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ABSTRACT

E. MONGE, A. ABADIA, M. SANZ, L. MONTANES and L. HERAS, 1983.
8 — Aminolevulinic acid in green and chlorotic plant leaves. An. Aula Dei 16(3-4):

275-283.
Levels of & -aminolevulinic acid { § ALA), total chiorophyll and active iron
from normal and iron chlorotic leaves of peach trees, were analyzed.

In our working conditions the obtained data on 8 -ALA do not show signifi-
cant differences, between normal and chlorotic materials. Nevertheless the values
of active iron and total chlorophyll, showed significant differences.

Similar analyses were made on soybean, that was grown in a greenhouse in a
nutritive solution (with and without iron). Results were very similar to those in
peach trees.

INTRODUCCION

Aunque el hierro no forma parte directa de ningiin precursor de la
clorofila, esta demostrada su implicacion en el metabolismo de la mis-
ma. JACOBSON (1945) demostrd que un tipo de hierro que denominé
“gctivo”, localizado enteramente en los cloroplastos, estaba relaciona-
do estrechamente con los complejos clorofila-proteina. Por otra parte,
DeKOCK et al. (1960) y EVANS (1959) hallaron una correlacion posi-
tiva entre el contenido en hierro del medio nutritivo y la cantidad de
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clorofila y hemo en hojas. Dentro de la ruta de biosintesis de clorofils
MARSH et al. (1963 a,b) demostraron la participacion de este elemen-
to en la formacion del acido § -aminolevulinico ( 6 -ALA), primer in-
termediario identificado en la formacién de clorofila v de otros com-
puestos tetrapirrolicos. HSU y MILLER (1965) y MACHOLD y STE-
PHAN (1969) indicaron su necesidad en la inhibicion de la descarboxi-
lacion oxidativa del coproporfirinégeno a protoporfirina. OSTROVS-
KAYA ( 1965) y CHERNAVINA (1965) observaron que el hierro actia
en la union del fitol a la protoclorofila.

DUGGAN y GASSMAN en 1974 trabajando con compuesto que for-
man complejos estables con el hierro ( &, @ ,dipiridilo, o-fenantrolina,
etc) comprueban que se sintetizan grandes cantidades de Mg-protopor-
firina monometil ester y menores cantidades de Mg-protoporfirina,
protoporfirina y protoclorofila, y proponen que el hemo o un comple-
jo de hierro-proteima bloquea la accién de la(s) enzima(s) que gobier-
nan la sintesis de  § -ALA y que los quelatos de hierro son antagoni-
cos a esta inhibicion, conduciendo a la biosintesis de § -ALA y porfi-
rinas. Asimismo, BROWN et al. (1980), sugieren que el hemo controla
la sintesis de § -ALA al inhibir la enzima ALA sintetasa.

Los recientes trabajos de SPILLER et al. (1982) y CHERESKIN y
CASTELFRANCO (1982) demuestran la necesidad del hierro en la con-
version de Mg-protoporfirina IX monometil ester a protoclorofila, Por
otro lado, en la formacién del § -ALA, dentro del ciclo de KREBS,
actia la enzima aconitatohidratasa (aconitasa) catalizando la accidén
reversible del agua al doble enlace del acido cisaconitico en dos direc-
ciones unas que conduce al acido citrico y la otra al 4cido isocitrico
(GLUSKER, 1971). HSU y MILLER (1968) trabajando con esta enzima,
obtenida de Glycine max. Merr., observaron que el Fe * es un com-
puesto necesario para su estabilizaci6n y activacién. YU y MILLER
(1982} encuentran que la actividad de la aconitasa, procedente de ce-
bada, era igualmente incrementada al tratarla con hierro.

En el presente trabajo se estudian los niveles de § -ALA en mate-
rial vegetal verde y afectado por la clorosis férrica.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado hojas de melocotonero (Prunus Persica (L) Batch)
y hojas de soja (Glycine max. L.).

La toma de muestras, en melocotonero, se realizd recogiendo de la
4* a la 8% hoja en brotes del afo. El cultivo de soja se realizo en inver-
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nadero, en recipientes de plastico que contenian solucion nutritiva
(MOORE, 1981), a la que se hacia burbujear aire de manera continua-
da. Un lote de plantas recibid esta solucidon exenta de hierro y otro
con este elemento (2,5 ppm) incorporado en forma de Sequestrene
138-Fe (Ciba-Geigy). El cultivo se mantuvo durante varias semanas
hasta que se observd visualmente la sintomatologia de clorosis férrica.

La determinacion de clorofila se llevo a cabo en extractos de meta-
nol del 80y, utilizando los coeficientes de absorcion especifica de
MacKINNEY (1941).

Las medidas de hierro se realizaron segin el método descrito por
ABADIA et al. (1984).

Los analisis cuantitativos de & -aminolevulinico se hicieron segin
el método de MAUZERALL y GRANICK (1956) siguiendo las modifica-
ciones realizadas por MILLER etal (1979). La cromatografia de

8§ -ALA se realizo segiin técnicas descritas por estos mismos autores
utilizando placas de silica gel.

El patron de acido & -aminolevulinico se elabor6 con productos
de la casa Sigma Chemicol Co.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro 1 aparecen los resultados correspondientes a dos
plantaciones de melocotoneros sitiadas en las proximidades del
laboratorio.-

En ambas plantaciones existen diferencias significativas entre ma-
terial verde y clorotico, respecto a los valores de clorofila total y hie-
rro activo, parametros que nos indican que el material era adecuado
para el trabajo. Aunque los valores de §  ALA son practicamente los
mismos, tanto para material verde como clorotico, hay que hacer no-
tar que las derivaciones son bastante altas, sobre todo en la plantacion
(1).

Los analisis cromatograficos hos proporcionaron un Ry = 047
(acetato de metilo. alcohol isopropilico, amoniaco 25%; 45:35.20).

Asimismo, en el conjunto de ambas muestras, se volvid a corrobo-
rar la correlacion encontrada por ABADIA et al. (1984) entre hierro ac-
tivo y clorofila total, que en nuestro caso dio un valor de r = 0,94,

Un tercer muestreo, mas amplio, se realizo en la zona del Valle del
Jalon, donde se tomaron 27 muestras distintas. Hemos de indicar que,
mientras en la toma de muestras anteriores, dentro de cada plantacion
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CUADRO 1.~ Clorofila, Fe activo y § —ALA en hoja de melocotonero verde
¥ clordtico,

MATERIAL MATERIAL

PLANTACION | PARAMETROS VERDE CLOROTICO

Clorofila total
nmoles/g.p.f. 4.361 + 553 2455 + 350

X + S.D.

Hierro activo
1 ug/g.p.f. 17,3
n = 15 ; + S.D.

I+

8,9 13,1 £+ 14

§ - ALA
X + S.D. 58,3

nmoles/g.p.f.

i+

8,9 08,3 + 10,7

Clorofila total
nmoles/g.p.f. 5.118 + 445 1,136 + 99

X * 8.D,

9 Hierro activo
Hg/g.p.f. 16,2
n =7 X + S.D.

H

1,4 10,54 + 10

8§ - ALA
nmoles/g.p.1. 63,0 + 4.6 6777 + 2.2
x + S.D.

habia una sola variedad, en éste, al tomarse en varias plantaciones, se
incluyen variedades distintas de melocotonero. Los resultados obteni-
dos (Fig. 1), en este caso, se expresan por unidad de superficie para
evitar las posibles modificaciones en el peso de las muestras, entre el
momento de la recogida y el inicio de los analisis (HERAS et al. 1971).

Como puede observarse, la mayoria de los valores de § —-ALA se
agrupan dentro de un intervalo (0,8-1) bastante estrecho y no apare-
cen diferencias significativas entre material verde y clorético. Sin em-
bargo, al quedar retlejadas ciertas desviaciones se consider6 de interés
determinar el coeficiente de variacion de este parametro dentro de un
mismo arbol.

Para ello se eligieron tres arboles y se tomaron tres muestras, fisio-
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logicamente semejantes, de cada uno. L.0s resultados obtenidos quedar
reflejados en el cuadro 2 y parecen indicar, que aunque el 8§ --ALA
tiende a ser una constante fisiologica, posee unos limites .de variabili-
dad apreciables y por lo tanto los factores que influyen en los niveles
de & -—ALA, tendrian que manifestar su accion de forma mas notable,

CUADRO 2. — Variacion de & —ALA inter-drbol.

ARBOL i 2 3
§ —ALA

nimoles/g.p.1. 606 £ 1,1 583 * 3,8 62,3 t 5,6
X + S.D.

Es un hecho corriente que en un mismo arbol existan hojas verdes
y clordticas. En el cuadro 3 se dan los valores de § —ALA y clorofila
de hojas verdes y cloroticas procedentes de un mismo drbol.

CUADRO 3. — Valores de § —ALA y elorofila en drboles con hojas verdes y clo-

roticas,
HOJAS VERDES HOJAS CLOROTICAS
ARBOL & —ALA Clorofila 5 —ALA Clorofila

nmol/g.p.f. nmol/g.p.T. nmol/g.p.[. nmol/g.p.f.

1 45,22 3.489 46.5 2.194

2 38,30 2.955 37,6 1.980

3 45,20 2.860 40,3 1.150
X+ S.D.| 42,91 3,98 3101 £ 339 41,4%45 1774 £ bbH1

Como puede observarse tampoco se aprecian diferencias significa-
tivas en el contenido de & -~ALA a pesar de la drastica diferencia en
clorofila de las hojas analizadas.

Para contrastar si este hecho se reproducia en condiciones experi-
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mentales se cultivo soja en invernadero en solucidn nutritiva, v se de-
terminé Fe activo, clorofila y § —ALA, sobre material verde y clo-
rotico.

Los resultados que se indican en el cuadro 4 son las medias de tres
repeticiones. Las muestras se obtuvieron de hojas con la misma posi-
cion en la planta. El primer par de hojas (hojas sencillas) esta referen-
ciada como 1P y es la mds cercana a la base, el resto de las hojas (tri-
foliadas) se les asigné la denominacion 1T, 2T, 3T y 4T segin su dis-
posicidn ascendente respecto a la base. La muestra 4T (verde) perte-
nece a hojas en formacion y Gnicamente se pudieron tomar en plan-
tas verdes.

CUADRO 4. — Sojaen cultivo hidropdnico.

MATERIAL VERDE
MUESTRA Fe Chi § ALA
u/g.p.f. nmoles/g.p.f. nmoles/g.p.f
1P 20,0 £ 1,2 1565 + 63 62,0 + 4.3
1T 17,0 % i,O 1503 + 50 56,3 + 4.9
27 14,0 + 14 1843 + 166 59,3 £ 2.3
3T 17,0 £+ 04 2063 £ 161 63,3 + 2,31
4T 12,0 £ 1,6 1623 + 65 82,0 + B3
MATERIAL CLOROTICO
1P 11,0 £ 06 1593 + 91 60,0 £ 4.4
1T 11,0 £ 0,8 1664 + 126 62,0 t 3,6
2T 80 + 04 811 t 65 69,2 £109
3T 50 % 0,6 585 + 98 58,0 + 2,41
4T - ~ -
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Como puede observarse en el cuadro citado, nuevamente se refleja
1a diferencia en el contenido de hierro entre material clorotico y verde.
Si tenemos en cuenta los datos de clorofila y hierro es de destacar que
tanto las hojas 1P como 1T tienen la misma cantidad de clorofila aun-
que difieren en la cantidad de hierro y que a partir de las hojas 2T es
cuando se aprecia la diferencia en pigmentacion, lo que podria indicar
que la presencia de hierro jugaria un papel tendente a estabilizar la clo-
rofila, mas que intervenir de manera destacada en su formacion.
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FIG. 1. — Relacion clorofilatotal/ § -ALA, expresados por unidades de superficie.

RESUMEN

Se han determinado los niveles del acido § - aminolevulinico
( 6 —ALA), clorofila total y hierro activo en hojas de melocotonero
verdes y cloroticas.
Los datos obtenidos, en nuestras condiciones de trabajo, sobre
8§ —~ALA, no muestran diferencias significativas, entre ambos tipos
de material. Sin embargo los valores obtenidos tanto para hierro acti-
vo y clorofila total, mostraron diferencias significativas entre material
verde y clorotico.
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Las mismas determinaciones se realizaron sobre soja cultivada en
invernadero en soluciones nutritivas con y sin hierro. Los resultados
obtenidos son muy similares a los encontrados en melocotonero,
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