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1. INTRODUCCION

EL café (Coffea arabica L.} es el principal producto de exporta

cién de muchos paises africancs y latincamericanos. Una adecuada
respuesta a2l equilibric entre preduccitn y consumo del mismo en el
mundo enterc, ante una posible reduccion del ares actual bajo culti-
vo, hace indispensable mantener el nivel tptimo de produccibn en las
freas destinadas a subsistir comec tales. Para ¢llo se regulere gue
la capacidad transformadora de energia de la planta no experimente o
sufra dafioc o detrimento alguno por la falta de elementos minerales
que intervienen directa o indirectamente en tal proceso. La trans-
formacidn energética se debe al proceso de fotosintesis, censiderén-
dose esta comc una gecuencia de reacciones en que las plantas absor-
ben energia luminosa, la transforman en energla quimica y la almace-
nan como carbcohidratos ricos en energia. Estos, posteriormente pue-
den ser utilizados por la planta para sintetizar su propia sustan-
cia, Como se nota, la fotesintesis es un factor basicoc e indispensa
ble para la produccibn. Para gue el proceso fetrsintético se lleve
a cabo, es esencial la presencia de clerofilas y la ascciacibn con
&stas, dentro del cloroplasto, con ciertos pigmentos accesorios {ca-
rotinas y xantofilas).

El objetive peneral de este trabajo consiste en establecer que
influencias ejercen las deficiencias minerales socbre la concentra-
cidn de los pigmentos en los plastidios de las hojas del cafeto

(Coffea arabica L,).

Los objetivos especificos estriban en determinar si las defi-~

ciencias de nitrbégeno, fbdsforo, potasio, calcio, magnesio, azufre,
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hierro, bcro, manganeso y szinc, observables individualmente en las
plantas de caf&, inciden en la presencia o cusencia, disminucidn o
aumento

de carotinas, clorofila a, clorcfila b, luteina, epdxido de

luteina, violaxantina y ncoxantina en cada une de los casos,
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2. REVISION DE LITERATURA

2ele glorofilgg

Las clorofilas son pigmentos tipicos de las plantas autdtrofas,
& las cuales proporciocnan su coloracién verde, Sin embargo faltan
en alpunes grupos, los que o consecuencia tienen un metabolismo hete

rotrofo.

2.7«7« Importancia de las clorofilas en 1a feoteosintesis

De acuerdo con Wilson y Loomis (4¥) los plastidios que ccupan
guizfs el 20% del volumen total de la heoja, comprenden los cloroplas
tos (verdes), los cromoplastos (colores distintos del verde) y los
leucoplastos (incoloros). Los cloroplastos deben su coloracidn ver-
de 2 1a presencia de clorofila. Segiin Ray (37) los cloroploastos, y
por tanto la hoja, aparecen verdes porque las moléculas de clorofila
absorben principalmente la parte roja v azul del espectro visible, en
tanto que abscrben del'ilmente la luz verde, 1 nombre clorofila fue
dado inicialmente a nquellos pigmentos verdes implicados enla fotosin
tesis de plantas (1). Desde que Jon Ingen~Housz descubridé los pige-
mentos activos de la fotosintesis hasta nuestros dias, se ha conside
rado gue el principal pigmento fotosintéticamente active es la clore
fila Ya, micentras que las denfis clorofilas y pigmentos accesorios
(caratincides y ficohilinas) son también fotosintéticamente activos
pero en menor escala, Nsto puede comprobarse pues en ausencia de la

clorefila "a? no se lleva a cabo la fotosintesis en plantas superio-
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res (25, 34, 36). Ray (37) indica gue en la fotosintesis existe una
relacibdn estrecha entre el espectro de abscrcién de la clorcfila y
la efectividad de las diferentes longitudes de onda de la luz. 8i
rayos de luz de igual intensidad pero de diferentes longitudes de en
da se hacen incidir scbre una planta verde, se encuentra gue la in-
tensidad fotesintetica varia con la longitud de onda, casi paralela-
mente con el espectro de absorcidn de la clorofila. La fotosintesis
anlcanza valores maximos en las longitudes de onda donde la clerofila
presenta también su maxima abscorcidn., De esto se concluye con que

1a luz absorbide por la clorofila es ln activa en la fotosintesis.

2.1,2., Tipos de clorofila

Seghn Kamen (26) se han lograde aislar 4 tipos distintes de clo
rofila: "a', "v', Me' y "a", idemhs existe en bacterias la bacterig
clorefila (3). La difcerencia entre clorofile "a" y "b" radica en el
reemplazo del grupo metilo por un grupo aldehidico., Investigaciones
recientes indicaron cue la c¢lorofila "a' puede existir en varios es-
tades fisicos. 4sl, Strain y Svec (42) describid en el alga Chloro-
bium dos tipos de clorofila: Chlorebium Clorofila 660 y Chlorcbium
Clorofila 650, Estas clerefilas de compesicibn incierta son los
principaies pigmentos de las bacterias verdes gue utilizan el azufre,
flgunas veces son acompafiadas por bacterioclorefila (42), Whittin-
gham (47) indicd que Brown y French nnalizaron cl espectro de absor
cidtn de las plantas verdes "in vivo" y lograron establecer la exis=-

tencia de 3 distintas formas de clorcfila "aY que denominaron cloro-
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fila 673, clorofila 683 y cloroufila 695, atendiendo a la posicibn de
sus mhximos de abscorcidn. Jensen y Kavaljion (25) afirman que Kek
descubrid y separd de las ctras clorofilas una forma que absorbe ra-
diacidn infrarcja de casi 700 nm., Por esta razbn se le denomina
P~700, Investigadceres como Jensen vy Kavaljian (25) creen gue es ¢l

verdadero centro active de la fotosintesis,

2.1,3, Distribucidn de las clorofilas

Kamen (26) sefiala gque la clorefila "a" se presenta universalmen
te en los granos de los cloroplastos de los crganismes fotosinbtéti-
cos: plantas verdes superiores y algas. Es acompaflada por otras clo
rofilas en las algas azules, en algas pardas y en algunas algas ro-
jas. La clorcfila "b" aparece en plantas verdes superiores y algas
verdes, Existe asi en nmenor propercibdbn en el género Buglena., La

clorofita "

¢, en cambio, existe solamente en alpas pardas, diato-
meas y dinoflagelados. La clorofila "d" fue encontrada en las algas
rojas. La cloroefila "a" se halla en todas las plantas que producen
oxipeno por feotosintesis (29). In una investigacibdn basada en estu-
dios crematogr&ficos de aproximadamente 500 especies de plantas aus-~
tralianas la clerofila "a%" fue ratificada come el principal pigmento
verde (42).

En mis de 200 anhlisis de plantas superiores Willstatter, citado
por Miller (29) comprobd que la cantidad de clerofila "a"
(055H7205NQMQ) normalmente es 3 veces la de clorofila "p! (CS5H7OO6

Ny, Mg) en plantas superiores.
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2.1.4%, Biosintesis y degradacion de las clorofilas

De acuerdo cvou sogorad (3) la probable trayccteoria para la for-
macidn de clorofila "a" involucra varias reacciones, siende la mate-
ria prima: GLICINA + SUCCINIL-COBNZIML A, v sustancias intermedias
tales come PROTOPORFIRINOGENO, PROTOPCRFIRING, MAGNESIO-PROTOGPORII-
RINA,

Bl origen de la clorofila "o' fue estudiado por Seyhold y Igle,
citados por Bopgorad (3), mediante observacicnes sobre la existencia
de protoclcerofilas separables cromatograficamente, efectuadas en la
cublerta de semillas de calabaza. WNo podian asepurar la existencia
de una protoclorofila "b" y wor tanto deben censiderarssz precurscres
de esta clorofila,

Muchas evidencias, alpgunas contradictorias se han acumulado pa-
ra poder cimentar que la clorofila "b'" se forma a partir de la cloro
fila "a", Godnev et al. citados por Bogorad (3) utilizaron clorofi-
la "a" marcada cen 140 ¥y lo introdujeron en hojas de cebolla, discl-

viéndo la clorofila "

a en aceite de girascl. FTllos encontraron dos
dias més tarde al extraer las hojas con acetona ceme disolvente y
después de purificar el extracto gque se habia formade clorcofila "'
radliactiva.

Al ser tratada la clorefila con un Geide, el hidrbgenc de este
sustituye al magnesio como atemo central, dandcle un color verde
pardo al producte final., Dc esta manera se ha efectuade la transfor

macidn de las clorofilas en las feofitinas respectivas, El cobre,

hierro o zinc, pueden también reemplazar al magnesio de la clorofila,
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Cuando la sustitucidn de magnesio es efectuada por el cobre, el co-
lor verde se vuelve mbhs brillante y mis estable.
La clorofila es degradada rapidamente cuando se le expone a la

luz. Tales alteraciones varian con el solvente (42).

2.1.5, Propiedades de las clorcfilas

De acuerdo con Aronoff (1) la historia inicial de la quimica de
la clorofila fue descrita por Willstater y Stoll. Segln estos auto-
res comenzd con Berzellius, quien observd la retencidn de color en
el extracto de hojas a pesar de la accidn de un fuerte alcali o de
un &cido, La conversidn de clorofila hacia pigmentos rojos indujo a
Verdeil a sugerir una relacibn entre clorofila y hemes, especialmen-
te desde que sus analisis de clorofila errcneamente mostraron conte-
ner hierro {ademfs de potasio y fosforc), conclusidn que fue manteni
da hasta las investigaciones de Willstatter. La particibn de los
plgmentos de plastidios entre una solucidn de éter, conteniendo los
carotinoides amarillos, y una solucibn acuosa &cida de fecfitina
azul-verdosas y de feoforbides (que el 1lamd "filocianinas™) fue se-
ghn fronoff (1) primero lograda por Fremy aunque este autor aparente
mente pensd que esa clorofila "verde" era una mezcla de 2 tipos de
pigmentos: uno azul-verde y otro amarillo., Casi al mismo tiempo
Stokes citado por Aronoff (1) sugirid como resultado de sus observa-
ciones espectroscbpicas que la clorofila consistia de 2 componentes:
después de la extraccibn de los carotinoides queda una mezcla consti

tuida de deos diferentes substancias, ambas verdes y ambas exhibiendo



flucrescencin roja.

Una propiedad caracteristica de las clercfilas es la fluorescen
cia, La clorofila es verde en la luz tramsmitida, y asi cuande un
frasco que contiene solucidn de clorofila se coloca entre el observa
dor y la fuente de luz, el coler de la solucidn es verde oscurc., FPe
ro si el observador se coloca de espaldas a la fuente de luz, verd
gue el color de la solucidn de clorofila es rejo {(29). Istc se debe
a la reradiacidn de luz de mayor longitud de onda (luz roja) 2 la de
la luz incidente (blanca).

De acuerdo con Smith y Benitez (41) la clorofila "a" es soluble
en c¢iertes alecholes, benzeno, eter y acetona, Cuando la clorofila
es pura, es solo levemente soluble y Gnicamente en &ter de petrdlec,
Es insoluble en agua., La clorofilas "b'" se comporta en forma similar.

Ambas clorcfilas ("a' y "b") constan estructuralmente de 4 ani-
llos pirrdlicos con un aAtomo de magnesio en el centro, La clorofila
"p!t difiere de la "a" en que tienc un grupo CHO en lugar del radical
‘CHB (29). Seghn Holt (22) la prescncia del grupo formilo en la clo
rofila "b" desplaza la mhxima absorcibn en rojo de 660 nm a 643 nm
con los cambios correspondientes de cceficientes de extincibn., Una
medida de la pureza de las clorofilas es la proporcibén de absorcibn

méxima en el rojo y en el azul.

2.1,6, DIspectro de absorcibn de las clorcfilas

Los ccmponentes de 1la luz blanca son diferenciados por sus lon

gitudes de onda asi: luz azul de 430 & 470 nm, luz verde de 500 a
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560 nm -y luz roja de 650 a 760 nm (29, 37).

Medionte el uso del espectreiotdmetro se dirigen bandas angos-
tas de luz de difercnte lengitud de onda, hacia las soluciones en es
tudio y se nmide el porcentaje de luz absorbida en cada longitud de
onda, se ha establecido que las clorcfilas tienen dos picos de maxi-
ma absorcidn o absorbancia, uno en la regibn azul violeta y el otro
en la regidn roja (29); este ltimo segln Helden (20) se encuentra
entre 670 nm y 683% nm, La clorofila "b" in vivo tiene maxima absor-
bancia en 650 nm (22).

Mackinney (1940) citado por Smith (41) al usar acetona como di-
solvente, estimd las sipguientes longitudes de onda para abscreidn

maxima y coeficientes especificos de abscrcidn para la clorofila

"El":

Longitud de cnda en nm 663 615 580 535 430 410

Coef,esp, de abs., en lts/g x cm 84,0 15,7 8,67 3,88 106 77,1
Para la clorofila '"b" leos valores correspondientes son:

Longitud de onda en nm 645 595 455

Coef,esp. de abs., en lts/g x cm 51,6 11,3 146,9

Seghn Strain y Svec (42) utilizando éter cemo disolvente ¥ a
una temperatura de 25 °C, las cloreofilas "a" y "b'", presentaren las

siguientes propiedades espectrales:
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"aTI ”b"
Longitud de onda maxima en rojo 660,5 642,0
n ] i t 1t rt 660,0 642,5

u " " " nooon 662,0 644, 0
Coeficiente de absorcidn en rojo 96,6 61,8
“ " L noow 102,1 56,8

" g " nooow 100,9 62,0
Longitud de onda maxima en azul 428,5 L4s2,5

1 " 1 " " 1 429,0 4530

1" " " " n 1 430,0 455,0
Coeficiente de absorcidn en azul 125,1 175,3
1t tt 1] 1" 1" 135’0 171,0

" 1 1t 1 4] _’}_3}_,5 }_71{,,8

2.1.7. Extraccién de las clorofilas

Todos los métodes para la determinacidn cuantitativa de las
clorofilas dependen de su extraccidn del material vegetal. No exis-
te un disclvente finico o mezcla de disolventes, que extraeria los
pigmentes inalterados rapidamente de todas las especies vepetales,

Material fresce debe ser extralidec con disolventes que remucvan
la mayor parte del agua antes de comenzarse la extraccidn de los pig
mentos., Asi, los disolventes fitiles para la extraccién de clorofi-
las de material vepgetal fresco son aguellos que son miscibles con
agua (42): piridina, metanol, acetona y etilacetato. Istos disolven

tes al mismo tiempo sirven para la estimacibn directa en los mismos
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extractos, También permiten ulterior transferencia a éter dietilico
6 &ter de petrdleo para mediciones de la ashorcidn espectral, Genew
ralmente el empleo de una mezcla de metanol y éter de petrdleo es
muy satisfactorio para la extraccidn de material vegetal fresco,
pues el metanol renueva el zgua antes de la extraccidén de los pigmen
tos (#2).

El materinl vegetal debe macerarse para lograr una extraccidn
cuantitativa. Esto se logra mediante una licuadora eléctrica (42) o
trituracidn con arena de cuarzo en un mortero, Para evitar en un te
jido vepetal acidico la transformacidn de las clorofilas en feofiti-
nas, es preciso afiadir un material neutralizante tales como: carbona
tos de calcio o magnesio, bicarbonato de sodio ¢ amonia (42),

Para asegurarse que los extractos de las plantas contienen clow
rofilas inalteradas, es esencial examinar los pigmentos por varios
métodos independientes, por ejemplo: por espectroscopia, colorime-
tria y varias modificiaciones de cromatografia, Reciprocamente si
diversos pigmentos son encontrados, es conveniente establecer si son
constituyentes normales de las plantas, o si fueron formados median-

te reacciones secundarias (42).

2ac2e Carotinoides

2.2+%, Importancia de los carotinoides

Los carotinoides abarcan carotinas de color anaranjado y xanto-
filas, de color amarillo, ambos grupos se encuentran también en los

cloroplastes, Las carotinas en parte sirven de precursor para la



sintesis de vitamina £, Adembds existen pruebas de que los caroti-
noides funcionan como pigmentos accesrrios y protegen ln clorofila
de su destruccibn por la luz solar (48). Los pigmentos zaccescriocs
absorben luz para la fotosintesis, Hay evidencias de que su funcibn,
en parte, consiste en transferir la ernergia luminosa que absorben a
la clorofila a, en la cual se realiza con la intervencidn del pigmen
to P-700 (37).

Los cromoplastos, gque pueden ser plastidios de los cuales desa~
parecit la clorofila, o bhien plastidios que nunca fueron verdes,
producen en flores, frutos y semillas tonalidades amarillias, anaran-
joadas y rojizas, debide a gue contienen diversos carctinoides, Tam-
bién se debe a ellos la coloracidn amarilla rojiza deficiente (48).

En el cuerpo de los animales la B-carctina preduce por hidrdli-
sis 2 moléculas de vitamina [, mientras que la 0 y Y-carctina solo
produce una mclécula de vitamina A cada una. Se ha supuesto ademis

gue 1, carotina gquizhs sea un precurscor de la clorefila {(29),

2.2.2. Tipos de carotinoides

Los carotinoides, guimicamente se dividen en des grupos: 1) ca=-
rotinas: hidrccarburos de cadena larga v 2) xantofilas que son pro-
ductos oxidados de los anteriocres (29, 30).

La formula quimica sumaria de las carotinas es CHOH56 (29, 30).
En trabajos de laboratoric, los quimicos no han logrado transfermar
carotinas a xantcfilas, lo que no descarta de manera alguna la probg
bilidad de que tal reaccifn ocurra dentre de la célula de las plan-

tas. Tanto asi que como la cantidad de xantefilas en la hoja, es
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generalmente el doble de la de carotinas presentes.
Se conocen en las plantas 4 carotinas isbdmeros: B-carotina,
a-carotina, y-carotina y el licopeno, KLl licopeno es el pigmento

principal de tomates madures (Lycopersicum sp.). La Y-carotina no

muy difundidad, se halla principalmente en la raiz de zanahoria

(Dauvcus carota) y en la Cfiscuta salina,

Anteriormente se creia que la pigmentacidn amarilla de las ho-
jas era causada siempre por una misma substancia, a la que se denomi
né xantofila., Miller (29) indicé que ha logrado identificar 12 xan-

tofilag, de las cuales la principal es la luteina,

2.2.3., Biosintesis y degradacidn de los carotinoides

El estudio quimico de los carotinoides data del afio 1920, In
la sipuiente década la estructura y algunos de los mhAs importantes
aspectos de ellos fueron determinados. Entre los trabajos relaciona
des con carotinoides, cabe mencionar el clhsico trabajo de Karrer, y
otros importantes investigadores realizados bajo la direccidn de
Kuhn, Zechmeister, Heilbron y sus respectivos cnlaboradores, citados
por Vieedeon (46).

Investigacicnes biosintéticas realizadas durante los pasados
diez afios, tienen la suficiente consistencia para demostrar que los
terpenoides son sintetizados a partir de unidades basicas gue contie
nen 5 carbonos. Dentro de ese procesc y con alguna reserva, median-
te una serie de reacciones complejas se forma el Fitoeno (C-40) que

es considerado el precursor de los carctinoides (15). fTrabajos re-
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cientes demosirnron que es necesaria la presencia de glucosa para la
formacidn de B-carctina (6).

Casi teda la evidencia disponible acerca de insercidon de oxige-
no para la formacidn de xantofilas, indica que es ¢l (ltime paso en
1a secuencia biesintética, Las informaciones acerca de que las xan-
tofilas son reducidas hacia B-carotina mediante aislamiente de cloro
plastos, afin requiere confirmacidn (15).

Bxperimentos realizados cen la mutante 5/520 de Chlerella vulga-

ris indicaron que sintetiza principalmente fitoeno cuando crece en
oscuridad y bajo condiciones heterdtrofas, bajo iluminacidn pero en
ausencia de oxigeno, esta sintetiza carvtinoides coloreados; si los
cultivos son luepe colocades en la oscuridad en presencia de oxilpgeno
la formacibn de xantefilas ocurre paralelamente cen la desaparicion
de carotinas (15).

Con la ayuda de 1802 y de H 0, Yamamcto et al, seglin Gocdwin

2

(15), demostrarcn que en Chlerella el oxigeno de la luteina proviene

del oxipenc molecular 18O vy no del agua H

> 0, Por otro lado, el

2
oxipeno del prupo epoxi de la viclaxantina, se derivd del oxigeno del
agua. La sintesis de carctincides en tejidos fotosintéticos esti
relacicnada con factores como la temperatura, luz y control metabdli
co. A medida que la temperatura desciende, decrece la sintesis de
carotinoides. Por ejemplo, si se presenta un dia con temperatura de
L grados centigrados, esta temperatura, es fisiolbpicamente equivalen
te o oscuridad,

4 una temperatura constante de dia las variacicnes de temperatu-

ra en la noche tienen un efecto muy pequefio sobre la génesis de



carotinoides, La Chlorella vulgaris en condiciones heterbdirofas pro

duce en ausencia de luz muchos carotinoides. Por otra parte Euglena
gracilis var, bacillaris, aislada y creciendo baje condiciones hete-
rotrofas, solo produce cantidades pequefias de carotinocides. Tal desg
cubrimiento fue realizmado por Goodwin y Jamikorn en 1954 (15).

Es bien conocido que el aislamiento de retofios produce inicamen
te trazas de carotinocides, las mayores de las cuales son xantofilas
(15). Bajo iluminacibdn los carotincides son rhpidamente sintetiza-
dos como en las plantas verdes superiores, Si brotes de maiz (ggg
mays) aislados durante cuatro dias son expuestos a luz roja (660 nm)
durante 5 minutcs, y luego son retornados o oscuridad, un examen de
ellos 2% horas después, indicard que contienen mhs carctinoides que
los retofios bajo control en la oscuridad (15),

Davies (6) indicd que en lo concerniente al control metabbdlico,
los brotes o retofios sintetizan considerables cantidades de estero~
les, cuando germinan en la oscuridad, pero de carotinoides aparecen
unicamente trazas, Bajo iluminacidn sin embargo, la parte verde de
los retofios y el desarrcllo funcicnal de los cloroplastos produce
una sintesis masiva, no solo de carctinoides, sino de otros componen
tes esenciales para la fotosintesis, entre ellos terpenoides de cade
na lateral-clorofila (fitol), plastoguinona (solasenol (c 43)),
vitamina K, (fitol) y tocofenoles (fitol) este es, sin embargo, que
no hay sintesis concomitante del esterol. EL mayor problema es como
puede causar la luz la canalizacidn de los terpenoides intermedios
hacia la sintesis del esterol, dentro de la sintesis de los "terpe~

noides fetosintéticos" que incluye los carotinoides (6, 15).
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o las xantofilas, el oxipenn pucde presentarse como grupos hi-

droxi, metexi, epoxi y carboxi (6, 26).

A
pol

Se ha comprebade que las lonpitudes de onda mbs eficaces par
promover 1a sintesis de clorofila (espectro de accibn) son asimismo
las mhs eficaces para destruir los careotinoides de las hejas. Tales
longitudes de onda son absorbidas fuertemente por el precurscr final

de la clorofila: la protocleorofila,

2.2.4, Propiedades de los carctinoides

Los carotinoides son pipgmentos amarillos solubles en éter y
otros soclventes de pgrasas. Se encuentran en los cloroplasteos, pero
encubiertos por las clorofilas) por eso las plantas adguieren un co-
lor amarillo o anaranjado cuande la clorefils es destruida, Los
plastidios que contienen solamente carotinoides son denominados cro-
moplastos (29, 48).

En las hojas caedizas de los Arbeles cuandce la clorofila se
Jdestruye a un ritmo mayer del gue se ha formade, los carotinocides se
tornan visibles., Il cambio de color verde hacia amarilleo durante la
maduracidn de muches frutos, es similar al procesc de amarillamiento
gue ocurre en las hojas verdes, El cclor amarillo que presentan mu-
chas pléntulas que han crecide en ausencia de luz, indica que la
planta ha producide carotinoides y no clorofilas (29). Deben su co-
loracidn amarillenta a la absorcidn de principalmente las partes
violeta~azules del espectro, como lo demuestran los valores de las

maximas de absorcibn (6, 13):
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Pigmento Lonpgitud de onda Solvente Referencia
B-carotina L5, 451,482 Hexano Goodwin, 1955
Luteina L20,446,5,476 Etancl Karrer y Jucker, 1950
Ep?iiignge 1§18, h42 471 Btanol  Karrer y Jucker, 1950
Violaxantina Loo, 441,471 Btanol Karrer y Jucker, 1950
Neoxantina 417,438,467 Btanol Krinsky y Goldsmith, 1960

Cabe agregar que la longitud de onda (expresada en nm) para mh-

xima absorcidn, varia con el sclvente a utiligzar,

2.2.,5, Distribucidn de los carotinoides

Las hojas de todas las plantas verdes contienen los mismos caro
tinoides mayores: B-carotina, luteina, violaxantina y neoxantina.
Estos pigmentos estin localizados especificamente en los granos de
los cloroplastos, en forma de cromoproteidos,

El relativo aumento de cada pipgmento varia de especie en espe=-
cie, peroc las xantofilas siempre predcminan sobre las carotinas (1k,
29).

Uin completo anflisis cuantitative de los pipmentos de las hojas
no se ha llevado a cabo en muchas especies, Sin embargo, un resulta

do tipico aparece en la siguiente tabla:
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Distribucidn Cuantitativa de Xantofilas en alfalfa:

(Bickoff et al. 1954) (1%)
Pigmento ¢ de xantofilas total
Cryptoxantina L
Luteina 4O
Zeaxantina 2
Violaxantina Bl
Heoxantina 19

En relacidn al contenido de n y fA~carctina en diferentes géne-
ros y especies de plantas, Goodwin (14) indica que Wierzchowski et

al. 1962, encontraron lo siguiente:

(Concentracidn expresada en mg/100 g de materia seca)

Planta O~carotina B.carotina
Acer campestre 6,8 20,3
Dougainvillea glabra 18,8 35,2
Calycanthus occidentalis 1241 33?9
IMicus elastica 3,8 12?4
Hedera helix 10,1 33?6
Magnolia acuminata 10,6 21,7
Taxodium distichum 10,0 15,6

Un estudio completo de los carotinoides en diferentes partes

de las flores de Delonix regia demostrd la variada distribucidn de

los pigmentos, en péialos, sépalos, filamentos y anteras del citado
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&rhol., El estudio en mencidn renortado por Goodwin (14), fue efec-~

tuade por Jungalwala y Cama en 10962:

(% por peso total de carotinoides presentes)

Pigmento Pétalos Sepalos Filamentos Anteras
B-carotina 34,05 32,85 12,55 1,73
Luteina 2,48 3,36 21,7 —
Epbxido de luteina 0,82 - 3,7 —
Violaxantina 0,85 1,77 b, b3 0,29
Heoxantina 0,2 0,4 —-— -

Seghn Miller (29) c-~carotina constituye el 10% de 1la carotina
presente en una hoja verde y la B-carotina constituye el 90% restan~

te -

2+2+b4s BSeparacidbn de los carotinoides

Para la identificacidn y anAlisis cuantitativo de los caroti-
noides especialmente si es necesario detectarlos en cantidades peque
fias, dentro de una mezcla de pipgmentos gque presente impurezas, como
generalmente ocurre, deberia utilizarse la cromatopgrafia en capa fi-
na (6, 16, 17).

Para la determinacibn cuantitativa de los carotinoides indivi.-
duales, normalmente el método que se signe es ¢l de espectrofotome-
tria, Este método requiere el conocimicento del coeficiente de ex-
tincidn molecular (qum), de cada pigmento para la longitud de onda

de absorcidn nmfxima y para el solvente especifico a utilizar (6,

13):
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Pigmento Coef.de Ext.Mol, Solvente Referencia
RB-carotina 2650 Hexano Zechmeister, 1934
B-carctina 2450 Hexano Smakula, 1934
B-carotina 2580 Hexano Zschellle et al. 1934
Luteina 2480 Rtanol Zscheille, White,

Beadly y Roach, 1942

Luteina 2600 Ltanol Strain, 1938
Epdxido de

luteina 2400 Etanol Strain, 1938
Violaxantina 2550 Etanol Karrer y Jucker, 1943
Violaxantina 2250 Etanol Strain, 1938
Neoxantina 2270 Etanol Strain, 1938

2e5« Elementos minerales y su relacidn con los pigmentos

Estudios bioquimicos del metabolismo celular han revelado que
la mayoria de los elementos minerales requeridos por la planta se ne
cesitan como parte de enzimas para los procesos metabdlicos (37) o

también como constituyentes de la sustancia propia de la célula.

2.3+.7. Nitrdgeno

Bonner (4) calificd al nitrbdgeno como "otro de los componentes
esenciales de la molécula de clorofila", Iste autor indicd gque su
deficiencia conduce a la formacidn de hojas con escaso contenido
clorofilico, Segln Wallace (44) el nitrbgeno cs& el responsable de
la coloracidn verde de las hojas debido a la formacibn de c¢lorofila,

Su deficiencia se manifiesta o través de un contenido relativamente
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bajo de clorofila, lo que induce una cloresis tipica, Malavolta
(28) resnltd gque en hojas deficlenites en nitrdgeno, los cloroplastos
se prescntaron en menor cantidad y menor tamafio que en las normales.
Segfin Hopp (23) el contenido de nitrdgeno en el cafeto incrementa

gipnificativamente del interior hacia el cxterior del arhusito,
&

2-312: EéSfGI‘E

Wallace (44) afirmd gue el fésfore estd involucrado en uns se-
rie de reacciones bicquimicas inherentes al metabolismo de los carbo
hidratos. A veces por eso se presentan sintomas de deficiencia simi
lares a las del nitrdgeno., Sin embarge, en el cafeto se ha observa-
do (32) que a veces las manchas clorbiticas toman una tonalidad roji-
za en caso de una deficiencia avanzada, Citando a Muller, Malavolia
(28) indicd que el contenido de fbéesforo en las hojas es mayor cuando
hay deficiencia de hierro., ¥l contenido de fbosforo en el cafeto es
significativamente menor en la parte superior del arbusto gque en la

parte media y 1la parte baja (23).

2.5.34 Potasio

Se dice que el potasio contribuye a le fotosintesls, especinl-
mente bajo condiciones de intensidad luminica baja (44). Una fuerte
deficiencia potésica se moanifiesta en café por una necrosis amarillo
rojiza del borde de las hojas (24). Malavolta (28) encontrd gue el
potasio tiene gstrechsa asocciacidn con el contenido de almiddén en el

cafeto, Asimisme confirmd la reclacidn inversa entre los conitenidos
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de potasio y de magnesio. Segln Hopp (23), su contenido no varia

con la posicidn dentro del arbusto de café,

2.3,4, Calcio

Bl calcio actia como regulador de la actividad de los iones de
potasio; tiene también importancia en la absorcién de nitrdgeno, y
por ende indirectamente en la formacidn de clorofila (4k). EL conte
nido de calcio en el cafeto decrece de la parte baja hacia la parte
superior del arbusto y de adentro hacia afuera, El mayor contenido
de calcio estd en el interior del arbusto, en la parte baja, y el
menor contenido se encuentra en la parte externa especialmente en

las hojas jbvenes superiores del cafeto (23),
2,3.5. HMagnesio

£l finico elemento metllico presente en la molécula de clorofila
es el magnesio (38). Cuando en una planta se manifiesta una defi-
ciencia de este elemento, la clorofila se forma sdlo en pequefias can
tidades, tomando las hojas de tal planta un color amarillo (&, 44),
La deficiencia de magnesio en el café, seghn Bendix (2), se demues-
tra en la propensidad de la planta a enfermedades, mal desarrollo de
su clorofila vy con eso mermas en la producecidn, poca resistencia a
la luz solar y calor, factores importantes que determinan la agricul
tura tropical. BExiste un antagonismo fuerte entre magnesio y otros
cationes especialmente de potasio, y calcio, La pérdida de magnesio
en el suelo es intensificada por fuertes lluvias, las cuales pueden

lavarlo (2). Tiester (7) encontrd que la cincentracidn de magnesio
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en las hojas del cuarto nudo, en café fue significativamente mayor
gue la correspondiente a las hejas de los nudos basales. In plantas
de café, deficientes en magnesio, Malavolta (28) halld que los cloro
plastos no presentaron el tipico color verde., De acuerdo con Hopp
(23) 1a distribucidn de magnesio en el cafeto es similar a2 la ya des

crita parn el calcio,

2.3.6. Azufre

De acuerdo con Miller (29) el azufre es indispensable para la
formacidn de clorefila. Cuando se detecta deficiencia de este ele-
mento en plantaciones de café, aun cuando no aparecen sintomas visi-
bles le floracidn puede ser normal pero ne hay formacidn de grano

(28).

2-3-7. HZ’E.E:‘I‘I’O

Robbins (38) indicd que el hierro es esencial para la formacidn
de clorofila, afiadiendo que las plantas desprovistas de hierro, pota
sio, fésforo y zinc ne aleanzan normalmente 2 formar clorofila. 3Se-
ghn Wallace (44), el hierro ostf intimamente asociado con la forma-
cidn de clorefila pero no es constituyente de ella, Lo deficiencia
de hierro es muy comin en los lugarcvs donde se cultiva café, porque
la falta de un drenaje adecuado y valores extremos de pH hacen que
se efectlien cambios de valencia en los compuestos de hierro del sue-
lo ¥ que el manganeso se comporte como un elemento limitador (12,
28). En el arbusto de café, el contenide de hierro decrece del in-

terior hacia la posicidn extericr del Arbol (23).
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2.5.8. DBoro

Tanto para el boro, como para el clorono se ha establecido afin
el papel exacto que desempeilan en ¢l metabolismo celular, Sin embar
go, cuando la ausencia total o la deficiencia de ellos se presenta
en la planta, ésta sufre graves trastornos y puede llegar hasta mo-
rir {37). En el cafeto estos trastornos se manifiestan en una leve
clorosis, principalmente en algunas hojas viejas. Comfin, en cambio,
gon la muerte de la yema y deformacidn feoliar, sin pérdida aparente

de los pigmentos (32).

2.3.9. Manganeso

Segln Ray (37) el mangoneso se utiliza en la formacidn de O, en

2
la fotosintesis., Bonner (4) estipuld gue el manganeso y el cobre
son esenciales para la formacidn de clorofila,

Lo anterior es corrocberadoe por leagland (19), al indicar que el
manganeso desempefia una labor tanto en el proceso fotosintético como
en la formacidén de clorofila, Ia acumulacidn de materia orghnica en
los cafetales produce un efecto desfavorable para la absorcidn del
manganeso (28), In el arbusto de café, la porcidn central tiene un

alto contenido de manganeso, mucho mayor al que existe en el inte~

rior y el exterior del arbusto (23),

2.32.,70, Zine

Resultados provenientes de experimentos realizados con deficien
cia incipiente de zinec (19), determinaron un marcado efecto retarda-

dor sobre la sintesis de proteinas., Habia una répida reanudacibn de
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1a sintesis proteinica cuando fue adicionado zinc. Lz sintesis de
almidén fue asimismeo retardada por la deficiencia de zinc, afin cuan-
do el contenido de azficares en 1a planta no disninuyé., Esto contras
ta con los efectos producidos por la deficiencia del bore (19). BEn
plantacilones de café la absorcidn de zinc se ve limitada por el exce
so de manganeso (28). La deficiencia de zinc en el cafeto, ademfis
de la siguicente sintomatologic: entrenudos de las ramas secundarias
extremadamente cortes, hojas de tamafic reducido, a veces con las nmlr
genes del limbo volteadas hacia la parte ventral de la hoja, colora-
cidn desde verde normal hasta clorosis acentuada, formacidn de rose-
tas, etc., produce muerte regresiva ("die-backV) de las ramas, Cuan
do la deficiencia de zine es muy acentuada y hay frutos presentes en
ia rama, el tamafio de esos frutos es menor gue el de los normales

(9.

2.4, Otros factores que influyen en el contenido de clorofilas

2.4.1. Temperatura

Do acuerdo con Franco {10) ez frecuente obscervar en cafetales
hojas con manchas irrvegulares, blanguecinas, gue se presentan siep-
pre en hojas pares de la nmisma edad., Asi por ejemplo, 81 en una ra-
ma es el quinto par de hojas el que presenta los sintomas, en otras
ramas de la misma planta o en ramas de plantas contiguas, serd tam-
bién el guinto par de hojns las afectadns. Las &reas blanquecinas
en el limbo foliar son muy variables e irregulares yendo desde una

pequefia franja & lo largo del margen foliar hasta cubrir la totalidad
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del &rea de la hoja. Irecucntemente las hojas gue presentan los sin
tomas aludidos son de tamafio menor que las normales y un tanto defor
madas. Kl hecho de gue la decoloracibn se presentd siempre en pares
de hojas de la misma edad, sugeria que se trataba de un fenbmeno cau
sado por un factor climltico, que actuaba cuando ese par de hojas
se hallaba en cierto estado de desarrollo. En el Brasil el frio no
se presentaba como la caunsa mis probable en vista de las condiciones
climbticas del lugar, Sometiendo cafetos jbovenes cultivados en mace
ta a bajas temperaturas, poeco arriba de 02C se obtuvieron sintomas
similares a los observados en el campo, generalmente de 3 a 7 dias
después del tratamiento, ILas hojas mis severamente afectadas no re-
cobraron su estado normal, permaneciendo de menor tamafio, deformadas
y con Areas despigmentadas, Un examen microscdpico de estas regio-
nes reveld destruccibén de los cloroplastos. Las hojas sensibles a
los tratamientos fueron las hojas nuevas, pero ya con algunos centi-
metros de crecimiento. No se obtuvo decoloracidn en hojas adultas o

con menos de 2,5 cm de crecimiento.

201‘]'421 Luz

La luz es csencial para la formacidn de clorofila con excepcidn
de pocas plantas tales come ciertas algas, musgos, helechos ¥y pléntu
las de conlferas en las cuales se forma clorofila también en la oscu
ridad, Plantulas de loto acudtico y varias especies de Citrus, que
han crecido en la oscuridad, también contienen clorofila (29).

En relacidn al contenido de clorofilas se sabe que entre éstas,

la luz y la fotosintesis existe una estrecha ascciacibén. Tn café se



ha 1llegndo a establscer gque unn fuerte intensidad luminosa provoca
incluso el cierre de los estomas (35). ZLas hojas amarillentas refle
jan mis cnergia gue las hojas verdes (31),

En cuanto ol efecto de la sombra, Franco (8) indicd que las ho-
jas de &rboles testigos expuestos al sol, tenian menos clorofila que
las hojas de Arbolessombreados. Las hojas de cafetos sombreades con
Madre de Cocno (Gliricidia) terion mayor cantidad de clorefila que
los testigos al sol, pero menor cantidad que hojas de cafetos sometl
dos a otros tipos de sombreamiento. TLas hojas de cafetos sombreados
con Eucalyptus sp, v las hojas internas de &rboles testigos 2l sol,
no difieren entre si en cuanto al contenido de clorofila, Ambas po-
dian tener mayor cantidad de clorefila que la contenida en los cafe-
tos ya discutides, s6lo siendo inferior su contenido al de las hojas
de cafetos sombreados con techo de madera. En conclusidn, las hojas
de cafetos sombreados con techadumbre de madera son las gue prescn-

tan mayor cantidad de clorofila:

Porcentajs de clorofila (¥)

Cafetos scmbreados con Gliricidia tedia genecral: 0,248
Cafetos testigos al sol Media general: 0,176
Cafetos testipgos al sol (hojas internas) Medin general: 0,338
Cafetos sombreados con Lucal Lyptus Medin general: 0,519
Cafetos sombreados con madera, techado Mediz general: 0,392

Tl mismo autor (8) sefialé que la cantidad de clorofila aumentd

con la intensidad de lz sombra, Naturalmente, habra en la curva un
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punto que representa la intensidad Sptima de sombra en cuanto a pro-
duccidn de clorofila. A partir de ese punto, que segln este investi
gador (8) estaria abajo de 2843 1lux, la curva tendria que descender
marcadamente ya gque la planta en ausencia completa de luz no forma

clorofila,

2.4.3. Bdad

Segln Namken y Lemon (33) el contenido de clorofila en maisz
(Zea QEXE) aumenta con las primeras etapas de desarrollo de la hoja,
¥y luego tiende o disminuir., La edad de la heja a la cual correspon-
did la mayor concentracidn de clorofila, la denominaron "fase de ma-

durez fotosintética™, In café (Coffea arabica L,) Weaver y Clements

(45) indicaron gue el contenido de clorofila en una misma especie ¥y
afin en una misma planta, varia con 1la edad de ésta, 8&stak y Vacla~
vik (40) encontraron que la edad tiene efecto tanto sobre el conteni
do de clorofila come sobre lo actividad fotosintética., SEstak y
Catzsky (39) sefialan que hojas jdvenes bien desarrolladas contienen

mayor cantidad de clorofila gque hojas viejas o adultas,.
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5e  MATERTALES 7 METODOS

3.7 Leocalizacidn y caracteristicas del lupgar

i

Esta investigacidn se llevd a cabo en el laboratoric de T'isiclo
gia Vegetal del CTEI:; Arens cafetaleras de Tucurrique, 1la Suiza, Je-
sts Maria y terrenos del Centro Tropical de Ensefianza e Investiga-
¢idn del Institute Interamericano de Clencias Agricolas de la OEA
{IICA~CTEI) ubicado en el cantdn de Turrialba, provincia de Cartago,
Replblica de Costa Rica, L vnlle de Turrialbz se encuenira en una
zona subtropical himmeda (21) a una altura de 602 metros sobre el ni-
vel del mar, Su situacidn geogréfica es de 9 grades 53 minutos lati

tud Horte y 83 grados %9 minutos longitud Qeste. Il clima presenta

las siguidentes caracteristicas:

a} Precipitacidn: promedic anual es de 2581 mm. Los promedios

ndximos v minimos mensuales fluctlian de 342 a 65 mm valores que co-
rresponden 2 los meses de diciembre y marzo, respectivamente, EL
mes de diciembre es por eso el mis lluvioso y los meses de marzo y
abril corresponden a un periodo de menor precipitacibén, Sin tomar
en consideracidn los valores extremos puede decirse que hay bastante

uniformidad de precivitacidn o través de todo el afio.

b) Temperatura: el promedic diario anual es de 22,52C. Las

temperaturas méxima y minima promedio alcanzan valorces de 289C duran
te el dia y 179C durante la noche, respectivamente, La temperatursa
méxima absoluta se repgistrd en el mes de mayo con 329C ¥ 1a minima en

el mes de enero con 109C.
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¢) Brillo solar: ¢l promedio mensual de luminosidad es de 140

horas, Il miximo corresponde & marzo con 174 horas y el nminimo a

julio con 102 horas, E1 promedio diario de horas sol es de 4,37.

4} Humedad relativa: el promedio mensual es de 87%, con un mé-

¥imo v un minimo de 90 y 83% en los meses de julio y marzo respecti-
vamente. Generalmente durante 1la noche la humedad relativa alcanza

valores entre 98 v 100%, en tanto que a medio dia es de 65% (5).

3.2+ Recoleccibdn de muestras

Para establecer un patrdin del contenide de pigmentos en hojas

normales de café (Coffea arabica L.) se muestrearon 5 arbustos. De

cada arbusto se tomaron por duplicado hojas en tres posiciones: a
pleno sol, autosombra intermedia y a plena autosombra,que se ansli-
zaron por separado. Genreralmente tales hojas correspondieron al ter
cer par, contando desde la parte terminal de la rama, Una vez obte~
nido el patrdn normal de concentracidn de pigmentos, se colectaron
por duplicado hojas de cafeto que presentaban sintomas visibles de
deficiencias minerales especificas; seguidamente se les clasificd en
tres grados de deficiencias inicial, intermedia y avanzada, Para es
ta identificacibn de campo se siguid la Clave de los sintomas visi-

bles de las Deficiencias® elaborado por Miller (32), asi:

3.2.1. Nitrdgeno

En el estado inicial de deficiencia se observd una franja angos

ta, fuertemente amarilla, a lo large del borde de 1z hoja (32). En
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el estado intermedio de doficiencia aumentd el Aren amarilla de la
hoja ¥ per consiguiernte disminuyd ¢l area verde de 1ln nisma. Muy

avanzada la deficiencia la heja aparecid tetalmente amarillenta.

Fe2.2s TFdsforo

En el estado inicial de deficiencia la hoja prescntd poquefias
manchas cmarillo-rojizas.

ALl progresar la deficiencia, el Aree amarillo-rcjlzo de la hoja
ge extendid notablemente.

El estndo avanzado se caracterizd por una marcada clorosis con

manchas amarilientas con tonalidades rojizas.

FePeb. Potasio

De acuerdo con Miiller (52) 7la necrosis es el sintoma mfs tipi-
co de la deficiencia de potasio®, Seghn el tamafio del &rea necrdti-
ca y de la pequefia faja amarillenta, ubicada entre el tejido necrdti
co marginal o apical y el &rea central, nce afectada, se establecie-

ron 3 estados de deficienciz,

3.2.4, Calcio

Bajo condicicnes de deficicncia, la hoja prescentd clorosis en
forma irregular "dojando un &rea endentada verde oscurc 2 lo largo
del nervio principal v deformacidn convexa de la lémina® (32}, Aten
diendo a la magnitud del &rea clordtica se cstablecieron tres estados

de deficiencia,
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3.2.5. Magnesio

Miiller (32) indicd que la deficiencia de magnesio se manifiesta
por una clerosis que enmpieza cerca del nervio central y se expande
entre los nervios principales laterales, dejando a ambos lados de ta
les nervaduras una faja siempre verde. Agregd el citade zutor que
en casos avanzados de deficiencia el 8rea clordtica ocre-amarillo
llega a cubrir la totalidad de la hoja. La clasificacidn en tres es

tados de deficiencia se basd en tal premisa,

3.2.6, Azufre

PR

Malavolta (28), citando a Mlller, indica que la deficiencia de
azufre se manifiesta por una cloresis gue abarca el nervio principal
y se extiende hacia la mitad de la hoja. De acuerdo con la intensi-
ficacidn de la clorosis, se clasificd la deficiencia de azufre en 3

estados.

5,2.7« Hierro

Los 3 estados de deficiencia, calificados segln la clave de
Miller (32), incluyeron a)hejas verde c¢laro, b) amarillentas, ¢)
casi blancuzcas, Al mismo tiempo se dio consideracibn al aspecto

reticulado de las mismas,

?.2.8, Manganeso

Il estado inicial presentd hojas con reticulade grosero sobre

fondo verde claro, [l intermedio se denotd por la presencia de hojas
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con nervaduras verdes produciendo reticulacidn sobre fondo amarillen
to, en tanto que en ezxtade avanzado las hojas fuercen totalmente ama-

rillas,

3.2.9. Boro

La sintomatologia no fue wmuy tipica. Sin cmbarge, atendiendo
la "Clave de los sintomas visuales de las Deficiencias! de Miiller
(32) se le clasificd en 3 estados, de acuerdo con el tamafio de las

hojas y el grado de deformacidn de las mismas,

3,2.10, Zinc

Los 3 estados de deficiencia presentaron hojas de menor tamafio
gue las normales y un reticule verde gue se destaca sobre un fendo
verde claro o amarillente, tlegnndo a tener una coleracidn amarillio-
blanquecina, en casi toda la hceja en estado avanzade (32).

La conprebacidn de las deficiencias encontradas se realizd por
medio de anflisis foliar, con los resultados gue se incluyen en el
Apéndice.

Puesto que loz sintomas de deficiencia se presenton en hojas exe-
pucstas a diferentes intensidodes luminicas, seglin el caso especifi-
co (pee., ¥ en hojas jdvenes, a plerno sol; P en hojas viejas de plena
autosambra), se ducidid efectuar las comparaciones del casc con los

patrones respectivos:
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Deficicencias:

N, hojas joévenes asoleadas

P, hojas adultas de scmbra intensa

Potrdn:

Hojas normales

Hojas normales
bra

a pleno sol

a plena autcson

K, hojas adultas de sombra media Hojas normales de autcsombra
intermedia
Ca, hojas jovenes v adultas de Hojas normales de autosombra
sombra media intermedia
Mz, hojas adultas de sombra media Hojas normales de autosombra
intermedia
S5, hojas jbévenes y adultas * Hojas normales de plena auto-
sombra
Fe, hojas jdvenes de sombra media Hojas normales de auwbtosombra
intermedia
Mn, hojas jovenes y adultas de Hojas normales de autosombra
sonbra media intermedia
B, hojas jovenes y adultas de HoJas normaies de autosombra
sombra nmedia intermedia
Zn, hojas jévenes y adultas de Hojas normales de autosombra

sonbra media

intermedia

5.53. Preparacitn del extracto para la separacidn de los pigmentos

Un gramo de¢ materia fresco se sumergld durante 1 minuto en agua
destilada para desnaturaliszar las clorefilasas y otras enzimas. En
los casos de deficiencia de hierro y de manganeso se afiadid o esta
aguad una pequefia cantidad de carbonato de calcio, por ser el material
(Esto se repitid también durante la trituracién).

acidico. Luego

* Las hojas deficientes en azufre fueron comparadas con hojas de
plena autosombra, porque se les obtuve en condiciones de inverna-
dero, es decir bajo techo,
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se¢ triturd el material con un noco de arsna de cuarzo en un morterog
se le agregd cierta cantidad de acetona y se siguid triturando, Sc

pasd 1a masa a un filtro de vidrio fundide, tipoe M (mediano) celoca-
do sobre un frasco de filtracibn. Se aplicd vacio. Se agregd otra

pequefia cantidad de acetona al mortero, se lavd y se pasd el liquido
al filtre, removiendo 1a masa en este. Se ropitidé el procedimiento

varins veces, gastando un total de 25 ml de acetonn. Después se com
pletd el volumen del filtrade a 25 ml, lavando al misme tiempo el

frasco Biichner.

2.4, Separacidn de los pigmentos mediante cromatografia en capa fina

Para la separacidn de los pigmentos de los cloroplastos se utbi-
lizd el métode de cromatografia en capa fina propuesto por Hager y
Bertenrath (16). Los pigmentos separadoes fueron somctidos 2 un ané-

lisis cuantitativo mediante el procese de especirofotometria,

3.4,1, Preparacién de placas

a) 5S¢ pesaron juntos:
12 g Kieselpgur G (tierra silice, E. Merck. Mo. #129)
3 g silicagel 0,08 mm (E, Herck Ho. 7729)
% g carbonoto de calcic
0,02 g hidrbdxido de enlecio
b) Se¢ prepard una s:lucidn de acido nscdrbico al 5 = “lO“‘3 Ma
¢) Se midieron 55 ml de 1o solucidn de &cido ascbébrbice, los

gue se mezclarcen con el material adsorbente pesado, bajo agitacidn

constante. Se continud agitando vigorosamente durante 60 segundos,
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Lucgo se vertid la masa en un aplicador de cromatografia (marca
UNOPLAN, tipo BP. 945,868, de la firma Shandon Scientific Co. Ltd,),
y se le esparcid sobre placas de vidrio, dindole un espesor de

0,25 mm, Las placns se dejaron secar sin moverlas, durante unos 10
minutos, Luego se les llevd a secamiento por 90 minutos, en una es-
tufa, con ventilacidn adecuada, 2 una temperatura de 509C para su ag

tivacidn.

3.0,2. Disclvente para la separacidn

Se mezclaron 100 ml de gasolina (ligroina) con un punto de ebu-
1licién de 100 a 1400C con 10 ml de isopropanol y 0,25 ml agua desti
lada, De esta mezcla se colocd suficiente cantidad en una cémara
cromatogrifica de vidrio, con tapadera esmerilada superpuesta para

llenar el fonde hasta unos 0,5 c¢m de altura.

3.4,3, Método

Del extracto de pigmentos, se¢ aplicd con una pipeta 1 ml en una
franja angosta (menos de 1 cm de ancho) sobre la base de la placa,
La aplicacidn se hizo con muy poca luz, dando tiempo 2 que la aceto=-
na se secara durante la misma, Luego se dejaron secar las placas
por pocos segundos y se cclocaron en la clmara cromatogr&fica con el
solvente. Se tapd la clmara y enseguida se le cubrid totalmente con
una caja de madera. La separacibén de los pigmentos durd de 40O a
60 minutos, La secuencia de los pigmentos en la placa, desde arriba,

o sea el frente hacia abajo, fue la siguiente!
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Pigmento Color
carcotinas anaranjado
clorofils "an verde azulado
clorofila ''bt verde
luteina amarillo fuerte
epdxido de luteina amarillo
viclaxantina amarillo
neoxanitina anarillo

{(1inea de base)

Después de la separacidn, cada una de las franjas correspone
dientes a un pigmento, mediante una esphtula con el material adsor-
bente, fue itrasladada z una bateriade filfros friteados colocados so-
bre frasces color ambar, disefiados para aplicarles vacic., Del embu-
do, el filtrado pasdé a un matraz aforade de 10 ml. DLstando este ma=-
traz dentro del frasco ambar. Para lao elucidn se utilizaron los
disolventes que se citant! hexano para carotinas; acetona para las
clorofilas "a% y VD" y etanol para luteina, epbxido de luteina, vio-
laxantina y neoxantina, El aforo del matraz se efectud luego con el

solvente respectivo.

3.5, Separacidn de carotinas {nicamente

Para determinar que tipos de carotinas se presentaron en el crg
matograma obtenido anteriormente, se utilizd el métedo de Hager y

Meyer~Bertenrath (17):
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a) Preparacién de plncas: Se pesaron juntos:

29,5 g de UaCO3 {E. Merck Ho. 2068)
6,0 g de Mg0 (%, Merck Ho. 5863)
5,0 g de Ca (OH) (E, Merck Ho. 2047)

2
Se mezolaron con H6C ml de una solucidn acucsa de KOH a2l 1,7%.
Las placas se dejoron secar alghn tieuwpe al aire y luego duran-

te 45 minutos, en una estufa o una temperatura de 1102C,

b) Solvente para separncidn: Se mezclaron 100 nml de gasolina

{(ligroina) con un punto de ebullicidn de 100 a 1409C, con 3 ml de

clorcformo.

¢) y &) La preparacidn de los pigmentos y el método: Se uti-

1izd el mismo extracto de pigmentos, utilizado para la separacién de
I 1 P e
todos losg pigmentos (3,3). De &1l se aplicd 1T ml sobre la base de la
placa activada, Lo secuencia de carotinas obtenida fue:
B-carotinn

y-carectina

{1inea de bhase)

Para 1o extraccidn de ambas carctinas se empled cloroformo,

seghn el método descrito (3.4.3.).
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3,64 AnAlisis cuantitative de los plgmentos

Se utilizd un espectrofotdmetro Beckman, modelo B. Con cada
pigmento se determind la mbxima absorbancia (densidad &ptica) para
una longitud de onda especifica, La absorbancia mixima del pigmento
fue medida en relacidn n la del disolvente puro, respectivo, Para
calcular matemAticamente la concentracidédn es necesario conocer, para
cada pigmento, el coeficiente de extincidn molecular, gue es una fun
cidn de soluto, del disolvente y de la longitud de onda. Para proce

der al anflisis se contd con los siguientes datos (11, 13, 16, 17,

b1)s
Pignento  Disolvente ToifRoOpttbary  farlpiie ce

Carotinas Hexano 450 nm 2450
Clorofila "a'  lcetona 430  am , 106
Clorofila 1p" Leetona k55 nm 146,9
Luteina Etanol Lhe, b nm 2540
Epbdxido Etanol 418  nm 2400
Violaxantina Ltanol 420  nom 2250
Neoxantina Etanol 438  nm 2270
f-carotina Cloroformo 456  nm 2420
Y-carotina Cloroformo 456  nm 2200

Con el propdsito de expresar la concentracidn de pigmentos en
mg/100 g de peso fresco del material, se empled la férmula (17):
Fe fla 2o 10

1%
E1 cm’

C = 100

De We



en 1a cual:

[

=4

1 ecn

3

w

10

100

- L -

cencentracidn del pigmento en mg/l00 g de peso
fresco

absorcidén mAxima o densidad Gptima mixima del pig-
mento

coeficiente de extincidn molecular de cada plgmento

nl del exbtracto ecruds de pigmentos en acetona
(= 25 ml)

ml de extracto crude aplicado sobre la placa
(m1 ml)

ml de disolvenie utilizado para la elucidn de cada
pigmento (= 10 nl)

peso fresco del material con gque se inicid la exe
traccidn (= 1 g)

foctor consionte

coeficiente para expresar 1ln concentracidn sobre
100 g de peso fresco.

Ln 1as condiciones del presente trabajo la férmula puede trans-

formarse de la manern siguiente:
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L, RESULTADOS

In este capitulo se presentan los datos obtenidos en el an&li-
sis de hojas normales a pleno sol, autosombra intermedia y plenz au-
tosombra, 1o mismo que los resultades provenientes del anflisis de

hojas con sintomas de deficiencins minerales,

k,1. Contenido de pigmentos en hojos normales de café

(Coffea arabica Le)

Tal como se muestra en la Figura 1 y Cuadre 1, en las hojas nox
males a pleno sol fue donde se encontrd el menor contenido de todos

los pigmentos,

Cuadro 1, Contenido de pigmentos en hojas nermales de café (goffgg

arabica L.). ({mg/100 g de peso fresco}.

Posicidn de 1la hoja

Autosombra ine

Pigmento Pleno sol R Plena autosombra
termedia
X Sx x Sx x 5x
Carotinas 8,4 + 0,39 13,0 + 1,64 15,8 + 1,67

Clorofila a 537,0 + 45,00 1188,0 + 133,00  1162,0

+
wd
<
o

-
O
o

Clorofila b  237,0 + 22,00  537,0 + 52,00  398,0 + 79,00
Luteina 17,0 &+ 1,1 26,3 + 2,34 25,1 &+ 2,33
Epbxido de

Tuteina 3,1 & 0,h2 6,3 x 0,9k 3,9 &+ 0,4
Violaxantina 3,7 + 0,28 h,2 + 0,37 b,6 &+ 0,40
Neoxantina 3.0+ 0,28 7,3 + 0,88 6,6 + 1,08
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Ern las hojas normoales de autosombra intermedia se halld la mayor
concentracidn de clorofila Yaily, clorafila b, luteina, epbxido de
luteina, violaxantina, neoxantina. El contenido de carotinas fue tam
bién mayor que en hojas a pleno sol, pero meror gue el correspondien-
te & hojas normales de plena autosombra,

En hojas normales de plena autosombra se notd la mayor concen-
tracidén de carotinas. El contenido de clorofilas "a' y #b", asi co-
mo de xantofilas (luteina, epéxide de luteina, viclaxantina y neoxan

tina) era inferior al de las hojas de autosombra intermedia,

4.2, Tipo ¥y contenido de carotinas en heijas normales de café

EL Cundro 2 y la Figura 2 exhiben los tipos de corotinos (R y
Y-carotina)} prescnites en una hoja normal de café a plena autosombra
¥ su respectiva concentracidn. Se observa asi que el conienide de

B-carotina es mayor gque el de Y-carcotina,

Cuadro 2., Tipo y contenide de carotinas en hojas normales de café

(Coffea arabica L,). {(mg/100 g de peso fresco).

Tipo de carotinas Concentracidn

8-¢carotina 6,7

Y~caroiina h,6
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k,3, Contenido de pigmentos en hojas con sintomas visibles de

deficiencia de nitrdgeno

Er el Cuadro 3 y en la Pigura 3 se observa gque en el estado ini
cial de la deficiencia las clorofilas "a y "b", son las gque presen=
taron mayor concentracibdn, siguiéndoles (en orden decreciente) luted

na, carotinas, violaxantina, epdxido de luteina y neoxantina,

Cuadro 3. Contenido de pigmentos en hojas con eintomas visibles de

deficiencia de nitrbgeno de café (Coffea arabica L.).

{rz/100 g peso fresco).

Pigmento Estado inicial Estado intermedio Estado avanzado
Carotinas 6,4 3,3 1,0
Clorofila a 400,0 189,0 106,0
Clorofila b 162,0 106,0 38,0
Luteina 16,2 9,1 9,6
Epbxido de

luteina 349 2,1 113
Violaxantina Lok 1,4 1,9
Neoxantina 3,3 T, b 141

En el estado intermedio hubo disminucidén general del contenido
de pigmentos con respecto al estado inicial de deficiencia, Las clo
rofilas "a" y '"b" presentaron la mayor concentracidn en estas hojas

siguiéndoles luteina, carotinas, epbdxido de luteina, violaxantina,

neoxantinaj las dos Gltimas con igual concentracidn,
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In el estrde avanzado continud la disminucién general del conte
nido de pigmentos con respecte al estade inicial. La mayor concen-—
tracidén correspondid otra vez a las clorofilas "a y "b", siguiéndo-
le luteina, violaxantina, epdxido de luteina, neoxantina, carotinas,
En relacibn al estado intermedic hubo aumento de luteina v violaxan-
tina.

En el Cuadro 4 se aprecia que hubo disminucién de carotinas,
clorofila Ma", clororila "b%, total de clorcfilas ("a' y "bM), lutei
nay neoxantinn. Se observa aumento de epbxido de luteina, violaxan
tina, total de xantofilas,

fn el estado intermedio se nota disminucidn de todos los pigmen
tos. La mayor disminucién corresponde (orden decreciente) a clorofi
la "av, total clorofilas {(Vai v ib") v violaxantina (con el mismo
%), carotinas y neoxantina (econ igual %), clorofila "b", luteina,
total de xantofilas, epbxido de luteina,

En el estado avanzado se apreciac disminucidn general de los pig
mentos. La mayor disminucidn corresponde a cerotinas, siguiéndole
en orden decreciente clorofila #b'", clorofila "a" y total clorofilas
("at y "b") con igual porcentrs jes neoxantina, epbdbxide de luteina,
vienlaxantina, total xantofilas, luteina.

fn el Cuadro 5 estén indicados los contenidos del total de carg
tinas, xaentofilas y clorofilas (#a™ y "u") en hojas normales, a ple-
ne sol, y en cada unc de los 3 estndos de hojas deficientes en nitrd
geno, Como se¢ observa la relacidn de xantofilas 2 carotinas en ho-

jas normales es menor que en cualquiera de los tres estados de
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deficiencia. En 1las hojas deficientes se noia que la relacidn més
alia corresponde al estade avanzado, disminuyendo en el estado ini-
cial e intermedio respectivamente.

La relacidn de clorofila "aM" a clorefila "B" en hojas normales
a pleno scl es menor gque la correspondiente a los estados inicial y
avanzado de la deficiencia, pero es mayor que la del estado interme-
dio, En hojas deficientes la relacidn mbs alta se observa en el es-

tado avanzado,

L,L, Contenido de pigmentos en hojas con sintomas visibles de

deficiencia de fésforo

En el Cuadro 6 y en la Figura 4 se observa que en el estado ini
cial de deficiencin, el mayor contenido corresponde a clorofila "al
siguiéndole en orden decreciente clorofila "b", luteina, carotinas,

violaxantina, neoxantina, epbxido de luteina.

Cuadre 6. Contenido de pigmentos en hojas con sintomas visibles

de deficiencia de fésforo de café (Coffea arabica IL.).

(mg/100 g peso fresco).

Pigmento Batado indicial Estado intermedio Estado avanzado
Carotinas 10,7 3,0 4,3
Clorofila a ?37,0 242,0 0,0
Clorofila b 638,0 85,0 2,0
Luteina 30,0 14,0 20,9
Epbxido de -

luteina 346 3?1 3?9
Violaxantina 745 2,2 2,8

Neoxantina b7 1,9 1,k

kv — ot oS ittt ey
—— pmasparmes S Sl e
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En el estoade intermedioc se nota un descenso general del conte-
nide de pigmentoes con respecto al catado inicial de deficiencia, Lo
concentracidén en orden decrecicnte se establece de la siguiente mane
ra: clorcfila "am, clorefila YbY, luteina, epdxido de luteina, caro-
tinas, violaxantina, neoxantina.

El estodo avanzado presenté aln mayor descenso global con rela-
¢idn al contenido de pigmentos en el estado inicial. Al hacer la
comparacidn con el estado intermedio, hubo aumento de luteina, caro-
tinas, epdxido de luteina, necxantina. Se observa ausencia de cloro
fila "a", disminucidén de clercfila "b" y de ncoxantina. Tn este es-
tade 1la mayor concentracidn corresponde a luteina, siguiéndole caro~
tinas, epbdxido de luteina, violaxantina, neoxantina,

En el Cuadro 7 se obscrva gue en el estrdo inicial hubo disminu
cibén (en orden decreciente) de clorefila "a', carotinas, necxantina,
total de clorofilas (¥a' y b} y epdxidc de luteina, Se nota un
numento {en orden creciente) de xantofilas totales, luteina, clorefl
la "b" vy vicloaxantina, Fn el estado intermedio se observa disminu-
cién general de pigmentos en el siguiente orden: carotinas; clorofi-
la "a", clorofila "b" y total de clorofilas (Ma" y "HM) cor el misnc
porcentaje; neoxantina, total de xantefilas, luteina y violaxantina
con ipual porcentaje, epdxido de lubteina,

En el estadoe avanzado se observa disminucibn (en orden decre-
ciente) de clorofila #a", neoxantina, clorofila "b" y totnl de cloro
filas ("a™ y Yb") con el mismo porcentaje, carotinas, violaxantina,

total de xantofilas, luteina, Hubo sir embargo un aumento de epbxido

de lutelna,
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En el Cuadro 8 se muestra el contenido de pigmentos en hojas
normales a plena autescombra en relacibn a cada uno de los 3 estados
de hojas deficientes en fésforo. La relacién de xantefilas z caroti
nas en hojas normales de plena autoscombra es mayor gque cualguiera de
las correspondientes a los 3 estados de deficiencia. In hojas defi-
cientes la mayor relacidn se cbserva en el estado intermedio, seguiw-
da por la del avanzado y la del inicilal.

Lo relacidn de clorofila Ua® a clorefila "b" en hojas normales
de plena autosonmbra es mayor gue la correspondiente a cualesquiera
de los estodos de deficiencia, EBn hojas deficientes la proporcidn
mds amplia corresponde al estadoe intermedio, disminuyendo en el esta

do inicial y toma valor cero en el estado avanzado,

4,5, Contenido de pigmentos en hojas con sintemas visibles de

deficiencin de potasio

In el estado inicial, tal come lo muestra 1a Figura 5 v el Cua-
dro 9 el mayor contenido corresponde a clorofila "a", siguiéndole en
orden decreciente clorcfila fbi, luteina, carotinas, epdxido de lu~
teina, necoxantina y violaxantina.

En el estado intermedio se notd una disminucidn de todos los
rigmentos con relacién 2l estado inicial. Su contenido,; en orden de
creclente, se presenta asi: clorefila "a', clorofila "b', luteina,

carotinas, neoxantina, violaxantina, epdxido de luteina.
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Cuadro 9. Contenido de pigmentos en hojas con sintomas visibles

de deficiencia de potasio de café (Coffea arabica L.).

(mg/100 y peso fresco).

Pigmento Istado inicial Estade intermedio Estado avancado
Carotinas 15,3 6,6 5,1
Clorofila a 1509,0 755,0 1321?0
Clorcfila b 749,0 408,0 834?0
Luteina 39,4 2k, 6 51,2
Epdxido de / 5 -

Luteina 4,6 2,6 5,8
Violaxantina 8,3 5,0 10,5
Neoxantina 9,9 6,0 12,1

In el estado avanzado de deficiencia se observd un descenso de
carntinas con respecto a los estados inicial e intermedic, Lo cloro
fila "a%, clorofila “"b¥, lutcina, violaxantina v neoxantina aumenta-
ron con relacidn 2 los estados inicial e intermcdio, D1 epdxido de
luteina aumentd en comparacidén 2l estade intermedio, pero decrecid
en cuante al estado inicial, Su contenido de pigmentos en orden dew-
creciente asi: clorofila 'all, clorofila ¥b", luteina, neoxantina,
violaxantina, epdxido de luteina.

Se observa en el Cuadro 10 gue el esitade inicial presentn aumen
te general de pigmentos, en orden creciente: carotinas, clorofila

faly total clorofilas ("a' y b}, ncoxantina, clorefila ¥b¥, lutei-

na, total xantofilas, epdxido de luteina,
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En el estado intermedic sc¢ notd que habia una disminucién de
los pigmentos, exceptuando la violaxantina., La disminucidén en orden
decreciente se detalla asi: epdxide de luteina, carctinas, clorcfila
Hal' total clerofilas (Ma'™ vy Wby, clorofila b, neoxantina, total
xantofilas, luteina,

E

=

1 el estade avanzado so observd un aumento general de plgmen-~
tos con excepclidn de las carctinas. Tl aumento de pigmentos en or-
den ecreciente se presenta asi: clorofila "a', total clorofilas ("a"
y "h"), epdxido de luteina, clorefila "b", neoxantina, total xantofi
las, luteina, violaxantina,

BL Cuadro 11 exhibe la concentracidn toial de carotinas, xanto-
#¥ilas v clorofilas (fia” v b)) en hojas normales de autosombra inter
media y en cada uno de los estados de hojas dericientes en potasio.

La relacidn de xantofilas a carctinas en hojas normales de auto
sembra intermedia, era mayor que la correspondiente a los estados de
deficiencia, In hojas deficientes la relacidn més amplia correspon.
did al estado avanzado, Le siguen ta del estado intermedio e ini-
cial respectivamente,

La relacidn de clorofila "a a clorefila "b' en hojas normales
de autosombra intermedia era mayor gque 1o correspondiente a los esta
dos de deficiencia, En hojas deficlentes la mayor relacidn corres-
pondid al estado inicicl, seguida por la del intermedio y la del

avanzado,
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k,6, Contenido de pigmentos en hojns con sintomas visibles de

deficiencia de calecio

En el Cuadro 12 y en la Figura 6 se observa gue en el estado

inicial el mayor contenido de pigmentos corresponde a clorofiila "a',

siguiéndole en orden decreciente: clorofila ¥b", luteina, carotinas,

neoxantina, violaxantina, epboxido de luteina,

Cuadrc 12. Contenido de pigmentos de hojas con sintomas visibles

de deficiencia de calciec de café {(Coffea arabica L.).

(mg/100 g pesc fresco).

Pigmento Estado inicial Estado intermedio Estado avanzado
Carotinas 1742 11,2 6?6
Clorofila "a" 1085,0 778,0 50770
Clorofila "b" 502,0 425,0 306,0
Luteina 28,0 21,6 13,0
Epbxido de

luteina 7 1,8 gE
Violaxantina 6,1 3,0 1,6
Neoxantina 83,8 4,7 343

En el estado intermedio se notd que todos los pigmentos habian

disminuido con respecte al estado inicial,

La mayor concentracidn

correspondid a clorefila "a™, siguiéndole en orden decreciente: clo-

rofila "b", carotinas, luteina, neoxantina, violaxantina, epdxido de

luteina.
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1 estade avanzade presentd disminucidén general del contenido
de pigmentos en comparacidn o los estades indicial e intermedio, Su
mayor contenido corresponde a clorofila "a!", scguida por clorefila
"pM, 1uteina, carotinas, neoxantina, violaxantina, epdxido de lutei-
na.

En el Cuadro 13 se obsevva que en el estado inicial hubo dismi-
nucibn de epéxido de luteina, clorefila "al', teial de clorofilas
(fra" y "b'"}, pero aumeantaron la luteina, el total de xantofilas, neo
xantina, violaxantina y caroiinns,

Con sintomas de deficiencia intermedias se notd disminucidn ge-
general de pigmentos (en orden decreciente): epdxido de luteina,
neoxantina, clorofila Val, clerofilas (Ma™ y "H'"), violaxantina, to-
tal de xantofilas, clowrofila Vb, luteina, carotinas.

Bl estado avanzado presentd disminucidn generanl de pigmentos
(en orden decreciente): epdxido de luieina, violaxantina, clorofila
Matt, total xantofilas, neoxantina, clorofilas (ma y "b"), luteina,

arotinas, clorofila "hY,

El Cuadro 14 abarca el total de carotinas, xantofilas y cloro-
filas ("a" y ?b¥) en hojas normales de aviosembra intermedia v en
cada unc de los 3 estades de hejas deficientes en calcio., La reln-
cibén de xantefilas a corotinas en hojas normales fue superior a 1o
correspondiente a cualesguiern de los 3 estndos de deficiencia. Rl
estado avanzade de deficiencia presentd mayor relacidn que el iniecial

e intermedio que son idénticas,
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Lo relacidn de clorofila "a'' a clerofila "b" en hojas normales
era idéntica a la del estado inicial de deficiencia y superior a 1a
de los estados intermedioc y avanzado respectivamente. En hojas defl
cientes la mayor relacidn correspondid al estado inicial, siguiéndo-~

le 1a de log estodos intermedio y avanzado.

L,7. Contenido de pigmentos en hojas con sintomas visibles de

deficiencia de magnesio

Bl Cuadro 15 y la Figura 7 demuestran que en el estado inicial
de deficiencia el conitenido moyor de pigmentos correspondid a cloro-
fila "a", siguiéndole en orden decreciente: clorofila "b', luteina,

carotinas, neoxantina, violaxantina, epdxido de luteina,

Cuadro 15, Contenido de pigmentos en hojas con sintomas visibles

de deficiencia de mognesio de café (Coffea arabica L.).

(mg/100 g peso fresco).

Pigmento Bstado inicial  Lstado intermedio  Estado avanzado
Carotinas 12,2 8,1 5,6
Clorofila "a® 1179,0 979,0 311,0
Clorofila "p" 536,0 536,0 132,0
Luteina 25,4 22,1 8,8
Epbdxido de ‘

luteina 242 3,0 T3
Violaxantina 2,5 343 ty 1

Neoxantina 5,8 5,5 140
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En el estade intermedio el contenido se presentd asis clorofila
#alt, cleorcfila "b", luteina, carotinas, neoxantina, violaxantina,
epdxido de luteina. Con respecto al estade inicial se cbserva dismi
nucidén de carotinas, luteina, ¥ neoxantina. Se notd un aumento de
epbdxido de luteina y de violaxantina. La clorofila "b" mantuvo su
concentracidn.

In el estado avanzado se aprecid disminucidn general del contew
nido ccn relacidn a los estados inicial e intermedio. La concentra-
cibn, en orden decreciente correspondid asi: clerofila Ya', clorofi-
la "b", luteina, carotinas, neoxantina, epdxido de luteina, violaxan
tina,

El Cuadrc 16 demuestra que en el estadoe dnicial hubo disminu-
cibn del contenido de pigmentos, exceptuando clorofila "bi¥, La dis-
minucidn en orden decrcciente se presentd asi: epdxido de luteina,
violaxantina, neoxantina, total de xantefilas, carotinas, luteina,
clorefila "a' y total clorofilag (Ma® % "p¥), Ia clerofila "h!" man-
tuvo su concentracidn,

El estado intermedio exhibié disminucidn general del contenido
de pigmentos exceptunndo clercfila "b'". ILa disminucidn en orden de-
creciente correspondid a: epdxido de luteina, carotinas, necxantina,
total de xantofilas, violaxantina, clorofila "a', luteina, clorofi-
las (Ua? vy b)Y, EL contenido de clorofila "b" no camhid.

En el estado avanzado se aprecid un descenso general del conte-

nido de pigmentos. Bl orden decreciente de disminucidn abarcd: neo-

xantina, epdxido de luteina, clorcfila "b'"; clorofila ta¥, total
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clorofilas (¥a' y #b") y violaxantina, con igual porcentaje de las
tres; total xantafilss, luteina, ecnrotinas.

En el Cuadro 17 nparecen los datos relatives al total de caroti
nas, xantoiilas y clorofilas (Ha" v "b") en hojas normales de auto-
sombra intermedia y en cada uno de los 3 estados de hojas deficien-
tes en magneslo. La relucidn de mantefilas a carotinas en hojas nor
males fue mayor gue la ceorrespondieate a los estados inicial y avan-
zado de deficienciz, pero menor que la del estado intermedioc. En
hojas deficientes la moyor relaciln se obeservd en el estado interme—
diec, seguida por la de los esiundos inicial y avanzado respectivamen-
te.

La relacidn de clorofila o' a clorcfila "b" en hojas normales
fue similar a la corrcspondiente al estado inicial de deficiencia,
mayor que la del estado intermedio, pero menor gue 1a del estado
avanzado, En hojas deficientes la mayor relacidn correspondid al es
tado avanzado, seguida por la de los estpdos inicizl e intermedio

respectivamente,

L,8, Contenido de pigmentos en hojas con sintomas visibles de

deficiencia de azufre

En la Figura € y cn.el'Cuadre 18 se observa que al esindo ini~
cial de deficiencia correspondid, en orden decreciente, el siguiente
contenido: clorofila aM", clorofila "b", luteina, carctinas, neoxan-

tina, epbdxido de luteina, violaxantina.
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Cuadro 18. Contenido de pigmentos en hojas con sintomas visibles

de deficiencia de azufre de café (Coffea arabica L.).

{(mg/100 g peso fresco).

Pigmento Estado inicial Estado intermedio Estade avanzado
Carctinas 10,2 741 L,
Clorofila wan 1462,0 660,0 16510
Clerofila ''p¢ 61%,0 272,0 102,0
Luteina k5,3 28,5 hz,3
Lpdxido de ! -

luteina 6,2 ky 1 3,1
Violaxantina 3?3 2,2 2,2
Neoxantina 747 2,2 Lok

En el estado intermedio se aprecid disminucidn general del con-
tenido de pigmentos con respecto al estade inicial. E1 centenido en
orden decreciente, sc establecid asi: clorofila Va", clorofila b,
lutcina, carotinas, epdxido de luteina, viclaxantina y neoxantina
con igual concentracidn,

Fn el estado avanzado.se notd disminucidn general del contenido
con relacidn 2l estado inicial, Con respecto al estadoe intermedio
se aprecid disminucidn de carotinas, clorofila "a', clorofila UbY,
epdxido de luteina, Se ve aumente de luteina ¥y neoxantina., La neo~
xantina mantuvo unz concentracidn idéntica a la que presentd en el

estade intermedio,



T

Bl Cuadro 19 demuestra gue en el estndo inicial de deficicencia
habia disminucidn de carotinas vy violaxantina, Se aprecid un aumen-
to, en orden creciente, de neoxontina, clorefila "a', toftal clorofi-
las (Ma y "bit}, clorofila iib¥, total de xantofilas, epdxido de lu-
teina, luteina, DBn el estado intermedio disminuyercn, en cambio en
erden decreciente: ncoxantina, caroiinas, violaxaniina, clercfila
falty, total clorofilas (Mal y Uhit), clorofila Vb, total de xantofi-
las, Al contrario, hubo aumento, de epdxideo de lutelna, y luteina,

El estado avanzado denotd descenso del contenido de pigmentes,
siendo el orden el siguiente: clorofila "a', clorofilas (ifat y #ht);
clorofila "b" y carctinas con igual porceniaje, violaxzantina, neoxan
tina, epbxido de luteina. Se aprecia aumento, cn orden creciente,
de xantofilas totales y de lutcina,

En 2l Cuadro 20 se comparan el total de carotinas, xantofilas y
clorofilas (Ma" y Yb") en hojos normales n plena autosomhra con los
de las 3 estodos de hojas deficicntes en azufre.

La relacidn de xantofilas o carctinas en hojas normales era me-
nor que la correspondiente a cualesquiera de los 3 estados de defi-
ciencia., ZIn hojas defiecicntes la mhyor se aprecid en el estado avan
zado, segulds por la de 1los estades iniclal e intermedio,

La relacidn de clorofils am a clerofila '"b" fue superior a lo
gque pressntaron los 3 estados de deficiencia., fin hojas deficientes
la mayor relacién correspondid a los estados inicinl e intermedio,

la menor al estodo avonzado,
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4,9, Contenido de pigmentos en hojas con sintcmas vigibles de

deficiencia de hierro

El Cuadre 21 7 la TFigura 9 demuestran que en el estado inicial,
en orden decrecciente, el contenido de pigmentos fue asi: clorofila
nan, c¢lorcofila "b", luteina, carvtinas, neoxantina, violaxantina,

epdxido de luteina,

Cuadro 21. Contenido de pigmentos en hojas con sintomas visibles

de deficiencia de hierro de café (Coffesn arabica L.).

{(mg/100 g peso fresco).

Pigmento Bstado inicial Istadoe intermedio Estado avanzado
Carotinas 9,2 74 2,5
Clorofila Mad 1035,0 2,0 235,0
Clorofila Yb® 257,0 221,0 145,0
Luteina 18,2 14,3 Gk
Epdxido de -

luteina 551 2,6 1,5
Violaxantina Gk 3,3 2,8
Neoxantina 6,0 L, 3 2,2

En el estade intermedio se¢ observd una disminucibn general del
contenido con relaecidn al estade inicial. Bl orden decrecicnie fue
el sipguiente: clorefila Va', clorefila #b", luteina, carotinas, neo-

xantina, violaxantina, epdxide de luteina.
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¥l estade avanzado denotd disminucidn del contenido de pigmen~
tos con relacidn o los estados inicial e intermedio. Su contenido
de pigmentos (en crden decreciente) fue el siguiente: clorofila "a',
clorofila "b", luteina, violoxantina, carotinas, necoxantina, epbxido
de luteina,

Bl Cuadro 22 muestra que en el estado inicial hubo una disminu~-
cibén del contenido de pigmentos, exceptuando la violaxantina, 1a
disminucién, en orden decreciente, se observé asi: epdxido de lutei-
na, c¢lorofila "b", luteina, carotinas, total de xantofilas, clorofi-
las ("a' y "b"), neoxantina, clorofila "a', BSe notd en cambio, un
aumento de violaxantina,

El estado intermedio presentd disminucibn general del contenido
de pigmentos, en orden decreciente, asi: clorofila "a", clorofilas
(ra" y "b"), epdxido de luteina, clorofila "b", luteina, carotinas,
total de xantofilas, neoxantina, vioclaxantina.

En el estando avanzado se observd disminucidén general del conte-
nido, en el orden: clorofila "a" y carotinas con igual porcentaje,
clorofilas ("am y "), luteina y epbxido de lutelina, con el mismo
porcentaje, clorofila "b", total de xantofilas, neoxantina, violaxan
tina,

Bl Cuadro 23 exhibe el conterido de carotinas, xantofilas y clo
rofilas ("a" y "b") en hojas normules de autosombra intermedia y en
cada uno de los 3 estados de hojas deficientes en hierro, Con res-
pecto a la relacibn de xantofilas a carotinas en hejas noermales, €S-

ta fue igual a la del estado inicial de deficiencia, pero menor que
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la de los estndos intermedic y avanzado. En hojas deficientes la ma
yor relacién se notd en el esiado avanzado, siguiéndole la de los es
tades intermedios e inieilal, respectivamente.

La relncidn de clorofila #a" o clorofila "b"™ en hojas normales
fue mayor que la correspondiente a los estados intermedio y avanzado,
pero menor gque la perteneciente al estade inicial de deficiencias
En hojns deficientes la reclacidn mis amplia se enconird en el estado

inicial, seguida por 1u de los estwdos intermedio v avanzado.

4,10, Contenide de pigmentos en hojas con sintomas visibles de

deficiencia de manganeso

Fn el Cuadro 24 v en la Figura 10 se cobserva que en el estado
inicial de deficiencia, el contenido de pigmentos, en orden decre-

ciente, se presentd asi: clorofila Ma', clorofila "b", luteina, caro

tinas, neoxantina, violaxantina, epdxido de luteina,

Cuadro 2k, Contenido de pigmentos en hojas con sintomas visibles

de deficiencia de manganeso de café {(Coffea arabica L.).

(mg/100 g peso fresco).

Pigmonto Estado inicial  Bstade intermedio Eestndo avanzado
Carotinas 6,6 by 0,5
Clorofila "a® B96,0 358,0 L7,0
Clorofila 'pY 357,0 136,06 12,0
Luteina 14,3 7,9 3,9
Epdxido de

luteina 0?5 0,5 045
Violaxantina 7 .',6 1,1 .',O
Neoxantina b, by 1,6 0,
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El estado intermedio demostré una disminucidén general, con
excepeidbn de epdxido de luteina, que mantuvo su concentracifn, Bl
contenide, en orden decreciente, fue: clorofila "att, clorofila oM,
luteina, carotinas, neoxantina, viclaxantina, epdxide de luteina,

¥n el estado avanzado se notd una disminucidén del contenido de
pigmentos con relacidn a los estados inicial e intermedio, exceptuan
do al eptxido de luteina que mantuve una concentracidn idéntica en
los 3 estados de deficiencia, Bl orden, segin el contenido de pig~
mentos fue: clorofila "al, clorefila b", luteina, carotinas y epb-
xido de luteina con igual concentracidn; violaxantina y neoxantina
ausentes,

En el Cuadro 25 se demuestra que en el estado inieial hubo una
disminucidn general del contenido de pigmentes, En orden decrecien-
te se establecid asi: epdxido de luteina, violaxantina, total de xan
tofilas, carotinas, luteina, neoxantina, clorofila "b", clorofilas
(na' y "b"), clorofila "al,

En el estado intermedio el contenido de pipmentos decrecid en
el orden siguiente: epdxido de luteina, clorofila "am, neoxantina,
clorefila "b" y xantofilas totales con igual porcentaje, viclaxantie
na, clorofilas ("ai y ¥b"), luteina, carotinas,

Bn el estado avanzado de deficiencis ocurrid un descensc gene~
ral en el contenido de pigmentos en la siguiente forma: ausencia de
violaxantina y neoxantina, clorofila "a', clorofilas ("a" y "b") y
carotinas con igual porcentaje, epdxido de luteina, luteina, clorofi

1a itpM,
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Fn el Cuadro 26 aparece el contenido total de carotinas, xanto-
filas ¥ clorofilag (Ma'" y "b7) en hnjas normales de autosombra inter
media y en cada uno de los 3 estados de hojos deficientes en mangane
so. Lo relacidn de xantofilas a carctinas en hojas normales fue ma
yor que la corresnendiente ¢ los estondos inicial e intermedio, pero
menor gue la del estade avanzado de deficiencin. In hojas deficien-~
tes la mayor relacibn correspondid al estado avanzade, seguida por
la de los estados intermedio e indicial, rcspectivamente,

La relacidn de clorofila Ma' o clorofila "b¥ en hojas normales
fue menor gue cualesquiera de las relacicnes presentes en los 3 gra-
dos de deficiencia, In hojas deficientes 1z mayor relacidn se apre-
cid en el estado avanzade, siguiéndole la de los estados intermedio

e inicial,

4,11, Contenido de pigmentos en hojas con sintomas visibles de

deficiencia de borg

En el caso de esta deficiencia, los sintomas en las muestras re
cogidas no fueron, debido 2 1 estacidn del afio, muy claramente defi
nidas. Por eso, los dazos sipgulentes deben interpretarse con cierta
cauntela, Se nota en la Figura 11 ¥y el Cuadro 27 gue en el estado
inicial de deficiencia el contenido de pigmentos, en orden decrccien

te, comprondid a: cloroefila Maf, clorofila "b', luteina, carotinas,

necxantina, vieolaxantina, epbdxido de luteina,
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Cuadro 27. Contenido de pigmentos de hojas con sintomas visgibles

de deficiencia de boro de café (Coffea arabica L.).

(mg/100 g peso fresco).

Pigmento Estado inlcial Estado intermedio Estado avanzado
Carotinas 26,5 30,6 1743
Clorofila "a" 2358,0 2123,0 ?273,0
Clorofila "bH 1123,0 1225,0 664?0
Luteina L3,3 43,3 25,6
Epdxido de ;

luteina #y7 ty7 bl
Violaxantina 8,3 843 5,5
Neoxantina 11,5 14,9 9,3

Fn el estado intermedio se aprecid el contenido de pigmentos
(en orden decreciente) asi: clorofila "a", clorofila "b', luteina,
carotinas, neoxantina, violaxantina, epdxido de luteina., Con rela-
cibn al estado inicial se notd un cumento de clorofila "b'f, caroti-
nas, neoxantina y una disminucidn de clorcfila "a', Bl epbdxideo de
luteina ¥ la violaxantinz mantuvieron su concentracidn,

El estado avanzado wmostrd disminucidn general del contenido
de pigmentos con relacidn o log estados inicial, e intermedio de la
deficiencia., FEl contenido de pigmentos, en orden decreciente, se

P

résentd asi: clorofila "a", clorofila "b", carotinas, neoxantina
P 1 3 ’ s

violaxantina, epdxido de luteina,
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En el Cuadro 28 se aprccia gue el estado inicial presentd un
aumento de los pigmentos, exceptuando epdxido de luteina, El aumen=
to en orden creciente fue asi: xantofilas totales, neoxantina, lutel
na, violaxantina, clorofila "a', clorofilas ("a" y "b"), carotinas,
clorofila "b", Sdlo el epdxido de luteina disminuyd.

Il estado intermedio, con excepcidn del epdxido de luteina, de-
notd un aumento del contenido de pigmentos (en orden creciente) asi:
total xantofilas, luteina, clorofila M"aM, clorofilas (Va" y ''b%),
viclaxantina, neoxantina, clorofila "b', carotinas. El epbxido de
luteina disminuyd,

En el estade avanzado se repgistrd un aumento de los pigmentos
exceptuando epbdxide de luteina y luteina, =En orden creciente el au-
mento se establecib asi: total xantofilas, clorofila "a'", clorofilas
(ra y tb"), clorofila "b", neoxantina, violaxantina, carotinas, In
cambio, el epdxide de luteina y la luteina disminuyeron.

Al Cuadro 29 corresponden los contenidos totales de carctinas,
xantofilas y clorofilas (Ma y "b"} en hojas normales de autosombra
intermedia y aquellos de cada uno de los 3 estades de hojas deficien
tes en boro. La relaeidn de xantofilas a carotinas en hojas norma-
les fue mayor gue la correspondiente a cualesquiera de los 3 estados
de deficiencia en tanto que en hojas deficientes la relacibn mayor
se encontrd en el estado avanzado, seguida por la relacidn de los es
tados inicial e intermedio respectivamente.

Lo relacibn de clorofila Va a cleorofila "b!" en hnjas normales

fue siempre mayor que la relacién que presentaron en cualesquiera de
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los estados de deficiencia, En hojas deficientes 1la mayor relacidn
correspondidé al estado avanzado, seguida por la del iricial e inter-

medio, respectivamente,

k.12, Contenido de pigmentos en hojas con sintomas visibles de

deficiencia de mine

Bl Cuadro 30 y la Figura 12 muestiran que en el esiado iniecial
de la deficiencia de los contenidos de pigmentos, en orden decrecien
te, se agruparon de la monera siguiente: clorofila "a', clorofila
"'b", luteina, carotinas, neoxantina, violaxantina, epdxido de lutei-

N,

Cuadro 30. Contenido de pigmentos en hojas con sintomas visibles

de deficiencia de zinc de café {(Coffea arabica L.).

(ng/100 g peso fresco).

Pigmento LTstado inicial Tstado intermedio Estado avanzado
Carotinas 14,8 13,3 9,9
Clorofilia "an 1026,0 932,0 536,0
Clorofila "p® 562,0 544,0 276,0
Luteina 29,5 28,5 16,7
Bpbxido de

luteina 349 2,6 2X
Viclaxantina byk 2,8 1,6

Neoxantina 6,0 3,8 3,0
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En el estado intermedio se notd una disminucidn general del con
tenido de pigmentos con relacidn al estado iniecial, Su orden fue:
clorofila "a", clorofila "b", luteina, carotinas, neoxantina, viola-
xantina, epdxido de luteina.

En el estado avanzado ocurrid un descensc general del contenifo
de pigmentos con relacidén a los .estados inicial e intermedio, siendo
en este caso el orden: clorofila 'a', clorofila "b", luteina, caroti
nas, neoxantina, epdxido de luteina, violaxantina,

En el Cuadro 31 se aprecin que hubo en el estado inicial un au
mento, en orden creciente, de los siguientes pigmentos: violaxantina
y clorofila "“b" con igual porcentaje, luteina, carotinas. Se obser~
varon una disminucidn de epdxido de luteina, neoxantina, clorofila
nal, clorofilas (®at y b)) y total de xantofilas,

En el estado intermedio se notdé un aumento de clorofila "bM, ca
rotinas, y luteina, pero s¢ aprecid una gisminucién de epdxido de
luteina, neoxantina, violaxantina, cleorofila "a", clorofilas ("a" y
UhH) ¥y total de xantefilas con igual porcentaje.

EFn el estado avanzado el descenso fue general para tecdos los
pigmentos,

B1 Cuadro 32 contiene la informacibn con respecto al tetal de
carotinas, xantofilas y clorofilas ("a" y "b") en hojas normales de
autosombra intermedia y en cada uno de los 3 estados de hojas defi-
cientes en zinc., La relacidn de xantofilas a carotinas en hojas norx
males fue superior a cualesquiera de las correspondientes a los esta

s

dos de deficiencia. Ern hojas deficientes la nayor relacidn se
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observd en el estado inicial, siguiéndole la de los estados interme-
dio y avanzado, respectivamente,

La relacidn de clorcfila fiat a clorofila "b" en hojas normales
fue superior a aquellas de los estados de deficiencia, En hojas dew
ficientes 1la mayor relacidn se encontrd en el estado avanzade, si-

guiéndole la de lcs estados inicial e intermedio de deficiencia,
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5. DISCUSION

5.1. Contenide de pigmentos en hojas normales de café

En hojas a pleno sol fue donde se encontrd 1a menor concentras
¢idon de pigmentos, tanto de clorofilas "a" y ""b" como de los acceso-
rios, DBsto parece confirmar lo indicado por Wilson y Loomis (48) en
el sentido de que la luz solar destruye las clorofilas., ILa menor
concentracién en hojas a pleno sol coincide con los resultados obte-
nidos por Franco (8) en el Brasil, Il contenido ligeramente mayor
de clorofilas "a" y "b" en hojas de autosombra intermedia, esté
igualmente de acuerdo con lo gue el mismo autor sefiald, o sea la
existencia de un punto dpitimo de sombra para la concentracibn de cle
rofilas, pasado el cual el contenido tiende a disminuir., Isto lti-
mo lo confirma el hallazgo de concentracidn levemente inferior de
clorofilas, en hojas de plena autosombra, que en hojas de autosombra
intermedia,

El contenido de xantofilas y carotinas en hojas normales a ple=-
no sol, autosombra intermedia y plena autosombra, esté muy relaciona
do con lo reportadeo por Qoodwin (14). Asimismo, en esta tesis se
reafirma que la cantidad de xantofilas es siempre superior a la de
carotinas, tal como lo indicaron, entre otros, Goodwin (14) y Miller
(29). Se corrobora ipualmente que la luteina es el principal pignen

to entre las xantofilas.



- 100 -

5¢2s Tipo ¥ contenido de carctinas en hojos normales de café

A partir de los resultados obtenidos en esta investigacitn efec
tuada en hojas normales de café, a plena autosombra, se establecdd
que 1as finicas carotinas presentes fueron B y Y carotina, La R-caro
tina exhibid el mayor porcentaje (59%) en tanto que a y-carctina co=-
rrespondid el porcentaje restante (41%). Estos porcentajes no conw
cuerdan con lo indicado por Miller (29) quien atribuye a la p-caroti
na el 90% de carotinas normalmente presentes en hojas en tanto que
el 10% restante lo asigna a la Ow-carotina. 8in embargo Hager y
Bertenrath (16) al exhibir la separacidn de pigmentos en el cromato-
grama, describen la faja anaranjada como: carotinas, especialmente
p-carotina, En todo caso la determinacién en hojas de café (Coffea
arabica L.) establece coincidencia con la de los citados autores,
puesto que el mayor porcentaje de carctina correspondid efectivamen-

te, al pigmento BR-carotina,

5.5. Contenido de pigmentos en hojas deficientes en nitrbdgeno

En el estado inicial hubo decrecimiento de carotinas y clorofi-
las totales. En cambio, el contenido total de xantofilas oumentd
con respecto a hojas normales en posicidn de pleno sol,

El estado intermedic exhibid moyor disminuecidn de clorofilas y
carotinas totales y la menor disminucidn de xantofilas. En este es-
tado la luteina y el epdxido de luteina, ambos de color amarillo, se

presentaron en mayor proporcidn que los demés pigmentos.
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En el estndo avanzado el porcentaje mhs elevado correspondid a
pigmentos amorillos tales como luteina, violaxantina, epdxido de lu-
teina y neoxantina. Fn otras palabras, hubo mayor contenide de xan-
tofilas que de carotinas y clorofilas totales., ILa marcada tendencia
de las clorofilas a disminuir conforme aumenta la deficiencia de nie
trégeno, coincide perfectamente con lo establecido por Bonner y
Galston (4) al seflalar al nitrbgenoc como "otro de los compuestos
esencinles de 1a molécula de clorofila',

En pgeneral la deficiencia avanzada de nitrbdgeno produjo reduc-
cidn del contenido de pigmentos en relacidn a hojas normales de ple-

no sol,

5.4, Contenido de pigmentos en hojas deficientes en fdsforo

En el estado inicial hubo zumento de xantofilas totales (espe-
cilalmente violaxantina y luteina) y disminucidn de cloreofilas vy caro
tinas totales.

En el ¢stado intermedio de deficiencia se notd un mayor porcen-
taje de xantofilas totales, que de clorofilas y carotinas totales
presente en 1la hoja,

La mfs alta concentracién de xantofilas comprendid a: epbxido
de luteina, violaxantina y luteina., TEstos 3 pigmentos son de color
amarillo intenso,

Estado avanzado: en este estado hubo mayor porcentaje de xanto-
filas totales que de carotinas y clorofilas totales. Las carotinas,
de color anaranjado? aumentaron con respecto al estado intermedio,

perc las clorofilas, por el contrario, decrecieron notablemente, al
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extremo de que la c¢lorofila "a!' desaparecid por completo, Los pig-
mentos con mayor porcentaje fueron: epbdxide de luteina, luteina y
violaxantina, todos de color amarillo. ILa severa accidn de la defi-
ciencia fosférica sobre el contenido de clorofilas puede atribuirse
probablemente a su intervencidn en diversas reacciones bioguimicas

relacionadas con ital proceso,

5.5. Contenido de pigmentos en hojas deficientes en potasio

En el estado inicial hubo aumente de xantofilas y carotinas to-
tales., Los mayores porcentajes de aumento correspondieron a pigmen-
tos amarillos tales come epbdxido de luteina, luteina y violaxantina,

Bl estado intermedio tuvo mayor porcentaje de xantofilas totaw
les que de clorofilas y carotinas totales, Los pigmentos amarillos
(xantofilas) de mfs alto porcentaje fueron: violaxantina y luteina,
Este estado de deficiencia presentd descenso general del porcentaje
de pigmentos (exceptuando la violaxantina) con relacidn al patrdn de
hojas normales de autosombra intermedia.,

El estado avanzade, exceptuando corotinas totales, mostrd aumen
to general del porcentaje de pigmentos con respecto al patrdn., Hubo
sin embargo, mucho mayor porcentaje de xantofilas que de clorofilas
totales., Los pigmentos amarillos (xantofilas) con mayor porcentaje
fueron violaxantina y luteina, Bl hecho de gue las clorofilas tota-
les Ma" y 'b" hayan presentado aumento con relacidn al patrdn puede
atribuirse al antagonismo existente entre el elemente potasio y los

elementos magnesio y nitrdgeno, vitales e importantes, respectivamente,
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para la formacidn de clorofila (24, 28). s im-:ortante resaltar que
en los 3 estados de deficiencia potésica, 1la clovofila "b" presentd
mayor porcentaje que la clorofila "a™, con respecio al patrdn esta-

blecido,

5.6. Contenido de pigmentos en hojas deficientes en calcio

En el estado iniecial, el mayor porcentaje de aumento con respec
te al patrdn correspondid a carotinas (color anaranjade) y xantofi-
las totales (color amarilla).

Los pigmentos amarillos con mayor porcentaje fueron violaxanti-
na, neoxantina y luteina. Por otro lado se observd disminucibn del
porcentaje de ambas clorcfilas con respecto al patrdn.

El estado intermedio, denotd disminucién porcentual de caroti-
nas, xantofilas y clorofilas totales en relacidén al patroén estableci
do, Los pigmentos con mayor porcentaje fueron carotinas (color ana-
ranjado) y luteina (color amarillo)., EL porcentaje de clorofilas to
tales fue menor que el de carotina v xantofilas totales.

Ll estado avanzado presentd disminucidn general del porcentaje
de pigmentos con relacidn al patrdn y también con respecto a losg es-
tados inicial e intermedic d» deficiencia, In este estado huboc ma-~
yor porcentaje de carotinas que de clorofilas y xantofilas totales.
El pigmento con mayor porcentaje fue la clorofila "b" (verde) segui-
da por carotina {anaranjado) y luteina (amarilloe).

En los tres estados de deficiencia de calcio se encentrd mayor

porcentaje de clorofila "b" que de clorofila "a con respecto al
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patrdén. Puede pensarse entonces que la clorosis producida por la dew-
ficiencia de calcio se debe principalmente al relative aumento de

carotina y de luteina, sobre el contenido de clorofila, especialmen~
te, sobre clorofila "a', Este fendémeno de alguna manera estd asccia
do con un decrecimiente de la transpiracidn y el aumento de la absor

cidn de aguna (24},

5,7. Contenido de pigmentos en hojas deficientes en magnesio
PLig .

Estado inicial: en rclacidn al patrdn (hojas normales) de auto=
sombra, intermedia, se observd disminucidn de clorefilas, carotinas
v xantofilas totnles. EL pigmento que exhibid mayor porcentaje fue
clorofila "bY (100%), seguido por clerofila a", carotina y luteina.

Estado intermedio: con respecto al pairdn establecido se obser-
vé disminucidn de carotinas, xantofilas y clorofilas totnles., L
clorofila "b" mantuvo su concentracidén (100%), siguiéndole 1a lutei~
na, clorofila "a'', violaxantina,

Estado avanzado: con respecto al patrdn se notd descenso (orden
decreciente) en el porcentaje de clorofilas, xantcfilas y carotinas
totales, TLos pigmentos que presentaron mayor porcentaje fueron caro
tinas y luteina, de color anaranjado y amarillio respectivamente.

Las clorefilas "a' y "b" disminuyeron notablemente con respecte al
patrdén establecido,

En los tres estados de deficiencias se notd moyor porcentaje de
clorofila "bi! gue de clorofila "a™ (con respecto al patrdén). EL he-
cho de que la deficiencia de magnesio produzeca un descenso en el por-

centaje de clorofilas y el descenmascaramiento de los pigmentos
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anaranjados y amarillos, se explica en funcidn de que el magnesio,
es el finico elemento met&lico presente en la molécula de clorofila,
el cual constituye, seglin Malavelta (28), el 2,7% del peso total.

De ello sc deriva que a menor cantidad de magnesio correspondid un

menor centenido de clorofilas,

5.8, Contenido de pigmentos en hojas con deficicncia de azufre

En el estado inicial hubo aumento del porcentaje de xantofilas
y clorofilas totales con relacidn al patrdn, Se observd un descenso
en el porcentaje de carotinas., De las xantofilas, la luteina tenia
el mayor porcentoje, seguido por el epdxido de luteina (ambos de co-
lor amariilo). E1 aumento de clorofilas fue menor que el de xantofi
las totales. |

En el estado intermedic se notd aumento fnicamente de luteina y
epbdxido de luteina, ambos de color amarillo. Las clorofilas Yal y
"p" vy los pigmentos restantes decrecieron notablemente en porcenta~
je. En este estade el porcentnje de xantofilas totales fue mayor gue
el correspondiente 2 clorofilas y carotinas, respectivamente,

En el estado avanzade, cuando la hoja fue totalmente clor@tica,
solamente aumentd el pcrcentnje de luteina (pigmento amarillo), mien
tras que las clorofilas "a’ (con el menor porcentnje de todos los
pigmentos) y "b", y los pigmentos restantes disminuyeron. El porcen
taje de xantofilas totales fue extremadamente superior que el co~
rregpondiente a carotinas y clorofilas totales.

En los 3 estados de deficiencia ¢l porcentaje de clorofila Pp"
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con respecto 2l patrdn fue siempre mayor que el porcentaje de cloro-
fila "a"., La extrema disminucién de clorofilas con la deficiencia
avanzada de azufre concuerda con lo que se ha establecido acerca de
gque el azufre es indispensable para la formacida de clerofilas (29).
La total coloracidn amarilla de la hoja puede atribuirse al descenso
porcentual de clorofilas, especialmente clorofila "a" y al notable

incremento de luteina.

5.9. Contenido de pigmentos en hojas deficientes en hierro

En el estado inicial el porcentaje de clorofilas totales fue ma
yor que el de xantcefilas y carotinas., 8Sin embargo, con relacibn al
patrdn establecide, hubo disminucidn de los porcentajes de estos
tres pigmentos foliares, Lo violaxantina fue el pigmento con mayor
porcentaje, siguiéndole la clorofila Ma", En este estado ¢l porcen-
taje de clorofila "a" con respecto al patrdn fue superior al porcen~
taje de clorofila Uhi,

En el estado intermedioc o sea, en hojas menos verdes, pero aun
reticuladas, se notd un descenso del porcentaje de xantofilas, caro-
tinas y clorofilas totales con relacidn al patrdn establecido. E1
porcentaje de xantofilas fue superior al de carotinas y clorofilas
totales, FEl pigmentc con porcentaje mis elevado fue la violaxantina,
siguiéndole neoxantina (color amarillo), carotinas (color anaranja-
do) y luteina (color amarillo). E1 porcentaje de clorofila "a' con
respecto al patrdn fue inferior al de clorofila 'b",

En hojas casi blanquecinas (estado avanzado), hubo descenso del

porcentaje de xantofilas, clorofilas y carctinas totales con relacidn
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al patrdn, Il porcentnje de xantofilas fue superior al de clorofiw-
las v carotinas totales, Tl pigmento con m&s alto porcentaje fue
vicloxantina, en tanto que el menor correspondid a clorofila Va" y
carotina. ILas cleorofilas Pa' y "b!" decrecieron notablemente, Bl
porcentaje de clorofila "a" con respecto al patrdn fue menor gue el
porcentaje de clorofila b,

La disminucidn de clorofilas con el avance de la severidad de
la deficiencia de hierro confirma lo que Jacob y Uexkill (24), como
también Robbins (38) y Malavolta (28) indicaron, o sea que el hierro
es esencial para la formacibn de clorofila, Por otra parte, la colg
racién blanguecina de la hoja en estado avanzado de deficiencia,
puede atribuirse al mayor porcentaje de violaxantina en relacibdn al

bajo porcentaje de los restantes pigmentos, especialmente clorofilas.

5.10. Contenido de pigmentos en hojas deficientes de manganeso

Bl estado inicial presenté disminucidn del porcentaje de cloro-
filas, carotinas y xantofilas totales con respecto al patrbn. Bl
porcentaje de clorefilas fue mayor gque el correspondiente a carotie
nas y xantofilas totales.

Bl pigmento con mayor porcentaje fue clorofila "a', siguiéndole
clorofila "b", neoxantina y luteina, FEl menor porcentaje correspon-
4id al epdxido de luteina, de color amarille. En ctras palabras,
hubo predominio de pigmentos verdes sohre los amarilleos, Tal hechao
se refleja en la coloracidn de la hoja en este estado,

In estado intermedio disminuyeron los porcentajes de carotinas,
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clorofilas y xantofilas fotales con relacidn al patrdn., El porcenta
je de carotinas fue mayor que el de clorofilas y xantofilas, Las
carotinas presentaron el mayor porcentaje, seguidas por lutefina y
violaxantina, FEl menor porcentaje correspondid al epdxido de luteiw
na, Sin embargo, se pude apreciar el inicic del dominio de pigmen-
tos anaranjados y amarillos sobre los verdes, Las clorofilas "a" y
"p" disminuyeron notablemente, El porcentaje de clorofila "a' con
respecto al patrdn fue menor que el de clorofila "b'",

En el estado avanzado (hojas totalmente amarillas), el porcenta
je de xantofilas, carotinas y clorofilas totales, exhibid una marca-
da disminucidn con respectoc a hojas normales de autosombra interme-
dia, El porcentaje de xantefilas fue superior al de carctinas y ¢lo
rofilas totales (ambas con igual porcentaje). Tl pigmento que pre-
sentd mayor porcentaje fue la clorofila "b" seguida por luteina y
epbxido de luteina. Fl menor porcentaje de pigmentos presentes co-
rrespondid a carotinas y clorofila "a'" (ambas con igual porcentaje).
La violaxantina y 1la neoxantina no se presentaron en el cromatogra-
ma, E1 porcentaje de clorofila 'Ya'" con respecto al patrdn, fue wmu-
cho menor que el porcentaje de clorofila "b¥., La disminucidn de clo
rofilas a medida que avanza la deficiencia de manganeso, corrohora
lo indicado por Bonner (4}, Hoagland (19) y Jacob y Uexk@ll (24), en
el sentido de que el manganeso es imprescindible en la formacidn de
clorofila. Asimismo, Malavolta (28) sefiald que 1a deficiencia de
manganeso incide negativamente en la fotosintesis, Por aparte, el

predominic de pigmentos zmarillos (xantofilas totales) sobre
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pigmentos verdes (total de clorofilas) puede atribuirsele principal=-
mente o la luteina y explicar asi el por qué de la tonalidad amari-

llenta de toda 1la hoja,

5,11, Contenido de pigmentos en hojas deficientes en boro

In el estado inicial se notd aumento en el porcentnje de caroti
nas, clorofilas y xantofilas totales con respecto al patrdén, El ma-
yor porcentaje correspondid a corotinas seguide por el de clorofilas
y xantofilas totales, E1 pigmento con mayor porcentaje fue la cloro
fila "b", seguido por caroctinas y clorofila M"a'", De los pigmentos
amarillos (xantofilas) la violaxantina tuvo el porcentaje mfs eleva-
do, en tanto gue el menor correspondid al epbxide de luteina. Dste
Pigmento fue el finico que decrecid con respecto al patrdn., EL por~
centaje de clorofila "a% en relacidn al patrdn establecido fue menor
gue el porcentaje de clorofila Ub",

Il estado intermedio exhibid aumento de carotinas, clorofilas y
xantofilas totales con respecto al patrdn, Il porcentaje mayor co-
rrespondid a carotinas, seguido por el porcentaje de clorofilas y
xantofilas totales respectivomenie, El mayor porcentaje pertenecid
a pigmentos anaranjados (carctinas) siguiéndole clorefila "b" (ver-
de} ¥ neoxantina (amarillo). £l menor porcentaje correspondid a
epbxido de luteina, que mantuvo porcentaje igual al mostrado en el
estado inicial, El porcentaje de clorofila "a' con respecic al pa-
trdén fue menor que el porcentaje de clorofila "h',

Bl estado avanzado exhibid aumento de carotinas, clorofilas y
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xantofilas totales con respecto al patrdn, El porcentaje de caroti-
nas fue mayor que el de clorofilas y xantofilas totales., A los pige
mentos anaranjados (carcitinas) correspondid el mayor porcentaje.

Los menores porcentajes (méds bajos, incluso, gque el porcentaje nor-
mal) fueron los de luteina y epdxido de luteina., EL1 porcentaje de
clorofila "a" con respecto al patrén, fue menor que el porcentaje de
clorofila "Y',

Las hojas deficicntes en boro no presentaron clorosis, pero si
disminucién de tamafio, Aun en estado avanzado de deficiencia hubo
aumento de clorofilas con respecto al patrdn., Sin embargo la defi-
ciencia de boro en café es responsable de la poca formacidn de fru-
tos (32). Por los citados detalles podemos suponer gue la mayor con
centracidén de clorofils en hojas de menor tamafio que las normales,
produce una gran acumulacién de estos pigmentos en el parénquima clo
rofilico, Tal acumulacidn, de alguna manera, seria la responsable
de que no todas las moléculas de clorefila "a' pudiesen transformar
la energia de la luz en energia quimica. Consccuencia de lo ante-
rior seria la poca sintesis de carbohidratos y por ende una baja pro
duccidn., En tal sentido Malavolta (28) indicd que la deficiencia de

boro afecta el traslado de corbohidratos,

H.12. Contenido de pigmentos en hojas deficientes de zinc

En el estado inicial el porcentaje de carotinas ftotales aumentd
con respecto al patrdn, en fanto que el porcentaje de xantofilas de-

crecid ligeramente y un tanto mayor fue el descenso de clorofilas
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toetales. Los pigmentos anaranjados (carctinas) exhibieron el més
alto porcentaje de aumento, seguidos por luteina (color amarillo),
clorofila "b" (verde) y violaxantina (color amarillo); estos 2 filti-
mos con igual porcentaje., El menor porcentaje correspondid a epdxi-
do de luteina, El porcentanje de clorofila "a' con respecto al pa-
tron fue menor que el porcentaje de clorofila "',

Bl estado intermedio exhibid aumento del porcentaje total de ca
rotinas sobre el patrdn, en tanto que las clorofilas y xantofilas
totazles (con igual porcentaje) presentaron disminucibn. T1 pigmento
que ofrecid el mayor porcentaje de aumento fue la luteina (amarilla),
seguida por carotinas (anaranjadas) y clorofila "' (verde). EL me~-
nor porcentaje correspondid a epdxido de luteina. FEl porcentaje de
clorofila "a'" con respecto ol patrdn fue menor gue el porcentaje
respectivo de clorofila '"b¥,

Ll estado avanzado denota en orden decreciente, disminucidn del
porcentaje de clorofilas, xantofilas y carotinas totales con respec-
to al patrén, Los pigmentos anaranjados (carotinas) exhibieron el
mayor porcentaje seguidos per la luteina (de color amarillo). E1 me
nor porcentaje correspondid a epdxido de luteina. La disminucidn de
clorofilas "a' y '"b¥ es muy notoria., Tl porcentanje de clorofila "a"
con respecto al patrdn fue inferior al porcentaje respectivo de clo-
rofila "b", BEn este estado, al ostensible predominio de carotinas y
luteina sobre los pigmentos verdes, puede atribuirsele la intensifi~

cacidn de la clorosis y también la reduccidn del tamafio de 1a hoja,
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La reduccidn de tamafio en la hoja, bajo condiciones deficientes de
zinc, es imputada a la relacidn que este micronutrimento guarda con
la produccidn de auxinas, inhibiendo por tanto el crecimiento (28).
Bl descenso observado en el contenido de clorofila coincide con la
atrofia que segln Jacob y Uexkiill (24) sufren los cloroplasitos cuan-

do ocurre deficienciz de zinc.
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6., CCNCLUSIONES

In hojas normales a plenc sol se encontrd el menor contenido de
pigmentos, En tanto que la mayor concentracidn correspondid a

hojas normales de autosombra intermedia,

En hojas normales de café se encontraron 2 tipos de carotinas:
f~carotina y Y-carotina, con mayor porcentaje el primerc que el

segundo.

La deficiencia de nitrbgeno en sus 3 estados produjo disminueidn
de clorofila "a, clorofila "b" v aumentos relativos de xantofim

las, especialmente luteina,

La deficiencia de fOsforo en sus 3 estados exhibié dominancia de
xantofilas, principalmente epéxido de luteina, luteina y viola-
xantina, sobre los otres pigmentos. Tue el elemento cuya defi-

ciencia avanzada provocd total ausencia de clorofila alt,

La deficiencia de potasio mostrd aumento de xantofilas y clorofi
las scbre el porcentaje establecide come patrdédn, ILas xantofilas

con mayor porcentoje fueron vieclaxantina vy luteina,

La deficiencia de calecio en sus 3 estados indujo disminucién por
centual de clorofilas (especialmente clorofila "a") conira un ma
yor por ciento de carotinas y xantefilas (principalmente lutei-

naj,

La deficiencia de magnesio en sus 3 estados, denoté disminucidn

de clorofilas, xantofilas y carotinas fotales, En el estado
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avanzado los pigmentos con mayor porcentaje fueron carotinas y

luteina,

La deficiencia de azufre en general causd disminucidn de caroti
nas., 4 partir del estado intermedie se redujeron también las
clorofilas continuande asi hasta el estado avanzado. Las xanto
filas se incrementaron en los estados inicial y avanzado, ofre-
ciendo siempre mayor porcentaje de luteina y el epdxido de

luteina,

La deficiencia de hierro enrn los 3 estados analizados, causd des
censa porcentual de clorofilas, carotinas y xantofilas totales,
Sin embargo, el pigmento que mantuve el mayor porcentaje sobre

los dem&s (especialmente sobre clorofila "a") fue la violaxanti

N,

La deficiencia de manganeso en sus 3 estados produjo disminu-
¢idén de xantofilas, carotinas y clorofilas, Los pigmentos con
mayor porcentnje fueron clorofila "b¥, luteina y epdxido de lu-
teina., ¥l menor porcentaje correspondié a clorofila "a" y caro
tinas, La vieolaxantina y lo neoxantinn estuvieron ausentes en

estado avanzado,.

La deficiencia de boro en los 3 estados respectives, exhibid au
mento dc carotinas, clorofilas y xantofilas totales, Bl mayor
aumento correspondid siempre a la carotina, en tanto que epdxie

do de 1nteina mrstrd el menor,
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La deficiencia de zinc en sus 3 estados reveld gue el mayor por
centaje correspondid a carotinas y el menor a epdxido de lutei-
na, Coausd ademfis un notorio dominic de pigmentos nc sclo anae
ranjados sino también amarilles (principalmente luteina) sobre

las clorofilas,

En todas las deficiencias de fdésforo, potasio, calcio, azufre,
boro y zinc el porcentaje de clorofila "a" fue siempre menor
que el de clorofila "h", Iste hecho sugiere gue porcentualmenw

te 12 clorefila “a" es mls afectada por tales deficiencias,

Ll aumento de pigmentos amarillos y anaranjados en presencia de
menor porcentaje de clerofila Ma' que de clorofila "b" dindica
que el enmascaramiento experimentado por los pigmentos acceso-

rios se debe principalmente a la clorofila "a",
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7. RESUMEN

Este trabajo se 1llevd a cabo en el laboratorio de Fisiclogia Ve

getal y ploantaciones de café (Coffea arahica L.) del Centro Tropical

de Ensefianza e Investigacidn del Instituto Interamericanc de Ciencias
Agricolas de 1la QFBA (IICA-CTEI) y en otras Arcas cafetaleras ubicadas
en el cantdn de Turrialba, Costa Rica.

El objetivo general de esta investipgncidn fue el de establecer
gué influencia ejercen las deficiencins minerales sobre la composi-
cidén de los pigmentos de los plastidios en café., TLos objetivos espe
cificos fueron determinar si las deficiencias de nitrbgeno, foésforo,
pwfasio, calcio, magnesio, azufre, hierro, boro, manganeso y zinc,
observables individualmente en lns hojas de café, incidian en la pre
sencia o ausencia, cumento o disminucidn de carcotinas, clorofila
tal, clorofila "b¥, luteina, epdxido de luteina, violaxantina y neo~
xantina,

Se establecié un patrbn para hojas normales a pleno sol, auto-
sombra intermedia y plena autosombra, con el que se compard, cada
una de las deficiencias clasificadas en 3 estados: inieial, interme-
dio y avanzado, Para la separacidn de los pigmentos se utilizd el
método de cromatografin en capa fina, segflin Hager y Bertenrath (16,
1?7). El anllisis cuantitativo se efcctud por espectrofotometria,

Los resultados indicaron gue las deficiencias de nitrbdgeno,
fésforo, calcio, magnesio, hierro, manganeso y zinc, disminuyeron

gradualmente, segln su intensidad, el contenido de clorofilas, en
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tanto que aumentd relativamente el porcentaje de pigmentos amarillos
y anaranjados (espccialmente luteina y carotinas)., La deficiencia
de azufre produjo inicialmente disminucidn de carotinas, para luego
causar la de clorofilas, TLa deficiencia de potasio exhibidé aumento
de clorofilas y xantofilas., La deficiencia de boro denotd asimismo
aumente de xantofilas, clorofilas y carotinas., Por otro lado, se es
tablecid que los tipos de carotina presentes en hojas de café, son

Ay Y-carotina,
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8. SUMMARY

The present research was carried out at the plant Physiclogy

lahoratory and coffee plantations (Coffea arabica L,) of the Inter-

American Institute of Apricultural Sciences of the OAS {(IICA-CTEI),
including other coffee growing areas nearby, located in the Turrial-
ba district, Costa Rica.

The general objective of this work was to establish which
influence mineral deficiencies exist on the composition of the
plasticid pigments in coffee, The specific objectives consisted in
establishing how deficiencies of the following elements:; nitrogen,
phosphorus, potassium, calcium, magnesium, sulfur, iron, boron,
manganese and zinc, observed in coffeec leaves, affected the follow-
ing plastid pigments: carotenes, chlorophylis a and b, lutein,
lutein epoxide viclaxanthim and neoxanthim.

Tor comparison leaves grown under three light intensities full
sum, helf shade, full shade were analyzed as checks, te be compared
with the resulis of leaves showing three levels of deficiency:
slight, intermediate, severe, Tor the separation of the pigments
thin layer chromntopgrphy was employed according to Hager and Bertenw
rath (16, 17). The quantitative determination was carried out
spectrophotometrically,

The results indicated that in the case of nitrogen, phosphorus,
caleium, magnesium, iron, manganese and zinc deficiency the

chlorophyll content pgradually decreased visible intensification of
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the deficiency, while blue relative percentage of the yellow and
orange pigments (specially luttein and carotenes). Sulfur deficien-
¢y caused initially a reduction of corotenes, later on of chloro-
phylls. Potassium deficiency caused an increase in chlerophylls and
xanthophylls, 1In case of boron deficiency xanthophyll as well as
chlorophylls and carotenes increased. On the other hand, it was
found that the carntenes present in coffee leaves were B y Yy~caro-

tene,
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APENDICTE



ANALISIS FOLIAR DE HOJAS CON SINTOMAS VISIBLES

DEFICIERCIAS MINERLLES

ELEMENTO

Nitrdgeno
Fasforo
Potasio
Calcio
Magnesio
fzufre
Hierro
Boro

Manganeso

Zinc

CONTENIDO

1,71 ppm.
15,0 ppm.
0,02 ppm.

0,46 ppm.
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