Recibido: 12 / 02 / 2021
Aceptado: 16 / 05/ 2021
DOI: 10.22490/21456453.4528

Revista de Investigacion
Agraria y Ambiental

PIGMENTOS FOTOSINTETICOS DE Stevia rebaudiana
Bert. EN CONDICIONES DIFERENCIALES DE LUZ SOLAR Y
FERTILIZACION NITROGENADA EN INVERNADERO

PHOTOSYNTHETIC PIGMENTS IN Stevia rebaudiana Bert. UNDER
DIFFERENTIAL CONDITIONS OF SUNLIGHT AND NITROGEN
FERTILIZATION IN GREENHOUSE

Alfredo de Jesus Jarma-Orozco e ajarma@correo.unicordoba.edu.co
Ingeniero agronomo PhD, Profesor Titular, Facultad de Ciencias Agricolas, Programa de Ingenieria Agronémica,

Universidad de Cérdoba.

Carina Cecilia Cordero-Cordero . ccordero@agrosavia.co

Ingeniero Agronomo, MsC. Agrosavia C.I. Motilonia.

José Alejandro Cleves-Leguizamo . jose.cleves@uptc.edu.co
Ingeniero agronomo, PhD, Profesor Titular, Universidad Pedagogica y Tecnoldgica de Colombia (UPTC), Facultad
Seccional Duitama, Escuela de Administraciéon de Empresas Agropecuarias, Duitama, Colombia.

Autor de correspondencia: ajarma@correo.unicordoba.edu.co

Citacién: Jarma-Orozco, A., Cordero-Cordero, C, Cleves-Leguizamo, J. (2022). Pigmentos fotosintéticos
en Stevia rebaudiana Bert. en condiciones diferenciales de luz solar y fertilizacion nitrogenada en invernadero.
Revista de Investigacion Agraria y Ambiental, 13(1), 75 - 88.

RESUMEN

Contextualizacion: El area de siembra
del cultivo de estevia ha venido creciendo
de manera significativa, debido a las nuevas
tendencias de consumo de alimentos
naturales, bajos en calorias. Los efectos
de las altas radiaciones, debidas al cambio
climatico global, han evidenciado la necesidad
de desarrollar nuevos estudios sobre el
comportamiento fisiolégico de los pigmentos
fotosintéticos de las especies agricolas.

Vacio de conocimiento: El desconoci-
miento del comportamiento de los cultivos de
estevia frente a los cambios actuales vy
futuros del ambiente (principalmente ante
aumentos de los niveles de radiacién solar)
hace que los agricultores y productores no
obtengan los rendimientos esperados.

Propodsito del estudio: El objetivo de este
estudio fue analizar el efecto de diferentes
niveles de radiacion solar y de fertilizacion

nitrogenada, en condiciones controladas, en
la producciéon de pigmentos fotosintéticos de
Stevia rebaudiana Bert.

Metodologia: El ensayo se establecio
medianteundisefioestadisticocompletamente
al azar (DCA), bajo un arreglo factorial 2 x 6,
y 16 repeticiones por tratamiento; el factor
A correspondido a dos niveles de radiacidon
solar incidente (300 y 1.500 pymol de fotones.
m=2 st correspondientes al 20% y 100% de
radiaciéon respectivamente) y el factor B a
seis dosis de nitrégeno (0, 60, 120, 180, 240
y 300 kg hal). Se evalud el contenido de
clorofilas a, b y total en hojas jovenes y sanas
a los ocho meses después del trasplante.

Resultados y conclusiones: Los resultados
evidenciaron que los contenidos de clorofilas a,
b y total fueron afectados significativamente
por la radiacion solar, pero no por los niveles
de nitrégeno. En ambos ambientes de
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radiacion, los contenidos de clorofila a fueron
superiores a los de clorofila b. En el ambiente
de menor radiacion solar se presentaron
los maximos contenidos de los pigmentos
fotosintéticos. En el ambiente de 1.500 pmol

de fotones m=2 s, los contenidos de clorofilas
a, b y total fueron menores en las plantas
que no se fertilizaron.

Palabras clave: clorofila a; clorofila b;
clorofila total; nitrégeno; radiacion solar

ABSTRACT

Contextualization: The areas planted
with stevia have been growing significantly in
response to the new trends in consumption
of low-calorie and natural foods. The effects
of high radiation levels, due to global
climate change, have evidenced the need
to development new studies about the
physiological behavior of the photosynthetic
pigments of agricultural species.

Knowledge gap: The lack of knowledge
of the behavior of stevia crops in the context
of current and future environmental changes
(mainly, the increases in solar radiation
levels) means that farmers and producers do
not obtain the expected yields.

Purpose: The objective of this study was
analyze the effect of different levels of solar
radiation and nitrogen fertilization, under
greenhouse conditions, on the production of
photosynthetic pigment in Stevia rebaudiana
Bert.

Methodology: The trial was done using
as completely randomized design (CRD),
employing a 2 x 6 factorial arrangement
and 16 replicates per treatment; factor A

corresponded to two levels of incident solar
radiation (300 and 1.500 pymol photons. m2
s corresponding to 20% and 100% radiation
respectively) and factor B corresponded
to six doses of nitrogen (0, 60, 120, 180,
240 and 300 kg ha). Chlorophyll a, b, and
total chlorophyll content was evaluated in
young and healthy leaves eight months after
transplanting.

Results and conclusions: The results
showed that the contents of chlorophyll a, b
and total were significantly affected by solar
radiation, but not by the nitrogen supplied. In
both radiation environments, the contents of
chlorophyll a were higher than the contents
of chlorophyll b in all plants evaluated. In
the environment of lower solar radiation
(300 pmol of photons m=2 s!), the maximum
levels of the photosynthetic pigments were
presented. In the environment of 1.500 pmol
of photons. m2 s, the contents of chlorophyll
a, b and total were lower in control plants (0
kg hat).

Keywords: chlorophyll a; chlorophyll b;
total chlorophyll; nitrogen; solar radiation
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1. INTRODUCCION

Los cambios en la composicién atmosférica
exponen a los seres vivos a nuevas
intensidades y longitudes de onda de radiacién
solar, obligandoles a generar adaptaciones
que les permitan sobrellevar estos cambios
ambientales (Meisel et al.,, 2011). La
radiacién modifica la estructura y funcién
del habitat de los ecosistemas terrestres y
acuaticos, afectando procesos fotobioldgicos
(fotosintesis, fotoperiodo, fototropismos),
y con repercusiones sobre los factores
ambientales (temperatura, humedad relativa,
precipitacion, brillo solar, nubosidad) y los
ciclos naturales (diarios, anuales, hidricos,
nutrientes) que finalmente inciden en la
distribucién y adaptacion de los organismos
vivos (Haussermann & Gorsterra, 2009).

La radiacién que llega a la tierra abarca una
amplia gama del espectro electromagnético y
aproximadamente el 40% de ella es la que
conocemos como luz o radiacién visible. Esta
comprende longitudes de onda que van de
los 400 a los 700 nm y abarca los colores
violeta, azul, verde, amarillo, naranja y rojo;
al ser usado por los vegetales en el proceso
de la fotosintesis, también se le denomina

7

Clorofila
b

Clorofila
total

En ambos ambientes, Clorofila a (C/ a) fue superior a Clorofila b (CI b).
300 pmol de fotones. m? s, maximos contenidos de d a, Cl by total.

radiacion fotosintéticamente activa o PAR
(sigla derivada del inglés Photosynthetic
Active Radiation) (Carrasco-Rios, 2009).

Las plantas, al no estar en capacidad
de soportar altas intensidades de luz,
principalmente al medio dia desarrollaron
interesantes adaptaciones, permitiéndoles
percibir la luz en distintas longitudes de onda e
intensidades, generando respuestas celulares
gue se traducen en procesos fisiolégicos como
la reorientacion del crecimiento y desarrollo
de las especies vegetales (Casal, 2013).

Se ha podido evidenciar que el
fototropismo y la reorientacion de cloroplastos
intracelularmente, al igual que la sintesis de
clorofila, son procesos fisioldgicos regulados
por la luz azul, siendo percibida por la planta
debido a la existencia de receptores conocidos
como criptocromos y fototropinas (Ballaré,
2014).

La intensidad de la radiacion solar y la
concentracion de nitrégeno en las células
vegetales influyen en la sintesis de los
pigmentos fotosintéticos. De acuerdo con
Khavari-Nejad et al. (2009), una deficiencia
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de nitrégeno, ademas de acelerar la
senescencia foliar y estimular la produccion
de especies reactivas de oxigeno, conduciria
a la degradacién de las macromoléculas como
proteinas, y por supuesto a la degradacion
de la clorofila en las plantas. Tal disminucion
gradual de pigmentos fotosintéticos podria
deberse a procesos degenerativos del
metabolismo de los cloroplastos, reduciendo
asi la disponibilidad de clorofila e inicidndose
este proceso en las hojas mas viejas, debido
a la alta movilidad del nitrégeno a través
del floema (Franklin & Quail, 2010; Kong &
Okajima, 2016).

De acuerdo a lo anteriormente expuesto,
es importante ampliar la disponibilidad de
informacién actualizada referente a las
adaptaciones y/o estrategias fisiologicas de
las plantas, en particular las de estevia por
el interés comercial que tiene, analizando la
incidencia positiva en la eficiencia de la
produccion de clorofila en el proceso de la
fotosintesis. Este analisis funcionaria como
una estrategia eficiente que permitirian
a los agricultores obtener y mantener los
rendimientos estimados en los cultivos
(Benzing, 2000).

Estevia es una planta herbacea perenne de
la familia Asteracea (que incluye plantas tan
conocidas como el diente de leodn, el girasol,
la achicoria y el crisantemo). Las hojas son
lanceoladas, tienen aproximadamente 5 cm
de longitud y 2 cm de ancho, son alternas
y enfrentadas en grupo de dos; en forma
silvestre alcanza una altura variable entre
40 y 80 cm y en monocultivo alcanza 1,0
m de altura (Jarma-Orozco, 2008). Puede
utilizarse para la producciéon comercial por un
periodo de cinco o mas afios, dando varias
cosechas anuales a partir de la parte aérea de
la planta. Las raices permanecen en el suelo
y permiten el rebrote de la planta, aunque
no las macollas. Las plantas con un metro de
altura tienen un peso seco medio de 70 g y
el peso seco de las hojas puede variar entre
15y 35 g/planta (Jarma et al., 2005).

Teniendo en cuenta la importancia de la
estevia actualmente, los objetivos principales
de este estudio fueron: a) Determinar la
adaptabilidad de los pigmentos fotosintéticos
de la estevia a dos niveles de radiacién solar
incidente (300 y 1.500 pmol de fotones. m=

s! y seis dosis de nitrégeno (0, 60, 120, 180,
240 y 300 kg hat) y b) Evaluar el contenido
de clorofilas a, b y total en hojas jévenes y
sanas a los ocho meses después de trasplante
(DDT). Los datos obtenidos seran relevantes
para analizar el comportamiento de la estevia
frente a los cambios actuales y futuros del
ambiente (principalmente a los aumentos en
la intensidad de la radiacidon solar) asociados
a fendmenos antropogénicos como el cambio
climatico.

2. MATERIALES Y METODOS
Localizacion y material experimental

Lainvestigacionserealizé enelinvernadero
de la Facultad de Ciencias Agricolas de la
Universidad de Coérdoba en el municipio de
Monteria, departamento de Codrdoba (8°
52 LN y 76° 58 LO) temperatura promedio
de 28 °C, humedad relativa promedio del
83%, altura sobre el nivel del mar de 18
msnm Yy precipitaciéon anual de 1.200 mm.
Esta localidad se encuentra en la zona de
transicién entre Bosque Seco Tropical (BsT)
y Bosque HUmedo Tropical (BhT), segun la
clasificacién de Holdridge (1982). El ensayo
se establecid6 mediante un disefio estadistico
completamente al azar (DCA) con un arreglo
factorial 2 x 6, para un total de 12 tratamientos
y 16 repeticiones por tratamiento, en el que
el factor A correspondié a los dos niveles de
radiacion solar (300 y 1.500 umol de fotones.
m=2 st correspondien.tes al 20% y 100%
de radiacién respectivamente) y el factor B
correspondié a las seis dosis de nitrégeno (0,
60, 120, 180, 240 y 300 kg ha).

El sustrato utilizado para el semillero
(arena lavada) se desinfecté con Metalaxil
+ Mancozeb, por medio de una mezcla de
30 gramos del producto por cada 10 litros de
agua. Luego se sembraron esquejes de estevia
con cinco yemas en promedio del genotipo
Morita 2. Se utilizdé una malla polisombra
negra de polietileno de alta densidad para
permitir el paso del 20% de radiacidén solar
incidente, y un ambiente sin polisombra que
representd el 100% de la radiacién solar
incidente. En total se utilizaron 192 macetas
con capacidad de 5 litros cada una, de las
cuales 96 correspondieron al ambiente de
sombra (20% de radiacién incidente) y 96
al ambiente con el 100% de la radiacion
incidente (300 y 1500 pmol de fotones. m™2
s-1 respectivamente).
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Cada nivel de fertilizaciéon se aplicd en
16 macetas de cada nivel de radiacién. Para
las soluciones nutritivas se utilizaron las
formulas del elemento faltante de la solucién
de Hoagland modificada en agua destilada.
El volumen de solucién para cada aplicacion
por planta fue de 200 ml. Para el calculo de
las cantidades de nitrogeno necesarias se
tuvo en cuenta una densidad de poblacién de
125.000 plantas ha™ (Espitia et al. 2009).

Las soluciones se aplicaron cada 4
dias después del trasplante. Las respuestas
fisioldgicas se midieron en funcién del contenido
de pigmentos fotosintéticos (Clorofilas a,
b y total), evaluadas en tres plantas por
tratamiento, para ello se colectaron hojas
del tercio superior alrededor de los ocho
meses después del trasplante. Los esquejes
provinieron de plantas vigorosas y sanas, sin
presencia de flores o boton floral, con 8 y 10
cm de longitud y como minimo 5 pares de
hojas.

Extraccion de clorofila (Clorofilas a, b y
total)

Se tomaron 3 plantas por dosis de
nitrégeno, en cada nivel de radiacién solar.
De estas plantas se tomaron las hojas del
tercio superior para realizar el respectivo
procedimiento de extraccion de pigmentos.
La extraccion de los pigmentos fotosintéticos
se realizé alrededor de los 8 meses después
del trasplante (fase vegetativa), es decir, al
final del ensayo. Se realizaron las lecturas
de la absorbancia a los 470, 645, 652, 662
y 663 nm con el lector de absorbancia y/o
espectrometro de absorcion  molecular
(Perkin-Elmer Lambda XLS). El proceso de
extraccién se realiz6 en el laboratorio de
fisiologia vegetal de la Universidad de Cérdoba
y las respectivas lecturas de absorbancia, en
el laboratorio de suelos de la Universidad de
Cérdoba.

Cabe resaltar que para Morita 2 (especie
de estudio de esta investigacion), la floracion
inicia aproximadamente a los 90 dias después
del trasplante. No obstante, en la presente
investigacion las plantas, durante todo el
periodo evaluado, se mantuvieron en fase
vegetativa, ya que las estructuras florales
se retiraban de manera permanente en la
medida que aparecian (la poda de floracidon

fertilizacion nitrogenada en invernadero

es una labor contemplada para un mejor
manejo de la plantacién). Para la extraccion
y determinacion de clorofilas a y b presentes
en hojas de estevia se utilizé acetona al
100% vy se siguié la metodologia descrita a
continuacion:

1. Se colocé en el mortero 1 g de hojas
de estevia, sin las nervaduras grandes y
cortadas en pequefios tamanios.

2. Se agregd arena y 4 ml de acetona al
mortero para moler el tejido y obtener una
pasta fina. Se adicionaron 20 ml mas de
acetona.

3. Se transfirié cuidadosamente el extracto
resultante al embudo de Buchner provisto
de papel filtro, y se filtré al vacio.

4. Se agregaron otros 60 ml de acetona
a la pulpa de las hojas y se reanudd la
molienda y el filtrado. Este segundo
extracto se agreg6 al primero.

5. Después de lavar el mortero y el embudo
con 50 ml de acetona, este contenido se
incorporo al filtrado.

6. Se realizdé la lectura de la densidad
optica o absorbancia (D) del extracto a
470, 645, 652, 662 y 663 nm.

Las ecuaciones que se utilizaron para
los célculos de los pigmentos fotosintéticos
(Clorofila a (Cl a); Clorofila b (CI b) y Clorofila
total (CI t) son las siguientes:

Ecuacion 1
Cla (ug.ml-1) = 10,81 Abs662 - 0,75 Abs645

Ecuacion 2
Clb (pug.ml-1) = 19,02 Abs645 - 3,98 Abs662

Ecuacion 3
Clt (ug.ml-1) = 6,83 Abs662 + 18,27 Abs645

La concentracion de clorofila fue expresada
en ug por ml de acetona al 100% (Val et al.
1985).

Analisis estadisticos

Los resultados se analizaron mediante el
paquete Statistical Analysis System (SAS)
version 9.1, con licencia para la Universidad
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de Coérdoba. Previamente al analisis de la
varianza, se verifico la normalidad de los
datos a través de la prueba de Shapiro-Wilks.
Las pruebas de comparacién de medias se
utilizaron cuando se detectaron diferencias
estadisticas en los factores individuales
mediante la prueba de Tukey, con nivel de
probabilidad del 5%.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
CLOROFILAS

Los resultados mas relevantes indicaron
qgue solamente el efecto de la radiacién tuvo
un efecto significativo (P <0,01) sobre las
concentraciones de las clorofilas a, b y total
(Tabla 1).

Tabla 1. Cuadrados medios y niveles de significancia para las variables Clorofilas a, b y
Clorofila total de estevia, en funcion de dos niveles de radiacidon solar y seis dosis de nitréogeno.

Radiacion solar 1 276,113** 654,506** 1783,654**
Nitrégeno 5 0,997 NS 0,490 NS 1,295 NS
Radiaciéon Nitrégeno 5 2,533 NS 3,268 NS 10,887 NS
Error 24 4,429 4,499 15,634
R2 0,73 0,86 0,83
Cv 11,64 18,76 13,45

**: Significativo al 1%. NS: No significativo.

Fuente: autores

En la Tabla 2 se muestran los valores
promedio de la produccion de clorofilas a, b
y total. La concentracion de clorofila a oscild
entre 20,43 y 21,46 yg ml! para la radiacién
de 300 pmol de fotones m2 s?, y entre
13,84 y16,89 pgml-1 para la radiacién de
1.500 pumol de fotones m=2 s'i. Es importante
resaltar que en el ambiente de baja radiacion
(300 pymol de fotones m2 s1) se presentd una
produccidon 27% mayor de Cl a, superando
significativamente (p<0,05) los niveles
observados en el ambiente alta radiacion.

La concentracién de Cl b registré un
comportamiento similar al de la Cl a. Los
valores de clorofila b oscilaron entre 14,17 y
16,56 ug ml* para 300 pmol de fotones m2 s,

y entre 6,15y 7,92 pg ml-1 para 1500 pmol
de fotones m2 s*. La prueba de comparacion
de medias, entre los ambientes de radiacion,
indicé que en ambientes de baja radiacidn se
registra aproximadamente un 55% de mayor
contenido promedio de clorofila b respecto a
un ambiente de alta radiacion.

De manera consistente con los resultados
observados para las Cl a y ClI b, la clorofila
total presentdé respuestas diferenciales
significativas (p< 0,05) solo por el efecto de
la radiacion solar, oscilando entre 34,60 y
37,72 ug ml! para el nivel de radiacion de
300 pmol de fotones m2 s, y entre 19,99
y 24,81 pg mit para el de 1.500 pmol de
fotones m= s (Tabla 2).

Tabla 2. Prueba de comparacién de medias (Tukey) para las variables Clorofilas a, b y total de
Stevia rebaudiana Bert. en funcion de la Radiacion solar.

300 pmol de fétones. m-2 s-1
1.500 pmol de fotones. m-2 s-1

20,85 a
15,31 b

15,56 a
7,039 b

36,43 a
22,35b

* Letras iguales no difieren estadisticamente segun la prueba de Tukey (p=0,05).

Fuente: autores



Pigmentos fotosintéticos de Stevia rebaudiana Bert. en condiciones diferenciales de luz solar y

Al analizar la prueba de comparacion
entre medias para determinar el efecto de
la radiacién solar sobre la concentracion de
la clorofila total, se pudo establecer que a
un nivel menor de radiacion se presentd
alrededor de 1,6 veces mayor contenido
promedio de Cl total, respecto al nivel de alta
radiacion incidente.

Con relacion a los resultados, hay que
decir que el aumento de los contenidos
de clorofila en las plantas que crecen en
ambientes de poca radiacién solar constituye
una estrategia fisioldgica, que le permite a
las mismas garantizar una éptima captacion
de luz; de tal manera que Ila cantidad
de energia percibida permita excitar las
moléculas de la proteina necesaria para
iniciar el proceso fotoquimico y asi sintetizar
poder energético y reductor, necesarios para
la asimilacion de CO: en estos ambientes
de sombra. La mayoria de los trabajos que
evallan el efecto de la radiacién sobre Ia
concentracion de los pigmentos fotosintéticos
confirman lo expresado. Campanello et al.
(2011), manifiestan que individuos juveniles
de especies menos tolerantes a la sombra
pueden responder rapidamente a los cambios
en los niveles de radiacién, ajustando su
fisiologia y morfologia para mantener tasas
de crecimiento mayores que las de especies
mas tolerantes.

Asi mismo, Martin et al. (1999), indican
que hojas de Bromelia karatas presentaron
respuestas tipicas de aclimatacién a sol
y sombra, con mayores concentraciones
de clorofila total en plantas de sombra,
comparada con plantas expuestas a radiaciéon
directa. Los valores de clorofilas totales fueron
similares y comparables con los encontrados
en otras bromelidceas terrestres (Benzing,
2000; Skillman et al., 2005; Matsubara et al.,
2009).

Estosresultados confirmarian los reportados
para la estevia en este estudio. Otros estudios
también corroboran los hallazgos reportados
en este estudio con estevia. Por ejemplo,
Santelices et al. (2013) reportan que las
plantas de Nothofagus leonii sometidas a
mayor sombra presentaron mayor cantidad de
clorofila que las plantas a plena luminosidad,
lo que a su vez coincide con lo reportado por
Taiz & Zeiger (2012).

fertilizacion nitrogenada en invernadero

Por su parte, autores como Elorza et
al. (2007), al trabajar en Vanilla planifolia
Andrews, también observaron que el mayor
contenido de clorofila se produjo en plantas
bajo los sistemas de malla sombra. Carrasco
y Escobar (2002), de acuerdo con sus
resultados, reportaron que las plantas en
condiciones de un 80 % de sombra contienen
una mayor cantidad de pigmentos foliares,
tanto de clorofila a como de b, lo que se
expresd en el color verde mas oscuro de las
hojas. Los valores corresponden a 10,29 y
4,78 mg g de peso fresco para clorofila a y
b con 80% de sombra y de 5,32y 2,37 para
clorofila a y b sin sombra. Un comportamiento
similar fue reportado por Arboleda (2011) en
Aptenia cordifolia. Estos resultados condicen
con los encontrados para estevia en este
estudio.

Aungue losresultados de estainvestigacion
coinciden con los de otras especies, tal como
se menciond anteriormente y como lo reportan
Fahl et al. (1994); Carelli y Fahl (2000);
Pompelli (2008), quienes encontraron en
plantas jovenes de ciertos cultivares de café
que los contenidos de clorofila a, b y total
se incrementaron en las plantas crecidas a la
sombra, en comparacion con las expuestas a
pleno sol.

Trabajos como los de Del Angel-Hernandez
et al. (2017) en una investigacion en
calabacita (Cucurbita pepo cv. Zucchini),
reportaron que plantas que crecieron bajo un
tunel con policarbonato de color claro (el de
mayor transmitancia 82,57%), tuvieron mayor
contenido de clorofila y mayor desarrollo
foliar. Por el contrario, las plantas en un tunel
de policarbonato rojo (que tuvo la menor
transmitancia, 23,51%), que recibieron
la menor cantidad de radiacion PAR,
presentaron menor contenido de clorofila y
menor desarrollo foliar.

Para el caso de la estevia en el presente
estudio, la mayor produccién de Cl a vy
Cl b (a 300 pumol de fotones m=2 st) pudo
manifestarse como una estrategia propia de
las plantas de sombra para tratar de crecer
y desarrollarse bajo condiciones de poca
luz; sin embargo, esta estrategia no se vio
reflejada en la producciéon de biomasa y en
las tasas de asimilacién de CO2, que fueron
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significativamente menores en un ambiente
de baja radiacidon respecto a uno de alta
radiacion (datos no mostrados). Es importante
aclarar que en condiciones de alta radiacion,
como las que regularmente se registran en
el Caribe colombiano (Burbano-Erazo et al.
(2020), los pigmentos que (en su orden)
procesan mayor cantidad de energia radiante
son los carotenos, las clorofilas b y por ultimo
las clorofilas a (Taiz & Zeiger, 2012).

Consecuentemente con lo anterior, seria
de esperarse que los niveles de Cl b registren
un aumento respecto a los de Cl a cuando
la radiacion es mayor; sin embargo, es
probable que en este trabajo no se detecten
esas diferencias, y que la condicién de
adaptacion de la estevia a la alta radiacion se
vea reflejada en el aumento en la produccion
de carotenos, los cuales desafortunadamente
no se midieron.

Otras condiciones estresantes, que
pueden derivarse de una foto-saturacion
luminica, pueden también tener un efecto
en el decrecimiento de clorofilas en Ia
planta. Gonzalez-Salvatierra et al. (2013)
manifiestan que durante la temporada de
sequia, como respuesta al exceso de luz, los
tejidos de las hojas de plantas expuestas y
de sombra de Bromelia karatas disminuyeron
el contenido de clorofilas e incrementaron
el contenido de carotenoides. Por su parte,
los estudios realizados por Pefiaranda et al.
(2020) en Baccharis latifolia encontraron que
la concentracidn de clorofilas se vio favorecida
por los tratamientos de PAR y UVA50 (50%
de UVB respecto a la radiacién solar diaria),
y fue negativamente influenciada por los
tratamientos UVB100 y UVB150.

Respecto a la relacion de clorofilas a y
b, Casierra-Posada et al. (2012) al estudiar
parametros fisioldgicos de la caléndula y
evaluar cada hora el contenido de clorofilas
y carotenos en plantas cultivadas a plena
exposicién, bajo una malla de polisombra
con 37% de reduccién de luz, encontraron
que los contenidos de clorofila b y clorofila
total mostraron diferencias a lo largo del dia,
con tendencia al incremento entre las 6:00 y
18:00 horas; ademas, el valor de la relacion
clorofila a-clorofila b fue mas elevado en las
hojas de plantas sombreadas y el valor de la
relacion carotenos/clorofila fue mas alto en
las plantas que crecieron a plena exposicion.

En el caso de la estevia, esta relacidon
no fue evidente al compararse con los
resultados de Casierra-Posada et al. (2012),
lo que podria indicar que la respuesta de
reduccion de clorofilas en ambientes de
alta radiacién fue igual para ambas. La
discusion la complementa Reddy (2006),
quien menciona que la disminucion gradual
de los pigmentos fotosintéticos y la clorosis
podrian deberse a procesos degenerativos del
metabolismo de los cloroplastos, reduciendo
asi la disponibilidad de clorofila. Este proceso
se inicia en las hojas mas viejas, debido a
la alta movilidad del nitrogeno a través del
floema. Esto coincide con lo reportado por
Khavari-Nejad et al. (2009), quienes afirman
que la deficiencia de nitrégeno acelera la
senescencia foliar y estimula la produccién de
especies reactivas de oxigeno, lo que conduce
a la degradacién de las macromoléculas como
proteinas y la clorofila en las plantas.

Los resultados obtenidos para las plantas
de Stevia expuestas al 100% de radiacién
solar no coinciden con los reportados por
Chaves (2007) al estudiar el retraso del
reverdecimiento en las hojas nuevas de
Pernettya prostrata (Ericaceae), pues sus
resultados sugieren que la pigmentacion
rojiza de las hojas nuevas de esta especie
vegetal podria representar una adaptacion
fisioldgica contra el exceso de radiacién solar
que estas reciben en ambientes de paramo.
Asi mismo, Aguirre (2009) encontré que
en condiciones de invernadero, las hojas de
Solanum viarum (Solanaceae) que crecieron
bajo sombra presentaron menor contenido
de clorofila. De igual forma, los resultados
obtenidos en este estudio difieren de los
resultados expuestos por Ramos et al.
(2013), quienes en un trabajo con pasturas
observaron que a la mayor temperaturay a
la mayor radiacién se evidencié un aumento
del contenido de clorofilas de Polylepis
cuadrijuga, evidenciado por la presencia de
un parénquima en empalizada estratificado.

NITROGENO

Aunque en esta investigacion no se
evidenci6 un efecto estadisticamente
significativo del nitrégeno sobre la produccion
de pigmentos fotosintéticos en estevia,
Utumi et al. (1999) reportaron que plantas
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de esta especie vegetal con deficiencia de
nitrégeno mostraron reduccién generalizada
del crecimiento, observadas en ramificaciones
delgadasy alargadas, presentando disminucion
en el contenido de clorofila en las hojas
basales. Lo anterior probablemente podria
ser consecuencia de una baja produccién
de clorofilas, lo que afectaria de manera

(a). 1500 pmol de fotones. m2, s

fertilizacion nitrogenada en invernadero

importante las tasas de fotosintesis y, por
lo tanto, tendria un efecto negativo sobre el
crecimiento.

En la Figura 1 (a y b), se comparan los
contenidos de los pigmentos fotosintéticos
de estevia (clorofilas a, b y total) para cada
ambiente y nivel de fertilizacidn nitrogenada.

(b). 300 pmol de fotones.m?2, s
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Figura 1 a y b. Contenidos de clorofila a, b y total en funcion de la fertilizacién nitrogenada en Stevia Rebaudiana
Bert. a los 8 meses después del trasplante, en plantas sometidas a 1.500 (a) y 300 pmol de fotones. m2 s (b). Los
promedios con la misma letra, dentro de un mismo nivel de radiacidn, no difieren estadisticamente.

Fuente: autores

Como se puede observar, hay una evidencia
clara de que, independientemente de la dosis de
nitrégeno, en ambos ambientes los contenidos
de clorofila a fueron mayores en todas las
plantas evaluadas, comparandolos con los
contenidos de clorofila b (Figura 1 ayb).

A pesar de no encontrar una relacion
directa con los niveles de nitrégeno en este
estudio, es importante considerar otras
investigaciones que se han realizado con
relacion al efecto del nitrégeno y la produccién
de clorofilas en otras especies. Gutiérrez
Del Pozo (2010) afirma que el aumento
del suministro de nitrégeno incrementa
la concentracion de clorofila y no altera el
balance entre la clorofila y la rubisco o el
nitrégeno total en las hojas relativamente
jovenes.

Autores, como Mendoza-Elos et al. (2006),
reportan que los niveles mas altos de clorofila
en los maices, de alta calidad proteinica (QPM)
y normal Vi blanco, se obtuvieron cuando las
plantas se fertilizaron con 100 y 200 kg ha
de nitréogeno. Este resultado no coincide
con los encontrados en este ensayo, en el
cual, utilizando dosis de nitrégeno cercanas

(60 y 120 kg ha), no se presentdé aumento
estadisticamente significativo del contenido
de clorofila.

En lo referente a la evaluacién del
contenido de clorofila a través de métodos no
destructivos, es decir utilizando equipos como
el SPAD, Salgado (2013) encontro para estevia
que el tratamiento con 9 meq L'* de NOsoriginé
los mayores valores en las respuestas de las
variables fisioldgicas, incluyendo las lecturas
SPAD que normalmente se usan para medir
contenido de clorofilas (Soil Plant Analysis
Development). Por otra parte, aunque estos
resultados no coinciden con lo reportado
estadisticamente en este estudio, Medina
(2011), reporto que la reducciéon de nitrogeno
provocd una disminucion significativa en la
concentracion total de clorofila en brotes de
Castilleja tenuiflora.

Curvas de absorbancia de pigmentos
fotosintéticos de Stevia rebaudiana Bert.

En la Figura 2 (a y b), se muestran
las curvas de absorbancia de pigmentos
fotosintéticos de estevia a los 8 meses
después del trasplante.


gojeda
Texto tecleado
-


Revista de Investigacion Agraria y Ambiental e Bogota - Colombia

Vol. 13 No. 1 e enero - junio e 2022 / ISSN: 2145-6453

Radiacién: 1500 pmol de fotones.m?2s?

2,000
1,800
1,600
1,400

1,200
431 nm
1,000 Clorofila a

0,800 Clorofila a

0,600 450 nm
Clorofila b
0,400

470 nm  645nm 652nm 662nm 663 nm

o Kgde N/ha === 60 Kgde N/ha
s 120 Kgcle N/ha  esse 180 Kgde N/ha
we 240 Kgde N/ha === 300 Kgde N/ha

Radiacion: 300 umol de fotones.m?2s!

2,600
2,400
2,200

2,000

1,800

431 nm Clorofilab
1,600 clorofila a Clorofila a
1,400
1,200 450 nm
Clorofila b
1,000
470 nm  645nm 652 nm 662 nm 663 nm
e 0K gdeN/ha w50 Kgde N/ha
= 120 Kgde N/ha == 180 Kgde N/ha
e 240 Kgde N/ha e 300 Kgde N/ha

Figura 2. Curvas de absorbancia de pigmentos de Stevia Rebaudiana Bert. Los pigmentos se extrajeron con acetona al
100%, a los 8 meses después del trasplante, en un ambiente de 1.500 (a) y 300 pmol de fotones. m2st (b).

Fuente: autores

Los maximos valores de clorofilas a y b,
usando acetona al 100 %, aparecen a los 662
y 645 nm respectivamente. También estos
pigmentos presentan absorcion a 431 nm
para la clorofila a y a 450 nm para la clorofila
b (Val et al.,, 1985). Estos resultados son

similares a los reportados por Medina (2011)
quien determind los contenidos de clorofila
en brotes de Castilleja tenuiflora, utilizando el
método de Lichtenthaler & Wellburn (1983),
haciendo las lecturas de los pigmentos
fotosintéticos en absorbancias similares.

CONCLUSIONES

Los contenidos de clorofilas a, b y total en
estevia fueron afectados significativamente
por la radiacion solar. En ambos ambientes
de luz, los contenidos de clorofila a fueron
superiores en todas las plantas evaluadas,
al compararse con los contenidos de clorofila
b. En el ambiente de menor radiacién solar
(300 pmol de fotones m=2 s!), se presentaron
los maximos contenidos de los pigmentos
fotosintéticos. Aunque este ensayo no
evidencié un efecto significativo de las dosis
de nitrégeno, ni de la interaccién radiacién
solar-nitrégeno, sobre el comportamiento de
los pigmentos fotosintéticos de estevia, se
observo que, a diferencia del ambiente de
300 pmol de fotones.m2s?, en el que los

valores de los pigmentos no presentaron una
tendencia definida con respecto a las dosis de
nitrégeno aplicadas, en el ambiente de 1500
pumol de fotones.m2s?, los contenidos de
clorofilas a, b y total fueron menores en las
plantas testigo (0 kg ha™).

Para el caso de la estevia en el presente
estudio, aunque se resalta nuevamente que
es una planta heliéfila, el comportamiento
del genotipo evaluado Morita 2 (a 300 pmol
de fotones) m=2 s pudo manifestarse como
una estrategia tipica de las plantas de sombra
para tratar de crecer y desarrollarse bajo
condiciones de poca luz, aumentando los
contenidos de clorofilas a, b y total, pero con
menor cantidad de biomasa.
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RECOMENDACIONES

Atendiendo a que la molécula de clorofila
estd compuesta por los elementos nitrégeno
y magnesio, para futuros ensayos se
recomienda evaluar el efecto de ambos
macroelementos de manera simultanea y
asi corroborar la presencia o ausencia de un
efecto significativo sobre la produccion de
pigmentos fotosintéticos en las plantas de
estevia.
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