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DESTRUCTIVO, PARA MEDIR EL CONTENIDO DE CLOROFILA EN HOJAS DE
PLANTULA DE ALBAHACA (Ocimum basilicum L)
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for measuring the chlorophyll content in basil seedling leaves (Ocimum basilicum L)
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RESUMEN. La medicién de la clorofila de la hoja por método de la extraccion es un proceso lento costoso y destructi-
vo. El objetivo del presente trabajo fue determinar la concentracién de la clorofila total en albahaca en etapa de plantula
para el trasplante, con un medidor portatil de clorofila SPAD-502 y el método propuesto por Moran, correlacionando
ambos datos. El uso del SPAD-502 permitié la determinacién confiable de la clorofila, dado que su correlacién con el
método destructivo generé una ecuacién con una R? de 99.9 %.
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ABSTRACT. Measuring chlorophyll in leaves using the extraction method is a slow, costly and destructive process.
The objective of this study was to determine the concentration of total chlorophyll in basil seedlings to be transplanted,
using a SPAD-502 portable chlorophyll recorder and the method proposed by Moran, and correlating both types of
data. The use of the SPAD-502 made it possible to obtain a reliable chlorophyll reading, as its correlation with the

destructive method generated an equation with an R? of 99.9 %.
Key words: SPAD-502, Ocimum basilicum L., chlorophyll, total chlorophyll.

INTRODUCCION

La clorofila es importante en la planta para
realizar la fotosintesis. Existen tres tipos de clorofila
y revisten la mayor relevancia dado que se utilizan
para la sintesis de glucosa a partir de COs y H5O,
con liberacion de Oy y en etapa de plantula es fun-
damental dada la alta demanda de carbohidratos
para el crecimiento y desarrollo de la planta com-
pleta (Bidwell RGS 2002. Fisiologia vegetal. AGT
Editor SA). La medicién de la clorofila de la hoja
por método de la extraccién es un proceso lento,
costoso, incémodo y laborioso, que dificulta tomar
decisiones inmediatas, ademas de ser destructivo, lo
cual es importante principalmente cuando se trata
de especies cultivadas que requieren, en la primera
etapa, ser iniciadas en almacigos o en cajas ger-

minadoras para su posterior trasplante, como es el
cultivo horticola de la albahaca (Ocimum bacilicum
L.). Lo anterior limita el uso del método destructivo
como herramienta de diagndstico en la investiga-
cion de especies vegetales en busca de un contenido
mayor de clorofila (Murillo-Amador B, Avila-Serrano
NY, Garcia-Hernandez JL, Lopez-Aguilar R, Troyo-
Dieguez E, Kaya C 2004. J. Plant Nutr. Soil Sci.
167: 1-2).

La capacidad para predecir el contenido de la
clorofila en la hoja, con base en lecturas de fluores-
cencia o de reaccién instantanea a un haz de luz,
ha sido demostrada para diferentes especies vegeta-
les, incluyendo Ficus benjamina L. and Populus del-
toides Marsh (Loh F, Grabosky J, Bassuk N 2000.
HortScience 35: 423-424), pasto San Agustin (Ro-
driguez IR, Miller GL 2000. HortSci. 35: 751-754)
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y sorgo (Yamamoto A, Nakamura T, Adu-Gyamfi
JJ, Saigusa M 2002. J. Plant Nutr. 25(10): 2295-
2301). Sin embargo, la utilidad del medidor de la
clorofila SPAD-502 para la determinacién rapida de
la clorofila no ha sido explorada en albahaca. Por
lo anterior, el objetivo de este trabajo fue calibrar
la aplicacién del medidor portatil de clorofila SPAD-
502 para determinar la concentracién de la clorofila
total en albahaca, en etapa de plantula para el tras-
plante.

MATERIALES Y METODOS

El experimento fue conducido bajo condicio-
nes controladas de temperatura y humedad relati-
va en el invernadero del laboratorio de Biotecnolo-
gia Vegetal del Centro de Investigaciones Biolégicas
del Noroeste S.C., ubicado en La Paz, Baja Cali-
fornia Sur, México (24° 08" N, 110° 24’ W). La
especie utilizada fue albahaca (Ocimum bacilucum
L.) variedad Nuffar. Se utilizaron veinticuatro placas
germinadoras de poliestireno de 288 cavidades ca-
da una, las cuales fueron previamente desinfectadas
con solucién acuosa de hipoclorito de sodio (7 %) y
enjuagadas con agua destilada.

Con la finalidad de probar que el uso del
SPAD-502 es valido y efectivo para determinar la
clorofila total en hojas de manera indirecta y sin
destruirlas, se muestrearon 180 plantas. Las plantas
fueron sometidas a dos factores de condicién quimi-
ca del sustrato con seis niveles cada uno (seis niveles
de salinidad ‘CE’ (0,2, 4, 6,8y 10dS - m™!) y seis
dosis de acido hamico ‘AH" (0, 50, 100, 150, 200 y
250 mg - L™1). Para ambos factores se incluyé el tes-
tigo o control (sin salinidad y sin AH). Se aplicé un
disefio completamente al azar con arreglo combina-
torio y cinco repeticiones (cada planta se consideré
como una repeticién). Tres hojas sanas y completa-
mente desarrolladas se recolectaron de cada planta,
lo que sumé un total de 540 hojas, cuyas lecturas
y determinaciones se dividieron en tres fechas (180
por fecha).

Las semillas fueron sembradas en un sustra-
to comercial inerte de vermiculita al mismo tiempo
y bajo condiciones similares de manejo. Las placas
con las semillas se irrigaron con una solucién Hoa-
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gland (Castellanos JZ, Uvalle-Bueno JX, Aguilar-
Santelises A 2000. Manual de Interpretacién de Ana-
lisis de Suelos y Aguas. INCAPA. U. A. Chapingo).
Tres muestreos-mediciones se realizaron a los 25, 30
y 35 dias después de emergida las plantulas, tiem-
po usual para el trasplante, hasta completar las 540
lecturas con el SPAD-502 y el mismo namero de
determinaciones con espectrofotémetro. La superfi-
cie de cada hoja fue higienizada antes de cada me-
dicién. Las lecturas de respuesta de la clorofila se
realizaron con seis equipos de medicién tipo SPAD
portatil (SPAD-502, Minolta Camera Co., LTD Osa-
ka, Japén), con los cuales se midieron y registraron
lecturas puntuales e instantaneas. Posteriormente,
los discos-muestra de hojas sanas fueron extraidos,
los cuales se depositaron en bolsas estériles de po-
lietileno y éstas a su vez en cajas de poliuretano con
hielo para su traslado y manejo en laboratorio. Las
lecturas y las muestras de la hoja utilizada para la
determinacién de la clorofila de la seccién atil de
las placas germinadoras (excluyendo lineas de orilla
y barreras) fueron medidas entre 08:00 y 10:00 am.
Los discos de 1.3 cm de diametro por hoja fueron
seccionados con un horadador, homogeneizado en
frio, en 20 mL de acetona acuosa al 80 % (Moran
R 1982. Plant Physiology 69:1376-1381) y fueron
transportados en hielera portatil al laboratorio. Las
suspensiones de la clorofila fueron mantenidas en
oscuridad hasta su lectura con un espetrofotéme-
tro (Unicon, Cambrigde Spectronic, UK). La absor-
bancia fue medida entre 645 y 663 nanémetros. El
contenido de clorofila total fue determinado por el
método de Arnon (Arnon DJ 1949. Plant Physio-
logy 24:1-15) y fue comparado con las lecturas de
SPAD.

Un analisis de regresién fue aplicado con el
método de minimos cuadrados de Pearson para de-
terminar la relacién numeérica-funcional entre las va-
riables ‘reactancia de la clorofila’ o ‘Spad’ como la
variable independiente x’ y el contenido de clorofi-
la total por el método destructivo como la variable
dependiente 'y'. Por su parte, el analisis de correla-
cion se realizé para determinar el grado de asocia-
cion entre las mencionadas variables (Daniel WW
2004. Bioestadistica. Limusa Wiley). El analisis de
regresion lineal fue realizado empleando el programa
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Tabla 1. Analisis de varianza y contraste de medias (CE) para clorofila total, segin la variacién experi-
mental de la salinidad (CE, en dS m~—1). (Variable dependiente: clorofila total; factor de variacién: CE;
nimero de observaciones = 540; nimero de niveles de CE = 6).

Table 1. Analysis of variance and contrast of averages (CE) for total chlorophyll, according to the ex-
perimental variation of salinity (EC, in dS m~1!). (Dependent variable: total clorophyll; variation factor:
CE; number of observations = 540; number of CE levels= 6).

Fuente Sumas de Cuadrados Cuadrados Medios F p
Entre grupos 493.09 98.61 927.64 0.0001
Intra grupos 56.77 0.106
Total (Corregido) 549.86

CE Observaciones Medias Grupos homogéneos

10 90 1.851 a

8 90 2.23 b

6 90 2.56 c

4 90 2.93 d

0 90 3.6 e

2 90 4.73 f

Statistica v. 6 (Anénimo 2006. Statistica. StatSoft,
Inc.).

RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto principal sobre la clorofila total fue
causado por CE (Figura 1); en virtud de que AH
no ejercio efectos estadisticamente significativos, di-
cho factor fue descartado de anélisis posteriores.
La relacién del contenido extraible de la clorofila
de la hoja, entre las lecturas de SPAD vy los datos
de clorofila obtenidos en laboratorio fue cuadratica
(Tabla 1). Los resultados obtenidos son compara-
bles a los reportados por otros autores (Dwyer LM,
Tollenaar M, Houwing L 1991. Can. J. Plant Sci.
71: 505-509-, Himelrick DG, Wood CW, Dozier Jr
WA 1992. Adv. Strawberry Res. 11: 59-61; Murillo-
Amador B, Avila-Serrano NY, Garcia-Hernandez JL,
Lopez-Aguilar R, Troyo-Dieguez E, Kaya C 2004. J.
Plant Nutr. Soil Sci. 167:1-2). La medida in situ del
contenido de clorofila de la hoja en albahaca con el
medidor SPAD-502 mostré una alta correlacién con
la obtenida mediante el procedimiento del espec-
tréometro. Por lo anterior, este método puede con-
siderarse confiable y recomendable, principalmente
cuando debe evaluarse un alto nimero de muestras,
debido a su rapidez, bajo costo y escasa o nula de
destruccion de hojas de la plantula, ademas de ha-
cer viable la toma de decisiones inmediatas sobre el
estado de sanidad y nutricién de la plantula antes

del trasplante.
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Figura 1. Respuesta de la clorofila total de plantulas de albaha-
ca (Ocimum bacilicum L.) var. Nuffar, a seis niveles de salinidad
expresada como CE (dS m~1).

Figure 1. Response of total chlorophyll in basil seedlings
(Ocimum  bacilicum L.) var. Nuffar, at six levels of salinity
expressed as EC (dS m~1).

Lo anterior se infirié6 independientemente del
tipo de tratamiento al que esté sujeta la plantu-
la, lo cual se derivé a partir de la serie de ensayos
realizados en el presente trabajo, toda vez que se
analizaron plantulas sometidas a diversos niveles de
salinidad y dosis de acido hamico en el sustrato,
se tomaron en cuenta las unidades experimentales
testigo (solamente con agua con solucién nutritiva
estandar).
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Tabla 2. Resultados del analisis de varianza de la regresion y correlacién. (R? = 99.854 %; R? (ajustado
para gl) = 99.85 %,; error estandar de los estimados = 0.038; error absoluto medio = 0.029) .

Table 2. Results of the analysis of variance for regression and correlation. (R? = 99.854 %; R? (adjusted
for df) = 99.85 %; standard error of estimates = 0.038; mean abolute error = 0.029).

Fuente Sumas de Cuadrados gl Cuadrados Medios F P
Modelo 536.59 2 268.3 178863.3 0
Residuo 0.79 537 0

Total (Corregido) 537.38 539

Los efectos de la salinidad fueron significati-
vos sobre la clorofila total (F = 927.64; p < 0.001)
(Tabla 1). Al contrastar las diferencias entre medias
con la DMS de Fisher (Daniel WW 2004. Bioesta-
distica. Limusa Wiley) se acept6 1% de riesgo de
error al considerar cada par de medias como signifi-
cativamente diferentes.
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Figura 2. Prediccién de clorofila total de plantulas de albaha-
ca (Ocimum bacilicum L.) var. Nuffar, determinada con lecturas
del SPAD-502 y calibrada por extraccién y analisis en espectro-
fotémetro. Linea continua: modelo de regresiéon cuadratica con
3~ust_ = 0.998 para IC=99 %. Puntos: valores observados. y:
clorofila total; x: unidades SPAD.
Figure 2. Prediction of total chlorophyll in basil seedlings (Oci-
mum bacilicum L.) var. Nuffar, determined through SPAD-502
readings and calibrated by spectrophotometric extraction and
analysis. Continuous line: quadratic regression model with dej'
= 0.998 for IC = 99%. Points: observed values. y: total chlo-
rophyll; x: SPAD units.
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Para el uso del medidor SPAD-502 con la fi-
nalidad de determinar el contenido de clorofila de
plantulas de albahaca variedad Nuffar, fue necesa-
rio contar con una curva de calibracion como la ex-
puesta (Figura 2) o bien la correspondiente ecuacién
generada:

Clorofila Total = 1.70 — 0.065 SPAD + 0.005 SPAD?

Los resultados mostraron alta correlacién en-
tre el método destructivo y el no destructivo (anali-
sis de regresion y correlacion; r = 0.999; p < 0.001),
lo cual se observa en el concentrado de datos del
analisis de varianza de la regresion y correlacion (Ta-
bla 2). El estudio confirmé la utilidad y conveniencia
de usar la técnica de SPAD para la determinacién no
destructiva del contenido de la clorofila en |a hoja de
albahaca, principalmente cuando una alta cantidad
de muestras o una poblacién considerable debe ser
analizada.
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