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RESUMEN: Los pigmentos fotosintéticos de Ramalina fraxinea (L..) Ach. se
extraen por trituracién 6 inmersioén del talo con acetona (80%) y dimetilsulféxido
(DMSO). El solvente DMSO es més adecuado que la acetona (80%) para la extraccién de
clorofilas ya que la extraccién es completa y la absorcién 6ptica de los extractos perma-
nece constante durante periodos de tiempos largos.
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INTRODUCCION

El DMSO es uno de los solventes mds utilizados en la dltima década para la extrac-
cién de pigmentos fotosintéticos en diferentes tejidos vegetales (HISCOX & ISRAELSLAM,
1947, BURNINSON, 1980; RONEN & GALLUN, 1984). La utilizaciéon de este solvente es
debido a la estabilidad de los extractos y su gran poder de extraccion.

El objetivo de este trabajo es comprobar si las férmulas para el célculo de clorofilas
(Chl) y feofitinas (Phaeo) en DMSO (VALLE-TASCON & al. 1993) son aplicables a
extractos de Ramalina fraxinea, comparar la capacidad de extraccién del DMSO y la
acetona (80%) y finalmente estudiar la estabilidad de los extractos en DMSO durante el
almacenamiento a -5°Cy 20°C.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se ha llevado a cabo con el liquen Ramalina fraxinea (L.) Ach. recolec-
tado en la cuenca del rio Curuefio (Sopefia, Ledn) sobre corteza de Quercus pyrenaica
Willd. La extraccién de los pigmentos fotosintéticos se realiza por inmersién del talo 6
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trituracidn y posterior centrifugacion. La extraccién por inmersién se realiza incubando
el talo liquénico (1 g peso seco/10 mL) en el solvente durante 1 a 12 horas. La extrac-
cion por trituracién se realiza triturando el talo en un mortero con el solvente (10 mg
peso seco/mL), el extracto crudo se centrifuga 10 min a 5000g y el sobrenadante se
ensaya inmediatamente o se almacenan a -5°C 6 20°C.

Talos de apariencia similar se utilizan para realizar un experimento factorial 2 x 7
en el que se desea comparar dos temperaturas (-5°C 6 20°C) y siete periodos de almace-
namiento (2, 5, 10, 24, 48, 120, 900 horas). 1.5 g de peso seco de los talos se extrae con
150 mL de DMSO y se realizan 3 réplicas de cada uno de los 14 tratamientos. Las con-
centraciones de Chl a y b se calculan empleando los coeficientes de extincidn presenta-
dos por VALLE TASCON & al., (1993). Los datos se analizan mediante el anélisis de la
varianza (dos vias). El drea bajo el espectro de absorcién se calcula por integracién
numérica (método de Simpson).

OBSERVACIONES

El espectro de absorcion de R. fraxinea en DMSO presenta maximos a 667, 618,
459 y 435 nm y un hombro a 488 nm (Fig. 1A). No se observan cambios en la absorcién
cuando este extracto se mantiene a temperatura ambiente durante 48 horas. La absorcién
debida a la Chl a y b se resta del espectro de absorcién, llamado espectro residual
(Fig. IB). Este espectro de diferencias (extracto de R. fraxinea menos Chl a y b) presenta
dos méaximos a 460 y 484 nm (Fig. 1B); el 4rea bajo la banda Soret de Chl a y b y del
residuo tienen una relacion 4.25:1.00. La acidificacién del extracto induce una disminu-
cién de las bandas de absorcién a 667, 608 y 560 nm, aumento a 416 y la aparicién de
un hombro a 434 nm; estos cambios indican la presencia de Phaeo a y Phaeo b (Fig 2A).
El espectro residual (espectro del extracto acidificado menos la absorcién de Phaeo a y
b) presenta maximos a 442, 461 y 487 nm (Fig. 2B). El 4rea bajo las bandas de absor-
cion de Phaeo y el residuo tienen una relacién de 2.40:1.0.

La absorcién a 667 y 649 nm y el contenido en Chl en extractos de R. fraxinea
obtenidos por trituracion e inmersion ~-DMSO y acetona (80%)- (Tabla 1) indican que la
homogeneizacién con DMSO extrae el 98% de la Chl. La acetona (80%) no es tan efec-
tiva en la extraccién de Chl como el DMSO ya que Unicamente el 58% de la Chl es
extraida. La relacion Chl a/Chl b es mayor en DMSO (3.43) que en acetona (80%)
(2.65); esta diferencia es debida, posiblemente, a una menor extracciéon de Chl por la
acetona (80%). El solvente DMSO extrae la Chl del talo intacto, aunque esta extraccién
depende del tiempo de incubacidn; la totalidad de las Chl son extrafdas al cabo de 5
horas de incubacion en oscuridad a temperatura ambiente. En resumen, el DMSO (tritu-
racion e incubacién durante 5 horas) puede emplearse para determinar la concentracién
de Chl en talos de R. fraxinea. La acetona (80%) es aparentemente inadecuada.

La estabilidad de los extractos en DMSO de R. fraxinea se estudia mediante la
medida de las concentraciones de Chl a y b (Tabla 2). A temperatura ambiente la con-
centracion de Chl a es constante durante 48 horas; la concentracion de Chl b no varfa
significativamente durante 15 dias. Cuando los extractos se almacenan a -5°C las con-
centraciones de Chl a y b no se modifican durante 15 dias.
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Figura 2. Espectro de absorcién de un
extracto de Ramalina fraxinea (L.) Ach. en
DMSO (10 mg/mL.). (A) la linea gruesa
representa la absorcién del extracto y la linea
fina la absorcién en el caso de que los tinicos
compuestos que absorbiesen fueran feofitina a
y b. (B) diferencia de los espectros de absor-
cién que aparecen en la parte A de la figura
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Figura 1. Espectro de absorcién de un
extracto de R. fraxinea (L.) Ach. en DMSO
(10 mg/mL). (A) la linea gruesa representa la
absorcidn del extracto y la linea fina la absor-
cién en el caso de que los tinicos compuestos
que absorbiesen fueran clorofilaa y b. (B)
diferencia de los espectros de absorcién que
aparecen en la parte A de la figura
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Tratamiento A (667 nm) A(649 nm) Chl a Chl b
(ng/ml) (ng/ml)

A

DMSO 0.832 0.342 0.878 2.880

Acetona 80% 0.481 0.297 6.632 2.388

B

DMSO 0.634 0.238 7.632 1.637

Acetona 80% 0.025 0.018 0.325 0.169

Tabla 1. Absorcién a 667 nm y 649 nm en extractos preparados por (A) trituracién y centrifugacién
y (B) inmersién del talo de Ramalina fraxinea (L.) Ach. a temperatura ambiente

Tiempo (h)
T () 2 5 10 24 48 120 900
Chl a
20°C 8.824 8.813 8.742 8.719 8.741 8.643 8.317
-5°C 8.795 8.851 8.795 8.831 8.812 8.793 8.833
LSD=0.072
Chl b
20°C 2.068 2.036 1.996 2.029 2.054 2.145 2.037
-5°C 2.134 2.100 2.090 2.106 2.134 2.120 2.131
LSD=0.121

Tabla 2. Efecto de las condiciones de almacenamiento en la concentracién medida (ug/mL) de clorofila
ay b de un extracto de Ramalina fraxinea (L.) Ach. en DMSO (LSD, p< 0.005)

DISCUSION

El espectro del residuo (Fig. 1B) también ha sido observado en otros solventes y
por ello no parece estar asociado al uso del DMSO. La naturaleza del espectro residual
no es conocida. La interpretacién mas probable es que sea debido a la presencia de 4ci-
dos liquénicos (M0SS, 1967), sustancias fendlicas y carotenoides. No obstante, es nece-
saria experimentacion adicional para permitir la interpretacion de este espectro residual.
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Los talos de R. fraxinea contienen 4cido usnico (ARROYO, 1991), este 4cido liquenico es
extraible facilmente y puede degradar la Chl a Phaeo (BROWN, & HOOKER, 1976). Los
extractos de R. fraxinea no presentan una feofitinizacién apreciable incluso al cabo de
48 horas en oscuridad y temperatura ambiente. Esta escasa feofitinizaciéon puede ser
debida a las velocidades relativamente bajas de feofitinizacion en este solvente. Por otro
lado, el cambio del espectro de absorcién del residuo cuando se afiade HCI (Fig. 1B),
hace que la determinacién de Chl empleando la banda Soret sea inadecuada. Este pro-
blema puede resolverse cuantificando la concentracion de Chl a partir de la absorcion en
el rojo.

Los extractos de R. fraxinea en DMSO son estables al menos durante 15 dias
cuando las soluciones se mantienen a -5°C (Tabla 2). Estos resultados experimentales
estdn de acuerdo con resultados previos en los que extractos de hoja de guisante (HIS-
COX & ISRAELHAM, 1949) y talos de Ramalina duriei (RONEN & GALLUN, 1984) eran
estables durante 5 dias. La estabilidad de los extractos en DMSO (15 dias a -5°C y 48
horas a temperatura ambiente) permiten periodos largos para la extraccién de los talos y
flexibilidad para el anélisis espectrofotométrico. Los datos resumidos en la Tabla 1
sugieren que el DMSO debe usarse en lugar de la acetona (80%) ya que la extraccion de
las Chl a y b es completa y los pigmentos fotosintéticos poseen una gran estabilidad. El
DMSO extrae los pigmentos fotosintéticos en el liquen intacto y por tanto se evita la
pérdida de pigmentos que tiene lugar durante la trituracién y centrifugacion. Por otra
parte, el tiempo transcurrido entre la extraccién y la determinacion espectrofotométrica
aparentemente no es muy critica. La toxicidad del DMSO es relativamente baja pero
debido a su interaccién con la piel debe ser manejado con cuidado (JACOBS et al. 1971;
MERCK, 1983). Los métodos (trituracién e inmersién) empleados en la determinacién de
Chl en R. fraxinea son practicos y sencillos y pueden ser aplicados a otras especies.

CONCLUSIONES

1. Los extractos en DMSO de R. fraxinea pueden ser utilizados para la determina-
cién de Chl y Phaeo.

2. E1 DMSO es un solvente més efectivo que la acetona (80%) en la extraccién de
los pigmentos fotosintéticos.

3. Los extractos de R. fraxinea (L.) Ach. en DMSO son estables durante al menos
15 dias a la temperatura de -5°C 6 48 h a temperatura ambiente.
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