion relativa de clorofila
en las hojas (Gianquinto et al., 2004). La transmision de luz a través de la hoja
se mide a 650 y 940 nm; la longitud de onda de 650 nm coincide con la region
espectral con maxima actividad de clorofila, mientras que la trasmitancia a 940
nm se utiliza para compensar factores, incluido el contenido de humedad y el
grosor de las hojas (Zhu et al., 2012). Se ha informado que las lecturas SPAD
estan relacionadas con la concentracién de clorofila foliar (Basyouni y Dunn,
2017; Basyouni et al., 2015; Uddling et al., 2007).

El medidor de clorofila atLEAF CHL (FT Green LLC®, EE. UU.) funciona de
manera similar al medidor SPAD, pero utiliza una longitud de onda de 660 nm en
lugar de 650 nm (Zhu et al., 2012). Las lecturas obtenidas con un medidor de
clorofila atLEAF CHL PLUS son similares a las obtenidas con el medidor SPAD
(Basyouni et al., 2015), pero el medidor atLEAF es actualmente mas asequible

en comparacion con el medidor SPAD (Basyouniy Dunn, 2017; Zhu et al., 2012).
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Se ha informado que las concentraciones de clorofila y N determinadas en
laboratorio tienen altas correlaciones con las lecturas SPAD en: maiz (Hurtado
etal., 2010), tomate (Ferreira et al., 2006), repollo (Westerveld et al., 2003), arroz
(Huang et al., 2016) y manglares (Dou et al., 2018). También se han reportado
altas correlaciones con el medidor atLEAF en maiz, trigo (Zhu et al., 2012) y
salvia (Dunn et al., 2018a).

Padilla et al. (2018b) han informado de una sensibilidad relativamente menor del
medidor atLEAF en pimiento dulce, pero destacan la escasa literatura relevante
sobre atLEAF. Ademas, cabe sefalar que la investigacion con cultivos de
hortalizas es mas limitada que con cultivos de cereales especialmente trigo y
maiz (Padilla et al., 2018a).

La lechuga es el cultivo mas importante del grupo de las hortalizas de hoja en
todo el mundo, debido a su alto valor nutritivo y porque es una fuente casi total
de vitaminas y contiene muchos minerales (Noumedem et al., 2017). En el afio
2017, la produccion mundial de lechuga fue de 26,9 millones de toneladas
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion,
1998) siendo China el primer productor mundial con 15.2 millones de toneladas.
México es el décimo productor con una produccion de 480.808 toneladas (SIAP,
2019) y el cuarto exportador a nivel mundial de lechuga con un valor de 268
millones de ddlares (OEC, 2019).

Los experimentos realizados para estimar el estado de N y clorofila (Chl)
utilizando métodos no destructivos (por ejemplo, SPAD) se limitan a la lechuga
(Lucini et al., 2015; Parks et al., 2012). Por lo tanto, el propdsito de esta
investigacion fue estimar la concentracion de N en las hojas, la concentraciéon de
Chly el peso de la materia fresca de la lechuga romana utilizando lecturas SPAD
y atLEAF.

24



MATERIALES Y METODOS

Condiciones de cultivo

Este estudio se realiz6 en el invernadero de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos, ubicada en Cuernavaca, Morelos, México
(18° 58" 51" N, 99° 13' 55 " W, altitud de 1.866 m), de abril a mayo de 2018. La
temperatura, la humedad relativa y la intensidad de la luz se registraron cada hora con el
equipo de datos Hobo® U12-012 (Onset Computer Co., EE. UU.) durante la duracion del
experimento. Las temperaturas méxima y minima fueron de 40 °C y 13 °C,
respectivamente, con una media de 26 °C. La humedad relativa maxima y minima fueron
de 83 % y 15 %, respectivamente, con un promedio de 45 %. La intensidad de luz media

durante la duracion del experimento fue de 28,000 lux.

Se sembraron semillas de lechuga romana 'Green Star' (Jhonny’s Seeds, EE. UU.) (13
de marzo de 2018) en bandejas de poliestireno de 200 pocillos (30 mL), previamente
rellenas con sustrato comercial BM2 Berger® y se trasplantaron (13 de abril de 2018) en
bolsas de polietileno de 10 L, que previamente habian sido rellenadas con roca volcanica

(localmente llamada tezontle) con una granulometria de 1 a 7 mm.

Las plantulas de lechuga se regaron todos los dias con aproximadamente 0.5 L de
solucion nutritiva de Steiner, modificada para proporcionar nitrato a 0, 4, 8, 12y 16 mEq -
L-1 (Mercado-Luna et al., 2010) durante las primeras tres semanas, y luego con 1.5 L de
solucion nutritiva durante el periodo restante del estudio hasta completar 42 DAT (dias
después del trasplante). Las plantas se regaron para lograr aproximadamente un 20 % de
fraccion de lixiviacion por volumen. Se agregaron micronutrientes como una mezcla
comercial de quelatos (Microsol Rexene® Mix SQM) en dosis de 80 g'm, para lograr un
aporte de 3 mg-L* de hierro. El pH de las soluciones nutritivas se acidificé con acido

sulfdrico a valores entre 5.6 y 6.0.

Mediciones y observaciones

El muestreo in situ utilizando los medidores portatiles SPAD-502® Plus Minolta y

atLEAF® CHL Plus (Fig. 1) se realiz6 semanalmente aproximadamente al

mediodia solar como lo describen Leoén et al. (2017). Los valores SPAD y atLEAF

se obtuvieron de seis plantas por tratamiento, con diez lecturas por hoja (cinco en
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cada lado de la nervadura central de la hoja), de tres hojas completamente
expandidas y recientemente maduras por planta. Inmediatamente después de
finalizar las mediciones in situ, se cosecho la biomasa aérea fresca de las plantas

para determinar la materia fresca con una balanza de laboratorio OHAUS.

Las mismas hojas utilizadas en las mediciones de SPAD y atLEAF se muestrearon
inmediatamente para determinar la concentracién de clorofila (mg-g*) como lo
describen Mackinney (1941) y Von Wettstein (1957). Posteriormente, se recogio
una porcion de materia fresca (1 g) de la planta, se homogeneizé con 20 mL de
acetona concentrada, se filtr6 el homogeneizado y se ajusté a 50 mL de acetona
al 80 %. Las muestras de hojas y suspensiones se mantuvieron en la oscuridad
entre los pasos de procesamiento. Se tomaron lecturas de absorbancia (A) a 645
nm y 663 nm en un espectrofotometro UV-Vis DR 5000 (HACH, Canada). Los

calculos se realizaron con la siguiente ecuacion:

Clorofila total = (20.2%As4snm) + (8.02%Ags3nm)

Finalmente, las muestras se secaron en aire forzado a 70 °C durante 72 horas y luego se

molieron, el N total se cuantificd mediante el método micro Kjeldahl descrito por Kalra (1997).

Figura 1. Uso de SPAD (a) y atLEAF (b) para medir la concentracion relativa de clorofila en la

lechuga romana.
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Disefio y andlisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, a cinco niveles de N como
tratamientos (0, 4, 8, 12 y 16 mEq-L"* de NOs), con seis plantas por tratamiento. Habia una
planta por contenedor, con cada contenedor como una Unica réplica (Fig. 2). Se realizaron
correlaciones de las lecturas de SPAD y atLEAF frente a la concentracién de N, concentracion
de clorofila y materia fresca usando SigmaPlot® Ver. 12.5 (SYSTAT Inc., EE. UU.).

Front View

Top View

Figura 2. Vista frontal y vista superior del crecimiento de lechuga romana en funcion
del nivel de N-NOs a 42 DAT.

RESULTADOS Y DISCUSION

Relaciones entre concentracion de nitrogeno y lecturas SPAD y atLEAF

Las lecturas de SPAD tuvieron una alta correlacién (a = 0.01) con la concentracion
de N de hojas en lechuga romana. La regresion lineal simple (Fig. 3) muestra un
coeficiente de correlacion positivo (r) de 0.95, un coeficiente de determinacion (R?)
de 0.90 y un RMSE de 0.02. Estos valores fueron superiores a los reportados en
otras hortalizas como el orégano (r = 0.80, R? = 0.64) (Calderén-Medellin et al., 2011)
para la correlacion de SPAD y concentracién de N foliar. Los resultados del presente
estudio sugieren que SPAD es un instrumento confiable para estimar la
concentracion de N en plantas de lechuga, como se reporta para albahaca (Ruiz-
Espinoza et al., 2010), espinaca (Liu et al., 2006) y flor de pascua (Dunn et al.,
2018b).
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Figura 3. Relacion entre las lecturas de concentracion de nitrogeno y lecturas SPAD

y atLEAF en lechuga romana.

La concentracion de N y las lecturas de atLEAF muestran un alto coeficiente de
correlacion lineal (r = 0.96, R? = 0.91, RMSE = 0.02, a = 0.01) (Fig.3), lo que indica
que el medidor atLEAF se puede utilizar para una estimacion rapida y fiable de la
concentracion de N en plantas de lechuga romana. Estos resultados son similares a
los estudios realizados por Zhu et al. (2012) quienes informaron que el medidor
atLEAF podria ser una alternativa econémica y confiable (R? = 0.78 - 0.92) para la
estimacion de la concentracion de N en maiz, trigo, cebada, papa y canola. De
manera similar, Basyouni et al. (2015) informaron valores de correlacion altos (R? =
0.75 - 0.83) entre la concentracion de N y las lecturas de atLEAF al evaluar las

deficiencias de N inducidas en dos variedades de flor de pascua.

Relaciones entre concentracion de clorofila y lecturas SPAD y atLEAF

La correlacion entre las lecturas de SPAD y la concentracion de clorofila (Fig. 4)
fue altamente significativa y positiva (r =0.99, R> = 0.97, RMSE =0.03, a = 0.01).
Estos resultados son similares a los de Fenech-Larios et al. (2009) quienes
encontraron una alta correlacion entre las lecturas de SPAD y la concentracion
de clorofila (r = 0.99) en plantulas de albahaca. Ademas, las correlaciones del
presente estudio son mas fuertes que las reportadas por Martin et al. (2007)

guienes en laurustina, tobira y madrofio encontraron coeficientes de correlaciéon
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entre 0.36 y 0.52; y los obtenidos por Ruiz-Espinoza et al. (2010) quienes
reportaron coeficientes de correlacién entre 0.57 y 0.67 en albahaca.

La concentracién de clorofila y las lecturas de atLEAF muestran una alta
correlacion lineal (r = 0.96, R? = 0.92, RMSE = 0.09, a = 0.01). Nuestros
resultados presentaron un ajuste mayor en comparacion con los descritos por
Zhu et al. (2012) quienes reportaron coeficientes de determinacion entre 0.72 -
0.88 para la concentracion de clorofila y lecturas de atLEAF en maiz, trigo,
cebada, papa y canola. Hebbar et al. (2016) reportaron coeficientes de
correlacion entre 0.68 - 0.95 en hojas de palma de coco.
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Figura 4. Relacion entre la concentracion de clorofila y las lecturas SPAD y

atLEAF en lechuga romana.

Relaciones entre materia fresca y lecturas SPAD y atLEAF
Las lecturas de SPAD tuvieron una alta correlacion (a = 0.01) con materia fresca
en lechuga romana. La regresion lineal simple (Fig. 5) muestra un coeficiente de
correlacién positivo (r) de 0.99 y un coeficiente de determinacion (R?) de 0.98. Estos
resultados son similares a los reportados por Cunha et al. (2015) con coeficientes
de correlacion entre 0.92 - 0.98 en rucula. Ademas, Cho et al. (2007) sugirié que
las lecturas SPAD podrian usarse en el campo para estimar y proyectar tasas de
crecimiento y predecir rendimientos en la cosecha de pepino. Por lo tanto, SPAD
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puede considerarse como una herramienta para estimar de manera rapida y

confiable la materia fresca en lechuga.
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Figura 5. Relacion entre la materia fresca y las lecturas SPAD y atLEAF en lechuga

romana.

La correlacion entre las lecturas de atLEAF y materia fresca (Fig. 5) fue
altamente significativa (a = 0.01) y presenté un fuerte ajuste a la regresion lineal
(r = 0.98, R?2 = 0.97, RMSE = 0.04). Estos resultados son similares a los
reportados por Dey et al. (2016) quienes obtuvieron valores de r = 0.97 y R? =
0.95 en Piper betle.

La materia fresca en la lechuga es importante porque esta estrechamente
relacionado con el rendimiento de este cultivo. Segun nuestros resultados, el uso
de medidores SPAD y atLEAF podria usarse como una herramienta para

predecir el rendimiento potencial.

Relaciones entre lecturas SPAD y atLEAF

Las lecturas SPAD y atLEAF muestran un alto coeficiente de correlacion lineal (r
=0.98, R?=0.96, RMSE = 0.06, a = 0.01) (Fig. 6). Estos resultados son similares
a los informados por Dunn et al. (2018b) quienes obtuvieron un coeficiente de

correlacién de 0.80 a 0.95 entre las lecturas SPAD y atLEAF en hojas de flor de
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pascua. Zhu et al. (2012) encontraron correlaciones significativas entre las
lecturas SPAD y atLEAF para maiz, cebada y papa (R? = 0.90 - 0.92). Ambos
estudios concluyeron que el medidor atLEAF representaba una alternativa mas
econdémica al medidor SPAD.
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Figura 6. Correlacion entre las lecturas SPAD y atLEAF en lechuga romana.

El medidor AtLEAF puede ser preferible ya que es mas asequible y es un 80 %
mas economico que el medidor SPAD. Sin embargo, es importante mencionar
gue las lecturas de SPAD y atLEAF en las hojas pueden no ser representativas

del dosel de la planta.

CONCLUSIONES

Este estudio muestra que ambos medidores (SPAD y atLEAF) predicen con
precision las concentraciones de nitrdgeno, clorofila y materia fresca en hojas de
lechuga romana a partir de ecuaciones de regresion lineal. Las lecturas SPAD
tuvieron correlaciones lineales altas, positivas y significativas con la
concentracion de nitrégeno (R? = 0.90), concentracion de clorofila (R? = 0.97) y
materia fresca (R? = 0.98), las lecturas de atLEAF tuvieron una correlacion lineal
similar con nitrégeno (R? = 0.91), clorofila (R?> = 0.92) y AFM (R? = 0.97). Tanto
las lecturas SPAD como atLEAF permiten obtener estimaciones tempranas del

estado de nitrégeno y clorofila que pueden usarse para corregir 0 programar la
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fertilizacion de manera més eficiente durante la temporada de crecimiento sin
afectar el desarrollo de las plantas. La relacion entre las lecturas de SPAD y
atLEAF también fue una correlacion lineal alta, positiva y significativa (R? = 0.96).
Tanto los medidores SPAD como atLEAF se pueden usar para estimar de
manera no destructiva y precisa de la concentracion de nitrégeno en lechuga, de
una manera confiable y rapida durante el ciclo de produccion del cultivo. Ademas,

el medidor atLEAF es actualmente mas asequible que el medidor SPAD.
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CAPITULO I

CONCENTRACION DE NITROGENO Y CLOROFILA EN LECHUGA
ROMANA UTILIZANDO iNDICES ESPECTRALES DE IMAGENES
DIGITALES RGB

RESUMEN

Los métodos destructivos para la estimacién de la nutricion de los cultivos son
precisos y estandarizados, pero costosos y limitados por la escala espacial. Las
técnicas no destructivas, como el uso de imagenes digitales, proporcionan
resultados rapidos y fiables in situ. Durante el estudio se estimé la concentracién
de nitrégeno y clorofila en lechuga romana utilizando indices espectrales
derivados de las imagenes digitales RGB (rojo, verde y azul). El cultivo de
lechuga se cultivo en tlneles plasticos y se rego con cinco niveles de N: 0, 4, 8,
12 y 16 mEgL? NOs-N (correspondientes a 0, 248, 496 y 744 mg L7,
respectivamente) a base de en una solucion Steiner modificada. El tratamiento
de 16 mEqgL? NOs-N mostré el mayor crecimiento a los 42 dias después del
trasplante (ddt). Semanalmente se adquirieron imagenes digitales de las plantas
con una camara RGB y se procesaron para obtener mosaicos a escala y doce
indices espectrales de vegetacion. El analisis de correlacion de los indices
espectrales indico que el indice de diferencia verde-rojo normalizado (NGRDI),
el exceso de verde (ExG) y los indices de canal verde (g) mostraron una
correlacion lineal positiva con la concentracion de nitrogeno (r > 0.93) y clorofila
(r>0,.93). Ademas, se encontré una correlacion exponencial con el area foliar (r
> 0.86), la cual fue mas fuerte en los ultimos 21 ddt debido a la aceleracion en el
crecimiento foliar durante la etapa vegetativa del cultivo. Estos resultados
muestran que las imagenes digitales RGB son un método de bajo costo, no
destructivo, confiable y preciso para estimar la concentracion de nitrégeno,

clorofila y area foliar en lechuga romana durante la produccion.

PALABRAS CLAVES: Lactuca sativa, area foliar, técnica no destructiva,

restitucién fotogramétrica
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INTRODUCCION

La clorofila y el nitrdgeno son componentes esenciales de las plantas debido a
su papel en la produccion de proteinas y la fotosintesis. Un exceso o deficiencia
de estos puede causar toxicidad o bajo rendimiento (Taiz et al., 2014). Se
requiere una valoracion y evaluacion precisa del estado nutricional del cultivo in
situ y en diferentes escalas de tiempo para optimizar el uso de fertilizantes y

reducir costos (Mufioz-Huerta et al., 2013).

La concentracion de nitrdgeno en las plantas generalmente se determina
mediante dos enfoques: los métodos destructivos o no destructivos. Los métodos
destructivos como Kjeldahl y Dumas se basan en el andlisis de tejidos y, aunque
son precisos y estandarizados, a menudo estan limitados por el tamafio de las
parcelas, el alto costo y los esfuerzos necesarios para el muestreo (Paz Pellat et
al.,, 2015; Baresel et al., 2017). Los métodos no destructivos permiten la
recopilacion de informacion remota en menos tiempo y no requieren personal
altamente especializado (Vollmann et al.,, 2011). Ademas, las mediciones se
pueden aplicar frecuente y repetidamente en la misma planta; permitiendo asi el
monitoreo del area foliar y la concentracion de nitrégeno del cultivo para ajustar
de manera eficiente las tasas de fertilizacion durante la temporada de
crecimiento (Sandmann et al., 2013). Estos métodos utilizan la relacion de las
propiedades de reflectancia/trasmitancia de algunos pigmentos foliares como la

clorofila y los polifenoles con sus caracteristicas quimicas (Parks et al., 2012).

Es bien sabido que los cambios en las caracteristicas espectrales de las plantas
estan estrechamente relacionados con los cambios en la concentracion de
nutrientes en las regiones visible (~ 550 nm) e infrarroja cercana (~ 750 nm)
(Mufoz-Huerta et al., 2013). Si se combinan como indices espectrales, es
posible obtener relaciones funcionales que estimen la concentracion de
nitrégeno y clorofila (Cammarano et al., 2014). Los datos de teledeteccion de los
cultivos se adquieren a nivel de hoja a partir de medidores de clorofila (ej. SPAD)
o al nivel del follaje de los sensores de reflectancia (ej. camaras digitales). En el
primer caso, el enfoque es el muestreo puntual con una escala espacial limitada,
mientras que en el segundo, permite monitorear la variabilidad espacial y

temporal (Muiioz-Huerta et al., 2013).
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El uso de camaras digitales y procesamiento de imagenes (ej. indices
espectrales visibles) es menos costoso que otras técnicas (Elsayed et al., 2018)
y se ha informado que es una herramienta poderosa y de bajo costo para evaluar
el &rea foliar y el estado de los nutrientes, especialmente en cultivos de campo
(Liu et al., 2018; Prey et al., 2018; Zheng et al., 2018). En horticultura, las
imagenes de procesamiento se han utilizado para estimar la concentracion de
nitrégeno y clorofila en tomate (Mercado-Luna et al., 2010), papa (Yadav et al.,
2010), pimiento (Yuzhu, 2011) y pimiento dulce (Horgan et al., 2015) plantulas,
pero hay pocos estudios en hortalizas de hoja (Jung et al., 2015; Mao et al.,
2015).

Ademas, aunque los estudios en sistemas de ambiente cerrado son escasos,
muestran resultados prometedores que han permitido, segun Jung et al. (2015),
estimacion rapida y exitosa de la concentracion de nitrogeno y clorofila en
lechuga. Por lo tanto, estos métodos podrian incorporarse a sistemas de
produccion cerrados de alta tecnologia para la medicion del estado nutricional
en menos tiempo, permitiendo los ajustes necesarios en los esquemas de
fertilizacion para optimizar recursos, reduccion de costos de produccion y

aumento de rendimientos (Gruda et al., 2019).

En paises como México, la produccidn de lechuga en invernadero es un area en
continuo crecimiento que podria beneficiarse de un sistema de diagndstico y
monitoreo preciso del estado nutricional del nitrdgeno con alta precision espacio-
temporal, considerando que este elemento es el nutriente mas limitante para el
rendimiento (Zhou et al., 2020).

Este articulo explora la posibilidad de estimar la concentracion de nitrégeno,
clorofila y area foliar de la lechuga romana utilizando un método no destructivo
basado en imagenes digitales de una cAmara RGB e indices espectrales, los
cuales, podrian utilizarse como una alternativa practica y de bajo costo a los
meétodos destructivos tradicionales y proporcionar informacion precisa con mayor
resolucién espacial que las mediciones con sensores proximales como SPAD,
gue seria util para su aplicacién en la industria de produccion de hortalizas de

invernadero.
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MATERIALES Y METODOS
Condiciones y manejo del cultivo

Este experimento se realizd de abril a mayo de 2018 en el invernadero de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias (18° 58' 51" N, 99° 13 74.55 " W, altitud
1.866 m) de la Universidad Autbnoma de la Estado de Morelos, México. La
temperatura del aire, la humedad relativa y la intensidad de la luz se registraron
cada 5 minutos con un equipo de datos Hobo® U12-012 (Onset Computer Co.,
EE. UU.) durante todo el experimento. Los valores medios de temperatura,
humedad relativa e intensidad luminica fueron 26 °C, 45 % y 518 umolm?s,

respectivamente.

El cultivo de lechuga romana (Lactuca sativa var. Longifolia) 'Green Star'
(Johnny’s Seeds, EE. UU.) se sembro el 13 de marzo de 2018, en bandejas de
poliestireno de 200 cavidades con sustrato comercial BM2 Berger®. Después de
30 dias, las plantulas de lechuga se trasplantaron en bolsas de polietileno de 10
L que contenian roca volcanica (llamada localmente tezontle, con un tamafio de

grano de 1 a 7 mm) como sustrato.

Las plantas se regaron diariamente con 0.5 L (primeros 21 dias) y 1.5 L (Gltimos
21 dias) de una solucidn nutritiva Steiner (1984), modificada para suministrar
cinco niveles de nitrégeno nitrato (N): 0, 4, 8, 12 y 16 mEqL?' NOs-N
(correspondiente a 0, 248, 496, 744 y 992 mgL?' NOs-N, respectivamente),

segun lo recomendado por Mercado-Luna et al. (2010).

La composicién quimica de la solucidon nutritiva Steiner original era: 1,062 Ca
(NO3)2 (nitrato de calcio), 303 KNOs (nitrato de potasio), 492 MgSOs (sulfato de
magnesio), 261 K>SO4 (sulfato de potasio) y 136 KH2PO4 (fosfato monopotasico),
en mgL*. Los macronutrientes se obtuvieron a partir de fertilizantes solubles en
funcién de los tratamientos. Cuando fue necesario, se agregaron sulfato de calcio
(272.3 mgLt CaS0Qa4) y cloruro de calcio (55.5 mgL* CaCly) para mantener un

equilibrio de aniones-cationes de 20 mEqg-L* en las soluciones nutritivas.
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Los micronutrientes se aplicaron a través de una mezcla comercial de quelatos
Ultrasol Micro Mix (SQM, Chile), en una dosis de 80 gm de solucién nutritiva.
Para calcular esa dosis se considerd el aporte de 3 mgL*! de Fe. La mezcla
comercial de micronutrientes contenia las siguientes concentraciones en
porcentaje: Fe (7.5), Mn (3.7), B (0.4), Zn (0.6), Cu (0.3) y Mo (0.2). Después de
preparar las soluciones nutritivas, se ajusto el pH entre 5.6 y 6.0 con H2SO4
(acido sulftrrico). Las plantas se regaron para proporcionar una fraccion de
lixiviado del 15 % al 20 % para evitar la acumulacién de sal.

Disefio experimental y datos de referencia

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con 180 macetas en
total (36 macetas por tratamiento) distribuidas en cinco tratamientos de
nitrégeno: 0, 4, 8, 12 y 16 mEq-L* NOs-N. El muestreo se realiz6 semanalmente
de 7 a 42 dias después del trasplante (DAT), para el analisis se utilizaron 6
macetas de cada tratamiento con una planta por maceta como unidad
experimental. El area foliar de cada planta en cm? se midié con un medidor de
area portatil LI-3100 (LI-COR Biosciences, EE. UU.). La concentracion de
clorofila (mgg?) se cuantific6 a partir de las 18 hojas recién maduradas
(completamente expandidas) por tratamiento (3 hojas por planta) con el método
espectrofotométrico descrito por Mackinney (1941) y Wettstein (1957). Las hojas
utilizadas para medir el area foliar se secaron en un horno de aire forzado a una
temperatura de 70 °C durante 72 h y se utilizaron para determinar el N total

mediante el método micro-Kjeldahl (Kalra, 1997).

Adquisicion y procesamiento de imagenes

Los objetivos codificados se colocaron como puntos de control terrestre (GCP) a
una distancia de 45 por 45 cm. Las imagenes digitales se adquirieron utilizando
una camara RGB (roja, verde y azul) WB250F de 16 Mpx (Samsung) montada
en un goniémetro (Sandmeier, 2000) en un rango de inclinacion de 15° a 165°
cada 25°, tomando al menos 50 fotografias en cada sesibn con una
superposicion minima del 70 %. Se realiz6 un proceso de restitucion
fotogramétrica utilizando el software Agisoft Photoscan, version 1.2 (Agisoft LLC,
Rusia) segun Grenzdorffer (2014) para generar ortomosaicos escalados y

modelos digitales tridimensionales (Fig.1).

41



0.90

0.45m

Etiquetas
codificadas

Etiquetas

Camara
digital

Goniémetro

Adquisicion de imagenes

Puntos de referencia Nube de puntos

v " '.“' =
Productos - o %
fotogramétricos

Procesamiento de imagenes

Modelo 3D Ortomosaico

Figura 1. Proceso para generar ortomosaicos a escala y modelos 3D.

Clasificacion de imagenes y calculo de indices espectrales
Se calcularon doce indices de vegetacién espectral basados en las tres bandas
de region visible RGB (Cuadro 1) a partir de los ortomosaicos mediante un

“script” en el software estadistico R, version 3.5.0 (R Core Team, 2019).
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Cuadro 1. indices espectrales calculados a partir de imagenes digitales RGB
(rojo, verde y azul).

Nombre del indice Formula* Referencias

1. Normalized green-red G —R)/(G +R) Jannoura et al.,

difference index (NGRDI) 2015

2. Normalized difference index (NDI) (R-G)/(R+ G +0.01)

3. Intensidad (INT) (R+G+B)/3 Lee & Lee, 2013
4. Saturacion (SAT) 1-(3XRXGXB)

5. Excess green index (ExG) (2xG)—(R+B))/(R+G+B)

6. indice R (r) R/(R+G+B)

7. indice G (g) G/(R+G+B)

8. indice B (b) B/(R+G + B) Barese) stal,
9. indice binario (rb) R/B

10. indice binario (rg) R/G

11. indice binario (bg) B/G

12. Triangular green index (TGI) G—(039%xR)—(0.61xB) Huntetal, 2013

*Regiones de la banda espectral: R (rojo; 650—700 nm), G (verde; 500-550 nm),
B (azul; 450-500 nm)

Cada imagen de indice de vegetacion espectral fue sometida a un proceso de
clasificacion supervisado utilizando el método de maxima verosimilitud para
separar los pixeles correspondientes al cultivo de lechuga, obteniendo imagenes
clasificadas en tres clases: area foliar, sustrato y suelo. Los valores de pixeles
del cultivo de lechuga en las imagenes clasificadas se compararon con los datos
de referencia (nitrogeno, clorofila y area foliar) utilizando una matriz de
coeficientes de correlacion simple, segun lo informado por Chung et al. (2017).
Por lo tanto, se identificaron y seleccionaron aquellos indices espectrales que
son estadisticamente diferentes y tienen el mayor coeficiente de correlacion (r) y

el menor error cuadratico medio (RMSE) (Fig. 2).
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Ortomosaicos

Calculo de indices
espectrales

NGRDE
NGRDI 1 NDI
Anélisis estadistico de Nt [Tess Y| INT
.z INT LU 004 1 SAT
correIaC|on SAT 017 009 | 0.9 1 ExG

ExG s 035 | 009 | 008 1 R

R oM 036 | 0.9 015 | 026 1 G
G 0.3 035 | 412 | 016 )] 068 Jos3)| 1
B 02¢ 029 | 06 | 019 | 024 J055| 007

Seleccion de 0.90 > R?; 0.05 < RMSE

indices

}

Clasificacion de
imagenes

Valor de
indice

>0.80

0.40t00.79

<0.39

Interpretacion
de
clasificacion

Area foliar

Sustrato

Suelo

Figura 2. Proceso de analisis espectral de ortomosaicos escalados.

Analisis estadistico

El analisis de varianza y la prueba de Tukey para comparacion por pares se

realizo utilizando el software estadistico SAS, version 9.1 (SAS Institute, EE.

UU.) Con un factor unidireccional (nivel de nitrégeno) y significacion estadistica

a P <0.01. Se calcul6 la media aritmética (x), el error estandar (EE), el coeficiente

de variacién (CV) y la diferencia minima significativa (DMS). Ademas, se

determind el modelo de regresidon lineal simple en el software estadistico

SigmaPlot, versiéon 12 (SyStat Software Inc., EE. UU.) para evaluar la correlacién

entre los indices espectrales y los valores de los datos de referencia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Respuesta de los cultivos a los niveles de nitrégeno (N)

A los 42 DAT, el tratamiento de 16 mEq L-1 NOs-N tuvo los valores maximos
(diferencia estadisticamente significativa) de Chl, concentracion de N y area
foliar en comparacion con el resto de los tratamientos (Cuadro 2).

Cuadro 2. Respuesta a diferentes niveles de NO3-N a los 42 dias después del

trasplante (ddt) en lechuga romana.

X

Tratamiento

Clorofila  Nitrégeno Area

mEq Lt NO3z-N foliar
(mggtPF) (% PS)

(cm?)
0 0.387 b 2.48Db 49.3d
4 0.396 b 251b 510cd
8 0.402 b 2.54 b 53.9¢c
12 0.411b 2.75b 65.6 b
16 0.453 a 3.76 a 73.1a
CVv 0.067 0.085 0.070
LSD 0.038 0.906 4.437

Nota. Letras diferentes entre columnas significan una diferencia estadistica

minima (P = 0.01). PF: Peso fresco. PS: peso seco.

Los resultados mostraron una relacion positiva entre la concentracion de
nitrégeno de la solucion nutritiva y la concentracién de nitrégeno en el tejido
vegetal. Esta tendencia fue informada por Zandvakili et al. (2019) en cuatro
cultivares de lechuga y por Fallovo et al. (2009) en la cosecha de lechuga "Green
Salad Bowl". De manera similar, hubo una relacién positiva entre la
concentracion de nitrdgeno aplicada con la concentracién de clorofila y el area
foliar. Estas mismas tendencias se informaron para clorofila en la lechuga "Parris

Island" (Konstantopoulou et al., 2012). El nitrégeno es el nutriente mas
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importante para las hortalizas de hoja, especialmente al final de la etapa
vegetativa, que en la lechuga coincide con su cosecha. Como componente del
rendimiento de la lechuga cultivada, el area foliar también fue influenciada
positivamente por la concentracion de nitrégeno en la solucion nutritiva. Ademas,
se han reportado resultados similares en ensalada de rucula (Eruca vesicaria L.)
por Santamaria et al. (2002).

Andlisis de correlacion entre valores de indices espectrales y datos de referencia
La comparacion entre indices mostré que NGRDI, NDI y TGI tienen una fuerte
correlacion entre ellos, al igual que INT y SAT. En nuestro estudio se encontré
una correlacion moderada (r < 0.74) entre NGRDI conr, g y b, y estos resultados
concuerdan con los obtenidos en tomate por Ali et al. (2013), quienes tuvieron
coeficientes de correlacion entre 0.48 y 0.59. El resto de los indices espectrales

no tenian correlacion o tenian una correlacion débil entre ellos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Matriz de correlacion entre indices espectrales y valores de datos de

referencia.
NGRDI
NGRDI NDI
NDI INT
INT SAT
indices SAT ExG
espectrales] EXG r
de r g
imagenes g 0.68 | 0.53 b
digitales b 0.58] 0.67 rb
RGB b 0.60 0.57 0.57 rg
rg 0.54 | 0.53 bg
bg 0.55 | 0.58 TGI
TGI 0.63 Chl
Clorofila 0.58 0.73 N
Datos d_e Nitr6geno 0.58 0.68
referencia [— -
Area foliar 0.74 0.57
— | |
0.01 0.50 075 099

Nota*. Explicacion de las siglas en la Cuadro 1; los valores significativos son los

marcados con color verde (P = 0.01).

Se encontraron correlaciones fuertes y significativas (r > 0.80) entre los indices
NGRDI, NDI, ExG y g y los datos de referencia (nitrégeno, clorofila y area foliar).

Estos indices se desarrollaron inicialmente para detectar las partes verdes de las
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plantas, por lo que se conocen como indices de verdor. Posteriormente, dada su
capacidad para resaltar las caracteristicas espectrales de las bandas verde y
roja, se utlizaron como indicador de la cantidad y calidad del material
fotosintético de las plantas (Rasmussen et al., 2016), por lo que en hortalizas de
hoja como la lechuga podria ser un indicador de clorofila, area foliar y biomasa.
En el cultivo de lechuga, Jung et al. (2015) reportaron que el indice g tuvo la
correlacibn mas alta para la estimacion del area foliar (r = 0.93). Nuestros
resultados son similares a los reportados por Xue y Yang (2008), donde NGRDI
y NDI podrian usarse para el calculo de la concentracion de N en la etapa
vegetativa del arroz (r = 0.95). Por lo anterior, estos indices permiten estimar la
estimacién del area foliar de forma precisa y rapida similar a lo reportado en
cultivos horticolas por Usha y Singh (2013).

El indice TGI mostré una correlacion moderada y significativa (r > 0.60) con
clorofila y nitrogeno. En contraste, los indices INT, SAT, r, b, rb, bg y rg
produjeron una correlacion no significativa débil a moderada (r < 0.60) con los

datos de referencia.

En resumen, se encontré que los indices espectrales mas eficientes son aquellos
gue consideran las bandas espectrales de la region verde y roja. Por otro lado,
los indices ExG y g que incorporan la banda azul tienen menor desempefio en la
prediccién de clorofila, nitrogeno y area foliar, lo que puede deberse a la baja

sensibilidad del tejido vegetal en la banda azul (~ 450 nm).

Comparacion entre datos de referencia e indices espectrales

Concentracion de clorofila

Los valores de clorofila se compararon para dos periodos: 1) todo el ciclo de
cultivo de 1 a 42 ddt, y 2) de 22 a 42 ddt (Cuadro 4). Para todo el ciclo, los indices
NGRDI (r =0.94) y g (r = 0.86) tuvieron una fuerte correlacion lineal (Fig. 3).
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Cuadro 4. Coeficientes de regresion lineal y error estandar para la relacion entre

la concentracion de clorofila y los indices espectrales.

Regresion lineal Error
Periodo indice coeficiente estandar
evaluado
a b
NGRDI**  0.1052 1.3601 0.07
1 a 42 dias EXG** 0.1054 0.8673 0.08
G** 0.1133 2.1406 0.06
NGRDI** 1.4536 0.1804 0.06
22 a 42 dias EXG** 1.4524 0.6623 0.07
G** 1.0622 0.2043 0.05

** — alta correlacion entre las variables (P = 0.01)
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Figura 3. Correlacion entre la concentracion de clorofila y los indices espectrales
(NGRDI, ExG y g) a 42 ddt (A) y los ultimos 21 ddt (B).
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Estos resultados son similares a los obtenidos por Alvarez-Bermejo et al. (2017)
en tomate y pepino utilizando el NGRDI (r = 0.90), y De la Cruz et al. (2011) en
trigo utilizando el indice g (r = 0.97). Ademas, existe una fuerte correlacion lineal
con el indice EXG (r = 0.88, RMSE = 0.03), valor comparable al reportado por
Elazab et al. (2016) en trigo (r > 0.93). Por otro lado, Lin et al. (2013) obtuvieron
coeficientes de correlacién de 0.85 entre la concentracion de ExG y clorofila en

plantas de pepino durante su etapa vegetativa.

Se obtuvo un mayor ajuste al modelo de regresién lineal si se consideran los
valores de 22 a 42 ddt (Fig. 3). El indice que presentd mayor correlacion fue ExG
(r =0.92, RMSE = 0,03) frente a NGRDI (r = 0.93, RMSE = 0.04) y g (r = 0.93,
RMSE = 0.02). Sun et al. (2016) obtuvieron resultados similares, ya que
registraron fuertes correlaciones (r 2 0.88) entre el indice ExG y la concentracion
de clorofila en pepino. En este sentido, Baresel et al. (2017) sugieren que los
indices NGRDI y ExG pueden determinar la concentracion de clorofila en
cultivos, pues al usar la banda g (500 a 550 nm) resalta los pigmentos
responsables del color verde de las plantas como la clorofila permitiendo su
cuantificacion. Por otro lado, Hunt et al. (2013) encontraron que la relacion entre
NGRDI y Chl no esta bien establecida para todas las etapas del cultivo, pero
podria ser mas pronunciada en las etapas iniciales debido a la existencia de una

correlacién subyacente con el area foliar.

Concentracion de nitrégeno
La Cuadro 5 muestra el andlisis de correlacion y los coeficientes de regresion

entre la concentracion de Ny los valores de los indices espectrales.
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Cuadro 5. Coeficientes de regresion lineal para la relacidén entre la concentracién
de nitrogeno y los indices espectrales

Regresion lineal Error
Periodo indice coeficiente estandar
evaluado
a b
NGRDI** 7.9238 1.8789 0.06
1 a 42 dias EXG** 5.1094 1.8646 0.07
G** 12.2480 0.1133 0.07
NGRDI** 3.6735 1.5245 0.08
22 a 42 dias EXG** 2.3247 1.9866 0.06
G** 6.6737 0.1535 0.05

** — alta correlacion entre las variables (P = 0.01)

Los valores de concentracion de nitrégeno tuvieron una alta correlacion lineal
con el NGRDI (r = 0.95, RMSE = 0.06), EXG (r = 0.94, RMSE = 0.04) y el indice
g (r=0.96, RMSE = 0.04) a lo largo de los 42 ddt (Fig. 4).

50



6
® N vs NGRDI A
+ NvsExG
5 * Nvsg 3 // ® / + >
77 77 ")
g €
/ - 3
/ -
/ . -
P // L ] / + 7.
/ 7 B
3 + /‘. f//: +
2 e > il -
e et
| xHe FE T
ks 7 s
:»:.’7..”/ '/// +*
o -
/,‘;//
2 i 2
§ 2
2
2]
ks B
=
Z .0 L] +
Vad +
/ P
5 A P
/
» i
7 o
0 e o . P
// i
>
/. //" +
5 &’ = S //’ +
E X S L ] 72 -
/S o // *
g /. ® .
;./.’.// G
3.0 4 o ¥
7 >
[ 4 L
25 T T T T T T
0.0 0.1 0.2 03 04 0.5 06 07

Valor de indice

Figura 4. Correlacion entre la concentracion de nitrogeno (N) y los indices
espectrales (NGRDI, ExXG yg) a 42 DAT (A) y los ultimos 21 DAT (B).

Durante la etapa vegetativa del cultivo de lechuga (ultimos 21 ddt del ciclo del
cultivo), la relacion entre la concentracion de nitrégeno y el NGRDI (r = 0.97,
RMSE = 0.05), EXG (r = 0.97, RMSE = 0.04) y g (r =0.97, RMSE = 0.06) mostro
un mayor ajuste al modelo de regresion lineal (Fig. 4). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Meyer y Neto (2008), quienes reportaron
coeficientes de correlacion = 0.85 para el indice ExG en la cuantificaciéon de

nitrdgeno en etapas de crecimiento vegetativo en soya.

Pocos estudios utilizan el NGRDI para determinar la concentracion de nitrégeno
en vegetales; sin embargo, el uso de este indice espectral ha mostrado una
fuerte correlacion (= 0.84) en la etapa vegetativa del maiz (Hunt et al., 2013;
Elazab et al., 2016), arroz (Zheng et al., 2018) y trigo (Yang et al., 2020). Ademas,
se demostré que los indices espectrales de la region visible RGB son eficientes

para determinar la concentracion de nitrdgeno en las plantas de frijol debido a su
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efecto sobre la cantidad y coloracién de los pigmentos dentro de los tejidos
vegetales (Lee y Lee, 2013), lo que indica que el uso de los indices representa
una metodologia confiable y precisa para cuantificar la concentracion de

nitrégeno en cultivos de hojas.

Area foliar

La Cuadro 6 muestra los coeficientes de regresion y los resultados del analisis
estadistico.

Cuadro 6. Coeficientes de regresion exponencial para la relacion entre el area

foliar y los indices espectrales.

Regresion
Periodo o expor.1e.ncial Error
evaluado Coeficiente estandar
a b
NGRDI** 1.2705 2.4701 0.06
1 a 42 dias EXG** 2.6704 2.1802 0.07
G** 4.1901 1.8506 0.07
NGRDI** 1.5974 1.0563 0.08
22 a 42 dias EXG** 1.2445 1.4357 0.06
G** 2.1352 1.0406 0.05

** — alta correlacion entre las variables (P = 0.01)
Los indices NGRDI (r = 0.94, RMSE = 0.05), EXG (r =0.95, RMSE =0.04) y g (r

= 0.96, RMSE = 0.03) mostraron el mejor ajuste a un modelo exponencial para

estimar el area foliar (Fig. 5).

52



600

500

+

Leaf area vs NGRDI
Leaf area vs ExG
Leatg wreavs g

400 / 7
/ 4 /
x / g ol o /
300 - 4 o s
/ 4 /
4 /% /s
200 % ke //./
P pe //
a 100 .//‘ % °
& [
L 0
ks
S
3 500 B
7 /
/ .
400 + y D 4
4 V4
i) A e /
200 * Pt
, 74 /
200 3;/."1 *//' /
-
A o :./
100 ®
Py =
- * @
0 -

0.0 0.2 03 04 05 06 0.7

Valor de indice
Figura 5. Correlacion entre la concentracion de area foliar y los indices
espectrales (NGRDI, ExG y g) a 42 ddt (A) y los dltimos 21 ddt (B).

Este modelo matematico es diferente al reportado por Campillo et al. (2010) para
el indice g, porque encontraron un mejor ajuste a un modelo lineal (r 2 0.92) en
tomate. Ademas, Horgan et al. (2015) y Beniaich et al. (2019) reportaron valores
con ajuste a modelos lineales entre area foliar y NGRDI en pimiento dulce (r =

0.83) y albahaca (r = 0.85), respectivamente.

La biomasa se puede utilizar como predictor del area foliar, especialmente en las
primeras etapas del crecimiento del cultivo. Estudios en cebolla (Ballesteros et
al., 2018) y tomate (Sun y Wang, 2019) reportan altas correlaciones (r = 0.87)
entre el indice espectral g y el area foliar; esto se atribuye a la tasa de crecimiento
del cultivo. Ademas, Hunt et al. (2013) encontraron que el NGRDI esta altamente
correlacionado con la cantidad de biomasa en los cultivos de maiz y soja,

especialmente en las primeras etapas, pero tiende a saturarse a medida que se
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desarrolla el cultivo. Por lo tanto, NGRDI puede ser util en plantas de ciclo corto
como las hortalizas de hoja.

En las primeras etapas del cultivo de lechuga, la tasa de crecimiento del area
foliar es menor que en las Ultimas etapas; por tanto, la relacién con los indices
con este pardmetro no es lineal. Ademas, los resultados de nuestro experimento
muestran un mejor ajuste al modelo exponencial en los ultimos 21 dias de cultivo.
Esto se puede explicar, porque en las primeras etapas la camara RGB tiene una
limitacién espacial para detectar el area foliar en hojas pequefas, esta limitacién
se reduce a medida que crece el cultivo. Por lo tanto, la eficiencia de esta
herramienta utilizando los indices espectrales derivados de imagenes digitales

RGB depende de la fenologia y el habito de crecimiento de la planta.

CONCLUSIONES

El indice NGRDI tuvo el mayor coeficiente de correlacion con los valores de
concentracion de clorofila (r = 0.95) y N (r = 0.93). Ademas, el indice de exceso
de verde (ExG) obtuvo la mayor correlacion con el area foliar (r = 0.92). Estos
indices resaltan la respuesta espectral en las regiones verde y roja y son mas

precisos que los indices que utilizan la banda azul.

La lechuga romana tiene un crecimiento foliar acelerado en las ultimas etapas
de su ciclo vegetativo. En este estudio, los valores de los indices NGRDI, ExG y
g comparados con el area foliar se ajustan mejor a un modelo exponencial.
Entonces, el uso de esta técnica requiere considerar el tipo de cultivo y su

fenologia o habito de crecimiento.

La precision de los indices espectrales derivados de imagenes digitales RGB
(rojo, verde y azul) para estimar la concentracion de nitrogeno, clorofilay el area
foliar aumenta en las Gltimas etapas del cultivo de lechuga romana. Esto se debe
a que en las primeras etapas de crecimiento las hojas son de tamafio pequefio,

lo que constituye una limitacién espacial para la deteccién por la camara RGB.

54



El uso de indices espectrales derivados de imagenes digitales RGB es util y
preciso para la estimacion de la concentracion de nitrégeno, clorofila y el area
foliar durante la produccion de lechuga. Podria ser una alternativa de bajo costo
a los métodos destructivos, y puede ser parte de un sistema combinado con
medidores portéatiles (SPAD, atLEAF y otros) para el monitoreo en tiempo real de
vegetales cultivados.
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CAPITULO Il

RELACIONES ENTRE LAS LECTURAS DE MEDIDORES PORTATILES DE
CLOROFILA Y LA CONCENTRACION DE CLOROFILA, NITROGENO Y
MATERIA AEREA FRESCA EN ALBAHACA 'NUFAR'

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la relacion entre las lecturas de SPAD,
atLEAF y MC-100 con las concentraciones de clorofila y nitrdgeno en albahaca
‘Nufar'. Ademas, determinamos la relacién de las lecturas de la medicién de
clorofila con la materia aérea fresca de brotes de albahaca. Las plantas se
regaron con cinco niveles de N (0, 4, 8, 12 y 16 mEqg-L* de NOs) con base en
una solucion Steiner modificada durante 42 dias después del trasplante. Las
plantas se evaluaron semanalmente con SPAD, atLEAF, MC-100 vy
concentracion de clorofila, nitrégeno y materia aérea fresca en laboratorio. La
relacion entre las lecturas SPAD y concentracion de clorofila, nitrogeno y materia
aérea fresca fue fuerte, positiva y significativa, con coeficientes de correlacion
entre 0.94 y 0.98, y coeficientes de determinacion de 0.91 a 0.98. Para las
lecturas atLEAF, los coeficientes de correlacion fueron de 0.96 a 0.99, y Se
obtuvieron coeficientes de determinacion entre 0.91 a 0.97. Se observo una
relacion similar, con coeficientes de correlacion y determinacion de 0.96 a 0.99
y de 0.91 a 0.97, respectivamente, con las lecturas del MC-100. Las relaciones
entre las lecturas SPAD, atLEAF y MC-100 también fueron fuertes, positivas y
significativas, con un coeficiente de correlacion de 0.98 y un coeficiente de
determinacién de 0.96. Las ecuaciones de regresion mostraron que las lecturas
SPAD, atLEAF y MC-100 en albahaca estaban relacionadas linealmente con
clorofila, nitrégeno y materia aérea fresca. Los medidores SPAD, atLEAF y MC-
100 pueden usarse para estimar la concentracion de nitrégeno de una manera
no destructiva, rapida y confiable durante el cultivo de albahaca; sin embargo,
atLEAF podria considerarse una alternativa menos costosa en comparacion con
los medidores SPAD y MC-100.

PALABRAS CLAVES: Ocimum basilicum L., medidor portatil, muestreo no

destructivo, nutricién de cultivos
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INTRODUCCION

El nitrégeno (N) es un elemento esencial e indispensable para el crecimiento y
desarrollo de las plantas porque es un componente integral de las proteinas, los
aminoécidos, acidos nucleicos y la clorofila. La clorofila genera el color verde
caracteristico de las plantas y es un pigmento esencial para la fotosintesis (Taiz
et al.,, 2014). La concentracion de clorofila de la hoja est4 estrechamente
correlacionada con la concentracion de nitrégeno en la planta (Zebarth et al.,
2002), por lo tanto, monitorear las concentraciones de clorofila y nitrégeno puede
ayudar a maximizar el manejo de nutrientes para un crecimiento 6ptimo de la

planta y rendimiento de cultivos agricolas y horticolas (Argenta et al., 2003).

Las determinaciones de clorofila y nitrdgeno mediante métodos destructivos son
precisas, pero requieren mucho tiempo y suelen ser costosas (Kalaji et al., 2017).
Por el contrario, los medidores portatiles no destructivos se han utilizado con
exito para algunas especies de plantas para estimar clorofila y/o nitrégeno
(Cunha et al., 2015; Kokila et al., 2018) y asi permitir el monitoreo en la misma
hoja y en diferentes partes del ciclo de produccion del cultivo (Kalaji et al., 2017).
El medidor de clorofila SPAD 502 Plus (Konica Minolta®, Japon) puede usarse
para la determinacion rapida y no destructiva de la concentracion relativa de
clorofila en la hoja (Ali et al., 2007). Brevemente, la transmisién de luz a través
de la hoja se mide a 650 y 940 nm, la longitud de onda de 650 nm coincide con
la regidn espectral de la actividad maxima de clorofila y la trasmitancia a 940 nm
se usa para compensar factores como el contenido de humedad de la hoja
(Padilla et al.2018).

Las lecturas de SPAD estan relacionadas con la concentracion de clorofila foliar
(Basyouni et al., 2015; Uddling et al., 2007). El medidor de clorofila atLEAF Plus
(FT Green LLC®, EE. UU.) funciona de manera similar al medidor SPAD pero
usa una longitud de onda de 660 nm en lugar de 650 nm, y produce mediciones
con valores similares a los obtenidos con SPAD (Padilla et al., 2018). Ademas,
el medidor atLEAF es una alternativa mas econdmica en comparacion con el
medidor SPAD (de Souza et al., 2019; Basyouni et al, 2015), mientras que el
medidor de clorofila MC-100 (Apogee Instruments Inc. Logan, UT, EE. UU.)

registra la concentracién relativa de clorofila a la longitud de onda de 653 nmy
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931 nm en un area de aproximadamente 64 mm? (de Souza et al. 2019) y tiene
se ha utilizado para determinar la concentracion de clorofila en hojas, evaluacion

de estrés nutricional y optimizacion de cultivos (Padilla et al., 2018).

La concentracion de clorofila y nitrégeno determinada en el laboratorio tiene altas
correlaciones con las lecturas de SPAD en cultivos que incluyen maiz (Zea mays
L.) y trigo (Triticum aestivum L.) (Hurtado et al., 2010) y en cultivos de hortalizas
gue incluyen tomates (Solanum lycopersicum L.) (Ferreira et al., 2006) y repollo
(Brassica oleracea L.). Si bien se ha informado que el sistema atLEAF tiene altas
correlaciones para cultivos que incluyen maiz y trigo (Zhu et al., 2012), y cultivos
horticolas ornamentales que incluyen poinsettia (Euphorbia pulcherrima Willd.
Ex Klotzsch) (Dunn et al., 2018a) y hierbas aroméaticas como la salvia (Salvia
splendens Sellow ex Nees) (Dunn et al.,, 2018b). El medidor MC-100 es
relativamente nuevo y los datos son escasos, de Souza et al. (2019) ha
informado correlaciones estadisticamente significativas en pimiento dulce

(Capsicum annuum L.).

La albahaca (Ocimum basilicum L.) es un cultivo mundial importante, que
representa aproximadamente 14.9 millones de toneladas de produccion en todo
el mundo (FAO, 2019). En México, la albahaca es un importante cultivo de
hortalizas de hoja, ocupando el tercer lugar en produccion, con 352.78 toneladas
producidas (SIAP, 2019), y representa 120 millones de ddlares en exportaciones
a 12 paises del mundo (OEC, 2019).

En las verduras de hoja y las hierbas arométicas, el color verde de las hojas es
especialmente importante como indicador de calidad para el consumo fresco y
la comercializacion (La et al., 2010). La determinacion de la concentracion de
clorofila y nitrégeno en las hojas in situ a lo largo del tiempo representa una
importante herramienta de produccion de cultivos para maximizar la calidad y la
comerciabilidad. El objetivo de este estudio fue determinar la relacion entre
clorofila, nitrdgeno y materia aérea fresca con lecturas SPAD, atLEAF y MC-100

en albahaca 'Nufar'.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion y material vegetal

El experimento se realiz6 en un invernadero de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Autonoma del Estado Morelos, ubicada en
Cuernavaca, Morelos, México (18°58' 51" N, 99° 13' 55" W a una altitud de 1.866
m) durante mayo y junio de 2019.

El invernadero se cubrié con plastico de color blanquecino y malla anti-pulgones
en las paredes laterales. Los valores de temperatura, humedad relativa y
radiacién solar se registraron cada 5 minutos durante la duracién del estudio
(Hobo® modelo U12-012, Onset Computer Corporation, Bourne, MA). Las
temperaturas maximas y minimas registradas fueron 42 °C y 14 °C,
respectivamente, con una media de 26 °C. La humedad relativa fue de 80, 20 y
49 % correspondientes a maxima, minima y media, respectivamente. La

radiacion solar promedio fue de 545 pmolm2s,

Las semillas de albahaca 'Nufar' (Johnny's Seeds, ME, EE. UU.) Se sembraron
el 1 de abril de 2019 en una bandeja de poliestireno de 200 cavidades llena con
sustrato de germinacion de semillas comerciales BM2 Berger®, 30 dias despueés,
las plantulas se trasplantaron en bolsas de polietileno de 8 L, que contenia roca
volcanica (localmente llamada tezontle) como sustrato con una granulometria de
1 a 10 mm (Cruz-Crespo et al., 2012).

Tratamientos y medicion de variables

Las plantas se regaron durante 21 dias desde el trasplante con 0.5 - 1.0 L de
solucion nutritiva Steiner (1984), modificada para aplicar cinco niveles de nitrato
(0, 4, 8, 12 y 16 mEqg-L?) (Mercado-Luna et al., 2010). Las plantas se regaron
para lograr un volumen de lixiviado del 15 al 20 % para evitar la acumulacion de
sales. Los micronutrientes se agregaron a la solucién nutritiva como quelatos a
80 g'm= del Microsol Rexene® Mix SQM comercial (GA, EE. UU.). El pH de las

soluciones nutritivas se ajusto a 5.6 — 6.0 con acido sulfurico.

Para las mediciones in situ se utilizaron los equipos portatiles SPAD-502 Plus
Minolta, atLEAF Chl Plus y MC-100 Apogee Instruments Inc. (Figura 1), de
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acuerdo con la metodologia sugerida por Leon et al. (2007) y de Souza et al.
(2019). Las lecturas se tomaron entre las 11:00 y las 12:00; el promedio de cada
lectura se obtuvo de 10 registros con seis repeticiones. La concentracion de
clorofila en el laboratorio se determind en las mismas hojas que se muestrearon
con los medidores portatiles. Inmediatamente después de finalizar las
mediciones in situ, se cosechd materia aérea fresca de brotes para determinar
Su peso con una balanza OHAUS. Estas muestras se secaron luego en un horno
de aire forzado a 70 °C durante 72 horas, se molieron y se cuantifico el N total
mediante el método micro Kjeldahl (Kalra, 1998). La concentracion de clorofila
(mg-g*?) se determind con el método espectrofotométrico descrito por Mackinney
(1941) y Wettstein (1957). Todas las determinaciones, in situ y de laboratorio, se

realizaron semanalmente de 7 a 42 dias después del trasplante.

Disefio y analisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con cinco tratamientos
(0,4, 8,12y 16 mEqg-L* de NOs) y seis repeticiones. La unidad experimental fue
una maceta que contenia una planta (Figura 2). Con los valores obtenidos in situ
y de laboratorio, se realizaron correlaciones de las lecturas SPAD, atLEAF y MC-
100 versus concentracion de clorofila, nitrégeno y materia aérea fresca con el

software SigmaPlot graphs v12.5.

Figura 1. Uso de SPAD (a), atLEAF (b) y MC-100 (c) para medir la concentracion

relativa de clorofila en albahaca 'Nufar'.
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Figura 2. Vista frontal del crecimiento de albahaca 'Nufar' en funcion del nivel de

NOs-N a los 42 dias después del trasplante.

RESULTADOS Y DISCUSION

Respuesta a los niveles de nitrégeno

Se observaron diferencias (a = 0.01) para las lecturas de SPAD, atLEAF y MC
100 con las concentraciones de nitrégeno y clorofila, y la biomasa fresca en

funcion a los niveles de nitrégeno aplicado a la albahaca 'Nufar' (Cuadro 1).

Para las variables, se observé un aumento al aumentar el nivel de nitrégeno en
la solucién nutritiva. En este sentido, Basyouni et al., (2015) también informaron
una tendencia similar para las lecturas de nitrégeno y SPAD en hojas de flor de
pascua (Euphorbia pulcherrima). En otro estudio, Padilla et al. (2019) informan
una diferencia estadistica para los niveles de nutricion de nitrogeno en el
pimiento dulce, cuanto mayor sea la cantidad de N aplicada, mayores seran los

rendimientos.
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Cuadro 1. Lecturas de SPAD, atLEAF, MC 100, materia aérea fresca y
concentraciones de nitrogeno y clorofila en albahaca ‘Nufar' a los 42 ddt (dias

después del trasplante).

Materia
Nitrbgeno Lecturas Lecturas Lecturas Nitrégeno Clorofila aérea
(mEgL') SPAD  atLEAF MC 100 (%) (mgg™?) fresca
(g-planta™?)
0 42.4d 44.3d 44.2 ¢ 1.34d 2.85c 111.1d
43.6d 45.3d 46.1c 1.41d 3.01c 121.6d
479 c 50.5c¢c 48.9 bc 1.85c 3.21Db 1453 c
12 52.7b 55.7b 52.1b 211b 3.56b 185.4 b
16 56.8 a 59.1a 58.3 a 2.63 a 3.98 a 217.3 a

Correlacion entre las lecturas SPAD, atLEAF y MC-100 con clorofila, nitrégeno y
materia aérea fresca

Concentracion de clorofila

La correlacion con el modelo de regresion lineal entre las lecturas SPAD y la
concentracion de clorofila (Cuadro 2) fue altamente significativa y positiva (a =
0.01, r =0.98). Estos resultados son similares a los reportados por Fenech-Larios
et al. (2009), quienes encontraron una alta correlacion entre las lecturas de
SPAD y la concentracion de clorofila (r = 0.99) en plantulas de albahaca. Valores
similares (r = 0.99) han sido reportados por Mendoza-Tafolla et al. (2019) en
lechuga romana (Lactuca sativa L.). Sin embargo, las correlaciones del presente
estudio son superiores a las reportadas por Martin et al. (2007), quienes en
laurustina (Viburnum tinus), tobira (Pittosporum tobira) y madrofio (Arbutus
unedo), encontraron coeficientes de correlacion entre 0.36 y 0.52, posiblemente
los coeficientes de correlacion mas bajos reportados por Martin et al. (2007)

reflejan la diferencia fisioldgica entre especies lefiosas y herbaceas.
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Cuadro 2. Correlaciones, ecuaciones de regresion y coeficientes para lecturas
SPAD, atLEAF y MC-100 con la concentracién de clorofila en albahaca 'Nufar'.

Correlacion Ecuacion de regresion r R? RMSE

SPAD y clorofila  Clorofila = 0.0079 SPAD + 0.0650 0.98** 0.97 0.06
atLEAF y clorofila  Clorofila = 0.0086 atLEAF + 0.0036  0.96** 0.93 0.03
MC 100y clorofila Clorofila = 0.0121 MC 100 — 0.0922 0.98** 0.96 0.04

**: Significancia de correlacion P <0.01.

El coeficiente de correlacion de las lecturas de atLEAF con clorofila fue de 0.96
y el coeficiente de determinacion de 0.93 (a = 0.01). Estos resultados indican un
ajuste mas significativo del modelo de regresion lineal en comparacion con los
reportados por Zhu et al., (2011). Obtuvieron coeficientes de determinacion de
0.72 a 0.88 en maiz, trigo, cebada (Hordeum vulgare), papa (Solanum
tuberosum) y canola (Brassica napus). Hebbar et al. (2016) reportaron
coeficientes de correlacion de 0.68 a 0.95 en hojas de palma de coco (Cocos
nucifera). Para el medidor MC 100, el coeficiente de correlacion fue de 0.98 y el
coeficiente de determinacion de 0.96 (a = 0.01) para un modelo de regresion
lineal. Padilla et al. (2019) reportaron coeficientes de correlacion que van desde

0.87 a 0.97 y coeficientes de determinacion entre 0.76 a 0.94 en pimiento dulce.
La concentracion de clorofila en hojas de albahaca se puede estimar con

suficiente precision a partir de las lecturas SPAD, atLEAF y MC-100 con la

ecuacion de regresion lineal (Figura 3).

68



0.45

O Lecturas SPAD
Regresion lineal para SPAD
0.40 X Lecturas atLEAF
- = Regresion lineal para atLEAF
A Lecturas MC 100
Regresion lineal para MC 100 Co 0

0.30 1

Clorofila (mgg")

0.20 1

0.15 4

15 20 25 30 35 40 45
Lecturas SPAD, atLEAF y MC 100

Figura 3. Correlacion entre los valores SPAD, atLEAF y MC-100 con la
concentracion de clorofila en albahaca 'Nufar'.

Concentracion de nitrdgeno

La relacion entre SPAD, atLEAF y MC 100 fue altamente significativa
(coeficientes de correlacion de 0.97, 0.98 y 0.94, respectivamente) con la
concentracion de nitrégeno en plantas de albahaca 'Nufar' (Figura 4), y tuvieron
un ajuste a la modelo de regresion lineal con coeficientes de determinacion de
0.95, 0.97 y 0.89, respectivamente (Cuadro 3).

Cuadro 3. Correlaciones, ecuaciones de regresion y coeficientes de correlacion para

lecturas SPAD, atLEAF y MC 100 con la concentracién de nitrégeno en albahaca 'Nufar'.

Correlacion Ecuacion de regresion r R? RMSE

SPAD y nitrogeno N =0.0336 SPAD + 0.1751 0.97** 0.95 0.03
atLEAF y nitrégeno N = 0.0378 atLEAF - 0.1298  0.98** 0.97 0.03
MC 100 y 0.05

o N =0.0502 MC 100 —0.4549 0.94** 0.89
nitrogeno

**: Significancia de correlaciéon P < 0.01.

Por su parte, Ali et al. (2007) encontraron coeficientes de correlacion que iban
de 0,93 a 0,97 para la relacion entre el medidor SPAD y la concentracién de

nitrégeno en el cultivo de tomate de invernadero. Dunn et al. (2018b) informaron
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valores de correlacion de 0.96 para la relacion entre atLEAF y nitr6geno en
plantulas de salvia (Salvia officinalis), y De Souza et al. (2019) compararon los
medidores atLEAF y MC 100 para determinar la concentracion de nitrégeno en
pimiento dulce obteniendo correlaciones que van desde 0.90 y 0.97 para ambos
medidores.

22
O  Lecturas SPAD
Regresion lineal para SPAD
2.0 1 y
X Lecturas atLEAF X
Regresion lineal para atLEAF A 0O x y
Lecturas MC 100 A X i
Regresion lineal para MC 100 /

Nitrégeno (%)

T T T

20 30 40 50 60
Lecturas SPAD, atLEAF y MC 100

Figura 4. Correlacion entre los valores SPAD, atLEAF y MC 100 con la

concentracion de nitrégeno en albahaca 'Nufar.

Materia aérea fresca

La correlacion entre las lecturas SPAD y materia aérea fresca (Figura 5) fue
significativa y positiva (a = 0.01) con coeficientes de correlacion y determinacién
de 0.94 y 0.88, respectivamente (Cuadro 4). Estos resultados son similares a los
de Cunha et al. (2015), quienes obtuvieron coeficientes de correlacion entre 0.92
y 0.98 en la relacion entre SPAD vy rucula fresca (Eruca vesicaria). Cho et al.
(2007) sugirieron que las lecturas SPAD se pueden usar en el campo para
estimar el rendimiento de la materia de brotes frescos y predecir el rendimiento

del cultivo de pepino (Cucumis sativus).
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Cuadro 4. Correlaciones, ecuaciones de regresion y coeficientes de correlacion
para las lecturas SPAD, atLEAF y MC 100 con la materia aérea fresca en
albahaca 'Nufar'.

Correlacion Ecuacion de regresion r R? RMSE
SPAD y materia Materia aérea fresca = 4.3016

] 0.94* 0.88 0.06
aérea fresca SPAD - 64.9720
atLEAF y materia Materia aérea fresca = 6.1576

) 0.93** 0.87 0.02
aérea fresca atLEAF — 13.7030

MC100 y materia Materia aérea fresca = 4.9606

0.97** 0.94 0.05
aérea fresca MC 100 —-10.777

**: Significancia de correlacion P < 0.01.

La correlacion entre las lecturas de atLEAF y materia aérea fresca (Figura 5) fue
significativa (a = 0.01) y presentd un excelente ajuste a la regresion lineal, con
un coeficiente de correlacion de 0.93 y un coeficiente de determinacion de 0.87
(Cuadro 4). Los resultados fueron similares a los reportados por Dey, Sharma y
Meshram (2016), en los cuales betel (Piper betle) obtuvo valores de 0.97 y 0.95
para los coeficientes de correlacion y determinacion, respectivamente. Los
valores obtenidos con el MC 100 fueron altamente significativos, con valores de
correlacion de 0.97 y un coeficiente de determinacion de 0.94 para un modelo de

regresion lineal.
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Materia aérea fresca (g-planta’)

20

Lecturas SPAD, atLEAF y MC 100
Figura 5. Correlacion entre los valores SPAD, atLEAF y MC-100 con la materia

aérea fresca en albahaca 'Nufar'.
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Correlacion entre las lecturas SPAD, atLEAF y MC 100

La correlacion entre las lecturas SPAD y atLEAF fue altamente significativa (a =
0.01) con un coeficiente de correlacion de 0.98 y un coeficiente de determinacion
de 0.97 (Cuadro 5). Asimismo, se obtuvo un ajuste adecuado a la ecuacion de
regresion lineal (Figura 6a). Estos resultados son similares a los reportados por
Dunn et al. (2018a), quienes obtuvieron coeficientes de correlacion de 0.80 a
0.95 entre las lecturas de SPAD y atLEAF en hojas de flor de pascua. Zhu et al.
(2011) encontraron correlaciones significativas entre las lecturas SPAD y atLEAF
para maiz, cebada y papa, con intervalos para el coeficiente de determinacion
gue van de 0.90 a 0.92.

Cuadro 5. Correlaciones, ecuaciones de regresion y coeficientes de correlacion

para la relacion entre las lecturas SPAD, atLEAF y MC 100 en albahaca 'Nufar'.

Correlacion Ecuacion de regresion r R? RMSE

SPAD y atLEAF SPAD = 0.8852 atLEAF + 8.1197 0.98** 0.9/ 0.06
SPADy MC-100  SPAD =0.6286 MC 100 +13.675 0.97** 0.94 0.03
atLEAF = 0.6982 MC 100 + 0.04

atLEAF y MC-100 0.97** 0.94
8.3040

**: Significancia de correlacion P < 0.01.

Los coeficientes de correlacion y determinacion entre SPAD y MC 100 fueron
0.97 y 0.94, respectivamente, en un modelo de regresion lineal (Figura 6b). Los
resultados fueron similares a los obtenidos por Padilla et al. (2019), quienes
reportan coeficientes de correlacion que van desde 0.95 a 0.98 y coeficientes de
determinacién entre 0.90 a 0.95 en pimiento dulce. La relacién entre atLEAF y
MC-100 presentd valores de coeficientes de correlacion de 0.97 y coeficientes

de determinacion de 0.94.
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Figura 6. Correlacion entre los medidores portatiles SPAD, atLEAF y MC 100 en
albahaca 'Nufar'. a) relacion entre lecturas SPAD con atLEAF y MC 100; y b)
relacion entre lecturas atLEAF y MC 100.

El estudio actual demuestra que durante la produccion de albahaca 'Nufar', es
factible utilizar el medidor SPAD, atLEAF o MC-100 para estimar con precision y
rapidez la concentracion de clorofila, nitrégeno y materia aérea fresca. Si bien
todos los medidores funcionaron bien en este estudio, es esencial tener en
cuenta que actualmente existe una diferencia considerable de precio entre los

sistemas.
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Por lo tanto, este es uno de los primeros estudios en demostrar que los
medidores atLEAF y MC-100 determinan la concentracion de nitrégeno durante
la produccién de albahaca. Ademas, los resultados obtenidos también muestran
gue los medidores portétiles de clorofila son herramientas Utiles en el manejo de
hierbas aromaticas, como la albahaca. Sin embargo, es importante tener en
cuenta que las lecturas SPAD, atLEAF y MC 100 en las hojas pueden no
representar todo el dosel de la planta y, por lo tanto, deben observarse con cierta

precaucion.

CONCLUSIONES

Este estudio muestra que los medidores SPAD, atLEAF y MC 100 predicen, de
manera no destructiva, rapida y precisa, las concentraciones de clorofila,
nitrdgeno y materia aérea fresca en albahaca 'Nufar', basado en ecuaciones de

regresion lineal.

Las lecturas SPAD tuvieron correlaciones lineales altas, positivas y significativas,
con concentracion de clorofila (R? = 0.97), nitrégeno (R? = 0.95) y materia aérea
fresca (R? = 0.88); y las lecturas de atLEAF tenian una correlacion lineal con la
concentracion de clorofila (R? = 0,93), nitrégeno (R? = 0.97) y materia aérea
fresca (R? = 0.87), y las lecturas de MC 100 tenian una correlacion lineal similar
con la concentracion de clorofila (R? = 0.96 ), nitrégeno (R? = 0.89) y materia

aérea fresca (R? = 0.94).

La relacion entre las lecturas SPAD con atLEAF y MC 100 también fue alta,
positiva y tuvo correlaciones lineales significativas (R? = 0.97 y 0.94
respectivamente) y de manera similar la correlaciéon entre atLEAF y MC 100 (R?
=0.94).

Las lecturas SPAD, atLEAF y MC 100 permiten la estimacion temprana del
estado de clorofila y nitrégeno de la planta utilizada para programar la aplicacion
de fertilizantes de manera mas eficiente durante el cultivo de albahaca. Ademas,
el medidor atLEAF es actualmente mas asequible que los medidores SPAD y
MC 100.
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CAPITULO IV
ESTIMACION DE LA CONCENTRACION DE N Y CLOROFILA EN
ALBAHACA 'NUFAR' MEDIANTE INDICES ESPECTRALES RGB

RESUMEN

El analisis no destructivo de tejido vegetal es una técnica confiable para estimar
el estado nutrimental de la planta, en este trabajo se estimé la concentracién de
nitrégeno (N) y clorofila en albahaca 'Nufar' mediante indices espectrales RGB
calculados a partir de imagenes digitales. Las plantas de albahaca var. “Nufar”
fueron cultivadas en invernadero e irrigada bajo cinco niveles de N (NO3) 0, 4,
8, 12y 16 mEq-L'a partir de la solucion Steiner. Las imagenes digitales RGB de
las plantas se adquirieron semanalmente y se procesaron para obtener
ortomosaicos escalados con los cuales se calcularon 17 indices espectrales. El
tratamiento de 16 mEqg-L* de N tuvo un efecto positivo y estadisticamente
significativo en el crecimiento, desarrollo y coloraciéon de las plantas de la
albahaca desde los 14 dias después del trasplante. La relacion entre los indices
NGRDI, Rl y CIVE con la concentracion de las variables concentracion de N,
clorofila y area foliar en funcién al tratamiento de NO3 fue elevada (r = 0.88 y
0.95), por el contrario, la relacion entre nueve de los indices con las variables
obtuvo los valores mas bajos de este experimento (r = 0.09 y 0.40). De los 17
indices calculados el NGRDI, Rl y CIVE mostraron mejor prediccion (r entre 0.88

y 0.96) de las variables evaluadas.

PALABRAS CLAVE: Ocimum basilicum; nutricibn de cultivos; muestreo no

destructivo; analisis de imagenes; concentracion de N.
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INTRODUCCION

El nitrégeno (N), es después del carbono (C), hidrégeno (H) y oxigeno (O) el
elemento mas abundante en los tejidos de las plantas y esté involucrado en
varios procesos fisioldgicos (Taiz et al., 2014), como la produccién de clordfila,
lo cual significa que es de vital importancia en los programas de nutricion de los

cultivos agricolas (Cao et al., 2013).

La determinacion del contenido de N en cultivos agricolas es importante para
tener una adecuada productividad de cultivo y se realiza frecuentemente
mediante métodos destructivos como Kjeldahl y Dumas (Mufioz-Huerta et al.,
2013); aunque estos métodos son precisos y estandarizados, a menudo estan
limitados por la escala espacial y son costosos (Ali et al.,, 2017). Como
alternativa, los métodos no destructivos permiten obtener resultados in situ, en
menos tiempo, con mayor frecuencia y no requieren de personal altamente

especializado (Vollmann et al., 2011).

Dentro de los métodos no destructivos se incluyen a los basados en imagenes
digitales, las cuales han sido empleadas ampliamente para estimar la
concentracion de N vy clorofila varios cultivos (Mao et al., 2015a; Mercado-Luna
et al., 2010; Usha y Singh, 2013) y representan una alternativa viable por su

precision y confiabilidad (Mendoza-Tafolla et al., 2021).

Las imagenes digitales adquiridas por sensores y camaras han sido usadas para
estudiar caracteristicas biofisicas de la vegetacion a partir de sus caracteristicas
espectrales, por ejemplo, el crecimiento vegetal (Horgan et al., 2015), deteccion
de estrés hidrico (Su et al., 2020) y concentracién de N en plantas (Baresel et al.,
2017), monitoreo de fenologia (Lee y Lee, 2013) y deteccion de plagas y

enfermedades de cultivos (Nagai et al., 2016).

Por otra parte, a partir de las imagenes digitales se han calculado indices
espectrales con los valores de reflectancia de dos o mas longitudes de onda para
resaltar caracteristicas de interés como el estado nutrimental de las plantas (Paz
Pellat et al., 2015) y uso de suelo (Toomey et al., 2015). Varios estudios reportan

el uso de indices espectrales para cuantificar la concentracion de N en cultivos

80



horticolas como lechuga (Mao etal.,, 2015; Mendoza-Tafolla et al.,, 2021),
pimiento dulce (Han-Yuzhu, 2011), remolacha (Sanchez-Sastre et al., 2020),
tomate (Padilla et al., 2015), melon (Pefa-Fleitas et al., 2015) y papa (Yadav et
al., 2010). Sin embargo, son escasos los reportes en hortalizas de hoja como
albahaca en donde se utilicen indices espectrales calculados a partir de
imagenes del rango del visible (RGB).

La albahaca es una especie importante en el campo de las plantas aroméaticas
debido a su uso como condimento, ademas de poseer aceites esenciales que
emanan un agradable aroma y sabor (Loughrin y Kasperbauer, 2003). Tiene uso
farmacéutico por sus propiedades diuréticas y estimulantes; empleada en la
industria de la elaboracion de perfumes (Singletary, 2018), la albahaca es
comunmente usada como especia culinaria en Meéxico, ademas, tiene
numerosas aplicaciones en aromaterapia (INIFAP, 2017), y la produccion de
albahaca durante el afo 2017 fue de 1,723.61 toneladas (Servicio de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera SIAP, 2017). Por lo tanto, el propdsito
de esta investigacion fue estimar la concentracion de N y clorofila en hojas de
albahaca mediante el uso indices espectrales RGB calculados a partir de
imagenes digitales como herramienta potencial para el uso eficiente de la

fertilizacion.

MATERIALES Y METODOS

Condiciones generales y manejo del cultivo

El experimento se realizé en el campo experimental de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos, ubicado en
las coordenadas 18° 58’ 51” LN, 99° 13’ 55” LO vy altitud de 1,866 m en la
localidad de Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México, entre los meses mayo
junio de 2019, en un invernadero tipo tunel con cubierta plastica de color
blanquecino y con malla antiafidos en las paredes laterales, donde se registro la
temperatura, humedad relativa y radiaciéon solar con un datalogger Hobo®
(modelo U12-012, Onset Computer Corporation, Bourne, MA). La temperatura
media fue de 26 °C. La humedad media fue de 45 % y la radiacion solar fue 518

umol m=? st en promedio.
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Se utilizé semillas del cultivar de albahaca 'Nufar' sembradas el 01 de abril de
2019 en charolas de poliestireno de 200 cavidades con sustrato comercial BM2
Berger®; y trasplantadas el 06 de mayo de 2019 en bolsas de polietileno con
capacidad de 8 L, que contenian roca volcanica (localmente llamado tezontle)

como sustrato con granulometriade 1 a 7 mm.

Tratamientos y medicion de variables

Los tratamientos de niveles de nitrégeno fueron cinco niveles de nitrato con base
en la solucién nutritiva de Steiner (1984): 0, 4, 8, 12y 16 mEq-L* (Mercado-Luna
et al., 2010) aplicados desde el trasplante, para lo cual se reg6 con 0.5 L de las
soluciones nutritivas durante los primeros 21 dias y con 1.5 L los siguientes 21
dias. Se consider6 un drenaje de 15 a 20 % para evitar acumulacion de sales.
Los fertilizantes que se usaron para preparar las soluciones nutritivas fueron
nitrato de calcio (Ca(NO3)2.4H20); nitrato de potasio (KNO3); sulfato de magnesio
(MgSO4-7H20); sulfato de potasio (K2SOs) y fosfato monopotasico (KH2PO,).
Los micro nutrimentos se agregaron en mezcla comercial de quelatos Microsol
Rexene® Mix SQM en dosis de 80 gm™=. El pH de las soluciones nutritivas se

acidificé con acido sulfdrico después de su preparacion a valores entre 5.6 y 6.0.

Disefio experimental y datos referencia

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con cinco tratamientos
(0, 4, 8,12y 16 mEq-L* de NO3) con seis repeticiones. La unidad experimental
fue una maceta que contenia una planta y los datos de referencia medidos in-
situ y laboratorio fueron concentraciéon de N, concentracion de clorofila y area

foliar.

Inmediatamente después de terminar las mediciones in situ se cosechd la
materia aérea fresca de las plantas para determinar el peso de materia aérea
fresca con una bascula OHAUS® con aproximacion de 0.01 g. Estas muestras
se secaron en un horno de aire forzado a 70 °C durante 72 horas. Con las
muestras secas y molidas, se cuantifico el N total por el método de micro Kjeldahl
(Kalra, 1998). La concentracion de clorofila (mg-g) se determiné con el método

espectrofotométrico descrito por Mackinney (1941) y Wettstein (1957). Las
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determinaciones tanto in situ como de laboratorio se realizaron semanalmente

desde los 7 dias después del trasplante (ddt) hasta los 42 ddt.

Adquisicion de imagenes y procesamiento

Las imagenes digitales fueron adquiridas mediante una camara visible RGB
(Samsung, WB250F de 16 Mpx), montada en un goniémetro (Sandmeier, 2000),
en un intervalo de inclinacién de 20 a 160°, y a partir de un proceso de restitucioén
fotogramétrica utilizando el software Agisoft Photoscan® se obtuvieron los
ortomosaicos. En la Figura 1 se muestra las diferentes etapas que se realizaron

desde la adquisicién de las imagenes hasta su respectivo procesamiento.

Adquisicién de imagenes Procesamiento de imagenes

Restitucion

Plantas de albahaca o
fotogramétrica

en macetas de
polietileno de 8 L

v

Obtencion de
ortomosaicos

v

Etiquetas codificadas

utilizadas alrededor v

de los puntos de
control

(DL EECUI

045 m

Calculo de indices

25 TS A espectrales
v
Analisis de
correlacion
v estadistica
Coleccién de imagenes
con camara digital 1
montada en goniémetro 3 3
Clasificacion de
imagenes

Figura 1. Etapas del proceso de adquisicion y procesamiento de imagenes de

albahaca 'Nufar'.

Célculo y clasificacién de indices espectrales
A partir de los mosaicos obtenidos de la restitucion fotogramétrica fueron
calculados diecisiete indices espectrales de vegetacion (Cuadro 1) para

imagenes RGB mediante una secuencia de comandos en el software R (versién
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3.5.0). Una vez determinados los indices espectrales RGB se realiz6 una matriz
de correlacién (Chung et al., 2017) entre los diecisiete indices con las variables
concentracion de N, concentracion de clorofila y area foliar para determinar los

indices con mayores valores de correlacion.

Posteriormente, con cada imagen obtenida de los tres indices que obtuvieron
mayores valores en la matriz de correlacion sometida a un proceso de
clasificacion supervisada utilizando el método de maxima verosimilitud para
separar los pixeles correspondientes al cultivo de albahaca. Finalmente se
realizaron estimaciones de las variables y se correlacionaron con los valores de

referencia obtenidos en laboratorio.
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Cuadro 1. indices espectrales calculados a partir de imagenes RGB.

Nombre del indice Siglas Férmula Aplicacion (Referencia)
1) Normalized Green Red Difference Index NGRDI (g-n)/(g+r) Uso eficiente de N en trigo (Wan et al., 2018)
2) Normalized Difference Index NDI (r-g)/(r+g+0.01) Diagnéstico nutrimental del cultivo colza (Zhang et al., 2016)
3) Ground Level Image Analysis GLI [(g-n)+(g+b)]/(r+g+b) Diagnéstico nutrimental del trigo (Louhaichi et al., 2001)
4) Intensity INT (r+g+b)/3
Concentracion de N en lechuga (Mao, 2015)
5) Saturation SAT 1-(3*r*g*b)
6) Redness Index RI (r-g)/(r+g) Diferenciacién entre suelo y vegetacion (Huete y Escadafal, 1991)
7) Color Index of Vegetation Extraction CIVE (0.441*r)-(0.811*g)+(0.385*b)+18.78745  Crecimiento de cultivos basicos y horticolas (Kataoka et al., 2008)
8) Excess Red Vegetative Index ExR [(2.4*r)- g]/(r+g+b) Crecimiento de cultivos basicos (Meyer et al., 1998)
9) Excess Green Index ExG [(2*g)-(r+b)]/(r+g+b) Cobertura de cultivos (Beniaich et al., 2019)
10) Excess Red-Green EXRG ExG-ExR Crecimiento de cultivos basicos y horticolas (Meyer & Neto, 2008)
11) Channel Index R R r/(r+g+b)
12) Channel Index G G g/(r+g+b)
13) Channel Index B B b/(r+g+b)
Concentracion de Ny Chl en trigo (Baresel et al., 2017)
14) Binary Channel Index RB RB r/b
15) Binary Channel Index RG RG rlg
16) Binary Channel Index BG BG b/g
17) Triangular Green Index TGI 0-(0.39*r)-(0.61*b) Uso eficiente de N en trigo (Fernandez-Gallego et al., 2019)

Regiones de la banda espectral

: I - rojo 650-700 nm, g - verde 500-550 nm y b - azul 450-500 nm.
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Analisis estadistico

Se realiz6 el andlisis de varianza y su respectiva prueba de Tukey para la comparacién
utilizando el software estadistico SAS, version 9.1 (SAS Institute, EE. UU.) con un factor
unidireccional y significancia estadistica a P < 0.01, media aritmética (X), coeficiente de
variacion (CV) y se calculé la diferencia minima significativa (DMS). Para los modelos de
regresion lineal simple y las correlaciones entre indices espectrales y valores de datos de
referencia fue utilizado el software estadistico SigmaPlot, version 12.5 (SysStat Software Inc.,
EE. UU.).

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados de la matriz de correlacion

El analisis de correlacion de los indices espectrales calculados presentd similitudes
entre NGRDI, NDI y TGI (Cuadro 2). De manera similar a lo reportado en arroz por
Cammarano et al. (2014) donde los indices espectrales NGRDI y NDI obtuvieron
coeficientes de correlacion de 0.90 y 0.88 respectivamente, y pudieron usarse de
manera indistinta para el calculo de la concentracion de N. Por otra parte, Fernandez-
Gallego (2019) reportaron coeficientes de correlacion superiores a 0.80 para la
relacion entre NGRDI y TGI en trigo. Por el contrario, Wan et al. (2018) encontraron
baja correlacion (r < 0.49) entre NGRDI con indices espectrales calculados a partir de
imagenes multiespectrales y RGB en Brassica napus L. Por su parte, lde y Oguma
(2010) reportan que en cultivo de trigo la relacién entre NDI, RG, RB y BG con la
concentracion de N y Chl es baja, mientras la correlacion entre NGRDI y EXG con las

mismas variables es alta (r entre 0.90 y 0.80).

Por otro lado, el indice espectral ExG mostr6 una correlacion moderada (r entre 0.68
y 0.76) con las variables de referencia, estos son valores inferiores (r entre 0.80 y
0.90) a los reportados por Mendoza-Tafolla et al. (2021) en lechuga romana. Por otro
lado, los indices INT, SAT, R, B, RB, y BG registraron una correlacion no significativa
(r < 0.50) con los datos de referencia. Ademas, existe una correlacion moderada a
débil (r <0.74) entre NGRDI con R, G y B, estos resultados coinciden con los obtenidos
en tomate por Ali et al. (2017) quienes tuvieron coeficientes de correlacion entre 0.48
y 0.59. Segun lo reportado por Usha y Singh (2013) los indices espectrales NGRDI y
EXG tienen fuertes correlaciones con las variable de area foliar en cultivos horticolas,

lo que permite utilizar estos indices para la estimacion de forma precisa y rapida.
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Se encontraron correlaciones fuertes (r > 0.92) entre los indices NGRDI, Rl y CIVE
con la concentracion de N, concentracion de clorofila y area foliar determinada
mediante técnicas convencionales. Inicialmente estos indices se desarrollaron para
detectar las partes verdes de plantas, por lo que se conocen como indices de verdor
o indices de extraccion de vegetacion y han sido utilizados para diferenciar plantas de
suelo (Mandal, 2016), posteriormente, dada su capacidad para resaltar las
caracteristicas espectrales de las bandas verde y roja, se utilizaron como indicador de
la cantidad y calidad del material fotosintético de las plantas (Rasmussen et al., 2016),
por lo que en hortalizas de hoja como la albahaca podria ser un indicador de
concentracion de N, concentracion de clorofila y area foliar. Los resultados obtenidos
en la matriz de correlacion indican que los indices que muestran mejor coeficiente de
correlacion son NGRDI, Rl y CIVE son los mas recomendables para estimar la
concentracion de clorofilay de N. Por lo cual, de los 17 indices espectrales calculados
solo los indices NGRDI, RI y CIVE fueron utilizados para correlacionarlos y estimar

las variables de referencia.
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Cuadro 2. Matriz de correlacion entre indices espectrales y valores de datos de referencia en albahaca ‘Nufar'.

NGRDI NDI GLI INT SAT RI CIVE ExR ExG EXRG R G B RB RG BG TGI Nitrégeno Clorofila Area foliar

NGRDI 1 0.76 052 -0.22 034 0.85 0.88 -0.23  -0.11 -0.09  0.09 0.12 0.13 0.43 0.43 0.45 0.63 0.93 0.93 0.92
NDI 1 0.24 0.34 0.23 0.32 0.32 0.34 0.23 0.24 0.34 0.63 0.09 0.11 0.11 0.14 0.38 0.43 0.35 0.45
GLI 1 0.23 0.43 0.22 0.19 0.03 0.08 0.11 0.21 0.23 0.18 0.17 -0.13 0.21 0.34 0.39 0.33 0.45
INT 1 0.25 -0.23 -0.34 -0.14 0.27 0.34 0.31 0.45 0.39 0.12 -0.14 0.34 0.34 0.02 0.05 0.09
SAT 1 0.12 0.11 0.23 0.09 0.12 0.45 0.47 0.34 0.19 0.25 0.34 0.29 0.15 0.13 0.11
RI 1 0.86 -0.09 -0.08 -0.11  0.12 -0.26 0.09 0.02 0.53 -0.5 0.23 0.94 0.95 0.97
CIVE 1 0.11 0.14 0.18 0.23 0.23 0.22 0.19 0.05 0.06 0.04 0.93 0.97 0.94
ExR 1 0.09 0.09 0.27 0.34 0.32 0.35 0.21 -0.08 0.45 0.48 0.43 0.39
ExG 1 0.13 0.18 0.14 0355 0.21 0.29 0.32 0.32 0.68 0.76 0.69
EXRG 1 0.21 0.59 -0.06 -0.09 -0.05 0.24 -0.09 0.45 0.48 0.68
R 1 0.11 0.14 0.15 0.37 0.53 -0.09 0.11 0.14 0.21
G 1 0.45 0.56  -0.08 -0.11 0.12 0.76 0.82 0.77
B 1 0.11 0.32 0.51 0.15 -0.14 -0.21 -0.13
RB 1 0.47 0.36 0.11 -0.23 -0.21 -0.19
RG 1 0.29 0.24 0.23 0.24 0.31
BG 1 0.32 0.49 0.32 0.45
TGI 1 0.34 0.12 0.14
Nitr6geno 1 0.98 0.95
Clorofila 1 0.95
Area foliar 1
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Respuesta de las variables en funcion de los tratamientos aplicados

El tratamiento de 16 mEg-L* de NOs registrd los promedios mas altos de
concentracion de N, concentracion de clorofila y area foliar en comparacion con el
resto de los tratamientos (Cuadro 3). Esto coincide a lo reportado por Coelho et al.
(2010) quienes a fertilizaciones superiores a los 12 mEq-L* de N obtuvieron mayores
rendimientos en el cultivo de papa. En este sentido, Basyouni et al. (2015) también
informaron una tendencia similar para las concentraciones de Ny clorofila en hojas de
flor de pascua (Euphorbia pulcherrima). En otro estudio, Padilla et al. (2018) informan
una diferencia estadistica para los niveles de nutricion nitrogenada en el pimiento
dulce, ya que cuanto mayor sea la cantidad de N aplicado, mayores seran los

rendimientos en ese cultivo.

Se observaron diferencias estadisticas (a = 0.01) para las variables concentracion de
N, concentracion de clorofila y area foliar estimadas por los indices NGRDI, Ry CIVE,
con lo cual se puede mencionar que el uso de estos indices espectrales RGB permite
estimar las variables determinadas ya que el porcentaje de exactitud oscilo entre 89.8
y 95.4 %. Estos resultados son semejantes a los obtenidos por Costa et al. (2021)
guienes obtuvieron diferencias significativas con el uso de los mismos indices en

cultivo de maiz.
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Cuadro 3. indices espectrales utilizados para estimar N, clorofila y area foliar de los tratamientos de NO3™ aplicados a las plantas de

albahaca 'Nufar'.

%
Valores de referencia Normalized green-red ) Color index of vegetation
- _ Redness index _
Tratamientos de difference index R extraction
NO= (NGRDI) (CIVE)
(MEqL™) . ) ) )
_ Area _ Area ] Area _ Area
N Clorofila _ N Clorofila ] N Clorofila _ N Clorofila _
%) ( ) foliar %) ( ) foliar %) ( ) foliar %) ( ) foliar
0 mgg 0 mgg (] mgg 0 mgg
99 (cm?) 99 (cm?) 99 (cm?) 99 (cm?)
0 0.6d 0.10c 333d 0.6d 0.08 c 309d 0.5d 0.07c 31.1d 0.5d 0.11c 345d
4 0.7d 0.15¢ 486d 0.6d 0.17c 46.4d 0.6d 0.10c 421d 0.6d 0.12c 49.8d
8 l1lc 0.36b 1084c 1llc 0.33b 100.2c 1l2c 0.30 b 101.1c 1.0c 0.33b 111.1c
12 18D 047b 175.1b 16D 043b 168.8b 16D 0.41b 1498b 14D 0.46b 169.8b
16 25a 0.75a 2459a 23a 0.70a 226.8a 22a 0.72a 202.2a 23a 0.74a 2412a
cVv 0.073 0.084 0.064  0.093 0.098 0.093 0.088 0.084 0.090 0.089 0.094 0.099
DMS 0.038 0.203 52.341 0.034 0.192 54.353 0.038 0.206 58.942 0.031 0.212 51.110
Exactitud (%) -- -- - 911 93.9 91.2 89.8 914 90.4 91.3 954 93.4
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Comparacion entre las variables de referencia e indices espectrales NRGDI, Rly CIVE
En la Figura 2 se muestran las correlaciones entre la concentracion de N,

concentracion de clorofila y area foliar con los indices espectrales NGRDI, Rl y CIVE.

Concentracion de N

Los valores de concentracion de N tuvieron una alta correlacion lineal con el indice
NGRDI (r = 0.96, RMSE = 0.08) (Figura 2A). Los indices RI (r = 0.97, RMSE = 0.05) y
CIVE (r = 0.95, RMSE = 0.06) (Figuras 2B y 2C, respectivamente) se ajustaron a un
modelo de regresion lineal, resultados similares a los obtenidos por Lee et al. (2013)
que reportaron coeficientes de determinacion = 0.90 en la cuantificacion de N en el
cultivo de arroz; asimismo, Elazab et al. (2016) obtuvieron coeficientes de
determinacién = 0.82 para la relacién entre el indice NGRDI y la concentracion de N
en maiz. Estos resultados son similares a los reportados por Xue y Yang (2008), donde
NGRDI podria usarse para el calculo de la concentracion de N en la etapa vegetativa
del arroz (r = 0.95). Zhao et al. (2012) reportan en tomate que la relacion entre indices
RGB con la concentracion de N oscila entre débil y moderada (r entre 0.49 y 0.75),
mientras que la correlacion entre NGRDI con las mismas variables es fuerte (r entre
0.88 y 0.95). En este sentido, los indices espectrales de la region visible RGB son
eficientes para determinar el contenido de N en las plantas de frijol debido al efecto
gue tiene el N en la cantidad y coloracién de los pigmentos dentro de los tejidos
vegetales (Lee et al. 2013). Esto indica que el uso de indices espectrales representa
una metodologia confiable y precisa para cuantificar la concentracién de N en cultivos

de hoja.

Concentracion de clorofila

Durante el ciclo de cultivo de la albahaca los resultaron mostraron que los indices
espectrales NGRDI, Rl y CIVE tuvieron coeficientes de correlacion entre 0.94 y 0.96
para la concentracion de clorofila, y se ajustaron a un modelo de regresion lineal (R?
entre 0.89 y 0.92) (Figuras 2D, 2E y 2F, respectivamente). Estos resultados son
similares a los obtenidos por Costa et al. (2021) durante el crecimiento vegetativo de
maiz mediante los indices Rl y CIVE (r = 0.90) y Alvarez-Bermejo et al. (2017) en
tomate y pepino utilizando el indice NGRDI (r = 0.90). Ademas, existi6 una fuerte

correlaciéon lineal con el indice Rl (r = 0.92, RMSE = 0.03), valor comparable al
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reportado por Elazab et al. (2016) en etapas vegetativas de maiz (r > 0.78). Por otro
lado, Lin et al. (2013) obtuvieron coeficientes de correlacion de 0.85 en la

concentracion de clorofila en plantas de pepino.

Area foliar

Los valores de area foliar mostraron un mejor ajuste a un modelo de regresion lineal
con NGRDI (r = 0.94, RMSE = 0.06) (Figura 2G) en el ciclo de cultivo. Este modelo
matematico es distinto al reportado por Mendoza-Tafolla et al. (2021) quienes para el
indice NGRDI encontraron mayor ajuste a un modelo exponencial r 2 0.92 en lechuga
romana. Los indices RI (r = 0.96, RMSE = 0.06) y CIVE (r = 0.95, RMSE = 0.06) se
ajustaron mejor a un modelo de regresion lineal similar al reportado por Baresel et al.
(2017) quienes para el indice NGRDI encontraron mayor ajuste a un modelo lineal r 2
0.87 en la etapa de crecimiento de trigo. Jannoura et al. (2015) reportaron valores con
ajuste a modelos lineales entre area foliar y NGRDI en maiz (r = 0.86). Por otro lado,
Hunt et al. (2005) obtuvieron valores de correlacion lineal para area foliar y NGRDI de

r = 0.87 en el cultivo de arroz.

En el cultivo de lechuga, Jung et al. (2015) reportaron que el indice NGRDI tuvo la
correlacidon mas alta para la estimacion del area foliar (r = 0.93). Dicho comportamiento
corresponde al acelerado crecimiento del area foliar en las tltimas etapas del cultivo.
Por lo cual, estas diferencias de ajuste entre los modelos de regresion lineal y
exponencial sugieren que para estimar el area foliar de los cultivos mediante indices
espectrales RGB se debe considerar la fenologia tipica y habitos de crecimiento

vegetal.
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Figura 2. Relaciones entre la concentracion de N, concentracion de clorofila y area foliar con los indices espectrales NGRDI, Rl y

CIVE calculados a partir de imdgenes RGB de albahaca 'Nufar'.
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La determinacion de las variables como concentracion de N, clorofila y area foliar
en albahaca son similares y comparables con otros cultivos y es til en las
hortalizas en las cuales la parte comercializable es la hoja, ya que en este tipo
de cultivos lo més importante es el area foliar (Sandmann et al., 2013). por lo
tanto, este método resulta Gtil en las hortalizas que tienen un crecimiento
vegetativo acelerado. En resumen, se encontrd que los indices espectrales mas
eficientes son aquellos que consideran las bandas espectrales de la regién verde
y roja. Por otro lado, los indices que incorporan la banda azul tienen menor
desempefio en la prediccién de las variables de referencia utilizadas en este
experimento, lo que puede deberse a la baja sensibilidad del tejido vegetal en la

banda azul.

Estimacion y comparacion de las variables de referencia vs. NGRDI, Rl y CIVE

Concentracion de N estimado vs. medido

La concentracion de N estimado a partir de los indices espectrales NGRDI, Rl y
CIVE mostré alta correlacion con los valores medidos en laboratorio (r = 0.96,
0.97 y 0.98 respectivamente) (Figura 3) y se ajustd en los tres casos a una
regresion lineal. Estos valores son semejantes a los obtenidos por de la Casa et
al. (2013) quienes estimaron la concentracion de N en papa con indices
espectrales y obtuvieron coeficientes de correlacion entre 0.94 a 0.98. En otro
estudio, Yang et al. (2020) reportaron un coeficiente de correlacion de 0.90 en la
estimacion del contenido de N con el indice NGRDI en la etapa vegetativa de
trigo. Por otra parte, Beniaich et al. (2019) mencionan que el indice CIVE fue el
mejor (r > 0.85) para determinar la biomasa de los cultivos de frijol y mijo, la cual
estd asociada estrechamente a la concentracion de N en las plantas. Por lo
anterior, se puede mencionar que los indices NGRDI, Rl y CIVE son confiables
y precisos para estimar la concentracion de N en cultivos de hoja al tener altas

correlaciones con los valores de clorofila de referencia.
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® Nitrégeno estimado por NGRDI
% N =0.5037 (NGRDI) + 0.0918

254 R*=0.92

B Nitrégeno estimado por RI
% N =1.0152 (RI) - 0.1696
R?=0.95

2.0 A

Nitrégeno estimado por CIVE
% N = 0.8356 (CIVE) - 0.0271

Nitrégeno estimado (%)
o

0.5 A

T
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Nitrogeno de la muestra (%)

Figura 3. Relacion entre el N de la muestra obtenido en laboratorio y el N
estimado a partir de los indices NGRDI, Rl y CIVE en albahaca 'Nufar'.

Concentracion de clorofila estimada vs. medida

Al igual que con la concentracion de N, la concentracion de clorofila estimada
con indices espectrales NGRDI, Rl y CIVE tuvo una fuerte correlacion lineal con
los valores medidos en laboratorio, con coeficientes de correlacion entre 0.99 y
0.96 respectivamente (Figura 4). Estos valores son similares a los registrados
por de la Casa et al. (2012) quienes estimaron y predijeron el rendimiento y
concentracion de clorofila en papa con indices espectrales y obtuvieron
coeficientes de correlacion entre 0.90 a 0.95. Ademas, Wan et al. (2018)
registraron coeficientes de correlacion de 0.90 a 0.95 en la estimacion del
contenido de clorofila con indices calculados a partir de imagenes RGB e
multiespectrales en el cultivo de Brassica napus L. En otro estudio, Ray et al.
(2004) mencionan que el indice Rl permite determinar, diferenciar y estimar la
cobertura del cultivo de papa fertilizado con distintos niveles de N. Por lo cual,
se puede destacar el potencial uso de los indices NGRDI, Rl y CIVE en la

estimacion de concentracion de clorofila en cultivos horticolas.
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Figura 4. Relacion entre la clorofila de la muestra obtenida en laboratorio y el N
estimado a partir de los indices NGRDI, Rl y CIVE en albahaca 'Nufar'.

Area foliar medida vs estimada

Los valores de area foliar medidos en las plantas de albahaca 'Nufar' presentaron
una alta correlacion con los valores de area foliar estimados a partir de indices
espectrales NGRDI, RI y CIVE con coeficientes de correlacion de 0.97, 0.98 y
0.98, respectivamente (Figura 5) y se ajustaron a regresiones lineales. Estos
valores son superiores (r entre 0.56 y 0.90) a los reportados por Mandal (2016)
quien utilizo el indice RI para diferenciar cobertura vegetal en cultivos extensivos.
Por su parte, Beniaich et al. (2019) mencionan que el indice CIVE permite
determinar el area foliar de los cultivos de frijol y mijo al registrar coeficiente de
correlacion superiores a 0.90. En este sentido, Sakamoto et al. (2012) afirma los
indices espectrales permiten estimar el area foliar del cultivo de frijol. Por todo lo
anterior, se puede observar que los indices NGRDI, Rl y CIVE tienen gran
utilidad al ser confiables y precisos en la diferenciacién, clasificacion y estimacion

de coberturas vegetales y especificamente area foliar en hortalizas.

96



200

® Area foliar estimada por NGRDI
Area foliar = 0.6914 (NGRDI) + 5.9512
R?=0.94 o
Area foliar estimada por RI
150 - Area foliar = 0.761 (RI) + 2.8615
2
R°=0.96
B Area foliar estimada por CIVE
Area foliar = 0.849 (CIVE) - 0.5658
R*=0.97

100

Area foliar estimada (sz)

o
o
L

0 T T T
0 50 100 150 200

Area foliar de la muestra (cmz)

Figura 5. Relacion entre el area foliar de la muestra obtenida en laboratorio y el
N estimado a partir de los indices NGRDI, RI'y CIVE en albahaca 'Nufar'.

Correlacion entre los indices espectrales NGRDI, Rl'y CIVE

La relacion entre los indices NGRDI y RI (Figura 6A) tuvo un coeficiente de
correlacion de 0.98, mismo valor para el coeficiente de correlacion entre los
indices NGRDI y CIVE, ambas correlaciones se ajustaron en una regresion
lineal. De la misma forma, el coeficiente de correlacion entre los indices RI y
CIVE (Figura 6B) fue de 0.96 y también se ajustd a una regresion lineal. Estos
valores son semejantes a los reportados por Costa et al. (2021) para la relacion
entre estos mismos indices espectrales en el cultivo de mijo (Panicum
miliaceum). Esto puede confirmar e indicar que para estimar las variables de
referencia se puede utilizar cualquiera de estos indices y obtener correlaciones

fuertes y una exactitud confiable en las estimaciones resultantes.
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Figura 6. Relacion entre los indices NGRDI, Rl y CIVE obtenidos de imagenes
RGB de albahaca 'Nufar'. A) correlacion entre el indice NGRDI con los indices

RI'y CIVE; B) correlacion entre el indice RI con el indice CIVE

CONCLUSIONES
El uso de indices espectrales calculados a partir de imagenes digitales RGB de
plantas de albahaca 'Nufar' permitieron estimar la concentracion de N,

concentracion de clorofila y area foliar.

Los indices espectrales NGRDI, Rl y CIVE (R? entre 0.92 a 0.98) mostraron el
mejor ajuste a los diferentes modelos de prediccion en comparacion al resto de
los indices calculados para la concentracion de N, concentracion de clorofila y

area foliar.
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Los indices espectrales a partir de imdgenes RGB de albahaca 'Nufar'
representan una alternativa confiable y precisa a los métodos destructivos para
la estimacién de las variables de referencia evaluadas en este trabajo, lo cual
puede coadyuvar a mejorar la eficiencia de la aplicacion de fertilizantes

nitrogenados y reducir su impacto en el ambiente.

El tipo y habito de crecimiento de las hortalizas arométicas como la albahaca
‘Nufar', presentan mayor crecimiento foliar radial hacia el final del periodo de
cultivo, lo que permite correlacionar los indices NGRDI, Rl y CIVE en una
regresion lineal (R? > 0.94).

REFERENCIAS

Ali, M. M., Al-Ani, A., Eamus, D., & Tan, D. K. Y. (2017). Leaf nitrogen
determination using non-destructive techniques—A review. Journal of Plant
Nutrition. https://doi.org/10.1080/01904167.2016.1143954

Alvarez-Bermejo, J. A., Giagnocavo, C., Li, M., Morales, E. C., Santos, D. P. M.,
& Yang, X. T. (2017). Image processing methods to evaluate tomato and
zucchini damage in post-harvest stages. International Journal of
Agricultural and Biological Engineering, 10(5), 126-133.
https://doi.org/10.25165/j.ijjabe.20171005.3087

Baresel, J. P., Rischbeck, P., Hu, Y., Kipp, S., Hu, Y., Barmeier, G., & Mistele, B.
(2017). Use of a digital camera as alternative method for non-destructive
detection of the leaf chlorophyll content and the nitrogen nutrition status in
wheat. Computers and Electronics in Agriculture, 140, 25-33.
https://doi.org/10.1016/j.compag.2017.05.032

Baresel, J. P., Rischbeck, P., Hu, Y., Kipp, S., Hu, Y., Barmeier, G., ...
Schmidhalter, U. (2017). Use of a digital camera as alternative method for
non-destructive detection of the leaf chlorophyll content and the nitrogen
nutrition status in wheat. Computers and Electronics in Agriculture, 140,
25-33. https://doi.org/10.1016/j.compag.2017.05.032

99



Basyouni, R., Dunn, B. L., & Goad, C. (2015). Use of nondestructive sensors to
assess nitrogen status in potted poinsettia (Euphorbia pulcherrima L.
(Willd. ex Klotzsch)) production. Scientia Horticulturae, 192, 47-53.
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2015.05.011

Beniaich, A., Silva, M. L. N., Avalos, F. A. P., Menezes, M. D. de, & Candido, B.
M. (2019). Determination of vegetation cover index under different soil
management systems of cover plants by using an unmanned aerial vehicle
with an onboard digital photographic camera. Semina: Ciéncias Agrarias,
40(1), 49. https://doi.org/10.5433/1679-0359.2019v40n1p49

Cammarano, D., Fitzgerald, G., Casa, R., & Basso, B. (2014). Assessing the
robustness of vegetation indices to estimate wheat n in mediterranean
environments. Remote Sensing, 6(4), 2827-2844.
https://doi.org/10.3390/rs6042827

Cao, Q., Miao, Y., Wang, H., Huang, S., Cheng, S., Khosla, R., & Jiang, R. (2013).
Non-destructive estimation of rice plant nitrogen status with Crop Circle
multispectral active canopy sensor. Field Crops Research, 154, 133-144.
https://doi.org/10.1016/j.fcr.2013.08.005

Chung, Y. S., Choi, S. C,, Silva, R. R., Kang, J. W., Eom, J. H., & Kim, C. (2017).
Case study: Estimation of sorghum biomass using digital image analysis
with  Canopeo. Biomass and Bioenergy, 105, 207-210.
https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2017.06.027

Coelho, F. S., Fontes, P. C. R., Puiatti, M., Neves, J. C. L., & Silva, M. C. de C.
(2010). Dose de nitrogénio associada a produtividade de batata e indices
do estado de nitrogénio na folha. Revista Brasileira de Ciencia Do Solo,
34(4), 1175-1183.

Costa, T. R. S., Azevedo, M. C. de, Costa, J. E., Sousa, V. F. de O., Silva, A. V.
da, & Mielezrski, F. (2021). indices vegetais fotogramétricos no milho em
sucessdo a plantas de cobertura do solo em Areia, Paraiba (Brasil).
Research, Society and Development, 10(7), €7510716403.
https://doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16403

De la Casa, A., Ovando, G., Bressanini, L., & Martinez, J. (2013). Estimacion de

100



la cobertura del suelo y evaluacién de la fertilizacion nitrogenada en papa
con registros de camaras digitales convencionales y modificadas. In

Congreso Argentino de Agroinformatica (pp. 94-104).

De la Casa, A., Ovando, G., Bressanini, L., Martinez, J., & Rodriguez, A. (2012).
Prediccion de la variabilidad del rendimiento de papa a partir de la
cobertura del follaje. Agriscientia, 29, 15-24.

Elazab, A., Ordo6fiez, R. A., Savin, R., Slafer, G. A., & Araus, J. L. (2016).
Detecting interactive effects of N fertilization and heat stress on maize
productivity by remote sensing techniques. European Journal of
Agronomy, 73, 11-24. https://doi.org/10.1016/j.eja.2015.11.010

Fernandez-Gallego, J. A., Kefauver, S. C., Vatter, T., Aparicio Gutiérrez, N.,
Nieto-Taladriz, M. T., & Araus, J. L. (2019). Low-cost assessment of grain
yield in durum wheat using RGB images. European Journal of Agronomy,
105(March), 146-156. https://doi.org/10.1016/j.eja.2019.02.007

Han Yuzhu. (2011). Nitrogen determination in pepper (Capsicum frutescens L.)
plants by color image analysis (RGB). African Journal of Biotechnology,
10(77). https://doi.org/10.5897/AJB11.1974

Horgan, G. W., Song, Y., Glasbey, C. A., van der Heijden, G. W. A. M., Polder,
G., Dieleman, J. A, ... van Eeuwijk, F. A. (2015). Automated estimation of
leaf area development in sweet pepper plants from image analysis.
Functional Plant Biology, 42(5), 486. https://doi.org/10.1071/FP14070

Huete, A. R., & Escadafal, R. (1991). Assessment of biophysical soil properties
through spectral decomposition techniqgues. Remote Sensing of
Environment, 35(2-3), 149-159. https://doi.org/10.1016/0034-
4257(91)90008-T

Hunt, E. R., Cavigelli, M., Daughtry, C. S. T., Mcmurtrey, J. E., & Walthall, C. L.
(2005). Evaluation of digital photography from model aircraft for remote
sensing of crop biomass and nitrogen status. Precision Agriculture, 6(4),
359-378. https://doi.org/10.1007/s11119-005-2324-5

Ide, R., & Oguma, H. (2010). Use of digital cameras for phenological

observations. Ecological Informatics, 5(5), 339-347.

101



https://doi.org/10.1016/j.ecoinf.2010.07.002

Jannoura, R., Brinkmann, K., Uteau, D., Bruns, C., & Joergensen, R. G. (2015).
Monitoring of crop biomass using true colour aerial photographs taken
from a remote controlled hexacopter. Biosystems Engineering, 129, 341—
351. https://doi.org/10.1016/j.biosystemseng.2014.11.007

Jung, D.-H., Park, S. H., Han, X. Z., & Kim, H.-J. (2015). Image processing
methods for measurement of lettuce fresh weight. Journal of Biosystems
Engineering, 40(1), 89-93. https://doi.org/10.5307/JBE.2015.40.1.089

Kalra, P. Y. (1998). Handbook of Reference Methods for Plant Analysis. Crop
Science (Vol. 38).
https://doi.org/10.2135/cropsci1998.0011183X003800060050x

Kataoka, T., Kaneko, T., Okamoto, H., & Hata, S. (n.d.). Crop growth estimation
system using machine vision. In Proceedings 2003 IEEE/ASME
International Conference on Advanced Intelligent Mechatronics (AIM
2003) (Vol. 2, pp. b1079-b1083). IEEE.
https://doi.org/10.1109/AIM.2003.1225492

Teiz, A. (2014). Plant Physiology and Development. (O. University & Press, Eds.)
(6th ed.).

Lee, K.-J., & Lee, B.-W. (2013). Estimation of rice growth and nitrogen nutrition
status using color digital camera image analysis. European Journal of
Agronomy, 48, 57-65. https://doi.org/10.1016/j.eja.2013.02.011

Lin, K., Chen, J., Si, H., & Wu, J. (2013). A review on computer vision
technologies applied in greenhouse plant stress detection.
Communications in Computer and Information Science, 363, 192-200.
https://doi.org/10.1007/978-3-642-37149-3_23

Loughrin, J. H., & Kasperbauer, M. J. (2003). Aroma content of fresh basil (
ocimum basilicum 1.) leaves is affected by light reflected from colored
mulches. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51(8), 2272—-2276.
https://doi.org/10.1021/jf021076¢

Louhaichi, M., Borman, M. M., & Johnson, D. E. (2001). Spatially located platform

102



and aerial photography for documentation of grazing impacts on wheat.
Geocarto International, 16(1), 65-70.
https://doi.org/10.1080/10106040108542184

Mackinney, G. (1941). Article : Absorption of Light By, 315-323.

Mandal, U. K. (2016). Spectral color indices based geospatial modeling of saill
organic matter in chitwan district, Nepal. ISPRS - International Archives of
the Photogrammetry, Remote Sensing and Spatial Information Sciences,
XLI-B2, 43-48. https://doi.org/10.5194/isprsarchives-XLI-B2-43-2016

Mao, H., Gao, H., Zhang, X., & Kumi, F. (2015a). Nondestructive measurement
of total nitrogen in lettuce by integrating spectroscopy and computer vision.
Scientia Horticulturae, 184, 1-7.
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2014.12.027

Mao, H., Gao, H., Zhang, X., & Kumi, F. (2015b). Nondestructive measurement
of total nitrogen in lettuce by integrating spectroscopy and computer vision.
Scientia Horticulturae, 184, 1-7.
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2014.12.027

Mendoza-Tafolla, R. O., Ontiveros-Capurata, R.-E., Juarez-Lopez, P., Alia-
Tejacal, I., Lopez-Martinez, V., & Ruiz-Alvarez, O. (2021). Nitrogen and
chlorophyll status in romaine lettuce using spectral indices from RGB
digital images. Zemdirbyste-Agriculture, 108(2), 79-86.
https://doi.org/10.13080/z-a.2021.108.011

Mercado-Luna, A., Rico-Garcia, E., Soto-Zarazla, A. L.-H. G., Guevara-
Gonzalez, R. O.-V. R., Herrera-Ruiz, G., & Torres-Pachecol, |. (2010).
Nitrogen determination on tomato (Lycopersicon esculentum Mill.)
seedlings by color image analysis (RGB). African Journal of Agricultural
Research, 9(33), 5326—5332. https://doi.org/10.5897/AJB10.130

Meyer, G.E., Hindman, T., & Laksmi, K. (1998). Machine vision detection
parameters for plant species identification. In D. (ed.) (Ed.), Proceedings
of SPIE 3543 (pp. 327-335).

Meyer, George E., & Neto, J. C. (2008). Verification of color vegetation indices

for automated crop imaging applications. Computers and Electronics in

103



Agriculture, 63(2), 282-293.
https://doi.org/10.1016/j.compag.2008.03.009

Mufoz-Huerta, R. F., Guevara-Gonzalez, R. G., Contreras-Medina, L. M., Torres-
Pacheco, |., Prado-Olivarez, J., & Ocampo-Velazquez, R. V. (2013). A
review of methods for sensing the nitrogen status in plants: Advantages,
disadvantages and recent advances. Sensors (Switzerland), 13(8),
10823-10843. https://doi.org/10.3390/s130810823

Nagai, S., Ichie, T., Yoneyama, A., Kobayashi, H., Inoue, T., Ishii, R., ... Itioka,
T. (2016). Usability of time-lapse digital camera images to detect
characteristics of tree phenology in a tropical rainforest. Ecological
Informatics, 32, 91-106. https://doi.org/10.1016/j.ecoinf.2016.01.006

Padilla, F.M., Pefa-Fleitas, M. T., Gallardo, M., & Thompson, R. B. (2015).
Threshold values of canopy reflectance indices and chlorophyll meter
readings for optimal nitrogen nutrition of tomato. Annals of Applied Biology,
166(2), 271-285. https://doi.org/10.1111/aab.12181

Padilla, Francisco M., de Souza, R., Pefia-Fleitas, M. T., Gallardo, M., Giménez,
C., & Thompson, R. B. (2018). Different responses of various chlorophyll
meters to increasing nitrogen supply in sweet pepper. Frontiers in Plant
Science, 9. https://doi.org/10.3389/fpls.2018.01752

Paz Pellat, F., Romero Sanchez, M. E., Palacios Vélez, E., Bolafios Gonzalez,
M., Aldrete, A., & Valdez Lazalde, J. R. (2015). Scopes and limitations of
spectral vegetation indices: analysis of broad band indices. Terra
Latinoamericana, 33(1), 27-49.

Pefa-Fleitas, M. T., Gallardo, M., Thompson, R. B., Farneselli, M., & Padilla, F.
M. (2015). Assessing crop N status of fertigated vegetable crops using
plant and soil monitoring techniques. Annals of Applied Biology, 167(3),
387-405. https://doi.org/10.1111/aab.12235

Rasmussen, J., Ntakos, G., Nielsen, J., Svensgaard, J., Poulsen, R. N., &
Christensen, S. (2016). Are vegetation indices derived from consumer-
grade cameras mounted on UAVs sufficiently reliable for assessing

experimental plots? European Journal of Agronomy, 74, 75-92.

104



https://doi.org/10.1016/j.eja.2015.11.026

Ray, S. S., Singh, J. P., Das, G., & Panigrahy, S. (2004). Use of high resolution
remote sensing data for generating sitespecific soil mangement plan.
International Archives of the Photogrammetry, Remote Sensing and
Spatial Information Sciences - ISPRS Archives, 35(May 2014), 2—7.

Sakamoto, T., Gitelson, A. A., Nguy-Robertson, A. L., Arkebauer, T. J., Wardlow,
B. D., Suyker, A. E., ... Shibayama, M. (2012). An alternative method using
digital cameras for continuous monitoring of crop status. Agricultural and
Forest Meteorology, 154-155, 113-126.
https://doi.org/10.1016/j.agrformet.2011.10.014

Sanchez-Sastre, L. F., Alte da Veiga, N. M. S., Ruiz-Potosme, N. M., Carrion-
Prieto, P., Marcos-Robles, J. L., Navas-Gracia, L. M., & Martin-Ramos, P.
(2020). Assessment of rgb vegetation indices to estimate chlorophyll
content in sugar beet leaves in the final cultivation stage. AgriEngineering,
2(1), 128-149. https://doi.org/10.3390/agriengineering2010009

Sandmann, M., Graefe, J., & Feller, C. (2013). Optical methods for the non-
destructive estimation of leaf area index in kohlrabi and lettuce. Scientia
Horticulturae, 156, 113-120. https://doi.org/10.1016/j.scienta.2013.04.003

Sandmeier, S. R. (2000). Acquisition of bidirectional reflectance factor data with
field goniometers. Remote Sensing of Environment, 73(3), 257-269.
https://doi.org/10.1016/S0034-4257(00)00102-4

Singletary, K. W. (2018). Basil: A brief summary of potential health benefits.
Nutrition Today, 53(2), 92-97.
https://doi.org/10.1097/NT.0000000000000267

Steiner, A. A. (1984). The universal nutrient solution. Proceedings of the 6th

International Congress on Soilless Culture., 633-649.

Su, J., Coombes, M., Liu, C., Zhu, Y., Song, X., Fang, S., ... Chen, W.-H. (2020).
Machine learning-based crop drought mapping system by uav remote
sensing RGB imagery. Unmanned Systems, 08(01), 71-83.
https://doi.org/10.1142/S2301385020500053

105



Toomey, M., Friedl, M. A., Frolking, S., Hufkens, K., Klosterman, S., Sonnentag,
O., ... Richardson, A. D. (2015). Greenness indices from digital cameras
predict the timing and seasonal dynamics of canopy-scale photosynthesis.
Ecological Applications, 25(1), 99-115. https://doi.org/10.1890/14-0005.1

Usha, K., & Singh, B. (2013). Potential applications of remote sensing in
horticulture-A  review. Scientia  Horticulturae, 153, 71-83.
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2013.01.008

Vollmann, J., Walter, H., Sato, T., & Schweiger, P. (2011). Digital image analysis
and chlorophyll metering for phenotyping the effects of nodulation in
soybean. Computers and Electronics in Agriculture, 75(1), 190-195.
https://doi.org/10.1016/j.compag.2010.11.003

Wan, L., Li, Y., Cen, H., Zhu, J., Yin, W., Wu, W., ... He, Y. (2018). Combining
UAV-based vegetation indices and image classification to estimate flower
number in oilseed rape. Remote Sensing, 10(9).
https://doi.org/10.3390/rs10091484

Wettstein, D. (1957). Chlorophyll-letale und der submikroskopische Formwechsel
der Plastiden. Experimental Cell Research, 12(3), 427-506.

Xue, L., & Yang, L. (2008). Recommendations for nitrogen fertilizer topdressing
rates in rice using canopy reflectance spectra. Biosystems Engineering,
100(4), 524-534. https://doi.org/10.1016/j.biosystemseng.2008.05.005

Yadav, S. P., Ibaraki, Y., & Dutta Gupta, S. (2010). Estimation of the chlorophyll
content of micropropagated potato plants using RGB based image
analysis. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), 100(2), 183-188.
https://doi.org/10.1007/s11240-009-9635-6

Yang, M., Hassan, M. A,, Xu, K., Zheng, C., Rasheed, A., Zhang, Y., ... He, Z.
(2020). Assessment of water and nitrogen use efficiencies through uav-
based multispectral phenotyping in winter wheat. Frontiers in Plant
Science, 11(June), 1-16. https://doi.org/10.3389/fpls.2020.00927

Zhang, D., Song, X., Mansaray, L. R., Zhou, Z., Zhang, K., Han, J., ... Xu, L.
(2016). Estimating leaf area index of sugarcane based on multi-temporal

digital images. In 2016 Fifth International Conference on Agro-

106



Geoinformatics (Agro-Geoinformatics) (pp- 1-5). IEEE.

https://doi.org/10.1109/Agro-Geoinformatics.2016.7577689

Zhao, J., Zhang, Y., Tan, Z., Song, Q., Liang, N., Yu, L., & Zhao, J. (2012). Using
digital cameras for comparative phenological monitoring in an evergreen
broad-leaved forest and a seasonal rain forest. Ecological Informatics, 10,
65—72. https://doi.org/10.1016/j.ecoinf.2012.03.001

107



CAPITULO V
ESTIMACION DE LA CONCENTRACION DE CLOROFILA Y NITROGENO
MEDIANTE MEDIDORES PORTATILES NO DESTRUCTIVOS EN
ARUGULA (Eruca sativa Mill.)

RESUMEN

El nitrégeno (N) es un nutrimento esencial para las plantas y el elemento mas
requerido en hortalizas de hoja. El objetivo de esta investigacion fue estimar la
concentracion de clorofila y N mediante medidores portatiles no destructivos en
arugula (Eruca sativa L.). La investigacion se realiz6 en invernadero, donde los
tratamientos fueron cinco niveles de N-NOs (0, 4, 8, 12 y 16 mEqg-L?). Las
evaluaciones fueron semanales tanto para las variables de invernadero (biomasa
fresca, lecturas SPAD, atLEAF y MC-100) como de laboratorio (concentraciones
de clorofila y N). Los resultados mostraron que la relacion entre lecturas SPAD,
nitrogeno, clorofila y materia fresca fueron altas, positivas y significativas, con
coeficientes de correlacion de 0.93 — 0.97; para lecturas atLEAF, se observaron
relaciones similares, con coeficientes de correlacion de 0.96 — 0.99. Las
relaciones entre lecturas SPAD, atLEAF y MC-100 también fue alta, positiva y
significativa, con coeficientes de correlacion de 0.97 a 0.98. Esto indica que los
medidores SPAD, atLEAF y MC-100 son métodos in situ validos para estimar el
estado nutrimental de clorofila y N en el cultivo de aragula bajo condiciones de

invernadero de manera no destructiva, rapida y precisa.

PALABRAS CLAVE: SPAD, atLEAF, MC-100, nutricién de cultivos, hortaliza de

hoja.

INTRODUCCION

Para las plantas el nitrégeno (N) es un elemento esencial ya que forma parte de
proteinas, aminoacidos, acidos nucleicos y clorofila, este ultimo, es pigmento
esencial para la fotosintesis y responsable del color verde de las plantas (Taiz et
al.,, 2014). La concentracion de clorofila de la hoja estd estrechamente
relacionada con el contenido de N en la planta (Zebarth et al., 2002), por lo tanto,

el monitoreo de las concentraciones de clorofila y N puede ayudar en el manejo
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de la nutricion para un adecuado crecimiento de los cultivos agricolas y 6ptimos

rendimientos (Gitelson et al., 2003).

Los métodos destructivos para la determinacién de N y clorofila son precisos,
pero requieren mucho tiempo y son costosos (Kalaji et al., 2017). En contraste,
los medidores portétiles no destructivos se han utilizado con éxito en algunas
especies para estimar la clorofila o N ( Loh et al., 2002; Abdelhamidg et al., 2004)
y permiten la medicion de clorofila o N en la misma hoja a través del tiempo en

el cultivo (Yamamoto et al., 2002; Kalaji et al., 2017).

El medidor de clorofila SPAD 502 Plus (Konica Minolta®, Jap6n) se utiliza para
la determinacion rapida y no destructiva de la concentracion relativa de clorofila
en la hoja (Gianquinto et al., 2003), la transmision de luz a través de la hoja se
mide a 650 y 940 nm, la longitud de onda de 650 nm coincide con la region
espectral de la actividad maxima de clorofila y la trasmitancia a 940 nm es
utilizada para compensar factores como el contenido de humedad de la hoja y
su espesor (de Souza et al., 2019). Los valores obtenidos mediante el SPAD
oscilan entre 0 y 99 y se ha reportado que este valor esta relacionado con la
concentracion de clorofila foliar (Uddling et al., 2007; Basyouni y Dunn, 2014;

Basyouni et al., 2015;).

El medidor de clorofila atLEAF Plus (FT Green LLC®, EUA) funciona de manera
similar al medidor SPAD, pero utiliza una longitud de onda de 660 nm en lugar
de 650 nm (Zhu et al., 2012) y se obtienen lecturas con valores similares a las
obtenidas con el SPAD (Basyouni et al., 2015), pero el medidor atLEAF es una
alternativa mas econdémica en comparaciéon con el SPAD (Zhu et al., 2012;
Basyouni y Dunn, 2014; Mendoza-Tafolla et al., 2019).

Por otra parte, el medidor MC-100 (Apogee Instruments®, Logan, UT, USA)
registra la concentracion relativa de clorofila en la longitud de onda de 653 nmy
931 nm en un area de aproximadamente 64 mm? (de Souza et al., 2019) y se ha
empleado para la determinacion de la concentracion de clorofila en hojas,
evaluacion del estrés nutrimental y la optimizacion de cosechas (Padilla et al.,
2018).
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Se ha reportado que la concentracion de clorofila y de nitrégeno determinados
en laboratorio presentan altas correlaciones con las lecturas SPAD en tomate
(Lycopersicon esculentum) (Fontes y Ronchi, 2002; Reis et al., 2006), papa
(Solanum tuberosum) (Gianquinto et al., 2003; Coelho et al., 2010), cebolla
(Allium cepa), repollo (Brassica oleracea), zanahoria (Daucus carota)
(Westerveld et al., 2003), remolacha (Beta vulgaris) y orégano (Origanum
vulgare) (Calderon et al., 2011); mientras que con con atLEAF se han reportado
altas correlaciones en papa (Solanum tuberosum), salvia (Salvia splendens)
(Dunn et al., 2018b) y clavel (Dianthus chinensis) (Basyouni et al., 2015).

Mendoza-Tafolla et al. (2019) reportaron coeficiente de correlacién de 0.94 y 0.98
para la concentracion de nitrogeno y de clorofila, respectivamente, determinados
con los medidores portatiles SPAD y atLEAF en lechuga romana, sin embargo,
hacen falta mas investigaciones en hortalizas gourmet con potencial de
incrementar su superficie cultivada, como es el caso de arugula. Por lo anterior,
el objetivo de esta investigacion fue estimar la concentracion de clorofila y

nitrégeno en arugula mediante medidores portatiles no invasivos.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion y material vegetal

El experimento se realizé en el campo experimental de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, localizado en
Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México, en los meses junio y julio de 2020, en
un invernadero tipo tunel con cubierta plastica de color blanquecino con 30 % de
sombreo y con malla antiafidos en las paredes laterales, ubicado en las
coordenadas 18° 58 51” LN, 99° 13’ 55” LO y altura de 1,866 m. Se reqistro la
temperatura, humedad relativa y radiacién solar con un datalogger Hobo®.

Se utilizé el cultivar de aragula Wild rocket. Las semillas se sembraron el 01 de
mayo de 2020 en charolas de poliestireno de 200 cavidades con sustrato
comercial BM2 Berger®; después, el 15 de junio del mismo afio se trasplantaron
en bolsas de polietileno con capacidad de 10 L que contenia roca volcanica

(localmente llamado tezontle) como sustrato con granulometria de 1 a 7 mm.
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Tratamientos y medicion de variables

Los tratamientos se comenzaron a aplicar el dia del trasplante, los cuales fueron
cinco niveles de nitrato con base en la solucion nutritiva de Steiner (1984): 0, 4,
8,12y 16 mEq-L* (Mercado-Luna et al., 2010), y para su aplicaciéon se regd con
0.5 L de las soluciones nutritivas durante los primeros 21 dias y con 1.5 L los 21
dias restantes. Se considerd un drenaje de 15 a 20 % para evitar acumulacién
de sales. Los fertilizantes que se usaron para preparar las soluciones nutritivas
fueron nitrato de calcio, nitrato de potasio, sulfato de magnesio, sulfato de potasio
y sulfato monopotasico. Para el caso de los micronutrimentos se utilizé6 una
mezcla comercial de quelatos (Microsol Rexene® Mix SQM) en dosis de 80 g por
m-3, es decir, considerando el suministro de 3 mg-L* de hierro; la mezcla de
micronutrimentos contiene hierro (7.5 %), manganeso (3.7 %), boro (0.4 %), zinc
(0.6 %), cobre (0.3 %) y molibdeno (0.2 %). El pH de las soluciones nutritivas se

acidificé después de su preparacion a valores entre 5.6 y 6.0 con acido sulfurico.

El muestreo in situ empleando los medidores portatiles SPAD 502® Plus Minolta,
atLEAF® CHL Plus y MC 100 Apoogee, se realiz6 semanalmente de acuerdo a
la metodologia de Leon et al. (2007). Cada valor de los medidores portatiles se
obtuvo del promedio de 10 lecturas (5 a cada lado de la nervadura central de la
hoja), en tres hojas recientemente maduras y completamente expandidas, entre
las 11:00 y las 12:00 h, y con seis repeticiones. Para la determinacion de la
concentracion de clorofila, las mismas hojas que se muestrearon con SPAD,
atLEAF y MC 100 se conservaron a -80 °C durante una semana hasta su analisis

en laboratorio.

La concentracion de clorofila (mg-g') se determind con el método
espectrofotométrico descrito por Mackinney (1941) y Wettstein (1957), en donde
la biomasa fresca (1 g) se homogeniza con 20 mL de acetona concentrada,
posteriormente se filtr6 el homogenizado y se afor6 a 50 mL de acetona al 80 %,
las suspensiones se mantuvieron en oscuridad entre los pasos de
procesamiento. Después se realizaron lecturas de absorbancia (A) a 645 nm y
663 nm en un espectrofotbmetro (HACH DR 5000) (de Souza et al., 2019).
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Inmediatamente después de terminar las mediciones in situ se cosechd la
biomasa aérea fresca de las plantas para cuantificar el peso de biomasa fresca
con una bascula OHAUS® con aproximacion de 0.01 g. Estas muestras se
secaron con un horno de aire forzado a 70 °C durante 72 horas. Con las muestras
secas y molidas, se cuantificé el nitrégeno total por el método de micro Kjeldahl
(Kalra, 1998). Las determinaciones tanto las in situ como de laboratorio se
realizaron semanalmente desde los 7 dias después del trasplante (ddt) hasta los
42 ddt.

Disefio y analisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con cinco tratamientos
(0, 4, 8,12y 16 mEq-L™* de NO3) con seis repeticiones. La unidad experimental
fue una maceta que contenia una planta.

Con los valores obtenidos in situ y en laboratorio se realizaron correlaciones de
las lecturas SPAD, atLEAF y MC 100 con la concentracion de N, concentracion
de clorofila y biomasa fresca aérea de la planta, con el programa SigmaPlot®
(Version 12.5). A los datos obtenidos en la cosecha (42 ddt), se les realizé un
analisis de varianza y prueba de comparacién de medias de Tukey (a < 0.05),

con el programa estadistico Statistical Analysis Software® (SAS Institute, 2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

Condiciones ambientales de cultivo y respuesta a los niveles de N

La temperatura media fue de 23 °C, la humedad relativa media de 69 % y la
radiacion solar media de 480 pmol-m2-s. Respecto al comportamiento de las
plantas con los niveles de N, se observaron diferencias (a = 0.01) para lecturas
SPAD, atLEAF y MC 100 con las concentraciones de N y clorofila, y biomasa
fresca en funcion de los niveles de N aplicados a artgula (Cuadro 1). Para todas
las variables se observé un incremento al aumentar el nivel de N en la solucién
nutritiva. Al respecto, Dunn et al. (2018a) también reportaron tendencia similar

para N y lecturas SPAD en hojas de salvia.
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Cuadro 1. Lecturas SPAD, atLEAF, MC-100 biomasa fresca y concentraciones

de Ny clorofila en arugula a los 42 ddt.

N Biomasa
Lecturas Lecturas Lecturas Nitrégeno Clorofila
aportado fresca
SPAD atLEAF MC-100 (%) (mg-g?)
(mEq-L?Y) (g-planta™)
0 39.2c 43.4 ¢ 44.3 c 1.67c 3.15c 101.9¢c
4 40.1c 44.0c 453 ¢ 1.74c 3.34c 108.3 ¢
8 45.7b 46.6 bc 47.8 c 2.01b 3.67b 126.2 b
12 46.2 b 51.2b 53.4b 2.09b 3.75ab 146.7 a
16 49.53a 57.3a 59.1a 2.46a 3.87 a 150.2 a

Correlacion entre SPAD, atLEAF, N, clorofila y materia aérea fresca

Se observaron diferencias significativas (a = 0.01) para las lecturas SPAD,

atLEAF y MC 100 con las concentraciones de N y clorofila, y biomasa fresca en

funcién de los niveles de N aplicados a la aragula (Cuadro 2). Para las variables

se observo un incremento al aumentar el nivel de nitrogeno en la solucion

nutritiva. Al respecto, Basyouni et al. (2015) también informaron una tendencia

similar para las lecturas de nitrogeno y SPAD en hojas de flor de pascua

(Euphorbia pulcherrima). En otro estudio, Padilla et al. (20018b) reportan

diferencia estadistica para los niveles de nutricion nitrogenada en pimiento dulce,

siendo que cuanto mayor es la cantidad de N aplicado, aumentan los

rendimientos.
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Cuadro 2. Correlaciones, ecuaciones de regresion, y coeficientes de correlaciéon

para lecturas SPAD, atLEAF, MC-100 biomasa fresca, concentraciones de Ny

clorofila en arugula.

Coeficiente
Correlacién Ecuacidn de regresién de CME

correlacién
SPADy N % N =0.0336 SPAD + 0.1751 0.97** 0.03
atLEAFy N % N = 0.0378 atLEAF - 0.1298 0.98** 0.03
MC-100y N % N = 0.0502 MC-100 - 0.4549 0.94%** 0.05
SPAD y clorofila Clorofila = 0.0079 SPAD + 0.0650 0.98** 0.06
atLEAF y clorofila Clorofila = 0.0086 atLEAF + 0.0036 0.96** 0.03
MC-100 y clorofila Clorofila =0.0121 MC-100 —0.0922 0.98** 0.04
SPAD y materia fresca Materia fresca = 4.3016 SPAD — 64.9720 0.94** 0.06
atLEAF y materia fresca Materia fresca = 6.1576 atLEAF — 13.7030 0.93** 0.02
MC-100 y materia fresca Materia fresca = 4.9606 MC-100 — 10.777 0.97** 0.05
SPAD y atLEAF SPAD =0.8852 atLEAF + 8.1197 0.98** 0.06
SPAD y MC-100 SPAD =0.6286 MC-100 +13.675 0.97** 0.03
atLEAF y MC-100 atLEAF = 0.6982 MC-100 + 8.3040 0.97** 0.04

** Indica correlacidn altamente significativa entre las variables (a = 0.01).

Relacion del contenido de clorofila versus Lecturas SPAD, atLEAF y MC-100

La correlacion entre lecturas SPAD y la concentracion de clorofila (Cuadro 2) fue
altamente significativa y positiva (a = 0.01, r = 0.98). Estos resultados son
similares a los de Fenech-Larios et al. (2009) quienes encontraron alta
correlacién entre lecturas SPAD y concentraciéon de clorofila (r = 0.99) en
plantulas de albahaca; también son similares a los reportados por Mendoza-
Tafolla et al. (2019) en lechuga romana (r = 0.99). Las correlaciones del presente
estudio son superiores a los reportados por Martin et al. (2007), quienes en
laurustina (Viburnum tinus), tobira (Pittosporum tobira) y madrofio (Arbutus
unedo), encontraron coeficientes de correlacion entre 0.36 y 0.52. Estas
diferencias pueden deberse al tipo de planta, ya que estas ultimas especies son

arbustivas o lefiosas.
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En cuanto al atLEAF, el coeficiente de correlacion fue de 0.96 (a = 0.01). Estos
resultados indican que presentaron mayor ajuste al modelo de regresion lineal
en comparacion a los reportados por Zhu et al. (2012) quienes obtuvieron
coeficientes de determinacion entre 0.72 y 0.88 para clorofila y atLEAF en maiz,
trigo, cebada, papa y canola. Por su parte, Hebbar et al. (2016) tuvieron
coeficientes de correlacion entre 0,68 y 0,95 en hojas de palmera cocotera
(Cocos nucifera). Para el medidor MC-100, el coeficiente de correlaciéon fue de
0.98 (a = 0.01) para un modelo de regresion lineal. Por su lado, Padilla et al.
(2019) reportan coeficientes de correlacion entre 0.87 y 0.97 en pimiento dulce.
Tanto para SPAD, atLEAF y MC-100 la ecuacion de regresion lineal (Figura 1)
permite hacer predicciones de la concentracion de clorofila de forma precisa y
confiable en plantas de aragula, lo cual puede servir para estimar el estado
nutrimental del cultivo, y a partir de esto, sugerir dosis de fertilizacion

nitrogenada.

0.45 1
®  Lecturas SPAD

0.40 O Lecturas atLEAF ‘
v Lecturas MC-100 @O O

Regresion

0.35 A

_])

0.30 A

Clorofila (mgg
o
N
(6}

T T T T T T 1
10 15 20 25 30 35 40 45
Lecturas SPAD, atLEAF y MC-100

Figura 1. Correlacion entre los valores SPAD, atLEAF y MC-100 vs. la

concentracion de clorofila en aragula.

Lecturas SPAD, atLEAF y MC-100 con N

La relacion entre SPAD, atLEAF y MC-100 fue altamente significativa
(coeficientes de correlacion de 0.97, 0.98 y 0.94, respectivamente) con la
concentracion de nitrdgeno en plantas de arugula (Figura 2); y presentaron un
ajuste al modelo de regresion lineal. Ali et al. (2007) encontraron coeficientes de

correlaciéon entre 0.93 a 0.97 para la relacion entre el medidor SPAD vy
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concentracion de nitrégeno en el cultivo de tomate de invernadero. Por otra parte,
Dunn et al. (2018a) reportd valores de correlacién de 0.96 para la relacion entre
atLEAF y N en plantulas de salvia; y De Souza et al. (2019) compard los
medidores atLEAF y MC-100 para determinar la concentracion de N en pimiento
dulce obteniendo correlaciones entre 0.90 y 0.97 para ambos medidores.
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Figura 2. Correlacion entre los valores SPAD, atLEAF y MC-100 con la

concentracion de nitrégeno en arugula.

Lecturas SPAD, atLEAF y MC-100 con biomasa fresca

La correlacion entre las lecturas SPAD y materia fresca (Figura 3) fue
significativa y positiva (a = 0.01) con coeficiente de correlacion de 0.94 (Cuadro
1). Estos resultados son similares a los de Cunha et al. (2015) quienes tuvieron
coeficientes de correlacion entre 0.92 y 0.98 en la relacion entre SPAD y peso
fresco de lisianthus (Eustoma grandiflorum) . En este sentido, Cho et al. (2007)
mencionan que las lecturas SPAD pueden ser utilizados en campo para estimar
el rendimiento de materia aérea fresca y predecir el rendimiento en el cultivo de

pepino (Cucumis sativus).

En cuanto a la correlacién entre las lecturas atLEAF y materia aérea fresca
(Figura 3) fue significativa (a = 0.01) y presenté buen ajuste a la regresion lineal,
con coeficiente de correlacién de 0.93 (Cuadro 1). Estos resultados son similares
alos de Dey et al. (2016) quienes en betel (Piper betle) reportaron coeficiente de

correlacion de 0.97.
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Para los valores obtenidos con el MC-100 fue significativa (a = 0.01) con valores

de correlacion de 0.97 para un modelo de regresion lineal.
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Figura 3. Correlacion entre los valores SPAD, atLEAF y MC-100 con la materia

aérea fresca en arugula.

Lecturas SPAD, atLEAF y MC-100

La correlacion entre las lecturas SPAD y atLEAF fue altamente significativa (a =
0.01) con coeficiente de correlacion de 0.98 (Cuadro 1); asimismo, se obtuvo un
adecuado ajuste a la ecuacion de regresion lineal (Figura 4a). Estos resultados
son aproximados Dunn et al. (2018b) obtuvieron coeficientes de correlacion de
0.80 a 0.95 entre las lecturas SPAD y atLEAF en hojas de nochebuena
(Euphorbia pulcherrima). Por su parte, Zhu et al. (2011), encontraron

correlaciones significativas entre las lecturas SPAD y atLEAF para maiz, cebada

y papa.

En cuanto a la relacion del SPAD con el MC-100 los coeficientes de correlacion
y determinacién fueron 0.97 y 0.94 respectivamente en un modelo de regresion
lineal (Figura 4b). Resultados similares a los obtenidos por Padilla et al. (2019)
guienes reportan coeficientes de correlacion entre 0.95 y 0.98 en pimiento dulce
(Capsicum annuum). Por otra parte, la relacién entre atLEAF y MC-100 tuvo

coeficiente de correlacion de 0.97.
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Figura 4. Correlacion entre los medidores portatiles SPAD, atLEAF y MC-100 en
arugula. a) relacion entre lecturas SPAD con atLEAF y MC-100 y b) relacion entre
lecturas atLEAF y MC-100.

Los resultados de la presente investigacidon muestran que en el cultivo de aragula
es factible usar SPAD, atLEAF 6 MC-100 con fines de estimacion de la
concentracion de clorofila, de nitrogeno, asi como de la produccion de materia
fresca, con resultados confiables. Sin embargo, el atLEAF es aproximadamente
80 % mas econémico en comparacion con el SPAD 502 Plus y el medidor MC-
100. En adicién a lo anterior, la importancia de los resultados del presente
estudio radica en que constituyen el primer reporte del uso de los medidores
SPAD, atEAF y de MC-100 en el cultivo de artugula lo que potencialmente puede
servir para el uso mas racional de fertilizantes nitrogenados en esta especie, los

cuales tienen repercusiones tanto ambientales como en la salud humana.
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CONCLUSIONES

La relacion entre lecturas SPAD, nitrdgeno, clorofila y biomasa fresca fue alta,
positiva y significativa, con coeficientes de correlacion de 0.95 - 0.98 en plantas
de ardgula; para lecturas atLEAF, se observaron relaciones similares, con
coeficientes de correlacion de 0.96 a 0.99. La relacion entre lecturas SPAD,
atLEAF y MC 100 también fue alta, positiva y significativa, con coeficiente de
correlacion de 0.98.

Las ecuaciones de regresion mostraron que las lecturas SPAD, atLEAF y MC
100 estan relacionados linealmente con nitrégeno, clorofila y materia fresca en

aragula.

Los medidores portatiles SPAD, atLEAF y MC 100 pueden usarse para estimar
el estado nutrimental de nitrogeno de manera no destructiva, rapida y precisa
durante el crecimiento del cultivo de aragula, sin embargo, el atLEAF puede
considerarse como una alternativa mas econémica en comparacion con el SPAD
y el MC-100.
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CAPITULO VI
ESTIMACION DE CONCENTRACION DE CLOROFILA Y NITROGENO EN
ARUGULA (Eruca vesicaria L.) MEDIANTE TECNICAS NO DESTRUCTIVAS

RESUMEN

El andlisis no destructivo de tejido vegetal es una técnica confiable para estimar el
estado nutrimental de la planta, en este trabajo se estimé la concentracién de nitrégeno
(N) y clorofila en ardgula (Eruca vesicaria L.) mediante medidores portétiles e indices
espectrales calculados a partir de imagenes RGB. La arugula se cultivé en invernadero
de cubierta plastica e irrigada con cinco niveles de NO3 0, 4, 8, 12 'y 16 mEq-L™. Las
imagenes digitales RGB de las plantas se obtuvieron cada semanay se procesaron para
obtener ortomosaicos escalados con los cuales se calcularon seis indices espectrales.
El tratamiento de 16 mEqg-L* de N tuvo un efecto notable en el crecimiento, desarrollo y
coloracién de las plantas de la ardgula a los 42 dias después del trasplante. Las
relaciones entre lecturas SPAD, atLEAF y MC-100 también fue alta, positiva y
significativa, con coeficientes de correlacion de 0.98 y de determinacion de 0.96. Las
ecuaciones de regresion mostraron que las lecturas SPAD, atLEAF y MC-100 en aragula
estuvieron relacionados linealmente con todas las variables evaluadas. De los seis
indices calculados, NGRDI, RI, CIVE, ExG, ExR y G mostraron mejor prediccion (R?
entre 0.88 y 0.94) de la concentracién de clorofila, N, &rea foliar, materia seca y fresca.
La relacion entre NGRDI y la concentracion de clorofila es elevada (R? = 0.95y r=0.90),
lo cual puede indicar el potencial uso de indices espectrales para la determinacién

rapida y precisa de las variables evaluadas.

PALABRAS CLAVE: nutricibn de cultivos; muestreo no destructivo; andalisis de

imagenes; concentracion de N.

INTRODUCCION

La determinacion del contenido de nitrégeno (N) en cultivos agricolas se realiza
frecuentemente mediante métodos destructivos como Kjeldahl y Dumas; aunque
estos métodos son precisos y estandarizados, a menudo estan limitados por la
escala espacial y son costosos (Wiwart et al., 2009). Como alternativa, los

métodos no destructivos permiten obtener resultados in situ, en menos tiempo,
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con mayor frecuencia y no requieren de personal altamente especializado
(Vollmann et al., 2011).

Los métodos no destructivos y especificamente los medidores portétiles se han
utilizado con éxito en algunas especies para determinar la concentracién de
clorofilay N (Cunha et al., 2015; Kokila et al., 2018) ya que permiten la medicion

de en la misma hoja a través del tiempo en el ciclo de cultivo (Kalaji et al., 2017).

El medidor de clorofila SPAD 502 Plus (Konica Minolta®, Jap6n) se utiliza para
la determinacion rapida y no destructiva de la concentracion relativa de clorofila
en la hoja (Ali et al., 2007), la transmision de luz a través de la hoja se mide a
650 y 940 nm, la longitud de onda de 650 nm coincide con la region espectral de
la actividad de clorofila y la transmitancia a 940 nm es utilizada para compensar
factores como el contenido de humedad de la hoja (Auearunyawat et al., 2013).
Se ha reportado que las lecturas SPAD estan relacionadas con la concentracion
de clorofila foliar en cultivos como lechuga, salvia y papa (Coelho et al., 2010;
Dunn et al., 2018; Mendoza-Tafolla et al., 2019)

Otro medidor portatil de clorofila es el atLEAF Plus (FT Green LLC®, EUA)
funciona de manera similar al medidor SPAD, pero utiliza una longitud de onda
de 660 nm en lugar de 650 nm y se obtienen lecturas con valores similares a las
obtenidas con el SPAD (Padilla et al., 2018), pero el medidor atLEAF es una

alternativa mas econdmica en comparacion con el SPAD (Basyouni, 2015).

El medidor MC-100 (Apogee Instruments Inc. Logan, UT, USA) registra la
concentracion relativa de clorofila en la longitud de onda de 653 nm y 931 nm en
un area de aproximadamente 64 mm? y se ha empleado para la determinacion
de la concentracion de clorofila en hojas, evaluacion del estrés nutrimental y la

optimizacion de cosechas (de Souza et al., 2019).

Por otra parte, los métodos basados en imagenes digitales han sido empleados

ampliamente para estimar caracteristicas fisicas y quimicas de cultivos hoticolas
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como tomate (Padilla et al., 2018), lechuga (Mendoza-Tafolla et al., 2021),
pimiento dulce (Han-Yuzhu, 2011), remolacha (Sanchez-Sastre et al., 2020),
melon (Pefia-Fleitas et al., 2015) y papa (Yadav et al., 2010) y representan una
alternativa viable por su precision y confiabilidad (Mufioz-Huerta et al., 2013;
Prey et al., 2018).

Las imagenes digitales adquiridas por sensores y camaras han sido usadas para
estudiar caracteristicas biofisicas de la vegetacion a partir de sus caracteristicas
espectrales, por ejemplo, el crecimiento vegetal (Graham et al., 2010), deteccion
de estrés hidrico y concentracion de N en plantas (Cao et al., 2013), monitoreo
de fenologia (Richardson et al., 2001; Toomey et al., 2015) y deteccién de plagas

y enfermedades de cultivos (Nagai et al., 2016).

La determinacion y el uso de indices espectrales calculados a partir de imagenes
RGB combinan los valores de reflectancia de dos o mas longitudes de onda para
resaltar caracteristicas de interés como el estado nutrimental de las plantas (Paz
Pellat et al., 2015). Varios estudios reportan el uso de indices espectrales para
cuantificar el estado nutrimental de cultivos como arroz. (Vigneau et al., 2011),
deteccion de trigo (Yue et al., 2012; Zhou et al., 2013), maiz (Prey et al., 2018;
Sakamoto et al., 2012), cebada (Nasi et al., 2018), y hortalizas como tomate
(Padilla et al., 2015; Pefia-Fleitas et al., 2015), meldn (Pefa-Fleitas et al., 2015)
y papa (Yadav et al., 2010).

La aragula es uno de los cultivos mas importante del grupo de las hortalizas de
hoja gourmet a nivel mundial, debido a su alto valor nutritivo y porque es una
fuente de vitaminas y minerales (Saez et al., 2017). En el afio 2020, la produccion
mundial de aragula fue de 1.1 millones de toneladas siendo Brasil el primer
productor mundial con el 55 % de la produccion global con 627 toneladas (Saez
et al., 2017; Silva et al., 2019). México tuvo en el 2019 una produccién de 475
toneladas equivalente al 42 % mundial (SIAP, 2019) y es el tercer exportador a
nivel latinoamericano de aragula con un valor de 259 millones de pesos (SIAP,
2020). Por lo cual, el propésito de esta investigacion fue estimar la concentracion

de clorofilay N en artgula (Eruca vesicaria L.) mediante técnicas no destructivas.
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MATERIALES Y METODOS

Condiciones generales y manejo del cultivo

El experimento se realiz6 en el campo experimental de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, localizado en
Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México, en los meses de mayo a julio de 2020,
en un invernadero tipo tinel con cubierta plastica de color blanquecino y con
malla antiafidos en las paredes laterales, con las coordenadas 18° 58’ 51” LN,
99° 13’ 55” LO y altitud de 1,866 m, en donde se registré la temperatura,
humedad relativa y radiacion solar con un datalogger Hobo® (modelo U12-012,
Onset Computer Corporation, Bourne, MA). La temperatura media fue de 24.3
°C. La humedad media fue de 62.1 % y la radiacién solar fue 475.3 pmol m? st

en promedio.

Se utilizé el cultivar de aragula Wild rocket. Las semillas se sembraron el 01 de
mayo de 2020 en charolas de poliestireno de 200 cavidades con sustrato
comercial BM2 Berger®; posteriormente, se trasplantaron el 08 de junio de 2020
en bolsas de polietileno con capacidad de 8 L, que contenia roca volcanica

(localmente llamado tezontle) como sustrato con granulometria de 1 a 7 mm.

Tratamientos y medicion de variables

Los tratamientos fueron cinco niveles de nitrato con base en la solucion nutritiva
de Steiner (1984): 0, 4, 8, 12 y 16 mEq-L* (Mercado-Luna et al., 2010) y se
aplicaron desde el dia del trasplante; para su aplicacion se regé con 0.5 L de las
soluciones nutritivas durante los primeros 21 dias y con 1.5 L los siguientes 21
dias. Se considerd un drenaje de 15 a 20 % para evitar acumulacion de sales.
Se usaron fertilizantes comerciales para preparar las soluciones nutritivas: nitrato
de calcio (Ca(NOs3)2.4H20); nitrato de potasio (KNOs); sulfato de magnesio
(MgSO04-7H20); sulfato de potasio (K2SO4) y fosfato monopotasico (KH2POu).
Los micro nutrimentos se agregaron en mezcla comercial de quelatos Microsol
Rexene® Mix SQM en dosis de 80 gm=. El pH de las soluciones nutritivas se

acidificé con &cido sulfarico después de su preparacion a valores entre 5.6 y 6.0.
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Disefio experimental y datos referencia

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con cinco tratamientos
(0, 4, 8,12 y 16 mEq-L* de NO3) con seis repeticiones. La unidad experimental
fue una maceta que contenia una planta y las variables de referencia

determinadas fueron concentracion de N, concentracion de clorofila y area foliar.

Se realizaron las mediciones in situ empleando los medidores portétiles SPAD
502® Plus Minolta, atLEAF® FT Green y MC-100 ®Apogee, con cada equipo se
tomaron lecturas de todas las unidades experimentales en dos puntos distintos
por hoja de tres hojas por planta (216 lecturas totales por semana), en las hojas
recientemente maduras y completamente expandidas, antes del riego diario que
correspondia a las 12:00 horas cada semana, con los datos obtenidos se calculo
el promedio por planta y tratamiento.

Inmediatamente después de terminar las mediciones in situ se cosecho la
biomasa aérea de las plantas, se cuantificd el peso de biomasa fresca con una
bascula OHAUS® con aproximacion de 0.01 g. El contenido de N (%) se
determiné mediante la metodologia descrita por Sandoval-Villa et al. (1992), que
consistié en pesar 0.1 g de tejido vegetal previamente secado en un horno de
aire forzado a 70 °C durante 72 horas hasta obtener peso constante, luego se
agrego 1.5 g de la mezcla catalizador mas 3.5 mL de H>SO4 para llevar a cabo
la digestion a 400 °C por 45 min, posteriormente cuando la muestra estaba a
temperatura ambiente se agrego6 5 gotas de fenolftaleina al 1 %y 40 mL de agua,
la destilacion se recupero en 10 mL de H3zBOs al 4 % con pH de 4.5, la titulacion
se realiz6é con HCI 0.02 M hasta lograr un cambio de color apreciable entre el
azul y el rojizo mate de la solucion de HsBOs, finalmente los volimenes
necesarios para la titulacion de las muestras y el blanco se sustituyeron en la

siguiente ecuacion:

% N = (HCI gastado de la muestra - HCI gastado del blanco) * 0.02 * 0.014 *100
gramos de la muestra
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El contenido de clorofila (mg-g*) se determin6 con el método espectrofotométrico
descrito por Mackinney (1941) y Wettstein (1957), en donde la biomasa fresca
(1 g) se homogeniza con 20 mL de acetona concentrada, posteriormente se filtrd
el homogenizado y se aforo a 50 mL de acetona al 80 %, las suspensiones se
mantuvieron en oscuridad entre los pasos de procesamiento. Después se
realizaron lecturas de absorbancia (A) a 645 nm y 663 nm en un

espectrofotometro X-rite ® Mod. 3290, los calculos se realizaron con la ecuacion:

Clorofila total = (20.2 *A 645 nm) + (8.02 *A 663 nm)

Las determinaciones de las variables tanto in situ como de laboratorio se
realizaron semanalmente desde los 7 dias después del trasplante (ddt) hasta los
42 ddt.

Adquisicion y procesamiento de imagenes

Las imagenes digitales fueron adquiridas mediante una camara visible RGB
(Samsung, WB250F de 16 Mpx), montada en un goniometro (Sandmeier, 2000),
en un intervalo de inclinacion de 20 a 160°. A partir de un proceso de restitucion
fotogramétrica mediante el software Agisoft Photoscan® se obtuvieron
ortomosaicos, y posteriormente se calcularon seis indices espectrales RGB
(Cuadro 1) para imagenes RGB mediante una secuencia de comandos en el

software R (version 3.5.0).
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Cuadro 1. indices espectrales calculados a partir de imagenes RGB

Nombre del indice Siglas Formula Referencia
1) Normalized Green Red

_ NGRDI (g-n/(g+r) Wan et al., 2018
Difference Index
2) Redness Index RI (r-g)/(r+g) Huete & Escadafal, 1991
3) Color Index of Vegetation (0.441°1)-(0.811*g)+

_ CIVE Kataoka et al., 2008

Extraction (0.385*h)+18.78745
4) Excess Red Vegetative Index ExR [(2.4*r)- g]/(r+g+b) Meyer et al., 1998
5) Excess Green Index ExG [(2*g)-(r+b)]/(r+g+b) Beniaich et al., 2019
6) Channel Index G G g/(r+g+b) Baresel et al., 2017

Regiones de la banda espectral: r - rojo 650-700 nm, G - verde 500-550 nm y b - azul

450-500 nm

Posteriormente, con cada imagen obtenida de los tres indices que obtuvieron

mayores valores en la matriz de correlacion se realiz6 un proceso de clasificacion

supervisada mediante el método de maxima verosimilitud para separar los

pixeles correspondientes al cultivo de arugula (Figura 1). Finalmente, se

realizaron estimaciones de las variables y se correlacionaron con los valores de

referencia obtenidos en laboratorio.
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Establecimiento
de cultivo (a)

Obtencion de
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Correlaciones y
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NGRDIL ExG y G

Analisis de
correlaciones

Figura 1. Proceso para determinar las correlaciones entre las variables

evaluadas y los indices espectrales RGB en artgula 'Wild rocket'

Analisis estadistico

Se realiz6 el analisis de varianza y su respectiva prueba de Tukey para la
comparacién de los tratamientos utilizando el software estadistico SAS, versién
9.1 (SAS Institute, EE. UU.) con un factor unidireccional y significancia
estadistica a P < 0.01, media aritmética (X), coeficiente de variacion (CV) y se
calculé la diferencia minima significativa (DMS). La exactitud (%) se determiné
por diferencia entre la media y de la media aritmética (X).

Para los modelos de regresion lineal simple y las correlaciones entre indices
espectrales y valores de datos de referencia se uso el software estadistico
SigmaPlot, version 12.5 (SyStat Software Inc., EE. UU.).

RESULTADOS Y DISCUSION

Respuesta a los niveles de N

Respecto al comportamiento de las plantas con los niveles de N, se observaron
diferencias estadisticas significativas (a = 0.01) para las lecturas SPAD, atLEAF
y MC 100 (Cuadro 2) con las concentraciones de clorofila y N en funcion de los
niveles de N aplicados a arugula y la diferencia minima significativa entre el
efecto de los tratamientos fue a partir de los 28 ddt, en donde en las variables de
concentracion de clorofila y concentraciéon de N el tratamiento de 16 mEq-L™*

quién obtuvo los promedios mas altos en comparacion con el resto de los
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tratamientos. Todas las variables mostraron incrementos al aumentar el nivel de
N en la solucién nutritiva. Dunn et al. (2018) reportaron una tendencia similar
para N y lecturas SPAD en hojas de salvia. Por su parte, de Souza et al. (2019)
mencionan diferencias estadisticas para los distintos niveles de N suministrado

en pimiento dulce, ya que a mayor concentracion se tuvo mayor rendimiento.

Las lecturas de SPAD, atLEAF y MC-100 se ajustaron a una regresion lineal
simple y tienen coeficientes de correlacion positivo (r) entre 0.94 y 0.96
respectivamente y coeficientes de determinacion (R?) entre 0.92 y 0.96
respectivamente (RMSE entre 0.028 y 0.043). Estos valores fueron superiores a
los reportados en otras especies vegetales, por ejemplo orégano (R? = 0.64) para
la correlacion de SPAD y concentracion de N foliar (Medellin-Calderén et al.,
2011). La concentracion de N y las lecturas atLEAF muestran un alto coeficiente
de correlacion lineal (R? = 0.99, RMSE = 0.029, a = 0.01) estos resultados son
similares a los reportados por Zhu et al. (2012) quienes obtuvieron coeficientes
de determinacion (R?) entre 0.78 y 0.92 para la estimacion de la concentracion
de N en maiz, trigo, cebada, papa y canola. En otro estudio, Basyouni et al.
(2015) informaron valores de correlacion altos (R? = 0.75 - 0.83) entre la
concentracion de Ny las lecturas de atLEAF al evaluar tratamientos nitrogenados

en nochebuena.

Los resultados del presente estudio sugieren que tanto el SPAD, atLEAF y MC-
100 son instrumentos confiables para estimar la concentracién de clorofila y N
en plantas de arugula, como se reporta para albahaca (Mendoza-Tafolla et al.,
2019), pimiento dulce (de Souza et al., 2019) y salvia (Dunn et al., 2018).
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Cuadro 2. Lecturas SPAD, atLEAF, MC-100, cantidad de materia fresca y
concentraciones de N y clorofila en artgula a los 42 ddt.

Dias
después del N Lecturas Lecturas Lecturas Clorofila
trasplante aportado SPAD atLEAF  MC-100 N C6) (mg-g?)
(mEq-LY)
(ddt)

22.2ns 27.7ns 30.1ns 1.02 ns 1.12 ns

4 23.4ns 27.8 ns 29.8 ns 1.09 ns 142 ns

14 8 24.3 ns 28.1ns 29.4 ns 1.12 ns 1.23 ns
12 23.9ns 28.0ns 28.2ns 1.02 ns 1.12 ns

16 24.2 ns 28.1ns 29.0 ns 1.20 ns 1.25ns

26.3 ns 30.1ns 32.3ns 1.27 ns 1.45ns

4 27.3 ns 29.7 ns 33.2ns 1.28 ns 1.48 ns

21 8 26.7 ns 299 ns 31.9ns 1.35ns 1.53 ns
12 26.8 ns 30.3 ns 34.2 ns 1.38 ns 1.57ns

16 26.9 ns 30.1ns 34.2 ns 1.45ns 1.57 ns

32.1d 342c 356¢C 1.34c 154 c

345d 352¢c 36.7c 1.36¢C 1.64c

28 8 379c 389b 389c 149¢c 1.89b

12 40.1b 40.2b 436 b 1.65b 1.99b

16 42.1a 45.7 a 476 a 1.76 a 232 a

353¢c 38.1d 40.1c 1.58c 3.00c

374c 40.0 cd 42.1c 1.65c 3.01c

35 8 42.1b 423 ¢ 453 b 1.89b 3.32b

12 44.5 ab 46.2 b 50.3b 1.98b 3.45b

16 46.7 a 513 a 554 a 234 a 3.76 a

0 39.2c 434 c 443 c 167c 3.15c

40.1c 440 c 453 c 1.74c 3.34c

42 8 457 Db 46.6 bc 47.8 c 201b 3.67b
12 46.2 b 51.2b 53.4b 2.09b 3.75ab

16 495a 57.3a 59.1a 246 a 3.87 a

DMS 4.643 4.963 5.329 0.343 0.458

CME 0.023 0.046 0.032 0.044 0.029

DMS = Diferencia minima significativa; CME = Cuadrado medio del error
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Comparacion entre las variables de referencia e indices espectrales
Concentracion de clorofila

La correlacion entre las lecturas de SPAD y la concentracion de clorofila (Figura
2A) fue altamente significativa y positiva (R?> = 0.97, RMSE = 0.028, a = 0.01),
gue son similares a los de Fenech-Larios et al. (2009) quienes encontraron una
alta correlacion entre las lecturas de SPAD y la concentracion de clorofila (r =
0.99) en plantulas de albahaca. Las correlaciones de nuestro presente estudio
son més fuertes que las reportadas por Martin et al. (2007) que en Viburnum,
pittosporum y madrofio, encontraron coeficientes de correlacion entre 0.36 y
0.52. La concentracion de clorofila y las lecturas de atLEAF tuvieron una alta
correlacion lineal (R? = 0.97, RMSE = 0.043, a = 0.01). En eso, nuestros
resultados tuvieron un ajuste mayor en comparacion con los descritos por Zhu et
al. (2012) quienes reportaron coeficientes de determinacion entre 0.72 y 0.88
para la concentracion de clorofila con lecturas de atLEAF en maiz, trigo, cebada,

papa y canola.

La correlacion entre la concentracion de clorofila con los indices espectrales
NGRDI, RI, CIVE, EXG, Exr y G fue alta, con coeficientes de correlacion entre
0.96 y 0.88 respectivamente (Figura 2B) y nuevamente se ajustaron a
regresiones lineales. Estos resultados son similares a los obtenidos por Alvarez-
Bermejo et al. (2017) en tomate y pepino utilizando el NGRDI, y De la Cruz et al.
(2011) en la etapa vegetativa del trigo utilizando el indice G. Ademas, existe una
fuerte correlacion lineal con el indice RI (RMSE = 0.03), valor comparable al
reportado por Ray et al. (2004) en trigo. El indice que presentdé mayor correlacion
fue NGRDI (R?=0.96, RMSE = 0.054). Por otro lado, Sun et al. (2016) reportaron
resultados similares con valores de correlaciones (r) mayores a 0.88 entre el
indice NGRDI y la concentracion de clorofila en pepino. En este sentido, Baresel
et al. (2017) sugieren que los indices NGRDI y ExXG pueden determinar la
concentracion de clorofila en cultivos horticolas, pues al usar la banda verde (500
a 550 nm) resalta los pigmentos responsables del color verde de las plantas

como la clorofila lo que permite su cuantificacion.
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Cuadro 3. Comparacion entre los valores de referencia obtenidos en laboratorio de la concentracion de clorofila y las lecturas de los
medidores portatiles e indices espectrales en plantas de artgula "Wild rocket'.

X
Tratamientos Valor de _ - '.
de _ Medidores portatiles Indices espectrales RGB
referencia
NO3
1 Clorofila
(mEqL™) . SPAD atLEAF MC-100 NGRDI RI CIVE ExG ExR G
(mgg™)
0 0.30d 32.1d 344e 33.1d 0.28d 0.28c 0.30d 0.25¢ 0.23c 0.26d
4 0.32d 344d 38.4d 35.2d 0.30d 0.29c¢c 0.34d 0.38c 0.29d 0.30cd
8 0.53 cd 40.3c 41.7c 39.1c 055¢c 051b 0.50c 0.49bc 050c 0.51c
12 0.93b 455b 469D 43.2 b 0.94b 0.88b 082D 0.88b 087b 0.88b
16 1.21a 488a 50.1a 46.3 a 1.09a 105a 101la 1.02a 1.12a 1l24a
CVv 0.013 0.071 0.032 0.043 0.024 0.063 0.029 0.088 0.035 0.054
DMS 0.351 3.263 3.002 2.932 0.314 0.382 0.383 0.328 0.311 0.396
Exactitud (%) -- 97.8 95.7 955 93.2 90.2 89.4 87.3 88.2 91.0
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0.8

0.6

Clorofila (mgg™)

0.4 -

0.2 A

0.0 T T T T T T T T T T
30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52
Lecturas SPAD, atLEAF y MC-100

® NGRDI vs Clorofila B
Clorofila = 1.073 (NGRDI) -0.0202

R
121 RP=098 aes

A Rl vs Clorofila
Clorofila = 1.1394 (RI) - 0.0279
1.0 4 R?=0.94 /
m  CIVE vs Clorofila 4 ®
Clorofila = 1.2874 (CIVE) - 0.1067
084 R?=092 /

0.6 ExG vs Clorofila
Clorofila = 1.1919 (ExG) - 0.0619
R?=0.92

® EXxR vs Clorofila
Clorofila = 1.0413 (ExR) + 0.0311
R?=0.93

0.2 1 G vs Clorofila

Clorofila = 0.9562 (G) + 0.0479

R?=0.92

0.4

Clorofila (mgg™)

0.0 T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

Clorofila (mgg™") estimada

Figura 2. Relacion entre la clorofila estimada por los métodos no destructivos con la
clorofila de la muestra obtenida en laboratorio de plantas de arugula "Wild rocket'.
A) correlacién con los medidores portéatiles SPAD, atLEAF y MC-100; B) correlacion
con los indices espectrales NGRDI, RI, CIVE, EXG, ExXRy G

Concentracion de N

Los valores de concentracion de N tuvieron una alta correlacién lineal (Figura 3) con
el NGRDI (R? = 0.94, RMSE = 0.075), Rl (R? = 0.91, RMSE = 0.064), CIVE (R? =
0.91, RMSE = 0.064), ExG (R? = 0.89, RMSE = 0.075), ExR (R? = 0.87, RMSE =
0.083) y el indice G (R? = 0.90, RMSE = 0.056) a lo largo de los 42 ddt (Cuadro 4).
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Meyer y Neto (2008), quienes
reportaron coeficientes de correlacion = 0.85 para el indice ExG en la cuantificacion
de N en etapas de crecimiento vegetativo en soja. Por su parte, el trabajo realizado
por de la Casa et al. (2013) quienes estimaron la concentracion de N en papa con
indices espectrales reportan coeficientes de correlacion entre 0.94 a 0.98. En otro
estudio, Yang et al. (2020) registraron un coeficiente de correlacién de 0.90 en la
estimacion del contenido de N con el indice NGRDI en la etapa de crecimiento en
trigo y Beniaich et al. (2019) mencionan que el indice CIVE fue el mejor (r = 0.89)
para determinar la biomasa de los cultivos de frijol.

Ademas, se demostré que los indices espectrales de la region visible RGB son
eficientes para determinar la concentracion de N en plantas de frijol debido a su
efecto sobre la cantidad y coloracion de los pigmentos dentro de los tejidos
vegetales (Lee y Lee, 2013), lo que indica que el uso de indices espectrales RGB
representan una metodologia confiable y precisa para cuantificar la concentracion
de N en cultivos de hojas. Por lo anterior, se puede mencionar que los indices
NGRDI, RI, CIVE, ExG, ExXR y G son confiables y precisos para estimar la
concentracion de N en cultivos de hoja al tener altas correlaciones con los valores

de clorofila de referencia.
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Cuadro 4. Comparacion entre los valores de referencia obtenidos en laboratorio de

la concentracion de N y los indices espectrales en plantas de artgula 'Wild rocket'.

X
Tratamientos ~ Valor d? indices espectrales RGB
de referencia
NO3z- N
(MEqLY) %) NGRDI RI CIVE ExG ExR G
0 0.63d 054d 057d 0.60d 059d 0.65 ¢ 0.58d
4 0.75d 0.75¢ 0.78c 068d 0.69cd 0.70c 0.73cd
8 0.98 cd 0.89c 0.88c 090c 0.89c 097bc 0.98¢c
12 1.24b 1.20b 1.140b 1.22Db 1.11b 1.11b 1.20 b
16 1.78 a 165a 163a 1.70a 1.63a 152 a 1.65a
CVv 0.021 0.072  0.065 0.064 0.091 0.088 0.062
DMS 0.292 0.334 0.351 0.382 0.342 0.374 0.385
Exactitud (%) -- 94.8 93.2 92.8 89.9 86.9 89.3
20

Nitrogeno (%)

. RI vs Nitrégeno

NGRDI vs Nitrégeno
% N = 1.2134 (NGRDI) + 0.0523
R?=0.94

% N =1.0231 (RI) - 0.01753
R?=0.91

CIVE vs Nitrégeno
% N =1.0023 (CIVE) + 0.0557
R?=0.91

EXG vs Nitrégeno

R? = 0.89
® ExR vs Nitrégeno

R?=0.87

> G vs Nitrégeno

% N =0.3123 (G) - 0.8924
R?=0.90

% N =0.9373 (ExG) - 0.8465

% N = 1.0284 (ExR) - 0.0046

T T T T T
0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6

Nitrégeno (%) estimado

1.8

Figura 3. Relacién entre el N estimado por los indices NGRDI, RI, CIVE, ExG, ExR

y G con el N de la muestra obtenido en laboratorio de plantas de artugula "Wild rocket'
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Area foliar

Las correlaciones entre el &rea foliar de las plantas de artugula 'Wild rocket' con los
indices espectrales NGRDI, RI, CIVE, ExG, ExR y G tuvieron coeficientes de
correlacion de 0.92 y 0.94 respectivamente y se ajustaron a regresiones lineales
(Figura 4). Este modelo matematico es similar al reportado por Campillo et al. (2010)
para el indice G, ya que reportan ajuste al modelo lineal (R?) de 0.92 en tomate. Por
su parte, Horgan et al. (2015) y Beniaich et al. (2019) reportaron valores con ajuste
a modelos lineales entre area foliar y NGRDI en pimiento dulce (R?> = 0.80) y
albahaca (R? = 0.82) respectivamente.

El indice NGRDI (R? = 0.92, RMSE = 0.047) mostré el mayor coeficiente de
correlacion para la variable de area foliar. Estos valores son superiores (r entre 0.69
y 0.87) a los reportados por Wan et al. (2018) quien utilizé el indice NGRDI para
diferenciar etapas fenoldgicas. Por su parte, Beniaich et al. (2019) mencionan que
el indice CIVE permite determinar el area foliar de los cultivos de frijol y mijo al
registrar coeficiente de correlacion superiores a 0.90. Ademas, Hunt et al. (2013)
encontraron que el NGRDI esta altamente correlacionado con la cantidad de
biomasa en los cultivos de maiz y soja, especialmente en las primeras etapas, pero
tiende a saturarse a medida que se desarrolla el cultivo. En este sentido, Sakamoto
et al. (2012) afirma los indices espectrales permiten estimar el area foliar del cultivo

de frijol durante el crecimiento de las plantas y hasta la floracién del cultivo.

Estudios en cebolla (Ballesteros et al., 2018) y tomate (Sun et al., 2019) reportan
altas correlaciones (R? 2 0.84) entre el indice espectral G y el area foliar; esto se
atribuye a la tasa de crecimiento del cultivo. Por todo lo anterior, se puede observar
gue los indices NGRDI, RI, CIVE, ExXG, EXR y G son de utilidad al ser confiables y
precisos en la diferenciacion, clasificacion y estimacién de coberturas vegetales y

especificamente area foliar en hortalizas.
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Cuadro 5. Comparacion entre los valores de referencia obtenidos en laboratorio de

area foliar y los indices espectrales en plantas de artgula 'Wild rocket'.

X
Tratamientos  Valor d(_a indices espectrales RGB
de referencia
NOs- Area foliar
(MEqLY (cm) NGRDI RI CIVE ExG ExR G
0 43.2d 40.2d 41.2d 448 d 40.2d 44.3d 39.2d
4 60.8 d 62.3d 58.3d 62.3d 53.2d 62.3d 52.3d
8 100.2 ¢ 98.3c 95.3¢c 90.3c 98.2c 101.3c 983c
12 1453 b 134.2b 1394b 1384b 1423b 153.3b 139.2Db
16 199.8 a 185.0a 192.0a 1894a 1823a 2042a 1823a
CVv 0.023 0.086 0.075 0.083 0.073 0.084 0.063
DMS 38.526 34.382 33.463 33.184 33.384  32.457  34.532
Exactitud (%) -- 92.1 90.3 90.3 91.0 90.7 92.8

220 ® NGRDI vs Area foliar

500 Area foliar = 12.4246 (NGRDI) +0.9475

1 RP=092 :
180 4* Rl vs Area foliar

Area foliar = 15.8475 (RI) + 0.8946 Z
R?=0.88 "
m  CIVE vs Area foliar

C y
140 ]  Avea foliar = 11.0024 (CIVE) - 2.0486 &4
R?=0.88
120 7
P
P EXG vs Area foliar

100 + '/’ Area folair = 19.0385 (ExG) - 0.0352
R?=0.91

® ExR vs Area foliar
Avrea foliar = 15.5535 (ExR) - 0.1535
R?=0.90
G vs Area foliar
Area foliar = 18.4926 (G) + 0.0674
R?=0.89

160 -

80 A

Area foliar (cm?)

60

40 -

20 T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

Area foliar (cmz) estimada

Figura 4. Relacion entre el area foliar estimada por los indices NGRDI, RI, CIVE,
EXG, EXR y G con el area foliar de la muestra obtenida en laboratorio de plantas de

arugula Wild rocket
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Materia fresca

La relacion entre los indices espectrales NGRDI (R? = 0.92, RMSE = 0.034), RI (R?
= 0.90, RMSE = 0.046), CIVE (R?=0.91, RMSE = 0.032), ExG (R? = 0.89, RMSE =
0.071), ExR (R? = 0.89, RMSE = 0.083) y el indice G (R2 = 0.93, RMSE = 0.023) y
materia fresca de las plantas de arugula tuvieron una alta correlacion lineal (Figura
5) durante los 42 ddt (Cuadro 6). Para la prediccion de materia fresca, Jannoura et
al. (2015) mostro una correlacion significativa y positiva (r = 0.88) de NGRDI para

avenay guisantes.

Por su parte, Hunt et al. (2005) observaron una correlacion lineal de NGRDI (R? =
0.90) con la materia fresca de alfalfa, maiz y soja, pero también observaron efectos
de saturacion de la variable predictora para mayores rendimientos de materia fresca
en etapas fenoldgicas avanzadas de estos cultivos. Por lo cual, se deben realizar
mas investigaciones para evaluar los indices calculados a partir de imagenes RGB
ya que tienen el potencial uso para determinar modelos de prediccion de

maduracion y cosecha de cultivos extensivos y horticolas (Lussem et al., 2019).
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Cuadro 6. Comparacion entre los valores de referencia obtenidos en laboratorio de

materia fresca y los indices espectrales en plantas de artugula Wild rocket

X
Valor de .
Tratamientos ) Indices espectrales RGB
referencia
de :
Materia
NO3z
fresca NGRDI RI CIVE ExG ExR G
(mEqL)
(gplanta't)
13.1d 10.1d 12.1d 12.3d 11.1d 12.1d 10.2d
4 23.3d 204cd 221d 199cd 191d 19.1cd 21.8cd
38.7c 36.6¢C 40.2 c 35.8¢c 36.2c¢c 32.3c 309c
12 62.3 b 63.1b 58.2 b 62.1b 62.5b 61.1b 58.3 b
16 82.7a 85.3a 80.1a 86.9 a 83.5a 835a 80.13a
CVv 0.028 0.062 0.084 0.062 0.083 0.065 0.083
DMS 20.453 21.483 22.840 21945 22.9563 21.634 20.504
Exactitud (%) - 95.6 92.5 92.7 90.9 89.9 87.2

100

® NGRDI vs Materia fresca
Materia fresca = 36.2434 (NGRDI) + 0.462

R?=0.92
804 * RI vs Materia fresca
Materia fresca = 43.2333 (RI) - 0.8734
R?=0.90 /
m  CIVE vs Materia fresca
— Materia fresca = 44.221 (CIVE) + 2.324 .
g 80 R?=0.91 7
C
©
g; 7 ExG vs Materia fresca
5 404 8 574 Materia fresca = 32,342 (ExG) - 12.435
@ / R?=0.92
£ / ® ExR vs Materia fresca
© X Materia fresca = 22.342 (ExR) + 11.336
& 207 / R?=0.89
o ca G vs Materia fresca
= Materia fresca = 33.3525 (G) + 1.2834
R’=0.93
0 T T T T
0 20 40 60 80 100

Materia fresca (gplanta”) estimada

Figura 5. Relacion entre la materia fresca estimada por los indices NGRDI, RI, CIVE,

EXG, ExR y G con la materia fresca de la muestra obtenida en laboratorio de plantas

de arugula 'Wild rocket'
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Materia seca

La relacion entre materia seca de las plantas de arugula con los indices espectrales
NGRDI (R% = 0.94, RMSE = 0.078), Rl (R2 = 0.92, RMSE = 0.085), CIVE (R2 = 0.90,
RMSE = 0.078), ExG (R2 = 0.89, RMSE = 0.097), ExR (R?=0.91, RMSE = 0.096) y
el indice G (R? = 0.88, RMSE = 0.081) tuvieron una alta correlacion lineal (Figura 6)
durante los 42 ddt (Cuadro 7). Resultados similares a los obtenidos por Lussem et
al. (2018) quienes reportan coeficientes para el indice NGRDI entre 0.85 y 0.91 en
pasto. Por su parte, Niu et al. (2019) registraron variacién entre de coeficientes entre
0.67 a 0.89 en la determinacion de materia seca del cultivo de maiz. Otro estudio
realizado por Lussem et al. (2019) demostraron que mediante el uso de indices
espectrales y en especifico con el indice NGRDI puede estimar la materia seca en
varias plantas ruderales con una exactitud mayor al 85 %. Por lo cual, y como es
conocido la materia seca se puede utilizar como predictor del rendimiento en cultivos
horticolas de hoja, lo que posiciona a los indices espectrales como una alternativa

rapida y precisa en la prediccion de rendimientos.

143



Cuadro 7. Comparacion entre los valores de referencia obtenidos en laboratorio de
materia seca y los indices espectrales en plantas de arugula 'Wild rocket'.

X
_ Valor de .
Tratamientos ) Indices espectrales RGB
referencia
de :
Materia
NO3
seca NGRDI RI CIVE ExG ExR G
(mEqL?)
(gplanta't)
1.8c 1.6c¢c 15c 15c 15c 1.2c l4c
4 2.1c 19c 20c 19c 2.3¢C 20c 2.2¢C
29c 2.7c¢C 24 c 2.8c¢C 24 c 24c 3.0c
12 7.1b 6.8b 6.4b 6.2b 6.8b 6.5b 59b
16 12.2 a 11.8 a 11.2 a 10.9 a 125 a 11.1a 11.3a
CvVv 0.019 0.075 0.074 0.075 0.079 0.081 0.080
DMS 3.834 3.578 3.583 3.842 3.572 3.427 3.567
Exactitud (%) -- 90.1 89.9 90.1 90.2 88.2 87.1

-
»

® NGRDI vs Materia seca
Materia seca = 2.3524 (NGRDI) + 0.3864
R?=0.94
RI vs Materia seca
Materia seca = 3.2131 (RI) + 0.4825
R?=0.02

m  CIVE vs Materia seca
Materia seca = 2.3492 (CIVE) - 0.9375 7~
R?=0.90

-
N
1

-
o
1

o]
L

[}
1

ExG vs Materia seca

Materia seca = 2.5834 (ExG) - 0.9384

R?=0.89

ExR vs Materia seca

Materia seca = 3.1122 (ExR) - 1.0389
7 R?=0.91

2 1 e G vs Materia seca

Materia seca = 4.0023 (G) - 1.3253

Materia seca (gplanta ')

R?=0.88
0 2 - 6 8 10 12 14

Materia seca (gplanta™) estimada
Figura 6. Relacion entre la materia seca estimada por los indices NGRDI, RI, CIVE,
ExG, EXR y G con la materia seca de la muestra obtenida en laboratorio de plantas

de arugula 'Wild rocket'
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CONCLUSIONES

Los medidores portatiles SPAD, atLEAF y MC-100 predicen con precision las
concentraciones de clorofila y N en las hojas de plantas de arlgula a partir de
ecuaciones de regresion lineal. Las lecturas SPAD tuvieron correlaciones lineales
altas, positivas y significativas con N (R? = 0.94) y concentracién de clorofila (R? =
0.96), las lecturas de atLEAF tuvieron una correlacion lineal similar con N (R? = 0.94)
y concentracion de clorofila (R? = 0,94), el medidor MC-100 tuvo valores de
coeficientes de determinacion de R? = 0.93 para la concentracion de clorofila, asi

como la concentracion de N.

El indice espectral NGRDI tuvo el mayor coeficiente de correlacion con los valores
de clorofila (r = 0.98), N (r = 0.97), area foliar (r = 0.95) y materia seca (r = 0.94).
Ademas, el indice espectral G obtuvo la mayor correlacion con la materia fresca (r
= 0.96). Estos indices resaltan la respuesta espectral en las regiones verde y roja y

son mas precisos que los indices que utilizan la banda azul.

Las plantas de arugula tienen un crecimiento foliar acelerado en las dltimas etapas
de su ciclo vegetativo. En este estudio, los valores de los indices NGRDI, RI, CIVE,
ExG, ExR y G comparados con el area foliar se ajustan mejor a un modelo lineal (R?
entre 0.88 y 0.92). Entonces, el uso de esta técnica requiere considerar el tipo de

cultivo y su fenologia o habito de crecimiento.

La precisidon de los indices espectrales derivados de imagenes digitales RGB (rojo,
verde y azul) para determinar la concentracion de clorofila, N, area foliar, materia
frescay seca aumenta en las Ultimas etapas del cultivo de aragula. El uso de indices
espectrales derivados de imagenes digitales RGB es util y preciso para la

estimacion del estado nutrimental de clorofila y N durante la produccién de arugula.
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CAPITULO VII

ANALISIS COMPARATIVO DE METODOS UTILIZADOS EN LA
DETERMINACION DE NITROGENO EN CULTIVOS HORTICOLAS

IINTRODUCCION

La estimacién precisa de los requerimientos nutrimentales en plantas durante el
periodo de cultivo es un factor fundamental para hacer un uso eficiente de
fertilizantes (Taiz et al., 2014). Después de carbono (C), hidrégeno (H) y oxigeno
(0), el nitrégeno (N) es el elemento mas importante, ya que es fundamental para la
fotosintesis (Ali et al., 2017). EI N forma parte de varias proteinas enzimaticas que
catalizan y regulan los procesos de crecimiento de la planta (Lemaire et al., 2008) y
se ha demostrado que la fertilizacion con N incrementa el rendimiento y el desarrollo

de biomasa de los cultivos (Saez-Plaza et al., 2013).

Es frecuente que el suministro de N sea limitado y de forma empirica, lo que
ocasiona que los agricultores realicen fertilizaciones sin dosis 6ptimas en funcién a
estudios previos de suelo, agua o tejido vegetal (de Souza et al., 2019), lo que puede
provocar una fertilizacion nitrogenada deficiente, lo que limita la productividad de las
plantas (Ali et al.,, 2017). Esto implica gastos innecesarios por parte de los
agricultores, lixiviacion de nitratos, la desnitrificacion y volatilizacion son los
principales procesos de pérdida de fertilizantes nitrogenados lo que contribuye a la

contaminacién ambiental (Mufioz-Huerta et al., 2013).

La principal forma de optimizar las practicas agricolas para obtener rendimientos
respetuosos con el medio ambiente y reducir costos es mediante la determinacion
de nutrientes, para lo cual existen métodos destructivos y no destructivos (Ali et al.,
2017). La mayoria de estudios desarrollados para optimizar las estrategias de
fertilizacion en cultivos se basan en herramientas comerciales y desarrolladas a
medida (Muioz-Huerta et al., 2013).
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Los métodos destructivos de tejido vegetal son las técnicas béasicas para estimar el
estado nutrimental de las plantas tanto en campo como en condiciones protegidas
(Séez-Plaza et al., 2013). Los métodos clasicos para la determinacion de N son la
digestion de Kjeldahl y la combustion de Dumas, utilizados ampliamente debido a
su confiabilidad (de Souza, 2019). Sin embargo, estas técnicas demandan tiempo y
recursos; de manera alternativa, varios estudios reportan sobre herramientas mas
rapidas y no destructivas disefiadas para la estimacion la concentracion de N en las
plantas (Padilla et al., 2018).

Los métodos no destructivos suelen utilizar las propiedades Opticas de los
pigmentos de hojas como la clorofila y los polifenoles como indicadores del
contenido de N en plantas (Elazab et al., 2016; Mufioz-Huerta et al., 2013). Algunas
de estas herramientas miden la concentracion de clorofila foliar, que esta altamente
correlacionado con la cantidad de N en la planta (de Souza et al, 2019). En otros
casos se han desarrollado métodos basados en sensores remotos acoplados a
satélite y utilizando camaras digitales para estimar la concentracion de N y su
respectiva fluctuacion a través del tiempo (Zebarth et al., 2009) y sus etapas
fenologicas (Padilla et al., 2018) en los cuales se mide la reflectancia del cultivo para
estimar la concentracion de N durante el periodo de cultivo (Mufioz-Huerta et al.,
2013).

Lo anterior da evidencia de la diversidad de técnicas no destructivas para determinar
la concentracion de N en plantas, lo que brinda una amplia gama de opciones el
momento de escoger el método mas adecuado, por lo que el objetivo del presente
articulo de revisibn es proporcionar un analisis comparativo de los métodos,
técnicas e instrumentos recientes para la determinacion de N en los cultivos
agricolas, esto con la finalidad de aportar informacion relevante al momento de
seleccién del método de muestreo y de tal manera optimizar la fertilizaciéon de los

cultivos horticolas.
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METODOS DESTRUCTIVOS

Los métodos clésicos para la determinacion de N, como la digestion de Kjeldahl y
la combustion de Dumas, estan basados en el analisis de tejidos y se han usado
ampliamente en muestras de plantas debido a su fiabilidad en la determinacion de
nitrdgeno organico y son considerados métodos de referencia (Mufioz-Huerta et al.,
2013). El método propuesto por Johan Kjeldahl (1883), conocido comUnmente como
digestion Kjeldahl se ha utilizado ampliamente para la determinacion de N en
alimentos, bebidas, carne, piensos, cereales, estiércol, aguas residuales, suelos y
tejidos vegetales. Este método comprende tres etapas: digestion, destilacion y
estimacion en funcion del amonio. El método de digestion de Kjeldahl tiene algunas
desventajas ya que solo mide el N unido a los componentes organicos (proteinas,
aminoacidos, acidos nucleicos) y el amonio de la muestra (Mufioz-Huerta et al.,
2013). Otras formas de N, como el nitrato y el nitrito, no se pueden medir mediante

este procedimiento (de Souza, 2019).

Otro método destructivo clasico para la determinacion del N total es el método de
combustion Dumas (1831), que supera algunas deficiencias del método Kjeldahl y
es un método de referencia para la determinaciéon del N en muestras organicas e
inorganicas (Mufioz-Huerta et al., 2013). El método de Dumas, a diferencia del
meétodo de Kjeldahl, puede determinar el N total en la muestra cuando exista una
cantidad sustancial de nitrato. Los inconvenientes del método de Dumas es la
combustion incompleta que provoca la pérdida de N en la muestra 'y que requiere

de un peso pequefio de muestra (200 a 300 mg).

METODOS NO DESTRUCTIVOS

a) Opticos

Las propiedades 6pticas de algunos pigmentos de hojas, como la clorofila y los
polifenoles, se han utilizado como indicadores del estado nutrimental de N en las
plantas (Ali et al., 2017; Mufoz-Huerta et al., 2013; Séez-Plaza et al., 2013).
Algunos equipos miden el contenido de clorofila foliar, que esta altamente

correlacionado con el contenido de N en la planta (Hunt et al., 2005).
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Los cambios en el color foliar son un indicador de la nutricién y la salud de las
plantas, el color de la hoja se puede medir con escalas visuales y guias de color
econémicas que aunque son faciles de usar no son cuantitativamente rigurosas o
empleando instrumentos sofisticados que incluyen medidores de clorofila,
reflectometros y espectrofotdmetros que son costosos y pueden requerir
entrenamiento especial (Zebarth et al., 2009). Los datos de reflectancia obtenidos
con reflectdbmetros o espectrofotometros pueden proporcionar una cuantificacion de

los factores de estrés en las plantas (Ali et al., 2017; Goffart et al., 2011).

GreenSeeker

El GreenSeeker es un instrumento que provee un indice de vegetacion de diferencia
normalizada (NDVI), cuya interpretacion puede contribuir al diagnostico rapido y
dirigido de las condiciones nutricionales (especialmente de nitrogeno), el estado
fisiologico, la incidencia de estrés, y el rendimiento potencial de los cultivos (Saez-
Plaza et al., 2013). Este indice es adjetivado como “normalizado” porque produce
valores en el rango del 1y el -1 y que permite integrar y analizar mediciones de luz
del rojo y rojo lejano realizadas con sensores remotos o proximos a las plantas, e
identificar la presencia de vegetacion verde y viva con base en su reflexion en los
ambitos de frecuencia de la luz correspondientes al rojo y rojo lejano (Ali et al.,
2017). El sensor 6ptico de iluminacion GreenSeeker utiliza diodos emisores de luz
(LED) de alta intensidad que irradian luz a 780 mm (infrarrojo cercano) y 600 nm
(rojo), estos LED se pulsan a altas frecuencias y el detector de fotodiodos mide la
magnitud de la luz reflejada y posteriormente la iluminacion de fondo se elimina
mediante filtros electronicos, la magnitud de la sefial filtrada se mide mediante un
convertidor A/D multiplexado, para convertir la sefial de analdgico a digital (Rambo
et al., 2010).

Crop-Circle
El Crop-Circle usa tecnologia que contiene una sola fuente de luz LED que emite

luz visible mediante un sensor de luz y puede ser de mano o montado en cualquier
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tipo de vehiculo (Rambo et al., 2010). Hay dos modelos de sensores, que utilizan
capacidades de deteccion amarillo/infrarrojo cercano (590 y 880 nm) y rojo/infrarrojo
cercano (650 y 880 nm), los sensores de fotos con sensibilidad espectral capturan
la porcion de luz reflejada de regreso al sensor desde el dosel de la planta (Ali et
al., 2017). El Crop-Circle minimiza su dependencia de otras fuentes de luz al
distinguir su propia fuente de luz que es modulante (Mufioz-Huerta et al., 2013). El
proceso de trabajo de Crop-Circle es similar al del sistema GreenSeeker, y se ha
utilizado para detectar la biomasa y el area foliar de muchos cereales (Dey et al.,
2016) es un instrumento de tres canales que tiene una gama de filtros de
interferencia en el rango VIS e infrarrojo cercano, los filtros se colocan en el canal
respectivo, generalmente un filtro esta en la banda del infrarrojo cercano y
normalmente los otros dos en el rango VIS, cada canal da un valor real y luego
calcula proporciones o indices, finalmente da cinco salidas (Ali et al., 2017). El Crop-
Circle es un sensor activo, que tiene una distancia 6ptima entre el sensor y el dosel
de 30 a 36 pulgadas (750 a 900 mm), este sistema tiene mas flexibilidad en términos
de programacion y uso de sensores en el rango de 440 a 800 nm, cada sensor
contiene seis filtros como un conjunto estandar, estos incluyen, 450, 550, 650, 670,
730y 760 nm (Mufioz-Huerta et al., 2013).

Sensor N Yara

El sensor N Yara (Yara International ASA, Oslo, Noruega) es un escaner
multiespectral montado en tractor (Zebarth et al., 2009) que utiliza un espectrometro
de dos diodos, con dos espectrometros a cada lado del vehiculo, el espectrémetro
utiliza cuatro lentes con una vista oblicua a 64° con el cenit, para analizar la
reflectancia de la luz del cultivo (Mufioz-Huerta, 2013). El sensor N Yara determina
la demanda de nitrogeno midiendo el grado de reflejo del cultivo sobre un area total
de aproximadamente 50 m2. La medicion se hace cada segundo y el sistema esta
disefiado a operar bajo velocidades normales de operacion y a todas las anchuras
de carril. La tecnologia de percepcion aplicada a la agricultura se basa en la curva

tipica de reflejos de una vegetacion.
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El sensor N Yara mide el grado de reflejos a una frecuencia de banda
correspondiente al contenido de clorofila y biomasa en el cultivo y calcula la
absorcion actual de nitrégeno. Tasas 6ptimas de aplicacion se derivan de los datos
de absorcidn de nitrégeno y se envian al modulo controlador de grados variables de
la esparcidora, que a su vez hace los ajustes correspondientes a las tasas de
aplicacion (Ali et al., 2017). El proceso entero de determinar los requerimientos de
nitrogeno del cultivo y la aplicacion de la cantidad correcta de fertilizante pasa

instantdneamente, sin demora ninguna.

b) Clorofilometros

Los clorofildmetros son otro grupo de técnicas que miden el contenido de clorofila
foliar, el cual esta altamente correlacionado con el contenido de N en la planta (Dunn
et al.,, 2018), en donde se emplean instrumentos sofisticados que incluyen
medidores de clorofila (por ejemplo, SPAD 502, Dualex y fluorescencia de clorofila),
reflectbmetros y espectrofotometros, estos ultimos suelen ser costosos y pueden
requerir personal calificado especializado para su operacion (Zhu et al., 2012). El
uso de los valores de reflectancia obtenidos con reflectometros o
espectrofotometros pueden proporcionar una cuantificacion precisa de los factores
de estrés nutrimental en las plantas (Zhou et al., 2010). Aunque la reflectancia de
un cultivo depende de muchos factores, incluida la iluminacion incidente y la
condicion fisioldgica del cultivo (Martin et al., 2007) las deficiencias de nutrientes
pueden detectarse comparando los valores de reflectancia obtenidos en campo

contra valores obtenidos en cultivos sin limitante de nutrientes (Padilla et al., 2018).

SPAD 502

El SPAD 502 (Minolta Co. Japén) ha desarrollado el medidor de clorofila SPAD-502
Plus, que mide el verdor relativo o el contenido de clorofila de las hojas (Sandmann
et al., 2013). Debido a que el contenido de clorofila de la hoja esta estrechamente
relacionado con la concentracién de N en la hoja (Padilla et al., 2018), este medidor
se ha usado para evaluar el contenido de N foliar. EI medidor SPAD estima la

concentracion relativa de clorofila en una hoja al medir la trasmitancia diferencial de
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la luz através de ella, dentro de una pequefia camara (2-3 mm) en la que se sostiene
una parte de la hoja, el medidor emite luz desde dos diodos, uno que produce una
longitud de onda pico cercana a 650 nm (roja), que es absorbida por la clorofila y la
otra, un pico cerca de 940 nm de longitud de onda (cerca del infrarrojo) se transmite
a través de las hojas, y sirve como referencia interna para compensar el grosor de
la hoja y el contenido de humedad (Dunn et al., 2018). Por lo tanto, las
concentraciones de clorofila de las hojas se correlacionan con los valores del
medidor SPAD (Zhu et al., 2012).

atLEAF y MC-100

El medidor de clorofila atLEAF Plus funciona de manera similar con una longitud de
onda de 940 nm, pero a diferencia del medidor SPAD, el atLEAF utiliza una longitud
de onda de 660 nm en lugar de 650 nm (Zhu et al., 2012) y se obtienen lecturas con
valores similares a las obtenidas con el SPAD (Basyouni et al., 2015). EI medidor
atLEAF es una alternativa mas economica en comparacion con el SPAD (Mendoza-
Tafolla et al., 2019). EI MC-100 medidor registra la concentracion relativa de clorofila
en la longitud de onda de 653 nm y 931 nm en un area de aproximadamente 64
mm? (de Souza et al.,, 2019) y se ha empleado para la determinacién de la
concentracion de clorofila en hojas, evaluacion del estrés nutrimental y la

optimizacion de cosechas en pimiento dulce (Padilla et al., 2018).

c) Sensores remotos

Existen sensores remotos montados en diversas plataformas (por ejemplo, drones
0 satélites) para obtener informacion de las propiedades Opticas de algunos
pigmentos de hojas (clorofila y polifenoles) y el analisis de las caracteristicas
espectrales de tejidos vegetales para relacionarlas con el contenido de N (Lemaire
et al., 2008). La evaluacion del estado nutrimental utilizando sensores remotos
depende de los cambios estructurales del tejido foliar, estos cambios pueden ser el
resultado una menor reflectancia de la luz lo que conduce a un cambio de los

parametros de color que se puede relacionar con el contenido de nutrientes. La
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mayoria de estos sistemas han sido ampliamente probados en cultivos como trigo,
centeno, avena, entre otros (Rambo et al., 2010).

El desarrollo de cAmaras digitales ha hecho que métodos de bajo costo basados en
imagenes digitales sean accesibles, lo que ha facilitado la configuracion de
calibraciones para la detecciobn de diferentes condiciones de la planta. La
interpretacion de imagenes digitales se desarroll6 de algoritmos computarizados
(Mufoz-Huerta et al., 2013). El andlisis digital de imagenes se ha utilizado para
estudiar parametros biofisicos de las plantas, diagnosticar enfermedades, evaluar
el estrés hidrico, estimar cobertura foliar y relacionar el color de plantas con el
estado nutrimental de las plantas (Goffart et al., 2011). Las imagenes también se
han utilizado para estimar las densidades de la cafia de azucar en campo (Li et al.,
2010), para detectar dafios por insectos (Mufioz-Huerta et al., 2013), asi como las
deficiencias de nutrientes y agua. Hasta ahora, se pueden detectar varios tipos de
estrés a través de imagenes, pero el patron de condiciones espectrales especificas
debe verificarse mediante observaciones controladas, incluidas las condiciones de

referencia conocidas dentro de la imagen (Hurtado et al., 2010).

Las técnicas de deteccion remota también se han utilizado para estimar el contenido
de nutrientes en cultivos en crecimiento utilizando una sola longitud de onda o una
combinacién de longitudes de onda (Zebarth et al., 2009). Debido a su influencia
sobre la clorofila foliar y la fotosintesis, es de esperarse una estrecha relacion entre
el contenido de nutrientes foliares y la reflectancia espectral, particularmente en la
absorcion visible. Las técnicas de sensores remotos se han utilizado principalmente
en la gestidn de los recursos naturales para la cobertura terrestre y la estimaciéon de
biomasa, y para observar los cambios en el uso de la tierra (Saez-Plaza et al., 2013;
Zebarth et al., 2009) y por otro lado, el calculo de indices espectrales ha demostrado
estar indirectamente relacionados con el estado de N de los cultivos (Argenta et al.,
2003).
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COMPARACION DE METODOS

Varios factores influyen en la idoneidad y la aplicabilidad de los diferentes medidores
del contenido de N en campo, a continuacion, se muestra un andlisis comparativo
entre los diferentes métodos no destructivos para la determinacion de N en plantas,
la metodologia para la comparacion de los diversos métodos analizados en esta

revision consistié en:

a) Costos: se realizaron cotizaciones con proveedores y fabricantes para tener una
referencia de inversion inicial y de acuerdo con el nimero de andlisis que se podrian

llevar a cabo con los insumos cotizados se calculo el costo por analisis.

b) Precision: se tomaron como referencias la literatura cientifica publicada donde se
declara la precision de alguin método o equipo, los reportes de los fabricantes en

sus estudios de control, articulos de difusién y promocion.

c) Tiempo de proceso: de manera similar al inciso anterior, se consulté literatura
cientifica y reportes de los fabricantes en sus estudios de control donde se

declaraba el tiempo de proceso de algin método o equipo.

d) Requerimiento de personal: se determind a partir de los principios de la técnica
y/o andlisis para llevarlas a cabo y de acuerdo con la escala de las clasificaciones

internacionales de ocupaciones.

Costos

Los métodos no destructivos requieren una mayor inversion inicial, pero a largo
plazo se tiene un mayor ahorro por contar con los diferentes equipos. Los equipos
no destructivos mas baratos se han usado ampliamente en arroz, maiz y cafa de
azucar los cuales son menos rentables en comparacion frutales como el aguacate,
durazno y manzana o las frutillas como arandano, zarzamora etc., lo cual, permite
tener una idea que los productores y técnicos que estos métodos son econémicos
a largo plazo, sin embargo, como este enfoque se basa en la inspeccion de las
caracteristicas del color de la hoja, la precision no esta garantizada, especialmente

para diferentes condiciones de iluminacion (Chen et al., 2019).
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El costo relativamente alto de SPAD 502 lo hace menos atractivo para los pequefios
agricultores, especialmente de los paises en desarrollo y al igual que el SPAD 502,
las técnicas de procesamiento de imagenes tienen bajo costo (Grenzdorffer et al.,
2014), sobre todo si se trata de estudiar areas de gran extension, ya que en general,
son mas baratas que la toma de fotos aéreas o levantamientos topograficos

extensos en el campo.

Por otro lado, los sensores GreenSeeker, Sensor N Yara y Crop-Circle tienen menor
costo de adquisicion, por lo que estd mas al alcance de agricultores y asesores
técnicos, lo que representa ahorros importantes en el manejo de la fertilizacion del
cultivo. Las imagenes satelitales tienen bajo costo, sobre todo si se trata de estudiar
areas de gran extension, ya que en general, las imagenes satelitales son mas
baratas que la toma de fotos aéreas o levantamientos topograficos extensos en el
campo (Chen et al., 2020).

Precision

El SPAD-502, Dualex y ion6metros son menos sensibles a las condiciones de
iluminacién, pero no han demostrado un rendimiento constante en todas las
especies, la fluctuacion del rendimiento del SPAD-502 esta influenciada por su
pequefia area de medicion (alrededor de 12.57 mm?) (Huuskonen y Oksanen,
2018), a pesar de que solo se aplica a un numero limitado de especies de cultivos
de porte bajo y su precision varia de acuerdo con la temperatura y posiciones de las
hojas. Existen principalmente dos limitaciones que restringen el uso del medidor
SPAD-502 en tejidos de plantas (Cunha et al., 2015). El primero de ellos, son los
errores de muestreo inducidos por el estrés que pueden influir en el contenido de
clorofila en las plantas (Schlemmer et al., 2005). El tltimo problema podria evitarse
calibrando el medidor SPAD para la variedad especifica que se cultiva, este equipo
no es util para detectar la absorcion de N de lujo como en plantas de maiz una vez

alcanzada un nivel de sobre fertilizacion (Padilla et al., 2018).
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Los sensores GreenSeeker, Sensor N Yara y Crop-Circle pueden tomar medidas de
vigor del cultivo in-situ y no depende de las condiciones meteoroldgicas, pueden
recopilar datos durante las operaciones comunes tales como asperjar, cultivar,
cortar, etc. y tienen la practicidad que con un programa GIS los datos se pueden
utilizar para crear zonas de manejo, zonas de muestreo, identificacion de plagas y
enfermedades, evaluacion de la eficacia de los sistemas de drenaje, sistemas de
gestion de riesgo, determinar las fechas éptimas de cosechay la creacion de mapas
para la recomendacion de N, una desventaja de estos sensores actualmente se
cuenta con algoritmos de referencia para sélo ocho condiciones y seis cultivos (trigo
de primavera, trigo de invierno, maiz de temporal, maiz de riego, cebada, triticale,
sorgo y canola), y se requiere un afio en la calibracion para su uso en el cultivo de
cafa de azucar con una precision 90 % con referencia a los métodos destructivos,
y en algunos casos se debe aplicar técnicas geoestadisticas y geomanticas de
percepcion remota para para ajustar la calibracion de los modelos de regresion
lineal disefiados para encontrar las dosis o valores recomendadas de fertilizacion
(Ali et al., 2017; Muioz-Huerta et al., 2013).

En particular, el Sensor N Yara se ha utilizado eficientemente para la determinacion
de N en diversos cultivos como papa, maiz, trigo, cebada, cebolla y colza (Yara,
2006). Para minimizar los errores causados por la nubosidad y la poca luz, se
presenta una nueva version con sensor activo, que ha mejorado la eficiencia general

del sensor (Mufioz-Huerta et al., 2013).

Las imagenes satelitales en comparacion a las imagenes digitales obtenidas por
camaras multiespectrales, los sensores 6pticos son menos eficientes comparados
con el medidor de clorofila SPAD-502, ya que se dificulta distinguir los niveles de N
bajo cualquier nivel de irradiacién, como sombra o luz solar plena, y no puede
usarse en cualquier momento durante el dia (Zhou et al., 2010), ademas, el
requerimiento de corta distancia (aproximadamente 10 cm de planta) para medir el
contenido de clorofila foliar y el area pequefia de cobertura (50 cm?) limita su uso

para areas mas grandes (Mufioz-Huerta et al., 2013).
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Por otro lado, las imégenes digitales se ven afectadas por las condiciones
ambientales y necesidad de compra de imagenes y equipo especifico para su
procesamiento y clasificacion, sin dejar de lado la superficie que se abarca y que
deben establecerse de manera adecuada para producir resultados confiables en las
diferentes especies (Ojeda-Bustamante et al., 2016). Esta técnica permite mayor
accesibilidad a lugares remotos y y se pueden combinar con otras capas de
sistemas de informacién geografica (SIG), con lo anterior, se puede ayudar a la
interpretacion de las mismas, a la misma vez que las imagenes pueden ayudar a
crear y actualizar capas de SIG y gracias a la codificacion digital de la imagen en
distintas bandas espectrales, pueden realizarse numerosas operaciones
matematicas o algoritmos que destaquen las caracteristicas de interés en el terreno

y no se limitan a captar la luz visible (Malambo et al., 2018).

Entre las desventajas de las imagenes satelitales se encuentra que en muchos
casos, sobre todo si se trata de un area desconocida por el observador se necesitara
calibrar la imagen (debera ser verificada en el terreno) y es preciso que se realice
en laimagen una correccion geometrica, para que se adapte al relieve y al esferoide
de la tierra, y se geo-referencie, es decir, que se le asignen coordinadas reales a la
imagen, ya que en ocasiones pueden confundirse fendmenos diferentes en la
imagen gque tengan las mismas caracteristicas espectrales (arena blanca con un
techo blanco) captando fendmenos indeseables como nubes o sombras (Komarek
et al., 2018; Ojeda-Bustamante et al., 2016). En concreto, las imagenes satelitales
generalmente no son apropiadas para mapas detallados (a gran escala), sin
embargo, esto estd cambiando debido a la mayor resolucion espacial de los

sensores de satélite mas modernos.

Tiempo de proceso
Las imagenes digitales tienen su principal ventaja en la rapidez, tanto en la
periodicidad de la adquisiciébn de nueva informacién, como en la obtencién de la

misma por el usuario (que hoy puede hacerse casi instantaneamente a través del
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internet) y desventaja (para algunos cultivos de ciclo corto) es su repeticién en el
tiempo, es decir, cada imagen vuelve a pasar por el misma area cada cierto tiempo,
permitiendo hacer estudios comparativos a lo largo del tiempo (Mufioz-Huerta et al.,
2013), ademés y como meétodo alternativo al tratamiento mapas, el uso de sensores
permite variar las estimaciones de N (Mendoza-Tafolla et al., 2021) o requerimientos
sin previo analisis de datos involucrado, y el uso de la percepcidén remota junto con
los sensores montados en tractores pueden pronosticar los rendimientos del cultivo
y, en este caso, los mapas de rendimiento puede validar la tecnologia predictiva
basada en sensores manuales como el SPAD-502 (Li et al., 2009).

Requerimiento de personal

Los métodos como el SPAD-502, Dualex y ionOmetros no requieren capacitacion
exhaustiva del operador ya que los resultados son faciles de interpretar en
comparacion a los métodos que involucran pre y post procesamiento de Imagenes

satelitales y digitales (Huuskonen et al., 2018).

El GreenSeeker, Sensor N Yara y Crop-Circle son equipos portatiles de facil
operacion y con similar precision a las técnicas convencionales, pero en ocasiones
es necesaria la contratacion de un experto y el uso de un software especializado
para la realizacion de la calibracion del modelo y las lecturas en campo deben de
hacerse de manera constante durante la calibracion equipo tradicional (Mufioz-
Huerta et al., 2013; Saez-Plaza et al., 2013).

En la Cuadro 1 se muestra un comparativo con los datos mas relevantes a tomar en
cuenta a la hora de elegir alguna de las distintas técnicas, métodos y/o analisis para
la determinacién de la concentracion de N en el tejido vegetal independientemente

de la época de muestreo y del cultivo de interés.
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Técnica/Método

Costo (USD

por ha)

Tiempo de

procesamiento

Precision

Habilidades generales

deseables

Kjeldahl

Destructivo

Dumas

SPAD 502,

atLEAF,
MC-100

Green Seeker

No destructivo

Yara N sensor

Imagen digital

$35

$40

$1

$1

$2

$50

5 dias

6 dias

1 minuto

1 minuto

1 minuto

2-3 dias

98 %

98 %

90 %

90 %

93 %

95 -95 %

Media-alta especialidad
Conocimientos de quimica
y biologia

Preparacion de muestras
Interpretacion de
resultados

Un andlisis puede
representar 1 ha

Baja especialidad
Preparacion de muestras
Interpretacion de
resultados

Un andlisis puede
representar 1 ha

Baja especialidad

Toma de muestras

Uso de equipos de baja-
media especialidad
Interpretacion de
resultados

Un andlisis puede
representar 1 planta

Baja especialidad
Uso de maquinaria
(exclusivo de algunos
sensores)

Toma de muestras
Uso de equipos de baja-
media especialidad
Interpretacion de
resultados

Un analisis puede
representar 1 planta

Media especialidad

Uso de maquinaria
Planeacién y toma de
muestras

Uso de equipos de baja-
media especialidad
Interpretacion de resultado
Un analisis puede
representar 1 planta

Media-alta especialidad
Uso de equipos
fotograficos (fijos en suelo
0 en drones)
Conocimientos medios de
computacion
Conocimientos en el
procesamiento de
iméagenes digitales

Un andlisis puede
representar desde 10 m2
hasta 10 ha
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CONCLUSIONES

Debido a su impacto ambiental y econdmico, existe una creciente preocupacion
sobre el manejo de fertilizantes nitrogenados y su determinacion en los campos de
cultivo, la digestién de Kjeldahl y la combustién de Dumas se han utilizado como
métodos de referencia para determinar los contenidos organicos de N y de amonio,
sin embargo, son destructivos y requieren mucho tiempo, requieren el uso de

reactivos toxicos y preprocesamiento de muestras.

Ademas de ser no invasivo, las propiedades 6pticas de las plantas se han aplicado
para medir el contenido de N en las plantas debido a la alta correlacion entre los
pigmentos de las hojas, sin embargo, con un alto suministro de fertilizantes
nitrogenados, la clorofila alcanza la saturacion, lo que impide la deteccion de nitratos
y amonio excesivo en las plantas y las propiedades Opticas pueden verse afectadas

por otros tipos de estrés, como la deficiencia de agua.

Por otro lado, los valores relativos de concentracion de clorofila obtenidos al usar
graficos de referencia dentro de un campo de cultivos (N cero o sobre fertilizado)
apuntan a reducir el efecto de otros factores ademas del estado N en los campos
de cultivo, aumentando la sensibilidad de las mediciones Opticas. Se han creado
indices y metodologias para lograr una mejor medicion, las imagenes de satélite se
pueden utilizar para estimar el estado de N de cultivo en un campo completo, pero
consumen mucho tiempo porque las imagenes no se actualizan tan rapido como se

requiere para la administracién de nutrimentos en algunos cultivos de ciclo corto.

Las nuevas metodologias implican una combinacion de técnicas, tales como
mediciones de formas nitrogenadas estables (es decir, clorofila) y moviles (es decir,
amonio Yy nitrato), la concentracion de nitrato de peciolo se ha utilizado en varios
estudios, y se ha demostrado que las mediciones de concentracion de nitratos de la
planta son mas sensibles a los cambios que las mediciones Opticas, ademas, la
concentracion de nitrato en la savia puede usarse para detectar plantas sobre

fertilizadas. Sin embargo, la concentracion de nitrato de savia no puede medir otras
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formas y a pesar de esto, la concentracion de nitrato combinada con mediciones

Opticas puede superar algunas limitaciones de ambas técnicas.
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CONCLUSIONES GENERALES

El andlisis de imagenes digitales RGB permitié estimar el estado nutrimental
de nitr6geno en lechuga, albahaca, y artugula en forma réapida y precisa.

El andlisis de imagenes permitié calcular el crecimiento con una precision

superior a 90 % en lechuga, albahaca y arugula.

El nivel de nitrato de 12 y 16 mEq-L™ en la solucién nutritiva favorecio el

crecimiento y rendimiento en lechuga, albahaca y arugula.

Las técnicas no destructivas permitieron estimar el estado nutrimental de

nitrdgeno con una precision superior a 90 % en lechuga, albahaca y arugula.
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Using SPAD and at LEAF Readings
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Abstract

Mitrogen (N] is an essential nutrient for plant growth and development and is especially important in the production of
high quality leafy green crops. In this experiment, leaf N concentration, chlorophyll concentration (Chl) and weight above
fresh matter [AFM) of romaine letcuce (Lactuca sativa L. var. lomgifalia) were estimated by correlations between in sitw SPAD
and atLEAF readings. Lettuce was grown in high tunnels during 42 days and was irrigated at five nitrogen levels: 0,4, 8, 12 and
16 mEq-L" of NO5, with 2 modified Steiner nutrient solurion. The N concentration, Chl concentration and AFM were
determined in the laboratory, while SPAD and atLEAF readings were measured in sitw weekly, SPAD readings had high,
positive and significant linear correlations with N {R* = 0.90), Chl (R* = 0.97) and AFM (R® = 0.98); The atLEAF readings
had a similar linear correlation with N {R* = 0.91), Chl (R’ = 0.92) and AFM (R’ = 0.97). Boch, SPAD and atLEAF readings
had high, positive, and significant linear cocrelation (R* = 0.96). Suggesting that, SPAD and atLEAF meters can be used to

non-destructively and accurately estimate the W status of lertuce, in a reliable and quick manner during the crop production

qncl:.

quords.' above fresh matter: Crop nuirition; FLactsca sativa; non-destructive sa.mp]in.g'. soilless culture

Introduction

Nitropen (N is an essential nurdent for plant
and opment. It is found in amino acids, nucleic acids,
proteins and in chlorophyll {Chl). The Chl concentration
of the leaf is closely relared o N concentration in the plant
(Zebarth e al, 2002), therefore, monivoring plant Chl and
N concentrations during production could be used as a
management strategy to enhance plant growth, yield and
markerabiliry (Gitelson et af, 2003; Peng and Yuan, 2017).

Current destructive metheds for the determination of
N and Chl are precise, but time-consuming and relarively
expensive (Kalaji e al, 2017). In contrast, portable non-
destructive equipment has been used successtully with some

plant species o quickly estimare the leaf Chl or N
concentrations in sifu (Loh e al, 2002; Abdelhamidg er af,
2003; Padilla er af, 2018a) and enable repear measurements
from the same leaf during a production eycle (Kalaji e af,
2017; Yamamoro ef af, 2002),

The SPAD 502 Plus Chlorophyll Meter (Konica
Minelta, Japan) is wsed for rapid and non-destructive
determination  of relative leaf Chl concentration
(Gianquinto et af,, 2004). Transmission of light th the
leaf is measured ar 650 and 940 nmy; the wavelength of 650
nm coincides with the specrral region with maximum
chlorophyll activity, while transmirtance ar 940 nm is used
to compensate for facrors, including leal’ moisture content
and thickness (Zhu e al, 2012). It has been reported that
the SPAD readings are relared to the concentration of foliar
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Nitrogen and chlorophyll status in romaine lettuce
using spectral indices from RGB digital images
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Abstract

Destructive methods for crop nuirition estimation are accurate and standardized but costly and limited by spatial
scale, Mon-destructive iechnigues such as the useof digital imaging prowide fast and reliah le res ults in sif; however,
there is limited information on these non-destructive technigues in leaty vegetable crops. Dunng the study it was
estimated the concentration o f nitrogen { W) and chlorophyll { Chl) in omaine letiuce using spectral indices denved
from the RGB (red, green and blue) digital images. The lettuce crop was grown in plastic tunmels and imigated
with five N levels: 0,4, &, 12, and 16 mEg L™ NO_-N (corresponding to 0, 248, 496 and 744 mg L, respectively)
based on a modified Steiner solution. The treatment of 16 mEg L' NO -N showed the highest growth at 42 days
after transp lanting { DAT). Digital images of the plants were acguired weekly with a RGB camer and processed to
obtain scale mosaics and twelve spectmal vegetation indices. Correlation analysis of the spectral indices indicated
that normalized green-red difference index (NGRIDI), excess green (Ex() and green chanmel {g) indices showed
a positive linear comelation with the concentration of N {r = 0.93) and Chl {r = 0.93). Besides, an exponcential
comelation with leaf area {r = 0.86) was founded, which was stronger in the last 21 DAT due to the acoeleration
in leaf groowth duning the vegetative stage of the crop. These results show that RGB digital images ane a low oost,
mon-destructive, reliable and accurate method to estimate N and Chl concentration and leaf area in romaine lettuce
during production. Therefore, this technigue could be an affordable alternative that combined with portable meters
{Le. SPAD) provides real-time monitoring of the nutritional status of the lettuce crop, especially in crop factones.

Koy words: Lociwca sative var, fongffolia, leaf arca, non-destructive technigues, nitrogen, chlorophyll, spectral
inde.

Introduction

Chlomphyll{Chl) and nitmogen (N) are essential a5 Kjeldahl and Dumas are based on tissue analysis

components of plants because of their role in protein
production and photosynthesis, An ewcess or deficiency
of these can cause toicity or low yield { Taiz et al., 2004 ).
Precise assessment and evaluation of the mutritional
status of the crop e e and at different time scales s
required to optimize the use of fertilizers and reduce
costs { Mufioz-Huerta etal., 2013,

Mitrogen concentmtion in plants is usuvally
determined by two appmaches — the destructive or
nom-destructive methods.  Destructive  methods  such

Please use the following format when ¢iting the article:

and although they are accurate and standardized, they
are often limited by the size of the plots, high cost and
efforts required for sampling (Faz Pellat et al,, 2015
Baresel et al., 200 7). Non-destructive methods allow for
remote nformation collection in less time and do not
require highly specialized personnel {Vollmann et al.,
H11). Besides, measurements may be applied frequently
and repeatedly om the same plant; thus allowing the
monitoring of leaf area and crop M status for efficiently
adjusting  fertilization rates throughout the growing

Mendoza-Tafolla R, O., Ontiveros-Capurata Bl E., Juamz-Lopez B, Alia-Tejacal [, Lopez-Martinez ¥, Ruiz-Alvansz 0. 2021.
Nitregen and chlorophyll status in romaine lettuce using specwral indices from RGE digital images. Zemdirbysie-Agriculure,

108 {13 T9-86. DO 10, 308022 202 1. 10801
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El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

MANUEL SANDOVAL VILLA | Fecha:2021-10-28 22:32:03 | Firmante
Xa2+b8npgXCvebOejQCF00xkd1yO769ptJIljJtD3aYweC2d9ZCEi37ia97InsxBxBn990tJWIBRM60OgkKQIXSEAOIIE16RIpYfzlpkgbmSOhOyxIjAfWQwnPmbop6hJKhZcplsCOaE
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

GhZuwTOgn

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/H6AN7DJt04EaqyFFpNyuBksXqFPNSqdm
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FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 28 de octubre de 2021.

FTINTAD DE (ENCIG
ACROPECIDGEIE

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“ESTIMACION DEL ESTADO NUTRIMENTAL DE NITROGENO MEDIANTE METODOS
NO DESTRUCTIVOS EN LECHUGA, ALBAHACA Y ARUGULA” que presenta el M. C.
RODRIGO OMAR MENDOZA TAFOLLA, mismo que fue desarrollado bajo la direccion del
DR. PORFIRIO JUAREZ LOPEZ y la Codireccion del DR. RONALD ERNESTO
ONTIVEROS CAPURATA y que servira como requisito parcial para obtener el grado de
Doctor en Ciencias Agropecuarias y Desarrollo Rural, lo encuentro satisfactorio, por lo
que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie con los tramites
necesarios para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.

Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia

DR. OSCAR GABRIEL VILLEGAS TORRES
Comité Evaluador

C.i.p. Archivo U A

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 EM
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx
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ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

OSCAR GABRIEL VILLEGAS TORRES | Fecha:2021-11-01 10:35:08 | Firmante
lgyhpglcamowJYQriINvAf7bRJqJ7jqyVVLNgLVECKecuJoOTXSWWGJI9JIfCfIMscjeO4P0eSVitkMgMH4NN092NRFdAF/IdAIBARURdu0z7C3Q7MQORq8qY JOI+kMvyrBakKNukZDgd
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bc8GES5+IC8m4TdM10H5MyovMe5uU6weF3SFniS0znetiEw4TEgUjGFSNwTI9QUCKJIg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

3nGNXFKhC

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/ry1gAVigqtRLO5c4Ya3rnltIMtc4SLWi
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FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 28 de octubre de 2021.

FTINTAD DE (ENCIG
ACROPECIDGEIE

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“ESTIMACION DEL ESTADO NUTRIMENTAL DE NITROGENO MEDIANTE METODOS
NO DESTRUCTIVOS EN LECHUGA, ALBAHACA Y ARUGULA” que presenta el M. C.
RODRIGO OMAR MENDOZA TAFOLLA, mismo que fue desarrollado bajo mi direccion y
la codireccion del DR. RONALD ERNESTO ONTIVEROS CAPURATA y que servird como
requisito parcial para obtener el grado de Doctor en Ciencias Agropecuarias y Desarrollo
Rural, lo encuentro satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para que el
alumno continle con los tramites necesarios para presentar el examen de grado

correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.

Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia

DR. PORFIRIO JUAREZ LOPEZ
Comité Evaluador

C.i.p. Archivo U A

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 EM
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx
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PORFIRIO JUAREZ LOPEZ | Fecha:2021-10-28 22:14:24 | Firmante
sufmm/ugKEs4HAQGOSIcgblvtKAQRZK3Dhr/rxJCHMbmLkvJaatynYZYrqFOkrbXaDFPS0la5DUg/ivOTO9CnoUmOug3uos6B34ngCBkxVERPCOSUmMpZOPPgNZaEgxUBdVxXbTI
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

5H8eXNzI0

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/BBKog6AyQiLOXgExqowliltsaiOM1bhT
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FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 28 de octubre de 2021.

FTINTAD DE (ENCIG
ACROPECIDGEIE

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“ESTIMACION DEL ESTADO NUTRIMENTAL DE NITROGENO MEDIANTE METODOS
NO DESTRUCTIVOS EN LECHUGA, ALBAHACA Y ARUGULA” que presenta el M. C.
RODRIGO OMAR MENDOZA TAFOLLA, mismo que fue desarrollado bajo la direccion del
DR. PORFIRIO JUAREZ LOPEZ y la codireccion del DR. RONALD ERNESTO
ONTIVEROS CAPURATA y que servira como requisito parcial para obtener el grado de
Doctor en Ciencias Agropecuarias y Desarrollo Rural, lo encuentro satisfactorio, por lo
que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie con los tramites
necesarios para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.

Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia

DR. VICTOR LOPEZ MARTINEZ
Comité Evaluador

C.i.p. Archivo U A

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 EM
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx
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Sello electrénico

VICTOR LOPEZ MARTINEZ | Fecha:2021-10-29 16:24:24 | Firmante
JGZBg+2swutXDKddISMfoKAfb8i526nsT7u+mygeLDsc8Je8nk0jgWA2XRIKrvgMKDNF+S66MFC4AXMyBwWIZT4MZ9jdW24YpBgbFODCKUpsTJg7Zjybrfn9911w88dNxyU+g5mK
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https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/MaSg7xM9d|yTYZG]MethRBva]bleuS
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