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RESUMEN

Segun la Naciones Unidas, la poblacion mundial aumentara en 2000 millones de personas
para 2050, por lo que la optimizacién de la produccidn vegetal es y sera un tema de gran
importancia mundial. Estudios previos han demostrado que el suministro de luz azul y roja
tiene un impacto positivo en la respuesta fotosintética y morfoanatdbmica en plantas
cultivadas en condiciones de baja radiacion y/o luz artificial. En el presente trabajo se
estudio el efecto de la luz azul, roja y combinacion de ambas de manera secuencial en el
desarrollo de Beta vulgaris L var. cicla. Dicho efecto se evalu6 al exponer a periodos
breves de luz suplementaria azul (450 nm), roja (660 nm), azul + roja; antes y despues del
periodo de oscuridad, utilizando 10 plantas por cada tratamiento durante 30 minutos. Se
evaluaron los cambios anatdmicos foliares, biomasa y area foliar especifica (AFE) al
transcurrir 28 dias de la exposicion a las plantas con luces LEDs. Los caracteres
morfoanatomicos evaluados fueron: altura y ancho de células epidérmicas adaxiales y
abaxiales, altura y ancho de células del clorénquima, grosor de la hoja y del parénquima en
empalizada y esponjoso, densidad estomatica, altura y ancho del estoma y del poro
estomatico. Encontrandose los mayores valores en peso fresco y seco total y de raiz, asi
también en peso fresco de hoja en las plantas irradiadas con luz azul antes del periodo de
oscuridad que ademas de poseer altos valores de densidad estomatica en ambas caras,
también presentaron los estomas en cara adaxial y abaxial con mayores dimensiones. Los
datos que presentaron una distribucion normal se analizaron estadisticamente mediante una
prueba de ANOVA vy test de Tukey entre los tratamientos, con un nivel de significancia de
p <0,05, en caso distinto se realizd la prueba de Kruskal-Wallis con un nivel de
significancia de p <0,05, ambos tests utilizando el programa SPSS.

Palabras clave: LEDs, anatomia foliar, fotomorfogénesis, area foliar especifica.
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INTRODUCCION

Segun el informe de las Naciones Unidas presentada en junio del 2019, la poblacion
mundial aumentara su cifra actual de 7,7 mil millones a 9,7 mil millones para el afio 2050,
lo que equivale un incremento del 30% (United Nations, 2019). Estudios sugieren que la
produccion mundial de cultivos debe duplicarse para 2050 para satisfacer las demandas
proyectadas del crecimiento poblacional, en donde se ha propuesto aumentar el rendimiento
de los cultivos en lugar de despejar mas tierras para la agricultura (Ray et al., 20s13). Bajo
este escenario, es imprescindible incorporar diversas herramientas para el mejoramiento
vegetal. EI mejoramiento genético ha demostrado gran eficacia; sin embargo, existen
restricciones totales o parciales del cultivo de GMO en muchos paises que forman parte de
la Union Europa, el Medio Oriente (Raman, 2017) y Venezuela. En este sentido, el uso de
herramientas luminicas representa una alternativa para la problematica actual, siendo los
LEDs “diodos emisores de luz” una de las mejores opciones, dada las ventajas que aportan
respecto a las fuentes de luz tradicionales, principalmente: estrecho espectro de luz, emision
de fotones no térmicos, mayor duracién como la fuente de luz artificial y ahorro energético
(Hasan et al., 2017). Adicionalmente, no siempre es factible disponer de extensiones de
terreno para establecer cultivos de rotacion corta como la acelga, o realizar varias cosechas
en un afo. Esta realidad ha impulsado el establecimiento de cultivos bajo cubierta y
particularmente en espacios pequefios, condiciones en las cuales se suplementa luz natural
o0 luz blanca artificial con espectros complementarios proporcionados por ldmparas LED.
Por dichas razones, en el siguiente trabajo se pretende evaluar el efecto de luz
suplementaria sobre el rendimiento de cultivo de acelga a través del uso de LEDs de luz

azul, azul + rojo y rojo, exponiéndolos durante media hora antes y después del periodo de



oscuridad, esperandose cambios morfoanatémicos foliares, y en la produccién de biomasa

radicular y del vastago, al cabo de 6 semanas transcurridas a partir de la fecha de trasplante.

e Deteccion de luz en las plantas: Fotorreceptores y sefializacion.
La condicidn sésil de las plantas condiciona que los factores ambientales generen una fuerte
influencia en su fisiologia y desarrollo. La radiacion incidente es uno de los factores
ambientales que mas influyen en el desarrollo y la fisiologia de las plantas, puesto que

afecta casi todos los pasos de su ciclo de vida (Paik y Hug, 2019).

Por definicién, la luz es una particula llamada fotén pero se comporta también como una
onda, por lo que posee caracteristicas como la longitud de onda y la frecuencia, ambas
determinaran la energia que estara contenida en un foton y dicha energia sera directamente
proporcional a la frecuencia emitida por el fotdn. La luz solar contiene fotones con
diferentes frecuencias (Figura 1); sin embargo, nuestros 0jos solo detectan un intervalo muy
pequefio, denominado region visible del espectro electromagnético, la cual se encuentra
entre los 400 y 700 nm. Para adaptarse y sobrevivir eficientemente a su entorno cambiante,
las plantas desarrollaron formas sofisticadas de detectar sefiales externas y traducirlas en
vias de sefializacion internas (Paik y Huqg, 2019) y desarrollaron diversos pigmentos y
fotorreceptores que absorben longitudes de ondas especificas dentro del espectro

anteriormente mencionado (Taiz y Zeiger, 2002).
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Figura 1. Espectro electromagnético. La longitud de onda y la frecuencia se encuentran
inversamente relacionadas. Nuestros ojos perciben un intervalo estrecho de radiacion de
longitud de onda, Ilamada la region visible que va desde los 400nm hasta los 700nm.
Fuente: Taiz y Zeiger (2002).

La exposicion a distintas longitudes de onda genera diferentes respuestas fisioldgicas que
afectan tanto las tasas de fotosintesis como procesos fisiologicos de las plantas como la
germinacion, la des-etiolacion, el crecimiento direccional, el movimiento de organulos, la
floracion, fructificacion y senescencia (Kong y Okajima., 2016). En Arabidopsis thaliana
L. Heynh. (Brassicaceae) se han descrito 5 clases de fotorreceptores (Figura 2); los que
perciben luz UV-B llamados UVRS8, aquellos que perciben la luz azul/UV-A (450-500 nm),
que corresponden a las fototropinas (PHOT1 y PHOT2), criptocromos (CRY1 y CRY2), los
ZTL (Zeitlupe)/FKF1(Flavin Binding Kelch-Repeat F-Box)/LKP2 (LOV Kelch Protein-2)
y aquellos que absorben en el espectro correspondiente al rojo/rojo lejano (600-750 nm),
representados por los fitocromos (PHY A-E). Dichos receptores y mecanismos moleculares
especificos generan respuestas particulares ante un estimulo luminico en el rango de la luz
azul y luz roja que son los de interés para este trabajo, cuyos efectos principales se resumen

en la Tabla 1 (Paik y Hug, 2019; Kong y Okajima, 2016; Galvao y Fankhauser, 2015).
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Figura 2. Los cuatro tipos de fotorreceptores en plantas que absorben longitudes de onda
en el espectro azul y rojo. Fuente: Huché-Thélier et al. (2015).

e Fotorreceptores de luz azul/UV-A:
1. Fototropinas (PHOT 1y PHOT?2):

Son receptores que se activan en el rango de radiacién 450-500 nm y su estructura proteica
puede separarse en dos segmentos: el extremo N-ter, en el cual se encuentra el dominio
fotosensorial y el extremo C-ter, que contiene el dominio Ser/Thr quinasa. EI dominio
fotosensorial contiene a su vez, dos dominios con 110 aminoécidos muy similares,
llamados LOV1 y LOV2 (dominios que responden a estimulos de luz y cambios en
concentraciones de oxigeno y de voltaje). Estos dominios LOV estan unidos al cofactor
Flavin Mononucle6tido (FMN) y funcionan como sensores de luz azul (Meisel et a.l, 2011,
Christie, 2007). A. thaliana posee dos fototropinas: Photl y Phot2, las cuales responden a
intensidades de luz diferentes; Photl responde a flujos bajos de luz azul (<1 pmol m?s™),
mientras que Phot2 responde a flujos medios y altos junto con Photl (1-100 pmol m? s

(Huché-Thélier et al., 2015; Morrow et al., 2018).
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Figura 3. Esquema de los diferentes dominios de los fotorreceptores de luz azul como
fototropinas, criptocromos, ZTL/FKF1/LKP2 y luz roja en el caso de fitocromos. PAS, Per-
Ant-Sim; PHY, region del fitocromo; H_KL, dominio histidina-kinasa like; PHR, CCE,
extension C-terminal; S/T_K dominio quinasa Serina/Treonina; Kelch, domino Kelch.
Fuente: Kong y Okajima (2016).

Entre las respuestas inducidas por las fototropinas en las plantas encontramos el
fototropismo de luz azul y las respuestas relacionadas en el incremento del rendimiento
fotosintético de las plantas, mediante una mayor apertura estomatica y el movimiento de

cloroplastos (Kong y Okajima, 2016; Christie, 2007).

A nivel molecular, las fototropinas intervienen en las respuestas fisiologicas previamente
mencionadas; siendo un paso fundamental para que ocurra la sefializacion celular, la union
covalente de FMN a los dominios LOV1/2 tras la fotoactivacion, y esta union desencadena
cambios conformacionales que inducen la liberacion del dominio quinasa de la accién
inhibitoria del dominio fotosensorial, generando la autofosforilacion de un par de serinas en
el bucle de la proteina quinasa (Meisel et al., 2011). Dicha fosforilacion es imprescindible
para la sefializacion aguas abajo de las respuestas generadas por fototropinas,
probablemente a través del reconocimiento del sustrato (Inoue y Kinoshita, 2017) o

mediando la unidn a otras proteinas involucradas en la sefializacion (Christie, 2007).

En el fototropismo del hipocétilo, se ha identificado una proteina clave Ilamada NON-

PHOTOTROPIC HYPOCOTYL 3 (NPH3) que interactia con photl, regulando la



redistribucion de auxinas a través de la protedlisis mediada por ubiquitina o la reubicacion
de proteinas dianas. Esta redistribucion de auxinas es desigual en la planta; la mayor
proporcion se concentra en la porcién irradiada de la planta, lo cual induce la elongacion
celular y origina una curvatura. En la percepcion de fototropismo de la raiz, la proteina
“Root Phototropism 2” (RPT2) que es homodloga a NPH3 y esta asociada al complejo
phot1-NPH3 en la membrana plasmatica, dirige los eventos de sefializacion fototropica
modulando el estado de fosforilacion de NPH3 (Sullivan et al., 2016), siendo su estado no
fosforilado el responsable de desencadenar la sefializacion que induciré el fototropismo en

raiz la (Morrow et al., 2018).

Las fototropinas a su vez, median la accion de las expansinas en el fototropismo, las cuales
generan la expansion celular a causa de la debilitacién de la pared celular, gracias a un
incremento en la expresidn de esta enzima del lado mas elongado de la planta (Chen et al.,
2013). Otros de los involucrados son los transportadores de auxina o proteinas PIN; los
mutantes de dichos transportadores presentan una respuesta disminuida, lo cual sugiere que
multiples proteinas transportadoras estan involucradas en la redireccion de auxina y por

tanto, en la percepcion del fototropismo (Sullivan et al., 2016).

En la apertura estomatica, posterior al estimulo luminico y la presencia de la forma activa
de la fototropina, se produce la fosforilacion de una proteina quinasa “BLUE LIGHT
SIGNALING 1” (BLUSI), la cual transmite indirectamente la sefial a la proteina fosfatasa
tipo 1 (PP1) y a su subunidad reguladora PRSL1. Luego, una proteina quinasa no
identificada, fosforila el penultimo aminoacido que corresponde a treonina (Thr) en el C-ter

de la H-ATPasa, localizada en la membrana plasmatica de las células oclusivas del



complejo estomatico, generando la union de la proteina 14-3-3 y la activacion de H*-

ATPasa (Inoue et al., 2017).

La H'-ATPasa activada impulsa el transporte de H" través de la membrana plasmética
hiperpolarizandola. Esta hiperpolarizacion activa los canales de K*, induciendo la entrada
de este ion a las células oclusivas del complejo estomatico; en consecuencia, entran a la
célula nitratos, malatos™ e iones de CI, manteniendo asi el potencial de membrana. Los
iones K" y CI" son transportados posteriormente hacia la vacuola a través de los
intercambiadores NHX1 y NHX2, que facilitan el transporte K*/H" y el establecimiento del
canal de cloruro ¢ (CLCc). La acumulacion de estos iones en la vacuola disminuye el
potencial hidrico de las células oclusivas del complejo estomatico, dirige el flujo de agua
hacia las mismas, provocando el aumento en la turgencia de las células, y en consecuencia,
la apertura estomatica. Un papel similar es desempefiado por el aimidén en los cloroplastos
de las células oclusivas, el cual es degradado a malato™ por accién de la fototropina, el
malato transportado hacia la vacuola provoca una disminucion en el potencial hidrico, y del
mismo modo, provoca la apertura estomatica por efecto del incremento en el turgor de las

células oclusivas (Inoue et al., 2017; Hiyama et al., 2017).
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Figura 4. Sefalizacion celular en las células oclusivas del complejo estomatico en
respuesta a luz azul. Fuente: Inoue et al. (2015).

Los movimientos dindmicos de fotorrelocacion de los cloroplastos cuando son expuestos a
diferentes intensidades de luz, son también regulados por las fototropinas; las radiaciones
bajas (<40 pmol-m2-s %) inducen la accién de photl y phot2, cuya accion se refleja en la
acumulacion de los cloroplastos en la superficie de las células del parénquima en
empalizada en las hojas, maximizando la captura de luz. Por el contrario, la exposicion de
las hojas a mayores intensidades de luz azul (>40 pmol-m 25 ), donde solo phot2 media el
rearreglo de los cloroplastos, posicionandose de manera paralela a la direccion de la luz, lo
cual minimiza el dafio en el aparato fotosintético (Kong et al., 2016; Huché-Thélier et al.,

2015).

Esta fotorrelocacidn, es gracias a la rapida reorganizacion de los filamentos de cp-actina, de

acuerdo con la direccion e intensidad de la luz azul incidente. Estas reorganizaciones son



producidas por la polimerizacion de los filamentos de cp-actina, una vez que se produce la
insercion de G-actina llevada a cabo por la proteina de membrana externa llamada CHUP1

(Kong y Wada, 2016).
2. Criptocromos (CRY1y CRY2):

Los criptocromos se encuentran asociados a dos cromdforos: Flavina Adenina Dinucle6tido
(FAD) y Metinil-tetrahidrofolato (MTHF) en su dominio PHR (region homologa a
fotoliasa; Figura 3) (Huché-Thélier et al., 2015; Paik y Hug, 2019). Tras la absorcién de
energia azul por MTHF, ésta es transferida al FAD oxidado, donde se acumula la forma
reducida y activa de FADH. Tras la activacion, los cambios conformacionales generados en
la proteina CRY permiten que el dominio efector de CRY, representado por la extension C-
terminal, interactle directamente con las proteinas dianas involucradas en las distintas
cascadas de sefializacion, que en cebada originan respuestas como la des-etiolacion, la
dormancia y la germinacion de semillas, en el caso de procesos regulados por cryl, control
fotoperiddico de la floracion y la regulacion en la senescencia foliar en soja regulado por

cry2 respectivamente (Huché-Thélier et al., 2015).

En la floracion mediada por luz azul se han encontrado diversos mecanismos, uno de ellos
se basa en la interaccion de CRY2 con los factores de transcripcion “Basic helix—loop—
hélix” (bHLH) (CIB1, 2, 4, 5), lo que conlleva a su unién a promotores de genes que estan
involucrados en la floracion como FLOWERING LOCUS T (FT), activando su
transcripcion (Huché-Thélier et al., 2015). Otro mecanismo involucra la interaccion de
CRY1 con la proteina SPA1 (SUPPRESSOR OF PHYTOCHROME A), lo que inhibe la
interaccion SPA1-COP1 (SUPRESOR DE FITOCROMO A) y la degradacion de factores

de transcripcion. Por tanto, se genera la acumulacion de factores de transcripcién, como
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HY5 y CONSTANS (CO) en respuesta a la luz azul, los cuales promueven la des-etiolacion

y la floracién (Galcao y Fankhauser, 2015).

En la regulacion de la senescencia foliar mediada por luz azul, CRY2 inhibe la union del
factor de transcripcion “CRYPTOCHROME-INTERACTING basic helix-loop-helix 17
(CIB1) al promotor de genes que regulan la senescencia foliar (Galcao y Fankhauser,

2015).

Otra respuesta generada por la luz azul, es la inhibicion de la elongacién del hipocétilo,
donde CRY1 interactia con AUX/IAAs, inhibiendo la interaccion del receptor de auxina
TIR1 con AUX//IAAs, impidiendo que se lleve a cabo la elongacion celular en el

hipocétilo (Xu et al., 2018).

3. ZTL/FKF1/LKP2:

“Zeitlupe (ZTL)/ Flavin-binding, Kelch repeat, F-box (FKF1)/ LOV kelch protein2
(LKP2)” es otra clase de receptor de luz azul asociado al cromo6foro (FMN). Posee tres
dominios: LOV, F-box en el N-terminal y un dominio Kelch en el extremo C-terminal. El
dominio LOV se encuentra unido de manera no covalente al croméforo FMN, el dominio
F-box interactta con el complejo de ubiquitinacion E2-E3, y el domino Kelch contiene 6
secuencias repetidas en tdndem formando una hélice-b (Figura 3) (Huché-Thélier et al.,

2015).

La transduccion de sefiales ocurre principalmente por la alteracion en la actividad del
complejo ligasa SCF E3, dentro de sus respuestas se encuentra la regulacion del reloj
circadiano a través de ZTL vy la regulacion de la floracién dependiente del fotoperiodo por

FKF1. En la regulacién del reloj circadiano por ZTL, se ha determinado que ocurre por dos
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mecanismos, el primero se basa en la interaccion de ZTL con “PSEUDO-RESPONSE
REGULATOR 5” (PRRS5) y “TIMING OF CAB EXPRESSION 1” (TOC1), permitiendo
que ambos sean marcados y degradados por el proteosoma. La segunda via requiere la
interaccion de ZTL con “GIGANTEA®“(GI) por estimulos luminicos de luz azul, lo que
modula la degradacién de TOC1. PRR5 y TOC1 son los factores de transcripcion que
tienden a reprimir genes que generalmente se expresan en horas de la mafiana (Inoue et al.,
2017). La regulacion de la floracion involucra cambios en la abundancia del factor de
transcripcion CO (CONSTANS), donde la luz azul estabiliza su concentracion facilitando
la transcripcion del gen FT (FLOWERING LOCUS T), que es un inductor floral (Paik y

Hug, 2019).

e [Fotorreceptores de luz roja/rojo lejano:

1. Fitocromo (PHYA-E):

Son fotorreceptores capaces de detectar radiacion en el rango rojo/rojo lejano (600-750nm)
y azul. Su estructura es homodimérica o heterodimérica; consisten en una regién
fotosensorial N-terminal que se une covalentemente a un cromdéforo de tetracromobilina
(PfB) y una region C-terminal, involucrada en la dimerizacién que contribuye a la
retransmision de sefializacion celular (Meisel, 2011). Existe bajo dos formas, la forma en la
gue se sintetiza, presente en el citosol e inactiva (Pr), que tras absorber luz roja sufre
cambios conformacionales adquiriendo su forma activa (Pfr). Este cambio conformacional
es reversible y ocurre cuando la planta es irradiada con luz en el rango del rojo lejano (Paik
y Hug, 2019; Taiz y Zeiger, 2002; Galcao y Fankhauser, 2015; Huché-Thélier et al., 2015).
Los fitocromos en su forma activa son traslocados al nucleo a través de diferentes

mecanismos; en el caso de phyA requiere de la union a FAR-RED ELONGATED
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HYPOCOTYL1 (FHY1) o FHY1-LIKE (FHL) para que ocurra el transporte al ndcleo
inducido por la exposicion a luz roja/rojo lejano. En contraste, el phy B se transloca al
nucleo solo en respuesta a la luz roja, a través de una sefial de localizacion nuclear propia o
por la union a factores de transcripcion involucrados en distintas sefializaciones celulares
(Park et al., 2018; Inoue et al., 2016). Una vez que se ubica en el nucleo, las respuestas
generadas se llevan a cabo por regulacién génica a través de factores de transcripcion
(Inoue et al., 2016). Entre esas respuestas inducidas por luz roja se encuentran: la
germinacion de semillas, la des-etiolacion, la percepcion de gravitropismo, la regulacion de
la floracion y del reloj circadiano (Paik y Hug, 2019). A diferencia de phy B, el
fotoreceptor phyA tiene un rol menor en respuesta de luz azul ocurre de manera
dependiente o independiente de los criptocromos. Algunas respuestas de phyA inducidas
por luz azul se han identificado en Arabidosis (Huche-Thélier et al., 2015), dado que se
requiere de la accion de phyA para generar una respuesta fototropica robusta bajo niveles
de flujo radiacién muy bajos (0,01 pumol m2s™%); en contraste, cuando se expone a niveles
de DFF mayores (> 1,0 pmol m%™), phyB y phyD pueden promover la respuesta
fototrépica (Whippo y Hangarter, 2004), también, la induccién irreversible de la

germinacion de semillas (Huché-Thélier et al., 2015).

Las respuestas inducidas por el fitocromo son mediadas por dos vias de sefializacion. La
primera, se caracteriza por la interaccion del fitocromo activo con la familia proteica
“SUPPRESSOR OF PHYA-105" (SPA), la cual promueve la disociaciéon del complejo
(COPI) “CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC1” /SPA. Esta disociacion promueve
la acumulacion de factores de transcripcion tales como, “ELONGATED HYPOCOTYLS”

(HYS), “LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED 1” (HFR1), y “LONG AFTER FAR-RED
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LIGHT 1” (LAF1) los cuales promueven cambios morfogenéticos (Wang y Wang, 2015).
En la segunda via, intervienen los factores de transcripcion (PIFs) “PHYTOCHROME
INTERACTING FACTORS” (Inoue et al., 2016), que interacttan con el fitocromo activo a
través de un motivo conservado Ilamado APB (Wang y Wang, 2015), el cual induce la
degradacién de los PIFs a través de su fosforilacion, ubiquitinacion y posterior degradacién
mediada por el proteasoma (Wang y Wang, 2015; Pham et al., 2018). La degradacién de
los PIFs promueve la supresion de las actividades de “CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC/DE-ETIOLATED/FUSCA” (COP/DET/FUS), que actian como
represores morfogenéticos, esta supresion va acompafiada por la acumulaciéon de varios
factores de transcripcion que promueven la fotomorfogénesis como HY5, HYH, HFR1 y
LAF1 (Wang y Wang, 2015). Los cambios en la abundancia de PIFs generan distintas
respuestas como la germinacion de semillas, des-etiolacion de plantulas, inhibicion de la
elongacion del hipocotilo y respuestas de evasion a la sombra (Figura 6) (Inoue et al.,

2016).

En la germinacion de semillas (Figura 5), tras la irradiacion con luz roja, activacion y
traslocacion del phyB al nucleo, se induce la degradacion de PIL5. La disminucién de los
niveles de la proteina PIL5 provoca la regulacion negativa de la transcripcién de
“SOMNUS”(SOM), que es un represor del proceso germinativo y la subsiguiente
transcripcion de los genes JMJ20 y JMJ22. Los genes JMJ20 y JMJ22 inducen un
incremento en la sintesis de las desmetilasas HR, que, a su vez, actlan sobre la expresién
de los loci GA30x1/GA30x2, induciendo la produccion de GA que da como resultado la

germinacion de la semilla (Cho et al., 2012).
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Figura 5. Modelo del rol de JIMJ20 y JMJ22 en la germinacion de semillas mediada por
PHYB. Fuente: Cho et al. (2012).

En condiciones de sombra ocurre una reduccion de la proporcion del rojo: rojo lejano
(R:FR) pudiendo desencadenar en la planta el sindrome de evasion a la sombra (SAS), que
incluye el alargamiento del hipocétilo y los entrenudos, la supresion de la ramificacion y la
aceleracion en la floracion. La planta al ser irradiada con baja proporcion R:FR, desactiva
los phys, principalmente phyB, lo que lleva a la estabilizacion de PIF3, PIF4, PIF5, y PIF7
por desfosforilacion, facilitando la union directa de PIF4, PIF5 y PIF7 al promotor de genes
de auxina (como ejemplo los genes TAA1 y YUCCA) y genes que responden a auxinas
(AUX/IAA genes),induciendo en la planta el incremento en los niveles de IAA libre en los
cotiledones (al transcurrir 1 h en la sombra), la cual es transportada hacia el hipocétilo,

generando la elongacion del peciolo y vastago (Wang y Wang, 2015).

La aceleracion de la floracién también se da por efecto del phyB, y ocurre en situaciones

donde el radio R:FR es bajo. La reduccion en la actividad del phyB genera la acumulacién
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del factor de transcripcion CO y en consecuencia, un incremento en la expresion del gen

FT, que actia como un inductor floral (Wang y Wang, 2015).
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Figura 6. Respuestas generadas en los fitocromos por absorcion de luz roja, asi mismo se
observan los dos estados conformacionales que presenta dicho fotorreceptor, siendo estos,
su estado activo causado por absorcion de luz roja y su estado inactivo tras absorber luz
roja lejano. Fuente: Tripathi et al. (2019)

e LEDs: la herramienta para el mejoramiento de los cultivos:

La calidad de luz influye en el crecimiento de las plantas y su morfogénesis; sin embargo,
la respuesta puede variar considerablemente en funcion de cada especie. Dicha respuesta
también dependera de la intensidad luminica, intervalo de tiempo y hora del dia en la que se
ha expuesto la planta a la luz empleada, la longitud de onda de la luz artificial utilizada y
las variaciones metodoldgicas de cada experimento. Respecto al uso de LEDs de luz roja o
azul de manera simultanea o independiente para el mejoramiento de cultivos, existen
resultados muy diversos. Entro los méas relevantes, podemos mencionar los que se describen

a continuacioén.

Hogewoning et al. (2010), estudiaron curvas de dosis-respuesta fotosintética vy

caracteristicas relacionadas con el desarrollo de las hojas de pepino (Cucumis sativus L.,
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Cucurbitaceae), cultivadas bajo las mismas condiciones de radiacion, pero con diferentes
proporciones de luz roja y azul a través de LEDs. En dicho estudio, las mayores tasas
asimilacién de carbono (Amax) Se obtuvieron cuando la proporcion de luz azul/roja era del
50%, mientras que las menores tasas se observaron cuando se expusieron exclusivamente a
luz roja. El incremento de Amax producto de la exposicién progresiva de luz azul (hasta
alcanzar un 50%) se asocid con incrementos en la masa foliar por unidad de &rea foliar,

contenido de nitrégeno por area, contenido de clorofila por area y conductancia estomatica.

Kuno et al. (2017), midieron el efecto de distintos patrones de irradiacion con LEDs de luz
roja y azul en las hojas de lechuga (Lactuca sativa L., Asteraceae). Los patrones de
irradiacion utilizados por estos autores fueron los siguientes: irradiacion luz azul + luz roja
de manera simultanea durante 12 horas; luz roja 4 horas + luz roja/azul 8 horas + azul 4
horas; luz roja 8 horas + luz roja/azul 4 horas + 8 horas luz azul; luz roja 12 horas + 12
horas luz azul de manera separada. Este estudio que involucrd diferentes tiempos de
exposicion reveld que los mejores resultados se obtuvieron en el ensayo que abarcé los
mayores intervalos de separacién entre la irradiacion con luz roja y azul, dado que se

obtuvieron valores mas altos de peso fresco y seco de las hojas en lechuga.

Una alternativa para mejorar el rendimiento del cultivo, es exponer brevemente las plantas
antes y después del periodo de oscuridad (APO y DPO, respectivamente) a luz
monocromatica roja y azul, que son longitudes de ondas que influyen en el proceso de

fotosintesis.

Al igual gue con el uso de LEDs de luz roja y azul de manera simultanea o independiente,
existen resultados divergentes en los estudios realizados hasta la fecha; Sung y Takano
(1997), encontraron que la masa fresca del vastago, area foliar y diametro del vastago de
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pepino (Cucumis sativus) fueron significativamente mayores en plantas irradiadas con luz
azul después del periodo de oscuridad (DPO), comparadas con plantas tratadas con luz roja
(DPO) después de dicho periodo, o plantas que no recibieron luz suplementaria. Estos
autores también reportaron un incremento en la conductancia estomatica, tasas de
transpiracion y tasas de fotosintesis en las plantas tratadas exclusivamente con luz

suplementaria azul.

Sung e Hirano (1998), también caracterizaron el tiempo de exposicion e intensidad optima
de luz azul suplementaria (DPO) en pepino y encontraron que las mayores tasas de
crecimiento, conductancia estomatica (Gs), transpiracion (E) y tasa neta fotosintética
estaban en el intervalo de radiacion de 30-100 pumol m?s? y que dichas tasas
incrementaban hasta en un 60% al compararla con el control cuando eran expuestas durante

5 min/ umol m%™,

Por otro lado, Hanyu y Shoji (2002), obtuvieron mejores resultados en el peso seco, peso
seco particionado, altura de la planta y area foliar especifica al trabajar con Spinacia
oleracea L. (Amaranthaceae) en los tratamientos donde utilizaron lamparas fluorescentes
de luz azul, roja y verde, al final, mitad y comienzo del periodo de oscuridad respecto al
control, el cual estaba conformado por plantas expuestas Unicamente a lamparas
fluorescentes de luz blanca. Asimismo, evaluaron el tiempo de exposicion, con valores de 6
horas y 30 minutos, y reportaron una aceleracion en el crecimiento cuando el tiempo de
tiempo de exposicion era de 30 minutos, aunado a una irradiacion de luz roja antes del
periodo de oscuridad (APO) y luz azul después del periodo de oscuridad (DPO),
encontrando mayor peso especifico, peso seco total, altura de las plantas y area foliar

especifica.
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Se ha propuesto, que el incremento en el rendimiento de los cultivos generadas por la azul
estd relacionada con una rapida induccion de la apertura estomatica causada por la alta
sensibilidad de los estomas a la luz azul a través de las fototropinas, esta apertura
estomatica a primeras horas del dia podria aumentar la actividad fotosintética general de las

plantas, al minimizar las limitaciones a la difusion del CO, (Chinchilla et al., 2018).

El estudio realizado por Fraszczak (2013), realizado en eneldo (Anethum graveolens L.,
Apiaceae) contradice el estudio anterior, dado que obtuvo los mayores valores de peso
fresco, area foliar y altura de la planta en el grupo de plantas tratadas con luz roja (DPO) al

cabo de 28 dias, y los menores valores en el grupo de plantas expuestas a luz azul (APO).

Recientemente, Chichilla et al. (2018), encontraron resultados opuestos en lechuga,
obteniendo mayor &rea foliar y masa fresca del véastago en plantas expuestas a luz azul
antes del periodo de oscuridad (ADO), en comparacion con las plantas expuestas a
tratamientos de luz roja, azul o blanca (DPO), o luz roja y blanca (ADO). Asimismo,
encontraron que la conductancia estomatica (Gs) y transpiracion (E) fueron un 34% y 42%
maés altos en los tratamientos que recibieron luz suplementaria antes de un periodo de

oscuridad (APO) y el grupo control.

Es importante sefialar que al comparar todos los estudios con luz suplementaria
mencionados, encontramos diferencias en las respuestas de las plantas expuestas a
longitudes de onda de luz azul y roja, asi como diferencias dependiendo del tiempo de
exposicion y de la exposicion antes o después del periodo de oscuridad, las cuales pueden
estar relacionadas con la las caracteristicas particulares de cada especie. Es por ello
fundamental determinar para cada cultivo el momento del dia idéneo para la exposicion a
luz suplementaria, el tipo de longitud de onda en particular (luz roja, azul o ambos) y la
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duracion de la exposicion a la fuente de luz suplementaria. En este estudio en particular, se
experimentara con un cultivar de Beta vulgaris L var. cicla (Figura 6), especificamente
acelga. Este cultivar ha sido relativamente poco estudiado en el &mbito de mejoramiento de
cultivos, menos aun con luz suplementaria proporcionada por LEDs, lo cual podria
contribuir a impulsar su cultivo, ya que presenta un alto contenido nutricional, rico en
fibras, azlcares y un valor calérico moderado, que presenta las ventajas de presentar un
turno corto y ademas de bajo costo (Straus et al., 2012). Teniendo en consideracion lo
anteriormente expuesto, consideramos importante evaluar el efecto de tratamientos de luz
monocromatica roja, azul y ambos antes y después del periodo de oscuridad (APO o DPO)
en Beta vulgaris L var. cicla (Figura 6), con el prop6sito de determinar si su accién por

separado 0 en combinacion puede estimular el rendimiento de este cultivo.
e Efectos de luces LEDs en la anatomia foliar:

Heo et al. 2002, trabajo con Tagetes erecta L. (Asteraceae) y Salvia splendens Sellow ex
Schult (Lamiaceae), irradiandolas durante 16 horas con una DFF de 90 pmol m? s*
utilizando luz LED roja, azul, rojo lejano y combinaciones de éstas con luz LED blanca, y
hallaron un mayor nimero de estomas en rojo lejano + blanco en T. erecta, y en S.
splendens un incremento en los valores de peso seco en el grupo que recibi6 el tratamiento

rojo + blanco.

Li et al. (2010), irradiaron con 50 pmol m? s durante 12 horas plantas de algodén
(Gossypium hirsutum L., Malvaceae), y hallaron que los mayores valores de contenido de
clorofila, espesor de la lamina foliar, altura del parénquima en empalizada, densidad

estomatica y area foliar correspondio a las plantas irradiadas por luz azul; sin embargo, los
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mayores valores de biomasa fresco y seco correspondieron a las plantas del tratamiento con

luz roja y azul.

La aparente esencialidad de la luz azul para el crecimiento de plantas ha sido expuesta en
otros trabajos, es asi en plantas de tomate Cherry (Solanum lycopersicum L., Solanaceae)
las cuales fueron expuestas durante 12 horas a 320 umol m™s™, encontrandose bajo los
tratamientos LEDs de luces azul y azul + rojo, mayor densidad estomatica, parénquima en
empalizada, parénquima esponjoso aunado a cloroplastos bien desarrollados y tasas
fotosintéticas mas altas en comparacion con las plantas expuestas al tratamiento de luz roja
(Ying et al., 2011). Resultados similares fueron reportados por Zhen et al., (2017), en un
estudio realizado en Cordyline australis Forst. F. (Asparagaceae), Ficus benjamina L.
(Moraceae) y Sinningia speciosa G. Lodd. (Gesneriaceae), en el que compararon la
anatomia foliar y eficiencia fotosintética de estas tres especies siendo expuestas durante 16
horas a 100 pmol ms™, encontrando un aumento del grosor foliar de F. benjamina y un
mayor grosor del paréngquima en empalizada en S. speciosa al ser expuestas a luz azul, asi
como también un mejor rendimiento cuantico. Resultados similares fueron reportados por
Li et al. (2020), en plantas de aji (Capsicum annuum L., Solanaceae) irradiadas con luz
LED azul a una DFF de 300pumol m?s™ durante 12 horas, presentando un incremento en la
biomasa, en el espesor de la lamina foliar y en la asimilacion de CO, respecto al grupo
control. Por otro lado, un estudio realizado por Chen et al. (2020) en plantas de papa
(Solanum tuberosum L., Solanaceae) utilizando una DFF de 100umol ms™ reveld que la
irradiacion con luces led rojo durante 16 horas indujo un mayor desarrollo de las células
epidérmicas adaxiales y una mayor diferenciacion del parénquima en empalizada y

esponjoso respecto a las plantas de los tratamientos que recibieron irradiacion de luz azul y
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mixto. Sin embargo, la irradiacion con luz azul monocromatica o en combinacién con rojo,

incrementaron significativamente el grosor de la lamina foliar hoja, parénquima en

empalizada y parénquima esponjoso, asi como un mayor desarrollo de los cloroplastos,

pudiendo ser razdn para la generacion de un mayor peso fresco y seco en esos tratamientos.

Tabla 1. Principales fotorreceptores de luz azul y roja, con las respuestas generadas en plantas y sus

mecanismos de accion.

Especto de | Nombre del | Respuesta Mecanismo de accién Estudio
absorcion | fotorreceptor | generada en la
planta
Luz azul Fototropina Fototropismo  del | - Photl interactia con | -Sullivan et al.,
hipocotilo NPH3 regulando la | (2016)

redistribucion de auxinas a
través de la proteodlisis

- Median la accion de las
expansinas, debilitando la
pared celular lo que genera
expansion celular

-Chen et al., (2013)

Fototropismo de
raiz

RPT2 = esta asociada al
complejo Phot1-NPH3,
dirige los eventos de
sefializacion fototrdpica

modulando el estado

fosforilado de NPH3.

Morrow et al.,
(2018); Sullivan et
al., (2016)

Apertura estomatica

- Activacion de la H'-
ATPasa de la membrana de
las células oclusivas,
hiperpolarizando la célula,
lo que permite la entrada de
K' y CI' a la vacuola,
disminuyendo el potencial

hidrico 'y  permitiendo
entrada de agua y aumento
en el turgor.

-Degradacion del almidon
en malato? el cual se
transporte a la vacuola
disminuyendo el potencial
hidrico y causando aumento
en la turgencia como
respuesta.

Inoue y Kinoshita,
(2017)
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Fotorrelocacion de

cloroplastos

Reorganizaciones de
filamentos de cp-actina,
dependientes de la insercion
de G-actina por CHUP1.

Kong et al., (2016)

Criptocromos

Floracion

- Interacciéon de cry2 con
CiB124 y 5 1lo que
promueve su union a
promotores  de  genes
involucrados en la floracion
(FT), activando su
transcripcion.

- Interaccion de cryl con
SPAL, inhibiendo la
interaccion SPA1-COP1, lo
que genera la acumulacion
de HY5 y CONSTANS
(CO).

-Huche-Thelier et
al., (2015)

-Galvao y
Fankhauser (2016)

Senescencia foliar

Cry2 inhibe la union de
CIB1 al promotor de genes
que regular la senescencia
foliar.

Galvao y
Fankhauser, (2016)

Inhibicion de la | Cryl interactla con | Xu et al., (2018)
elongacién del AUX/IA',A‘S’ inhibiendo la
interaccion  del receptor
hipocotilo TIR1 con AUX,IAAs.
ZTL/FKF1/L | Regulacion del reloj | - Interaccion de ZTL con | -Inoue et al., (2017)
- PRR5 y TOC1 permite la
KP2 circadiano degradacion proteosomal de
los mismos en el | -Inoue et al., (2017)
citoplasma.
- Interaccion de ZTL con
GIl, modula la degradacion
de TOC1
Floracion Estabilizacion en la | Paik y Huq, (2019)
concentracion de  CO,
facilitando la transcripcion
FT.
Luz roja Fitocromo Germinacion de | Degradacion de PILS5 causa | Pham et al. (2018)

semillas

regulacion  negativa de
SOMNUS, vy transcripcion
de JMJ20 y JMJ22
aumentando  sintesis  de
desmetilasas, que actlan en
GA3ox1 / GA3o0x2
promoviendo sintesis de
GA.
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evasion a la sombra | desactivado,
estabilizando PIF 3,45y 7
por desfosforilacion,

permitiendo su union a
TAAl y YUCCA y genes
que responden a auxinas,
aumentando IAA libre.

Sindrome de | Con bajo radio R:FR, phyB | Inoue et al., (2016)

es desactivado, generando
acumulacion de CO, vy
aumento en la expresion de
FT.

HIPOTESIS

Las plantas expuestas a luz azul luego del periodo de oscuridad presentaran un incremento
en la actividad fotosintética, inducido por la apertura estomatica temprana, mayor densidad
estomatica y desarrollo del parénquima en empalizada, que se reflejaran en una mayor
biomasa, area foliar especifica (AFE), espesor de la lamina foliar y desarrollo del
clorénquima, en comparacion con las plantas irradiadas con luz azul antes del periodo de
oscuridad, con luz roja monocromatica roja (antes o después del periodo de oscuridad) y en

combinacidn con luz roja (antes o después del periodo de oscuridad).

OBJETIVOS
Objetivo general:

Evaluar el efecto de la exposicién a luces LEDs azul, rojo y azul + rojo, antes y después del
periodo de oscuridad sobre la morfoanatomia foliar y biomasa de plantas de Beta vulgaris

var. cicla durante un periodo de 28 dias
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Objetivos especificos:

e Evaluar diferencias en términos de biomasas radicular y del véstago entre los
tratamientos irradiados con lamparas azul y roja monocromatica por separado y de
manera consecutiva, a través de la determinacion del peso fresco y peso seco total y
particionado.

e Comparar la estructura anatomica foliar entre los tratamientos y cuantificar: area
foliar especifica (AFE), altura y ancho de células epidérmicas adaxiales y abaxiales,
altura y ancho de células del clorénquima, proporcion del parénquima en
empalizada/esponjoso, densidad estomatica, tamafio del estoma y del poro

estomatico.

METODOLOGIA

1. Material biol6gico

Beta vulgaris L. var cicla (comdnmente es llamada acelga) (Figura 7), pertenece a la
familia de las Amaranthaceae, la cual comprende cerca de 1000 especies (Troels, 2016). Se
caracteriza por presentar un sistema radicular muy ramificado (Ube, 2014) y fibroso,
formado por numerosas raices adventicias (Acosta-Proafio, 2015), hojas anchas, largas
(Ube, 2014) ovaladas hasta elipticas, margenes ondulados, y con laminas foliares de
coloracion verde claro hasta oscuro o con tonalidades rojizas y un peciolo muy

desarrollado, carnoso de color crema o blanco (Acosta-Proafio, 2015).
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Figura 7. Cultivares de Beta vulgaris L var. cicla (comunmente conocida como acelga)
utilizados en el presente estudio, transcurridos 10 semanas de su siembra en bolsas
conteniendo 250 gr de sustrato.

Esta especie es originaria de las regiones costeras de Europa, a partir de la especie Beta
maritima L., de la cual se derivaron por un lado la acelga y por el otro la remolacha. Los
primeros reportes del cultivo de esta hortaliza proceden del Mediterraneo y en las Islas
Canarias (Acosta, 2015). La acelga crece en un amplio rango de temperaturas, con una
temperatura minima de 6 °C, maxima de 33 °C, un intervalo de temperaturas éptimas de
crecimiento de 15-25 °C y una temperatura de germinacion entre 18-22 °C (Ube, 2014).
Segun agricultores de los Andes venezolanos la acelga se puede cultivar entre los 1.200 y
2.700 m.s.n.m.; siempre y cuando el sitio de cultivo posea suelos profundos, bien drenados,

ricos en materia organica y con un contenido de humedad adecuado (Soria, 2015).

La acelga goza de numerosas propiedades medicinales, entre ellas como emoliente,

diurético, diaforética, antiinflamatoria para afecciones de la vejiga y para remediar el
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estreflimiento, dado su alto contenido en fibras (Alsina, 1980). El ciclo de vida de este
cultivar esta entre 60 y 80 dias, por lo que se pueden producir varias cosechas al afio en
zonas tropicales (Acosta, 2015), hecho que se tomo en consideracién en su seleccion para el
presente estudio, asi como su potencial alimenticio, aportado por su follaje y peciolos. En el
presente ensayo se utilizaron las hojas como objeto de estudio, dado su rapido desarrollo,
aunado a su alto contenido nutritivo, el cual varia segun la variedad. En la Tabla 2 se indica

el valor nutricional de la variedad de cultivar de acelga cominmente cultivada.

Tabla 2. Valor nutricional de una variedad comun de acelga. Tomado de: Ube (2014).

Valor nufricional de la acelga (100 g)

Agua 87.06
Proteinas 168
Grasas 0.18
Carbohidratos 9.96
Fibra 08
Cenizas 112
Otros componentes (mg)

Calcio 16
Fosforo 38
Hierro 0.79
Vitamina A 35.00 Ul
Tiamina 0.027
Riboflavina 0.04
Niacina 0.331
Acido ascarbico (Vitamina C) 36
Calorfas 44 keal.

2. Siembray trasplante de semillas de Beta vulgaris L. var cicla:

Se sembraron 200 semillas de Beta vulgaris L. var cicla, cultivar penca blanca, lote

315002E000.7, con un estado de pureza del 99% y de germinacién del 85%.
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Las semillas de acelga se sembraron en bandejas de poliestireno, a las cuales se les abrieron
orificios en el fondo para facilitar el drenaje afiadiéndoseles 400 gr de sustrato previamente
esterilizado por autoclave. Para montar el presente ensayo se utilizd un sustrato con una alta
proporcion de materia organica, colectado en un bosque secundario, ubicado a 1900 m snm,
donde no se han establecido cultivos previamente. Las semillas fueron sembradas en el
sustrato a 5 cm de profundidad del sustrato, lo que es sugerido por campesinos que
cosechan acelga en la zona de Tabay. Las bandejas de poliestireno con el sustrato y
semillas fueron proporcionadas con agua diariamente hasta el punto en donde dicho
sustrato se observaba humedecido en su totalidad.

El trasplante se realiz6 cuando las plantulas presentaron una altura promedio de 5 cm; éstas
se colocaron en bolsas plasticas estériles. Cada bolsa plastica conto con 250 gr de sustrato
estéril y una planta, a la cual se le aplico una dosis de fertilizante SOLUTEC 15 dias
después del trasplante, siguiendo las recomendaciones del fabricante y las de agricultores
locales, quienes sugieren una dosis de 1 cucharadita (5 cm®) por litro de agua de riego.

La esterilizacion del sustrato se realizd en una autoclave modelo “Tuttnauer 254ML
Autoclave-Steam sterilizer”; en total se realizaran 3 ciclos de esterilizacion, en cada ciclo se

utilizoé una temperatura de 121°C y una presion de 259 bar durante 20 minutos.

Para mantener la humedad y la emergencia homogénea de las plantulas, se aplicaron riegos
diarios con agua proveniente de la mina ubicada en el sector Los Chorros, barrio 5 de Julio,
por tratarse de un cultivar que requiere una humedad constante en el suelo (Aduviri, 2016);

utilizando alrededor de 750 ml de aguadiaria para cada plantula.
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El sitio donde se realizd el ensayo mantiene una temperatura promedio anual de 26 °C y
una humedad relativa del 60%. La luz recibida durante el dia fue natural con un fotoperiodo

de oscuridad de 12 horas.
3. Tratamientos con LEDs azul, rojo y azul + rojo en Beta vulgaris L. var cicla

Transcurridos 2 meses después de la germinacién, las plantas se irradiaron con distintos
tratamientos con LEDs, con un fotoperiodo de 12 horas de oscuridad y 11 horas y 30
minutos de luz natural y 30 minutos de luz artificial con luces LEDs, durante 28 dias; en un
ambiente con una temperatura promedio de 26 °C. Las plantas se rotaron diariamente
durante el experimento, de manera minimizar las diferencias de sitio sobre las plantas y

obtener un grupo homogéneo.

En el estudio se implementaron siete tratamientos con bombillos LEDs, que estuvieron
dispuestos en una lampara equipada con bombilios LED monocromaticos azul y rojo,
ensamblada en el laboratorio de electronica de CITEC-ULA (Fig. 8). El periodo de
exposicion a los diferentes tratamientos fueron 30 minutos, a una DFFF de 42-47 y 60-62
umol m™s™ para luz azul y roja, respectivamente, lo cual fue medido con el uso del
analizador infrarrojo de gases, modelo ADC LCi. Los tratamientos con luces LEDs se

distribuyeron de la siguiente manera:

- Tres tratamientos de irradiacion previos al periodo de oscuridad (APO), entre las 06:00 —
8:30 pm, periodo en el cual se sometieron las plantas a luz azul monocromatica, luz roja
monocromatica y luz azul + roja, a razon de 10 plantas/tratamiento, durante un periodo de

30 minutos por tratamiento.
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- Tres tratamientos posteriores al periodo de oscuridad (DPO), entre las 5:00 — 6:30 am,
periodo en el cual se sometieron las plantas a luz azul, luz roja, o luz azul + roja, a razon de

10 plantas/tratamiento, durante un periodo de 30 minutos.

- Tratamiento del grupo control. Este grupo estuvo conformado por 10 plantas, las cuales

no se les expuso a ningun tipo de luz artificial suplementaria.

Cabe mencionar que los tratamientos mencionados como luz azul + roja llevados a cabo
antes y después del periodo de oscuridad, consistieron en la irradiacion con luz azul durante

15 minutos seguido de la irradiacion con luz roja durante 15 minutos.

Figura 8. LA&mpara construida en el laboratorio de electronica de CITEC ULA, el bombillo

LEDs azul se ubica a la derecha y el rojo a la izquierda, respectivamente.

En la Figura 9 se representan todos los tratamientos realizados en el presente estudio. La longitud de
onda emitida por los LEDs azul y rojo corresponden a longitudes de 450nm y 660nm, respectivamente.
Para cada tratamiento se utilizd un n = 10 plantas, las cuales recibieron los tratamientos durante un

periodo de 28 dias. Con el proposito de evitar contaminacion luminica entre los tratamientos, se dispuso

29



de un espacio el cual se equip6 para que permaneciera en total oscuridad, en donde solo las plantas que
iban a someterse al tratamiento luminico ingresaban al mismo. La distancia del apice de las plantas al
bombillo de la lampara LED fue de 72cm, con la finalidad de que la exposicion a la radiacion fuese

uniforme, con una irradiacion constante de 42-47pmol m™s™ (led azul) y 60-62 pmol ms™ (led rojo).

A
¥ D
Luz solar
Luz solar
0 2 46 8 1012 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Horas del dia Horas del dia
B E
I Luz solar Luz solar I
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Horas del dia Horas del dia
C F
I Luz solar Luz solar I
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 1012141618202224-
Horas del dia Horas del dia
G
Luz solar

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Horas del dia

Figura 9. Tratamientos con bombillos LEDs azul, rojo y azul + rojo y el control que se
aplicaron a plantas de Beta vulgaris L var. cicla. A, B, C corresponden a los tratamientos
con LEDs azul, rojo y azul + rojo después del periodo de oscuridad (DPO). D, E, F
corresponden a los tratamientos con LEDs azul, rojo y azul + rojo antes del periodo de
oscuridad (APO). G corresponde al control.
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4. Peso fresco y peso seco total y particionado, area foliar especifica (AFE).

Las 10 plantas de cada tratamiento se utilizaron para las mediciones de biomasa,
especificamente peso de la masa foliar, raiz y AFE, transcurridos 28 dias de los
tratamientos con bombillos LEDs. En cada tratamiento, se selecciond una hoja por planta
(10 en total), abarcando la lamina y el peciolo. De estas 10 plantas, se tomaron 4 para
realizar las mediciones de AFE y las 6 plantas restantes se utilizaron para los estudios

anatémicos.

Cada planta fue sumergida en un compartimento con suficiente agua a modo de ablandar el
sustrato y asi proceder remover la mayor cantidad posible. Una vez limpiada las raices, se
procedié a pesarlas para determinar el peso fresco, utilizando una balanza digital marca

iSonic modelo LAMPT86500.

Para obtener el peso fresco particionado las plantas, se dividieron en secciones las hojas,
peciolos y raices con unas tijeras de podar, y se pesaron nuevamente con la misma balanza
digital. Al culminar el pesado cada 6rgano, se procedié a meterlas en bolsas de papel
previamente etiquetadas y pesadas y se colocaron en una estufa eléctrica Marca Memmert
del Laboratorio de Anatomia Vegetal, del Instituto Jardin Botanico de Mérida, a una
temperatura constante de 70°C, durante 72 horas, con el objeto de obtener el peso el peso

seco total y particionado (Chinchilla et. al., 2018).

4.1. Determinacion del area foliar especifica (AFE)

Se utilizaron cuatro hojas con su peciolo por tratamiento para medir AFE, estas hojas junto
con el peciolo tras ser extraidas de la planta en cuestion se preservaron en bolsas plasticas

previamente etiquetadas donde se mantuvieron en condiciones de humedad con la ayuda de

31



papel peridédico humedecido con agua. Las hojas himedas se prensaron en pliegos de papel
periddico, dispuestos entre cartones y se procedidé a secarlos, cambiando regularmente el

periddico, hasta lograr que se secaran completamente, al cabo de 20 dias.

Con las hojas secas se determino el peso seco utilizando la balanza digital. El area foliar se
determind utilizando un escaner “Microtek Slimscan c3” del laboratorio de Sistematica
Vegetal del Instituto Jardin Botanico de Meérida, Facultad de Ciencias. El area foliar se
determind utilizando el software procesador de imagenes Image J version 1.48 (Callejas et
al., 2013). El valor del area foliar especifica (AFE) se determino dividiendo el area foliar

determinada en cm? de cada hoja entre el peso seco de la hoja (gr); es decir:
AFE = Avrea foliar (cm?)/peso seco foliar (gr).
5. Estudio anatémico foliar comparado en las plantas de Beta vulgaris L. var cicla

Para el estudio anatomico se utilizaron un total de seis hojas (n=6) por tratamiento,
escogidas de manera aleatoria, tomando siempre hojas vigorosas de diferentes individuos.

Dichas hojas se utilizaron para los cortes transversales y los estudios epidérmicos.

Los estudios anatomicos se realizaron en la region media de la lamina foliar y solo se
consideraron hojas plenamente expandidas, maduras y vigorosas. El estudio anatémico se
realizd al transcurrir los 28 dias de exposicion a los tratamientos con ldmparas LEDs. Las
hojas seleccionadas para estudios anatomicos se fijaron previamente en FAA (90 ml de
Etanol al [70%]/5ml de Formaldehido [40%]/5ml de Acido Acético Glacial). Al cabo de 48
horas, el material fijado se retird de la solucion preservante, se lavd repetidas veces y se
dej6 en remojo durante 24 horas haciendo varios cambios de agua para eliminar

completamente la solucion fijadora de FAA.
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Las secciones transversales se realizaron a mano alzada en la regién media de la lamina,
con una hojilla de barbero, bajo una lupa estereoscopia marca Leica. Todas las secciones
transversales obtenidas se blanquearon utilizando una solucién de cloro comercial diluido
al 5%, seguido de un paso rapido por acido acético (aproximadamente 30 segundos), varios
enjuagues con agua de grifo, y se procedio a realizar la doble tincidn, utilizando azul de
alcian y safranina en proporciones 7:3 (Modificado por Luque et al., 1996). Posteriormente,
los cortes se lavaron varias veces en agua de grifo, se colocaron en alcohol al 50 % para
eliminar el aire en los tejidos y se montaron sobre los portaobjetos, utilizando un medio de
glicerina acuosa al 50%. Todas las preparaciones se observaron en un microscopio optico
marca Leica, y se tomaron fotografias de las preparaciones de mayor calidad utilizando una
camara marca Ken-A-Vision modelo PupilCam, adosada al ocular del microscopio Optico

para la toma de microfotografias.

Para determinar la densidad estomatica y dimensiones de los estomas en las hojas expuestas
a los diferentes tratamientos, se les aplicd una capa de barniz de ufias transparente sobre la
superficie adaxial y abaxial de cada hoja, ya que a pesar de que es una planta dicotiledénea
y esto sugiere que es hipoestomatica, no se encontraron estudios previos relacionados con
la anatomia foliar de esta especie, por lo que era imprescindible estudiar ambas epidermis y
determinar el tipo y posicion de los estomas. Cuando el esmalte se secd, se colocd encima
una cinta adhesiva transparente la cual se despegd arrastrando la capa del esmalte. La cinta
adhesiva con la impresion foliar se colocé en un portaobjetos y se observd bajo la lupa

marca Leica y el microscopio 6ptico Leica (Bermudez, 2013).
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Las microfotografias para los cortes transversales fueron tomadas con el objetivo ocular de
10x mientras que para medidas de densidad estomatica y caracteres estoméaticos medidos se

utilizé el objetivo ocular de 10x y 40x, respectivamente.

Con las imagenes de las microfotografias, se determinoé la altura y el ancho de las células
epidérmicas adaxiales y abaxiales, altura y ancho de células del clorénquima, proporcion
del parénquima en empalizado, esponjoso y empalizado/esponjoso, densidad estomatica,
dimensiones de los estomas y del poro estomatico, utilizando el programa Image J version
1.48. A dicho programa se le incorpor6 una escala en pum, para determinar el promedio de
n=30 mediciones sobre la distancia conocida en um de dos puntos, esto para que el

programa tomase de referencia dicha escala para todas las mediciones realizadas.

Se realizaron entre 8-10 secciones por hoja, de los cuales se seleccionaron los mejores 6
cortes y se realizaron 5 microfotografias por corte, obteniendo un total de 30 micrografias
por tratamiento. En el caso de los caracteres anatomicos estudiados en las secciones
transversales, se realizaron 100 mediciones por caracter, para lo cual se consideraron 3 a 4
mediciones por caracter, por cada microfotografia tomada. Para el célculo de densidad
estomatica, se realizaron 12 impresiones epidérmicas por tratamiento, mientras que para las
mediciones de altura y ancho de estoma y poro estomatico, se tomaron 30 mediciones en

total por 1amina, a partir de diferentes campos.

6. Analisis estadisticos realizados

Todos los analisis estadisticos llevados a cabo en este trabajo se realizaron utilizando el
programa IBM SPSS Statistics. Para determinar si los diferentes tratamientos de luz

artificial suplementaria generaron impactos significativos en las diferentes variables de
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biomasa (peso fresco y seco total y particionado) y anatémicas, se realizaron tests de
ANOVA para aquellas variables en donde los datos se distribuyeron de manera normal y
para ver diferencias entre los tratamientos una prueba de Tukey, mientras que en los que no
tuvieron dicha distribucion normal fue realizado el test no parametrico Kruskal-Wallis con
un nivel de significancia de p <0,05.

Para la determinacion del efecto de los tratamientos de luces LEDs azul, rojo, azul y rojo
sobre la densidad estomética se realiz6 un Anova de una via y una prueba Tukey para

determinar la diferencia entre grupos con un nivel de significancia de p <0,05.

RESULTADOS

1. Influencia de la irradiacion con lamparas led azul y rojo sobre la biomasa y
area foliar especifica (AFE):

Las plantas de Beta vulgaris L var. cicla irradiadas con luz azul antes del periodo de
oscuridad (AB) presentaron el mayor peso fresco total de todos los tratamientos, seguido
aquellos irradiados con lamparas led azul/rojo, rojo, azul después del periodo de oscuridad
(AM, AR, DR y DB, respectivamente) y del tratamiento control (Figura 10.a). Estos
resultados demuestran diferencias significativas en el peso fresco total entre los
tratamientos azul antes del periodo de oscuridad (AB) y el tratamiento azul/rojo después del
periodo de oscuridad (DM). Asimismo, el mayor peso seco total correspondid al

tratamiento AB, seguido de los tratamientos AM y AR (Figura 10 a).

Cuando se analizan las diferencias de peso fresco y peso seco particionado, es evidente que
el mayor aporte al peso fresco total lo hacen las hojas y raices, puesto que no se observaron
diferencias significativas en el peso de los peciolos en ninguno de los tratamientos (Figura

10 c). Las plantas irradiadas con luz azul antes del periodo de oscuridad (AB) y luz roja
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después del periodo de oscuridad (DR) presentaron valores de peso fresco de hojas
significativamente superiores a los obtenidos en el tratamiento con luz azul/roja después del

periodo de oscuridad DM (Figura 10 b).

Una tendencia similar se observé al comparar los valores de peso fresco y seco de las
raices, con la diferencia de que los valores de las plantas sometidas al tratamiento AB eran
significativamente superiores a las de todos los otros tratamientos (Figura 10 c). En
contraste, cuando se comparan los valores del peso seco de hojas, y area foliar especifica no
se aprecian diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 10 b, 11). Cabe
mencionar que las plantas correspondientes al grupo control mostraron menor rendimiento
en biomasa; reflejado en los bajos valores de peso fresco de hoja y raiz (Figura 10 a y d),

asi también en peso seco total y de raiz (Figura 10 a y d).
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Figura 10. Pesos frescos y secos totales y particionados obtenidos en plantas de Beta vulgaris L var. cicla sometidas a tratamientos
con lamparas LEDs luz azul, roja y azul/roja. a: Valores de peso fresco y seco totales; b, c, d: peso fresco y peso seco particionado.
Letras iguales en columnas indican que no existen diferencias significativas con un a=0,05. AB: azul antes del periodo de oscuridad,;
AM: azul/rojo antes del periodo de oscuridad; AR: rojo antes del periodo de oscuridad; C: control; DB: azul después del periodo de
oscuridad; DM: azul/rojo después del periodo de oscuridad; DR: rojo después del periodo de oscuridad. *Prueba de Levene < 0,05
para peso seco de hoja.
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Figura 11. Area foliar especifica (AFE) determinada en plantas de Beta vulgaris L var. cicla sometidas a tratamientos con lamparas
LEDs luz azul, roja y azul/roja. Letras iguales en las columnas indican que no existen diferencias significativas con un 0=0,05. AB:
azul antes del periodo de oscuridad; AM: azul/rojo antes del periodo de oscuridad; AR: rojo antes del periodo de oscuridad; C:
control; DB: azul después del periodo de oscuridad; DM: azul/rojo después del periodo de oscuridad; DR: rojo después del periodo de
oscuridad.*Prueba de Levene < 0,05

38



2. Influencia de la irradiacién con lamparas led azul y rojo sobre sobre la
anatomia foliar

Beta vulgaris L var. cicla presenta hojas anfiestomaticas, con estomas a nivel epidérmico,
cuticula delgada en ambas caras, epidermis adaxial y abaxial uniestratificadas, compuestas
de ceélulas rectangulares de paredes delgadas (Figura 12). Los tratamientos control (C), luz
azul antes del periodo de oscuridad (AB) y luz azul/roja antes del periodo de oscuridad
(AM) se destacaron por presentar las células epidérmicas de mayor tamafo respecto a los
tratamientos DB, DM y DR (Tabla 3). EI mesofilo en esta especie es bifacial; conformado
por un parénquima en empalizada de 2-3 estratos de células en todos los tratamientos, con
un cuarto estrato de células de poco diferenciadas de las células esponjosas, particularmente
en las plantas que recibieron el tratamiento AR (Figura 12) y un parénguima esponjoso
conformado por 3-4 estratos de células en los tratamientos AM, DM, AR, DRy C, y de 2-3
estratos en los tratamientos AB y DB (Figura 12). Sin embargo; al comparar el tamafio de
las células de empalizada y esponjoso de las plantas de los diferentes tratamientos, es
evidente que los mayores valores corresponden a las plantas que recibieron luz azul/roja,
antes del periodo de oscuridad (AM), (Tabla 3, Figura 12) y los menores a los tratamientos
DR, DB, AR (Tabla 3, Figura 12).

Todos los tratamientos incluyendo el control se caracterizan por presentar un mesofilo
relativamente compacto; sin embargo, se observaron variaciones en lo que se refiere al
nivel de diferenciacion de las células del parénquima de empalizada respecto al esponjoso,
en los diferentes tratamientos (Figura 12). Las plantas que recibieron luz azul antes y
después del periodo de oscuridad (AB y DB) y las plantas del tratamiento control se
caracterizaron por presentar células de empalizada mas cilindricas, que facilmente se
distinguen de las células del parénquima esponjoso, a diferencia de los tratamientos
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restantes (AR, DR y AM) (Figura 12), mientras que las plantas que recibieron la
combinacién de luz azul y roja antes del periodo de oscuridad (AM), que presentan células
del parénquima en empalizada y esponjoso significativamente mas grandes que las
observadas en todos los otros tratamientos incluyendo el control, lo cual explica los

mayores valores de espesor del mesofilo observado en este grupo (Figura 12, Tabla 3 y 4).
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Figura 12. Secciones transversales foliares con aumento Optico de (40x) de plantas de Beta vulgaris L var. cicla sometidas a
tratamientos con lamparas LEDs luz azul, roja y azul/roja. Leyenda: AB: azul antes del periodo de oscuridad; AM: azul/rojo antes del
periodo de oscuridad; AR: rojo antes del periodo de oscuridad; C: control; DB: azul después del periodo de oscuridad; DM: azul/rojo
después del periodo de oscuridad; DR: rojo después del periodo de oscuridad. Ep adax: epidermis adaxial; Ep abax: epidermis
abaxial; M. esp: mesoéfilo esponjoso; M.emp: mesoéfilo en empalizada.
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Tabla 3. Valores promedio y desviacion estandar de los caracteres anatomicos estudiados en secciones foliares de plantas de Beta
vulgaris L var. cicla sometidas a tratamientos con lamparas LEDs luz azul, roja y azul/roja.

Tratamientos

Células epidérmicas

Células epidérmicas abaxiales

Células del parénquima en

Células del parénquima

adaxiales (um) (um) empalizada (um) esponjoso (pum)

Alto Ancho Alto Ancho Alto Ancho Alto Ancho
DR 15,03+2,90° | 26,55+7,49° | 15,37+3,26° | 23,57+7,20° | 34,61+6,34° |2536%6,22" | 27,54+5,05" | 34,61+8,06
DB 16,83+3,01° | 27,65+7,56° | 15,91+2,74% | 27,49+7,22°" | 36,48+7,06° | 26,74+4,74% | 24,68+4,17° | 32,32+6,25™
DM 17,09+3,75° | 29,87+9,64° | 13,39+2,76° |24,27+7,11° |42,54+8,11° |25,36+6,62" | 29,48+5,90° | 29,22+7,33%
C 20,68+3,14° | 36,16+11,16* | 17,41+2,98™" | 26,44+6,60°° | 42,26+10,10° | 33,98+7,58" | 27,20+5,70° | 39,32+8,96*
AR 16,51+3,36% | 28,76+10,03" | 13,73+3,31% | 23,67+8,17° |36,60+£8,19° |25,20+6,68" | 23,8045,58° | 27,98+7,08°
AB 22,00+4,07* | 34,79+9,97* | 18,62+3,32% |29,52+7,85™ | 41,67+7,90° |28,99+6,05° | 29,05+551° | 33,47+8,26"
AM 21,94+355" |38,1548,77° |19,40£3,21° |34,11+7,79* |53,06+9,89" | 39,83x8,15* | 36,33+7,62° | 43,18+8,30°

Los valores en columnas seguidos de letras iguales indican que no existen diferencias significativas con un a=0,05. Leyenda: AB: azul
antes del periodo de oscuridad; AM: azul/rojo antes del periodo de oscuridad; AR: rojo antes del periodo de oscuridad; C: control,
DB: azul después del periodo de oscuridad; DM: azul/rojo despues del periodo de oscuridad; DR: rojo después del periodo de
oscuridad.*Casillas de color azul y rosa representan los menores y mayores valores obtenidos, respectivamente.
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Tabla 4. Valores promedio y desviacién estandar de los caracteres anatomicos correspondientes al grosor de hoja en secciones foliares

transversales de plantas de Beta vulgaris L var. cicla sometidas a tratamientos con lamparas LEDs luz azul, roja y azul/roja.

Tratamientos Clorénquima Parénquima en empalizada | Parénquima esponjoso
(Altura) (um) (Altura) (um) (Altura) (pum)

DR 206,69+33,83" 84,24+21 64° 122,53+30,29°

DB 177,57+15,33¢ 108,76+11,91° 71,15+12,87¢

DM 212,269+28 82" 105,49+18,50° 95,03+23,82°

C 204,64+33,28" 115,38+25,77° 73,97+12,82%

AR 175,16+28,56° 109,18+19,13° 54,64+11,77°

AB 170,73+19,05¢ 71,95+15,44° 93,48+15,10°

AM 242 45+47 87 152,30+30,53" 81,606+21,77°

Los valores en columnas seguidos de letras iguales indican que no existen diferencias significativas con un a=0,05. Leyenda: AB: azul
antes del periodo de oscuridad; AM: azul/rojo antes del periodo de oscuridad; AR: rojo antes del periodo de oscuridad; C: control,
DB: azul después del periodo de oscuridad; DM: azul/rojo después del periodo de oscuridad; DR: rojo después del periodo de
oscuridad.*Casillas de color azul y rosa representan los menores y mayores valores obtenidos, respectivamente.
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2.1. Epidermis abaxial y adaxial

En vista paradermal se aprecian dos grupos celulares, las células pavimentosas y las células
del complejo estomatico. Beta vulgaris L var. cicla se caracteriza por presentar una elevada
densidad estomatica en ambas caras en las plantas de todos los tratamientos (Tabla 5,
Figura 13, 14 y 15). Las células pavimentosas se caracterizan por presentar paredes con
bordes irregulares, ligera hasta marcadamente sinuosas, con menor frecuencia,
isodiameétricas en los tratamientos AR, AB y DB. Los estomas son principalmente de tipo

anisociticos y tetraciticos (Figura 13, 14 y 15).

Las plantas de los tratamientos que recibieron la irradiacion con luz roja antes del periodo
de oscuridad (DR) presentaron los menores valores de densidad estomatica de todos los
tratamientos, tanto en la epidermis adaxial como en la abaxial (Tabla 5), esta disminucion
en la densidad estomatica también se observd en el grupo que recibi6 la irradiacion con luz

roja antes del periodo de oscuridad (AR), pero sélo en la epidermis abaxial (Tabla 5).

Ademas de los valores de densidad estomatica, se compararon las dimensiones del estoma 'y
del poro estomético. De acuerdo a nuestros resultados, los estomas de mayor tamafo
corresponden a las plantas expuestas a la irradiacion con luz azul/roja antes del periodo de
oscuridad (AM) (Tabla 6); mientras que los menores, al grupo que recibié la irradiacion
con luz roja antes del periodo de oscuridad (AR), seguido del grupo control (C). En
relacion al efecto que ejerce la luz azul y/o roja sobre el tamafio del poro del complejo
estomatico, observamos que todos los tratamientos irradiados con luz roja monocromaética
se caracterizaron por presentar poros mas pequefios, indistintamente de si su exposicién a

luz roja se produjo antes o después del periodo de oscuridad (AR y DR) (Tabla 6).
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Leyenda:
A: Tratamiento de luz azul antes del periodo de oscuridad (AB)

B: Tratamiento de luz roja antes del periodo de oscuridad (AR)

C: Tratamiento de luz azul/roja antes del periodo de oscuridad (AM)
D: Tratamiento de luz azul después del periodo de oscuridad (DB)

E: Tratamiento de luz roja después del periodo de oscuridad (DR)

F: Tratamiento de luz azul/roja después del periodo de oscuridad (DM)
G: Control (C)

Figura 14. Impresiones epidérmicas abaxiales de hojas de Beta vulgaris L var. cicla sometidas a tratamientos con lamparas LEDs luz
azul, roja y azul/roja. Leyenda: Est: estoma; c.e: célula epidérmica pavimentosa.
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Figura 15.Impresiones epidérmicas adaxiales de hojas de Beta vulgaris L var. cicla sometidas a tratamientos con lamparas LEDs luz
azul, roja y azul/roja.A. Tratamiento de luz roja antes del periodo de oscuridad (AR); B. Tratamiento de luz roja/azul antes del periodo
de oscuridad (AM). Leyenda: Est: estoma; c.e: célula epidérmica pavimentosa.
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Tabla 5. Valores promedio y desviacion estandar de la densidad estomética en la cara adaxial y abaxial de hojas de Beta vulgaris L
var. cicla sometidas a tratamientos con lamparas LEDs luz azul, roja y azul/roja.

Tratamientos | Densidad estomatica | Densidad estomatica
adaxial(estomas/um?) | abaxial(estomas/pm?)

DR 111,64+33,25° 185,96+46,41°

DB 168,22+37,24° 160,43+52,98°

DM 156,61+21,08° 167,84+29,86°

C 159,70+43,52° 176,09+47,77°

AR 100,34+34,15° 120,62+39,09"

AB 162,22+32,16* 189,36+143,24°

AM 175,05+26,87° 199,91+26,91°

Los valores en columnas seguidos de letras iguales indican que no existen diferencias significativas con un o=0,05. Leyenda: AB: azul
antes del periodo de oscuridad; AM: azul/rojo antes del periodo de oscuridad; AR: rojo antes del periodo de oscuridad; C: control,
DB: azul después del periodo de oscuridad; DM: azul/rojo después del periodo de oscuridad; DR: rojo después del periodo de
oscuridad.*Casillas de color gris representan los menores valores obtenidos, respectivamente.
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Figura 16. Raspados de epidermis adaxial de hojas de Beta vulgaris L var. cicla observado a (400x) sometidas a tratamientos con
lamparas LEDs roja antes (AR y DR). Leyenda: A.P: ancho del poro; A.E: ancho del estoma, L.P: largo del poro; L.E: largo del
estoma; 1. estoma anisocitico; 2. estoma tetracitico.
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Tabla 6. Valores promedio y desviacion estandar del largo, ancho y tamafio del poro de los estomas en epidermis adaxial y abaxial
hojas de Beta vulgaris L var. cicla sometidas a tratamientos con lamparas LEDs luz azul, roja y azul/roja

Tratamientos

Estomas adaxiales (um)

Estomas abaxiales (um)

Poros estomaticos adaxiales

Poros estomaticos abaxiales

(um) (pum)
Alto Ancho Alto Ancho Alto Ancho Alto Ancho
DR 26,14+351 |19,73+3,97” | 24,08+3,47%" | 18,43+2,91™" | 14,02+2,95"" |5,86+1,59° | 14,06+2,60° | 6,72+1,60
DB 26,80+£3,39% | 20,42+2,53°9" | 23,05+4,34°¢ | 16,59+3,05" " | 17,01+3,38"™ | 8,25+2,27*° | 14,09+3,74° | 6,03x1,41°
DM 26,17+3,39" | 18,71+3,53"" | 2564+4,99%9 | 1854+3,01° | 14,813,309 | 595+1,72° | 14,78+3,65™ | 6,18+1,34
C 27,26+3,80° | 19,05+2,62” | 23,33+3,64°%" | 16,55+2,78°°%" | 16,29+3,33°™ | 6,85+2,07° | 13,57+3,24" | 5,67+2,01°
AR 23,91+3,90™ | 16,49+2,26°" | 23,31+3,71°% | 18,20+2,73*" | 1354+2,66 |5,86+1,48" | 12,67+2,23" |7,27+2,02°
AB 28,15+43,93° |17,73£3,15™ | 23,99+2,96*" | 18,35+3,14°" | 16,84+3,97°" |6,34+1,79° | 13,78+3,24" | 6,68+2,38"
AM 28,28+3,10° |19,94+1,96™ |26,44+2,28" |18,84+2,70° |1892+2,23" |8,23+1,49" | 16,77+2,14° | 7,04%1,75"

Los valores en columnas seguidos de letras iguales indican que no existen diferencias significativas con un a=0,05. Leyenda: AB: azul
antes del periodo de oscuridad; AM: azul/rojo antes del periodo de oscuridad; AR: rojo antes del periodo de oscuridad; C: control,
DB: azul después del periodo de oscuridad; DM: azul/rojo después del periodo de oscuridad; DR: rojo después del periodo de

oscuridad. *Casillas de color azul y rosa representan los menores y mayores valores obtenidos, respectivamente.
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DISCUSION

e Produccién de Biomasa

La exposicion breve a LEDs de luz azul antes del periodo de oscuridad (AB) estimulan el
crecimiento en Beta vulgaris var. cicla, como indican los valores superiores de peso fresco
y seco totales, particionado en raiz y peso fresco de hoja (Figura 10) el cual coincide con
valores superiores en el tamafio de los estomas y del poro del complejo estomatico (Tabla

6).

El efecto de la exposicion de ld&mparas leds sobre el crecimiento de las plantas durante
periodos breves es muy variable en los diferentes grupos de plantas, la respuesta esta
influenciada por la especie, la composicion del espectro de luz led, del tiempo de
exposicion, asi mismo, si la exposicion se realiz6 antes o después del periodo de oscuridad.
De acuerdo a los estudios de Sung y Takano (1997), las plantas de Cucumis sativus L.
(Cucurbitaceae) expuestas a luz azul después del periodo de oscuridad (DPO) durante un
lapso 30 minutos presentaron un incremento en el peso fresco del vastago y del AFE.
Resultados similares son reportados por Chinchilla et al. (2018) en plantas de Lactuca
sativa L. (Asteraceae), con la diferencia de que en dicho estudio, el periodo de irradiacion
con luz azul se realiz6 durante 60 minutos antes del periodo de oscuridad (APO). Sin
embargo, Hanyu y Shoji (2002), reportaron una tendencia opuesta en Spinacia oleracea L.
(Amaranthaceae), dado que los mayores valores de peso fresco y AFE correspondieron a
los tratamientos con rojo lejano (DR) y la combinacion de azul y rojo antes de someterlas al
periodo de oscuridad, y la misma tendencia en plantas de Anethum graveolens L.

(Apiaceae) irradiadas con luz roja después de un periodo de oscuridad (Fraszczak, 2013).
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Esta diversidad de resultados dificultan la generalizacion de la respuesta de las plantas a
diferentes tipos de espectro de absorcion luminico, y resulta ain mas complejo, por el
hecho de que no solo la respuesta del crecimiento a diferentes calidades varia en funcién de
la especie; sino que ademas, puede variar dependiendo del cultivar, de acuerdo a un estudio
comparativo realizados por Chinchilla et al. (2018) en dos cultivares de Lactuca sativa, asi
también estd fuertemente influenciada por la fuente de suministro luminico a la cual se
exponen en este tipo de ensayo durante su desarrollo. llustrando este dltimo punto, en los
ensayos descritos anteriormente, la luz solar se sustituye por ldmparas fluorescentes blanco
0 LEDs blanco; mientras que en el presente ensayo realizado en plantas de acelga, éstas se
expusieron desde la siembra a luz solar, en condiciones controladas durante el dia. En este
sentido, es importante tomar en consideracion tanto la fuente de luz, como la calidad del
espectro bajo el cual se desarrollan las plantas. Al utilizar luz artificial blanca, se le esta
proporcionando de manera constante, toda la gama de diferentes longitudes de onda a la
planta y por lo tanto, se estd estimulando en forma permanente los diferentes pigmentos
receptores que estimulan el crecimiento, lo cual no ocurre en condiciones naturales, donde
la calidad del espectro de luz va cambiando en el transcurso del dia, iniciando con valores
elevados de luz UV y azul y alcanzando los mayores valores del rojo lejano en horas de la
tarde (Chinchilla et al., 2018). Por otro lado, al comparar nuestros resultados con el estudio
de Hanyu y Shoji (2002), es importante tomar en consideracion que dichos autores se
enfocaron en comparar el efecto de la de LEDs luz azul y roja simultaneamente y no entre
tratamientos de luz antes y después de un periodo de oscuridad (APO y DPO,

respectivamente).

52



Los mayores valores de peso fresco en hoja corresponden a los tratamientos DR, DB, AB y
AM (Figura 10b), donde las plantas del tratamiento AM también representaron el grupo con
laminas foliares de mayor espesor, células clorenquimaticas y estomas de mayor tamafio en
ambas superficies de la ldmina foliar (tablas 3, 4 y 6). De acuerdo a nuestros resultados, la
exposicion breve a luz azul y luz roja, de manera consecutiva antes de un periodo de
oscuridad (tratamiento AM) estimula el desarrollo foliar y aporta evidencia de que la luz
azul monocromatica estimula el desarrollo de Beta vulgaris var. cicla, de acuerdo a los
valores de peso fresco de hoja observados en los tratamientos DB, AB 'y AM vy los valores

de raiz en el tratamiento AB (Figuras 10a y d).

Es factible que este incremento en el peso fresco de hojas y raices en la plantas expuestas a
luz azul (Figura 16), esté vinculado con la estimulacién de procesos de biogénesis de
cloroplasto (Christopher, 1996; Huala y Briggs, 1999; Thum et al., 2001) y la conductancia
estomatica (Inoue y Kinoshita, 2017) inducidos por luz azul. En los procesos relacionados
con la induccidn de la biogénesis del cloroplasto por la luz azul se incluyen la activacion
de los fotoreceptores cryl, cry2 y phyA,; los cuales, a través de un factor sigma, modulan la
actividad del promotor psbD-LRP. El gen plastidico psbD se encuentra localizado en un
operon del cloroplasto, y dicho operdn puede ser transcrito por al menos 3 promotores,
siendo uno de ellos el promotor que responde a la luz (psbD-LRP). Este gen psbD, codifica
la transcripcién de la proteina D2 del Centro de reaccion PSII (Thum, 2001). De acuerdo a
los estudios realizados por Christopher (1996); la exposicion a 70 pmol m? s en luz azul
activa factores de transcripcion nucleares que se requieren para la transcripcién de psbD-
psbC LRP, los cuales codifican subunidades proteicas del PSII. Por otro lado, los

fotoreceptores cryl activados por luz azul, inducen la expresion de los genes
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“Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase P” GAPB y “Ribulose bisphosphate
carboxylase small chain” rbcS; ambos genes nucleares que codifican proteinas del
cloroplasto implicadas en el ciclo de Calvin (Briggs y Huala, 1999). Las fototropinas
activas por su parte, inducen la apertura estomatica, lo cual ha sido relacionado con un
mayor crecimiento en plantas de Lactuca sativa expuestas a luz azul después del periodo de
oscuridad, como consecuencia de la activacion més temprana del aparato fotosintético, y
por ende, una reduccion en la limitacion de la difusion del CO, (Jishi et al., 2016). De lo
anterior, es factible inferir que este conjunto de procesos moleculares y fisiologicos
explican los mayores valores de peso fresco de hoja (DB, AB y AM) y raiz (AB) observado

en las plantas expuestas a luz azul monocromatica o en combinacién con luz roja.

Es preciso sefialar un aspecto clave de nuestro trabajo, y es el efecto que generd la
exposicion a una longitud de onda en particular en un momento preciso del dia, bien sea
antes o después de un periodo de oscuridad, lo cual pareciera inducir diferencias
significativas. En la Figura 10a apreciamos que las plantas irradiadas con luz azul antes del
periodo de oscuridad (AB) presentaron mayor peso fresco total respecto a las que se
irradiaron con luz azul y rojo después del periodo de oscuridad (DM); por tanto, parece que
el momento y duracion de la exposicion a una longitud de onda en particular, afectaron la

produccion de biomasa en las plantas de Beta vulgaris L var cicla.

Conociendo los procesos fisiolégicos desencadenados por la exposicion de las plantas a la
luz azul, podemos mencionar los efectos generados por la luz roja; recordemos que a las
plantas de los tratamientos AR, DR, AM y DM se les proporciond de manera artificial luz
roja, mientras que el resto de los tratamientos (Control, AB y DB) recibieron luz roja

natural al final del dia de manera natural a traves de los rayos solares, asi como también
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todos los tratamientos recibieron luz azul natural durante las primeras horas del dia. La luz
roja también esta involucrada en biogénesis de cloroplastos (Yoo et al., 2019), asi también
en biosintesis de clorofila, desarrollo del cloroplasto (Jie et al., 2013) y transcripcion de
genes que codifican para PSIl y RUBISCO (Christopher, 1996). Los fitocromos fotoactivos
por luz roja cumplen su papel en biogénesis del cloroplasto, estimulando el ensamblado de
la ARN polimerasa plastidica (PEP), causando incrementos en la expresion de genes
plastidicos asociados a la fotosintesis (PhAPGs) (Yoo et al., 2019). Jie et al. (2013), han
descrito el papel del phyB fotoactivado por luz roja en el desarrollo de cloroplastos
afectando el nimero de grana y el sistema de membrana, asi también en la biosintesis de
clorofila mediando la expresion del gen PORA y Lhcb “The light-harvesting complex™, los
cuales codifican para NADPH: protoclorofilida-oxidoreductasa y para varias proteinas de
unién a Chl a/b, respectivamente. El papel del este Gltimo gen ya habia sido previamente
reportado por Christopher (1996), quien observé que la luz roja a través de phy, ademas de
inducir la transcripcion de genes nucleares como Lhcb y rbcS, induce la transcripcion del
gen plastidico rbcL, sabiendo que el primero codifica para subunidades del PSII y los dos

Gltimos para subunidades de RUBISCO.

Es factible que los valores de peso fresco totales obtenidos en el tratamiento de plantas
expuestas luz azul antes del periodo de oscuridad (AB) en Beta vulgaris var cicla (Figura
10a) fuese consecuencia de una apertura estomatica inducida por luz azul (Ballard, 2018)
de forma artificial a través de la luz led azul, en condiciones que optimizan el desempefio
de la maquinaria enzimatica fotosintética previamente estimulada por su exposicion tanto a
luz azul y roja proporcionada de manera natural por la luz solar (Christopher, 1996; Briggs

et al., 1999; Jie et al., 2013; Thum et al., 2001; Yoo et al., 2019), lo cual se reflejaria en
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una mayor conductancia estomatica, y por ende en mayores tasas de asimilacion de CO,; a
diferencia de las plantas que recibieron la exposicion de luz azul después del periodo de
oscuridad (DM), donde a pesar de que las plantas tuvieron dos eventos donde se estimul6 la
apertura estomatica a través de la exposicion a luz azul (una de manera artificial con el uso
de LEDs durante la mafiana y otra de manera natural por la luz solar), quizas el periodo de
30 minutos de exposicion a luz roja artificial fue insuficiente para activar la sintesis de las
enzimas involucradas en la fotosintesis, y ello explique las diferencias de peso fresco

observadas entre ambos tratamientos (Figura 16).

Tratamiento:
Leyenda:

. - Biogénesis de cloroplasto
- Apertura estomatica

AB

06:00 12:00 18:00 00:40 B Biogénesis de
cloroplastos
oy, - Biosintesis de clorofila
] - Transcripcidn de genes
i gue codifican para PSll y

0 G RUBISCO

DM 'y - - AB: Tratamiento luz azul antes

; del periodo de oscuridad

DM: Tratamiento azul/rojo
despues delperiodo de oscuridad

06:00 12:00 18.00 00:00
Figura 16: Longitudes de ondas percibidas por las plantas en el transcurso del dia de
manera artificial a través de luces LEDs y natural por medio del sol asociado a los procesos

fisiologicos que desencadenan, en los tratamientos de luz azul antes del periodo de
oscuridad (AB) y luz azul/rojo después del periodo de oscuridad.

En este estudio comparativo, llama la atencion las diferencias entre el peso fresco y seco de
las hojas de las plantas de los distintos tratamientos (Figura 10.b), el cual se relaciona
directamente el contenido hidrico foliar, que juega un papel importante en la fotosintesis,

pero también se encuentra relacionado a otras variables fisioldgicas como el turgor foliar, la
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conductancia estomatica, la transpiracion, la respiracion y el crecimiento, (Huang et al.,
2019). A mayor contenido hidrico foliar podria esperarse mayores tasas fotosintéticas
(Huang et al., 2019) y quizas una mayor produccion de fotoasimilados, los cuales pudieron
ser transportados desde las hojas hasta las raices, y explicarian los mayores valores

observados en los tratamiento expuestos a luz azul.

Tomando en cuenta, que a todos los tratamientos se les proporciono la misma cantidad de
agua y la respuesta en la produccion de raices fue diferente entre los tratamientos, este
mayor peso fresco y seco en raices en el tratamiento AB (Figura 10.d) se atribuye a la
exposicion a luz azul antes del periodo de oscuridad. Este efecto directo de la luz azul en el
crecimiento de raices ha sido comprobado previamente, Sakaguchi et al., (2019) trabajaron
con plantas de Arabidopsis thaliana L. (Brassicaceae) las cuales fueron expuestas a luces
leds azul, rojo y blanco, a una DFF de 35 pmol m2s !, hallando un mayor crecimiento de
raiz en las plantas expuestas a luz azul. El incremento en el crecimiento de la masa
radicular en las plantas expuestas a luz azul se atribuyd a la activacion de los fotoreceptores
CRY1 y CRY2 (Sakaguchi et al., 2019), que transmiten el estimulo luminico percibido en
el vastago hasta la raiz (Canamero et al., 2006); lo cual promueve la acumulacion de la
enzima DWF4 en el apice de raiz primaria (Sakaguchi et al., 2019). La enzima DWF4 es
clave para la biosintesis de brasinoesteroides, fitohormonas indispensables para el
desarrollo de la planta en diferentes estadios (Sakaguchi et al., 2019), donde estimulan la
elongacion celular y division celular en érganos en desarrollo (Kim et al., 2006); pudiendo
asi explicar la respuesta de un mayor crecimiento de raiz en las plantas de Beta vulgaris var
cicla expuestas a luz azul en el presente estudio. Sin embargo, queda por dilucidar si la

acumulacion de la enzima DWF4 en el pice de raiz depende de la hora del dia en la que las
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plantas son expuestas a la luz azul, ya que en el presente trabajo se observaron diferencias
del crecimiento de raiz dependiendo de si la exposicion ocurri6 antes o después del periodo
de oscuridad, y en este caso, la mayor produccién de raices correspondié a las plantas

expuestas a luz azul antes del periodo de oscuridad.

En trabajos previos en plantas expuestas a distintas longitudes de onda donde cuantificaron
peso fresco o seco de raiz pudo apreciarse el efecto de luz azul en la generacion de mayor
peso fresco y seco de raiz. Tanaka (1998) expuso plantas de Cymbidium floribundum Sw.
(Orchidaceae), a luces led azul, rojo, azul/rojo y blanco, este ultimo bombillo led utilizado
en el grupo control, durante 16 horas bajo una DFF de 45 pmol m?s™, obteniendo
diferencias significativas de peso seco de raiz, donde los valores mas altos correspondieron
a las plantas del tratamiento control y al tratamiento que combinaba luz azul y roja, pero no
hall6 diferencias significativas en el peso fresco de las raices. Shin et al. (2008) trabajaron
con plantas de Doritaenopsis Hort. (Orchidaceae) expuestas durante 16 horas a luces led
azul, rojo y mixto, a una DFF de 70 pmol m2s™, y demostraron que las plantas que
recibieron tratamiento mixto de luz azul y roja presentaron los mayores valores de peso
fresco de raiz, respecto a las que recibieron por separado luz roja y azul; también que los
mayores valores de peso seco de raiz correspondieron a las plantas que recibieron los
tratamientos de luz azul y mixto. Por dltimo, los estudios realizados por Johkan et al.
(2010) en plantulas de Lactuca sativa, expuestas durante 14 horas a lamparas led rojo, azul
y una combinacion de ambas, bajo una DFF de 100 pmol m %s* demostraron que las
plantas que recibieron el tratamiento mixto y rojo presentaron valores de peso seco

superiores a los valores observados en el tratamiento control y luz azul monocromatica.
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Nuestros resultados y algunos de los estudios previamente mencionados indican que la
longitud de luz azul de manera aislada o en combinacion con luz roja, bien sea a través de
la exposicion prolongada o breve como en este caso, sin importar la DFF utilizada, genera
un mayor peso fresco y seco en raiz, posiblemente a causa de la estimulacion de los
fotoreceptores CRY1 y CRY2, con la consecuente acumulacion de la enzima DWF4
involucrada en biosintesis de brasinoesteroides, que a su vez estimulan los procesos de
elongacion y division celular, lo cual se traduce en un incremento en el crecimiento y

biomasa de la planta (Kim et al., 2006; Sakaguchi et al., 2019).

Sin embargo es preciso sefialar, que no es posible determinar si el mayor desarrollo a nivel
de raiz pudo generarse también como respuesta a un mecanismo relacionado al estrés
generado por la exposicién a luz azul, lo cual se veria reflejado en un mayor desarrollo de
raices en busca de agua para contrarrestar la perdida de vapor agua causada por la apertura

estomatica prolongada por la exposicién a luz azul.

Respuestas de estrés generadas en plantas por exposicion a luz azul ha sido previamente
reportado, en Kalanchoe pinnata L. (Crassulaceae) ha ocurrido una mayor acumulacion de
compuestos fenolicos los cuales tienen actividad antioxidante protegiendo a las plantas
contra el estrés oxidativo causado por las condiciones ambientales (Nascimento et al.,
2012). Asi también, se ha demostrado que los criptocromos sintetizan especies reactivas de
oxigeno (ROS) en respuesta a la luz azul, las cuales se acumulan en el nicleo, e inducen la
transcripcion de genes implicados en la defensa de patdgenos, estrés bioticos y abidtico (El-

Esawi et al., 2017).

Por todo lo expuesto anteriormente, es preciso sefialar que con los resultados obtenidos
rechazamos la hipétesis que en principio nos planteamos, ya que las plantas expuestas a luz

59



azul después del periodo de oscuridad no presentaron mayor biomasa, AFE, espesor de la
lamina foliar ni mayor desarrollo del clorénquima, puesto que la induccién temprana de la
apertura estomatica ocasionada por la exposiciéon a luz azul por la mafiana no fue razén
Unica para causar cambios significativos a nivel de biomasa respecto al resto de los

tratamientos en Beta vulgaris var. cicla.

Es importante considerar también las respuestas generadas por la exposicion a luz roja bien
sea de manera natural o artificial, que parecen haber ejercido gran peso en los resultados
obtenidos en el presente trabajo, y es que las plantas que obtuvieron mayores valores de
biomasa fueron las expuestas a luz azul antes del periodo de oscuridad que justo antes de
ser estimulada la apertura estomatica por dicha longitud de onda, parece que jugd un gran
rol esta optimizacion enzimatica derivada de la exposicién a luz roja de manera natural. Asi
también, pudo apreciarse la influencia de la luz roja antes del periodo de oscuridad en la
generacion de mayor peso fresco de las hojas de Beta vulgaris var. cicla, que vendria
siendo el 6rgano comestible de interés, lo cual debe ser tomado en cuenta para futuros

trabajos.

e Area foliar

La capacidad de expansion de una hoja estd determinada por factores genéticos y
ambientales (Volkenburg, 1999). Entre los principales factores ambientales que influyen
sobre su desarrollo esté la calidad de luz (Silvestri et al., 2019). Hasta la fecha, no se sabe
con certeza el efecto especifico que ejerce la longitud de onda sobre la expansion foliar, y
por ende sobre el AFE. Estudios previos sugieren que la exposicion a luz azul y roja por
separado inducen un incremento en el AFE; de acuerdo a los estudios de Hanyu y Shoji

(2002), en Spinacia oleracea, expuesta a diferentes tiempos de exposicion, que abarcaban
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intervalos comprendidos entre 30 minutos y 6 horas, revelaron los menores valores de AFE
en las plantas que recibieron luz blanca, respecto a las que recibieron luz azul o roja.
Resultados similares son descritos por Wang y Cui (2015), en plantas de Cucumis sativus,
quienes reportan los mayores valores de AFE en el tratamiento expuesto a luz azul durante
12 horas. En contraste, Chinchilla et al. (2018) reportan una disminucion significativa del
AFE en plantas de Lactuca sativa expuestas a luz roja después del periodo de oscuridad
durante 1 hora, respecto a las plantas que recibieron luz blanca antes del periodo de
oscuridad. Estas diferencias podrian estar vinculadas al hecho de que la luz blanca abarca
una amplia gama de espectros luminicos, entre ellos luz roja y azul. Por lo tanto, una
exposicion prolongada a luz blanca artificial estimula la accion de diferentes fotoreceptores
y procesos bioquimicos relacionados con los procesos de crecimiento, asimilacion de
carbono y la biogénesis de cloroplasto, en el caso de la estimulacion inducida por luz azul
(Thum, 2001); asi como la biosintesis de clorofila, aumento en la transcripcion de rubisco y
de enzimas del PSII, en el caso de la estimulacion por luz roja (Christopher, 1996; Jie et al.,
2013), lo cual se traduce en un incremento neto del AFE. Resultados similares son descritos
por Chen et al. (2020) en plantas de Solanum tuberosum L. (Solanaceae); en dicho estudio,
los menores valores de AFE correspondieron a las plantas que recibieron exclusivamente
luz roja durante un periodo de 16 horas, los mayores valores correspondieron a las plantas
que recibieron exclusivamente luz azul y valores intermedios en las plantas expuestas a
tratamientos mixtos que combinaban simultaneamente azul y rojo durante el mismo

intervalo de tiempo.

En nuestro estudio el menor valor de AFE corresponde a las plantas expuestas a luz roja

monocromatica después del periodo de oscuridad (DR) (Figura 11), pudiendo encontrarse
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relacionado con la activacion del fitocromo phyB por luz roja, inhibiendo la expresion de
genes como ERECTA y EXPANSIN, que pertenecen a la familia de genes involucrados en
la expansion celular de los tejidos foliares (Liu et al., 2011). En el presente estudio
realizado en Beta vulgaris var cicla, no se encontraron diferencias significativas en el peso
seco en hoja entre los tratamientos realizados, lo cual explica en parte que no se observaran
diferencias en los valores de AFE (Figura 10b y 11) entre los tratamientos. La Unica
diferencia significativa que hallamos de las variables cuantificables estudiadas, atribuible a
la exposicion a un suministro de luz artificial de lamparas LEDs, fue el contenido hidrico
foliar, que se reflejo en diferencias en el peso fresco. Es importante tener en consideracion
que no todas las especies responden a la exposicién a luz azul y/o roja artificial del mismo
modo, también es factible que en el presente estudio, el tiempo de exposicion a la fuente de
luz artificial azul y/o roja no fuese suficiente, o que la proporcion de luz azul y roja fuese
insuficiente como para inducir diferencias significativas en el AFE, pudiendo causar los
resultados encontrados en nuestros trabajo y en estudios previos similares como los
realizados en Sinningia speciosa Lodd. (Gesneriaceae) y en Cordyline australis G. Forst.
(Asparagaceae) (Zhen y Labeke, 2017), donde tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos expuestos a luces LED rojo, azul y la combinacion de

ambos, durante periodos de 16 horas consecutivas.

Basandonos en los resultados de estudios previos y en nuestros resultados, suponemos que
el efecto de la exposicion a luz artificial azul y/o roja sobre el &rea foliar, y por ende sobre
el AFE es especie especifica; asi como también lo debe ser el tiempo de exposicion a las
mismas, dado que el tiempo de exposicion utilizado por diferentes investigadores vario

desde 30 minutos (Hanyu y Shoji, 2002 y el presente estudio), 1 hora (Chinchilla et al.,

62



2018), 6 horas (Hanyu y Shoji, 2002), 12 horas (Wang y Cui, 2015) y 16 horas (Zhen y
Labeke, 2017; Chen et al., 2020). Del mismo modo, la DFF de la luz suplementaria
suministrada influyo sobre la respuesta de las plantas durante su desarrollo; desde 50 pmol
m? s? tanto para luz azul, rojo o mixto (Hanyu y Shoji, 2002; Wang y Cui, 2015;
Chinchilla et al., 2018), 40 pmol m™ s™ de luz azul y 60-62 pmol m? s™ de luz roja en el
presente estudio, y hasta 100 umol m? s para cada tipo de luz, fuese azul, rojo y mixto
(Chen et al., 2020; Zhen y Labeke, 2017), con resultados muy variados. Por dicho motivo,
se recomienda estandarizar no solo tiempo de exposicion, sino también la DFF. Cuando
comparamos nuestro estudio con estudios previos que emplearon una DFF similar (x 50
umol m? s™), encontramos que el tiempo de exposicién es probablemente el factor que
determind que los valores no fuesen contrastantes en el AFE, dado que Hanyu y Shoji
(2002), Wang y Cui (2015) y Chinchilla et al. (2018), utilizaron con una DFF similar a la
nuestra y encontraron diferencias significativas en el AFE, utilizando intervalos de
exposicion superiores, de 1 hora (Chinchilla et al., 2018), 6 horas (Hanyu y Shoji 2002) y
12 horas (Wang y Cui, 2015). Por tanto, se recomienda para futuros trabajos incrementar el

intervalo de exposicion a las lamparas leds a un periodo minimo de 1 hora, para una DFF

de + 50 umol m?s™,
e Anatomia foliar

En el presente estudio, observamos que la exposicion a luz azul monocromaética y en
combinacién con luz roja durante 25 minutos, provocé un incremento significativo en el
tamafio de las células epidérmicas adaxiales de Beta vulgaris var. cicla, particularmente si
la exposicion ocurre antes del periodo de oscuridad (AB y AM) y no después del mismo

(DB y DM). Del mismo modo, pudimos comprobar que la exposicion a luz roja
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monocromatica antes y después del periodo de oscuridad (AR, DR), induce la disminucién
en el tamafio de las células epidérmicas en ambas caras de la Id&mina foliar de esta especie

(Tabla 3).

Estos resultados confirman la influencia de la luz azul de manera monocromatica o en
combinacidn con luz roja sobre el aumento del tamafio de las células epidérmicas adaxiales
y la influencia de la luz roja en las células de la epidermis causando menores tamafios, asi
como fue encontrado a su vez por Zhen y Labeke (2017) y Li et al. (2020) en Cordyline
australis, Ficus benjamina L.(Moraceae), Sinningia speciosa y Capsicum annuum L.
(Solanaceae) respectivamente. Con el presente trabajo podemos afirmar que la exposicion a
luz azul con una DFF > 40 umol m? s induce un incremento en las dimensiones de las
células epidérmicas ya que estudios previos obtuvieron esta misma respuesta pero
utilizaron una DFF de 100 y 300 pmol m? s*, en Cordyline australis, Ficus benjamina y
Sinningia speciosa (Zhen y Labeke, 2017) y en Capsicum annuum (Li et al., 2020),
respectivamente. Una posible explicacion a estos cambios en las dimensiones de las células
epidérmicas en respuesta a la exposicion de luz azul pudiese estar relacionado con los
mecanismos de adaptacién que han generado las plantas a luz de menores longitudes de
ondas, como ha sido estudiado en luz UV, ya que al ser fotones de mayor energia, pueden
ser particularmente perjudiciales durante las primeras etapas de desarrollo y también

provocar dafios a nivel del aparato fotosintético.

Entre otros efectos relacionados con la exposicion a luz UV esta el incremento de especies
de O, reactivo y la sintesis de metabolitos secundarios, como compuestos fenolicos los
cuales tienen propiedades antioxidantes (Carrasco-Rios, 2009; Victorio et al., 2011). Es

probable que la exposicion a luz azul al poseer longitudes de onda cercanas a la luz UV
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genere respuestas similares, por activar los mismos fotoreceptores (Victorio et al., 2011),
pudiendo desencadenar una sefial similar, generando asi, la induccién una mayor expansion

de las celulas epidérmicas adaxiales, lo cual no ocurre cuando se exponen a luz roja.

En las figuras 13, 14 y 15 se aprecian las variaciones en el contorno de las células
pavimentosas y de manera contrastante, los tratamientos AM y AR. De acuerdo a nuestros
resultados, las células pavimentosas observadas en el tratamiento AM, caracterizadas por
contornos marcadamente mas sinuosos, con lobulos de mayor tamarfio, podria estar
influenciado por el incremento en el grosor de la lamina, lo cual provoca un mayor estrés
mecanico a nivel de tejido y en consecuencia, requiere de mayor zona de contacto entre las
células epidérmicas. EI mayor tamafio de las células aunado al incremento en la sinuosidad
de las células epidérmicas adaxiales observadas en las plantas expuestas al tratamiento AM
contrasta con lo observado en los tratamientos AR, AB y DB, caracterizados por presentar
laminas foliares de menor espesor y presumiblemente sujetas a menor estrés mecanico;
caracterizadas por desarrollar células epidérmicas adaxiales de menor tamafio, contornos
poco sinuosos Yy I6bulos més cortos (Figura 13, 14, 15). Cabe mencionar que este estudio es
el primero que analiza la influencia de la exposicién a longitudes de onda azul y roja con
una DFF de 60-62 y 42-47 pmolm™s™, respectivamente, sobre las variaciones del contorno
de las células pavimentosas. Sapala et al. (2018) han demostrado a través de modelos de
simulacion, basados en estudios realizados en mutantes, que la forma intrincada que poseen
las células pavimentosas proporciona una estrategia efectiva para reducir el estrés mecanico
en la pared celular de la epidermis cuando el crecimiento a nivel de tejido es isotrdpico.

Bajo el estrés producido por la presion de turgencia se generan los lI6bulos que emergen a
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nivel celular, evitando asi la formacion de células isodiamétricas, siendo la forma menos

favorable en condiciones de estrés por alta presion de turgencia.

Otra de las variables anatomicas consideradas fue el clorénquima, cuya funcion
fotosintéetica en el mesofilo, segun Uemoto et al. (2018) aporta el 80% del total del ARN
sintetizado en la hoja. El clorénquima es tipicamente bifacial en dicotiledoneas como Beta
vulgaris var cicla y aunque tanto el clorénquima en empalizada como el esponjoso
desempefan la fotosintesis, difieren en algunas de sus funciones, como también en su
morfologia y distribucion dentro del meséfilo. Las células del mesofilo en empalizada
llevan a cabo la mayor proporcion del proceso fotosintético, debido a la gran cantidad de
cloroplastos presentes en las células (Uemoto et al., 2018) vy al arreglo de los cloroplastos
dentro de las células. Tipicamente, las células del parénquima en empalizada se orientan
verticalmente favoreciendo una penetracion mas profunda de la luz. Por su lado, el
parénquima esponjoso optimiza la dispersion de luz en el meséfilo (Zheng y Labeke, 2017),
a la vez que facilita el proceso de intercambio de gases, gracias a la presencia de espacios
intercelulares mas amplios entre las células con respecto a las células del parénquima en

empalizada, y a la presencia de paredes celulares mas delgadas (Uemoto et al., 2018).

Un incremento en el espesor de la hoja tipicamente se relaciona con una exposicién a
intensidades de luz altas, que indican un mayor desarrollo y diferenciacion del parénquima
en empalizada, lo cual se traduce en un mayor rendimiento fotosintético en la hoja (Li et
al., 2010). Esta relacion ha sido demostrada previamente en el estudio realizado con
lamparas LEDs por Zheng y Labeke (2017) en plantas de Ficus benjamina, en el cual
demostro la relacion entre el incremento en el peso fresco total con el incremento en el

espesor de la lamina foliar y mayor desarrollo del clorénquima en las de los tratamientos
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expuestos a luz azul, y concluy6é que la luz azul inducia una mejor absorbancia en el
clorénquima, y por ende, un mejor rendimiento cuéntico fotosintético. Resultados similares
también fueron descritos previamente por Ying et al. (2011), quienes hallaron una
correlacion entre el incremento en el rendimiento fotosintético y el espesor del parénquima
en empalizada en plantas de Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) irradiadas con luz azul

y con la combinacion azul/roja.

En este estudio realizado en Beta vulgaris var cicla, encontramos que la combinacion de
luz roja y azul indujo un incremento en el espesor de la ldmina foliar, dado que los valores
mas altos correspondieron a los tratamientos de luz azul y roja en secuencia, antes y
después del periodo de oscuridad (AM y DM), lo cual se relacionaba también con un mayor
desarrollo del parénquima en empalizada, como se observo en el tratamiento de luz azul y
roja antes del periodo de oscuridad (AM) (Tabla 4). No obstante, a pesar de que las plantas
del tratamiento AM presentaron las laminas de mayor espesor en seccion transversal, dicho
incremento no coincidid con un incremento en el AFE (Figura 11), ni en el peso fresco o

seco de la hoja (Figura 10).

Al parecer, el incremento en el espesor de la ldmina foliar no siempre esta relacionado con
un incremento en el peso fresco de la hoja, como sugiere el estudio realizado por Li et al.
(2010) en Gossypium hirsutum L. (Malvaceae), dado que las plantas que presentaron el
mayor desarrollo del clorénquima (tanto de empalizada como esponjoso) correspondieron
al grupo que recibi6 exclusivamente luz azul; mientras que el grupo que present6 el mayor
peso fresco total, fue el que recibi6 una combinacion de luz azul y rojo. Resultados
similares son descritos por Chen et al. (2020) en Solanum tuberosum L. (Solanaceae);

dicho estudio demostrd que la exposicion a luz azul en combinacion con luz roja induce un
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mayor desarrollo de los cloroplastos, y por ende un mayor desarrollo del clorénquima. No
obstante, aun cuando la anatomia nos aporta informacion acerca de la organizacién de las
células y dimensiones en la hoja, también es importante indagar lo que ocurre a nivel
bioquimico y fisiologico en la planta, lo cual no fue posible llevar a cabo en el presente

estudio realizado en Beta vulgaris var cicla.

Es importante tener en consideracion que en los estudios descritos anteriormente, se analizé
el efecto de la luz azul y roja (solos o en combinacion) sobre caracteres anatomicos foliares,
en plantas en desarrollo sometidas a periodos prolongados de luz artificial suministrada por
lamparas led; 12 horas en el caso de Li et al. (2010) y Ying et al. (2011) y de 16 horas en el
caso de los estudios realizados por Zhen y Labeke (2017) y Chen et al. (2020); mientras
que en el presente estudio, la exposicion con lamparas led monocromaticas azul y rojo,
solos o de manera secuencial, se realizd durante un lapso de 30 minutos, durante 28 dias,
por lo que este es el primer estudio en el cual se exploran cambios anatémicos en plantas
irradiadas durante intervalos méas breves antes y después de un periodo de oscuridad. Asi
mismo es preciso sefialar, que los dias en los que se llevo a cabo la irradiacion de manera
artificial a través de luces leds fueron similares tanto en el trabajo presente con un total de
28 dias de irradiacion como en los trabajos realizados por Chen et al. (2020), Ying et al.

(2011), Li et al. (2020), Li et al. (2010) irradiando las plantas entre 28 y 30 dias.

Segin Kozuka et al. (2011), existen dos mecanismos dependientes de la intensidad
luminica que contribuyen a la generacion de la forma cilindrica que presentan las células
del parénquima en empalizada; uno de los mecanismos se genera en respuesta a la
exposicion a luz azul (< 100 umol m? s™) a través del receptor phot2, el cual influye en la

orientacion cilindrica de las células en empalizada, favoreciendo la orientacion
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perpendicular respecto a la epidermis, lo cual maximiza la absorcion de luz por dichas
células, aumentando asi eficiencia de la fotosintesis. El otro mecanismo relacionado con la
orientacion de las células del parénquima en empalizada es independiente de phot2, y se

desencadena bajo intensidades luminicas superiores a 100 pmol m?s™.

El presente estudio corrobora los resultados de Kozuka et al. (2011), dado que las plantas
expuestas al tratamiento con luz roja monocromatica después del periodo de oscuridad (DR
y AR) se caracterizaron por presentar células del parénquima en empalizada mas cortas, de
contornos isodiamétricos a rectangulares, y en general, poco diferenciadas de las células del
parénquima esponjoso, en contraste con lo que observamos en las hojas de las plantas de
los tratamientos que recibieron irradiaciones de luz azul, sola o en combinacion con luz roja
(DB, AB, DM y AM)(figura 12). Es probable que el desarrollo méas limitado del
parénquima en empalizada de las plantas del tratamiento AR este asociado a un menor
rendimiento fotosintético (aunque no pudimos medirlo en este estudio), y ello explicaria los
valores de peso fresco foliar inferiores del tratamiento AR respecto al resto de los

tratamientos.

Otro cambio importante observado en las plantas del tratamiento AR fueron los valores de
densidad estomatica, siendo en ambas caras inferiores a los obtenidos en los otros
tratamientos (Tabla 5), asi como estomas y poros de menor tamafio en la cara adaxial de la

lamina foliar (Tabla 6).

También es importante destacar que la hora del dia en la cual se irradiaron las plantas con
luz roja monocromatica también influye sobre el desarrollo del clorénquima. De acuerdo a
nuestros resultados, las plantas que recibieron el tratamiento DR presentaron células del
parénquima en empalizada mas cortas e isodiamétricas (Figura 12) a la vez que estomas de
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mayor tamafio y en mayor densidad en la cara abaxial y mayores valores de peso fresco
maés altos que el resto de los tratamientos incluyendo las plantas del tratamiento AR (tablas
5y 6; Figura 10). EI mayor desarrollo del parénquima esponjoso observado en las plantas
de los tratamientos irradiados con luz roja monocromatica pudiese estar relacionado con un
incremento en el espesor de la lamina foliar y una mayor eficiencia en el intercambio de
gases, esto ultimo hubiese sido interesante determinarlo para robustecer los resultados
obtenidos, sin embargo por problemas técnicos con el equipo a utilizar no pudo llevarse a

cabo.

En contraste con lo observado en las plantas de los tratamientos irradiados con luz roja
monocromatica antes y después del periodo de oscuridad (AR, DR), las plantas de los
tratamientos con luz azul (AB, DB) presentaron una estructura anatébmica mas similar
(Figura 12), caracterizadas por un clorénquima méas compacto, similar al de las plantas del
tratamiento control, que facilmente se diferenciaba de las plantas irradiadas con luz roja
monocromatica y la combinacion de azul/rojo. La principal diferencia observada entre los
tratamientos con luz azul (AB y DB) fueron los cambios en el tamafio de las células en
empalizada, dado que éstas eran visiblemente mas altas y cilindricas el grupo de plantas
irradiado con luz azul antes del periodo de oscuridad (AB), respecto a los otros
tratamientos, incluyendo el control y el grupo irradiado con luz azul después del periodo de

oscuridad (DB).

El grupo de plantas del tratamiento AM (radiacion roja/azul antes del periodo de oscuridad)
se destaco por presentar células tanto epidérmicas como del clorénquima de mayor tamafio
que todos los tratamientos restantes (Tabla 3). El hecho de que presentara las células

clorenquimaticas (empalizada y esponjosos) de mayores dimensiones, aunado a una
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densidad estomatica superior en ambas caras respecto a los otros tratamientos, asi como
estomas de mayor tamafio y con poros méas grandes, sugieren que la combinacién de luz
roja y azul durante lapsos breves de exposicion a luces LEDs antes de un periodo de
oscuridad, estimula procesos de diferenciacion de los caracteres anatomicos (Ying et al.,
2011; Li et al., 2020), y se cumple en plantas en desarrollo de Beta vugaris var cicla

irradiadas con ambas longitudes de manera secuencial, antes del periodo de oscuridad.

Por ultimo, es interesante mencionar la presencia de un metabolito secundario (no
identificado) en todos los tratamientos que era particularmente abundante en el parénquima
esponjoso (Figura 12). Mzoughi et al. (2018), describen en hojas de Beta vugaris var cicla
la presencia de diferentes compuestos como, acidos grasos (estedrico, palmitico acidos
linoleico oleico y linolénico), fosfolipidos, glicolipidos, polisacaridos, acido ascorbico,
acido fdlico, pectinas, saponinas, flavonoides (apigenina), acidos fendlicos y betalainas
(pigmentos  hidrosolubles), los cuales tienen propiedades antioxidantes, anti-
acetilcolinesterasas, anti-diabéticas, antiinflamatorias, antitumorales y con efecto
hepatoprotector. A pesar de que nuestro trabajo no tuvo como objetivo la determinacién de
metabolitos secundarios inducidos por la exposicion a luz artificial azul y/o roja, a futuro
podria ser conveniente determinar la composicion de los metabolitos secundarios
observados en la lamina foliar de esta especie; sin embargo, su estructura y coloracion
cuando son expuestos a métodos de tincidn, sugieren que se tratan de compuestos fenolicos;

no obstante, es imprescindible realizar estudios fitoquimicos para hacer dicha afirmacién.

e Influencia de la irradiacion con luz artificial azul y/o roja sobre el complejo
estomatico
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Los estomas funcionan como la interfaz entre las plantas y la atmdsfera, regulando el
intercambio gaseoso, equilibrando la absorcion de CO, y la pérdida de vapor de agua. La
regulacion del desarrollo del complejo estomatico es critico en la adaptacion de las plantas

a las condiciones ambientales que las rodean (Hepworth et al., 2018).

Numerosos estudios confirman la influencia de la luz en el desarrollo estomatico (Figura
16); particularmente el modelo propuesto por Wei et al. (2020), el cual explica el efecto de
las diferentes longitudes de onda sobre los fotorreceptores y las respuestas celulares
generadas. De acuerdo a este modelo, COP1 activa la cascada “YODA protein” YDA —
“Mitogen-activated protein kinase4/5” MKK4/5 — “Mitogen-Activated Protein Kinase 3/4”
MAPK3/6 para mediar la degradacion de las proteinas SPCH e ICE1, o de manera directa
la degradacion de ICEL. La regulacion de YDA por COP1 no se ha dilucidado hasta el
momento. Sin.embargo, se presume que PIF4 reprime la transcripcion de los genes SPCH y
GNC/GNL, los cuales promueven el desarrollo del complejo estoméatico mediante la
regulacién aguas arriba de la expresion de SPCH. En condiciones de luz, los
fotorreceptores de luz roja (phyB y phyA) y los fotorreceptores de luz azul CRY1/2 actlan
en conjunto para suprimir la actividad COP1 y PIF4 y promover asi el desarrollo
estomatico. La luz también estimula la transcripcion y abundancia de la proteina AN3,
probablemente a través de las vias mediadas por fotorreceptores, ocasionando la inhibicion
en la expresion de COP1y YDA. Las flechas y lineas con barras representan la activacion y

la inhibicidn, respectivamente.
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Figura 17. Modelo de regulacion del desarrollo estomaético a través de la luz roja, roja
lejano y azul. Fuente: Wei et al. (2020).

El estimulo del desarrollo estomético inducido por la irradiacién con longitudes de azul y
roja se refleja en un incremento de la densidad estomatica. En el presente estudio,
podriamos atribuir la elevada densidad estomaética observada en ambas caras de la lamina
foliar en las plantas de Beta vulgaris var cicla irradiadas con luz azul + roja antes y después
del periodo de oscuridad (AM y DM, respectivamente). Presumimos que la exposicion a
ambas longitudes de onda de manera simultdnea o consecutiva, se relaciona con la
degradacion/supresion de PIF4 y COP1, a través de la phyB/phyA y cryl/cry2,
respectivamente, lo cual activa la expresion de SPCH y GNC/GNL, y por lo tanto la

diferenciacion estomatica (Wei et al., 2020).

Ying et al. (2011) también describieron una mayor densidad estomatica en plantas de
Solanum lycopersicum irradiadas durante 12 horas a luz azul y rojo/azul, con respecto al
grupo de plantas expuestas exclusivamente a luz blanca, roja o verde durante su desarrollo.

Dichos resultados fueron posteriormente corroborados por Zheng y Lebaka (2017), en
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plantas de Ficus benjamina y de Sinningia speciosa irradiadas con luz azul y rojo/azul

durante 16 horas consecutivas.

Ballard (2018), estudio el efecto de la irradiacion con luz roja y azul durante 5-6 horas
sobre la apertura estomatica en hojas de Tradescantia pallida D.R Hunt (Commelinaceae),
utilizando en ambos casos una DFF de 50 umol m?s'y observé que la aplicacion de luz roja
monocromatica causaba oscilaciones continuas de apertura y cierre estomatico, mientras
que al agregarle luz azul estas oscilaciones desaparecieron, y la apertura estomatica se
producia de manera continua. Este autor concluyo que la luz azul aumenta la conductividad
hidraulica del agua del xilema hacia la epidermis, lo cual reduce la pérdida del turgor de
presion en hoja. Contrario a los resultados descritos por Ballard (2018), en nuestro estudio
las plantas irradiadas con luz roja monocromatica (AR y DR) presentaron los estomas y
poros de menor tamafio de todos los tratamientos (Tabla 6), y los mayores tamafios
correspondieron a las plantas irradiadas con luz azul monocromatica (AB y DB). Si
asumimos que la luz azul induce una apertura estomatica mas prolongada (Ballard, 2018),
esperariamos que las plantas de los tratamientos irradiados con luz azul (AB y DB)
produjeran una mayor biomasa, lo cual no se cumplié en este estudio (Figura 10), y es
posible que la ausencia de diferencias significativas sea consecuencia de un intervalo de
exposicion muy limitado en este caso (30 minutos en los tratamientos con luz azul
monocromatica AB y DB y de 15 minutos de luz azul en tratamientos mixtos con luz roja

(AM y DM).

La densidad estomatica puede afectar la tasa fotosintética, asi como también el tamafio del
poro estomatico. La densidad estomatica puede modificar el nimero de sitios disponibles

para que ocurra el intercambio de gases, mientras que cambios en el tamafio del poro
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estomatico podria influir sobre la conductancia estomatica (gs). En este sentido, las hojas
con menor densidad estomética tienen menos poros a través de los cuales ocurrir el
intercambio de gases, lo cual podria incidir en una disminucion en las tasas de conductancia
estomatica y fotosintesis inferiores a causa de la disminucidon en la difusion de CO; en la
hoja (Wu et al., 2018). Zhang y Li (2019), encontraron que a valores de conductancia
estomatica (gs) mas bajos y A (tiempo de retraso inicial para la respuesta estomatica)mas
grandes, los estomas pequefios mostraron una disminucién méas rapida de la concentracién
intercelular de CO; (Ci) durante el proceso de induccion, lo que puede haber conducido a
una tasa de activacion de Rubisco aparentemente més lenta (Zhang y Li, 2019), lo cual se
refleja en un menor rendimiento fotosintético; sin embargo en el presente trabajo contrario
a este argumento, encontramos que uno de los tratamientos con los menores valores en las
dimensiones de los estomas adaxiales y-abaxiales (DR) (Tabla 6), presentaron valores de
peso fresco total y de hoja mas elevados (Figura 10).Es por esto preciso mencionar que en
el presente estudio, no fue posible realizar estudiar el efecto de la exposicion a luz azul y
roja monocromatica, por separado y en combinacion sobre el intercambio de gases en Beta
vulgaris var cicla, y por ende, determinar su influencia en el rendimiento fotosintético de
dicha especie; por lo que se recomienda realizarlos, utilizando los mismos tiempos de
exposicion, y también intervalos mas largos, con el objeto de estudiar mejor sus efectos
sobre la estructura anatomica y respuesta ecofisioldgica, teniendo en consideracion que

ambos seran determinantes en la productividad de este cultivar.

En este ensayo encontramos altos valores de densidad estomatica en ambas epidermis y
dimensiones del poro del complejo estomatico en las plantas que recibieron el tratamiento

AB, lo cual podria estar vinculado con una mayor conductancia estomatica en las mismas y
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por ende mayores tasas de asimilacién, que favorecieron un incremento en el peso fresco de
hojas y peso fresco y seco de raices, siendo esta ultima respuesta posiblemente causada por
la acumulacién de brasinoesteroides, las cuales inducen alargamiento celular en la zona
estimulada, en esta caso la raiz. En este mismo sentido, como se menciond anteriormente,
se observo un menor desarrollo del clorénquima total y esponjoso en las plantas expuestas a
luz roja después del periodo de oscuridad (AR), que coincidieron en presentar densidades
estomaticas mas bajas en ambas caras, asi como estomas y poros con dimensiones
inferiores, por lo que se esperaria incidiese negativamente en su rendimiento fotosintético y
biomasa; sin embargo esto no se refleja en el peso fresco y seco total y particionado en hoja
y raiz ya que se encuentra entre los grupos con valores mas altos (Figura 10), por tanto,
deben haber otras variables que afectaran dicha respuesta en las plantas correspondientes al

tratamiento AR las cuales no fueron consideradas en el presente estudio.
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CONCLUSIONES

- Los mayores valores en peso fresco y seco total y de raiz, asi también de peso fresco de
hoja correspondieron a las plantas irradiadas con luz azul antes del periodo de oscuridad
(AB), que ademas de poseer altos valores de densidad estomatica en ambas caras, también

presentaron grandes dimensiones en los estomas en cara adaxial y abaxial.

- Se observé un menor desarrollo del clorénquima total y esponjoso en las plantas expuestas
a luz roja después del periodo de oscuridad (AR), que coincidieron en presentar densidades
estomaticas mas bajas en ambas caras, asi como estomas y poros con dimensiones
inferiores, por lo que se esperaria incidiese negativamente en su rendimiento fotosintético y
biomasa; sin embargo, esto no se refleja en el peso fresco y seco total y particionado en
hoja y raiz ya que se encuentra entre los grupos con valores més altos, por tanto, deben
haber otras variables que afectaron dicha respuesta en las plantas correspondientes al

tratamiento AR las cuales no fueron consideradas en el presente estudio.

- Los mayores valores en los caracteres anatdmicos, tales como altura y ancho de células
epidérmicas adaxial y abaxial, dimensiones del parénquima empalizada, esponjo, estomas y
poro estomatico, asi también, mayor grosor foliar y densidad estomatica en ambas caras de
la hoja correspondieron a las plantas expuestas a luz azul + rojo después del periodo de

oscuridad (AM).

- El presente trabajo confirma la influencia de la luz roja monocromatica sobre el
desarrollo y diferenciacion de las células clorenquimaticas, asi como sobre la densidad

estomatica, independientemente de la hora a la cual se aplica la radiacion.
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- Se recomienda utilizar un mayor tiempo de exposicion con luces leds en los tratamientos
AR, AM y AB a modo de determinar si se generan tendencias mas marcadas a nivel de
peso fresco en hoja que es el 6rgano comestible y de interés econémico en Beta vulgaris

var. cicla
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APENDICE

Figura 18. a. Proceso de germinacion de semillas en bandejas de poliestireno b. Bolsas
plasticas con el sustrato c. Proceso de trasplante desde las bandejas de poliestireno hacia las
bolsas pléasticas.

Figura 19. Proceso de crecimiento de las plantas de Beta vulgaris L var. cicla antes de
comenzar los tratamientos LEDs.
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Figura 20. a. Plantas de Beta vulgaris L var. cicla etiquetadas para los diferentes
tratamientos LEDs. b. Plantas irradiadas por luz led azul c. Plantas irradiadas por luz led
roja.
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