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INTRODUCCION

La determinacidén del contenido de minerales en las hojas de
los cafetos ha adquirido dltimamente una enorme importancia, por
cuanto puede utilizlrsele como indice del estado nutricional de la
planta (34, 35). El uso de soluciones nutritivas ha permitido es-
tablecer con mayor seguridad la relacidn entre el contenido de mi-
nerales en las hojas, las deficiencias de elementos nutritivos y
los sintomas visibles (1, 3, 6, 13, 18, 27, 37).

Hay abundante literatura sobre plantas distintas al café que
pone de manifiesto que las deficiencias de elementos nutritivos a-
fectan profundamente los procesos metabdlicos del nitrdgeno, y una
forma de comprobarlo es mediante la determinacidn individual de a-
minodcidos libres (5, 8, 14, 16, 23, 25, 45, 46, 59).

En café se ha hecho muy poca investigacidn sobre este tema.
El autor sdlo tiene conocimiento de un trabajo (56) en el cual se
estudiaron las relaciones entre deficiencias y contenido de amino-
dcidos, valorando estos ﬁltimos en forma global (como nitrdgeno al-
fa-aminico) y no individualmente; dicho trabajo es anterior al uso
de cromatografia bidireccional en papél, la cual ha cobrado espe-
cial importancia a partir de 1947, cuando Dent, Stepka y Steward
(9) lograron aplicar por primera vez con éxito este método en la
investigacién de los aminodcidos libres de las plantas.

En el presente trabajo se hizo un estudio, por medio de croma-
tografia bidireccional en papel, de las variaciones que sufren los

aminodcidos libres en hojas de cafetos cultivados en soluciones



nutritivas deficientes en N, K, Mg y Fe. Los objetivos principa-
les del trabajé fueron estudiar la influencia de las deficiencias
de esos elementos sobre el metabolismo del nitrdgeno en plantas de
café y explorar las posibilidades de este método de andlisis en la

identificacidn de las deficiencias mencionadas.



REVISION DE LITERATTURA

A. Factores que afectan el contenido de aminodcidos de las plan-

tas.

l.' Factores nutricionales.

- Es bien conocido que la deficiencia o ausencia de elemen-
tos nutritivos en el medio ambiente de las plantas conduce a una
alteracién de su composicidén quimica y de sus procesos metabdli-
cos. El estudio detallado de las variaciones en el metabolismo
del nitrdégeno, debidas al régimen nutricional, ha demostrado que
la sintesis y los niveles de proteinas, aminodcidos, amidas y o-
tros compuestos nitrogenados estin estrictamente relacionados
con los niveles de algunos minerales,

La importancia de los aminodcidos en el metabolismo de las
plantas ha dado lugar a gran numero de investigaciones relacio-
nando estos compuestos y la nutricién mineral.

.

Gregory y Sen (16) fueron de los primeros investigadores que
notaron un efecto de la nutricidn mineral sobre la concentracidn
de aminodcidos libres y amidas. Investigaciones recientes en-nu-
tricidén de las plantas han mostrado que ciertos aminodcidos pue-
den ser fuertemente afectados por las deficiencias nutricionales:

lLa deficiencia de nitrdgeno, segin numerosos ihvestigadores.
ocasiona una ndtable disminucidén en el contenido total de amino-
dcidos libres. Este efecto ha sido apreciédo en plantas de ceba-
da (16, 40), de maiz (42), de tabaco (52, 59) y de frijol (41).

Aunque la tendencia general de los aminoadcidos es de disminuir



ante esta deficiencia, no todos se afectan en igual forma.

En plantas de cebada (40), a los 24 dias de suprimir el ni-
trégeno se notd que a excepcidn de la tirosina y la prolina, to-
dos los aminodcidos libres habian disminuido. A los 48 dias dis-
minuyd afin mids el contenido total de los aminoacidos, afectdndo-
se principalmente asparagina, glutemina, serina, prolina y los &-
cidos glutédmico y aspéartico.

En plantas de maiz (42) se observd que a las 24 horas de ha-
berse suprimido el nitrdgeno de la solucidn nutritiva, el conteni-
do de aminodcidos libres habia sufrido una disminucidn; los pri=-
meros en afectarse fueron los &cidos aspartico y glutdmico, glici-
na, alanina y asparagina. A los tres dias de la supresidn del
nitrdgeno el contenido de aminodcidos se habia reducido a la mi-
tad.

Las fuentes de nitrdgeno con que se abastece a las plantas
también tienen efecto sobre el contenido de aminodcidos libres.

Se ha informado que en tomates cultivados en solucidn nutri-
tiva (29) las plantas que recibieron nitrdgeno nitrico tuvieron
menos nitrdgenoy aminico, nitrdgeno amidico y nitrdgeno soluble
pero mas aminodcidos dicarboxilicos que las plantas que recibie-
ron nitrb6geno amoniacal.

En plantas de trigo (63) abastecidas con nitrdgeno nitrico
y nitrdégeno amoniacal, se notd una mayor acumulacidn de amonia-
co que en las plantas con una sola de estas fuentes de nitrdge~-
no. Las amidas asparagina y glutamina se encontraron en mixima
cantidad en las plantas fertilizadas con nitrdgeno amoniacal y a

un nivel minimo en las plantas que recibieron nitrato. En las



plantas abastecidas con amonio predomind la asparagina, mientras
que en aquellas suplidas con nitrato predomindé la glutamina,

En investigaciones realizadas con plantas de maiz y céfiamo
nutridas con nitrdgeno nitrico o nitrdégeno amoniacal (24) se ob-
servé una notable diferencia en la concentracidén de aminodcidos
libres. La aplicacidn de nitratos resultd en un aumento de lz
cantidad de valina, lisina y algunos otros.

Cuando hay deficiencia de fdsforo generalmente aumenta el
contenido de aminodcidos libres de las plantas. Dicho efecto se
ha observado en plantas de banano (14), de tabaco (52, 59), de
frijol (41), de cebada (46) y de alfalfa (15). Tal como ocurre
en el caso de las demds deficiencias, no todos 1los aminodcidos
varian en igual forma ante esta deficiencia. En estudios efectua-
dos con plantas de cebada en solucidén nutritiva (40) se encontrd
que las-plantas deficientes en fésforo, después de 48 dias de la
supresidén de este elemento tenian la misma cantidad total de ami-
nodcidos libres que las plantas testigos. Sin embargo, variacio-
nes en algunos aminodcidos individuales sirvieron para caracteri-
zar la deficiencia. Asi, ésta estuvo asociada con una disminucién
de adcido glutdmico y un aumento de glutamina. En hojas y raices
de plantas de mafz cultivadas en solucidn nutritiva (42) se notd
que 3 dias después de omitir el fésforo de la solucibén nutritiva
no se produjo ningin cambio en el contenido de aminodcidos de las
hojas, pero el de las raices aumentd notablemente, afectando mu-
cho a la alanina. Después de 7 dias, el contenido de aminodcidos
de las hojas disminuyd un poco mientras que el de las raices se

redujo tres veces. El contenido de algunos aminodcidos, como la



alanina, glicina y asparagina decayd considerablemente.

En extractos alcdholicos de plantas de alfalfa deficientes
en fésforo (15) predominaron los siguientes aminodcidos y ami-~
das: A&cido glutémicé, alanina, 4cido aspirtico, prolina, serina,
glutamina y frebninao

En plantas de banano (14) la deficiencia de fdésforo hizo
aumentar notablemente los &cidos dicarboxilicos ademéds de la
glutamina y la asparagina.

La mayor parte de los investigadores que han estudiado la
relacidén entre la deficiencia de potasio y el contenido de ami-
nodcidos libres indican que el contenido de éstos aumenta cuan-
do se produce dicha deficiencia.

Se ha demostrado que en plantas de cebada (40) la deficien-
cia de potasio‘cﬁusa un aumento en la concentracidén total de a-
minodcidos con ligera disminucidén de los &cidos glutdmico y as-
pirtico y por un notable aumento en la concentracidén de aspara-
gina. A los 48 dias de la supresidn del potasio la tercera par-
te del nitrdgeno aminico total se hallaba en la forma de aspara-
gina. Recientes trabajos realizados con hojas y raices de maiz
(42) comprueban que una débil carencia de potasio produce un
aumento notable en el contenido de aminoidcidos, especialmente
en las raices. Este aumento afecta principalmente a la alanina,
glicina, serina, &cido aspartico, asparagina y glutamina. Es-
tudiando el efecto de la deficiencia de potasio en plantas de
banano (14) se ha establecido que dicha deficiencia trae consi-

go una acumulacidn de aminoidcidos libres; cuando la deficiencia



se hace mds extrema la acumulacidén de glutamina es seguida por
una acumulacidén de asparagina.

En plantas de cebada (15, 45, 46) se pudo observar que an-
te la deficiencia de potasio se produjo un aumento en el conte-
nido de aminodcidos libres. Un efecto similar al observado en
cebada fue también notado en plantas de tabaco (52, 59) y de
frijol (41). Sin embargo, en presencia de esta deficiencia se
produjo una disminucidn de la concentracidén de aminodcidos 1li-
bres en los tallos de clfiamo (24). Estudiando la respuesta de
las plantas de trigo a la deficiencia de potasio (45) se encon-
trd que dicha deficiencia produce altas concentraciones de as-
paragina y glutamina y un bajo contenido de &cido glutdmico.

Se dispone de poca literatura respecto a la influencia de
la deficiencia de calcio en el metabolismo de los aminodcidos.
En investigaciones realizadas con plantas de banano cultivadas
en solucidn nutritiva (14) se encontrd que el efecto de la de-
ficiencia de czlcio sobre el contenido de aminoacidos libres
fue relativamente pequefia. La caracteristica principal parece
ser una acumulacidén de la amida glutamina en las hojas defi-
cientes en calcio. Por otra parte, otros investigadores traba-
jando en plantas de tabaco (52, 59) indican que la deficiencia
de calcio produjo una marcada acumulacidn de aminodcidos.

En la poca literatura encontrada sobre la deficiencia de
magnesio se hace notar que ésta produce un aumento en el conte-
nido de aminodcidos libres; este efecto fue notado por algunos
investigadores (52, 59) trabajando con plantas de tabaco. Es-

ta misma deficiencia en plantas de banano (14) produjo una



acumulacidén de los &cidos dicarboxilicos y pipecdlico, desapa-
reciendo casi completamenée la lisina,

La deficiencia de azufre genéralmente resulta en aumento
en el contenido de aminoécidos libres. En investigaciones so-~
bre el efecto de esta deficiencia en trébol blanco, tomate y
lino (4) se notd una gran acumulacidn de arginina libre y una
disminucidén del &dcido glutdmico. Los aminoicidos que mis se
acumularon fueron la asparagina en la leguminosa y la glutami-
na en el tomate. Los aminodcidos glicina y serina aumentaron
en todas las especies estudiadas. En plantas de tabaco (59)
también se ha reportado una acumulacidn de aminodcidos libres
en condiciones de deficiencia de azufre. Es de notar sin em-
bargo, que en trabajos realizados con alfalfa (31, 22) en solu-
cidn nutritiva carente de azufre, se obtuvo un aumento de &ci-
do aspartico y una disminucidn de los 16 aminodcidos restantes
detectados.

En términos generales, la deficiencia de hierro produce wn
aumento en el contenido de aminoééidos libres. Este efecto se
ha notado en estudios efectuados con diferentes familias de
plantas en las cuales dicha deficiencia aumentd el contenido de
casi todos los aminodcidos (7, &, 23). Los aminodcidos afecta-
dos por el aumento varian con 1gs diferentes plantas. En man-
zanas, magnolias y arédndano, deficientes en hierro (22) se re-
gistrd una acumulacidén de arginina. Por otra parte, en inves-
tigaciones realizadas en plantas de tomate deficientes en este
mismo elemento (43) se observd un aumento en el contenido de a-

midas y en la concentracidn total de aminoZcidos.



Estudios sobre el efecto de las deficiencias en microelemen-
tos sobre el contenido de aminofcidos (43) indicaron que la falta
de cobre causdé un aumento en el nivel de los aminoadcidos, siendo
la ausencia de fenilalanina lo que caracterizd la deficienciae

La carencia de manganeso también causd un aumento en el con-
tenido total de los aminodcidos libres sin que hubiera un cambio
en el contenido de amidas; no obstante faltaron los aminoacidos
badsicos histidina y lisina. Tanto en plantas de coliflor (20)
como en plantas de tomate (53) se encontrd que la deficiencia de
manganeso causd un aumento en el contenido de aminodcidos.

En trabajos realizados en los tallos del cifiamo (24) se ha
observado que el cloro aumenta ligeramente la concentracidén nor-
mal de la lisina, del &cido aspartico y de la tirosina.

En plantas de tabaco la deficiencia de boro produjo un au-
mento en los aminodcidos libres (59).

s Es interesante observar que la deficiencia de molibdeno, jun-
to con la de nitrdgeno, son las unicas que dan lugar a una nota-
kv’ ble disminucidn en el contenido de aminodcidos libres. En plan-.
tas de coliflor (20) por ejemplo, la deficiencia de molibdeno
produce una marcada reduccién en la concentracidén de la mayorfa
de los aminoidcidos; el mismo efecto ha sido observado en plantas

de tomate (44),

2. Otros factores.

Adem8s de los factores nutricionales ya anotados existen
otros que pueden afectar mucho el contenido de aminoacidos. Es-

tos factores son:
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a) Enfermedades. En estudios realizados en plantas de pa-

pas atacadas por virus (2) se encontrd un contenido mayor de
ciertos aminodcidos como triptofano y tirosina en los tubércu-
los de dichas plantas. En melones atacados por Antracnosis
(58) el contenido de aminodcidos libres aumentd en un 70%.

b) Edad. En trabajos con plantas de cebada cultivadas en
condiciones normales de nutricidn, varios investigadores (4, 4O,
L42) encontraron que el contenido de aminodcidos libres de los
drganos veg;tativos decrece con la edad. En tallos de c&fiamo y
maiz se observdé que los aminodcidos tienden a decrecer con 1la

edad (24).

¢) Horas del dia. Observando las variaciones diarias de

los aminoidcidos libres en la savia de vid (55) se notd que és-
tos son mds abundantes en las horas comprendidas e;tre las 8:00
a.m. y las 12:00 mo Sobre este mismo asunto, pero relativo a
plantas de tabaco (36) se informa que la mayoria de los aminod-
cidos libres, excépto el &cido aspirtico, alcanzaron su concen-
tracidén mdxima aproximadamente a las 2:00 p.m.; el &cido aspér-
tico logrd esa concentracibén durante la noche.

d) Luz. Después de un estudio con 14 subespecies del gé-
nero Tulipa (12) se encontrd que los acidos aspartico y glutd.-
mico tienden a aumentar con la luz, sin embargo, un aumento en

el sombrio de las hojas de café trajo como consecuencia una

tendencia a aumentar el contenido de nitrdgeno aminico (56).

B, Actividad fisiol8gica de los aminodcidos.

La presencia de algunos aminodcidos en cantidades apropia~-

das puede producir absicidn (48). Algunos aminodcidos en
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determinadas concentraciones pueden actuar como inhibidores de
la germinacidén (25, 33). Se sugiere también que los aminodcidos
que se encuentran en forma natural en las plantas pueden actuar
como inhibidores o constituir agentes causales de crecimiento a-
normal (47, 50).

Los aminodcidos y otros compuestos nitrogenados han sido con-
siderados como precursores de alcaloides (26, 51, 59, 60).

Algunos aminodcidos pueden ser absorbidos por las raices de
las plantas y servir como fuente de nitrdégeno (11, 19, 62). Al
respecto es notable la diferencia en comportamiento de los amino-
dcidos de acuerdo con su configuracidén molecular (61, 66).

© Ciertos amino&cidos y los productos de su dicarboxilacidn han

sido considerados como causantes de sintomas de élorosis y toxi-

cidad en las plantas (19, 50, 51, 61, 65).

C. El1 cultivo de plantas de café en soluciones nutritivas.

El cultivo de plantas de café en soluciones nutritivas se ha
generalizado mucho en los ultimos tiempos, principalmente en el
estudio de la influencia de los elementos nutritivos en el conte~
nido mineral de las hojas y la aparicidén de sintomas visibles. En
estos trabajos, la edad de las plantas. las variedades, el mate-
rial y volumen de los recipientes han sido muy variables. No ha
ocurrido lo mismo con las soluciones nutritivas empleadas, ya
que las més usadas han sido las de Hoagland y Arnon (21) con un
pH comprendido entre 5.8 y 7.2.

Este tipo de soluciones, completas o deficientes, han sido

utilizadas por numerosos investigadores en el estudio de sintomas
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de deficiencia de varios elementos (1, 3, 6, 13, 17. 18, 27, 37).

Se ha informado (30) que cuando se cultivan plantas de café
en solucidn nutritiva tipo Hoagland NQ 1 (carente de N amoniacal)
las plantas empiezan a morirse al iniciar su periodo de floracidn,
durante el 32 y 40 afio; esta falla puede corregirse agregando a
la solucidn nutritiva NOsNHy + C1K (0.125 g/l de sal). Se sugie-
re (30) que el efecto anotado puede ser debido a que la capacidad
reductora de las raices decrece mucho en ese periodo del desarro-
1llo.

En estudios hechos para obtener sintomas de la deficiencia
de nitrdgeno amoniacal se notd que las hojas de las plantas de ca-
fé (crecidas en solucidn Hoagland NQ 1) empezaron a mostrar sinto-
mas de clorosis después de un mes. Los sintomas aparecieron pri-
meramente por la nervadura central. Después de 6 mes;sg las ho~
jas méds viejas se mostraron clordticas y se desprendieron prema-
turamente, especialmente en los dias calientes.

Es de notar que todas las soluciones nutritivas de Hoagland
carecen de nitrdgeno amoniacal, excepto la solucidén completa NQ 2,
la cual fue utilizada en este estudio para crecer las plantas an-

tes de administrar los tratamientos.
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MATERTIALES Y METODOS

A . Preparacidn de las plantas, aplicacidén de tratamientos. dise-

fio experimental y condiciones ambientales.

En el presente estudio se emplearon 60 plantas de café (Co-

ffea arabica L. var. Caturra), las cuales habian crecido en suelo

hasta la edad de seis meses. Al transferirlas al invernadero, se
les hizo un lavado cuidadoso de las raices, y fueron colocadas en
recipientes de vidrio‘de un galdén de capacidad que contenian so;
lucidn nutritiva completa tipo Hoagland NQ 2, la cual como ya se
indicdé, se caracteriza por suplir el nitrdgeno tanto en la forma
amoniacal como en nitrato (Cuadro 1). En la preparacidn de la so-
lucion nutritiva se usd agua destilada.

Para impedir la formacién de algas y reducir al minimo las
variaciones de temperatura en la solucidén nutritiva, los frascos
fueroh colocados primeramente dentro de bolsas negras de polieti-~
leno y luego en bolsas blancas del mismo material.

La solucidn nutritiva fue aereada constantemente. El pH se
mantuvo entre 6 y 7 haciendo semanalmente las correcciones nece-
sarias con C1lH o NaOH, ambos al 5%. La solucidn se renovd cada
20 dias,

Después de que las plantas habian permanecido 6 meses en la
solucién nutritiva Hoagland NQ 2, se procedid a la seleccidn del
material y a la aplicacidn de los tratamientos. Se seleccionaron
45 plantas tomando en cuenta su apariencia y uniformidad, y se a-

plicaron los siguientes tratamientos.
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1)
2)
3)
L)
5)

Solucidn
Solucién
Solucidn
Solucidn

Solucidn

nutritiva

nutritiva

nutritiva

nutritiva

nutritiva
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completa Hoagland Ne 1¥( 1)

. . &’
sin nitrogeno

sin

sin

sin

(Para la composicidn quimica

potasio
magnesio

hierro

(-N)
(-K)
(-Mg)

(-Fe)

de las soluciones véase Cuadrol)

Los 5 tratamientos se distribuyeron en un disefio de bloques

completos al azar, con 3 repeticiones y parcelas de 3 plantas, lo

que did un total de 45 plantas. Cada parcela (grupo de 3 plantas

con el mismo tratamiento) se considerd como una uhidad experimen-

tal para los propdsitos del estudio.

La disposicidn de las plan=~

tas en las mesas del invernadero se hizo conforme se indica a con-

tinuacidne.

T T T]|-k| -k -Kﬂ -N|-N]| -N
-Fe| -k | -K| =K | T |-Mg|-Mg -Mg"- T| 7| T
~Fe| -N| -N| -Nf| T|-N| -N -Nﬂg -Fe|-Fe| -Fe
-Fe| -Mg| -Mg| -Mg -Fe| -Fe -FeH-Mg K| -K| -K

Para registrar las variaciones de temperatura y humedad den-

tro del invernadero se usd un higrotermdgrafo durante dos meses.

Se registraron considerables variaciones de temperatura, la cual

en dias despejados se elevd con frecuencia a 32°C a las’ 2:00 pomo,

+ Las plantas destinadas a ser testigos fueron cambiadas a la so-
lucidn completa Hoagland N2 1 para ponerlas en condiciones com-
parables a las de las plantas en soluciones deficientes en K,
Mg y Fe, respecto a la ausencia de nitrdgeno amoniacal. (Ver
cuadro 1).
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y fue menor de 18°C durante las noches frias. La humedad relati-
va fue de aproximadamente 60% durante las horas de mayor tempera-
tura subiendo a 100% casi todas las noches.

Las variaciones en temperaturz de la solucidn nutritiva con-
tenida en los recipientes de vidrio se midieron con termdmetros
corrientes. Durante los dias despejados la temperatura subid has-
ta 28°C. bajando durante la noche a la temperatura del ambientes

El techo del invernadero en que estuvieron las blantas era
de plistico incoloro. el cual actud a manera de filtro de la luz
solar. Cuando las planchas de plistico estabun recién colocadas
se apreciaba cierta descomposicidén de la luz que pasaba a través

de ellase.

B. Muestreo

De cada unidad experimental se obtuvo el material foliar ne-
cesario para preparar un extracto de compuestos nitrogenados sim-
ples. Las hojas seleccionadas para los andlisis fueron las per-
tenecientes al segundo, tercero, cuarto y quinto par (contando
desde la yema terminal); se considerd como primer par aquel gque
tenia hojas con mds de dos pulgadas de longitud. Cada planta de
la unidad experimental contribuyékcon 2 hojas de cada par, toma-
das de diferentes bandolas, obteniéndose 8 hojas por planta y 24
por unidad,

Las hojas se lavaron con agua destilada. Luego, de cada u-
na se sacaron discog de 16 mm de didmetro (2 cmé), teniendo cui-
dado de tomar igual nimero de discos a cada lado de la nervadura

central y de separarlos en dos grupos de acuerdo a su pcsicidne



17

El nimero total de discos sacados por unidad experimental fue de
200; 100 de ellos, provenientes de un mismo lado de la hoja, se
dedicaron al andlisis cromatogrdfico y los otros 100 sirvieron
para obtener el peso seco correspondiente.

Con este procedimiento se logrd: a) que cada plénta de la
unidad contribuyera con igual nilimero de hojas; b) que cada posi-
cién de las hojas en la bandola estuviera representada por igual
nimero de hojas, y c) que el peso de los dos grupos de 100 dis-
cos provenientes de una unidad fuera casi igual (t 10 mg).

Inmediatamente después de obtenidos los discos destinados
al andlisis de aminodcidos, éstos fueron colocados en frascos
pequefios con tapa de rosca conteniendo 25 ml de etanol al 95%,
manteniéndolos en un refrigerador a 4°C hasta el momento de pro-
ceder a la‘obtencién de los extractos de aminodcidos. Los dis-
cos destinados a proporcionar el peso seco fueron puestos en u-
na estufa a 70°C hasta obtener peso constante.

Se tomaron muestras en los siguientes estados de deficien-
cia:

a) O dfas de deficiencia. Antes de aplicar los tratamientos.

(Las plantas ya habian permanecido 6 meses en solucidén com-
pleta Hoagland NQ 2).

b) 60 dfas de deficiencia. Después de 60 dias de iniciados

los tratamientos. '

c) 120 dias de deficiencia. Después de 120 dfas de iniciados

los tratamientos.
Todas las muestras fueron tomadas durante las horas de la

mafiana, con cielo despejado, unos cinco dias después de haber
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renovado las soluciones nutritivas.

C. Prevparacidn y nurificacidn del extracto de compuestos nitro-

genados simpleso.

Para la extraccidn de los aminodcidos y amidas del material ve-
getal se procedid de la siguiente manera:

Los 100 discos de hojas (aproximadaménte 1 g de peso seco)
destinados al andlisis cromatografico, que habian sido mantenidos
en 25 ml de etanol a2l 95%. se transfirieron al recipiente de una
homogenizadora (43). E1 frasco gue contenia los discos se lavd
cuidadosamente con 25 ml de etanol al 80%, recogiéndose este lava-
do (15, 22). La molienda de los discos se efectud a unas 10,000
rom durante % minutos, quedando el material finamente dividido. La
mezcla asi obtenida se transfirid a un vaso de precipitados de 150
ul y se dejd en refrigeracidn por 24 horas (43).

La perte insoluble se separd por filtracidn, empleando un erm-
budo tipo Biichner con dos papeles filtro Whatman NQ 1 sobre un Ki-
tascrto previzmente aforcdo a 150 ml y conectado a una trompa de va-
cio. Se lavd cuantitativamente el contenido del filtro varias ve-
ces con pequefios volimenes de etanol al 80% hasta que el liquido
filtrado fue incoloro (procurando no pasarse del aforo del Kitasa:-
to). Se llevd luego el volumen a los 150 ml.

. Ei liquido filtrado contenido en el Kitasato se pasd a un em-
budo de separzcidén de 300 ml, agregdndosele 80 ml de agua desioni-
zada y 40 ml de cloroformo (22, 29). La mezcla se agitd bien. U~
na vez efectusda la separacidn de las dos fases, se desechd el clo-
roformo que arrastrd consigo las clorcfiles y los linidos. Se re

pitis el lavado varias veces con porciones 2 ml de cloroformo
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hasta que éste salid incoloro.

El liquido amarillento, libre de clorofilas, que quedaba en
el embudo se pasd a un vaso de precipitgdos de 250 ml y su pH se
llevé a 7 con soluciones de ClH o NH,OH, 1:1. El contenido del ve-
so se pasd a través de una columna de resina (tipo Dowex 50 x 12
de malla 100-200) de 7 cm de largo y 1 cm de didmetro previamente
llevada a la forma Acida y embebida en etanol al 80%. La veloci-
dad del paso del 1lfiquido a través de la resina se reguld a 3 ml
por minuto (38). Una vez pasado todo el liguido y antes de proce-
der a la eluccidén de los aminoécidos adsorbidos a la resina, se la-
vé la cclumna con etanol al 80% hasta que el liquido saliente no
did reaccidn de azlicares con cloruro férrico. Se-:éi$£:el lavado
con agua desionizada hasta obtener reaccidn negativa de cloruros .
con nitrato de plata. -

Una vez lavada la resina se procedid a la eluccidén de los ami-
nodcidos adsorbidos, con hidrdxido de amoﬁio 4N, hasta que se obtu-
vo reaccidén fuertemente alcalins al papel indicador (49)., Esta e-
luccidén se efectud antes de cinco horas de adsorbidos los aminodci-
dos (38). La eluccidn con hidrdxido de amonio fue seguida de un
lavado con agua desmireralizada hasta no obtener reaccidén de ninhi-
drina. Tanto el hidrdéxido de amonio como el siguiente lavado se
recogieron en un vaso de precipitados de 100 ml. Este liguido cons-

tituyd el extracto de aminodcidos.

El extracto de aminoicidos fue llevado cezsi a sequedad colocan-
do su superficie bajo un chorro de aire previamente filtrado que
provenia de un compresor (49). Una vez que el extracto estuvo casi

seco, su volumen se llevd a 2 ml con zcetonz-arua l:l. Sua pH 5=
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llevd a 7 con soluciones de ClH o NH4LOH, 1:1. Los extractos se
guardaron en una refrigeradora a -18°C (10, 64).
En esta forma los extractos quedaron listos para ser someti-

dos a la cromatografia.

D. Método cromatogréfico.

Para la determinacidn cualitativa y cuantitativa de los ami-
nodcidos libres se usd el método de cromatografia en papel, hacien-
do descender los solventes.

Se empled papel Whatman N2 1 de 22.5" x 18.25", previamente
asper jado con solucidn tampdén de fosfato monosddico 0.01, el cual
se dejé secar por 24 horas.

La alicuota del extracto de aminodcidos que se Puso en cada
papel fue de 150 ;&.

Como primer solvente, y en la direccidén répida del papel, se
usd una mezcla de butanol normal, Acido acético y agua desminara-
lizada en la proporcidén de 4:1:1. Los papeles permanecieron 30
horas en la cimara de este solvente; durante ese tiempo el solven-
te llegd al borde inferior del papel y goted. Se sacaron los pa-
peles de la cdmara y se dejaron secar durante una noche a tempera-
tura ambiente y con corriente de aire (39, 43).

Como segundo solvente, y en la direccidn lenta del papel, se
usé fenol saturado con agua desmineralizada, ajustando su pH a 5.5
con NaOH. Un vaso de precipitados de 100 ml conteniendo NH4LOH al
0.5% fue colocado en el fondo de la cémara, para aumentar el valor
Rf de los aminoicidos bdsicos que obstaculizaban la lectura de la

asparagina (10) Los papeles permanecieron en esta cémara hasta
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que €l frente del solvente llegd al borde inferior del papel.

Una vez secos los cromatogramas se les aplicd como revelador
ninhidrina al 0.2% en etanol de 95%. Después de asperjada la ni-
nhidrina, los colores se desarrollaron en una estufa con atmdsfera
saturada de etanol a 60°C durante 30 minutos (39, 49, 57).

Las manchas coloreadas correspondientes a los diferentes ami-
nodcidos se delimitaron con lépiz de grafito, se cortaron y pesa-
ron con una precisidén de * 1 mg (39, 57). Cada mancha se cortd en
pedacitos pequefios y se colocd en tubos de ensayo; su color se di-
solvié en 5 ml de etanol al 50%. La asparagina y la prolina se di-
solvieron en una solucidn tampdn de fosfatos 0,025 M (PO4HK,-PO4H2Na)
a pH 7 preparada con etanol al 50% (39). Esta disolucibén se efec-
tud antes de haber trascurrido dos horas desce la aparicidén de las
manchas (28).

Las lecturas colorimétricas se efectuaron entre 16 y 24 horas
(10, 39) después de haberse realizado lc dilucidén de las manchas.,
La densidad 6ptica fue determinada con un espectofotdmetro Beckman
model B, usando fototubo rojo sin filtroé, y células de pyrex para
lecturrs a través de 10 mm de espesor. Las lecturas se efectuaron
a una longitud de onda de 57Q mu para los aminoicidos azules, 430
para la prolina (amarilla) y 360 mu para la asparagina (café roji-
z0) .

Para cada lectura se efectuaron las correspondientes correc-
ciones de fondo con los valores en densidad dptica/mg obtenidos de
tres secciones papel o correctores de fondo (Ver Gré&fico 1).

1. La seccién 0, sacada de un lugaf libre de manchas, cuyo valor

se diluyd en alcohol de 50% y se leyd en 570 mu para corregir
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las lecturas de los aminoidcidos azules.

2. La seccidén 01 sacada junto a la 0. Se diluyd su color con la
solucibén tampén de fosfatos y se leyd en 360 mu; sirvid para
corregir los valores de la asparagina.

3, La solucibén OF sacada en la zona del frente del fenol. Se
extrajo su color con la solucidn tampbén de fosfatos y se leyd

en 420 mu; sirvid para corregir los valores de la prolina.

La preparacidén de soluciones patrones se hizo de la siguien-
te manera:

Los aminodcidos puros, 22 en total, fueron divididos en tres
grupos: 1) bésicos, 2) Acidos, 3) otros. Se prepararon cuatro so-
luciones patrones usando como solvente etanol al 50% acidificado
con ClH 1:1; una de las soluciones contenia los aminolcidos bési-
cos, otra los 4cidos y las dos restantes los no comprendidos en
esos grupos. Estas soluciones fueron preparadas de manera que su
concentracidn fuera de 1 ug de aminodcidos por ul de solucidn;
sin embargo, la concentracidén de algunos fue distinta a la indica-
da.

Para la obtencidn de las curvas de calibracidn se hiciepon
cromatogramas en triplicado conteniendo 10, 20, 40 y 60 ul de ca~
da una de las solueciones patrones, Estos cromatogramas fueron
tratados por el método ocromatogrédfico antes descrito., Para cada
aminodcido se hizo una curva de calibracidén relacionando densidad
Sptica con concentracién en ug.

Las medias de las tres repeticiones fueron loes valores emplea=

dos para elaborar los gré&ficos.
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La identificacidn de las manchas vrovenientes de las hojas se
hizo comparzndo su posicidn en el papel con la de los amino&cidos
quimicamente purose.

La valoracidn cuantitativa de las manchas que se pudieron ais-
lar en forma individual se efectud leyendo sus valores de densidad
&>tica en las curvas de calibracidn obtenidas con las soluciones
patrones. Para la determinacidn semicuantitativa de la concentra-
cidn de manchas sobrepuestas (valina + metionina y leucinas + fe-
nilalanina + triptofano) y de las manchas de sustancias desconoci~
das se usd la curva de la alanina (54).

No fue posible determinar los aminodcidos b&sicos (arginina,
histidine y lisina) debido a qued aumentar su desplazamiento por
efecto de los vapores de aronfaco sus manchas se difundieron mucho.

Para interpretar estadisticamente los resultados se usd el a-
nélisis de la variancia. Para la comparacién de los promedios en-
tre las plantas testigos y las deficientes se usé la diferencia
minima significativa al nivel del 1% (DMS 0.,0l) deducida del cuadra-
do medio del error experimental.

Para tabular los resultados las manchas se clasificaron en
tres grupos:

Aminodcidos identificados que incluye aquellos amincdcidos cu-

yas manchas se pudieron aislar y valorar en forma individual,

Aminodcidos sobrepuestos que incluye aquellos aminodcidos cu-

yas manchas aparecieron sobrepuestas.

Sustancias sin identificar que incluye aquellas sustancias que

reaccionaron con la ninhidrina y que no pudieron ser identificadas

por no corresponder su posicidén con la de los aminodcidos puros u-

sados como patrones.
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RESULTADOS

A. BEstado de las plantas al momento de tomar las muestras.

ntes de iniciarse los tratamientos (O dfas de deficiencies)}.

Por este tiempo las plantas habian permanecido 6 meses en la
solucidn completa Hoagland N2 2. Su aspecto era normal, propio
de las plantas bien nutridas; follaje color verde intenso, bri-
llante y turgente. Muchas plantas florecieron y fructificaron
normalmente.

A los 60 dfas de deficiencia. En este estado, las hojas de
todas las‘plantas acusaron solamente una ligera clorosis, siendo
mds notable en las plantas deficientes en nitrdgeno.

A los 120 dfas de deficiencia. Después de este lapso todas
las plantas presentaban sintomas visibles de las deficiencias,
variando su intensidad con los diferentes tratamientos.

Las plantas deficientes en nitrdgeno mostraban una intensa
clorosis en todo su follaje y el crecimien&o se detuvo.

Los sintomas de la deficiencia de potasio fueron muy poco e-
videntes, notindose solo un ligero amarillamiento en los bordes
de algunas hojas maduras y en algunos casos necrosis de los 4pi-
cese.

Los sintomas de la deficiencia de magnesio fueron también
poco evidentes, notdndose la clorosis tipica de esta deficiencia
solamente en algunas hojas viejas.

En el caso de la deficiencia de hierro, los sintomas carac-
teristicos de esta deficiencia fueron muy evidentes, mostréndose

en casi todas las hojas jévenes.
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Es de importancia hacer notar que en todos los tratzmientos
se observd un amarillamiento uniforme que afectd principalmente a
las hojas mds viejas, con caida posterior de las mismas. La cai-

da se acentud en los dias calurosos.

B. Aminodcidos libres y otras sustancias nitrogenadas gue pudie-

ron detectarse.

Antes de aplicar los tratamientos se pudo detectar,en los ex-
tractos alcohdlicos de hojas de café,las siguientes sustancias ni-
trogenadas simples: los aminodcidos glutémico, asplrtico, pipecéd-
lico, lisina, histidina, arginina, cistina, serina, glicina, treo-
nina, alanina, prolina y tirosina, as{ como las amidas glutamina
y asparagina.

Como aminodcidos sobrepuestos se identificaron velina + me=-
tionina, y leucinas + triptofano + fenilalanina.

Se detectaron también una serie de manchas que no pudieron
ser identificadas y que se designaron con letras desde la A a la

J (Ver Gréfico 1).

C. Apreciacidn cualitativa de los resultados.

Testigos. Del estudio del Cuadro 2, en el cual se exponen los
resultados analiticos obtenidos con las plantas testigos a través
del perfodo experimental,se desprende que no hubo desavaricidn de
los aminoédcidos identificables y sobrepuestos. Las manchas sin i-
dentificar C y G fueron las dnicas que no se detectaron a los 60 y
120 dfas de aplicados los tratamientos.

Deficiencia de nitrdgeno. A los 60 dfas sc observé que desa-

parecieron el 3cido pipecdlico y las manchas Ay, D, F e I, A los
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b]

Cuadro 2. Ccntenido de aminoicidos y amidas en lcs hojas de las »nur nias
testigos a los O, 60 y 120 dias de deficiencia euprescde co-
mo ug por gramo de peso seco y su interpretacidn estadfistica.

Aminodcidos L___fl 60 120 T
Identificables T T | Sig.® T Y I Sig.Y
Cistina 27 27 ! 3 |
!sparagina 1054 716 | 583 |
Ac. Aspértico 605 6u1 | 458 | ++
Szrina 540 487 | b2 |
Glicina 85 o4 | 34 |
SGlutamina k52 343 | 237 | ++
tco Glutamico vl 1212 1208 | 888 | ++

! Preonina L2o8 314 61 |
Alanina 576 514 L7g9
Prolina 8Ll 950 | 676 1
mirosina 1156 1018 | 684
Aco Pipecdlico 240 216 | 120 -+
Totaies 7223 6631 : 14679 } -+

Contenido de amino®cidous sobrepuestos y sustancias sin identifi ar en
las hoz2s de las plantas testigos a los O, 60 y 120 dfas de deficienia
exrrescdo comno ug de alanina por gramo de peso seco y su equiraleuncia
en »orcentaje.

Amino&cides 0 60 120

r._”' ' . —-‘-.——;—/—‘m-“——m.ﬁ‘;—;-‘wr”?v. T ! 7 . !
Sobrenuestos T - . o = T - | 5 3
Valina-letionina L7 34 | n2 ez | 49
ir}ptofano-FenilaLanina- 148 84 : 5i) 67 : 45

eucinas

- e me e CEn e Cun WD D e e - = r_———-ﬁ————l————-ﬁ———.—l--———-
Sustancias sin ' '
identificar | !
A 16 10 | 62 3 | 18
B 11 9 | 81 L | 36
o pY o | 0 o | 0
D 19 16 | 84 8 | Le
E 15 9 | 60 L 27
F 16 17 | 106 0 0
G PY 0 0 o | ©
H 73 77 104 b1 I 56
I 19 20 | 105 0 | 0
Jd 5 0 | 0 0 I 0

V Cada valor es promedio de 3 repeticiones

3/ Columna de significancia con respecto al testigo a los O dfas de defi-
ciencia.

3/ Columna de porcentajes con respecto al testigo a los O dfas de defi-

clencla,

Presente pecro no detectable

e
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120 dizs la mayorfa de los aminoacidos restautzs y les sustancias
sin identificer llegaron a un nivel no detectable,

Deficiencia de potasio. En este caso (Ver Cuacdro &) a los

60 dias desaparecieron las manchas B, E e I. A los 120 dfas ya
no se detectaron el fcido pipecdlico y todas las manchas sin iden-
tificar, excepto la H.

Deficiencia de magnesio. En el Cuadro 5 se aprecia que a los

€0 dias desaparecieron las manchas A. Do E e I, y que a los 120
solamente quedaron D y H entre las manchas desconocidas.

Deficiencia de hierro. Analizesndo el Cuadro 6, se deduce

que a los €C dfcs desanarecieron las manchas A. Dy E e I, Tero se
hizo detectsble la mancha J. la cual no se presentd en el testiro
a esa misma fecha. A los 120 dias sclamente persistieron H y J

entre las manchas desconocidas.

D. Apreciacidn cuantitativa de los resultados

Testigos. Observando el Cuadro 2 se puede apreciar que la
concentracidn total de los aminodcidos en estas plantas mostrd u-
na tendenciz a disminuir a los 60 dizs, llegzndo & ser alt-meate
significativa a los 120 dias; la disminucidn, en esta Gltima fe-
cle. fue significativa al 1% parza los acidos asudrtico, glutfwi-
co v pipecdlico y para la glutamina,

Analizando los valores corresvondientes 2 lns manchas so-
brepuestas y sin identificar se puede notar que hubo una disminu-
cidn progresiva de las mismas, reduccidn que se hizo mds acentua-

dz a los 12C aias,

Deficiencia de nitrdrceno. En el Cuadro 3. se aprecia cque y=a
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Cuadro 3. Contenido de aminodcidos y amidas en las hojas de las plantas

— testigos y deficientes en nitrdgeno a los O, 60 y 120 dfas de
deficiencia, expresado en ug por gramo de peso seco Yy su in-
terpretacidn estadistica.

Aminodcidos 0 60 120
Identificables T 1 NV osig| TYI Y1 sig.¥
Cistina 27 27 | 20 | 34 | 91 ++
Asparagina 1054 716 | 100 | ++ 583 | 0| ++
Ac. Aspirtico 605 641 | 87 | ++ L58 | 24 | ++
Serina 540 | 487 | 286 | k22 | 39
Glicina 85 94 | 62 | 34 | 0| ++
Glutamina Ls2 3h3~| 84 |t 237 | 0 |t
Ac. Glutémico 1212 | 1308 1 Lol |t 888 | 237 |t
Treonina L28 214 7 151 61 0 ++
Alanina 576 | si4 | 408 | y9 | 50 b 4y
Prolina 844 950_'| 286 | 44 676 | ol ++
Tirosina 1156 | 1018} 689 | 684 | 43 | 44
Ac. Pipecdlico 2ko 216, | 0l ++ 120 | ol ++
Totales 1223 | 6631 | 2667 | ++ 4679 | 410 | ++

Contenido de aminodcidos sobrepuestos y sustancias sin identificar de

las plantas testigos y deficientes en nitrégeno a los 0, 60 y 120 dias
de deficiencia, expresado en ug de alanina por gramo de peso seco y su
equivalente en porcentaje.

Aminodcidos 0 60 120
Sobrevpuestos T ¥, -NY, #%¥ 7Y, Y 4
: | | | T
Valina-Metionina L9 34 | 33 97 23 | 0 0
Triptofano-Fenilala- | | | |
nina-Leucinas 148 84 | 77 | oL 67 | 0 | 0
—_—— e — - ———t | —— = — 4 = — —|— — —
Sustancias sin | | | |
identificar | ] | |
A 16 10 | o | 0 3 | o ! 0
B 11 9 | 13 | 144 Lo ol 0
c py o | o | 0 o | ol 0
D 19 16 | (Ol | 0 8 1 0 | 0
E 15 9 | 0 | 0 Lo 0| 0
F 16 17 0 0 0 | 0 ) 0
G p¥ 0, 0 0 0, 0 0
H 73 77 | 55 76 b1 0, 0
I 19 20 | 0 | 0 0 | 0 | 0
J 5 OAJ, (o] | 0 0 | 0 | 0

Y Cada valor es promedio de 3 repeticiones

2’ Columna de significancia con respecto al testigo, a la misma fecha
3’ Columna de porcentajes con respecto al testigo, a la misma fecha
¢/ Presente pero no detectable
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Cuadro 4. Contenido de aminodcidos y amidas en las hojas de las plantas
testigos y deficientes en potasio a los 0, 60 y 120 dfas de
deficiencia, expresado en ug por gramo de peso seco y su in-
terpretacidn estadistica.

Aminodcidos 0 60 120
Identificables oY T"! -K”! sigs! T“! ~K”f sigt!
Cistina 27 27 I 19 1 34 | 6 | ++
Asparagina 1054 716 | 1378 | ++ 583 | 864 |
Ac. Aspirtico 605 641 | 779 | 458 | 403 |
Serina . 85 ok | 73 4 34 33
Glutamina k52 343 | 722 | ++ 237 1 383
Ac. Glutdmico 1212 | 1308 I 1265 | 888 | 797
Treonina 128 314 | 247 | 61 | 58 |
Alanina 576 514 Lis 479 | 301 |
Prolina guk | 950 ! ou5 | 676 | ko2
Tirosina 1156 | 1018 ! 1071 ! 684 | o2 | 44
Ac. Pipecdlico 240 | 216 ! 201 ! 120 | ol 44
}- e il }
Totales 7223 | 6631 | 7467 | Le79 | 2680 |

Contenido de aminodcidos sobrepuestos y sustancias sin identificar de
las plantas testigos y deficientes en potasio a los O, 60 y 120 dfas
de deficiencia, expresado en ug de alanina por gramo de peso seco y su

equivalencia en porcentaje.

Aminodcidos 0 60 120
Sobrenuestos -T.U oY I KUI %1/ T"jl -K*'| '%.L/
I ! ] L
Valina-Metionina L7 3 | 74, 217 23 | 44 | 191
Triptofano-Fenilala- | | | |
nina-Leucinas 148 84 | 99 | 117 g7 1 8 1 120
——————————— ———1-- S WG NSRS NSRRI R M-
Sustancias sin | | | |
identificar | | | I
A 16 10! 9! o9 3 ol o
B 11 9l ol o 4 | o | 0
c pY o | o | 0 ol o | 0
D 19 16 | 6 | 37 8 | o ! 0
E 15 9 | Ol | 0 4 | ol 0
F 16 17 | 16 | 94 0 | 0 | 0
G pY 0 | 0 ) 0 0 | 01 0
H 73 77 | 35 | 45 b1 | 18 | 43
I 19 20 | [ 0 0 0 | 0
J 5 o, 0 0 0 0 0

Y Cada valor es promedio de 3 repeticiones

Y Columna de significancia con respecto al testigo, a la misma fecha
U Columna de porcentajes con respecto al testigo, a la misma fecha
4/ Presente pero no detectable
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Cuadro 5. Contenido de aminodcidos y amidas en las hojas de las plantas
testigos y deficientes en magnesio a los 0, 60 y 120 dfas de
deficiencia, expresado en ug por gramo de peso seco y su in-
terpretacidn estadistica.

Aminoécidos 0 60 120
Identificables op¥ ' -Mg” | sig¥ Y | -Mg¥| Sig.Y

' T r 1
Cistina 27 27 | 23 34 bh oy
Asparagina 1054 716 | 1091 | 583 | 1215 | ++
Ac. Aspirtico 605 641 | 978 |+t 458 | 627 | ++
Serina 540 L87 | 609 | Lo2 | 754 |
Glicina 85 ol 102 32 50
Glutamina 452 | 343 | 3gy | 237 | 255 |
Ac. Glutdmico 1212 | 1208 | 1713 | ++ 888 | 1100 | 4+
Treonina 428 314 | 295 | 61 | 59 |
Alanina 576 514 | 475 | k79 | 430 |
Prolina 844 950 | 795 | 676 | 732 |
Tirosina 1156 | 1018 | 1135 | 684 | 575 |
Ac. Pipecdlico 2ko 216 | 259 | ++ 120 | 170 |

1 | | 1

Totales 7223 | 6631 | 7972 L679 | 6033 | ++

Contenido de aminoicidos sobrepuestos y sustancias sin identificar de
las plantas testigos y deficientes en magnesio a los O, 60 y 120 dfas
de deficiencia, expresad® en ug de alanina por gramo de peso seco y
su equivalencia en porcentaje.

Aminodcidos 0 60 120
Sobrepuestos 7 | -Mg"/l % & | -Mg"ll %+
-+ t ~+ 1
Valina-Metionina L7 3L ) 52 | 152 23 | 15 | 65
Triptofa-Fenilala- | l l |
nina-Leucinas 148 84 I °7 1 115 67 | 60 | 89
——————————— R RS AU Y U RN RIS UG U RGOS U IS
Sustancias sin . | | | |
identificar | | | |
A 16 wo! ol o 31 ol 9
B 11 9! 91 100 T L
c ps/ ol o ! 0 o ! o | 0
D 19 16 | ol 0 81 131 162
E 15 9 | o | 0 4 | o | o]
F 16 17 | 26 | 152 o | o | 0
G 4 0 | 0| 0 ol .01 0
H 73 77 | 36 | Ls Ly | 13 31
I 19 20 | 0 | 105 0 | 0 | 0
J 5 0 | PY | 0 0 I o] | o]

i/ Cada valor es promedio de 3 repeticiones

¢’ Columna de significancia con respecto al testigo, a la misma fecha
i/ Columna de porcentajes con respecto al testigo, a la misma fecha
4/ Presente pero no detectable
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Cuadro 6. Contenido de aminodcidos y amidas en las hojas de las plantas
testigos y deficientes en hierro a los O, 60 y 120 dfas de de-
ficiencia, expresado en ug por gramo de peso seco y su inter-
pretacidn estadistica. -

Aminolcidos 0 60 120
Identificables it : -Fe'/: Sig.y '1‘"'/: -Fe”’ : Sig.‘y
Cistina 27 27 b 17 1 4 3 1 23 |
Asparagina 1054 716 | 1324 | 4+ 538 1 1321 | ++
Ac. Aspartico 605 641 | 399 | L58 | L4o6 '|
Serina 540 487 1 575 | L22 | 755 |
Glicina 85 ok | 222 | 34 67 |
Glutamina 4s2 343 | 170 | ++ 237 | 245

Ac. Glutdmico 1212 | 1308 | 1289 888 | 911 |
Treonina L28 314k | 316 61 | 53
Alanina 576 51k | b5k 479 | 201 | ++
Prolina 844 950 | 1130 | 676 I 566 |
Tirosina 1156 | 1018 |, 1171 684 ki3 |

Ac. Pipecdlico 2ho | 216 : 353 l, ++ 120 : 119 |
Totales 7223 | 6631 I o423 | 4679 | s114 |

Contenido de aminoicidos sobrepuestos y sustancias sin identificar de
las plantas testigos y deficientes en hierro, a los 0, 60 y 120 dfas d
deficiencia, expresado en ug de alanina por gramo de peso seco y su e-
quivalencia en porcentaje.

Aminodcidos 0 60 120 L
Sobrepuestos i Tl -Fel % ¥ L | g
. m— . :
Valina-Metionina L7 34 | 72 | 211 23 | 32 | 139
Triptofano-Fenilala- | | | l
nina-Leucinas 1%8 84 | 106 | 126 67 | 66 | 98
———————————— (RN RN I N S M R,
Sustancias sin | | | |
identificar | | | |
A 16 w! ol o 3t ol o
B 11 9 ! 13! 1n4 A
c pY o ! o | 0 o | o! 0
D 19 16 | ol 0 8 | o ! 0
E 15 9 | ol 0 4 | o | 0
F 16 17 1 19 | 111 ol o | 0
G PY 0| 0 | 0 01 o | 0
H 73 77 | 64 | 82 L1 | 16| 39
I 19 20 0 0 0 0 0
J 5 0 16 I 0 16 |

i Cada valor es promedio de 3 repeticiones.

2 Columna de significancia con respecto al testigo, a la misma fecha.
-3 Columna de porcentajes con respecto al testigo, a la misma fecha.
4 Presente pero no detectable.
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a los 60 dias hubo una disminucidn altemente significativa en los
valores correspondientes a algunos aminodcidos, siendo especial-
mente notoria la disminucidn de &cidos glutdmico y asplrtico, as-
paragiha, glutamina, prolina y Acido pipecdlico. En general, la
disminucidn fue tanbién significativa al 1% a esa fecha. A los
120 dfas la disminucidn se hizo mucho més apreciable llegando a
ser significativa al 1% para todos los aminodcidos identificables,
excepto la serina. El total también disminuyd en forma altamente
significativa.

En los valores correspondientes a las manchas sobrepuestas y
sustancias sin identificar se nota que estas Ultimas desaparecie-
ron en su mayor parte a los 60 dias, persistiendo, sin embargo,
la Hy la B. A los 120 dfas desaparecieron completamente las man-

chas sobrepuestas y las sustancias no identificadas.

Deficiencia de potasio. La carencia de este elemento no hi-

zo variar en forma significativa el contenido total de los amino-
&4cidos (Cuadro 4). A los 60 dfas hubo un aumento altamente sig-
nificativo de la asparagina y la glutamina. A los 120 dfas, la
concentracidn de cistina, tirosina y Acido pipecblico disminuyé
grandemente, al 1%, mientras que las amidas no variaron.

Las manchas sobrepuestas mostraron una tendencia a aumentar
con el tiempo, mientras que las sustancias sin identificar dismi-
nuyeron, persistiendo a los 120 dfas {inicamente la mancha H.

Deficiencia de magnesio. Esta deficiencia didé lugar a un

aumento en el contenido total de aminodcidos libres. A los 60
dias, el aumento de los &cidos glutémico, aspdrtico y pipecdlico

fue altamente significativo; a los 120 dfas lo fueron, con la misma



34

significancia, los 4cidos aspdrtico y glutdmico, asi como la as-
paragina (Ver Cuadro 5).

Las manchas sobrepuestas aumentaron en concentracidn. a los
60 dias de deficiencia, pero bajaron a los 120. En esta fecha
solamente persistieron las sustancias sin identificar D y H.

Deficiencia de hierro. En el Cuadro 6 se aprecia que las

plantas deficientes en hierro mantuvieron el total de aminodcidos
libres siempre superior al del testigo pero no en forma signifi-
cativa al 1%.

A los 60 dias auﬁentaron significativamente (al 1%) la as-
paragina y el &cido pipecdlico, bajando con la misma intensidad
la glutamina. A los 120 dfas la concentracidn de asparagina era
todavia alta, mientras que la de alanina sufrid un descenso alta-
mente significativo,

En los otros grupos de manchas fue notable la desaparicidn

progresiva de las sustancias sin identificar.
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DISCUSION

El andlisis de los datos muestra que los elementos N, K, Mg
y Fe tienen un notorio efecto sobre la acumulacidn, tanto de los
aminodcidos libres como de las amidas, en las hojas del café.

Los principales efectos de los tratamientos pueden ser dis-
cutidos de la siguiente manera:

Testigos. La observacidén més importante que se hizo fue la
de la disminucidn progresiva en el contenido de sustancias nitro-
genadas simples conforme avanzd el tiempo. Esta disminucidn fue
mds notoria a los 120 dfas de iniciado el tratamiento, fecha en
que se observd una reduccidn significativa de las concentraciones
de los &cidos aspdrtico, glutémico y pipecdlico. La disminucién
mencicnada podria atribuirse a la deficiencia de nitrdgeno amonia-
cal por las siguientes razones: 1) la solucidén nutritiva Hoagland
N2 1 en que colocaron las plantas carecia de esta forma de nitré-
geno; 2) la clorosis afectd no sdlo a los testigos sino a todas
las plantas y los sintomas coincidieron con aquellos descritos
para la deficieﬁcia de nitrdgeno amoniacal (37); 3) una disminu-
cién en el total de aminodcidos, semejante a la observada con es-
tas plantas, se menciona como una de las caracteristicas de esta
deficiencia en otras plantas (29); 4) segin observaciones hechas
en plantas de café cultivadas en solucidn Hoagland NQ 1 parece que
las raices pueden perder la capacidad reductora de nitratos con-
forme avanza el tiempo (30).

Deficiencia de nitrdgeno. En las plantaseometidas a esta de-

ficiencia, la variacidén més importante fue una notoria disminucidn
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de la mayorfa de las sustancias analizadas. A los 60 dfas de de-
ficiencia la disminucidn de los &cidos dicarboxilicos, amidas y
otros aminodcidos ya era altamente significativa. Resultados se-
mejantes han sido obtenidos popy numerosos investigadores con o=
tras plantas (16, 29, 40, 41, 42, 52, 59).

La disminucidn en el contenido total de aminolcidos puede a-
tribuirse a que el nitrdgeno es un elemento constituyente de la
molécula de dichas sustancias. La disminucidn de amidas podrfia
explicarse del mismo modo y ademds por la utilizacidén de las re-
servas nitrogenadas.

Es interesante indicar que a los 60 dfas, fecha en que su pu~
dieron detec:ar la mayoria de las transformaciones, ya eran aparen-
tes los sintomas visibles de la deficiencia. A los 120 dfas, la
disminucidn en el contenido de todos los aminodcidos alcanzé un
nivel tan bajo que la mayoria de las manchas desaparecieron. Es-
to parece estar de acuerdo con la observacidn hecha en el sentido
de que los cafetos pierden la capacidad de reducir nitr8geno.

Deficiencia de potasio. En vista de que la glutamina sirve
como reserva nitrogenada en la sintesis de aminodcidos, y habien-
do notado un aumento significativo en su concentracién, cabe pen-
sar que el efecto principal de este tratamiento fue sobre la acu-
mulacidn de los nrecursores de esassustancias. La acumulaciédn de
asparagina podrfa atribuirse a una protedlisis (14). Hay que ha-
cer notar que a los 60 dfas de deficiencia, fecha en que se notd
la acumulacidén de amidas, no habfan sintomas visibles de la defi-
ciencia., A los 120 dfas, la cistina, la tirosina y el 4cido pi-

pecdlico disminuyeron en forma significativa, a lo cual no se le
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ha podido dar una explicacidn satisfactoria.

Deficiencia de magnesio. Examinando los resultados corres-
pondientes a esta deficiencia, se puede apreciar que el contenido
total de aminodcidos aumentd a los 60 dfas; a los 120 dfas este
total siguid siendo mayor al del testigo en forma significativaal
1%. Este hecho y la acumulacidn de &cido aspartico y glutdmico
indican probablemente una reduccidén en los procesos de sintiésis de
proteina. El aumento en el contenido del &cido pipecbélico puede
ser de importancia debido a que este aminofcidc puede actuar como
fuente de reserva del nitrdgeno (14). Otros investigadores (14,
42) han reportado un aumento de este &cido en condiciones de defi-
ciencia de magnesio,

Deficiencia de hierro. Ya se vio como las plantas deficien-

tes en hierro mostraron una tendencia a aumentar su contenido to=-
tal de aminodcidos libres, pero que dicho aumento no llegb a ser
significativo 21 1%. Un aumento notorio en la concentracidn total
de los aminodcidos libres en plantas deficientes en hierro es men-
cionado como uno de los efectos de la deficiencia de este elemen-
to (7, 8, 23); sin embargo, en nuestro caso se observ§ que tal in-
cremento no fue muy marcado, lo cual se podrfa explicar como debi-
do a una reduccidn en la sintesis de ATP que estéd directamente re-
lacionada con la eficiencia de ciertos procesos metabdlicos que
envuelven flavoproteinas y citocromas; es sabido que estas protef-
nas contienen hierro.

El aumento en el contenido de asparagina, observado en las
plantas con esta deficiencia ha sido también mencionsdo en plan=-

tas de tomate (43). La acumulacién de esta amida hace pensar en
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una protedlisis activa (14). La disminucidén de glutamina a los 60
dfas podrfa ser atribuida a la utilizacidn exaustiva de esta reser-
va de nitrégeno.

En todos los tratamientos, la variacidn habida en las manchas
sin identificar no se considera de importancia para valorar los
resultados, ya que por ser muy pequeiias, excepto la mancha H, se a-
fectan mucho con las variaciones en intensidad de color gque carac-

teriza la reaccidén de ninhidrina.
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CONCLUSIONES

Luego de haber observado la disminucidn progresiva de las sus-
tancias nitrogenadas simples en plantas testigos, crecidas en
solucidn completa pero sin nitrdgeno amoniacal, se puede con-
cluir que esta forma de nitrdgeno es indispensable para el de-
sarrollo normal de plantas de café que crezcan en condiciones
semejantes a las que prevalecieron en el presente trabajo. Se
recomienda, por lo tanto, que en futuros trabajos sobre nutri-
cidén mineral en los cuales se use soluciones nutritivas tipo
Hoagland, se tenga en cuenta este hecho.

Debido a que: a) los resultados obtenidos estén afectados por
la carencia de nitrdgeno amoniacal; b) los procesos metab8li-
cos son muy sensibles a la influencia de los factores ambien-
tales; c) las deficiencias producidas por elementos nutritivos
no estudiados podrfan dar resultados semejantes a los obtenidos
con las deficiencias aquf reportadas, podemos concluir en lo
siguiente: aunque se apreciaron diferencias muy marcadas en loas
resultados entre las plantas sometidas a los diferentes trata-
mientos no es prudente consliderar dichas diferencias como alte-
raciones tipicas que pudieran servir para identificar las defi-
ciencias inducidas.

Es recomendable identificar las sustanclas desconocidas, espe-
cialmente la mancha H, cuyo temafio fue, en algunas ocasiones,
mayor al de los aminodcidos identificados.

Se sugiere estudiar la eficiencia del sistema reductor de ni-

tratos en las plantas de café.
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RESUMEN

En el presente trobajo se hizo un estudio de la influencia
de las deficiencias de nitrdreno, potasio, magnesio y hierro en
el contenido de sustancias nitiogenadas en hojas de café. Se
persiguieron con esto las siguientes finalidades: estudiar el e-
fecto de esas deficiencias sobre la acumulacidén de sustancias ni-
trogenadas simnles y determinar la posibilidad de aplicar este ti-
. po de andlisis en el diagndstico de las deficiencias anotadas.

Las plantas utilizadas en el experimento fueron crecidas en
solucidn nutritiva completa o deficiente en los elementos bajo
estudio.,

Las muestras fueron tomadae antes de producirse las deficien-
cias, a los 60 y a los 120 dfas de inducideas.

La separacidn de las sustancias nitrogenadas sizples en for-
ma libre se efectud por cromatograffa bidireccional en papel.

El andlisis cualitativo se hizo por couparacidn de posiciones
con sustcncias pures. El andlisis cuantitativo se hizo por el mé-
todo colorimétrico, comparando los valores experimentales con pa-
trones elaborados con soluciones de aminodcidos puros de concen-
tracién conocida.

Al analizar los resultados estadisticamente s- apreciaron dife-
rencias altamente significativas en las concentraciones de aminof-
cidos producidas por las deficiencias estudiadec. Se discutieron
estas diferencias y se sacaron las siguientes concluasiones: 1) el
nitrégeno amoniacal demostrd ser indispensable para el crecimien-

to normzl de la planta de café en soluciones nutritivaas; 2) no ae
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considerd prudente utilizer los resultodos obtenidos coro unz na-
nera de identificar las diferentes deficiencias, debido principcl-
mente 2 la interferencia producida por la folta de nitrdgeno amo-
niacal; 3) se recomendd la identificacidn de ciertes manchas que
no nudieron ser identificadas; 4) se sugirid el estudio del sis-
tema reductor de nitratos en lrs plantas de café, con el objeto

de deternminar la eficiencia relativa de diferentes fuentes de ni-

trégeno.
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SUMMARY

A study of the relations between nitrogen, potassium, mag-
nesium and iron deficiencies and the free amino acid content in
coffee leaves was undertaken in the present work. The main ob-
jectives of thie investigation were to study the influence of the
deficiencies of the above mentioned elements on the nitrogen me-
tabolism of coffee plants, and to explore the possibilities of
this method of analysis to identify these nutritional deficien-
cies..

The coffee plants used in this experiment were grown in com-
plete nutrient solution, and in solutions deficient in the elements
studied.

The foliar samples were taken at three different dates: be-
fore the deficiencies were induced, and 50 and 120 days thereafter.

The separation of the free amino acids was made by two-direc-~
tional paper chromatography. The qualitative analysis was made
by comparison of positions on the paper. The quantitative analy-
sis was made by colorimetric methods, using pure amino acids of
known concentrations as standards.

The results were subjected to statistical analyses, and high-
ly significant differences were found in the free amino acid con-
centrations, induced by the deficienclies studied. These differen-
ces were discussed, arriving to the following conclusions: 1) am=-
moniacal nitrcgen showed to be essential for the normal growth of
coffee plants, cultivated in nutrient solutions; 2) I’

sidered advisable to tnke these results as means of identifying
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the deficiencies, due mainly to the interferences produced by the
lack of ammoniacal nitrogen; 3) it was recommended to attempt the
identification of the spots of nitrogenous compounds that could not
be identified; 4) it was suggested to study tre reductor system of
nitrates in coffee plants to determine the relative efficiency of

different nitrogen sources.



1.

l}o

L,

10.

11.

L4y

LITERATURA CITADA

ACORSI, W. R. & HAAG, H, P. Alteragoes morfologicas e citologicas
do cafeeiro (Coffea arabica L. var. Bourbon (B. Rodr. )Choussy)
cultivado em solu;ao nutritiva, decorrentes das deficiencias e
excesso de macronutrientes. Revista do Café Portugues 6:5-19.

1959.

BAILOVA-YANKULOVA, M. The free amino acids in the tubers of pota-
toes of the varieties Early Rose and Aguila infected by virus.
Compt. Rend. Adad. Bulgare Sci. 14:515-518. 1961. (Original
not available for examination; abstracted in Chemical Abstracts

56:6385b. 1962).

CARVAJAL, J. F. Estudio de las deficiencias de nitrdgeno, potasio,
magnesio, boro y manganeso, en plantas de café (Coffea arabica
var. Typica). Revista de Biologia Tropical 8:165-179. 1960.

COLEMAN, R. G. The effect of sulphur deficiency on the free amino
acids of some plants. Australian Journal of Biological Sciences
10:50-56. 1957.

& RICHARDS, F. J. Physiological studies in plant nutri-
tion. XVIII. Some aspects of nitrogen metabolism in barley
and other plants in relation to potassium deficiency. Annals
of Botany (n.s.) 20:393-409. 1956.

CHAVERRI, G. & CARVAJAL, J. F. Sintomas de deficiencia de los ele-
mentos fdsforo, calcio, azufre y hierro en el cafeto produci-
dos en invernadero. Costa Rica. Servicio Técnico Interameri-
cano de Cooperacidn Agricola (STICA). Informacidn Técnica

no. 8 1959. 15 p.

DeKOCK, P. C., & MORRISON, R. I. The metabolism of chlorotic leaves.
l. Amino acids. Biochemical Journal 70:266-272. 1958,

DEMETRIADES, S. D. Chromatographic detection of free amino acids
in normal and iron-deficient plants of Hibiscus esculentus L.

Nature 177 95. 1956.

DENT, C. E., STEPKA, W & STEWARD, F. C. Detection of free amino

acids of plant cells by partition chromatography. Nature
160:682-683.  1947.

FINE, J. M. & BARTON, L. V. Biochemical studies of dormancy and
after-ripening in seeds. I. Changes in free amino acid content.
Contributions from Boyce Thompson Institute 19:483-500. 1958,

FORNIN, A. E. & ASTAKHOVA, N. K. Nutrition of plants with methio-
nine. Plant Physiology (Fiz. Rastenii) 6:356~359. 1959,



12.

13,

1k,

15.

16.

17.

18.

19.

20.

2l.

22.

k5

FOWDEN, L. & STEWARD, F. C. Nitrogenous compounds and nitrogen
metabolism in the Liliaceae. II. The nitrogenous compounds
of leaves of the genus Tulipa: environmental effects on the
composition of Tulipa gesneriana. Annals of Botany (n.s.)

FRANCO, C.M. & MENDES, H. C. Sintomas de deficiencias minerais
no cafeeiro. Bragantia 9:165-173. 1949,

FREIBERG, S. R. & STEWARD, F. C. Physiological investigations on
the banana plant. III. Factors which affect the nitrogen
compounds of the leaves. Annals of Botany (n.s.) 24:147-157.
1960,

GLEITER, M. E. & PARKER, H. E. The effect of phosphorus deficien-
cy on the free amino acids of alfalfa. Archives of Biochemis-
try and Biophysics 71:430-436. 1957.

GREGORY, F. G. & SEN, P, K. Physiological studies in plant nutri-
tion. VI. The relation of respiration rate to the carbohy-
drates and nitrogen metabolism of the barley leaf as deter-
mined by nitrogen and potassium deficiency.. Annals of Botany
(n.s.) 1:521-5k40. 1937.

HAAG, H. P. & MALAVOLTA, E. Estudos sobre a alimentagdo mineral
do cafeeiro. 1IV. Efeito dos excessos de macrunutrientes no
crescimento e na composigao quimica do cafeeiro (Coffea ara-
bica L. var. Bourbon (B. Rodr.) Choussy) cultivado em soTE?ﬁo
nutritiva. Revista do Café Portugués 7:5-12. 1960,

& MALAVOLTA, E. Estudos sobre a alimentafao mineral do
cafeeiro. III. Efeito das deficiencias dos macronutrientes
no crescimento e na composigdo quimica do cafeeiro (Coffea a-
rabica L. var. Bourbon (B. Rodr.) Choussy) cultivado em solu-
¢80 nutritiva. Revista do Café Portugues 7:5-18., 1960,

HARRIS, G. P. Amino acids as nitrogen sources for the growth of
excised roots of red clover. New Phytologist 58:330-344,
1959.

HEWITT, E. J., JONES, E. We & WILLIAMS, A, He Relation of molyo-
denum and manganese to the free amino acid content of the
cauliflower. Nature 163:681-682. 1949,

HOAGL:ND, D. R. & ARNON, D, I, The water-culture method for grow-
ing plants without soil. California Agricultural Experiment
Station. Circular 347, 1950. 32 p.

HOLLEY, R. W. & CAIN, J, C. Accummulation of arginine im ,lants
afflicted with iron-deficiency type chlorosis. Science
121:172-173. 1955.



23.

2k,

25.

26.

27.

28.

29.

20.

32.

33.

3k,

ILJIN, W. S. Metabolism o
chlorosis (calciose).
Soil 3:239-256. 195

L6

f plants affected with lime-induced
I. Nitrogen metabolism. Plant and
1.

KALINKEVICH, A, F. & UDOVENKO, G. V. The question of the effect

of nutrient condition

s on the concentration of amino acids

in plant. Doklady Akademii Nank. S.S.S.R. (Botanical Science

Section) 126:146-149,

1959.

KOJIMA, H., YATAZAMA, M. & GOTO, Y. Interconversion of amino

acids at an early sta
Science Repts. Shiga

ge of germination of plant seeds.
Agro. Ser. I. 4:51-56. 1953, (Ori-

ginal not available for examination; abstracted in Chemical

Abstracts 50:9527h.

LAMBERTS, B. L. & BYERRUM,
pyrolidine ring of ni

1956) .

Re U. Glutamine as a precursor for the
cotine. Journal of Biological Chemis-

try 233:939-943. 1959.

LOUﬁ, A, Studies on the inorganic nutrition of the coffee tree

in the Ivory Coast.
of inorganic nutrient
International Potash

I. A qualitative and quantitative study
deficiencies in Robusta coffee trees.
Institute, Berne, Centre de Recherches

Agronomiques Bingerville (Ivory Coast) 1957. pp. 7-31,

MANSFORD, K. & RAPER, R.

The free and combined amino acids in

some plont juices. Annals of Botany. (n.s.) 20:287.-295.

1956.

MARGOLIS, D. The range of free amino acids and amides in tomato

plants and the effect

s of nitrate or ammonium as nutrients.

Contributions from Boyce Thompson Institute 20:425-436.,

1960.

MEI'DES, H. C. Possivel causa do incucesso de se cultivar cafeei~
ros adultos em solugoes nutritivas do tipo Hoagland. Bragan-

tia v. 15 nota no. l.

MERTZ, E. T. & MATSUMOTO,

1956.

H. Further studies on the amino acids

and proteins of sulphur-deficient alfalfa. Archives of Bio-
chemistry and Biophysics 63:50-63. 1956,

SINGLETON, J. L.

& GARCY, C, L. The effect of sulphur

deficiency on the amino acids of alfalfa. Archives of Bio-
chemistry and Biophysics 38:139-146. 1952.

MES, M, G. & MENGE, I. Potato shoot and tuber cultures in vitro.
Physiologia Plantarum 7:637-649. 1954,

MULLER, L. E. Mineral nutrition: detection and control of minor

elements deficiency.
1958.

Coffee & Tea Industries 81:71-74,76=77.



¢ 35

37

28,

39.

ko.

by,

k2,

L3,

b,

L5,

47

MULLER, L. E. Algunas deficiencias minerales comunes en el cafeto
(Coffea arabica L.). Turrialba, Costa Rica, Instituto Intera-
mericano de Ciencias Agricolas. Boletin Técnico no. 4. 1959.
40 P

NOGUCHI, M. & TAMAKI, E. Studies on nitrogen metabolism in tobacco
plants. A. Part II. Diurnal variations in the amino acid com-
position of tobacco leaves. Archives of Biochemistry and Bio-
physics 98:197-205. 1962.

OCHAVILLO, E. A. Responses of coffee to deficiency of various ele=-
ments in the culture medium. Philippine Agriculturist
40:315-334., 1956.

PLAISTED, P, H. Clearing free amino acid solutions of plant ex-
tracts for paper chromatography. Contributions from Boyce
Thompson Institute 19:231-244, 1958,

PORTER, C. A., MARGOLIS, D, & SHARP, P, Quantitative determination
of amino acids by paper chromatography. Contributions from
Boyce Thompson Institute 18:465-476., 1957.

PLESEKOV, B, P. & FOWDEN, L. Amino acid composition of the proteins
of barley leaves in relation to the mineral nutrition and age
of plants. Nature 183:1445-1446. 1959.

s IVANKO, S, & ANTONOVA, G. V. The influence of nutritio-
nal conditions on the free amino acid content of bean leaves.
Doklady Akad. Nank. S.S.S.R. (Botanical Sciences Section)
117:284-287. 1957. (Original not availshle for examination;
abstracted in Biological Abastracts 33:1231. 195%

y SHMYREVA, T. B, & IVANKO, S. The free amino acid content
of leaves and roots of maize as related to nutritional condi=-
tions. Plant Physiology (Fiziologiya Rastenii) 6:674=683,
1959.

POSSINGHAM, J. V. The effect of mineral nutrition on the content
of free amino acids and amides in tomato plants. I. A com=-
position of the effects of deficiencies of copper, zinc, man-
genese, iron and molybdenum. Australian Journal of Biologi-
cal Sciences 9:539-551. 1956.

o The effect of mineral nutrition on the content of free
amino acids and amides in tomato plants. II. A study of the
effect of molybdenum nutrition. Australian Journal of Bio-
logical Sciences 10:40-49. 1957.

RICHARDS, F. J & BARNER, E. Physiological studies in plant nutri-
tion. XVII. A general survey of the free amino acids of bvar-
ley leaves as affected by mineral nutrition with special re-
ferznce to potassium supply. Annals of Botany (n.s.) 18:15-33
1954,



46,

L7,

48,

kg.

50.

5lo

52.

53’

54,

56.

57.

L8

RICHARDS, F. J. & TEMPLEMAN, W. G. Physiological studies in
plant nutrition. IV. Nitrogen metabolism in relation to
nutrient deficiency and age in leaves of barley. Annals
of Botany (n.s.) 50:367-402. 1936.

RIJVEN, A, H. G. C. Glutamine and aspararine as nitrogen sour-
ces for the growth of ylant embryos in vitro: a compara-
tive study of 12 species. Australian Journal of Biologi-
cal Sciences 9:511-527. 1956.

RUBINSTEIN, B. & LEOPOLD, A, C. Effects of amino acids on bean
leaf abscission. Plant Physiology 37:398-401. 1962.

STAHL, W. H., VOELKER, W, A. & SULLIVAN, J. H. Analysis of vanil-
la extracts. 1V Amino acid determination. Journal of
Association of Official Agricultural Chemists. (A.0.A.C.)
45:108-113. 1962.

STEINBERG, R. A. Frenching symptoms produced in Nicotiana tabacum
and Nicotiana rustica with optical isomeres of isoleucinae
and leucine and with 3Bacillus cereus toxin. Plant Physio-
logy 27:302-308. 1952.

& TSO, T. C. Physiology of the tobacco plant. In An-
nual Review of Plant Physiology 9:151-174. 1958.

, BOWLING, J. D. & McMURTREY, J. E., Jr. Accumulation of
free amino acids as a chemical basis for morphological symp-
toms in tobacco manifesting frenching and mineral deficiency
symptoms. Plant Physiology 25:279-288. 1950.

STEWARD, F. C. & MARGOLIS, D. The effect of manganese upon the
free amino acid and amides of the tomato plant. Contribu-
tions from Boyce Thompson Institute 21:393-410. 1962.

& THOMPSON, J. F. The nitrogenous constituents of plants
with special reference to chromatographic method=. In An-
nual Review of Plant Physiology 1:233-26k4. 1950.

STOEV, K. D., MAMAROV, P, T. ¢ BENCHEV, I. B. Chromatographic
analysis of sugar and free amino acids in the sap of grape
vine. Plant Physiology (Fiziologia Rastenii) 6:424-L430,
1959.

TANADA,'T. Utilization of nitrates by the coffee plant under dif-
ferent sunlight intensities. Journal of Agricultural Re-

search 72:245-258. 1946,

THOMPSON, J. F., ZACHARIUS, R. M. & STEWARD, F. C. Investigations
on nitrogen comnounds and nitrogen metabolism in plants. 1I.
The reaction of nitrogen compounds with ninhydrin on paper.
A quantitative Procedure. Plant Physiology 26:375-397.
1951.



58.

59.

60.

61.

62,

63.

6h.

65.

66.

49 L]

TOUZ, A. The anthracnose of melon - Free amino acids in healthy
plants and plants infected with Colletotrichum lagenarium
(Pass.) Ell. and Halst. Compt. Rend. 253:2114-211h. 1961.
(Original not available for examination; abstracted in Che-
mical Abstracts 56:9135. 1962).

7SO, Te C. & McMURTREY, J. E., Jr. Mineral deficiency and orga-
nic constituents in tobacco plants. II. Amino acids. Plant
Physiology 35:865-870. 1960.

s McMURTREY, J. E. & SOROKIN, -T. Mineral deficiency and
organic constituents in tobacco plants. I. Alkaloids, sugar
and organic acids. Plant Physiology 35:860-864. 1960,

VIRTANEN, A, I. Some aspects of amino acid synthesis in plants
and related subjects. In Annual Review of Plant Physiology -
12:1-10. 1961.

WEBSTER, G. C. Nitrogen metabolism. In Annual Review of Plant
PhySiOlOSy 6:43-660 19550

WEISSMAN. G. S. Influence of ammonium and nitrate on the protein
and free amino acids in shoots of wheat seedlingse. American
Journal of Botany 46;339-346. 1959.

WILDING, M. D., STAHMANN, M. A. & SMITH, D. Free amino acids in
alfalfa as related to cold hardiness. Plant Physiology
35:726-732. 1960,

WOLTZ, S. S, & JACKSON, C. R. Production of yellow strap leaf of
chrysanthemum and similar disorders by amino acid treatment.
Plant Physiology 36:197-201. 1961.

WRIGHT, D. E. Amino acid uptake by plant roots. Archives of Bio-
chemistry and Biophysics 97:174-180, 1962.





