Practica 4:

EFECTO DE LA QUINETINA
SOBRE LA SENESCENCIA
FOLIAR

1. Finalidad
Estudiar el efecto de las citoquininas en el retraso de la senescencia

foliar.

2. Material necesario

Material vegetal: Plantas de cebada (Hordeum vulgare) de 15-18 dias.
Material de laborarorio: Acetona al 80% (v/v). 8 placas Petri. Tubos
graduados de 20 mL. Mortero. Bisturi. Pipetas Pasteur. Papel Whatman N°1.
Embudos. Espectrofotdmetro.

Disoluciones a preparar: A partir de una solucién madre de quinetina de
100 mg/L preparar 100 mL de las siguientes diluciones de quinetina 10, 1y 0.1
mg/L.

Disolucion Concentracion de la solucion madre. | Volumen de agua destilada

quinetina Volumen a tomar: (mL)

10 mg/L

1 mg/L

0.1 mg/L

Ordenador. Realizar un grafico con ayuda de un programa informatico

(Microsoft Office Excel o SigmaPlot).

3. Procedimiento

A. Germinacion de las semillas y crecimiento de las plantulas. Sembrar semillas

de cebada (Hordeum vulgare) en una bandeja con vermiculita. Mantener las

plantas en el invernadero durante unos 15 dias.
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B. Seleccionar hojas sanas de cebada y pesar cuatro lotes de 0.5 g cada uno. A
continuacidn, cortar las hojas en secciones de 1-2 cm de longitud.

C. Preparar 8 placas Petri conteniendo 25 mL de cada uno de las siguientes
disoluciones: (1) H,O destilada, (2) Quinetina 0.1 mg/L, (3) Quinetina 1.0
mg/Ly (4) Quinetina 10.0 mg/L

D. Colocar las secciones en las placas, sellar con Parafiim® y, guardar una serie
en la luz y otra en la oscuridad durante 7-8 dias. Transcurrido este tiempo,
determinar el contenido de clorofilas en cada tratamiento utilizando el
procedimiento descrito en el siguiente apartado. Determinar, asimismo, el
contenido clorofilico de hojas recién cortadas de la planta, que nos permitira
evaluar el porcentaje de retencion de clorofila por las hojas en los distintos
tratamientos.

E. Determinacion del nivel de clorofilas totales

Para determinar el nivel de clorofilas totales, sacad las hojas de las placas Petri

y secarlas suavemente con papel de filtro.

a) Extraccion de clorofila. Poner el material vegetal 0.5 g (peso fresco)

en un mortero limpio. Triturar el tejido hasta obtener una pulpa fina y afiadir 4

mL de acetona de 80% (v/v).

Transferir cuidadosamente, con ayuda de una pipeta Pasterur el extracto
resultante a un embudo que contiene un filtro de papel Whatman N°1. Mientras
se filtra el extracto, triturar otra vez el tejido con otros 4 mL de acetona al
80%. Después de 3 o 4 minutos filtrar el segundo extracto. Después de la
segunda extraccion el tejido debe carecer de clorofila si no, continuar con la
extraccién con 3 mL de acetona al 80 %. Filtrar. Por ultimo, afadir 2 mL de
acetona, al 80%, vy lavar el mortero y las paredes del embudo. Para facilitar el
calculo de la cantidad de clorofila presente, llevar el filtrado hasta un volumen
final de 15 ml.

b) Determinacién de la cantidad de clorofila. Leer y anotar la

absorbancia del extracto clorofilico en el espectrofotdmetro a 652 nm. Ajustar el

aparato con un blanco con acetona al 80%.

Practicas de Fisiologia Vegetal: Efecto de la quinetina sobre la senescencia foliar 2



Hojas recién | A 652 A645 A663

cortadas

Incubadas en la luz tras dias:

[Quinetina] A 652 A645 A663

0 mg/L

0.1 mg/L

1 mg/L

10 mg/L

Incubadas en oscuridad tras dias:

[Quinetina] A 652 A645 A663

0 mg/L

0.1 mg/L

1 mg/L

10 mg/L

Calcular a continuacién los miligramos de clorofila por gramo de tejido,
utilizando la siguiente ecuacion.
Clorofila total=(Aes2/34.5) (V/W)

Agso= Absorbancia del extracto de clorofila a 652 nm
g652= 34.5 mL mg* cm™
V = volumen del extracto clorofilico (en mL)

W = Peso fresco (en gramos) del tejido
c) Determinacién de la cantidad de clorofila a y b. Medir la absorbancia a
645 y 663 nm. Calcular a continuacion los miligramos de clorofila a y b por
gramo de tejido foliar extraido utilizando las siguientes formulas:
mg clorofila a/ g tejido= (12.7 x Ags3 — 2.69 X A 645) X (V/(1000 x W))
mg clorofila b/ g tejido= (22.9 x Agss — 4.68 X A 463) X (V/(1000 x W))

4. Resultados y Conclusiones

Construir una tabla indicando el contenido de clorofilas totales, a y b en

cada tratamiento.
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Tratamiento en luz:

Tratamiento

Contenido en
clorofilas
totales (mg/g)

Contenido en

clorofila a

(mg/g)

Contenido en

clorofila b

(mg/g)

Retencion de
clorofila (%)

Hojas recién
cortadas

100 %

H.O

Quinetina 0.1
mg/L

Quinetina 1.0
mg/L

Quinetina 10.0
| mg/L

Tratamiento en oscuridad:

Tratamiento

Contenido en
clorofilas
totales (mg/g)

Contenido en
clorofila a
(mg/g)

Contenido en
clorofila b
(mg/g)

Retencion de

clorofila (%)

Hojas recién
cortadas

100 %

H.O

Quinetina 0.1
mg/L

Quinetina 1.0
mg/L

Quinetina 10.0
| mg/L

Construir un grafico que represente el porcentaje de retencion de clorofila

(ordenadas) en funcion de la concentracién de quinetina tanto en la luz como

en la oscuridad. Establecer las conclusiones oportunas sobre el efecto de la

concentracion de quinetina sobre la senescencia foliar.
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