Asimilacion de Carbono y Nitrégeno
en Hojas de Café!

ABSTRACT

A greenhouse experiment was carried ovt to study the efTect
of feaf age on net photosynthesls rate, in vivo nitrate reductase
activity, and chlorophyll a, b, protochlorophylt and total nitro-
gen content of coffee plants (Coffea arabica 1.). Young plants
were cultivated in pois containing a mixture of 50l and organic
matter, Measurements were made In the first four pales of feaves
of the orthotropic stem, from the apex. The leaves in expansion,
areund 36 d old, were considered as pair +1; the feaves recently
expanded were pair +2, around 45 4 old; pairs +3 and +4 were
those the following. Photosynthetic rate and nitrate reductase
activity were fow in palr +1, highest in pair +2, and decreased
wilk age {pairs +3 and +4). Total nitrogen content increased as
the feaf expanded, remaining constant o mature leaves.
Chlorophyll content showed a similar nitragen hehavior, and the
chlerophyll ratio a:h was maintained constant among the studled
pairs. Pliotosynthetic capacity and nifrate reductase activity
showed the same pattern of change during coffee leaf entogeny,
suggesting a close relationship between these two processes.

INTRODUCCION

a fotosiniesis foliar puede ser influenciada por
muchos factores, algunos propios de la planta

dheedd 1ales como edad y lIa posicidn de la hoja, el
efecto de “'sink”, el sombraje mutuo, y otros de cardcter
ambiental como la luz, temperatura, nutricién y dispo-
nibilidad de agua (6).

En el nivel celular el contenido de N foliary la ca-
pacidad fotosintética son altamente correlacionados
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RESUMEN

Se estudit el efecto de Ia edad de [a hoja sobre la lasa
fotosintética neta, 1a actividad in vivo de fa enzima reductasa de
nitrato y of contenido de clorofila a y b, protoclorofila y N total
en café (Coffea arabica L.). Se cultivaron plantas jévenes en
bolsas de polipropiteno, en ura mezcla de tierrs y materia
orgdnlea, en condiciones de invernadero. Las determinaciones
s¢ efecturaron en los cuatro primeres pares de hojas de fa rama
ortotrépica, contadas a partir del dpice. L.z tasa de fotosintesls
neta y la actividad de I3 reductasa de nitrato fucron bajas en las
bojasg al iniclo de la expansion {par +1}, que alcanzaron valores
mdximos en las hojas recientemente expandidas (par +2) y que
decayeron posteriormente con 1 edad (pares +3 y +4}). El
contenido deN totaltambién aumentd con [a expansién de la hoja
y permanecki constante en fas hojas fislolégicamente mds madu-
ras. Ef comportamiento del contenido de clorofila y de N total fue
similar y la relacidn clorofila & y b se mantuve constante en los
cuatro pares de hojas estudiados. Ei paralelismo determinado
entre ia tasa folosintética y fa activad de [a reductasa de pitrate
indica la existencia de una interrefacion entre tos dos procesos y
su lmportancia durante fa ontogenia de hojas de plantas de eafé,

(11). Esto parcce ser consecuencia de las limitaciones
de la capacidad fotosintética impuesta por la cantidad
de enzimas de carboxilacion y el paralelismo entre los
nivelesde N foliar y de enzimas fotosintéticas (11). Por
otro lado, la reductasa de nitrato (RN), clave en Ia
incorporacién de N-mineral en compuestos orgdnicos
(2}, depende de los hidratos de carbono preducidos en
los procesos fotosintéticos.

La cdad de las hojas ¢s un factor importante en fa
capacidad fotosiniética. La produccidn fotosintética
aumenta después del inicio de la morfogénesis de la
hoja y alcanza ¢l punto maximo cuando la hoja comple-
tasucrecimiento y, posteriormente, empiezaa declinar,
Este comportamiento ha sido observado en nurerosas
especies, tales como Pinus spp. (13), Perilla frutescens
(15}, cacao (1}, algoddn (6), soja (30) y papaya (20).

La actividad de Ia reductasa de nitrato {aRN)

muestra un modelo similar descrito para la {otosintesis
durante ia ontogenia de la hoja (3, 16, 25).
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E} descenso en la tasa de fotosintesis neta (Fn),
durante el envejecimicnto de 1a hoja, pudo relacionarse
con ¢l contenido de clorofila, N total, proieina y activi-
dad de la enzima ribusela-1.5 difosfato carboxilasa-
oxigenasa (22).

LadeclinaciéndelaaRNconclaumento de laedad
en los tejidos guarda correspondencia con la capacidad
de sintesis de proteinas (2) y la actividad {otosintética
(19}.

En plantas de café, como en otras especies, se ha
observado previamente que la Fn (5, 28) y la aRN (4,
21) disminuyen con laedad de lahoja. Sinembargono
fueron investigadas las relaciones entre Fn, aRN y el
contenido de clorofila y N-total durante el desarrollo de
la hoja de café,

El presente trabajo tiene como objetivo verificar
los efectos de 1a edad de Ia hoja sobre Ia tasa fotosinté-
tica, laactividad de larcductasade nitrato y el contenido
de clorofila y N en plantas jévenes de café.

MATERIALES Y METODOS

Se usaron semillas de calé (C. arabica L.) cv.
Catuai Vermelho H-2077-2-5-81 de 1a Segdo de (Gené-
tiva del Instituto Agrondmico de Campinas- SP- Brasil,
germinadasen arena gruesa previamente lavada, Cuan-
do las plantas alcanzaron ¢l estadio vegetativo corres-
pondicnte a fa abertura de las hojas cotiledonares, fue-
ron trasplantadas en bolsas de polipropileno, que con-
tenian alrededor de dos litros de una mezcla de suelo y
materigl orgdnico. Las plintulas se mantuvieron en
inverndculo con una disminucidon del 50% de la luz so-
[ar hasta 1a edad de diez meses. Las determinaciones se
efeetnaron en los cuatro primeros pares de hojas de fa
rama ortotrdpica, a partir del dpice. Se consider6 como
hoja +1 aguella en crecimiento, con edad alrededor de
30 dfas después de haber emergido, una hoja +2 aquella
gue llegd al crecimicnto definitivo, con una edad de 45
dias; como hojas +3 y +4, los pares subsccuenies.

La tasa de fotosintesis neta (Fn) fue determinada
porlametodologia descrita porFahleral. (10}, mientras
semantuvo lacdmara de asimilacién del carbono (CAC)
en las siguienies condiciones: necesidad de flujo de
fotones (DFF) 222 pmol m2 g1, temperatura 27 'C£0.5
y velocidad del aire 1.20 cm st

La actividad in vive de la enzima reductasa de
nitrato (aRN) fue determinada siguiendo la metodolo-

gia especificada por Carelli et al. (5) y los tencres de N-
total por el método de microkjeldahl.

Las extracciones de protoclorofila (protoCfla),
clorofilaa(Cflaa) y clorofilab (Cilab) se realizarcn por
la metodologia delineada por Koski et al. (19) con
modificaciones, procurando optimar la técnica para
café. Transcurridas 9 h se retird una hoja en forma
separada de cada par, de cuatro planias diferentes, con
el fin de formar cuatro muoestras. Scguidamente se
seceionaron las hojas y 1.0 g de cada muestra se
sumergid en 15 mlde acetona; después se transfirid a un
mortero de porcelana y se macerd con arena.

Elextracto de acetona se filtré al vacio y se lavé dos
veces con 70 mi de acetona; se agregaron 20 ml de éter
etitico y la mezcla se colocd en un embudo de repara-
cidn con 100 mlde agua destilada. El proceso se repitid
dos veces para remover la acetona y la mezcla éter-
acetona-pigmentos. La solucidn de éter-pigmentos se
colocd en una probeta y el volumen se completda 20 ml
con éter etilico. Se tomd una alicuota de 1.0 ml; se
colocé en un balén volumétrico de 10 mly se completd
¢l volumen con el mismo solvente, Las lecturas fuercn
hechas en un espectrofotémetro en 620 nm y 625 nm
para la protoCfla; en 660 nm y 665 nm para faCHaa; en
640 nm y 645 nm para la Cfla b; los valores de Ia
absorbancia se calcularon a 624 nm, 662 nm y 642 nm,
por medio de la interpolacién arménica (23). Para
estimar los valores de protoCfla, Cfla a y Cfla b, fue
utilizado el sistema de ecuacicnes propuesto por Smith
y Benitez (26).

Fi drea foliar (AF) de cada hoja se obtuvo calculan-
do ¢l producto del largo por ancho méximo por factor
0.62. Ese factor fue previamente calculado a través de
una submuestra compuesta de hojas por cada par estu-
diado, con el auxilio de un integrador de Area foliar LI-
COR modclo L1 3000.

LaaRN, enores de Clfla y de N-total se analizaron
en los mismos tejidos vegetativos usados paradeterminar
la Fn, con cuatro repeticiones por cada par de hojas, y
cada repeticién fue en una planta.

RESULTADOS

Las variaciones en laFn y en la AF de los pares de
hojas, colocados a lo largo de la rama ortordpica de las
plantas de café, se representan ¢n las Figs. 1y 3. Se
comprueba que Ia Fn es baja en las hojas en el inicio de
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su crecimiento (par +1) y alcanza valores méximos en
las hojas recién expandidas (par +2) y declina posterior-
mente con la edad (pares +3 y +4). Ese comportamiento
fue observado en plantas de café (9, 28).

EnlaFig. 2 se determina que los contenidos de Cfla
total, Cflaa y Cfla b acompafian el aumentode laFnque
ocurre con la expansién de la hoja (Fig. 1). En las hojas
fisioldgicamente mas maduras (+3 y +4), la concentra-
cidn de esos pigmentos aumentd levemente, mientras
que la Pn empezd a disminuir (Fig. 1). Los contenidos
deCflaayCflabacompaitaron los aumentos verificados
en las concentraciones de Cfla total y la relacién Cfla a:
Cfla b se mantuvo constante en los pares de hojas
estudiados (Fig. 2). Esosresultados concuerdan con las
datos obtenidos por Baker y Hardwich (1) en hojas de
plantas de cacao.
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¥ig. 1. Tasa fotosintética neta (Fn), actividad in vive de la enzima
reductasa de pitrato (aRN) y enor de nitrégeno total (N~
total) en varios pares de hojas de la rama ortotrdpica de planta
de café (edad 10 meses). Yalores medias * desviaciones
promedio de cuatro repeticiones.
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Fig. 2. Contenidos de clorofila wtal (Cila total), clorofila b (Cfla b)
y protoclorofila (protoCfla) en varios pares de hojas de ramas
onotrdpicas de plantas de café {edad 10 meses). Valores
medios decuatro repeticiones. Variaciones delasdesviaciones
promedio .05 mg em? a 1.67 mg em-*.
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Fig. 3 Arcafoliar (AF) y peso foliar especifico (PFe) de varios pares
de hojas de ramas ortotrépicas de plantas de café (10 meses
de edad). Valores + desviaciones promedio de cuatro
repeticiones.

La aRN presentd un patron idéntico al de la Fn, 0
sea, aumentd con la expansidn de la hoja y en seguida
disminuyd (Fig. 1). A su vez, el contenido de N-total
también aumentd con la expansidn de 1a hoja y perma-
necié casi constante en las hojas maduras,

El peso foliar especifico (PFe), semejante dela AF,
se incrementd con la expansidn de la hnja y se mantuvo
inalterado en las més viejas.

DISCUSION

Fl periodo de crecimiento comprendido entre la
emergercia y la expansidn total de las hojas, presenta
una intensa actividad metabdlica, que se manifiesta en
un aumento de la fotosintesis, de las concentraciones de
CHa y N-total, y de la aRN. Un aspecto por destacar es
que después de alcanzar la expansién total, Ias hojas de
las plantas de café continuaron acumulando clorofila,
aunque en una tasa mas lenta. Las plantas de cacao, que
como las de café pertenecen a una especie lefiosa to-
pical, presentan la principal sintesis de Cfla después
que Ia hoja ha alcanzado su expansion total (1). Ese
patrén de sintesis es bastante diferente del seguido por
hojas de especies de clima templado, en las cuales el
contenido de Cfla por unidad de Area generalmente
alcanza el maximo antes de la expansidn total de lahoja

(1.

Después de lograr la expansidn total, las hojas de
especies anuales entran en la fase de senectud que se
caracteriza por una progresiva disminucién de la tasa
fotosintética, asociada a una pérdida de Cfla, N-total,
proteinas, actividad de rubisco, actividad y composi-
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cidn de los cloroplastos y conductancia de CO, (7, 12,
14,29, 30). En plantas de soja, Wittenbach et al. (30)
verificaron que las pérdidas de Cila y de N-total en lag
hojas estaban estrechamente relacionadas con la decli-
nacién de la fotosintesis y sugirieron que eran los
primeros sintomas de senectud.

En plantas de café, los resultados mostraron que
el inicio del declive de Ia tasa de Pn no iba acompa-
fia do por caidas en las concentraciones de Cfla y de
N-total; al contrario, esas concentraciones continua-
ron aumentando, aungue levemente. La duracidn del
periodo de decadencia gradual de la fotosintesis varia
entre Jas especies, ya que puede abarcar pocas semanas,
como en soja y cebada, meses 0 afios, como en Phoenix
dactylifera (17). Como ¢l café es una cspecie perenne,
seria poco probable que las hojas despuds de alcanzar la
expansion total (+3 y +4) entrasen cn un proceso
acentuado de senectud. Laconservacidn del peso foliar
especatico y los contenidos de Clla y de N-total de lag
hojas maduras de plantas de café muestran que, aparen-
temente, no hubo movilizacién de compuesiosde Ny C
hacia las partes vegetativas en crecimiento, caracteris-
tica del proceso de senectud (30).

La rubisco, que es la enzima carboxilativa en
plantas C,, representa alrededor del 20% del N-total de
las hojas {8); cantidad gue permaneci6 casi constante
después de 1a expansion foliar. Por ot parte, la aRN,
limitante en la incorporacidén del! N-mineral en
compuestos orgdnicos (2), acompaiid el decrecimiento
observado en la Fn de hojas fisicldgicamente maduras.

LaaRN depende de la capacidad de los tejidos para
sintetizar proteina (27) y del proceso [otosintético, ya
seaa través del suministro de energia y de los esqueletos
de C provenicntes de la oxidacidn de los fotosintatos o
directamente de las reacciones fotoguimicas de los
cloroplastos (24). La semejanza entre las curvas de la
fotosintesis y de la reduccidn de nitratos indica una
interrelacion entre esos dos procesos y su importancia
durante 1a ontogenia de las hojas de las plantas de café.
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