NOTAS CIENTIFICAS

Anadlisis de clorofila como indice indirecto de

clorosis férrica en nectarinos’

Rafael Ruiz S.%, Ménica Helle J.? y Rosa Espinoza A.*

INTRODUCCION

Es conocido el hecho de que el analisis de la con-
centracién de hierro total en hojas no es un buen
indice de la situacién nutricional de este ele-
mento en la planta (Osserkowsky, 1933; Jakob-
son, 1945; Mc Clung, 1956; Wallace, 1960;
etc.). Dada la importancia de este problema pa-
ra la fruticultura de la zona central, parece im-
portante desarrollar ‘métodos de diagndstico
que permitan saber con seguridad que el pro-
blema que se enfrenta esta relacionado a la nu-
tricién férrica y, ademds, poder cuantificar la
magnitud del problema por otros métodos que
la apreciacién visual. Por otra parte resulta
interesante -desde el punto de vista de la inves-
tigacién abordar el problema del hierro por
otros caminos que lo$ habituales.

Informacién proveniente del extranjero sefia-
la que la clorosis férrica esta en relacién con la
concentracién de clorofila (Wallihan,
Por otra parte también se sefiala que aparece
estrechamente asociada a la actividad de la enzi-
ma peroxidasa (Bar-Akiva, 1969), de la cual
el hierro es el metal especifico. Por el momento
el objetivo de este estudio se centrara en el pri-
mer punto y, en concreto, se persigue implemen-
tar un método confiable de analisis de clorofila
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y sus fracciones asi como probar en forma preli-
minar su valor como método de diagnéstico de la
clorosis férrica, comparandolo con el anilisis de
hierro total.

MATERIALES Y METODOS
I. Muesiras

En el mes de diciembre de 1978 se colectaron
muestras de hojas con diferente grado de cloro-
sis férrica, provenientes de un huerto de necta-
rinos ¢v. Le Grand, en la Estacién Experimental
La Platina. Las muestras se tomaron de arboles
con diferente grado de clorosis férrica (en base
a apreciacion visual), a saber: sanos, leves, mo-
derados, fuerte y severamente afectados. Cada
muestra estuvo constituida por aproximada-
mente 100 hojas del tercio medio de ramillas
del afio, separandose 20 para anélisis de clo-
rofila y el resto para analisis de hierro total.

I1. Determinaciones

a) Hierro total: Se determiné hierro total por el
método convencional de calcinacién y deter-
minacién por absorcién atémica. Las muestras
fueron acuciosamente lavadas y posteriormente
secadas y molidas mediante mortero de agata.

b) Clorofila: La determinacién de clorofila
se efectué siguiendo en gran parte el método
sugerido por la Association of Official Analyti-
cal Chemist (1970). Este método aparece desa-
rrollado en detalle por Z. Sestak (1971) y per-
mite determinar clorofila a, b y total (a +b) con
buena aproximacién.

En forma resumida el procedimiento segui-
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do en base a las fuentes anteriormente seriala-
das, fue el siguiente:

1) Se pesé 1 g de hojas frescas, previamente
cortadas en trocitos y se mezclaron con carbo-
nato de calcio y carbonato de sodio (neutrali-
zantes de acidez).

2) Posteriormente la muestra fue macerada
en forma rapida en mortero con-ayuda de arena
de cuarzo.

3) Como extractante se utiliz6 acetona al
85%.

4) Se filtré al vacio, volviendo el residuo al
paso 2 y volviendo a filtrar. Este proceso siguié
hasta que el liquido del filtrado result6 inco-
loro.

5) Se llevé a volumen conocido (en este caso
1 1) y se procedi6 a leer en fotocolorimetro a
645 y 663 mu de longitud de onda (méaxima ab-
sorcién de clorofila a y b, respectivamente).

6) Ante la posibilidad de presencia de al-
gin otro compuesto organico —extraclorofila—
que pudiera estar interfiriendo, se efectué una
lectura a 750 mu, en la cual la clorofila no absor-
be. La absorbencia debe ser menor al 5% del valor
de absorbencia en el rojo para la clorofila a.
En este caso €l valor leido se resta del de la clo-
rofila a y b, antes de efectuar el calculo final. De
lo contrario hay que eliminar el contamante
por centrifugacién.

¢) Caélculo de clorofila a, b, total y relacion a/b:
Se han desarrollado muchas ecuaciones algo
diferentes para el calculo de la cantidad de clo-
rofila por espectrofotometria. Estas diferen-
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cias se deben al tipo de extractante usado y a
diferentes valores calculados para el coeficien-
te de absorcién especifico. Las ecuaciones de
Mackinney-Arnon (Arnon, 1949) son, sin em-
bargo, las de uso mas frecuente y son las que se
utilizaran para el clculo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos para la concentra-
cién de hierro total aparecen en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Concentracién de hierro en hojas
con diferente grado de clorosis férrica'.

Grado de clorosis Cont. Fe (ppm.)

férrica

Sana 250
Leve 190
Moderada 245
Fuerte 170
Severa 205

!Cada observacién representa el % de 2 anlisis.

En este cuadro se aprecia que el analisis de
Fe total no guarda relacién con la sintomato-
logia de carencia de hierro observada.

Los resultados obtenidos para la concentra-
cién de distintas fracciones de clorofila apa-
recen en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Valores de absorbencia y concentraciones de clorofila a, b, total y relacién a/b,
en hojas con distinto grado de clorosis férrica'.

Grado de clorosis Absorbencia (A) Concentracién de clorofila (mg-L~")
férrica (en base a 1 g mat. fresca)

663 mu 645 mu 750 mu Ca Cb Ca+b a/b
Sana 0,195 0,110 0,001 2,17 1,59 3,75 1,36
Leve 0,168 0,128 0,007 1,72 2,02 3,73 0,85
Moderada 0,083 0,072 0,003 0,83 1,21 2,03 0,68
Fuerte 0,044 0,040 0,007 0,45 0,69 1,12 0,65

1 Fl calculo de fracciones de clorofila se efectué de acuerdo a las férmulas de Mackinney-Arnon (Arnon, 1949):

Ca =127 Assz— 2,69 Asas
Cb bd 22,9 Aﬁ45 - 4,68 1&563
Coo = 8,02 Asez— 20,20 Asas

Ca

b =
a/ G
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En este cuadro se observa que el contenido de
clorofila a, desciende consistentemente a medi-
da que se acentda el sintoma de deficiencia. La
situacién es parecida respecto del total (a + b),
excepto que no discrimina bien en el primer ran-
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Por 1ltimo, €l cuadro seiala que a medida
que se acentia la sintomatologia, la propor-
cién de clorofila a respecto de la b decrece noto-
riamente, indicando que aquélla se ve afectada
en mayor grado por la deficiencia de hierro.

- go (sana-leve). Clorofila b, en cambio, serala
menos satisfactoriamente la situacién.

RESUMEN

Se procedié a evaluar el anélisis de clorofila como indicador indirecto de clorosis férrica
de hojas de durazneros en comparacién con el analisis de hierro total. La primera de las téc-
nicas (especificamente, al analisis de clorofila @) mostré una buena asociacién con sin-
tomatologia carencial. El andlisis de hierro total, por otra parte, no mostré buena rela-
cién con el problema estudiado.

SUMMARY

CHLOROPHYLL ANALYSIS AS AN INDIRECT INDEX OF IRON
CHLOROSIS IN NECTARINES

Chlorophyll extraction analysis was evaluated as an indicator of lime-induced-chloro-
sis symptoms in peach leaves in comparison with total iron content analysis. The A.O.A.C.
methodology was employed.

Chlorophyll analysis (specifically Chyll @) showed a good correlation with iron defi-
ciency symptoms but total iron content did not show a good correlation with them.
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