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CAPITULO 6
Herramientas para el estudio de la respuesta
fisiologica en hortalizas

Santiago Javier Maiale y Lucrecia Puig

El cultivo de hortalizas se encuentra a menudo con limitaciones que conducen a la necesi-
dad de realizar estudios fisioldgicos que permitan entender los mecanismos y procesos de las
plantas con el fin de disefar estrategias para eliminar o mitigar esas limitaciones en aras de
aumentar tanto el rendimiento como la calidad de los productos obtenidos.

Para lograr este objetivo, se dispone de diferentes herramientas que podrian sintetizarse
como aquellas que son destructivas y aquellas no destructivas. Las primeras, como su nombre
lo indica, requieren que el material o parte de este se consuma en el proceso, permitiendo una
sola medida para la muestra. Los métodos que se encuadran dentro de estas caracteristicas
son los que permiten los analisis mas completos y complejos como podrian ser la determina-
cion de diferentes compuestos quimicos de las plantas y en caso mas avanzados directamente
todo el proteoma, el metaboloma y el ionoma.

Normalmente, las medidas destructivas en estudios fisioldgicos en condiciones de produc-
cion se limitan al contenido de clorofila y carotenoides, elementos, azucares y carbohidratos,
medidas de capacidad antioxidante o, en el caso de algunos frutos, sélidos solubles (grados
Brix). Muchas de estas medidas son realizadas en la parte cosechable, por lo que no se sacrifi-
can plantas. Dentro de los estudios destructivos mas complejos que se realizan estan las lla-
madas “omicas”, dentro de ellas pueden citarse en orden, desde la informacion genética hasta
la manifestacion del fenotipo, a la gendmica, la transcriptomica, la protedmica, la metabolémica

y por ultimo la fenomica (Imagen 34).

ADN -~ Genémica

ARN - Transcriptomica

Proteinas ~g— Proteémica

MetabolitOSw-v Metabolémica

Imagen 34. Esquema de secuencia desde el ADN hasta
los metabolitos y tipo de estudios que los comprenden
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Hasta diciembre de 2018 se encontraban secuenciadas 42 plantas horticolas (Chen et al.,
2019). Dentro de ellas, el tomate comun (Solanum lycopersicum L.), tomate salvaje (Solanum
pimpinellifolium), aji morrén (Capsicum annuum L.), aji amarillo o cristal (Capsicum baccatum),
chile habanero (Capsicum chinnense), berenjena (Solanum melongena L.), repollo (Brassica
oleracea), repollo chino (Brassica rapa), papa (Solanum tuberosum), lechuga (Lactuca sativa
L.), espinaca (Spinacea oleracea), rabano (Raphanus sativus), zanahoria (Daucus carota),
pepino (Cucumis sativus), entre otras.

El conocimiento del genoma permite identificar secuencias codificadoras de genes y a partir
de estos se pueden identificar cuales se sobre-expresan o reprimen cuando se realizan estu-
dios de transcriptomica.

El primer método que permitié un secuenciamiento escalable y logro un avance importan-
te en los estudios gendémicos fue el método Sanger (Franca et al., 2002). Este método implica
la amplificacién de las secuencias objetivos con una mezcla de nucleétidos normales y nu-
cledtidos terminadores marcados, para luego separar los mismos mediante cromatografia
capilar detectando los nucledtidos introducidos en orden. Esta técnica era muy util para leer
secuencias cortas pero muy lento para secuencias grandes. Posteriormente, las técnicas
mejoraron y hoy en dia puede secuenciarse un genoma en horas o solo dias. Dentro de las
tecnologias mas usadas para el secuenciamiento se pueden nombrar al pirosecuenciamiento
454, secuenciacion reversible por terminador (lllumina), secuenciamiento por ion conductor
(lon torrent), entre otros. Estas tecnologias disminuyeron los costos hasta 20 U$S por cada
mil millones de bases y se alcanzé en el 2014 el costo de secuenciar un genoma humano en
1000 U$S (Bleidorm, 2017).

Otro tipo de estudio de mucha utilidad en evaluaciones de respuesta a diferentes estreses
y aspectos fisioldgicos son los estudios de transcriptomica, es decir, el estudio de la expre-
sion de genes de las plantas. Estos estudios se realizaron en primer lugar mediante una téc-
nica denominada Northernblot que consiste en hibridar el ARN extraido de las muestras a
analizar con una secuencia del gen de interés marcado con un radionucleo que permite de-
tectar la presencia y abundancia mediante autoradiografia. Luego, se empezaron a usar téc-
nicas de PCR (polymerasechainreaction) que eran llamadas semicuantitativas y se detecta-
ban en un gel de electroforesis. Esta técnica era mas segura de realizar pero menos precisa
que el Northernblot. Posteriormente, se desarrollaron técnicas denominadas de PCR en
tiempo real que utilizaban esta reaccion pero con los nucleétidos marcados con fluoroforos
que pueden ser detectados por el equipo en donde se realizan las mediciones. A grandes
rasgos existen dos tipos de PCR en tiempo real, las que utilizan un gen como referencia, que
por estudios previos se considera que no varia su expresiéon en las condiciones a las que
fueron sometidas las plantas, este tipo de estudios son considerados semicuantitativos. Mien-
tras que el otro tipo utiliza concentraciones diferentes de la secuencia del gen a analizar y
funciona como una curva de calibracion, este método es cuantitativo. No obstante, por costos
y operatoria practicamente solo se trabaja con el primero. Esta técnica de analisis de expre-

sién de genes es omnipresente en laboratorios de fisiologia vegetal que llevan a cabo estu-
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dios moleculares. Estas técnicas descritas se utilizan para analizar los transcriptos de un gen
o grupo de genes en numero limitado (Wang et al., 2019).

Luego, con el avance de la tecnologia, se ha llegado a evaluar no solo genes particulares
sino todo el transcriptoma de las plantas y, para ello, se utilizan en forma genérica dos metodo-
logias. La primera, consiste en la utilizacidon de hibridizacién con el material genético marcado
con fluoréforos sobre una placa que contiene secuencias de los genes de la especie en cues-
tion, estas placas son denominadas microarrays. La otra técnica, utilizada actualmente, es la
denominada secuenciacién de ARN, que consiste, como su nombre lo indica, en secuenciar
todo el ARN mensajero extraido, permite clasificar por tipo y cantidad y asi obtener un perfil
completo de todos los genes expresados. Estas técnicas requieren largos procesamientos pos-
teriores a la toma de datos para evaluar el comportamiento de los genes (Lowe et al., 2017).

Posteriormente a la expresién de genes, otro tipo de estudios que se realizan son los anali-
sis del proteoma, es decir, del conjunto de proteinas expresadas en un momento determinado y
bajo una situacion en particular. Estos estudios son de utilidad para identificar respuestas en un
conjunto de proteinas relacionadas entre si ante, por ejemplo, el ataque de un patégeno o el
estrés provocado por factores abidticos. La utilidad de estudiar el proteoma es complementaria
al trascriptoma, y permite tener una idea mas acabada de la respuesta de la planta ante una
situacion particular.

La técnica proteomica tradicional incluia una separacion de la muestra en un gel de electro-
foresis corrido en 2 dimensiones, por punto isoeléctrico y por peso molecular. Luego estas pro-
teinas se cuantificaban e identificaban mediante espectrometria de masas.

Actualmente se utilizan otras técnicas que no implican el uso de separacion en geles sino el
marcado de las proteinas y la identificacion mediante distintas variantes de espectrometria de
masas. Una de las técnicas usadas es la llamada iTRAQ que consiste en digerir las muestras
de tejido con una proteasa, como por ejemplo tripsina, y los péptidos resultantes son marcados
por una reaccion covalente en su N terminal. Iguales proteinas originan similares péptidos al
ser tratados con la misma proteasa pero son marcados con diferentes compuestos, entonces
las muestras se mezclan y se separan en HPLC para luego identificarse por espectrometria de
masas en forma cualitativa y cuantitativa (Chandrasekhar et al., 2014). Permitiendo detectar
expresion o represion de proteinas en, por ejemplo, plantas tratadas con una hormona y su
control o plantas bajo ataque de una plaga.

Por ultimo, los estudios sobre metabolitos son abordados por la metabolomica, la cual
puede separarse en técnicas de determinacion de los compuestos organicos bioquimicos,
(metabolémica propiamente dicha) y en las de deteccién de los elementos presentes en las
plantas, también denominada ionémica. En el caso de los compuestos organicos estos sue-
len ser de bajo a medio peso molecular, como azucares, aminoacidos, péptidos, lipidos, aci-
dos organicos, etc.

La determinacion de los compuestos bioquimicos se realiza mediante cromatografias, que

pueden ser gaseosas o liquida, generalmente asociada a espectrometria de masas para cuanti-
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ficar e identificar los metabolitos. También, los compuestos organicos se pueden identificar con
espectroscopia por Resonancia Magnética Nuclear (Zhang et al., 2012).

En el caso de los elementos, para estudiar el ionoma, de gran aplicacion en la nutricién vege-
tal, se utiliza el procesado de muestras mediante digestiones acidas con deteccion por espectro-
metria de emision o de absorcién atémica, aunque en el caso del N se recurre a determinaciones
por el tradicional método Kjeldahl o por combustion en los analizadores CN (carbono-nitrégeno).

Entonces, en resumen, hasta aqui se presentaron las diferentes “omicas” que van desde el
estudio del genoma hasta los metabolitos producidos como consecuencia de la actividad fisio-
I6gica de las células vegetales. Ahora se detallaran las técnicas que se utilizan para la determi-
nacioén del fenotipo que se engloban en la denominada fenémica.

El estudio fendmico de una especie vegetal puede comprender determinaciones destructi-
vas y no destructivas, pero en general se hace referencia a estudios no destructivos.

Es interesante destacar que los estudios fenémicos pueden ser realizados a nivel de hoja o
planta con elementos manuales, a nivel de cultivo con el uso de drones o equipos montados en
vehiculos y también a nivel de predio o zona con el uso de satélites.

Algunas de las técnicas pueden usarse en todos los niveles como por ejemplo el NDVI (in-
dice diferencial de vegetacion normalizada, por sus siglas en ingles), otros indices de reflectan-
cia o la fluorescencia de la clorofila, mientras que métodos como la fijacién de carbono en for-
ma directa debe medirse en forma manual.

Se detallan a continuacion algunas técnicas no destructivas para el estudio de la fisiologia

de las plantas.

Intercambio gaseoso

Es una de las mediciones mas tradicionales de la fisiologia vegetal. Con ello se pueden de-
terminar la asimilacion neta de carbono (Pn), medida generalmente en pmolesCO2/m?/seg; la
evaporacion (Evap) medida en mmolH20/m?%/seg; la conductancia estomatica (Gs) medida en
mmol/m?/seg; la concentracion de COz2 en la cdmara subestomaticao intercelular medida en ppm
(partes por millén) y también la temperatura foliar, medida o calculada. Los aparatos utilizados
son analizadores de gases por infrarrojo de ahi la denominacion de IRGAs (infrared gas
analyzer). En los mismos se pueden diferenciar el cuerpo principal que contiene las baterias y la
electrénica (a veces también los detectores) y la pinza que contiene la cubeta de detecciéon en
donde se aloja el material vegetal (Imagen 35). Estos equipos utilizan la deteccion de COzen la
longitud de onda de 4260 nm, que es en donde el CO2 muestra una fuerte absorcion, utilizando
una lampara de tungsteno para generarla. El modelo que actualmente se utiliza para el intercam-
bio de gases y su interpretacion bioquimica y biofisica es el de Farquhar (Farquhar et al., 1980).

Existen 2 tipos de medidores de intercambio de gases, de ciclo cerrado y de ciclo abierto.
Los primeros miden la concentracién de COzal inicio y al final y calculan el consumo en funcion

del tiempo, del volumen y del area de las hojas o peso. Los de tipo abierto usan una cubeta en
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donde es introducido un flujo de aire en forma continua y la concentracion de CO2 es medida
en el aire de entrada y en el de salida. En estos sistemas que son los utilizados actualmente, el
aire de salida de la cubeta de medicién tendra una menor concentracién de CO:2 y una mayor
humedad y sera mayor la diferencia con los valores del aire atmosférico cuanta mayor sea la

asimilacién neta y la transpiracion (Fernandez y Gyenge, 2010).

Imagen 35. Equipo de nivel basico para medir intercambio gaseoso en plantas (ejemplo de medicién en tomate)

Generalmente todos los equipos poseen regulaciones para el CO2y la humedad del aire que
es dispensada a la cubeta y, de esta manera, controlar las condiciones de medicion. Los equi-
pos mas sencillos poseen un solo sensor de CO2 y utilizan una valvula para enviar en forma
regular aire que proviene de la cubeta o aire de referencia para realizar los calculos de inter-
cambio de gases. Otros equipos mas sofisticados poseen 2 detectores, uno que mide el aire de
entrada y otro el de salida de la cubeta donde esta la muestra a medir.

Las cubetas de medicién pueden poseer, en el caso de los equipos mas sofisticados, control
de temperatura de la muestra, y todos los equipos permiten el agregado de un sistema de ilu-
minacion que permite tener la opcion de controlar la irradiacion y con ello realizar curvas de
intensidad de luz vs. asimilaciéon neta de carbono (Pn). Los datos obtenidos de estas curvas de
intensidad de luz permiten conocer el punto de saturaciéon de luz, el punto de compensacion
luminica y el rendimiento cuantico de la fotosintesis.

También, cuando se impide la llegada de luz a la cubeta de medicion es posible medir la
respiracion ya que la fotosintesis es nula.

Los equipos también tienen un sensor de radiacion fotosintéticamente activa que permite me-
dir la asimilacion neta a la radiacién actual o in-situ 0, mediante el uso del complemento de luces,
la radiacion saturante que, dependiendo de la especie, puede ser de 800-1000 pmol.m2.s™" en
plantas C3 o 1500-2000 umol.m2.s™! en plantas C4.
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Por otro lado, también pueden construirse curvas de Pn y concentracion de CO:2 en el que se
utiliza la concentracion de COz: intercelular, llamadas curvas A/Ci. Con estas curvas pueden de-
terminarse el punto de compensacion de CO., tasa maxima de saturacion de COz, la velocidad
maxima de carboxilacion de la rubisco y la tasa maxima de transporte de electrones (Imagen 36).

Las tasas de fotosintesis neta en plantulas variaron segun la especie siendo de 12 pmol.m=2.s-
" en berenjena, 10 ymol.m<.s™' en pepino, espinaca y hakusai, 15 pmol.m=2s™ en repollo y 7
pumol.m=2.s! en tomate, medidas a temperatura de entre 20 y 25 °C. En tomate, durante la flora-
cion se observa gran disparidad de valores de Pn dependiendo del cultivar y la posicion de las
hojas, encontrandose valores mayores en las partes media a altas de la planta en comparacion
con las inferiores. Estos valores rondaron de 10 a 17 ymol.m=2.s™" en las partes media y alta y de 2
a 8 ymol.m?2.s"' en las partes bajas del canopeo. Asi también, en berenjena durante la madura-
cion se encontraron valores dispares dependiendo del cultivar y la posicién de las hojas con valo-
res desde 3 a 21 ymol.m=2.s' (Khan et al., 2006; Acantrinei, 2010; Nemeskeri y Helyes, 2019).
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Imagen 36. Esquema de curva de asimilacion neta (A) vs concentracion de CO,

Fluorescencia de la clorofila

Como complemento al intercambio gaseoso ha cobrado mucha importancia en los ultimos
tiempos el estudio de la salud y funcionalidad de los fotosistemas. Estos son estudiados princi-
palmente con un tipo de equipos denominados fluorémetros, los cuales permiten investigar la
fase luminica de la fotosintesis (Imagen 37).

Brevemente, puede decirse que cuando las hojas son iluminadas, las moléculas de clorofila
son las encargadas de capturar luz e inician una serie de reacciones que producen poder re-
ductor y ATP esenciales para la fijacion de carbono. Las clorofilas se hallan empaquetadas en
antenas en sendos fotosistemas denominados Il y | por orden en la cascada de electrones

(Imagen 38). En general, los estudios se realizan sobre el fotosistema Il debido a la mayor anti-
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gledad de las investigaciones y a que se dispone de modelos tedricos mas desarrollados,

ademas de que existe mayor asequibilidad de los equipos de medicion.

L b ey

Imagen 37. Mediciones con fluorémetro en tomate
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Imagen 38. Esquema de los fotosistemas Il y | (PSll y ) con sus centros de reaccién P680 y P700, respectivamente,
OEC-= complejo liberador de oxigeno, Cyt b6/f=Citocromo b6/f, hv= radiacion fotosintéticamente activa

La energia que llega al fotosistema excita a las clorofilas, las cuales pueden des-excitarse de 3

modos. El primero es a través de la liberacién de electrones del agua en el OEC y su posterior cap-
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tura por las quinonas a y b proceso que se llama disipacion fotoquimica e inicia el transporte de
electrones imprescindible para la fotosintesis. Otros modos de disipar la excitacién que tienen las
clorofilas es a través del calor o la emisién de luz denominada fluorescencia de la clorofila.

Esta ultima puede detectarse y, de este modo, conocer a través de diversos parametros el
comportamiento de los fotosistemas a la influencia de diversos fendmenos como la alta irradia-
cion, las bajas temperaturas y estreses bidticos (Gonzalez-Moreno et al., 2008).

Existen varias metodologias utilizadas pero hay dos que destacan por la amplitud de uso, la
fluorescencia modulada y la fluorescencia continua.

La fluorescencia modulada utiliza equipos que emiten 4 fuentes de luz distintas, luz roja de
baja intensidad (2 umol.m=2.s"), luz actinica de alta intensidad (5-20 K ymol.m-2.s*), luz actinica
blanca de mediana intensidad (200-600 pmol.m2.s") y también luz rojo lejano.

Un protocolo de trabajo tipico con estos instrumentos consiste en mantener la muestra (una
hoja de una planta, por ejemplo) en oscuridad durante 20 a 30 minutos para posteriormente
comenzar a medir utilizando luz roja de baja intensidad, seguido de un flash de luz actinica de
alta intensidad y corta duracion (1 segundo), dependiendo del protocolo, continuar con luz acti-
nica blanca durante algunos minutos para llevar al estado estacionario a los fotosistemas y
luego volver a realizar flashes de alta intensidad (1 o varios dependiendo del protocolo), para o
terminar con luz del rojo lejano (Fernandez y Gyenge, 2010).

Estos protocolos permiten estimar el rendimiento quantico maximo del fotosistema I, rendi-
miento quantico actual, tasa de transporte de electrones, disipacion no fotoquimica, etc.

La otra metodologia se denomina fluorescencia continua y solo utiliza luz roja a 637 o 650
nm y las medidas duran una fraccion del tiempo de la metodologia anterior.

Un protocolo tipico utiliza el oscurecimiento de la muestra durante 20 a 30 minutos y luego
se realiza un flash con una duracién de 1 a 3 segundos con luz roja de alta intensidad (3-3,5
K umol.m-2.s""), con o sin un segundo flash de la misma intensidad con un intervalo de 0,1 a
0,5 segundos.

Lo que diferencia principalmente a estos equipos es la capacidad de registrar datos de fluo-
rescencia a intervalos de tiempo tan cortos como 10 psegundos, lo que posibilita la construc-
cion de curvas que permiten evaluar las distintas etapas del flujo de energia desde la absorcién
por las clorofilas hasta el ultimo aceptor del fotosistema I.

Los parametros que pueden medirse son, entre otros, el rendimiento quantico maximo del
fotosistema I, la cantidad de aceptores de electrones en cada cadena transportadora de elec-
trones activos, la disipacion de energia por centro de reaccion, la eficiencia del complejo libera-

dor de oxigeno y la conectividad de los fotosistemas.

Termografia

Dentro de las principales funciones fisioldgicas de las plantas se encuentran las relacionadas a

la absorciéon y manejo del agua. Cuando las plantas abren los estomas para permitir la entrada de
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COg, inevitablemente se produce una pérdida de H20 en forma de vapor que es posible medir me-
diante un medidor de gases como se describid anteriormente. Esta pérdida de agua tiene una con-
secuencia termodinamica que consiste en enfriar el entorno donde se produce el pasaje de liquido a
vapor mediado por la entalpia de vaporizacion. La tasa en la pérdida de agua de las hojas depende-
ra de la conductancia estomatica, el espesor de la capa limite, el déficit de presidon de vapor de la
atmosfera, el contenido hidrico del suelo y las resistencias para conducir agua por los vasos, entre
otros factores. Entonces, a mayor pérdida de agua en las plantas, menor temperatura del entorno,
ya sea una hoja o el canopeo. Las diferencias de temperatura en las plantas pueden deberse, por
ejemplo, a distinta resistencia a la sequia, mayor crecimiento de biomasa, cuticulas dafadas por
ataque de patégenos, dafio en la raiz por nematodos u obstruccion de vasos por hongos.

La temperatura de las hojas puede medirse en forma directa con una sonda o en forma indi-
recta mediante el registro de la radiacion infrarroja lejana del espectro electromagnético.

Segun la ley de Planck, un cuerpo a determinada temperatura emite radiacion de todas las longi-
tudes de onda a una intensidad por unidad de area y angulo sélido relacionado a la velocidad de la
luz, la emisividad del objeto, la constante de Boltzmann, la constante de Planck, etc. Haciendo una
aproximacioén a un cuerpo negro, en el que la emisividad es igual a diferentes temperaturas y longi-
tudes de onda, la radiacion emitida a temperatura ambiente es maxima a aproximadamente 10 um.
Luego de ser emitida, la radiaciéon antes de llegar al detector atraviesa una porcion de la atmosfera,
que por su composicion permite una ventana de maxima transmisién a longitudes de 8 a 13 pym.

Los cuerpos que emiten radiacion térmica siguen los principios descritos en la ley de Stefan-
Boltzmann, que describe la emisiéon de un cuerpo negro, el cual es considerado el emisor per-
fecto y, por lo tanto, tiene una emisividad de 1. Esta Ley relaciona la energia emitida en forma
de radiacién de un cuerpo negro con la temperatura del mismo elevada a la cuarta potencia.
Entonces, si se cuantifica la radiacion emitida por un objeto puede hallarse la temperatura del
mismo (Ogando, 2009)

El tipo de instrumento que se utiliza para detectar la radiacion se denomina bolémetro, que
es un dispositivo que absorbe la radiacion, varia su temperatura y esto provoca cambios en sus
propiedades fisicas que pueden ser medidas, siendo el ejemplo mas comun el termémetro de
mercurio. Para detectar radiacion infrarroja de tan baja intensidad se utilizan instrumentos de-
nominados microboldmetros que pueden ser enfriados u operar a temperatura ambiente, estos
junto a una lente de material especial transparente a infrarrojo y la electronica correspondiente
constituyen los elementos de un detector de temperatura por radiacion infrarroja.

Dichos elementos pueden ser de dos tipos, de medida puntual o tipo cdmara termografica.
El primero integra todas las temperaturas del area de medicion, mientras que el segundo permi-
te ver imagenes y obtener fotos o videos termogréficos. En cualquiera de los dos equipos es
necesario conocer una serie de parametros para poder calcular la temperatura a partir de la

radiacion infrarroja receptada. Estos parametros son:

. Emisividad: es el parametro mas importante. Relaciona la emisividad de un objeto

cualquiera en relacién a un cuerpo negro que posee el valor maximo para este parame-
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tro, que por convencion es igual a 1, teniendo el resto de los objetos emisividades me-
nores. Por ejemplo, en vegetales se usan valores que van de 0,95 a 0,98; el agua tiene
0,96; la piel humana 0,98; mientras otros materiales como los metales pulidos tienen
emisividades menores. También es de destacar que diferentes 6rganos de las plantas,
como inflorescencias o tallo pueden tener pequenas diferencias de emisividad.

. Temperatura reflejada aparente: usada para compensar la radiacion reflejada por el objeto.

. Distancia entre el objeto y la camara: importante, ya que parte de la radiacién del objeto es
absorbida por la atmosfera y la camara también registra la radiacién difusa de la atmosfera.

. Humedad relativa: indicativo del contenido de agua atmosférica y como las moléculas
de agua influyen en la tramitancia de la radiacion en la atmésfera. Este valor es impor-
tante para corregir la medicion de temperatura del objeto.

. Temperatura del aire

Las camaras termograficas mas comunmente utilizadas para plantas tienen sensibilidades
de 0,1 °C y un numero de pixeles que van de 19.400 a 324.000. El tamafo del pixel dependera,
al igual que en una camara en la region del visible, del angulo de la lente, la distancia al objeto
y el numero de pixeles de la camara.

Muchas de las aplicaciones de la termografia estan relacionadas a la prediccion de enfer-
medades y estreses abidticos y es por eso es que se utilizan en detecciones a nivel cultivo, por

lo que suelen usarse montadas en drones.

Radiacion electromagnética absorbida y reflejada

La radiacion electromagnética esta compuesta de diversas longitudes de onda, entre las
que se ubica la fotosintéticamente activa (400 a 700 nm), ocupando también el rango del es-
pectro visible por los humanos. Existen numerosas técnicas que utilizan la reflexién, absorcion
y tramitancia de la radiacion electromagnética en diferentes longitudes de onda para detectar
propiedades de las hojas de las plantas o de los cultivos a nivel de predio.

Parte de esta radiacion fue descrita en el apartado anterior donde se trato el uso de la mis-
ma para medir temperatura en forma remota. Ahora se describiran algunos métodos de uso
comun en fisiologia vegetal que se utilizan para describir propiedades de los vegetales.

El mas utilizado es el de la absorbancia para estimar el contenido de clorofila en las hojas,
del cual el mas comun es el método SPAD. Este método se basa en la ley de Lambert-Beer, la
cual relaciona la absorcién de la luz por una sustancia con la concentracién de ésta, su absorti-
vidad molar y la longitud del cuerpo que atraviesa. De esta manera, la absorbancia A = .c.l,
donde es el coeficiente de extincién molar y | la longitud del cuerpo.

Como en este caso se quiere medir una misma sustancia (clorofila) el es constante en to-
das las mediciones entonces, midiendo la absorbancia y conociendo el espesor del cuerpo se

puede estimar el contenido de clorofila. La clorofila tiene dos picos de absorcién, en el azul y en
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el rojo y por cuestiones practicas se utiliza esta ultima para el disefio de los equipos de medi-
cion. Las longitudes utilizadas varian con el fabricante pero se usan entre 650 a 680 nm, con lo
cual la absorbancia es proporcional al contenido de clorofila. Por otro lado, para realizar los
calculos es necesario conocer el espesor del objeto o longitud de la seccién medida y para eso
se utiliza la absorbancia del agua en el rango del infrarrojo cercano alrededor de 940 nm. Esto
permite estimar el espesor de la hoja medida y completar la formula de Lambert-Beer.

Existen en el mercado diversos equipos que miden en unidades SPAD (Soil Plant Analysis
Development) (Imagen 39), CCl (Chlorophyl Content Index) o en pmoles de clorofila.m-2? de
hoja. Estas mediciones sirven tanto para conocer el contenido de clorofila que puede variar
ante estreses bidticos o abidticos asi como para estimar en forma indirecta el contenido de
nitrégeno de las muestras. Esta ultima es la principal aplicacién de estos equipos, siendo una

importante herramienta de diagnostico en la nutricion nitrogenada.

Imagen 39. Medicién de indice de verdor (unidades SPAD) en tomate
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Por otro lado, para medir a nivel cultivo la radiacion interceptada por el mismo, se utilizan
técnicas que contemplan la absorcién por el canopeo, con equipos registran la radiacion inci-
dente y la transmitida. Con este tipo de mediciones se puede estimar el grado de cobertura, la
eficiencia de intercepcion de radiacion o el area foliar en forma indirecta. Los equipos mas co-
munes que miden radiacion se denominan ceptémetros. Se construyen como barras de 1 m o
50 cm y se utilizan midiendo la radiacién incidente y la transmitida a nivel del suelo, permitiendo
integrar todos los puntos en el largo de la barra (Imagen 40). Luego, si se conoce el coeficiente
de extincién y el angulo del sol puede calcularse el area foliar; aunque este indice presenta
numerosos errores, por lo que este tipo de equipo se utiliza para calcular la radiacion intercep-
tada, principalmente. Los ceptdmetros son de uso corriente en diversos cultivos, sobre todo en

cereales y plantas de poco desarrollo vertical.

Imagen 40. Ceptémetro (A). Medicion de radiacién interceptada en tomate (B)

En plantas de gran desarrollo vertical como las frutales o forestales, para estimar radiacion
interceptada se utiliza la fotografia hemisférica que consiste en tomar fotografias a nivel del
suelo hacia la copa de los arboles y luego, mediante el uso de software estimar la fraccién co-
rrespondiente a las plantas y al cielo. Si bien puede hacerse en forma manual, existen equipos
que permiten tomar las fotografias y calcular la fraccion vegetal en forma automatica, aunque
presentan numerosos problemas metodolégicos como la resolucién de las fotografias, la capa-
cidad de diferenciar el tejido vegetal del fondo y también presenta el inconveniente del movi-
miento de las ramas y las hojas por el viento al momento de tomar las fotos.

Por otro lado existe, una tercer técnica que podria considerarse una combinacién de ambas

y mide la intercepcién de la radiacion entre 320 y 490 nm mediante un dispositivo en diversos
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angulos al mismo tiempo, tanto sobre el canopeo como debajo de él y permite estimar la radia-
cion interceptada y el area foliar en forma mas precisa.

Otra metodologia que se utiliza cada vez mas es la deteccion de la radiacion reflejada. Esta téc-
nica tiene la ventaja, a diferencia de la anterior, que puede utilizarse a escala de cultivo e inclusive a
nivel de grandes areas mediante el uso de equipos montados en drones o satélites. Cuando un haz
de luz de diferentes longitudes de onda impacta sobre un objeto, parte de esa radiacién sera absor-
bida, parte transmitida y parte reflejada. El tipo de longitudes de onda y la composicién del material
determinaran qué longitudes de onda y en qué cantidad de absorben, transmiten o reflejan.

Las plantas en crecimiento al tener clorofila presentan altas absorciones en el rango 400 a
700 nm con menor absorcién en el verde y una gran reflexion en el rango del infrarrojo cer-
cano (Imagen 41).

Entonces, los equipos de medicion pueden dividirse en aquellos que escanean todo el espec-
tro reflejado, denominados espectroradidometros, y aquellos que poseen filtros para detectar algu-
nas longitudes de onda. Estos equipos, a su vez, pueden usar la radiacion reflejada natural como
en el caso de equipos montados en drones o satélites, o utilizar emisores para las longitudes
deseadas como algunos de los equipos manuales. Con los primeros pueden luego construirse
numerosos indices relacionados con diferentes compuestos presentes en las plantas con una
sola toma de datos, aunque el costo y la operatividad de estos equipos los hacen solo aptos para
investigacion. Mientras que los equipos que permiten conocer la radiacion reflejada de un nimero

restringido de longitudes de onda encuentra mucha aplicacién en la fisiologia vegetal.

400 700 900

Imagen 41. Curva tipica de luz reflejada por una hoja

El principal indice utilizado es el NDVI (Normalized Differential Vegetation Index) que se
emplea para detectar enfermedades, estimar biomasa y contenido de nitrégeno de las plantas.
Este indice se usa en equipos manuales, drones y desde satélites, y usa la radiacion roja (R) e

infrarroja cercana (NIR) reflejada mediante un indice que adquiere la siguiente forma:

NIR — R

NDVI = QIR+ R
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Los valores de las longitudes medidas pueden variar pero, por ejemplo, en el equipo portatil
GreenSeeker Handhled se utilizan 660 y 780 nm con un ancho maximo de 25 nm. Este equipo,
y varios de su mismo tipo, se utilizan principalmente para calcular la necesidad de nitrégeno de
un cultivo para ajustar las dosis de fertilizacion.

El modo de trabajar es similar al utilizado con los medidores de clorofila como el método
SPAD, en donde se preparan pequefias areas del cultivo sin limitaciones en la provisién de
nitrégeno y luego se comparan mediciones en estas areas con las del cultivo en general y
mediante curvas de calibracién se estima la necesidad de fertilizante de acuerdo al rendi-
miento esperado.

También existen otros indices que permiten estimar la eficiencia de uso de la radiacién co-
mo el PRI (Photochemical Reflectance Index) que mide el cambio en la composicion de los
carotenoides relacionados con el proceso fotosintético y que, analizados en conjunto con el
NDVI permite estimar la fijacion de COz en forma remota (Pefiuelas et al., 2011). El PRI utiliza
el mismo formato que el NDVI pero se miden las radiaciones reflejadas a 531 y 570 nm.

Existen otros numerosos indices para estimar biomasa, vitalidad, contenido hidrico, antocia-
ninas, carotenoides, etc.; pero por lo general se utilizan cuando se realizan mediciones simulta-

neas con equipos que capturan todo el espectro de radiacion reflejada.
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