
n. Real . .\ cad. Fann., 1981, 4í : 215-224 

Porfirinas en semillas de ~inus pinea gcrminantes 

por 

M . 'A Z MU~OZ y M .~ M . MENDEZ 1 R O 

Departamento de Bioquímica . Facultad de Farmacia . L' niver idad 
Madrid-3 

~ U MMARY 

mpluten e. 

Protoporphyr in and coproporphyrin were detected and identified by th in !ayer 
.chromatography and spectrophotometry in Pin.tu pi.,,ea sced non- tratified and 

tratilied ;1 nd at dil.ferent stages of germination after stratilication. 
Cold stra tilicat ion . and much more germination, exert an in fh.tence on th ~ 

ibiosynthe is of porphyrin , but thi s influence is le ser than when the extra t 
.obtained from seeds at different stages of germination are incubated with a mixture 
of compounds as glycine, pyridoxalphosphate, magne ium ch loride, ATP and 
uccinate, that stimulate formation of d·aminolevuljnic acid. 

E n Ja emilla de Pin"s pinea s detectaron sus do. dorofila 
y b ":' e estudió Ja evolución cuantitativa de la misma · durant 
-curso de la pregerminación y germinación propiam nte dicha ( anz 
Muñoz y Pozo Hernández , 1979). Igualmente se d mo tr6 la pr -
sencia de la enzimas d-AL inteta a y d-ALA d hidra a qu in
tervienen en las primeras fa e d la biosíntesi d porfirina y 
-estudiaron sus principale caracterí tica enzimática . E n t tra
bajo e ha tratado de detectar e identifica r la exist ncia y clas d 
porfirina . que pudiesen hab r en semilla no germinadas y n mi 
lla s durante el proceso de la germinación, y la volución cuantita· 
tiva de las mi ma, en diferent estadio d preg rmina i6n y g r 
minac ión propiamente dicha. 

l. PARTE EXT'J-:R CM F.NTA L 

1.1. Material 

El material que se ha empleado ha ido semilla de Pinus pinea 
procedentes de Coca (~egovia) con una capacidad erminati.va del 
.95 por 100. La e tratificación en frío e realizó poniendo capas a l ~ 
t ernantes de vermiculita humedecida con agua y piñon s com.pl to , 
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es decir co n cubiertas a una temperatura de 4º e durante diferentes 
período s de tiempo . La germinación se verificó en cámara de Jacob
sen a g rado de humedad constante y a 29-300 c. 

Para las medidas espectrofotométricas se utilizó un espectrofo
tómetro Beckman modelo D. U . Para las centrifugaciones se usó. 
una centrífuga refrigerada R-5 Superspeed Refrigerat ed Centrifuge. 
Para la sonificación se utili zó un aparato Omni- 1ixer Serva! y para 
las incubaciones el baño Gallenkamp regulable a varias t emperatu
ras . Para visua liza r las manchas de porfirinas en las placas de cro
matog rafí a en capa delgada se empleó la lámpara de luz ultravioleta 
Hanovia- Lange. Para las medidas dé pH se utilizó el potenciómetr0> 
de R adiometer Copenhagen pH Meter 22. 

1.2. Métodos 

1.2.1. Porfirinas libres. S u ·identificación 

1.2.1.1 . l den tificación trevia 

P <l ra u r conocimiento hemos tratado de identificarlos en em
briones rea lizando extracciones en las cuales se puede detectar por 
su banda de absorción en el visible a 500, 540, 580 y 620 nm . Pero
todas ellas incluso las metalo y hematoporfirinas tienen una banda 
de ab orción en e l U . V. próx imo, llamada de Soret que permite 
determinarla con una mayor ensibilidad de 10-20 veces más que 
en el vi ibl y en cubeta s de l cm de espesor y llegar a caracterizar
las a concentrac iones del orden de 10- • mg_/ ml. E n soluciones clor
hid r i n. 2 · Ja b ndu d or t , on lo n1á.· im.os de abso rción 
resp tiv , n l s . ig ui nt s: uroporfirina, 405 nm ; opropot1'-
1rh , ; 2 nm : pr topor fi na , 4 9 mn ; d utoporfirioa , ili· nm , y 

n1 o-p rfirina, '' nm. 

1.2.1 .2. Umit de stn ibj}idod de t•isuali.sación de la flttoresce11ci:a 
ro ja de porfiriua.s 1i b1•es 
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tidad de 5 µ1, sólo ha ta la diluida a l 1/ 100 e vi ualiza su fluores
cencia a la luz U. ., pe ro no la diluida al 1/ 1.000 , e d cir que la 
f! uo re cencia ro ja solo se det ecta hasta los 0,05 µo- = 5 , 10-~ µg, 
pe ro no a los 0,005 ·µg = 5,10- 3 µg . Los cromatogramas en ·apa 
delgada se e fectúan como e indica en el apartado 1.2.1.2; pa ra má 
deta lles véa e la te i doctoral (Mercedes Méndez Marco, 1979) «Del
ta aminolevulinato sintetasa , Delta aminolevulinato dehidrasa y P or-
firin as en emillas de Pimts pinea germinantes» . L o elua tos d sta 
manchas preparado con CIH 2 N dieron lo má...'< imos de absorción 
ca racterí sticos de las bandas de Soret corre pondiente de 409 y 
402 nm a proto y coproporfirina respectivamente. 

1.2.1.3. Lím-ite de sm sibilidad de vim alisacióti de la fluorescencia 
roja de protoporfiri?ia IX al estado de ester 

Para ello se emplearon protoporfirina IX dim til ster de hemina 
de buey de la firma Sigma y otra e ·terificada por nosotros a partir 
de la protoporfirina sal sódica, la cual se pu o en contacto durante 
24 horas con 20 mi de metano! que llevaba incorporado l 1111 de S .H 9 

concentrado. Después de diluir con 20 mi de agua s extrae con una 
mezcla de éter sulfúrico (50 mi) y cloroformo (20 ml) y r extrae con 
más Cl3CH . Los extractos reunidos se lavan con agua a moniacal 
al 2 por 100 y después con más agua. L a capa eté rea despué d 
desecación con SO. Na: anhidro e evapora al vacío para concentrar 
y por último los 20 mi restantes se d jan evaporar hasta quedad. 
Resulta un polvo oscuro con curvas de absorción en campana y un 
pico correcto en 409 nm empleando como disolvent tanto clorofor
mo como CIN 2 N . 

Para investigar el límite de sensibilidad se empl aron pla as d 
cromatografía en capa delgada de 10 : x 6,6 cm de ta ca a • astmatr 
Kodak, siendo el adsorbente de revestimi nto, gel de ili a. Las apli
caciones realizadas de 20 ¡,.i.1 de cada una de las solucion con cont -
nido de 0,9, 0,8, 0,7, etc. hasta O,l iµg/ ml. El d sarrollo d , l croma.
tograma se efectuó según la técnica de Chu y Chu (1006) . L o f d 
cada una de las manchas fueron muy semejantes y oto se d ja d 
percibir fl uorescencia roja en aquellas olucio11es d aplicación m nor 
de 0,4 µ g/ ml. Por con iguiente el límite de sen ibilidad fu de 
0,00 µg = 8,10""°" . 

De los resultado obtenidos descritos en este apartado y n el 
1.2.l.2 se infiere que existe más alta sensibilidad pa ra la d t cci6n 
de fluore scencia roja en los estere de protoporfirina que en las pro· 
toporfirina libres y que para niveles más ba jo de detección de fluo· 
rescencia roja , aunque ésta no se detect e, sin embargo se pu den 
captar todavía sus máximos de absorción por espectrofotometría . 
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1 .2.J .4. Extracciones de porfirinas libres 

PORF1.R IN S E.."I SEMILLAS DE "PINUS PI. " GERMINA, n ; 21~ 

ción de lo mi mo en Ja cubeta . Despué de la aplicación d patrones 
y problema en la placa, ésta se de ecó con a ire caliente y a la. 
luz . \ . se vi ualizan la manchas con fluore cencia roja. 

1.2.2. ldenti/icaci6n de porfirinas al estado de esteres 

Las porfirinas que se han podido encontrar en veg tal s l a o 
bacterias foto intéticas, han solido ser protoporfirina o oproporfiri
na ; por e o en el e tudio de las porfirinas seminale hemos tratad<> 
de eparar por cromatografía en capa delgada sus ester s metílicos 
correspondientes, realizar sus curvas de absorción y valorac ión. De 
los resultado obtenidos (véase apartado 1.2.2.1) e infi r q\.I exi t · 
mayor sensibilidad para la detección de fluorescencia roja en lo est -
res de protoporfirina que en los de protoporfirinas libr s y e aún 
mayor i se detecta por espectrofotometria que por fluor scencia. 
E tas 011 las causas que aconsejan determinarlas en forma d st r . 
Los esteres má utilizados son los metanólico y para u e terifica
ción .requieren la presencia de ácido sulfúrico concentrado (véa e 
apartado l .2.2.1). 

1 .2.2.1 . Esterificación, e.i-tracci6n e identificación 

Con iste en partir de una cantidad exactament p ada de piñones 
de 1 a 10 g privado de cubierta (embriones más endo p rmo ), tri
turarlos en pre encia de a rena lavada con la mínima cantidad d m -
tanol-ácido sulfúrico concentrado (95 : 5) para que se forme una pulpa 
l1omogénea ; de pués se cubre con mezcla de metano! ulfúrico y 
deja 12 horas en la oscuridad ; e centrifuga a 6.000 r/ p durant 15 
minutos y el sobrenadante se extrae repetidamente con 1 rof rmo 
y los extractos cJorofórmicos se reúnen y lavan con olu ión 
de amonía co al 2 por 100 ha.sta la eliminación d. la a idez . 
la solución cJorof órmica se escurre en ampolla d d ca nta i n para 
eliminar el agua, se deseca con sulfato sódico anhidr y va pora al 
vacío. Toda las manipulaciones hay que verificarlas a O" y on luz 
difu a. El re~ icluo e disuelve en Cl,CH (45 mi) y con la oluci n e 
realizan C. C. D . haciendo aplicacion s de 20-25 µ. I y on 1 olum n 
total e det rminan sus e p ctros de ab ' orción ntre 880 y 480 llm 
en medio clorofórmico por una parte y en solución CIH 2 N d . pués 
de evaporado el cloroformo y disolución en dicho ácido, por tra. 

1.2.2.1.1 . Cronwtog ra ffa en capa delga da 

Está ba ada en la técnica de Chu y Chu (1966). Con 1 luatos 
clorofórmico. de las mancha se determinan la curva d ab orción 
e11tre 380 y 430 nm. Las soluciones clorofórmicas e evaporan al vacío 
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y disuelven en CIH 2 N y determinan igualmente sus espectros de 
.absorción. 

1.3. Determinación cuantitativa 

Se ha realizado expresando en protoporfirina las densidades ópti
cas halladas en los problemas. Para ello se ha tomado como patrón 
la densidad óptica de la máxima absorción 0,532 (pico en 409 nm, 
banda de Soret) de una solución que contenía 10 ¡.tg/1 ml. 

RESULTADOS 

En la tabla 1 se consignan los resultados de porfirinas libres en 
diversos estadios de germinación de la semilla haciendo referencia a 
los líquidos sobrenadantes, residuos y a la suma de ambos expresados 
~n ¡.tg/g de peso húmedo. 

T ,\ B LA 1 

Porfiri11as libres, expresadas tn protoporfiri11a ,ug/ g de peso húmedo 
(Según t~cnica de extracción 1.2.1.4) 

Piñon11 pu11to1 & germinar Experlm1nto Sobrenad1nle Roalduo Totel 

.Abierto• ••..•..••.. , ..• .. ••••• 1 8411.« 306.03 tllit,47 

Abierto a ••.••......•.........• 2 744,18 473,36 121'1152 

Kabrlo1111 1punt1ndo J1 r1dloul1. l "·" 1019.19 1116,13 

lmbrlon11 apuntando 11 r1dl1ula. 2 "·" 12t,OI '83,0I 

Pl•ntul•• de racllcula 0.6 • l cm •• l 13,8'1 19",21 20l6,91 

Pl6ntul11 de radleula 0,1 a 1 cm •• 1 11,11 HSO,t:t 1812,21 

Plilntulaa dt r1dlculá 2 a 1,6 cm .• t 1'1.81 t7J,81 lltS,'9 

P1antul11 de radloula 2 a 2.1 cm •. 2 111,97 611,42 177,19 

Plintul11 de r1dfcul1 8 a 4 em ..•• t ..... 218,81 lHl,19 

PIAntulu de radlcula 1 a 4 1111 . , •• 2 to.77 a11M 111,12 

La,. extracd1>nc~ 11e realizan 11c¡\in el apartado 1.2.l .f con ro.rato buífer 0.1 M 
de ptl R,9. '·º" l'Xperimcnto• l y 2 se relieren a que la~ incubaciones según el 
m~totlo de Kikuchi y col. (1"'58) ae aealisan con 11altancla1 que favorecen la 
formación dl' b-Al.A, re11~ctivamente con glicocola, piridox:alfosfato, Ct,Mg, 
.ATP "! 1uccin1to (experimento 1) y con glicoc:ola, piridoxalfoefato, Cl1Mr y ATP, 
ea decir sin t'1ccinato (••rirMnto 2). La ~nación cuantitativa ae "alisa 
1eg\tn el apartado 1.3. 
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El experimento 1 se refiere a que la incubación se realiza con gli
<ocola, piridoxalfosfato, Cl,Mg, ATP y succinato ; y en el segundo 
.st practica sin succinato, es decir con glicocola~ piridoxalfosfato, 
-Cl2Mg y ATP. 

A continuación se pueden ver los Rf de las manchas de intensa 
fluorescencia roja obtenidos en los cromatogramas de los esteres 
metanólicos de porfirinas procedentes de los diferentes estadios de 
germinación de las semillas (los eluatos clorofórmicos y los residuos 
-O.e evaporación de los disolventes clorofórmicos disueltos en ClH 2 N 
·dieron curvas con máximos en 409 y 402 nm de proto y coproporfi
rina, respecti\'amente): piñones estratificados sin poner a germinar, 
abiertos, protoporfirina 0,68, coproporfirina 0,14. Puestos a germi
nar abiertos, protoporfirina 0,74, coproporfirina 0,15. Estratificados 
seguidos de germinación sobre la misma vermiculita; germinados con 
radícula de ;¿,á-3 cm, protoporfirina 0,66 y coproporfirina O. Estrati
ficado seguido de germinación sobre la misma vermiculita ; germi
nados con radícula de más de 4 cm, protoporf irina 0,84 y copropor· 
firina 0,15. Valor medio de protoporfirina 0,73. Valor medio de co
proporfirina 0,15. 

Se obtuvieron curvas de absorción en diversos estadios de germi
nación con máximos en 409 para la protoporfirina y 402 para la co
proporfirina en solución clorofórmica, entre otros, para piñones es· 
tratificados y germinados con radícul.as de 4 cm en piñones sumer
gidos tres días en tiamina y S-ALA estratificados después y puestos 
.a germinar pero cerrados y en piñones sumergidos tres días en tia
mína y o-ALA estratificados y sin poner a germinar pero abiertos. 

Otras curvas análogas con picos idénticos a 101 anteriores se ob
tuvieron en soluciones clorhídricas 2 ./:'1. después de evaporar al vacío 
-el Cl,CH. : 

En la tabla 11 se recogen los datos referentes al contenido de 
proto y coproporfirina referido a peso fresco de la semilla sin cubier
ta, en piñones cerrados y abiertos sin estratificar y estratificados pues
tos a germinar pero sin llegar a ta germinación. Las extracciones se 
·efectuaron según el apartado 1.2.2.1. 

En la tabla 111 se incluyen los resultados cuantitativos obtenidos 
-de protoporfirinas y coproporfirinas al estado de esteres metan61icos 
procedentes de semillas germinadas, después de haberlas sometido a 
un tratamient1;> de tiamina por inmersión durante 48 horas en una 
solución acuosa de tiamina (40 mg/100 ml de agua) estratificando 
después y puestos a germinar hasta germinación con plántulas con 
longitudes de radícula de 0-0,5 cm, -0,l'>l cm, 1,5-2 cm, 2,r,..3 cm y 
~.5-i cm. Las extracciones para las valoraciones se realizaron según 
~1 procedimiento descrito en el apartado 1.2.2.1. 
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fA RL .~ Lll 

PIRONES GERMINADOS 

Protoporfirina ¡Lg/g Cop roporfirina ¡Lg/g Protop. mb coprop. pg/g. 

Tratamiento con tiamina 

y estratifü:ados 

Radícula de O - 0,5 cm . . .. 

Radlcula de 0,5 - 1 cm •.. . 

Radlcula de 1,6 - 2 cm .... 

Radícula de 2,5 - 3 cm . .. • 

Radlcula da 3,5 - 4 cm •. . . 

Peso fresco 
pilión total 

l,20 

2,51 

2,59 

3.74 

4,91 

Peso seco 
embrión 

10,82 

22,62 

23,30 

33,64 

44,17 

Peso fresco 
piñón lolll 

1,58 

2,76 

3,36 

3,65 

3,96 

Peso seco 
embrión 

14,22 

24.83 

30 .37 

:i2,86 

35,62 

Peso fresc o 
piflón total 

2,78 

6,27 

6,96 

7,39 

8,86 

P.eso seco
embrión 

25,04 

47,46 

53,67 

66,U 
'19,79 

Los valore de pro to más coproporfirina e tán e:xpre ado en pg de pr to¡>orfirin / g de 1 eso fre . 
co de piñón tota l o seco de embrión . El tratamiento de tiamina Ílle por in mer i n d 1 emillas (der 
piñón completo , es decir con cubierta) en una solución ncuosa de t iamim1 (40 mg/ 100 mi de a u~), du
rante 48 horas , seguido de estratificación y ermmación . 

DI u I ÓN 

Tanto por los Rf de la mancha dete tada con int nsa fluor -
cencia roja n lo cromatograma como por lo max1mo d ab ·or
ción de us eluato clorofórmico y clorhídrico , ig ualment qu por 
los espectros de ab orción d lo extracto qu utilizaron para d -
terminar las porfirinas libr (tabla 1) y los máximos d ab rción 
de la curvas se concluy que amba porfirina on la proto y copro
porfirina Por otra parte vemo qu amba porfirinas y por nd la 
suma de la do , aumentan ignificati vam nte cuando lo xtracto 
se incuban con su tancia como g licocola, piridoxalfo fato , Ct,Mg, 
ATP y succinato que ev identem nte influy n n la formación d d-ALA 
y por con igu iente en la de porfirit1a por r un pr cu r or d ll a . 
Ello e aprecia comparando las cifras obtenidas en la tabla I qu on 
mucho mayores con re pecto a las de las tablas 11 y III. D ntro de 
estos valore e ve que los niveles más altos e logran n Jos piñon s 
abiertos, para ir despué disminuyendo a medida que aumenta la plán
tula de tamaño y por consiguiente de radícula; e to paree star d 
acuerdo con el hecho de que a medida que aumenta la plántula y su 
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iguientemente la radícula, aumentan progresivamente las clorofilas 
.a y b y éstas se forman a partir de porfirinas. 

Por la tabla I e observa que los piñones estra tificad.os ofrecen 
mayor nivel de porfirinas que los no es tra tificados ejerciendo por tanto 
influencia la estra tificaci ón sobre el nivel de porfirinas ; igualmente 

-d ni vel de lo s abiertos es más alto que el de los cerrados, prueba 
indicadora que las porfirinas aumentan en el proceso tendente a la 
germinación y que se corrobora en la tabla III, en la cual los piño
ne ge rminados despué de e tra tificados y sometidos a tratamiento 
con tiamina dan cifras más alta que en lo s no estrat ificados y en los 
es trat ificados y pues tos a germinar ; aumentando por otro lado el 
nivel de porfirinas que incrementa con el tamaño de la plántula y 

_por tanto 1 d la radícula . 
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