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Estimacion de la concentracion de clorofila mediante
métodos no destructivos en vid (Vitis vinifera L.)
cv. Riesling Becker

Chlorophyll concentration estimation using non-destructive
methods in grapes (Vitis vinifera L.) cv. Riesling Becker
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Cultivo de Vitis vinifera, cv. Riesling Becker.
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RESUMEN

El anélisis de pigmentos en plantas es un procedimiento de laboratorio y comtnmente no es una medida
inmediata que se realice in situ. El SPAD 502 y CCM-200 son equipos para estimar de modo indirecto, no
destructivo y rdpido el contenido de clorofila. La concentracién de pigmentos fotosintéticos se relaciona con
la concentracién foliar de nitrégeno, por lo que de forma indirecta se puede conocer la deficiencia o exceso del
elemento, puede servir como fundamento técnico para sugerir el manejo adecuado del cultivo, en busca de
potencializar la eficiencia fotosintética, calidad y el rendimiento de un vifiedo. La investigacién buscé compa-
rar las mediciones entre el medidor portétil de clorofila SPAD-502 y CCM-200, en la variedad de uva Riesling
Becker, bajo condiciones de clima frio tropical, y con ello determinar el comportamiento de clorofila durante el
crecimiento de las hojas 4, 5y 6, desde floracién hasta vendimia. La relacién entre las mediciones con el SPAD-
502 y el CCM-200 se ajustaron a un polinomio de segundo grado determinado por la ecuacién, para el Indice
de Concentracién de Clorofila, como ICC = 0,014SPAD?*0,2396SPAD+5,8021. Con un valor de R*=0,9343
(n=96; P<0,0001), el cual indica que existe una alta correlacién entre los equipos portatiles empleados en
el presente estudio para determinar la clorofila de forma no destructiva. Las evaluaciones realizadas con los
equipos permitieron obtener medidas rdpidas y confiables. Siendo importante la eleccién del momento de
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medicién de acuerdo con el estadio fenolégico de la planta debido a la alta variabilidad en los contenidos de clorofila
que se presentan en relacién a la filotaxia.

Palabras clave adicionales: pigmentos, medidor portatil, CCM-200, SPAD 502,
métodos no destructivos, vifiedos tropicales, indicadores diagnésticos.

ABSTRACT

Pigment analysis is a laboratory procedure and is not an immediate measurement to be performed in situ. The
SPAD 502 and CCM-200 are equipments used for non-destructive, fast, and indirect estimates of chlorophyll con-
tents. The concentration of photosynthetic pigments is related to the foliar concentration of nitrogen, so indirectly,
it is possible to observe the deficiency or excess of this element, providing a technical basis to suggest the proper
management of the crop in order to potentiate the photosynthetic efficiency, quality and yield of a vineyard. This
research sought to compare measurements between the portable chlorophyll meter SPAD-502 vs. CCM-200 in the
Riesling Becker grape variety under cold tropical climate conditions to determine the behavior of chlorophyll du-
ring the growth of leaves 4, 5 and 6, from flowering to harvest. The relationship between the measurements with
the SPAD-502 and the CCM-200 were fit to a second degree polynomial determined with the equation for the
Chlorophyll Concentration Index: CCI = 0.014SPAD2-0.2396SPAD + 5.8021. With a value of R?=0.9343 (n=96;
P=<0.0001), which indicates that there was a high correlation between the portable equipment used in the present
study to determine chlorophyll with a non-destructive method. The evaluations carried out with the equipment
obtained fast and reliable measurements, with the choice of the moment of measurement according to the pheno-
logical stage of the plant being important because of the high variability in chlorophyll contents that are presented
in relation to the phylotaxy.

Additional key words: pigments, portable meter, CCM-200, SPAD 502,
non-destructive methods, tropical vineyards, diagnostic indicators.
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INTRODUCCION

En Colombia se cuenta con pocas regiones que presen-
tan ambientes favorables para el establecimiento del
cultivo de vid destinada para la elaboracién de vinos
(Pinzén-Sandoval et al., 2017; Walteros et al., 2012). A
pesar de ello, posee lugares adecuados por ser un pafs
tropical con condiciones de radiacién solar y tempe-
raturas variables, que sumado a un adecuado manejo
del cultivo pueden alcanzar hasta dos cosechas por
ano (Almanza-Merchan er al., 2012a). De acuerdo
con Agronet (2018), en Colombia se registré una pro-
duccién nacional de 30.000 t de uva para el ano 2016,
donde los departamentos de Valle del Cauca y Huila
participaron con las mayores producciones, 24.379
y 5.286 t, respectivamente. La mayor produccién de
uva con fines vinicolas en el afio 2016 se registré en
Boyaca, con 106,5 t, siendo éste el departamento pro-
ductor de uva para vino mds importante en el pafs.

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

Quijano (2004) indicé que en este las condiciones cli-
maticas, y en especial la luminosidad, se convierte en
el factor fundamental para la obtencién de uva para
elaboracién de vinos de alta calidad.

Almanza-Merchén et al. (2012b) senalan que gracias
a las condiciones ambientales que presentan algunos
municipios de las provincias del alto Ricaurte, Suga-
muxi, Tundama, Valderrama y Norte en Boyaca, se
pueden cultivar diversas variedades de uva con fi-
nes viticolas. Quijano (2004) sefiala que desde hace
35 afios se seleccionaron las variedades actuales que
se adaptaron a las condiciones climaticas de la loma
de Puntalarga, en donde se presentan condiciones
equivalentes a la regién de Alsacia en Francia, lugar
de origen de algunas variedades como Riesling, Pi-
not Noir y Riesling Becker. Ademés, Almanza (2011)
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menciona como las regiones boyacenses en las cuales
se encuentran situados los vifiedos se caracterizan
por poseer suelos de textura liviana, franco-arenosos
y con fertilidad natural baja y que de acuerdo con el
sistema de clasificacién de zonas de vida propuestas
por Holdrige, se presenta una sola zona de vida: bos-
que seco montano bajo (Bs-MB). Teniendo en cuenta
las condiciones que poseen estas zonas productoras
de uva se hace necesaria la implementacién de nuevas
tecnologfas las cuales permitan un mejor control en
el comportamiento fisiolégico de las plantas, optimi-
zando asi el manejo del cultivo.

El contenido de clorofila en hojas se presenta como
una de las variables importantes en el momento de
evaluar el estatus fisiolégico de las plantas y su rela-
cién entre las fuentes y vertederos (Do Amarante et
al., 2009). Esto, facilitarfa determinar en qué momen-
to una planta se encuentra en circunstancias de estrés
por salinidad o por cualquier otro tipo (Alizadeh et
al., 2010; Delegido et al., 2010; Elarab et al., 2015), los
cuales perjudican el proceso fotosintético y generan
una reduccién en la asimilacién de nitrégeno y en
la fijacién del carbono, factores que modifican en la
planta su concentracién interna de clorofila alterando
su coloracién normal de la cual es responsable la mo-
lécula de clorofila (Steele et al., 2007).

Varios estudios indican la existencia de la relacién
directa entre el contenido de clorofila y el contenido
de nitrégeno en hojas, debido a que este elemento es
necesario dentro del proceso de sintesis de la molécu-
la de clorofila, y asi mismo se encuentra ligado en la
fase luminosa del proceso fotosintético (Salisbury y
Ross, 1992). Trabajos realizados por Sainz y Echeve-
rria (1998), indican la importancia del uso de méto-
dos indirectos como el clorofilémetro de tipo SPAD®
(Konica Minolta, Osaka, Japén) como herramienta
para el monitoreo de la disponibilidad de nitrégeno,
asociada con el rendimiento del cultivo de maiz. De
igual forma, Rincén y Ligarreto (2010) encontraron
relacién directa entre el contenido de nitrégeno y los
valores obtenidos con el clorofilometro en plantas de
maiz bajo diferentes dosis de nitrégeno. Ramirez et
al. (2012) proponen el uso de medidores portatiles
de clorofila como herramienta para la deteccién tem-
prana de deficiencias de nitrégeno y disminuciones
del rendimiento asociados a condiciones de estrés en
plantas de café.

El uso de diferentes medidores portatiles de clorofi-
la se fundamenta en que parte de la luz que llega a
la hoja es absorbida por la clorofila y el resto que se
refleja entra en contacto con la celda detectora de los

equipos siendo estéd convertida en una sefal eléctrica.
De acuerdo con sus fundamentos de uso, los equi-
pos presentan similitudes, pero difieren en cuanto al
rango de longitud de onda utilizados. Es asi como el
CCM-200® (Opti Sciences, Hudson, NH, USA) pre-
senta longitudes de onda que van desde 665 (rojo)
hasta 940 nm (infrarrojo) (Cate y Perkins, 2003; Cao
et al., 2015). En tanto, el SPAD 502 (Konica Minolta,
Osaka, Japén), utiliza longitudes de onda central de
650 nm (rojo) y 940 nm (infrarrojo) (Kapotis et al.,
2003; Hawkins et al., 2009; Romano et al., 2011).

Po lo anterior, el presente trabajo tuvo como objeti-
vo evaluar dos métodos no destructivos para estimar
las concentraciones de clorofila en hojas de Vitis vi-
nifera L. cv. Riesling Becker durante el crecimiento y
desarrollo, en condiciones de clima frio tropical en el
municipio de Corrales, Boyaca.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se desarrollé en el municipio de Corrales,
departamento de Boyacs, situado a 5°46'47,1” N y
72°568’36,5” W, a una altitud de 2.450 msnm. EI cli-
ma de la zona se caracteriza por presentar una tem-
peratura promedio anual de 16,5°C y precipitacién
bimodal media de 700 mm afo”. Se emplearon 10
plantas que presentaban una edad de 15 afos y que
correspondian a la seleccién clonal de Vitis vinifera L.
cultivar Riesling x Silvaner, también conocida como
Riesling Becker procedente de Alsacia, Alemania. Es-
tds fueron sembradas a una distancia de 1,20 x 0,90
m, el sistema de manejo es el de tipo guyot simple con
conduccién en espaldera a tres alambres.

Las plantas monitoreadas pertenecian a zonas del lote
donde histéricamente el cultivo demuestra buen cre-
cimiento, desarrollo y frutos aptos para la elaboracién
de vinos. El plan de fertilizacién y el manejo fitosani-
tario se realizé segtin requerimiento del cultivo.

Cuando las plantas se encontraron en estadio princi-
pal 5 (inflorescencia claramente visible), de acuerdo
con la escala de la BBCH propuesta para vid por Lo-
renzet al. (1994), fueron seleccionados tres pdAmpanos
por planta a partir de los cuales segln la filotaxia fue-
ron marcadas las hojas 1 a 12 en cada uno. Con el fin
de establecer el comportamiento de la concentracién
de clorofila en relacién con la posicién, se tomaron
seis mediciones por hoja para posteriormente obtener
un dato promedio, para evitar variacién de los valores
las mediciones fueron obtenidas de la parte basal me-
dia y apical de las hojas. La concentracién de clorofila
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se determind a través de los equipos portatiles para
medicién no destructiva CCM-200 (Opti Sciences,
Tynsgboro, MA) y el SPAD 502 (Konica Minolta,
Osaka, Japén). Las mediciones fueron realizadas cada
15 d con el fin de cubrir los estadios de crecimiento y
desarrollo del fruto de vid hasta llegar al estadio prin-
cipal 8 (maduracién del fruto).

Los datos obtenidos fueron sometidos a pruebas de
normalidad y homogeneidad mediante las pruebas
Shapiro Wilk y Levene respectivamente, compro-
bando supuestos se procedié a realizar el andlisis
de varianza, sometiendo a pruebas de comparacién
de medias de Tukey (P<0,05). Para el andlisis de los
datos se empled el programa estadistico SAS® v. 9.2
(Cary, NC, USA). Para la determinacién de la corre-
lacién entre métodos se emplearon modelos de tipo
polinomial.

RESULTADOS Y DISCUSION

En relacién con el contenido de clorofila evaluado a
través de los dos métodos de medicién de la hoja 1 a
12 hojas fueron encontradas diferencias significativas
(P=<0,05) para los dos métodos en relacién a la posi-
cién de la hoja en funcién del racimo. El menor valor
se encontré en la hoja 1 para los dos métodos eva-
luados con valores de 8,8+0,28 unidades de Indice de
Concentracién de Clorofila (ICC) y 33,8+0,24 unida-
des SPAD, mientras que las hojas 6 y 7 mostraron los
valores més altos con 15,4+0,1 y 15,1+0,2 unidades
ICC respectivamente, y 43,9+0,4 y 44,4=0,7 unida-
des SPAD respectivamente (Fig. 1).

Los resultados indican que los valores més altos para
los dos métodos se presentan en el tercio medio de
la planta (hojas 4 a 7). De acuerdo a la posicién de
la hoja, los resultados obtenidos son similares a los
reportados por Novoa y Villagran (2002), quienes
encontraron la mayor distribucién de clorofila en el
tercio medio en plantas de maiz. Asi mismo, Ocon
(2008) reporta que debido a la gran movilidad que po-
see el nitrégeno, las plantas logran acumular el mayor
contenido de clorofila y N en las hojas ubicadas en su
tercio medio. Numerosos estudios soportan como el
comportamiento de la clorofila y el nitrégeno repre-
sentan un valor proporcional al de las unidades SPAD
y ICC en especies como Solanum lycopersicum cv. Rio
Grande (Rodriguez et al., 1998), Solanum tuberosum
(Arregui et al., 2000; Borhan et al., 2017), Zea mays
(Reyes et al., 2017) y Gossypium hirsutum (Rosolem y
Mellis, 2010), especies para biodiesel como Jatropha
curcas (Senger et al., 2014).

De igual manera, Zulini et al. (2007) reportan como
en V. vinifera cv. “White Riesling’ se observa el mismo
fenémeno donde a medida en que las hojas se acercan
al apice se marca la disminucién de clorofila (medida
como unidades SPAD) y aumentando en la parte me-
dia de los pAmpanos. La cuantificacién de la clorofila
mediante los métodos CCM-200 y SPAD en relacién
al estadio fenoldgico presentd diferencias significa-
tivas segln la prueba de Tukey (P=<0,05), siendo el
estadio de envero en el que se presentd los mayores
valores con 14,1%0,3 unidades ICC y 43,4%0,2 uni-
dades SPAD, mientras que el estadio antesis se pre-
sent valores de 7,2+0,3 unidades ICC y 33,2+0,9
unidades SPAD siendo los menores valores (Fig. 2).
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Figura 1. Contenido de clorofilas totales medido con: A. CCM-200 y B. SPAD 502 en hojas de Vitis vinifera L. cv. ‘Riesling Becker’
bajo condiciones de tropico alto. Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segiin la prueba de
Tukey (P=<0,05). Barras verticales indican error estandar (n=3).
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Figura 2. Contenido de clorofila: A. CCM-200 y B. SPAD 502, en diferentes estadios fenoldgicos Vitis vinifera L. cv. ‘Riesling
Becker’ bajo condiciones de tropico alto. Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segiin la

Tabla1. Ecuaciones de regresion para dos métodos de cuantificacion no destructiva de clorofila en hojas de Vitis vinifera L.
cv. ‘Riesling Becker’ bajo condiciones de trépico alto.
Hoja Ecuacién método CCI Ecuacién método SPAD R?
4 y = -1,8683x2 + 10,124x + 0,3483 y =-2,0917x2 + 11,856x + 25,195 0.9
5 y = -2,1542x2 + 12,08x - 2,8625 y = -3,4458x2 + 20,688x + 12,786 09
6 y = -2,2983x2 + 13,472x - 5,2217 y = -2,5608x2 + 15,521x + 19,726 09

El contenido de clorofila se ajusté a polinomios de
segundo grado para los dos métodos analizados con
coeficientes de determinacién R? superiores a 0,9 indi-
cando que estos modelos son adecuados para explicar
el comportamiento de las clorofilas al cuantificarlas
mediante los dos métodos (Tab. 1).

En la investigacién se encontré que a medida en que
las hojas adquirfan tonalidades de verde intenso, el va-
lor de unidades SPAD y ICC aumenté (Fig. 2), es por
ello que se hace importante tener en cuenta la planta
y la hoja a evaluar a través de estos tipos de medidores
con el fin de obtener una mayor confiabilidad en el
resultado, la lectura de los medidores portétiles va-
rfa marcadamente entre hojas apicales de vid y hojas
completamente expandidas (Fanizza er al., 1991).

Estos resultados concuerdan con lo encontrado por
Allen er al. (2012), quienes indican que el contenido
de clorofila, el drea foliar y la absorcién de la radiacién
aumentan en medida en que la hoja se hace fotosin-
téticamente madura. A su vez, Candolfi-Vasconcelos
y Koblet (1991) indican que existe una tendencia en

el comportamiento de la clorofila en plantas de vid,
en el que se da un aumento gradual, alcanzando un
méximo nivel en el estadio fenoldgico envero, y pos-
teriormente en el estadio de maduracién disminuye,
posiblemente como respuesta de la planta a una adap-
tacién por excesos de luz generado por una senescen-
cia temprana de la hoja.

Por su parte, autores como Almanza-Merchén et al.
(2012a) reportan como a medida que las hojas ad-
quieren mayor desarrollo se convierten en las prin-
cipales érganos de sintesis de fotosintatos, supliendo
las demandas de los frutos, los cuales se convierten
en demandantes de fotosintatos, durante los periodos
herbaceo y envero; lo anterior concuerda con el conte-
nido de clorofila de las hojas observado en el presente
estudio.

Teniendo en cuenta los estudios realizados por Al-
manza-Merchén et al. (2012a), los cuales encontraron
que en plantas de V. vinifera var. Riesling x Silvaner
las hojas 4, 5 y 6 tienen un efecto directo sobre la ca-
lidad de los frutos gracias a la capacidad para retener
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el mayor contenido de solidos solubles totales y fo-
toasimilados traslocdndolos hacia el racimo. En este
contexto, se realizé un andlisis en dichas hojas encon-
trando como se presentan los valores mas altos en la
hoja 4 durante el estadio fenolégico antesis hasta lle-
gar a envero, alcanzado valores de 12 unidades ICC, a
partir de ahi y hasta llegar a la maduracién los valores
mds altos se encontraban en la hoja 6 con valores de
16 unidades ICC, posiblemente causado por que las
hojas 4 y 5 estaban entrando en un proceso de senes-
cencia, donde finalmente para la etapa de cosecha la
concentracién de clorofila en las tres hojas tiende a
estabilizarse, con valores cercanos a las 12 unidades
ICC (Fig. 3).
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Figura 3. Contenido de clorofila cuantificado mediante medi-
dor tipo CCM-200° en hojas de Vitis vinifera L. cv.
‘Riesling Becker’ bajo condiciones de trépico alto.
Promedios con letras distintas indican diferencia
significativa segun la prueba de Tukey (P=<0,05).

Barras verticales indican error estandar (n=3).

Teniendo en cuenta los resultados, se puede recomen-
dar realizar evaluaciones de concentracién de clorofila
en hojas fotosintéticamente activas de plantas de vid
presentes en el tercio medio de la planta, utilizando
cualquiera de los dos equipos portatiles mencionados
anteriormente. Dichas hojas se encuentran totalmen-
te desarrolladas en los estadios fenolégicos antesis,
herbéceo y envero.

Resultados similares a los encontrados en el presen-
te estudio fueron hallados por Bertamini y Nedun-
chezhian (2003), quienes indican cémo se presenta
relacién directa entre el 4rea foliar, el contenido de clo-
rofila y la absorcién de la radiacién, la cual va aumen-
tando a medida en que la planta crece y se desarrolla.

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

Los mismos autores, también indican que en plantas
de vid la concentracién de clorofila tiene un aumento
gradual alcanzando su maximo valor al llegar al esta-
dio fenoldgico envero, con una disminucién hasta lle-
gar a la maduracién de los frutos como consecuencia
del proceso de senescencia del 4rea foliar de la planta
(Young et al., 2007; Callejas et al., 2013; Wang et al,,
2016).

De acuerdo al contenido de clorofila encontrado en
las hojas 4, 5 y 6 cuantificado a través del medidor
portatil de clorofila SPAD 502¢ (Fig. 4), se puede ob-
servar la misma tendencia encontrada con el equipo
CCM-200°, teniendo la hoja 4 una tendencia crecien-
te en la concentracién del contenido de clorofila, don-
de presenta valores que van desde las 32 a 44 unidades
SPAD hasta llegar al inicio del estadio fenoldgico en-
vero o a los 45 d después de presentarse la antesis,
donde posteriormente esta variable no presenta di-
ferencias significativas en las tres hojas. Al iniciar el
estadio fenolégico de maduracién (75 d), la concen-
tracién de clorofila se presenta de manera estable en

estas hojas, las cuales presentan valores que van de
los 40 a 45 unidades SPAD.
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Figura 4. Contenido de clorofila cuantificado mediante medi-
dor tipo SPAD 502° en hojas de Vitis vinifera L. cv.
‘Riesling Becker’ bajo condiciones de trépico alto.
Promedios con letras distintas indican diferencia
significativa segun la prueba de Tukey (P<0,05).
Barras verticales indican error estandar (n=3).

Los resultados encontrados en el presente estudio
coinciden con los estudios realizados por Hunter y
Visser (1989), quienes observaron que la mayor con-
centracién de clorofila se encuentra en hojas cerca-
nas al racimo durante los periodos de brotacién y
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floracién, asi mismo en estas hojas se presentan las
tasas mds altas de eficiencia fotosintética. De acuerdo
con esto, se puede afirmar la relacién que existe entre
el contenido de clorofila y la fotosintesis, dado que la
presencia de frutos estimula estos dos pardmetros en
vid (lacono et al., 1995).

Las mediciones obtenidas con los dos equipos se
ajustaron a un polinomio de segundo grado (Fig. 5),
determinado por la ecuacién para el indice de concen-
tracién de clorofila como ICC=0,014SPAD?-0,2396S-
PAD+5,8021. De acuerdo con modelo polinémico se
obtuvo un valor de R?=0,9343 (n=96; P<0,0001),
el cual indica que existe una alta correlacién signifi-
cativa y positiva entre los dos equipos portatiles de
determinacién de clorofila. Los resultados obtenidos
en el presente trabajo coinciden con estudios realiza-
dos por Callejas et al. (2013), al comparar los mismos
equipos en dos variedades de uva de mesa.

25 1
y=0,014SPAD? - 0,2396SPAD + 5,8021
R2=0,9343
20 1
8 151
g
S
5 10 4
5 4
0 : : : : ‘
0 10 20 30 40 50

Unidades SPAD

Figura 5. Correlacion entre los métodos no destructivos
CCM-200°® y SPAD 502° para la cuantificacion del
contenido de clorofila en hojas de Vitis vinifera L.
cv. ‘Riesling Becker’ bajo condiciones de trépico
alto.

Las desigualdades encontradas en los dos equipos po-
drian estar relacionadas a las diferencias que poseen
los equipos, principalmente a la variedad en las lon-
gitudes de onda emitidas y las 4reas de evaluacién de
los equipos, donde el CCM-200 presenta un area de
lectura de 0,71 cm? con una longitud de onda que va
desde 940 a 660 nm y 0,6 cm? y 940 a 650 nm para el
SPAD 502. A pesar de que este tltimo posee un area
de lectura de mds o menos 10 veces menos, autores
como Richardson et al. (2002) aseguran que no exis-
te una mayor confiabilidad en el CCM-200 respecto

del SPAD, lo cual fue demostrado en hojas de abedul,
donde la mayor precisién la obtuvo el SPAD 502.

Con el fin de obtener una mayor confiablidad y un
valor més distintivo, autores como Chang y Robin-
son (2003) sugieren corregir esta limitacién a través
de un muestreo més representativo por hoja, el cual
posea mas de cinco lecturas en cada una, con el fin de
controlar la variabilidad dentro de la muestra y crean-
do a su vez medidas maés ajustadas.

CONCLUSIONES

Las evaluaciones realizadas con los medidores de
clorofila SPAD 502® y CCM-200® permiten obtener
medidas rdpidas y confiables, siempre y cuando que
generen un numero adecuado de mediciones, esto en
relacién a cada especie. En el presente estudio, cinco
mediciones por hoja generaron un modelo ajustado.
De igual manera, es importante la eleccién del estadio
fenoldgico de la planta y del sector en el cual serd rea-
lizada la medicién, principalmente por la alta variabi-
lidad en los contenidos de clorofila que se presentan
en relacién a las hojas y su filotaxia.

Conflicto de intereses: el manuscrito fue preparado
y revisado con la participacién de los autores, quie-
nes declaran no tener algin conflicto de interés que
coloquen en riesgo la validez de los resultados aqui
presentados.
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