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ABSTRACT

MONGE, E,; VAL, J. and HERAS, L. 1985. — Photosynthetic pigments stoichemeiry
in higher plants in relation to iron deficiency. An Aula Dei. 17 (3-4): 289-251.

Iron deficiency affects the composition and function of the photosynthetic apparatus,
The photosynthetic pigments located in the chloroplasts are also affected by iron defi-
ciency. In this paper, we have studied the pigmentary relations versus the degree of iron
deficiency of higher plants; discrepances in the chlorophyll a/clorophyll. b/ relationship
are explained; and we prove that the lutein is the main pigment in extreme situations of
deficiency. In order to explain these results several hypothesis, are proposed.

INTRODUCCION

La deficiencia de hierro en plantas superiores afecta, de forma casi ex-
clusiva, al cloroplasto, mientras que el resto de organulos celulares que con-
tienen hierro, como los peroxisomas, reticulo endoplasmatico, mitocondrias,
etc, parece que no se ven alterados (Platt-Aloia et al. 1983). Las plantas de-
ficientes en hierro tienen menos clorofila por unidad de cloroplasto, pero el
nimero de estos no disminuye por unidad de hoja. Sin embargo, la reduccion
en la cantidad de clorofila va acompafiada de una alteracién, tanto en el ni-
mero, como en el grado de apilamiento de las membranas tilacoidales del clo-
roplasto, lo que produce una disminucién de la capacidad fotosintética por
unidad de area (Terry, 1980).

Shetty y Miller (1966)y Terry (1980), entre otros, afirman que en condi-
ciones de deficiencia de hierro, se observa una disminucién en la relacién
clorofila/carotenoides debido a un incremento relativo de la concentracion
de xantofilas frente a la de clorofilasy Bcaroteno. Por otra parte, mientras
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para algunos autores (Spencer y Possingham, 1960; Botrill, Possingham y
Kriedemann, 1970) la deficiencia de hierro no altera la relacion clorofila
a/clorofila b, otros observan modificaciones de esta relacion (Stoking, 1975;
Bindra, 1980).

Las clorofilas, asi como el resto de pigmentos fotosintéticos, forman par-
te de las antenas y de los centros de reaccion de los dos fotosistemas. Las an-
tenas son ricas en clorofila g, clorofila b, xantofilas y J-caroteno, mientras que
los centros de reaccion contienen principalmente clorofila« y (3caroteno (Gen-
ge, Pilger y Hiller, 1974; Brown, Alberto y Thornber, 1975; Thomber, 1975)

Las alteraciones en la estequiometria del aparato fotosintético deben im-
plicar modificaciones en las relaciones pigmentarias. Es preciso, por lo tanto,
comprobar si el mayor o menor grado de la deficiencia de hierro altera o no
las relaciones clorofila /b y xantofilas/clorofilas, en plantas superiores. Si se
mantuviese constante la relacion a/b, en todo el rango de deficiencia, indica-
ria que no se producen cambios cualitativos en la estequiometria del aparato
fotosintetico y que la disminucion de la relacidon clorofila/xantofilas se de-
beria, Gnicamente, a una alteracion de la composicion pigmentaria de las es-
tructuras de la antena. Por el contrario, si se apreciaran cambios en la rela-
cion a/b, podria pensarse que se modifica la relacion entre los centros de
reaccion y las antenas, lo que explicaria las alteraciones en la estequiometria
de los pigmentos fotosintéticos, en plantas afectadas por deficiencia de
hierro,

La finalidad de este trabajo es estudiar, en plantas superiores, los cambios
gue produce la deficiencia de hierro en la estequiometria de pigmentos foto-
sintéticos, como consecuencia de las alteraciones que sufren las antenas y
centros de reaccion.

MATERIAL Y METODOS

Se tomaron muestras de dos especies vegetales; albaricoquero (Prunus
armeniaca, L. cv, Paviot) cultivado en condiciones naturales y girasol (Ifelian-
tuus annus. L. cv, SH-25) desarrollado en camara de cultivo. Las condiciones
de la camara de cultivo fueron 350 umol quanta m-2s-1 de intensidad lumi-
nosa, el rango de radiacion fotosintéticamente activa estaba comprendido en-
tre 400-700 nm, la temperatura era de 25° C con 16 h de fotoperiodo. La
solucion nutritiva fue la de Hoagland (1959).

Dependiendo del grado de amarillez se tomaron de las hojas entre 10
(verdes) y 40 (amanllas) discos de 0.358 cm?2, los cuales se trituraron en
mortero con 5 ml de acetona y una pequeia cantidad de ascorbato sbdico
como antioxidante. El extracto se almacend a -30° C hasta el momento del
analisis. La identificacion y cuantificacion, de los pigmentos fotosintéticos
se realizd por HPLC en fase reversa, tal como se describe en articulos previos
(Monge, Val y Heras, 1984a y b).
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RESULTADOS

Los valores de la relacion clorofila a/clorofila b, que figuran en la biblio-
grafia, para plantas superiores, en condiciones normales, oscilan entre 2.5 y
3.6 (Monge, Val y Heras, 1984a). Como se ha mencionado anteriormente, es-
ta relacion es una de las mas estudiadas y en material vegetal deficiente en
hierro, hay discrepancias acerca de si esta relacién queda o no alterada.

En la Figura 1, se representa la relacion entre ambas clorofilas, frente a la
concentracion de clorofila total, en material con distintos grados de defi-
ciencia de hierro. Como puede observarse, tanto en el material de campo
(Figura 1-A), como en el cultivado en condiciones controladas (Figura 1-3),
la relacion a/b, se mantiene constante en un amplio rango. Sin embargo, en
casos extremos de deficiencia (concentracion de clorofila total < 10 JE.
cm-2) se observa un marcado aumento de esta relacion.

Si tenemos en cuenta la composicidén pigmentaria de las distintas partes
del aparato fotosintético, las graficas anteriores indican que la relacién entre
antenas y centros de reaccion, permanece inalterada excepto en los casos ex-
tremos de deficiencia de hierrc.

En los siguientes graficos se estudian las variaciones de los distintos pig-
mentos en funcion del grado de deficiencia de hierro, expresado por su con-
tenido en clorofila total. Asi, en la Figura 2, esta representada la cantidad de
pigmentos totales (carotenoides + clorofilas) frente a la clorofila total.

Los graficos 2 A y 2-B, muestran la variacion del total de pigmentos fo-
tosintéticos en funcion de la concentracion de clorofila. En ambos tipos de
plantas, la recta que representa la totalidad de pigmentos tiene una pequeha
desviacion en el origen de ordenadas (= 0.6 ug.cm2 en girasol y 0.7 ug.cm-2
en albaricoquero). Esta desviacion en el origen puede estar motivada por las
xantofilas o por los carotenos. Con el fin de estudiar este extremo, en la Fi-
gura 3 se representa la evolucion de carotenoides (xantofilas + carotenos)
frente a la concentracion de clorofila total.

Como se puede observar, en ambas graficas (3-A y 3-B), la linea que re-
presenta a los carotenoides no tiende totalmente al origen (0.7 pg.cm-2 en
albaricoquero y 0.6 )Jg.cm-2 en girasol), cuando disminuye la concentracion
de clorofila.

En la Figura 4 se representa la incidencia que tiene la deficiencia de hie-
rro en las xantofilas, al representar éstas en funcidon de su contenido en clo-
rofila, expecificandose la grafica de la luteina, xantofila mayoritaria en plan-
tas superiores.

Como puede observarse en la Figura 4, tanto en material cultivado en
condiciones naturales, como en el obtenido en camara de cultivo, las xanto-
filas tienen una ordenada en el origen distinta de cero (= 0.6 pug.cm-2), que

coincide practicamente con la de la luteina (0.54 en albaricoquero y 0.6 en
girasol).
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Los resultados mostrados hasta ahora demuestran que, en plantas defi-
cientes en hierro, el valor de la ordenada de las rectas, cuando la concentra-
cion de clorofila es muy baja, se debe a que la luteina queda afectada en me-
nor proporcion que el resto de pigmentos. Para contrastar esta tesis, se agru-
paron los valores de carotenoides exceptuando los de la luteina, represen-
tando en la Figura 5 su variacion en funcién de la concentracion, con el fin
de comprobar si la desaparicion del resto de piginentos es concomitante con
la disminucion de la concentracion de clorofila,

Las Figuras 5-A y 5-B muestran como las rectas que representan a los
carotenoides excepto la luteina, a bajas concentraciones de clorofila, presen-
tan una mayor tendencia al origen (0.16 en albaricoquero y 0.058 en girasol)
que en el resto de las grificas (= 0.6 en ambas especies) por lo que podria
decirse que la deficiencia de hierro parece afectar por igual a todos los pig-
mentos fotosintéticos, excepto a la luteina donde parece que sus niveles ini-
ciales son independientes del grado de deficiencia de hierro.

En los cuadros 1 y 2 se han agrupado los resultados obtenidos, con arre-
glo a los grados de deficiencia (severa, media y normal) expresados por su
contenido en clorofila total. Asimismo se precisan los rangos que, con arreglo
a nuestros resultados, pueden fluctuar las relaciones entre los distintos pig-
mentos y las clorofilas,

CUADRO 1. — Resumen de resuitados obtenidos en girasol desarrollado en cdmara de

cultivo,
Pigmentos | Carotenoides | Xantofilas | Luteina
totales ‘
Clorofila total’

0-10 pg.cm2  0.6-12 0.6-2 0.6-2 0.6-1
10-30 pg.em-2 12-35 2-5 24 1.2
30-60 pg.cm-2 35-59 5-9. 4-6 2-3
Pigmento/Cl
Cl <10 ugem2 >1.2 >0.2. > 0.2 >0.1
Cl >50 ug.om-2 <1.2 <0.18 < 0.12 < 0.06
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CUADRO 2. — Resumen de resultados obtenidos en albaricoquero cultivado en condi-
ciones de campo.

Pigmentos | Carotenoides | Xantofilas Luteina

totales

Clorofila total

0-10 pg.cm-2 0.7-13 0.7-2.3 0.65-1.9 0.54-1.2
10-30 pg.cm-2 13-37 2.3-6.2 1.9-4.4 1.2-2.6
30-50 pg.cm-2 37-60 6.2-10 4.46.0 2.6-3.8
Pigmento/Cl
Cl <10 pg.cm-2 > 1.3 >0.23 > 0.2 > 0.12
Cl >50 ug.em-2 <1.2 < 0.2 < 0.2 < 0.07

DISCUSION

Los resultados presentados en este trabajo evidencian que la deficiencia
de hierro afecta a todos los pigmentos fotosintéticos, pero en situaciones ex-
tremas de deficiencia, disminuyen en mayor grado las clorofilas que los caro-
tencides. En este sentido, en la Figura 1, se demuestra que la relacion entre
clorofilas, a concentraciones muy bajas se sit(ia por encima de 2.8 en albari-
coquero y de 3.2 en girasol. Esta figura también nos indica que 1a deficiencia
de hierro afecta, en mayor grado a la clorofila b que a la clorofila a. Resul-
tados similares se obtuvieron al estudiar otras especies (datos no presentados)
en campo (melocotonero y peral) y en camara de cultivo (cacahuete y gui-
sante).

La clorofila e esta localizada en los centros de reaccién y la clorofila b,
junto con la clorofila a, en los complejos de antena. El grafico de la Figura 1
demuestra que la deficiencia de hierro mantiene la estequiometria entre los
complejos de los centros de reaccion y de antena, en un amplio rango de de-
ficiencia. No obstante, por debajo de 10 ug.cm-2 de clorofila total en hoja,
estan mas afectadas las estructuras responsables de la captacion de luz

Estos resultados sirven para explicar la discrepancia entre los autores que
mantienen que la relacion clorofila a/clorofila b es constante (Spencer y Pos-
singham, 1960; Botrill, Possingham y Kriedemann, 1970) y los que dicen que
aumenta (Stoking, 1975; Bindra, 1980). Por lo tanto, se puede afirmar que,
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en plantas superiores, la relacion entre clorofilas, es constante o variable, de-
pendiendo del grado de deficiencia.

En hojas de remolacha, la relacidon carotenos/clorofilas y xantofilas/clo-
rofilas aumenta, con el grado de deficiencia de hierro en 1.6 y 4 veces respec-
tivamente (Terry, 1980). Estas relaciones demuestran que, aunque hay una
disminucidon de todos los pigmentos fotosintéticos, por unidad de area, las
xantofilas disminuyen en menor proporcidn que el resto de pigmentos, lo
que se confirma con los resultados mostrados en los Cuadros 1 y 2, aunque
los valores encontrados por nosotros son distintos, debido, probablemente,
a que se trabajod con otras especies vegetales,

En los graficos de las Figuras 2 y 3, tanto los pigmentos totales, como los
carotenoides tienden a un valor aproximado de 0.6, cuando la clorofila total
desaparece. Esto probablemente se deba a la presencia de luteina, cuya or-
denada en el origen alcanza (Figura 4) este mismo valor (0.6).

La menor disminucién de las xantofilas, en material vegetal deficiente en
hierro, se debe exclusivamente a la luteina, como se demuestra en la Figura 4
y no afecta a ningin otro pigmento, ya que cuando se representan los caro-
teoides exceptuando la luteina (Figura 5), puede observarse que la ordenada
en el origen alcanza un valor proximo a cero (0.053 en girasol y 0.157 en
albaricoquero). '

Los pigmentos fotosintéticos, en plantas superiores, se encuentran, de
forma exclusiva, en los cloroplastos. Este organulo celular estd separado del
resto de la célula por una doble membrana externa que contiene cantidades
muy pequenas de pigmentos captadores de luz, El 90% aproximadamente, de
los pigmentos de las membranas externas son xantofilas, principalmente vio-
laxantina, y no se ha detectado la presencia de clorofilas (Block et al, 1983).
Si tenemos en cuenta que la deficiencia de hierro repercute por igual en to-
dos los pigmentos, a excepcion de la luteina (Figuras 4 y 5), pero que nho
afecta al nimero de células, ni de cloroplastos por unidad de area (Terry,
1980), podria pensarse que esta deficiencia no afecta la composicidon pigmen-
taria de las membranas externas del cloroplasto,

La practica totalidad de pigmentos fotosintéticos se encuentra en los tila-
coides, formando parte, tanto de los complejos de antena, como de los cen-
tros de reaccién de los dos fotosistemas. La deficiencia de hierro disminuye
la tasa de fotosintesis linealmente con la disminucién de clorofila debido a
una reduccion de la capacidad fotoquimica por unidad de drea (Terry, 1980)
decreciendo asimismo, el nimero de moléculas de P; 4, ; v de citocromo por
unidad de area (Spiller y Terry, 1980). Todo esto parece indicar que la defi-
ciencia de hierro afecta principalmente a las membranas tilacoidales y que
la menor disminucion de la lutefna podria estar motivada:

a) Porque este pigmento no esta distribuido por igual en las membra-

nas del tilacoide y la deficiencia afectarfa a las regiones con menor con-

centracion de luteina.

b) Por una mayor proliferacién de glébulos osmiofilicos, en cloroplastos
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afectados por deficiencia de hierro, lo que podria explicar la desviacién

en el comportamiento de la Iuteina, ya que éstos glébulos podrian con-

tener este pigmento. :

Las hipotesis que se exponen, necesitan logicamente, un estudio poste-
rior que proporcionara un mayor conocimiento sobre: a) otros lugares del
cloroplasto que podrian contener pigmentos fotosintéticos (globulos osmio-
filicos); b) si hay regiones en las membranas tilacoidales con mayor riqueza
en luteina; ¢) la posibilidad de que las membranas de envoltura del cloroplas-
to, ademas de en violaxantina, sean ricas en luteina.
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RESUMEN

La deficiencia de hierro afecta la composicion y funcionalidad de las dis-
tintas partes del aparato fotosintético. Los pigmentos fotosintéticos, locali-
zados en el cloroplasto también se ven afectados por esta deficiencia. En este
trabajo, se estudian las relaciones pigmentarias, en plantas superiores, en fun-
cion del grado de deficiencia de hierro; se explican las discrepancias, acerca
de la relacion clorofila a/clorofila b; y se demuestra que la luteina es el pig-
mento mayoritario en situaciones extremas de deficiencia. Finalmente se
proponen varias hipotesis que justificarian los resultados obtenidos,
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