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Determinacion rapida de clorofila en discos foliares

de limonero.

A.TORRECILLAS, A.LEON,

EDEL AMOR, M.C. MARTINEZ-MOMPEAN

INTRODUCCION

Los métodos de extraccion de clorofila en los tejidos
vegetales (ARNON, 1949), implican laboriosas y lentas
manipulaciones que obstaculizan su determinacidn en canti-
dades apreciables de muestras. Por estas razones HORESH
y LEVY (1981), proponon la simplificacion del procedi-

miento extrayendo el pigmento de discos foliares con NN
dimetil-formamida en reposo.

Dado que estas simplificaciones van ecaminadas a fa-
cultar la utilizacién de la técnica analitica en €nsayos como
los de correctores de deficiencias, donde resulta de interés
el conocimiento de la relacién clorofila a/clorofila b para
el diagndstico de los estados deficitarios de hierro y man-
ganeso (BAR-AKIVA, 1961) y sin embargo, la ecuacion de
LEVY (1982) para N,N-dimetilformamida slo permite el
cdlculo de los contenidos totales de clorofila, nuestro tra-
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RESUME - En utilisant pour l'extraction les N,N-diméthylforma-
mide ou acétone & 80 p. 100, on développe une technique de dosage
rapide de la chlorophylle en disques foliaires de 3 mm de diamétre.
Dans les deux cas, spécialement pour le premier d'entre eux, on
arrive 4 des niveaux appropriés de récupération du pigment par
rapport & ceux qui sont obtenus par extraction par homogénéisation,
ainsi qu'a une bonne sensibilité et reproductivité de la méthode.

bajo se dirige en dos sentidos, de una parte la puesta a punto
de la mencionada técnica de LEVY y de otra el ensayo de
la acetona al 80 % en condiciones de trabajo similares.

MATERIAL Y METODOS

El material utilizado fueron hojas maduras de limonero
Fino, exentas de problemas nutricionales y procedentes
de las tradicionales zonas de cultivo de la huerta de Murcia.

Los procedimientos de extraccién de clorofilas fueron
los siguientes :

a) Homogeneizacién del material foliar.

Se opera sobre un alicuoto de 0,250 g. de material foliar
limpio y finamente troceado, el cual se somete a extraccién
bien con 10 ml de acetona al 80 % o bien con igual volumen
de N,N-dimetilformamida, con un Potter de vidrio con
baifo externo de hielo. El macerado se filtra sobre embudo
de placa porosa y se lava hasta decoloracién del residuo.
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El filtrado se afora a 50 ml y se mide la intensidad de
color en un espectrofotometro frente al correspondiente
blanco a las longitudes de onda indicadas mis adelante
para cada caso.’

b) Mediante discos foliares.

Se colocan en un recipiente cerrado de vidrio, unos
18 discos foliares de 3 mm de didmetro exactamente pesa-
dos, junto con 5 ml de acetona al 80 % ¢ N,N dimetil-
formamida, manteniéndose en la oscuridad a 49C durante
72 y 48 horas respectivamente, procediéndose a continua-
cidén a su medida espectrofotométrica.

Los contenidos de clorofila se expresan en mg/100 g
m.s. a partir de las ecuaciones de ARNON (1949) para
el caso de la acetona al 80 % y mediante la de LEVY
(1982) indicada a continuacién, para la N,N-dimetilformami-
da. Clorofila total (mg/l) =4.DOgg5 + 25,5 DOgqs.

RESULTADOS Y DISCUSION
Extraccion con N,N-dimetilformamida.

Como consecuencia de la anterior ecuacidn, se nos plan-
ted verificar si efectivamente la clorofila en N,N-dimetil-
formamida experimenta un desplazamiento de su miximo
de absorcidén con respecto al que presenta en acetona al
80 % (ARNON, 1949), lo que de acuerdo con la figura 1
resulta evidente, al mismo tiempo que se puede comprobar
cémo la absorbancia a 645 nm es aniloga en los dos disol-
ventes.

@ Tamario de los discos foliares.

Dado que utilizar sblo dos discos foliares de 9 mm ),
como recomiendan HORESH y LEVY (1981), puede
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Figura 1 - Espectros de absorcion de clorofila en Acetona
al 80 % y N,N-dimetilformamida. (440-700 nm).

TABLA 1 - Influencia del tamaiio de los discos foliares en la cantidad de clorofila

extraida con 5 ml de N,N-dimetilformamida (*).

Muestra Diametro de los discos foliares
3 mm 9 mm
1 376,12 362,03
2 . 367,41 368,87
3 406,06 327,88
4 389,40 380,66
5 380,36 359,44
6 401,14 313,60
7 405 49 329,52
S 418,07 335,14
9 390,08 362,27
10 387,64 350,45
Media 392,18 348,99
Significacion de la diferencia
entre medias (P) 0,01

* - Los contenidos de clorofila se expresan en mg/100 g m.s.
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conducir a la falta de representatividad de una muestra de
hojas, pensamos en la posibilidad de ensayar un mayor
niumero de discos de menor tamafio (18 discos de 3 mm de
didmetro), con aniloga superficie total, que posibilitasen
su obtencién a partir de un mayor nimero de hojas.

Con objeto de cuantificar la clorofila extraida por este
procedimiento en comparaciébn al empleado por HORESH
y LEVY (1981), se procedié segin se expone en la tabla 1,
a du determinacién en 10 alfcuotos para discos de cada
tamano, obtenidos a partir de una misma muestra de hojas
normales de limonero.

Quedando claramente reflejado cémo los discos 3 mm de
difmetro extraen més clorofila que los de 9 mm, lo que
evidentemente puede deberse a la mayor facilidad de pe-
netracién del extractante en los discos mds pequefios.

o Sensibilidad y reproducibilidad del método.

Por otra parte, resultaba conveniente conocer qué canti-
dad de clorofila se extrafa con nuestro procedimiento, en
relacién a la liberada mediante la homogeneizacién de
los tejidos foliares. Con un disefio anflogo al anterior,
encontramos (tabla 2), cémo el método de los discos
foliares es capaz de recuperar el 97,04 % de la clorofila
existente, a la vez que presenta una buena reproducibilidad
de los resultados, con un bajo coeficiente de variacidn.

Una ves establecida la viabilidad de la técnica, resultaba
conveniente conocer la capacidad de extraccién de los 5 ml
de N, N-dimetilformamida empleados. A este respecto, en
la tabla 3, se recoge la cantidad de clorofila estraida en
funcién de un variado nimero de discos foliares, y que

-619

muestran c¢6mo entre 5 y 60 discos, se recupera satisfacto-
riametge la clorofila, ya que se produce sélo una muy
pequena dispersion de los resultados respecto del valor
medio. Esto posibilita el empleo, cuando sea necesario,
de un mayor namero de discos y en consecuencia de obte-
ner siempre un alicuoto bien representativo de la muestra
foliar.

e Tiempo de extraccion.

Con fines de operatividad, era conveniente conocer si
el tiempo de extraccion en la oscuridad a 40C, podia redu-
cirse o incluso si se cometerfan errores al proceder a cuan-
tificar la clorofila extrafda con posterioridad a las 48 horas
(HORESH y LEVY, 1981). En la figura 2, podemos obser-
var cdbmo a partir de los dos dias se completa la extrac-
cion de clorofila sin obtenerse diferencias significativas
hasta las 96 horas, por lo que un periodo de 48 horas
puede considerarse como el minimo imprescindible para
completar la extraccion, no produciéndose degradaciones
en todo el periodo de tiempo estudiado.

Extraccidén con acetona al 80 %.

Por las razones ya apuntadas en la introduccion e incluso
con el fin de estudiar si este extractante podria producir
anilogos resultados al ya estudiado, se procedio al ensayo
de su capacidad extractante con el mismo procedimiento.

. «
e Tiempo de extraccion.

Se procedid en primer lugar a determinar qué tiempo

. . .
de extraccion en la oscuridad a 49C, era necesario para
una extraccién mdxima de clorofila con acetona al 80 %.

TABLA 2 - Comparacion del método de extraccidn de clorofila con N ,N-dimetilformamida en discos foliares

de 3 mm de didmetro y mediante homogeneizacién (*).

Muestra Clorofila (mg/100 g m.s.) )
Homogeneizacion Discos foliares % Recuperacion

1 368,00 355.11 96,50

2 375,79 365,84 97,35

3 398,39 378,36 94,97

4 373,72 370,48 99,13

5 - 390,15 381,12 97,69

6 386,50 371,22 96,05

7 385,78 377,06 97,74

8 387,53 375,21 96,82

9 381,90 37394 97.92

10 393,06 378.06 96,18

Media 384,08 372,64 97,04
s 932 7,62
E.M. 2,95 241
CV.% 243 2,04

* . Abreviaciones : € = desviacidn standard ; E.M. = error de la media

C.V. = coeficiente de variacidn.
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TABLA 3 - Cantidad de clorofila extraida con 5 ml de N ,N-dimetilformamida en

funcidn del niimero de discos foliares utilizados (*).

Niimero de discos de 3 mm de diametro Clorofila
mg/100 g m.s. }Jg}'cmz
5 332,93 41,15
10 34731 40,50
15 347,54 42 61
20 353,71 43,60
40 349,32 42,56
60 339,67 41,56
Media 345,08 42,00
& 7,49 1,13
EM. 3,06 0,46
CV.% 217 2,70

* - Cada valor de la tabla es la media de tres repeticiones.

TABLA 4 - Influencia del tamaiio de los discos foliares en la cantidad de
clorofila extraida con acetona al 80 % (*).

Muestra Diametro de los discos foliares
3 mm 9 mm
1 436,64 299,87
2 446,09 274,37
3 428,76 32490
4 426,03 35994
5 444 81 298,14
6 426,08 281,41
7 422,14 35391
8 404,60 367,35
9 414,15 318,95
10 450,28 307,45
Media 42996 318,66
Significacion de la diferencia
entre medias (P) 0,01

* - Los contenidos de clorofila se expresan en mg/100 g m.s.

En la figura 3, queda establecido como la extraccién au-
menta hasta los tres dfas, para estabilizarse posteriormente
y dado que la cantidad de. clorofila extraida a las 48 horas
no difiere estadisticamente de la de 72 horas a un nivel
de P=0,01, pero si al nivel, P= 0,05 y no existen proble-
mas de degradacién, optamos por recomendar para mayor
seguridad, un plazo de extraccion de tres dfas.

e Tamafios de discos, sensibilidad y reproductibilidad
del método.

Postenormente quisimos determinar si la acetona al
80 % tenfa una mayor capacidad de extraccidn de clorofila
en discos de 9 mm de diametro que el otro extractante
y pudimos comprobar (tabla 4), Eomo al igual que la N,N-
dimetilformamida extraia més clorofila en discos foliares

de 3 mm, que en los de 9 mm., con analoga superficie
total. Sin embargo, aunque este método presenta una
buena reproducibilidad de los resultados (tabla 5), anf-
loga al obtenido mediante el método cldsico de homo-
genemaaén de los tejidos foliares (ARNON, 1949),

recuperacién obtenida es menor que con NN-dLmeulfor-
mamida (tabla 2). En cualquier caso, siempre que este
procedimiento se utilice a nivel de estimacit')n, puede ser
también valioso no sélo por las ventajas antes indicadas,

sino por emplear un disolvente menos irritante y m&s
econdmico.

Con objeto de comprobar que la menor cantidad de
clorofila extrafda en discos foliares, no se debfa a un pro-
blema de relacidn entre el peso de los 18 discos de 3 mm
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TABLA § - Comparacién del método de extraccion de clorofila con acetona al 80 % en discos foliares de
3 mm de diametro y el método tradicional por homogeneizacidn.
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Clorofila (mg/100 g m.s.)
Muestra
Homogeneizacion Discos foliares Recuperacién (%)
1 403,71 393,31 97,42
2 425,40 377,80 88,81
3 389,55 380,00 97,55
Bl 404,07 367,34 9091
5 393,63 372,61 94,66
6 41343 378,39 91,52
7 41422 370,52 89 45
8 426,25 377,57 88,58
9 416,40 386,97 92,93
10 417,22 393,57 94,33
Media 410,39 379,81 92,62
s 13,00 8,99
E.M. 3,92 2,84
CV.% 3,02 2,37
TABLA 6 - Cantidad de clorofila extraida con 5 ml de acetona al 80 % en funcién del niimero
de discos foliares utilizados (*).
Nilmero de discos de 3 mm de didmetro Clorofila 3
mg/100 g m.s. M glem
5 491,22 58,64
10 509 45 56,55
15 490,56 53,17
20 499 96 53,09
40 480,35 53,22
60 488 47 54,12
Media 493 34 54,80
-3 10,08 2,30
E.M. 4,12 0,94
CV.% 2,04 4,19

* - Cada valor de la tabla es la media de tres repeticiones.

TABLA 7 - Contenidos en materia fresca y seca de 25 discos de 3 mm de di#metro de hojas de limonero Verna

verdes y deficientes en hierro (*).

Hojas verdes Hojas con sintomas de deficiencia de Fe
Peso fresco Peso seco Peso fresco Peso seco
57,0 26,2 50,7 183
54,8 - 252 48,5 17,5
56,2 25,9 484 17,5
56,7 26,1 49,9 18,0
564 26,0 455 16,4
35,5 25,5 50,5 18.2
55,4 255 51,0 18,4
56,4 26,0 49,8 18,0
Media 56,05 258 49,3 17,8
& 0,75 0,36 1,80 0,65
E.M. 0,26 0,13 0,64 0,23
CV.% 1,33 1,37 3,66 3,67

* - Los pesos se expresan en mg.
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muestras diferentes, sobre todo si alguna de ellas era de
tejidos con alteraciones nutricionales.

&
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En la tabla 7, podemos observar que el peso medio de
los discos de hojas con sintomas de deficiencia de hierro
es del orden de un 12 % menor que los de hojas verdes
e incluso que el contenido en materia seca es un 31 %
menor, lo que evidentemente nos lleva a descartar la posi-
bilidad de referir los contenidos de clorofila a unidad de
superficie, salvo que los datos a comparar provengan de
plantaciones con similar situacién nutricional.
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determinacién de clorofila estudiados, pueden suponer

una mayor facilidad para andlisis en serie, e incluso en el

caso de la dimetilformamida con una buena exactitud,

350 - - ) aunque su empleo no deba realizarse cuando se pretenda
24 48 72 96 el conocimiento de los contenidos absolutos de clorofila.

Tiempo (horas)

IMIB0,0S Finalmente hemos de destacar que los métodos de

Clorofila (mg/100g. m.s.)
& &
=) =]

Figura 2 - Influencia del tiempo de extracci6n en la oscuri-

dad a 49C, sobre la cantidad de clorofila estraida con 5 ml
de N ,N-dimetilformamida.
‘301
W 4201
de didmetro y los 5 ml de acetona al 80 % se procedid a la E
extraccién en ese mismo volumen de extractante, de un 2410
nimero de discos entre 5 y 60, mostrando los resultados | ©
cdmo en todos los casos se obtienen muy similares canti- > 400
dades de clorofila (tabla 6). & MDS 001
Formas de expresién de los contenidos en clorofila. U 3901 MD
= S qos
=
Los niveles de clorofila extraida por estos procedimien- _g 380+
tos e incluso otros para'metros fisioldgicos (HORESH y | ©
LEVY, 1981 ; LEVY, 1980), se expresan con relativa 370
frecuencia, por unidad de superficie foliar y dado que los
resultados asi expresados en las tablas 3 y 6, presentaban 360 v v
una mayor variabilidad que los referidos a materia seca, 24 48 72 96
nos indujo a pensar que esto fuese debido a una hetero- Tiempo ( horas)
genuldad en el peso de los discos foliares, que aunque no

parecia tener excesiva meortancm al considerar alicuotos
de una misma muestra si podia serlo al intentar comparar Figura 3 - Influencia de tiempo de extraccién en la oscuri-
= dad a 49C, sobre la cantidad de clorofila extrafda con
5 ml. de acetona al 80 %
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