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I. INTRODUCCION

L. problema de la distribucion del hierro en el metabolismo ve-
getal viene estudiandose desde 1843 (Griss, 1843 b), sin que
hasta la fecha haya logrado resolverse ni aun parcialmente

(STEwWART y LEONARD, 1952).

Las plantas para su desarrollo normal necesitan hierro en su ali-
mentacion (GiLe v CARRERO, 1916; MarsuH v Svive, 1925). WoLrr
(1913) considera que el hierro, debido a las pequenas cantida-
des en que interviene en el metabolismo, actia como catalizador;
WaARBURG (1925) propone la teoria de que es el componente de los
fermentos respiratorios encargado del transporte de oxigeno; Hopkins
(1930) supone que la concentracidén de hierro idnico juega un papel
importante en los procesos celulares de la oxidacion biolégica;
KircHHOF (1944) ha clasificado este elemento dentro del grupo de
ios biocatalizadores. MacaLLum (1895) localiza al hierro en los nu-
cleos; puede. también, estar asociado con los plastidos (Reep y Du-
FRENOY, 1935), la mayor parte en los cloroplastos (Noack y LiEBICH,
1941). Savre (1930) estudiando los depodsitos en los tallos del maiz,
admite la existencia de complejos formados por vproteinas y oxidos
de hierro hidratados. Boussincaurt (1874) diferencia dos clases de
hierro en la planta, extractable v no extractable con aleohol; MoriscH
(1923) diferencia el «hierro enmascarado u organico» del «hierro dé-
bilmente unido o inorganico», y Horst (1947) clasifica el hierro en
tres porciones: a) hierro cloroplastico soluble en agua; b) extrac-
table con acido clorhidrico 0,01 N, y ¢) hierro residual.

Cuando a una planta le falta hierro en su alimentacion, la pro-
duccidén de clorofila no es normal. siendo el primer trastorno que
aparece, una pérdida de color verde de las hojas jovenes, con lo cual
adquieren un color amarillo caracteristico (clorosis) (AmBRIDGE, 1949 ;
KrrcHEN, 1949; WaLrace, 1951), lo que prueba la participacion del
hierro en la sintesis de la molécula de clorofila.

La sintesis de clorofila puede estar influenciada por numerosos
factores, tales como la Intensidad luminosa y las condiciones gené-
ticas, patoldgicas y nutritivas. Entre estas ultimas la deficiencia de
hierro confiere unas caracteristicas propias v especiales al problema,
teniendo en cuenta que el hierro no es componente de la molécula
de clorofila.
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La relacion existente entre hierro y clorofila es complicada. Los
trabajos de Griss (1843 ¢ y b). demostraron la necesidad de un su-
ministro de hierro para que las hojas cloréticas, por falta de aquel
elemento, pudiesen normalizar su contenido en clorofila. WaLLacE
(1928), OserkowsKy (1932), BENNET (1945) y JacossoN (1945), entre
otros, relacionan la clorofila con el hierro total, encontrando que el
contenido en este elemento es menor en las hojas cloroticas. Pero
GILE y CarRERO (1920), Mruanp (1924), WarLLace y Mann (1926) y OsgRr-
KowsKy (1933) deducen que la relacion existente no es con el hierro
total, sino con una porcién de él, denominada «hierrc activo» por
OSERKOWSKY, 0, segin otros autores, soluble, inorgéanico, libre, etc.

Estos hechos conceden interés al problema del hierro en relacién
con la perturbacién de la sintesis de clorofila. ya que se comprende
la necesidad de considerar una serie de causas que lo inmovilicen o
inactiven en el interior de la planta; causas que parecen estar rela-
cionadas con el contenido de los suelos en carbonatos que, directa
o indirectamente, son los que originan las condiciones que conducen
a la deficiencia inducida de hierro (clorosis). Entre los faclores del
suelo determinantes de la inmovilizacién del hierro en la planta se
han estudiado preferentemente: el pH (Hewir, 1948), el alto con-
tenido en potasio (Hewir y BoLLE-JoNEs, 1953), en fosforo (BippuLph,
1948), en algunos metales pesados (SmiTn y SpecHT, 1853), especial-
mente manganeso (Ripper, 1923), humedad (HuserTy y Haas, 1940),
el tamafio del grano del carbonato calcico (BucHEr y WiLniams, 1936)
v el contenido en materia crganica (WiLLis, 1936).

La perturbacién de la sintesis de clorofila por la deficiencia indu-
cida de hierro, va acompanada de profundas variaciones en diver-
<os componentes de la planta; y asi, por ejemplo, JLJiN, en un amplio
trabajo y empleando material muy diverso, llega a esta conclusién
después de estudiar la diferente composicion de la savia de plantas
verdes y cloréticas en componentes inorganicos (ILyin, 1952) y orga-
nicos (ILJIN, 1951, @ v b). Al mismo resultado llega McGeoRGE (1948
a v b, 1949), estudiando la distinta composicién de hojas normales y
clordticas; y asi otros autores., como puede verse en la recopilacion
bibliografica hecha por la Chilean Nitrate Educational Bureau (1946
vy 1951).

Por otra parte. el hierro interviene en la formaciéon de las Fe-por-
firinas (SumMMmER, 1941), que dan origen a diversas encimas, entre
ellas a la catalasa.

Von EULER y sus colaboradores demostraron la existencia de
una relacién entre clorofila y catalasa; la actividad catalasica
es menor en plantas total o parcialmente desprovistas de clorofila
que en plantas normales. Este mismo resultado obtienen otros in-
vestigadores (BEuLer, GARD y RisLunp, 1931; Yamaxugi, 1943) traba-
jando con plantas desprovistas de clorofila por infeccion con virus
mosaico. Droineau v Councy (1946), por primera vez, indican que las
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hojas de plantas cloréticas, por falta de hierro. poseen también una
actividad catalasica menor que las hojas verdes. BRowN y HENDRICKS
(1952) admiten la posibilidad de realizar un diagnostico de deficien-
cias minerales de microelementos, por los datos obtenidos en ¢l estu-
dio de algunas de las encimas existentes en las plantas, incluyendo
en su estudio la deficiencia de hierro en relacién con la catalasa.

Se han puesto en practica las téenicas méas variadas para seguir
el curso y las funciones del hierro en los organismos vegetales. Re-
cientemente, REpISKE y BippurLrx (1950). utilizando hierro radioacti-
vo, han corroborado las conclusiones a que se habia llegado por
otros autores; estudiando el efecto de distintas sales de hierro en la
absorcion, traslocacién, acumulacion e inmovilizacién en la planta.
coincidiendo, en lo general, con nuestro enfoque del problema.

En este trabajo estudiamos el problema de la deficiencia inducida
de hierro aportando este elemento al sistema en forma de sulfato
ferroso y analizando las repercusiones que ello produce en:

a) El balance de hierro total v «solubley.

b) EIl contenido en clorofila.

¢} El sistema encimatico «catalasay.

d) La relacién «catalasa/clorofilay.

e) El contenido en varios nutrientes (fésforo, potasio y magnesio).

Como primera etapa hemos realizado un estudio comparativo del
contenido en nutrientes, solubles y totales de las hojas cloréticas por
un lado y de las hojas normales por otro, vy esto a lo largo de todo
el ciclo vegetativo de la planta.

Para aportar hierro al sistema. hemos adoptado las técnicas de
inyecciéon de Roach (1939), RoacH y RoBerTs (1945) v THomPpson (1943),
con las que se facilita la investigacion de las relaciones existentes con
los elementos que estan influenciados por la deficiencia inducida de
hierro, ya que se orillan las causas que pueden motivar su inmovili-
zacion cuando se adiciona a medios tan complejos como son el suelo
¢ las soluciones nutritivas.

Conocidas las repercusiones que el tratamiento con sulfato de hie-
rro produce en el contenido en nutrientes y en el balance de hierro
total y soluble, restablecimos, por aporte directo de hierro a la plan-
ta, las condiciones normales de nutricion y sintesis de clorofila, con-
trolando la variacién en el contenido de nutrientes, de catalasa v de
clorofila mediante analisis periddicos, realizados cada dia. y con una
duracion total de 192 horas; tratando de establecer si la formacién
de catalasa precede o sigue a la de clorofila.
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II. MATERIAL Y METODOS

La referencia concreta del material utilizado se da en el capitulo
de resultados, acompanando a la exposicion de la respectiva expe-
iencia. .

Los resultados preliminares realizados indicaron que de todo el
material de que podiamos disponer, los frutales eran los mas afec-
tados por la deficiencia inducida de hierro; diagnosticandose que la
clorosis, hecho fundamental para la eleccion, era debida principal-
mente a una deficiencia de aquel elemento.

Los sintomas gque aparecian, coincidian, en la mayoria de los
casos, con los indicados en la bibliografia para una deficiencia de
hierro (WaLLace, 1951 ; KiTcHEN, 1949 ; AMBRIDGE, 1949; ABADpis, 1952),
Realizado el diagnéstico visual, se procedié a su corroboracion por
el método de inyeccidn o fisioldgico (Roach, 1939; RoacH y ROBERTS.
1945). En las primeras experiencias se realizaron cuatro series de in-
yvecciones de cada uno de los elementos nutritivos inorganicos, que
mostraron que la deficiencia de hierro era factor limitante, siendo
accesorios los efectos de otros macro o micronutrientes. En los casos
en los que la deficiencia de hierro aparecia emparejada con otra per-
turbaciéon, se desechaba el material.

Para evitar posibles complicaciones de la deficiencia de hierro
en trastornos producidos por virus, que en el melocotonero dan sin-
tomas muy parecidos, verificamos la reaccion de LINDNER et al (1950),
que diagnostica un trastorno de esta indole basandose en el conte-
nido de polifenoles en las hojas, con resultados negativos para la
existencia de virus.

TOMA DE MUESTRAS

En el estudio de la clorosis no hay un método «standard» para
Ja toma de muestras (Bennet, 1945). La unica manifestacion visual
de la deficiencia inducida de hierro se presenta en las hojas, y por
ello su composicion nos ha parecido la base mejor para estudiar las
modificaciones producidas por los distintos tratamientos (BRADFORD,
1949).

Para la determinacién de clorofila y de la actividad catalasica,
tampoco hay método «standard» de toma de muestras. y por ello
hemos realizado unas experiencias (pag. 229) encaminadas a com-
probar si las muestras tomadas para la determinacion de nutrientes
servian para aquellos fines. Los resultados nos indican que esto es
posible.

El proceso seguido para la toma de muestras ha sido doble: uno
para determinar la variacién de nutrientes, actividad catalasica y
contenido en clorofila con el tiempo de accion del sulfato ferroso, y
otro para estudiar la variacién de nutrientes durante el ciclo vegeta-
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tivo. Para el primer caso se eligieron, en ¢l mismo ejemplar. dos
ramas visualmente analogas: una de ellas fué inyectada con solu-
cién de sulfato ferroso. quedando la otra como testigo. Para poder
disponer de material suficiente para todas las determinaciones, fué
necesario inyectar cinco ramas para la toma de las hojas correspon-
dientes a un mismo tiempo de accion. Unas veces las cinco ramas in-
yectadas estaban en el mismo ejemplar y otras en distinto, pero siem-
pre a una rama inyectada le correspondia otra testigo en el mismo
ejemplar. En todas las experiencias se tomaron las hojas que que-
daban por encima del punto de inyeccién y sus homologas de los
testigos.

Para el segundo caso, en arboles tratados v sin tratar, se tomaron
la segunda, tercera y cuarta hoja desplegada a partir del apice. El
total de la muestra fué de 100 gramos. Se procurdo que no hubiera
ningun fruto en las proximidades para eliminar las posibles varia-
ciones que ello pudiera ocasionar en los componentes estudiados
(HuserTY y Haas, 1940).

Todas las muestras se tomaron a la misma hora del dia, para evi-
tar la variacién en el contenido en nutrientes (GoopaLL y GREGORY,
1947) y clorofila (Sironvar, 1935).

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las hojas se limpian, para evitar los resultados anormales, sobre
todo en la determinacion del hierro (Smitn et al., 1950), con una so-
luciéon de CIH 0,01 N, que contenga 0,001 % de un humectante libre
de hierro (Shell Stool); posteriormente ge separaron los peciolos
de las laminas de las hojas utilizando sélo éstas para los analisis.

Las laminas de las hojas se parten en cuatro trozos, mezclandolos
antes de tomar dos gramos de muestra para la determinacion de
la actividad catalasica y otros dos gramos para la determinacion del
contenido en clorofila (determinaciones realizadas por duplicado).
¥l resto del material se seca para su almacenamiento y posteriores
determinaciones.

Las muestras que se emplearon para la determinacién de nutrien-
tes totales y hierro «soluble» se secaron durante cuarenta vy ocho ho-
ras a 75° en estufa eléctrica. pulverizandolas. en mortero de porce-
iana, hasta polvo fino.

EXTRACCIONES

La extraceién de nutrientes solubles (fésforo, votasio y magnesio)
se realizé con reactivo MoRrGaAN, segin el método indicado por HUNTER
(1950), decolorando los extractos con carbén activo al gque hubo que
purificar, por repetidos lavados con acido clorhidrico, hasta elimina-
cion completa de fosfatos. La extraccion de nutrientes totales se
hizo por digestion acida, segin PIper (1950).
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Para la preparacion de la suspension encimatica se ha seguido el
método indicado por DroiNeau vy Councy (1946).

L.a estabilizacion de la clorofila se realiza introduciendo las hojas
frescas, durante un minuto, en agua hirviendo (ScHENK, 1952), secan-
colas luego entre papel de filiro. Un gramo de hojas asi tratadas,
mezcladas con medio gramo de arena y unas gotas de alcohol etilico,
se reducen a pulpa fina en un mortero, pasdndola a un filtro de placa
y lavando con 10 c. c¢. de alcohol etilico de 96°; los lavados se repi-
ten cuatro veces con 5 c¢. ¢. de alcohol cada una, repitiéndose los
iavados y triturados hasta que los liquidos pasen sin coloracion; los
filtrados se recogen en matraces de 100 c. c.

Para la extraccion del hierro «solubley empleamos CIHIN
(OsErrOWSKY, 1933). Los extractos obtenidos por maceracion del pol-
vo de hojas secas con el citado reactivo durante veinticuatro horas
estan fuertemente coloreados, lo gque 1mpide su utilizacion en la de-
terminacién directa del hierro, por lo que el extracto clorhidrico,
después de anadirle unas gotas de acido nitrico concentrado se eva-
pora a sequedad; a continuacion se procede a la destruccion de la
materia organica y a la preparacion de la solucidon de manera ana-
loga a la mencionada para la determinacion de nutrientes totales.

Todas las extracciones se realizaron por duplicado, acompanando
las correspondientes muestras en blanco.

DETERMINACIONES ANALITICAS

Las determinaciones analiticas, excepto la de catalasa, se efec-
tuaron por métodos absorciométricos, empleando un absorciometro
SPEKKER, tipo H-T60, ¢ interpolando las lecturas de las soluciones
problemas en las correspondientes curvas patrones.

Para la determinacién de fésforo. se midié la intensidad del color
azul que los fosfatos forman con molibdato amoénico (Hunter, 1950) ;
el magnesio, formando el complejo con amarillo de titanio y midien-
do la intensidad del color rosa que se desarrolla (Nicxoras, 1947), y
el potasio, por turbidometria, empleando cobaliinitrito sodico (LUNT
et al., 1950). Para la determinaciéon de hierro, medimos la intensidad
del color rojo que se produce con « - -« dipiridilo (Mason, 1950).

La clorofila se determind, inmediatamente después de haber sido
cbtenida la soluciéon, midiendo la intensidad del color verde, em-
pleando cubeta de 4 c¢. c. y filtro rojo (Ilford, 608). Las lecturas de
los problemas se interpolaron en una curva patron, obtenida asig-
nando el valor 100 % de contenido en clorofila, a una solucién ex-
traida de hojas visualmente normales; diluyendo con alcohol etilico
se obtuvieron soluciones menos concentradas, y de ellas se realizaron
las medidas colorimétricas (Brenrens, 1952). Las lecturas obtenidas
para las soluciones problemas se interpolaron en la curva de la
figura 1 (curva patron para la determinacion de clorofila en el me-
iocotonero) obtenida con aquellos valores; por lo tanto, los conte-
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nidos en clorofila no son absolutos. Para peral v membrillero se
obtuvieron curvas analogas.

La actividad catalasica se determiné midiendo el volumen de
oxigeno desprendido en la descomposicion de una cantidad determi-
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Fig, 1-—Curva palrdn para la delerminacion de clorofila en hojas de melocotonens.

nada de agua oxigenada (DROINEAU y CoUNGY, 1946). Para «standardi-
zar» el meétodo se estudio la modificacién de la actividad catalasica
con el tiempo que {ranscurre desde la toma de muestra en el campo
hasta el comienzo de la determinacion (tiempo de «almacenamientoy
de la muestra).

A la vista de los resultados obtenidos (pag. 230) la determina-
cién de la actividad cataldsica queda establecida en las siguientes
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etapas: desde la toma de muestras hasta el comienzo de la determi-
nacién transcurren treinta minutos; del comienzo de la determina-
¢ién al de la reaccion, veinte minutos; del comienzo de la reaccidén a
12 lectura gasométrica, veinte minutos.

APORTF, DE HIERRO

En las experiencias en que se estudiaron las variaciones que
acompanan a la formacion de clorofila, el hierro se introdujo en for-
ma de inyeccion liquida, segun el método de Roach (1939). La solu-
cion inyectada fué sulfato ferroso al 0.025 % acidulada con sulfuri-
co (0,025 % en volumen). La distribucién uniforme del liquido in-
vectado y la rapidez de esta distribucion se logré inyectando tres
peciolos consecutivos, con lo que todas las hojas superiores al punto
de inyeccidn quedan completamente tratadas y asegurada la uni-
formidad de la muestra.

Lias inyecciones se realizaron en ramas del mismo afio, muy jo-
venes, para que la distribucion fuese completa al cabo de las vein-
ticuatro horas, por lo que hubo necesidad de inyectar cinco ramas
para cada una de las muestras que habian de tomarse.

En el estudio de la variacion de nutrientes durante el ciclo vege-
tativo, la aportacion de hierro se realizd mediante inyeccion sélida.
Lia técnica seguida y las cantidades de hierro introducidas fueron las
indicadas por THomrson (1943).

I1I. ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en las determinaciones realizadas so-
bre los extractos con reactivo MORGAN se expresan en tanto por
ciento del elemento referido a material fresco. Los nutrientes totales,
en tanto por ciento del elemento referido a material seco.

La clorofila se expresa en fanto por clento sobre material fresco.
La actividad catalasica, en ¢. c¢. de oxigeno desprendidos por descom-
posicion de una cantidad determinada de agua oxigenada; todas
estas medidas gasométricas se hallan referidas a condiciones nor-
males de presion y temperatura.

VARIACION DE NUTRIENTES A LO LARGO DEL CICLO VEGETATIVO

Para este estudio se montaron cinco experiencias, todas ellas so-
bre variedades comerciales de melocotonero. El material empleado
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y la fecha del tratamiento se indican en el cuadro 1. En el cuadro 2
se indican las caracteristicas de los suelos en los que crecia el ci-

tado material.

CUADRO 1.-—Material empleado en el estudio de la variacion de

nutrientes a lo largo del ciclo vegetativo.

Experiencia Fecha del tratamiento Numero de arboles | ldad de los arboles
A, 21-6-51 14 § anos
A. 3-2-52 3 5 »

A, 25-6-H1 2 5 »

A, 8-11-H2 4 4 »

A, 11-2-52 4 70
CUADRO 2.-—Caracteristicas del suelo.

Experiencia pH i s cloromnte
A, 8,0 1.56 3410 1097
A, 8,0 1.64 334.7 96,3
A, 8.3 1,30 335,0 114,5
A, 7,4 1,90 3120 99,0
A, » » » »

En todas estas experiencias se inyectaron (inyeccion solida) la
mitad de los ejemplares existentes, quedando el resto como testigo.
En la experiencia A, se inyectaron dos ramas de cada uno de los

ejemplares.

NUTRIENTES EXTRACTABLES CON REACTIVO MORGAN

FOSFORO

Los valores medios del contenido en fosforo de las cinco expe-
riencias se indican en el cuadro 3.
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CUADRO 3.—Variacién del contenido en fosforo soluble con la
época de la toma de muestra.

Mes de la determinacion . Hojas tratadas Hojas sin tratar
Marzo - 0.044 0,034
Abril 0.047 0,038
Mayo 0.050 0,041
Junio 0,040 0,036
Julio 0,054 0,053
Agosto 0,044 0,042

El contenido en fosforo extractable con reactivo Moraan (fig. 2)
es mayor en las hojas procedentes de arboles tratados. La diferen-
cia en contenido en fosforo entre las hojas tratadas y las no trata-

0.06 _

== TRATADAS
— §IN TRATAR

% DE FOSFORD

003 ] T il ; T
HARLD ABRIL HAYD JUNID JULID A6OSTO
Fig. 2.—Variacién del contenido en fésforo «solublen con la époen de 1a toma de

muestra.,

das es maxima en primavera y comienzos de verano; hacia firales
de éste, el contenido aumenta en las hojas de los arboles testigo,
tendiendo a igualarse con el de las hojas inyectadas.

PoTasio

Tn el cuadro 4 se indican los valores medios de los contenidos en
potasio de las cinco experiencias realizadas.
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CUADRO 4.--Variacién del contenido en potasio soluble con la
época de la toma de muestra.

Mes dee la determinacion Hojas tratadas Hojus sin fratar
Marzo 0,29 0,36
Abril 0,24 0,34
Mayo 0,21 0,34
Junio 0.26 0,36
Julio 0,31 0,37
Agosto 0,34 0.34

El contenido de las hojas cloréticas en potasio «soluble» varia
dentro de limites muy estrechos a lo largo de todo el ciclo vegeta-
tivo estudiado (fig. 3). En hojas verdes procedentes de arboles inyec-

weee TRATADAS
0,40 — SIN TRATAR
[ s
i —-\ M
< 030
< ]
0,20 _

I H H i I
HARLD ABRIL HAYD JUNID JULIO AGOSTO

Fig, 3.—Variacion dei contenido en potasio wsolubley con la época de la toma de
muestra.

tados hay variaciones bruscas en relacién con la época de la toma
de muestra. El contenido en potasio «solubley es siempre mas bajo en
las hojas verdes que en las cloroticas,

MAGNESIO

La fig. 4 construida con los valores dados en el cuadro b, corres-
pondientes a las medias de las cinco experiencias, representa el con-
lenido en magnesio de las hojas verdes (inyectadas) y cloréticas (sin
inyectar). El maximo contenido corresponde al mes de abril, a partir
del cual va disminuyendo tanto en hojas tratadas como en hojas
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Fig. 4.—Variacién del contenido en magnesio wsoluble» con la época de la toma de
muestra.

CUADRO 5.—Variacion en el contenido en magnesio soluble con
la época de la toma de muestra.

Mes de la determinacién o Hojas tratadas Hojas sin tratar
Marzo 0,040 0,040
Abril 0,058 0,059
Mayo 0.047 0,045
Junio 0,034 0,032
Julio 0,030 0,031
Agosto 0,031 0,031

cin tratar. Practicamente no existe diferencia en el contenido en
magnesio de las hojas tratadas y sin tratar, como se deduce de la
observacion de la grafica.

NUTRIENTES TOTALES

Las cifras indicadas en los cuadros corresponden al valor medio
de las cinco experiencias realizadas.
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Fosroro

El contenido en fésforo total (fig. 5 y cuadro 6), tanto en hojas
tratadas como en las testigos, disminuye a medida que avanza la
estacién.

05 4
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Fig. 5.—Variacion del contenido en fdésforo total con la época de Ja loma de muestra,

CUADRO 6.—Variacién en el contenido en fésforo total con la
época de lu toma de muestra.

Mes de la determinacion Hojas iratadas Hojas sin tratar
Marzo 0,496 0.430
Abril 0,467 0,439
Mayo 0,333 0,349
Junio 0,227 0,243
Julio 0,194 0.758
Agosto 0,162 0.136
Septiembre 0,147 0,120
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PoTasio

En las muestras correspondientes a marzo (cuadro 7 y fig. 6), el
contenido en potasio total es analogo para las dos clases de mate-
rial ; entre marzo y abril aumenta en las hojas testigo y disminuye

CUADRO 7—Variacién en el contenido en potasio total con la
época de la toma de muestra.

Mes de la determinacion Hojas tratadas Hojas sin tratar
Marzo 130 1,27
Abril 1,19 1.61
Mayo 1,27 1,63
Junio 1,51 1,85
Julio 1,34 1,68
Agosto 1,31 1.54
Septiembre 1,08 1,14

en las tratadas. y. por lo tanto, estas ultimas contienen menos po-
tasio total. El potasio total tiende a igualarse en otoflo para las dos
clases de material, lo mismo que ocurre con el potasio «solublen.

8
1.5 .
= ]
=
=~ ¥ S
= |
12 ] s TRATADAS
—— SIN TRATAR
10

T | T T T T
NARID ABRIL NAYO JUNID JULID AGOSIO  SEPBRE

Fig. 6.—Variacidon del contenido en potasio {otal con la época de la toma de muesira.



226 A. ABADIA

MaGNESsIO

El contenido en magnesio (cuadro 8 y fig. 7), presenta grandes
fluctuaciones a lo largo de todo el ciclo vegetativo; las variaciones
zon analogas para los dos materiales, no existiendo diferencia entre
el contenido de las hojas verdes (tratadas) y las cloréticas (sin tratar).

CUADROQO 8—Variacién en el contenido en magnesio total con la
epoca de la toma de muestra.

Mes de la determinacién Hojas inyectadas Hojas sin  inyectar

Marzo 0,193 0,189
Abril 0,227 0.219
Mayo 0.528 (.H69
Junio 0,358 0.328
Julio 0,476 0,487
Agosto 0.399 0.398
Septiembre (0,559 0575
06 _
DS
=
o 04 _
= 4
=
= .
a
e 0.3
. w—e JRATADAS
~—SIN TRATAR
02
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I I
MARIO  ABRIL  MAYD  JUND  JUUD  AGDSID  SEPBRE.

Fig. 7.—Variacién del contenido en magnesio total con la epoca de la toma de
muesira.
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HIERRO TOTAL

Las cifras correspondientes al contenido en hierro total (cua-
dro 9 y fig. 8) varian poco con la época de la toma de muestras, con
ia excepcion de un aumento brusco obscrvado entre marzo v abril.

CUADRO 9—Variacion en el conienido en hierro total con la
epoca de la toma de muestra.

Mes de la determinacion Hojas tratadas Hojas sin tratar
Marzo 0,0171 (,b0176
Abril 0.0319 1.0307
Mayo 0.0265 0271
Junio 0,0291 0 0298
Julio 0,0303 0,0294
Agosto 0.0277 0.0273
Septiemhbre 0.0286 0.0289

La diferencia existente entre la cantidad de hierro total de las hojas
tratadas y las hojas sin tratar es muy peguena y no presenta re-

gularidad.

0035 _
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0025 _|
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I | ] ]
JUNID JuLll AGOSTO  SEPBRE

Fig. 8—Variacion del contenido en hierro total con la época de la toma de muestra.



228 A. ABADIA

HIERRO «SOLUBLEY

La fig. 9. construida con los valores dados en el cuadro 10, repre-
centa los contenidos en hierre extractable con CIH1N (hierro «so-
tublexn). En hojas procedentes de arboles tratados, el hierro «soluble»
disminuye & medida que avanza la estacion; en hojas de arboles tes-

0010 _|
= TRATADAS

R —— SIN TRATAR
= 0008
= 006 _ \
Bi; \/

0004 -

i I T T
MARID  ABML  MAYO  JUNID UL AGDSTO  SEPBRE

Fig, Y. Variacion del contenido en hierro «soluble» con Ia época de la toma de

muestra,

tigo la disminucion es menos brusca v las fluctuaciones existentes
muy parecidas a las de las hojas verdes. En todos los casos el conte-
nido en hierro «soluble» de las hojas verdes es mayor que el de las
clordticas.

CUADRO 10—Variacion en el contenido en hierro «solublen con
la época de la toma de muestra.

Mes de la determinacion Hojas tratadas Hojas sin tratar
Marzo 0,0101 0.0059
Abril 0,0088 0,0057
Mayo 0.0073 0,0049
Junio 0.0071 (.0044
Julio 0,0073 0,0051
Agosto 0,0075 0,0045
Septiembre 0,0063 0,0046
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ACTIVIDAD CATALASICA

VARTACION CON EL TIEMPO DE «ALMACENAMIENTO» DE LA MUESTRA

El estudio de esta variacién fué necesario para disponer de un
método «standardy de estimacion de la actividad catalasica, v se rea-
liz6 sobre tres clases de material (cuadro 11): peral, membri}lero
y melocotonero.

CUADRO 11.—Variacién de la activided catalasica con el tiempo
de almacenamiento de la muestra. ‘

Tiempo de C. C. DE OXIGENO DESPRENDIDO A LOS
FRUTAL almacena- P . [ e e

mientio

{horas) 5m o™ 1™ 20™ o5

0 6.2 80 107 118 12,8

Peral 2 7.0 10,2 11,6 122 12,3

4 8.4 11.0 2.0 12,6 12.4

0 7.9 9,0 11,9 13,6 14,3

Membrillero 2 90 11,9 13,4 14 2 14,7

4 10,0 12,9 13,9 14,3 147

0 4.8 7.0 3.0 8.6 90

Melocotonero 2 54 7,9 8,2 6.6 8.8

4 5,1 2 8,2 8.7 9,0

Para realizar las determinaciones de actividad catalasica y su
variacién con el tiempo transcurrido desde la toma de la muestra
hasta el comienzo de la determinacion, esto es, el «tiempo de alma-
cenamientoy, se tomo una muestra unica, que, llevada al laboratorio,
se dividié en tres lotes: en el primero se determind inmediatamente
la actividad catalésica, valor correspondiente al tiempo 0 de los cua-
dros; la actividad catalasica en los otros dos lotes se comenzd a de-
terminar con intervalos de dos horas.
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En la fig. 10 se representan los valores correspondientes a la
experiencia con peral; los resultados de las otras dos fueron ana-
logos.

Los resultados obtenidos indican que existe un aumento de la
actividad catalasica con el tiempo de almacenamiento, pero la va-
riacién puede considerarse practicamente nula al cabo de los veinte
minutos de reaccién, tiempo elegido para la lectura de los c. c. de
oxigeno desprendidos en todas las determinaciones posteriores.

4 -
7 - —— -
0 4

~—-- DETERNINACION I
— DETERMINACION T
—-—DETERMINACION T

CC. DE OXIGEND

o 5 o 15 W 25
TIENPO EN HINUTOS

Fig. 10.~—Variacion de la actividad catalasica con el tiempo de almacenamiento de

la muesira. La determinacién I corresponde & la mueslra analizada despucs de

cuatro horas de almacenamiento: la II, después de dos horas, ¥ la II, analizada
inmediatamente de llegar al laboratorio.
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VARIACION DE LA ACTIVIDAD CATALASICA Y CONTENIDO EN CLOROFILA CON LA
EDAD Y ESTADO DE LA HOJA.

El material empleado en cada una de las experiencias se indica
en el cuadre 12. Las caracteristicas del suelo en el que crecia este
material se muestran en el cuadro 13.

CUADRO 12.—Material empleado en la determinacion de la va-
rigeién de la actividad cataldsica y contenido en clorofila con la
edad y estado de la hoja.

Experiencia Frutal Variedad Parcela
B, Membrillero Comercial H
B. Membrillero Q-C -2
B, Membrillero Q-A 1-20
B, Membrillero Comercial LP-5b
B, Peral Condesa P. LP-ta
B, Peral Manteca gris LP-6a
B. Melocotonero Comercial LP-6d
B, Melocotonero » LP-54
B,. Melocotonero » LP-2
B,. Peral » LP-6a

CUADRO 13.—Caracteristicas del suelo.

Experiencia pH orgdmca otates clorosamte
B, 8,0 1.70 336,3 98,7
B, 8.0 1.94 364,0 86,9
B, 8,0 — 3133 92,2
B 79 1.88 320.6 110,1
B, 7.8 236 301 2 108 2
B, 7.8 2.36 301,2 108 2
B, 8.0 1,32 332,5 113,1
B, 8.1 1,36 346.3 109.4
B, 7.9 1.88 3276 102,6
B, 7,8 2,36 301,2 108,2
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Los resultados obtenidos en las experienclas realizadas (cuadro
14) indican que en plantas normales la actividad catalasica (fig. 11)
experimenta una disminucién al aumentar la edad de la hoja. El con-
tenido en clorofila (fig. 12), aumenta con la edad de la hoja. Las
hojas clordticas no muestran ninguna regularidad en la variacion
de la actividad catalasica (fig. 13) ni en el contenido en clorofila (fi-
gura 14) con la edad de la hoja.

100
90
80
10
60

% DE CLOROFILA

30
AD

"
o
"

T l T
E 2t 3t 4
HOJA

Fig., 11--Variacion de la actividad cataldsica con 1o edad

de la hoja en plantas
normales,
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Fig. 12 -Variacion del contenido en clorofila eon 1a edad de la hoja en plantas
normales,
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CC. DE OXIGEND

HO J A b3

I | ] i
A 2" 3 4* 54
Fig. 13.—Variacién de la actividad cataldsica con la edad de 1a hoja en plantas
deficientes en hierro.
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Fig. 14.-—-Variacion del cimtenido en clorofila con i edod de la hoja en plantas
deficientes en hierro.
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VARIACION DE LA ACTIVIDAD CATALASICA CON EL TIEMPO DE LA DETERMINA-
CION Y CONTENIDO EN CLOROFILA.

Se tomé para cada determinacion una muestra media de todas
las variedades de peral existentes en un vivero. Cada lote estaba
compuesto de hojas que contenian aproximadamente la misma can-
tidad de clorofila. Los resultados obtenidos (cuadro 15 y fig. 15) nos
indican que en todos los casos existe un desprendimiento brusco de
oxigeno en los primeros minutos de la reaccion; posteriormente el
desprendimiento es mas lento, haciéndose menor a medida que au-
menta el tiempo transcurrido desde el comienzo de la descomposi-
cion del agua oxigenada.

CUADRO 15~Variacion de la actividad cataldsica con el tiempo
de la determinacién y contenido en clorofila.

curva | o de C. ¢. DE OXIGENO DESPRENDIDOS A LOS

Nim. - clorofila 5™ 10" 5™ 20™ 5™ 30™
1 73.0 9.6 11,5 12,1 i24 12,5 12,4
2 72,5 8.8 10,7 11,8 12,1 12,3 12.3
3 60,0 8.5 10,5 11,6 11,9 12,1 12,2
4 58.0 5,9 77 8,0 9,0 9,4 9,7
5 47,0 3,6 7.4 8.3 8,8 9.2 9,4
6 315 9,0 6,6 7.4 8,0 8,4 8.5
(i 20,0 4.1 5,3 2,8 5,0 6.2 6.0
8 | 190 3.0 44 5.0 54 5.6 5.7
9 20,8 2,7 4,0 47 5.1 5,3 2,4
10 | 100 23 34 40 41 44 46

En el cuadro 15 se observa también que la actividad cataldsica
cs menor en las hojas que presentan un grado mas avanzado de clo-
rosis, 0 sea con un contenido menor en clorofila.
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yeccidon. En tiempos menores de accion del sulfato ferroso hay una
diferencia en el contenido en clorofila entre las hojas inyectadas y
sin inyectar, no comprobable por observacion visual.

En el membrillero (cuadro 19) el aumento brusco se presenta a
las 120 horas, e igualmente en el peral (cuadro 20).

CUADRO 19.—Variacion del contenido en clorvofila en hojas de
membrillero con el tiempo transcurrido desde el tratamiento.

Horas transcurridas Respuesta e " f? JA QS
desde el tratamiento visuul Tratadas Sin iratar
24 - 32,8 34.5
48 e 35,2 35,0
72 — 37,8 34,7
96 ? 42.6 38,2
120 + 526 35,8
144 A+ 60,0 33,0
168 + 66.8 32,5
192 + 59.0 30,0

CUADRO 20.—Variacion del contenido en clorofila en hojas de
peral con el tiempo transcurrido desde el tratamiento.

Horas transcurridas Respuesta nes AS
desde el tratamiento visual Tratadas Sin itratar
94 18.8 174
48 % 207 16,1
79 — 27,0 26,0
96 20,2 18,0
120 + 32,8 23,8
144 — 32,0 20,2
168 + 25,8 20,4
192 - 32,0 24,0
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Los contenidos en clorofila v deméas componentes estudiados no
son iguales en todas las muestras testigo analizadas, puesto que el
material empleado en cada una de las determinaciones no procedia
de una misma planta.

ACTIVIDAD CATALASICA

T.os valores absolutos de la actividad catalasica de las hojas de
melocotonero (cuadro 21 y fig. 17) y membrillero inyectadas, son ya
mayores que las de las testigo a las veinticuatro horas de realizado
el tratamiento ; la diferencia en el peral aparece a las cuarenta y ocho

= TRATADAS

i - — SINTRATAR

|-

10 -

CC. DE OXIGEND

I ! !

I T ]
4 48 T2 % 10 4k 188 192
KORAS TRANSCURRIDAS DESPE EL TRATAHIENTD

Fig. 17. Variacion de o aclividad cataldsica en holas de melocotonero con ol
tfiempo {ranscurrido desde el tratamiento,

horas de la inyeccién y se mantiene en todos los casos, con fluctua-
ciones mayores o menores durante el tiempo que ha durado la ex-
periencia.

En la grafica correspondiente al melocotonero (fig. 17) se observa

una disminucién brusca de la actividad catalasica en las muestras
correspondientes a las hojas que llevan inyectadas 120 horas.
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La figura 18 da idea mas clara del fenomeno; en ella se han
representado los valores de R dados en el cuadro 22. R representa
el valor de la actividad catalasica relacionado con la unidad % de
clorofila; esto es:

¢. ¢. de O, desprendidos

R oo o
% de clorofila
0.26 ]
0.24 -
e TRATADAS
072 —— SIN TRATAR
o 020 ]
D18 _
016 _
T T

| 1 1 I 1
24 48 17 36 120 144 168 192
HORAS TRANSCURRIDAS DESDE EL TRATAMIENTO

Fig. 18.—Variacion de R, en hajas de melocotonero, con el tiempo transcurrido
desde el tratamienio.
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Fl valor de R es mayor en las hojas inyectadas a las 24 horas de
realizada la inyeccién. excepto para el peral; en el melocotonero,
hasta las 72 horas, las hojas tratadas presentan valores de R mas
elevados: entre las 72 y 96 horas se observa un descenso, que es mas
brusco entre las 96 v 120 horas; a partir de las 120 horas, los valores
de R son practicamente iguales para el material tratado y sin tratar.
En el peral y membrillero el descenso brusco del valor de R corres-
ponde al periodo 96-120 horas.

Las variaciones observadas de la actividad catalasica y del valor
de R, podrian atribuirse directamente al sulfato ferroso inyectado,
ya que las sales ferrosas y férricas poseen la facultad de funcionar
como catalasas en ciertas condiciones del medio, pH especialmente.
Pero sélo cuando el hierro inorganico se introduce en un anillo por-
firinico es cuando aumenta sus propiedades catalasicas. L.a porfirina
de hierro es 10* veces mas activa que las sales de hierro, y la cata-
lasa, 10* veces mas activa que aquéllas (STERN, 1942).

La actividad catalasica del sulfato de hierro inyectado es despre-
ciable: en efecto: a distintas porciones, de 4 c. c. cada una, de una
misma suspension encimatica, cuya actividad cataldsica se deter-
mind, le ahadimos cantidades crecientes de la solucion de sulfato
ferroso empleada para las inyecciones. Los resultados obtenidos (me-
dia de tres determinaciones) se indican en el cuadro 23,

CUADRO 23.—Variacidon de la actividad cataldasica con
la cantidad de sulfato ferroso.

r. ©. de solucion 0,01 N ¢. . de oxigeno
de PeSO, afadidos desprendidos
0.00 4.9
0.05 4,8
0.10 5,0
0.15 4,6
(0,20 a1
(1,50 5.6

Solamente para una adiccién de 0,50 ¢. ¢. de solucion de sulfato
ferroso a 4 ¢. ¢. de la suspension encimatica, se observa una varla-
cion en la actividad catalasica.
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Para preparar la suspension encimatica se empled un gramo de
hojas, diluyendo a 200 c. ¢., despues de formar con ellas una pulpa; por
lo tanto, en esta experiencia se tomo una cantidad, 4 c¢. ¢. de la sus-
pension, que corresponde a 0,02 gramos de hojas; y estos 0,02 gra-
mos de hojas inyectadas, suponiendo que todo el liquido colocado en
los tres tubos de inyeccién se hubiese absorbido a las veinticuatro
horas v que todo el liquido absorbido se hubiese traslocado a las ho-
ijas sin gquedar nada en ramas ni peciolos, contendrian aproximada-
mente 0.0125 ¢. c. de la solucion de sulfato ferroso, cantidad que no
modifica la actividad catalasica segin los datos indicados en el cua-
dro 23.

HIiErRO TOTAL

Los valores mas altos correspondientes al hierro total de las hojas
tratadas reflejan el influjo de la inyeccién en todos los casos (cuadro
24 vy fig. 19). La diferencia existente en el contenido en hierro entre
el material inyectado y sin inyectar, representa la cantidad de hierro
introducida por la inyeccion.

wee TRATADAS
—— SINTRATAR
. 005 -
,.E ]
g 0.04 -
z ]
0.03 :

r T 1 l l T
A 43 1 36 120 144 168 192
HORAS TRANSCURRIDAS DESOE EL TRATAMIENTD

Fig, 10— Variacién del contenido en hierro total, en hojas de melocolonero, con el
tiempo transeurrido desde el {ratamiento.
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HIERRG «SOLUBLED

La figura 20. construida con los valores dados en el cuadro 25,
representa los contenidos de hierro, extraido con CIHI1N, de las
hojas tratadas y sin tratar; los valores correspondientes a las pri-
meras son mayores en todo momento y en todas las muestras.

TRATADAS
0012 |
“w 0010 4
‘i -
3= 0.006 _
0.004 -

] } |
M 48 10 %5 10 M4 168 192
HORAS TRANSCURRIDAS DESDE EL TRATAMIENTD

Fig. 20 -Variacién del contenide en hierro «solublen, en hojas de mejocotonero,
con el tiempo transcurrido desde el tratamiento.
RELACION «HIERRO SOLUBLE/TOTAL®
El clorhidrico 1 N extrae solamente una parte del hierro introdu-

cido en la planta por la inyeccion, parte representada por la dife-
rencia entre el contenido de hojas tratadas y sin tratar.
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En el cuadro 26 se observa un valor maximo de esta relacion a las
120 horas en peral y membrillero, y a las 144 horas en el melocotonero.

CUADRO 26.—Variacion de la relacion «hierro total/hierro solublex
con el tiempo transcurrido desde el tratamiento.

f Horas transcurridas Melocotonero Peral Membrillero
i desdt el tratamiento
5 24 0.64 0 52 0.60
48 0,85 0,62 0,74
72 0,57 0€7 0,57
96 0,47 0,93 047
120 0.59 0,81 086
144 0,87 0,53 0,60
168 0.63 0.63 062
192 0,45 — 0,68

Fosroro

Los contenidos en fésforo de las hojas inyectadas v de sus ho-
mologas sin inyectar (cuadro 27 y fig. 21) muestran diferencias des-
preciables en general. Unicamente en las determinaciones correspon-
dientes a las 144 horas en el melocotonero, y 72 v 96 en el peral, exis-
te una diferencia entre las dos clases de material.

0.4 _

0.5 -

% DE FOSFORO

0.2

= TRATADAY
— SIN TRATAR

u

1 i {

| T T T
48 12 36 120 44 168 131
HORAS TRANSCURRIDAS DESDE EL TRATANIENTO

Fig, 21.—Variacién del contenido en {dsforo, en hojas de melocoionero, con el

tiempo transcurrido desde el tratamiento,
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Porasio

En peral v membriliero el contenido en potasio de las hojas in-
vectadas es aproximadamente el mismo hasta las 96 horas; en el me-
locotonero (cuadro 28 y fig. 22) la constancia se mantlene hasta las
72 horas. A partir de este momento el contenido en potasio de las
hojas tratadas disminuye, tendiendo, por lo tanto, a normalizarse,
va que las hojas cloréticas (testigos) contienen un exceso de pota-
sio (pag. 222 y 225).

801 —yraTARAS
4 ———SINTRATAR
218 -
-ag.l.ﬁ -
TE
]

I i 1
2 48 12 S 120 144 168 192
HORAS TRANSCURRIDAS DESDE EL TRATAMIENTO

Fig, 22-—Variacién del contenido en potasio, en hojas de melocotonero, con el
tiempo transcurrido desde el tratamiento,
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1V. DISCUSION

En plantas cloroticas el efecto del sulfato ferroso en la formacidn
de clorofila estd plenamente esiablecido y los resultados obtenidos
en este trabajo (pag. 239) corroboran, en primer lugar, los aumentos
del contenido en clorofila como consecuencia de aquella influencia.
La respuesta clara visual al aporte de sulfato ferroso. corresponde a
un aumento brusco de clorofila gue se produce a las 120 horas de
realizar el tratamiento en el peral y membrillero, v a las 96 horas
en el melocotonero.

La influencia del sulfato ferroso inyectado repercute, sin embargo,
antes en el aumento de la actividad catalasica. En efecto: los valo-
res absolutos de la actividad catalasica de las hojas inyectadas son
mayores que los de las testigo, a las veinticuatro horas de efectuada
Ja inyeccion (pag. 241). La grafica correspondiente a estos valores
(pag. 241) nos indica que antes de haber comenzado la sintesis de clo-
rofila, a las 120 6 96 horas, segun el frutal, se ha producido un au-
mento de la actividad cataldsica de las hojas inyectadas; a partir
de las 120 horas estas hojas contienen mas clorofila, y segun la rela-
cidén existente entre pigmento y encima (pag. 231) contienen mas ca-
talasa.

Una idea del curso de la actividad de la encima, independiente
del de la clorofila, en las 196 horas que han durado nuestras experien-
cias, podemos obtenerla con la grafica de la actividad catalasica rela-
cionada con la unidad por ciento de clorofila; esto es. con el valor
gue hemos llamado R (pag. 243).

Si se estudian comparativamente las variaciones de R y las del
contenido en clorofila, se llega a la conclusion de gue las disminucio-
nes de R se producen al mismo tiempo que los aumentos en clorofila;
esto nos conduce a admitir una estrecha relacién entre la sintesis del
rigmento y de la encima.

Esta consecuencia a la que nos han llevado nuestras experiencias
puede explicarse segun la idea de GraNIck (GRraNICK, 1948, a y b, 1951,
GRANICK v GILDER, 1946), que supone que la sintesis de la encima
tiene un curso comun con la del pigmento hasta llegar a la forma-
cion de la protoporfirina de hierro 9, bifurcandose posteriormente en
dos caminos distintos: formacion de clorofila v de catalasa.

La deficiencia inducida de hierro acompanada de baja actividad
catalasica puede explicarse por la falta de grupos protoporfirinicos,
lo que repercutiria tanto en la sintesis de clorofila como en la de ca-
talasa: al inyectar sulfato ferroso se aporta al sistema el elemento
que faltaba para una produccion normal de aquéllos, y con el aumen-
to se normaliza la sintesis de los dos productos finales.

Se ha sugerido la hipotesis de la inactivaciéon del sistema enci-
matico responsable de la formacion de la molécula de clorofila (LIND-
NER v HaRLEY, 1944), por desplazamiento del hierro por el potasio;
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pero, segun nuestros resultados, no creemos que esto pueda explicar
la baja actividad catalasica que presentan las hojas cloroticas. En
efecto: si la cantidad de hierro introducida por la inyeccion es sufi-
ciente para desplazar el potasio del compuesto que hubiese formado
con alguno de los precursores de la catalasa, el aumento brusco de
ia actividad catalasica observado en nuestro trabajo iria acompahado
por una movilizacion del potasio inmediata a la inyeccion, tan inme-
diata como lo era e} aumento de la actividad catalasica; esto es, a las
veinticuatro horas de efectuado el tratamiento, y, sin embargo, la
movilizacion solo se produce veinticuatro horas antes de que tenga
lugar la sintesis rapida de clorofila, en cualquiera de las plantas ©s-
tudiadas. Por tanto, es de suponer que sl el exceso de potasio actua
blogueando alguna de las reacciones que conducen a la molécula
de clorofila, impida no la formacién de la catalasa, sino alguna de las
reacciones posteriores y antes de la formacion de clorofila.

El hecho de que el aporte de hlerro produzca un aumento de la
actividad catalasica, parece indicar que en la hoja clorética existen
ilos grupos proteicos caracteristicos, necesarios para la sintesis de la
molécula de catalasa; pero faltan los grupos prostéticos, que no pue-
den sintetizarse hasta que no se ha aportado el hierro necesario.

1 descenso brusco de la actividad catalasica, o del valor de R, en
el momento en que tiene lugar la sintesis rapida de clorofila pro-
ducida por la inyeccion de sulfato ferroso, es analogo al observado por
APPLEMAN (1952) en plantulas de trigo, correlativo al aumento ra-
pido en el contenido en clorofila producide por iluminacion. Los he-
chos observados por APPLEMAN y los investigados por nosotros pueden
explicarse si admitimos un precursor comun a la catalasa y a la clo-
roflla (GraNIck, 1951; APPLEMAN, 1952; BernarRp et al., 1953). En
sus lineas generales ¢l proceso se verificaria de la manera siguiente:
en el perfodo anterior a la sintesis rapida de clorofila, efecto de la
inyeccion de sulfatc ferroso, la concentiracion de los grupos precur-
cores de la molécula del pigmento y de la encima es mayor que la
necesaria para una sintesis rapida de catalasa, y suministra los gru-
pos requeridos para la sintesis de clorofila; ésta se va realizando len-
tamente, equilibrada con la de catalasa, pero cuando se forma de un
modo rapido hay un consumo, también rapido, de los grupos pre-
cursores. tomando los que necesita, después de agotar los libres, de
las propias moléculas de catalasa, con lo que disminuye la actividad
de ésta.

Ahora bien, no se conoce la relacién existente entre actividad ca-
talasica y concentracion de catalasa. No es imprescindible admitir
que el aumento de la actividad catalasica, observado a las veinticua-
tro horas, sea debido a un correspondiente incremento en el numero
dge moléculas de catalasa ni tampoco que la disminucién de la acti-
vidad catalasica que acompaha a la formacion rapida de clorofila, sea
debida a una disminucion de las moléculas de catalasa.
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Otra hipotesis para explicar estos hechos observados seria que el
hierro, inyectado en forma de sulfato ferroso. aumentase la activi-
dad sin llegar a sintetizar completamente la molécula de catalasa,
sino simplemente por acrecentamiento de precursores comunes, que
si admitimos como tales a las porfirinas de hierro (GraNick, 1951)
tienen una actividad catalasica apreciable. (La actividad de la cata-
lasa es del orden de 10° veces mayor gue la de las porfirinas.) Admi-
tiendo esto, el aumento de la actividad catalasica seria producido
por la cantidad de porfirinas formadas y su disminucién por la des-
aparicion de los grupos porfirinicos necesarios para la sintesis de
clorofila. Nuestros datos consignados en los cuadros se relieren a
actividad catalasica y no a concentracion en catalasa,

Nos inclinamos a considerar, como APPLEMAN, que hay un equili-
hrio dinamico entre todas las sustanclas que contienen grupos poy-
firinicos en los cloroplastos. Bajo condiciones normales existira una
relacion cuantitativa definida entre clorofila, catalasa y, tal vez, otros
eslabones porfirinicos desconocidos en la sintesis de clorofila. En
condiciones anormales. falta de luz o de hierro, puede variar aguella
relacion. Al inyectar hierro, el sistema complejo tiende a restablecer
todos los equilibrios que le corresponden al estado de normalidad.

En los casos estudiados por nosotros el hierro es el factor limi-
tante en la formacion de la molécula de clorofila. Este hecho se de-
duce de que el tratamiento con sulfato ferroso daba lugar a la sin-
tesis de clorofila, detenida en las hojas cloroticas. Las considera-
ciones hechas hasta aqui nos llevan a la conclusion de que si bien
el hierro es el factor limitante, parece serlo por intermedio de la
catalasa o de algtin precursor de la molécula de clorofila,

En los tratamientos con solucion de sulfato ferroso la diferencia
en el contenido en hierro de hojas inyeciadas y de hojas sin inyectar,
aun variando dentro de limites muy estrechos, no es la misma en
las distintas determinaciones realizadas para un mismo frutal. La
lalta de regularidad en estas variaciones se debié a que la cantidad
ae solucién introducida en la planta por la inyeccion no fué la misma
en todos los casos: la capacidad de los tubos de inyeccion y la
cantidad de solucién colocada en cada uno de ellos fué aproximada-
mente la misma, pero los factores ambientales que pueden influir en
1a absorcion de la solucion no se controlaron.

Por tanto, no todo el hierre que llamamos «total» es activo en
la formacién de clorofila, sino gue para ello necesita estar en una
forma que no puede precisarse con los datos obtenidos ni con los
existentes en la literatura. Fsta forma puede identificarse, sin em-
bargo, con la ferrosa. dada la menor estabilidad de los complejos fe-
rrosos que la de los férricos (GRaNIcK y GILDER, 1947; HiLL, 1949}, con
lo que es mas facil admitir el desplazamiento del ion ferroso de las
protoporfirinas por el magnesio. Otro hecho que parece confirmar
¢sta hipétesis es la influencia de algunos metales pesados en la apa-
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ricién de la deficiencia inducida de hierro (Hewir, 1948): el Cd, Cu
y Co son muy activos en aquella acciéon y Ni, Zn, Cr v Mo menos
activos y precisamente en este orden; teniendo en cuenta la serie
de estabilidad de los complejos organometalicos (IrvinG y WILLIAMS,
1948) -

N i I VN S I O N T - S I JE S . -
Cu+ g N +>—(30 o ~He P YN HL>U(l i = ive P ji>l".‘in4 k >Mg‘+%

estos resultados se explican mejor si se admite que el hierro ferroso
es el activo en la sintesis de la molécula de clorofila,

El que todo el hierro contenido en la planta no sea activo en la
formacidon de la molécula de clorofila presupone una inactivacién de
parte de aquel elemento. Dado lo expuesto anteriormente, esta inac-
tivacion puede ser debida a dos causas: un desplazamiento del hierro
de las moléculas precursoras de la clorofila, o bien un paso de hierro
ferroso a hierro férrico.

Posiblemente la causa principal de la inactivacién esta asociada
con el contenido en carbonato calcico de los suelos; este compues-
to actua como amortiguador, y sus propiedades como tal, dependen
del tamafio de la particula, de la cantidad de materia coloidal y de
la humedad presente, factores que se han estudiado ya en relacién
con la inmovilizacion del hierro (Huserty v Haas, 1940; BucHER ¥y
WiLrtams, 1936).

Las caracteristicas del suelo debidas al carbonato calcico, modi-
fican las condiciones en el interior de la planta, produciendo la inmo-
vilizacién o inactivacion del hierro. En relacion con esto, REDISKE vy
Bippurrn (1950), empleando hierro radioactivo, han estudiado la mo-
vilidad del hierro en el interior de la planta con diferentes condi-
ciones de medio de cultivo; cuando éste tiene un pH inferior a 7,
la distribucion del hierro es rapida y por igual en todas las hojas,
pero si el pH es mas alto, las condiciones en el interior de la planta
se modifican produciéndose una rapida inmovilizacion.

Lias caracteristicas de los suelos en los que crecia el material clo-
rotico empleado en nuestras experiencias son muy adecuadas para la
inmovilizacion del hierro: pH elevados, contenidos altos en carbo-
nato calcico total y activo (relacionado éste con el tamano de la par-
ticula) y pobreza en materia organica,

En la nutricién de la planta existe un equilibrico dindmico en los
tejidos entre las varias formas de hierro: hierro idnico y complejos
organicos e Inorganicos; ademas, se puede suponer ur equilibrio
entre los dos estados de oxidacion del hierro. Cuando la planta esta
en condiciones inadecuadas de nutriciéon, por falta de hierro, se rom-
pen los equilibrios existentes. Al restablecer las condiciones de nor-
malidad, por tratamiento con sulfato ferroso, se inicia el restableci-
miento de los equilibrios, pero hasta que éstos se consigan es posible
que las cantidades de los distintos componentes sufran amplias va-
riaciones, siendo ésta la causa de la disparidad de los datos existen-
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tes en la bibliografia y de algunos resultados aparentemente contra-
dictorios encontrados en nuestras experiencias,

Los contenidos en magnesio soluble y total de las hojas inyec-
tadas (verdes) son practicamente analogos a los de las hojas sin in-
vectar (cloroticas) (pag. 223). Los resultados obtenidos situan este
clemento al margen de las perturbaciones en los fendmenos que acom-
pahan a la sintesis de la molécula de clorofila en la deficiencia indu-
cida de hierro: por ello no incluimos este clemento en el estudio
de la variacion de los componentes de la planta con el tiempo trans-
currido desde el tratamiento con sulfato ferroso.

El metabolismo del fosforo soluble esta influido por la deficiencia
nducida de hierro, como lo muestran los resultados obtenidos (pa-
gina 221), de los que se deduce que las hojas inyectadas (verdes)
contienen una cantidad mayor que las cloréticas (sin inyectar); la
diferencia es grande en los primeros meses del ciclo vegetativo, dis-
minuyendo en los ultimos en los que se realizaron las experiencias.
Para los meses de julio y agosto el contenido en fosforo soluble se
1guala practicamente para ambos materiales; es interesante que pre-
cisamente en esta época se observa visualmente una recuperacion en
el contenido en clorofila de los arboles clordticos, contenido que
tiende a igualarse con el de los arboles verdes.

Las relaciones del fosforo total con el fendémeno de la clorosis son
mas complejas: solo en determinadas épocas (meses de marzo, abril,
julio, agosto y septiembre) existe una diferencia en el contenido entre
el material procedente de arboles tratados y de testigos, siendo ma-
yor en los tratados; en el resto de las determinaciones los contenidos
on fosforo total son casi analogos en las dos clases de material. Los
resultados obtenidos para las variaciones del contenido en fosforo
total con el tiempo transcurrido desde la inyeccion de sulfato ferro-
so no aportan mucha luz sobre estas relaciones; las cifras corres-
pondientes a estas determinaciones (pagina 248) dan valores muy pa-
recidos para hojas inyectadas y sin inyectar. Estos resultados nos in-
dican, sin embargo, que al no existir diferencia, no es admisible que
el contenido en fésforo sea causa de la deficiencia inducida de hierro;
més bien parece que las variaciones en el metabolismo de este ele-
mento sean un efecto de ella.

El contenido en potasio, soluble y total, es siempre mayor en las
hojas sin inyectar, cloroticas (paginas 222 y 220); estos resultados
estan de acuerdo con los obtenidos por otros autores (Injn, 1952,
LiNDNER y HARLEY, 1944). Esto significa que las hojas cloroticas pre-
sentan un exceso de potasio, exceso que ya hemos indicado era dificil
de relacionar con la sintesis de clorofila y con el sistema encimatico.

En las graficas correspondientes a los contenidos en potasio total
(pag. 225) y soluble (pag, 922) se observa una tendencia a igualarse
los contenidos de las hojas inyectadas y sin inyectar hacia finales
del ciclo vegetativo. Esto podria relacionarse, como en el caso del
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fésforo, con la observacién visual de una recuperacién en clorofila
de los arboles deficientes, que, en esta época, tiende a igualarse con
el contenido de los inyectados. Las maximas diferencias de potasio
total, entre el contenido de hojas inyectadas y cloréticas, correspon-
de a las épocas en que la sintesis de clorofila se encuentra mas restrin-
gida por causa de la deficiencia de hierro; también las diferencias
en el contenido en potasio soluble entre los dos materiales son ma-
ximas en las épocas de maxima clorosis.

Por estos datos se deduce que el metabolismo del potasio esta in-
timamente relacionado con la deficiencia de hierro y, por lo tanto,
con la sintesis de la molécula de clorofila. La clase de relacion y su
posible explicacién se han dado en la pagina

La clorosis producida por deficiencia inducida de hierro es un
complicado proceso que serd preciso investigar profundamente para
explicar la mayoria de los puntos relacionados con su fisiologia.

V. CONCLUSIONES

14 En la deficiencia inducida de hierro en frutales, el balance
cel hierro «solublen (extractable con CIH 1N) indica la influencia
rreferente de éste en la formacion de clorofila.

2" Los valores de la actividad catalasica y de la relacidén «ce. de
oxigeno desprendidos/% de clorofilay son menores en las hojas clo-
réticas que en las que se ha regulado la sintesis de clorofila por ira-
tamiento con sulfato ferroso (solucidon al 0,025%).

3 El tratamiento con sulfato ferroso produce incremento de la
actividad catalasica.

4* El aumento de la actividad cataldsica en el material cloro-
tico tratado con sulfato ferroso precede al aumento del contenido
en clorofila.

5 El aumento del contenido en clorofila coincide con una dis-
minuciéon del valor de la relacion «cec. de oxigeno desprendidos/%
de clorofilay,

6. Las hojas cloréticas contienen mas potasio que las tratadas
con sulfato ferroso. Antes de que aumente el contenido en clorofila,
hay una disminucion del contenido en potasio de las hojas tratades
con solucion de sulfato ferroso.

7" El contenido en fdsioro soluble es mas alto en las hojas tra-
tadas con sulfato ferroso. El1 aumento del contenido en clorofila no
va acompanado de una variaciéon en el contenido de fésforo de las
hojas tratadas con solucién de sulfato ferroso.

8.* El contenido en magnesio no presenta diferencia apreciable
entre las hojas clorédticas y las tratadas con sulfato ferroso.
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RESUMEN

Se estudia ¢l problema de la deficiencia de hierro en algunos fru-
tales, inyectando hierro al sistema, en forma de sulfato ferroso y
analizando, en las hojas, las repercusiones sufridas en el balance en
iyierro total. hierro «soluble», contenido en clorofila, actividad cata-
lisica y contenido en varios nutrientes minerales (K, Mg v P).

Se discute la influencia destacada del hierro «soluble». Rela-
cionando la actividad catalasica con el contenido en clorofila, se en-
cuentra una estrecha relacion entre la sintesis del pigmento y la
de la catalasa. Parece ser que el metabolismo del potasio esté rela-
cionado con la sintesis de la molécula de clorofila, y que las anor-
malidades encontradas en el contenido en fosforo de las hojas clord-
ticas sean consecuencia y no causa de la clorosis.

SUMMARY

(CHLOROPHYLL SYNTHESIS IN INDUCED IRON DEFICIENCY)

A study is carried out on induced Fe-deficiency in fruit-trees. Fe
as ferrous sulphate was injected into the trees and its effects were
studied in the leaf system. Modifications in contents of total Fe,
coluble Fe, chlorophyll. catalase activity and various mineral nu-
trients (K, Mg, P) are described.

The striking influence of soluble Fe in the formation of chloro-
phyll is discussed. A close correlation between the synthesis of the
catalase and that of the chlorophyll was found.

K-metabolism is presumably connected with the synthesis of the
chlorophyll molecule. The abnormalities in P-contents observed in
chlorotic leaves, are probably a consequence, and not a cause, of the
chlorosis itself.
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