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Rb+ and following inhibition by 1AO places the animals in a state 
of confusion or desorientation increasing the excitability without 
aggressivity and, inspite of the toxical participation of Rb+, they 
do not die during the following days. 

The Actograph «Tecle chi type» in spite of its simplicity, let~ 
establi h one parameter from the five animal at the same time, 
wh ich giv s a stat istical value to the experiment. Rubidium shows 
with an interesting proyection on behavior. 

Th Animex equipment registers the activity of the whole grouJ> 
without any di scrimination of the kind of movement. This can be 
on of th cau e, why these is no a significative re ponse on the 
p culation of th biological effect of rubidium. 

Aclmorwledgement : We thank Prof. Dr. J. del Rio, Centro de 
Química T rapéutica, C. S. I. C., Madrid , the facifüies and discu-· 
ion we had in the realization of this work. 
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Premio IBYS 

SuN:MAJl.Y 

In embryos and endosperms Irom non~stratifíed and stratlfied Pi111u p·it111a seeds: 
3-anúnolevulinic acid {8-ALA) was not synthesized. but it: begnn to synthcsized at 
beginning of gcrmination and reached its highest leve! iu stratified seeds ubjectecf 
to germ:ination at 290 C, but before their protrusion . Once t'he development of 
seedling aud concomitantly the radicle started the 8-ALA dccreased significontly. 
\.Vhcn during the den.lopment of seed.ling the radicle reaches lengths longcr tha01 
4 cm and the reserve materials have been exhau ted , biosynthesis of 8-ALA 
disaopears entirely. 

Enzymatic activity of 8-ALAdehidrase has been shown in seedlings frorn broken· 
seeds, previously strati!ied and subjected l.ntcr to gcrmination ; but its highest 
.intensity was reached i.n embcyos and cnd.osperm from stratificd sceds and verif ied' 
afte.r the protrusion ; when later the seedling increased in sizc and concomitantly 
the length oJ radicle, this activíty decreased until it disappearcd enti~ly duc te> 
.exhau.stion ol the reserve materia.! o{ en do ¡pcrm. 

Due to competit ive ínhibit ion o! 3-ALAdehyd.ra e activlty, levulinic acid causcét 
a n increase oí 8-ALA level, which corroboratc$ the occurren e o! such cnzy.niatlc­
ac.tivity. 

INTRODUCCIÓN 

En la semiJJa de Pinus pinea du.rante el cur o de la g rmina i6n 
se biosintetiza clorofila porque los embrlone actúan como v rdad -
ros aparatos fotosintéticos. La biosintesis de Ja clorofila tran curre­
éon .arreglo a dos grandes fase ; Ja primera en que se forman diver­
sos compuestos que se originan por reacciones enzimáticas en cad na: 
'hasta ta biogénesis de protopodfrina IX y la. segunda en la que lo 
pasos intermediarios que se producen también por vía en.zimática. 
conducen a la formación de la clorofila a partir de la protoporfirí ~ 
na IX (Vernon, 1966). · 

En este trabajo se pretende establecer en diverso estadios de ger-
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minación de la semilla de Pinus pinea la presencia de ácido S-amino-
1evulínico o 8-ALA ; la actividad 8-ALAdehidrásica ejercida por la 
-enzima i'j-amirtolevulínico dehidrasa sobre el o-ALA para la formación 
<le porfobilinógeno y la de este compuesto monopirrólico denomina­
.do abreviadamente PBG. Las reacciones transcurren con arreglo al 
siguiente esquema y que se han demostrado ocurren en plantas infe­
:riores, como algas Chlorella (Beale, 1971) y bacterias fotosintéticas: 

Succinilcoenzima A l>-ALAdehidrasa 

1 / / / 

o·ALAsíntetasa + --+ ~·ALA; 2 ~-ALA - 2 H,O 

l ""-
Glicocola activada Porfobilínógeno (PBG) 
por el piridoxalfosf&to 

No obstante, en plantas superiores se ha demo trado reciente­
mente la pr sencia d o-ALA (Beale y Castelfranco, 1975) (Beale 
y col., 1975) (Wellburn, J97!5) y que puede éste formarse por otras 
vías metabólicas que la citada, nosotros también pensamos contribuir 
..a su esclarecimiento. 

PARTE &XP.ERIMENTAL 

l. Material y rn.é todos 

Como mate rial de partida se utilizó semillas de Pin1H pin.ea pro-
d o a ( g via , on una capac'cla.d rml:nati a d l 95 

m tr ica h utilizado \U\ 

ACTIVI D D 0- ALADEBIDRASA El SE.i!UUJ\ D E •PIN • PTNEA.t 2 

. Para las centrifuga iones unas veces se usó una centrífuga erval 
:Superspeed Centrifugue 33-SS. Automatic, in talada n un cámara 
refrigerada. 

1.1. Determinación del ácido o-a.niinoie ulínico 

Se ha adaptado el método de Mauzerall y Granick y se l ha aco­
~_plado a las características del piñón, que es una semilla oleao"inosa. 

La extracción del o-ALA se basa en la que verifica B ale 
.Y col. (1975), y se realiza a baja temperatura. De pué de obt nido 
el extracto se separan el o-ALA y el PBG, pasando l líquido d 
extracción por una columna que conteng-a Do v x 2-2 x , (200 00 
·m allas); el PBG queda retenido y el líquido que pasa por la alumna 
y arra tra el 8-ALA e pasa a continuación por otra columna qu 
oeontiene Doiwex 50 W, 200-400._ El o-ALA retenido n e ta gunda 
columna se eluye con acetato amónico 1 M, s lleva a un volumen 
-exacto y determi.na espectralmente en una parte nlícuota gún 1 
método de Mauzerall y Granick. 

Con diferentes cantidades de patrón O-ALA y empl ando 1 m'todo 
ctnterior se trazó una curva patrón y se comprobó qu guía la l y 
-de Beer. 

Pór otra parte empleando o-ALA muy puro a una conc ntración 
..(le ·1mg / 20 mi = M µg- /mi se det nninó la ·urva d a h. or i ' n d la 
Teacción que da el 8-AI:A con los reactivos utilizado por Mauz rall 
y Granick y resultó correcta con un máximo d ab or ión •n 55R nm. 

En las determinaciones cuantitativas utilizamo como compara­
·ción en cada problema la medida espectrofotométrica r . ultant de 
hacer la reacción de MauzeraU-Granick con una cai1ti.dad xactam nte 
-conocida de o-ALA. 

Para comprobar la bondad del método, hi i ron 
r ecuperación de o-ALA con mbrion s y endo p rmo d pmon :' in 
. e tratificar en los cuales e segura la aus ncia de o-ALA. Para los 

mbrione , el 500 µ.g d o-ALA adi ionado l mom n ini ial 
de la trituración, se r cup ró l 103,2 p r 10 . rror 3,2 p r 100. 
·y en endo permo d 100 µ. adicionados, un 93,7 por 100. ·• rr r 
:- 6,3 por 100 . 

. 2. · Deterniinación de la actividad 8-A LAdehidrá.sica. 

Está basada en la actividad d la 6-ALAdehidra a n candi ion 
·apropiadas de reacción sobr el o-ALA como su trato para for­
mar PBG a partir de dos moléculas de aquel compu to con s para· 
-ción de do i:: molei:: de agua. E l PBG formado s pned id ntifi ar y 
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RESULTADOS 

2. C1U1litativos 

"2.1. lde<ntif ícación del o-ALA 

Se pudo confirmar la pre encia de ó- L por el color rojo clavel 
que dan los líquidos fina les (de la extracción purifi ación por paso 
·por columna de Dowex 50 y eluci6n sub iguiente) con la reacción 
-de Mauzerall y Granick. En lo producto finales de determinacione. 
corre pondiente s a diver o e tadios de germinación d t rminaron 
las curvas de ab orción de los productos coloreados confirmando el 
-pico de máxima ab orción entre 550 y 555 nm . 

·2.2. Identificación del PBG 1'esidtm1.te · de la actii1idad 
"i')-ALA dehidrásica sobre el 8-ALA 

La identificación es un medio indir cto d comprobar si ha acti ­
·vidad enzimática de 8-ALAdehidrasa. El PBG queda identifi ado n 
-diversos estadio de la germinación no 610 por l color rojo violá-
ceo que dan por fuerte agitación de los eluato d la alumnas d 
DOl\vex 2 con igual volumen de reactivo de Ehrlich ino tambi n por 
-el pico de máxima absorción en 515.l'i nm del producto el la r acción . 

3. CuantitMivos 

"3.1. A c·ido 8-mninolevulínico 

La técnica de determinación empl ada fu la d crita n 1 apar­
iado 1.1 (véa e tabla I) . 

Otra determinac iones e f ctuaron n un 1 t d 200 piñon . . 
Los re ultado y datos se incluyen en la tabla II. 

Otros experimentos e verificaron on un lot d 200 piñon qu 
fueron umergidos n 100 ml d una solución que ont nia á ido g lu­

-támico y dimetil sulfóxido. La demás manipulacion s omo n l . 
apartados anteriores. Los re ultado y dato d lo. tratami ntos s · 
:recogen en la. tabla III. 



TABLA J 

Contenido de a-A LA: ¡ig/g de peso fresco 

Piño ne s 

Sin es tratifica r . . .. . . .. . ..... .... .........• .• .. 

Es tra t iíi cados 40 días .. .•. ...• . .• . .. •... . • .. . . 

Estratiíicados 18 d i. as . 
Pues tos a ge rmina r 25 días (sin abrir) . . .• •.••. . 

Estratificados 46 dí as . 
Puestos a germ ina r 7 días. 
Plántul as con radí culas de 1,5 -3 cm ... ...• .. ... . .. 

Estra tificados 75 dras. · 
Puestos a germ inar 7 d ías. 
PJAntulas con radícula de más de 4 cm . .• • •...•• . , 

TABLA 11 

Trn t11 mie nto de los piiiones 

200 piño nes con cubierta se sumergieron en 
100 mi de u. na solución que conten la 60 mM 
de gllcocolt1, 50 m~ de succinato sódico, piri· 
doxnlfosfato en la pro poroión de 3,85 mg: 100 
mi , 5 mM de Cl,Mg, 50 mM de ácido levullníco 
y d imetil sul íóiddo al 5 º/0 • . El pH de la solución 
se lle vó a 5 co n potasa . 
Tiempo de inmersión : 48 hora s (•): 
Tiomp de e tmt.ificuu1L6n : 18 dlns. 

Embriones Endospennos. 

o o 
o o 

30,24 3,91 

7.13 7,85 

o 7,2 

a-ALA : ¡t.g/g de peso fresco 

Pu. st a erminat 23 dl11 ( In • brl r) . . •• .. . 
uestot ¡¡ gormlnit r 26 dlH: . •• . . • .. . .. • . . . 

f~mbriones 56,66. ndo permos 21,7'-­
Plán lula de .radlculn d 1·4 cm. . En 
dospe.m10 O. 

Tr1t1unle11 l n 1 •o ni nterlor pero In d i· 
m tll 11 1 xld : 
Piíli l e it gnmínnr 211 dlns ( In abri r) • .. • • . 

Puo t s 1\ germ o¡¡r 2 din -. 
o n p.rlnolplo de ~rmlnll Ión •• . , 

E1obrí nes 63. ':l . !ndo p unos. 11,48:­
(de color am11rlll ~verdo o), 

p¡ ntu l'a 2 45. tido p nno 47,1'9. 

1 lote de pmone (pu to en Wl ki ta. 
de vnclo, de 

ACTfVJDAD H .L.ADElilDRA -~ EN M ILl-~S DE «PIN U PINE.A• 

TABLA 111. 

Tratami.nto de los p iñ ones &-AL.A \li/ g de pes o frese.o 

200 Piñones con cubierta se sumergieron en 
una solución que contenía á.cido g lutáillioo y · 
dimetilsu.lfóxido a.I 10 º/1• 

Tiempo de inmersión 48 horas. 
Tiempo d e estra tificaci ón 18 d .la ~ . 

Puestos a germinar 27 c1 ias (sin abrir) • . . . . . Embriones 16 

Puestos a germinar 27 días , apuntando la ra-
dícula . . . . • . . . . . . . • . • . . . . • • . . . . . Pl án tu la 1 S,7 

Tratamiento análogo a l anterio r pero sin di­
metilsulfósido: 

Endos r ernios 6,11> 

Endo permos 3,4S. 

Pu.estos a ge rminar 30 dlas (sin abriT) . . • • . • Embriones 14,16 Endospermo 5,4:'T 
Puestos a germin ar 30 días, apuntando la ra-
d ícula • . • . . . • . . . . . • . . • . • • . . • . . . . . • • . • • Plántula 7,32 · Endo·spermos 5,óS. 

3.2. Actividad enzfrnática o-ALAdeltidrásica 

Aplicando la técnica descrita en el aparta.do 1.2.2, h mo 
probado la actividad enzimática 8-ALAdehid rá ica n milla 

om-
d P·i-

nus pinea en determinada condicione , cuyo r . ultado in lu 
n la tabla IV. 

TABLA I V 

Actfoü/1~tl &-A. LA.ddiát·dsíca 

p.g de porfo b i li nógeno 

Por g/minuto Por r/110 minuto 

Piñones e tratlficados y puestos a Embrión o Endo.!.- Embrió n ndos. 
g erminar. plántula permo permo 

Sin abrir .. . ••.. , ...... .... .... , (L o o o 
Abie.rtos sin a.puntar la radlcula •• , 2,85 o 85,5 o 
Germinados con rad tcu la de 0-ó mm 
(apuntando la r iLdícula) •• . • •..•.. 4:,23 6,7 127 201 
Germinados con rad.íc. de 2,5-3 cm. 0,1• ,,,5 o 
Germinados con radícula -de mAs de 

!qd: .ler~qo.t~~~~ . ~~s . . ~~~~~~~s . . d.e~ o o o () 
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La activ idad enzimática específica se refiere a microgramos de PBG 
<'Ontenidos en un g ramo de peso de material húmedo de que se par­
te, a treinta minutos de tiempo y a un mg de las proteínas conteni­
<las en la muestra analizada. Los resultados en la tabla V. 

TABLA V 

Aclividad o-A LAde/Jidrásfra especifica 

Piñones estrnli flcado s y puestos a g~rminur . .. . . . •• 

-Sin abrir ............••.• . •...... . .. ........•. 

Abiertos in apuntar la radlcul a ......•......... 

-Germinados con radicula de 0-5 mm. (apuntando la 
1"adlcula) ..•• ••...... ....•....•.•..... .•. . . ... 

Germinados co n radícula de 2,ó-3 cm .. . .•. . .• . ••• 

Germinados con radicula de más de 4 cm:) Agotadas 
fos ro qervas del endospermo) ...•.•.•.• .. .... . . , . 

DISCUSIÓN 

~ de porfobilinógeno 

Por p.g/mg de proteínas/SO min 

Embriones 
o plántulas 

o 
0.83 

0,75 

0,047 

o 

Endospermos . 

o 
o 

4,4ó 

o 

(1 

n lo aparta-

· l1 
d 
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<de 1, - 3 cm y 4 cm, di minuye la cifra de o-AL ha ta que en la 
-últimas es O. Esto se puede e.Kp}jcar, con respecto a las ant riores 
pue to que al empezar a verificarse la b.io ínte is d la clorofila (las 
·plántulas son verdosas) tiende a d:isminuir el o-ALA ha ta d sapare­
-cer, en plántt1las de radícula muy larga de 4 cm o más. Estas plán­
tulas en tales condiciones apena contien n n u endo p rmo ma­
terial de reserva y por eso no dispone la semilla probabl m nte d 
·10 materiales necesarios para edificar la molé uta d 13- LA. 

En las semillas sometidas al tratamiento de inm rsión (tabla II) 
en solución acuosa de sustancias estimulantes de la hiogénesis de 
o-ALA, acompañadas además de ácido levulínico 50 mM (con obj to 
de b.loquear parcial o totalmente la actividad enzimática d la d-ACA­
dehidrasa y seguido de e tratificación con 1 fin de a elerar posterior­
·mente la germinación y que se acumule o-ALA por la acción comp -
titiva del ácido levulínico sobre el enzima), e ha comprobado, n 
efecto, que tanto agregando dimetilsulfóxido como sin adi ionarl , 
la adición de ácido levulínko provoca. un aumento notable d 8-AI . 
en embriones puestos a germinar jntiC'inco ellas {piñ on s sin abrir) 
-con respecto a las semillas sin este tratamiento 011 ácido 1 vulínic . 
Esto evidencia que se desarrolla un pro · o acumulativo d 13- · L 
-del endospermo al embrión, porqu se qu compara ndo 1 lot 
sin tratar con dimetil ulfóxido d piñones sin abr ir , on l t ratad 
·con dimetilsuHóxido , aunque la suma del 13-ALA d los mbrion 
con el de los endo permos es aproximadament igual, sin embargo 
-es mayor la cantidad encontrada en los embrion s cl 1 lote . in trata­
miento con dimetil. ulfó:xido qu la del lot tratado n pii'\on s . in 
-abrir. En estos lotes referidos lo embrione son d olor ama rillo 
-con viso verdoso y ellos constltnyen .la a1üesala de la hio. ínt si. d 
la dorofila, y por eso e por lo qu cr mos que const ituyen lo mism 
que los estratificados dí ciocho días y pue tos a g rminar v inti in o 
días (sin abrir) y sin ser som ti.dos a n?ng6n trata.mi nto, 1 . tadio 
-de mayor actividad biogené ica d .a-ALA. 

En los piñones tratados también cm ácido 1 stos a. 
germinar veinticinco día , abierto y n lo m1l s mpl za a ver 
1as radículas incipiente. con Ion itud d O,G mm la. plántulas colo­
readas ya de verde, contienen una antidad muy p qu ña d S-ALA, 
aunque en endospermo se ha int tiza.do todavfa n a.1itidad apr • 
dable. Por último , cuando la plántula . han d sarrollado má . y 
1a radícula alcanza longitud.e d 1-4: cm d sapare • · 1 S-A A tanto 
en embrione como en endo p rn1os, prohabl 111 nt porqu n ste 
último quedan agotada tt r s rva y por consigtti nt lo. illar • 
'bá ico para tt construcción. 

En los lote de los pifíon en los cual s las emilla. R 

con ácido glutámico con y in dimetil. ulfóxido (tabla TII), 
·tivam ente, se aprecia también que la t1ma de las ifra . d 

tratan 
r •sp · 
13-ALA 
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