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RESUMEN

OCAMPOA.,D.M.; RIANO H.,N.M.; LOPEZR.,J.C.; LOPEZF., Y. Intercambio de diéxido de carbono y
cambios bioquimicos del pericarpio durante el desarrollo del fruto del cafeto. Cenicafé, 61(4):327-343.2010

Con el fin de contribuir al conocimiento de la fisiologia del fruto del cafeto, desde la apertura floral hasta la
maduracion, cada dos semanas, se midié el intercambio neto de dioxido de carbono (CO,), el crecimiento y
algunas variables bioquimicas del pericarpio en frutos de Coffea arabica cv. Caturra. El intercambio neto de CO,
se cuantific en sectores de ramas unidas a la planta, en nudos con hojas y sin frutos, en nudos con hojas y frutos,
y en nudos con frutos y sin hojas, tanto a la luz como en la oscuridad. En los nudos con hojas, el intercambio
neto de CO, bajo iluminacion es positivo, pero cuando se determina en frutos solos, el intercambio neto de CO,
es negativo, debido al predominio de la respiracion. Durante la ontogenia del fruto, la respiracion es alta en las
etapas tempranas, y disminuye hasta alcanzar la maduracion. Aproximadamente el 30% de los foto-asimilados
almacenados en el grano provienen de la fijacion o re-fijacion del CO, realizada por el aparato fotosintético
de las células del pericarpio. EI comportamiento del intercambio de CO, esta relacionado con la actividad de
las enzimas de carboxilacion fotosintética como la Rubisco, la Fosfoenol Piruvato Carboxilasa (PEPC), y de
la sintesis de sacarosa. El crecimiento del fruto puede describirse mediante una funcion logistica, en una curva
sigmoidal, donde se identifica una etapa exponencial inicial de crecimiento lento, una lineal de crecimiento
acelerado y una final de estabilizacion. Posteriormente, se observa una etapa de disminucion, asociada con
procesos degradativos y de postmaduracion.
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ABSTRACT

In order to contribute to the knowledge of the coffee tree cherry physiology, the net exchange of carbon dioxide
(CO,), the growth and some biochemical variables of the pericarp in cherries of Coffea arabica L cv. Caturra
were measured each two weeks, from floral opening to ripening. The net exchange of CO, was quantified in
sectors of the branches attached to the plant, in knots with leaves and without cherries, in knots with leaves
and cherries and in knots with cherries and without leaves, in the sunshine and in the darkness. In the knots
with leaves, the net exchange of CO, in the sunshine is positive, but when it is determined only in cherries, it
is negative due to the predominance of respiration. During the cherry ontogeny, the respiration is high in the
early phases and it decreases gradually until ripening. Approximately 30% of the photoassimilates stored in the
grain come from CO, fixation or refixation carried out by the photosynthetic apparatus of the pericarpium cells.
The behavior of the COvexchange is related to the activity of the enzymes of photosynthetic carboxilation such
as Rubisco, phosphoen61 pyruvate carboxylase (PEPC), and from sucrose synthesis. The cherry growth can be
described through a logistic function in a sigmoidal curve where an initial exponential phase of slow growth, a
linear phase of quick growth and a final stabilization phase are identified. Later, a decrease stage associated to
degradation and post-maturation processes is observed.
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Ademas de las hojas, comunmente consideradas
como la fuente primaria de los foto-
asimilados, las plantas superiores pueden
utilizar otras estructuras, tanto vegetativas
como reproductivas, para llevar a cabo la
asimilacion fotosintética del CO, atmosférico.
Las hojas, los tallos y las porciones verdes
de los organos florales y los frutos que
interceptan Radiacion Fotosintéticamente
Activa (RFA), se caracterizan por realizar
asimilacion del CO,, mientras que los tejidos
lefiosos, que no contienen clorofila, como
la raiz y las estructuras no verdes de los
organos reproductivos, como la mayoria
de las semillas en los frutos, no llevan a
cabo funciones fotosintéticas, pero reciclan
internamente el CO, liberado durante el
proceso respiratorio y fotorrespiratorio. La
actividad fotosintética no realizada por las
hojas, y relacionada con la re-fijacion del CO,,
se considera una estrategia vegetal adicional
de gran importancia para la adquisiciéon del
carbono, debido a que éste constituye hasta
un 50% de la biomasa producida. En el
caso de algunos frutos, se ha establecido
que hasta el 60% del total del requerimiento
de carbono, proviene de su propia actividad
refijadora (7, 10).

Después de la fertilizacion, durante los
estadios tempranos del desarrollo del fruto,
éste permanece verde y realiza fotosintesis,
aun cuando en magnitud es heterotréfico, pues
requiere del suplemento de foto-asimilados de
las hojas adyacentes (14, 29, 34). Durante la
maduracion, los frutos pierden su capacidad
fotosintética y generalmente cambian de color.
Los frutos estan dotados de estomas en la
epidermis, y su tamafo, forma y funcién es
similar al de las hojas de plantas tipo C,. En
el manzano, los frutos iniciando su ontogenia
presentan la mayor frecuencia estomatica sobre
la superficie del fruto, para luego disminuir
durante su expansidon y, posteriormente, se
transforman en lenticelas, para el intercambio
gaseoso (9). En gran variedad de frutos, se

han observado cloroplastos, tanto en el tejido
hipodérmico y perivascular; en el primero son
pequefios, con grana y almidon y presentan
metabolismo C,, mientras en el segundo, son
de mayor tamafio, no presentan almidon y
muestran actividad fotosintética del tipo C,
(10, 16, 17, 30). El contenido de clorofila
varia con las especies estudiadas y decrece
en cantidad a medida que el fruto madura
y cambia de color, sin llegar nunca a cero,
mientras los contenidos de carotenoides y
de antocianinas se incrementan, debido a
la actividad de la fitoeno sintasa que se
localiza en el estroma de los cloroplastos
(7, 14, 19, 22).

El intercambio gaseoso en los frutos se
lleva a cabo mediante los estomas y esta
correlacionado positivamente con su tamaiio,
el contenido de clorofila, la concentracion
de CO,, la intensidad luminica y la baja
conductancia difusiva a través de la epidermis
(9, 22, 27, 29). El CO, del aire es fijado por
la enzima Ribulosa 1,5 bisfosfato carboxilasa
— oxigenasa (Rubisco), la cual alcanza entre
10 y 100 veces menor actividad que en las
hojas aledanas. En contraste, la actividad de
la Fosfoenol Piruvato Carboxilasa (PEPC),
se encuentra activa en los tejidos de los
frutos, incrementando a su vez la capacidad
de recapturar el CO, respirado. La relacion
PEPC / Rubisco de 4:5 en frutos, comparada
con la relacion 1:10 de las hojas, indica que
existe un mecanismo de asimilacion diferente
al de las hojas (8, 10, 14, 15, 37).

El fruto de C. arabica L., es una drupa
ovoide o globosa, que contiene normalmente
dos semillas, alcanza su maximo desarrollo
entre los 220 y los 240 dias después de
antesis, y una longitud de 10 a 15 mm.
Inicialmente, su color es verde, después
amarillo o rojo, dependiendo de la edad y el
genotipo. Esta constituido por un pericarpio
o corteza bien desarrollado, con tres tejidos
caracteristicos: exocarpio, mesocarpio y
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endocarpio. El exocarpio estd formado
por una capa de células parenquimaticas,
compactas e isodiamétricas, con presencia
de estomas; ademas, durante los primeros
estados de desarrollo del fruto hasta los 180
— 195 dias de su ontogenia, se encuentran
cloroplastos. El mesocarpio esta formado
por mas de 20 capas de células, de forma
oval o redondeada, con paredes gruesas que
contienen cloroplastos en mayor nimero que
las del exocarpio. En este tejido se encuentran
inmersos y dispuestos circularmente los haces
vasculares, conformados por xilema en el
interior y floema en el exterior. El endocarpio
estd formado por cinco a siete capas de
células esclerenquimaticas de forma irregular,
de menor tamafio que las del mesocarpio, y
con pocos cloroplastos; mas adelante, estas
células constituiran la cubierta de la semilla
0 pergamino, ¢ iniciardn su endurecimiento
alrededor de los 90 dias, cuando se observa
la formacion de esclereidas, de forma y
dimensiones variables (5, 18, 24, 31, 32).

En estudios previos, se ha encontrado
que el pericarpio del fruto de café es activo
fotosintéticamente. Durante el desarrollo del
grano, el pericarpio exhibe una actividad
variable de la Ribulosa 1,5 bisfosfato carboxilasa
— oxigenasa (Rubisco) y de la fosfoenol
piruvato carboxilasa (PEPC), y hacia las 18
semanas de edad, la relaciéon de actividad
PEPC/Rubisco, sugiere que buena parte
de la actividad fotosintética se debe a la
carboxilacién realizada por la PEPC (26). El
comportamiento de la actividad enzimatica
fotosintética en el pericarpio del grano puede
explicar el hecho de que la fotosintesis que
alli ocurre, contribuye hasta con un 30%
a la acumulaciéon total de fotoasimilados
almacenados en ellos hasta la cosecha (13).

En estudios de la relacion fuente -
demanda en el cafeto, Gomez (21), midi6
el intercambio gaseoso y la acumulacion y
distribucion de biomasa en plantas, a las

cuales les fueron retiradas porciones conocidas
de area foliar (fuente) y de frutos presentes
(demanda), y determind que una eliminacion
hasta del 25% del area foliar, no ocasiona
una disminucion significativa en el numero
y peso seco de los frutos, dentro de un
mismo ciclo de cosecha.

Los estomas contenidos en el pericarpio
varian desde 137 mm?, 45 dias después
de la floracion (DDF), hasta 80 mm™, 195
DDF (31), y tienen un papel fundamental
para el intercambio gaseoso y la bioquimica
fotosintética del fruto. En general, la actividad
respiratoria del fruto es intensa durante toda
su etapa de crecimiento, siendo mayor al
inicio y disminuyendo hacia el final del
periodo, cuando alcanza la madurez. Sin
embargo, la actividad respiratoria es menor
en presencia de luz que en oscuridad (2, 28).
Después de la floracion y el cuajamiento, el
fruto pasa por varios estados de crecimiento,
durante los cuales sufre cambios internos y
externos como producto de la interaccion
genotipo por ambiente, y alcanza su maximo
desarrollo alrededor de los 224 dias después
de la antesis (32).

El presente estudio se llevo a cabo con
el fin de profundizar en el conocimiento de
la fisiologia y bioquimica fotosintética del
fruto y su relacion con el crecimiento, asi
como para determinar a través de mediciones
directas el aporte de algunas de sus funciones
bioquimicas al balance de carbono.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién. El estudio se llevd a cabo en
el Centro Nacional de Investigaciones de
Café -Cenicafé, Planalto (Manizales, Caldas),
ubicado a 4°59’ N, 75°35° Wy 1.413 m de
altitud, y en la Estacion Central Naranjal de
Cenicafé, ubicada a 4°58” N, 75°39° W y
1.381 m de altitud (20).
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Materiales. Se utilizaron plantas de Coffea
arabica L. cv. Caturra, de 2,5 afos de edad,
sembradas a una distancia de 1,5 m entre surcos
y 1,0 m entre plantas, para una densidad de
poblacion de 6.666 plantas/ha. Luego de la
floracion principal, durante el primer trimestre
del afio, se seleccionaron aleatoriamente 50
arboles y, en cada uno de ellos, se marcaron
cuatro ramas correspondientes a las cruces
24 y 25 (contadas de la base hacia el apice
del tallo), y en cada rama se escogieron los
cinco primeros nudos (contados del apice
hacia a la base de la rama).

El intercambio gaseoso se determind
utilizando un sistema portatil de medicion
de fotosintesis ADC-LCA4 (Analytical
Development Co, England), constituido por
un analizador infrarrojo de gases para CO, y
H,O, una cdmara Parkinson de 6,25 cm’ para
estructuras foliares, una camara de medicion
de porciones de rama y un microprocesador
que registra las diferencias en concentracion
de CO,, la temperatura del aire en el interior
de la camara y la radiacion fotosintéticamente
activa (RFA). Como el sistema original esta
disefiado para la medicion en tejido foliar,
se le acopld una camara cilindrica de PVC
y acetato transparente de 0,3 m de longitud
y 0,25 m de diametro, con capacidad para
introducir una rama con cinco nudos productivos
(Figura 1). El aire dentro de la camara se
homogeneiz6 con un ventilador que generaba
turbulencia, para romper la capa limite que
produce resistencia al intercambio gaseoso

cuando se llega al estado estacionario donde
la fotosintesis iguala a la respiracion.

Medicién de la actividad fotosintética.
Dos semanas después de la floracion, se
escogieron aleatoriamente 18 arboles entre
los 50 seleccionados, y se formaron tres
grupos de seis arboles. En el primer grupo,
a dos ramas por arbol en la zona productiva
(cruces 24 y 25), se les dejaron los primeros
seis nudos contados desde el apice a la base
de la rama y las hojas y frutos presentes;
en el segundo grupo, se retiraron los frutos
y se dejaron sélo las hojas, mientras que
en el tercer grupo se retiraron las hojas y
se dejaron soélo los frutos, de tal forma que
se generaron los siguientes tratamientos:

1. Nudos de la zona apical de la rama con
hojas y frutos

2. Nudos de la zona apical de la rama con
hojas y sin frutos

3. Nudos de la zona apical de la rama sin
hojas y con frutos

El intercambio gaseoso se midié cada
15 dias, entre las 09:00 y 11:00 horas,
iniciando una semana después de asignar
los tratamientos y se prosiguio hasta la
maduracion de los frutos. Luego de la
medicién bajo iluminacién, la cdmara con
la porcion de rama en su interior, se cubrio
con una tela negra, dejando estabilizar el

Figura 1. Medicion de intercambio gaseoso en porciones de rama. a. Solo hojas; b. Solo frutos; ¢. Hojas y frutos.
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sistema, y se midié el intercambio gaseoso
bajo oscuridad.

Se midié el area foliar en las mismas
fechas y porciones de rama, con la regla
desarrollada por Arcila (6) y el diametro
menor y mayor de los frutos con un calibrador
milimétrico (Mitutoyo 71041) con el fin
de calcular su area superficial, mediante la
Ecuacion <<1>>:

S =4mab

Ecuacion<<1>>

Donde:

S = Area superficial
a = Radio ecuatorial
b = Radio polar

Con esta informacion se estimo el area
total donde ocurre el intercambio gaseoso
por porcion de rama con sélo frutos, con
solo hojas, y ramas con hojas y frutos.

Medicion del crecimiento del fruto. Cada
dos semanas, luego de la floracion (DDF), se
tomo6 una muestra aleatoria de 150 frutos, a
partir de ramas de los 32 arboles restantes y en
los cinco primeros nudos del apice a la base,
en cada rama. De esta muestra se escogieron
100 frutos y se pesaron individualmente en
una balanza portatil (Mettler BB2400), con
el fin de obtener el peso fresco y se secaron
a 80°C en estufa con recirculacion de aire,
hasta peso seco constante.

El porcentaje de humedad de las muestras
se determindé mediante las diferencias entre
el peso fresco y el peso seco. Las tasas de
crecimiento se obtuvieron mediante el calculo
de la primera derivada de la funcion logistica
ajustada para cada una de las variables de
crecimiento.

El volumen del fruto se determind utilizando
la Ecuacion <<2>> del volumen del elipsoide.

_ 4 ab*
3

e

Ecuacion<<2>>

Donde:

V = Volumen del fruto
a = Radio ecuatorial

b = Radio polar

Medicion de variables bioquimicas en el
pericarpio del fruto

Obtencion del extracto del pericarpio.
Desde los 14 hasta los 70 DDF, cada dos
semanas, se maceré un gramo de frutos en
un mortero pre-enfriado a 4°C, en presencia
de 4 mL de bufer de extraccion Tris-HCI
20 mM, pH 8,0, 10 mM NaHCO,, 10 mM
MgCl,, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, Polivinil
Pirrolidona — 40 (PVP-40) 2% (p/v), Polivinil
Polipirrolidona (PVPP) 3% (p/v) y glicerol
10%. El macerado se filtro a través de una
capa de Miracloth y dos de gasa. El filtrado se
centrifugd a 8.000 r.p.m., durante 5 minutos,
en una centrifuga Eppendorf 5415C. Luego
de los 70 DDF, cuando fue posible separar
el pericarpio de los otros tejidos del fruto, se
utiliz6 un gramo de pericarpio siguiendo el
procedimiento antes descrito. El sobrenadante
obtenido se utiliz6 para:

Cuantificacion de clorofila. Se agregaron
25 pL del sobrenadante a 975 pL de etanol
del 96%. La mezcla se agitd vigorosamente
en vortex, se incubd en la oscuridad, a 4°C,
durante 30 min, y se midié la absorbancia a
654 nm, en un espectrofotometro Biorad 3550-
UV (Bio-rad Laboratories), para determinar
el contenido de clorofilas totales, siguiendo
el método de Wintermans y De Mots (39).
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Cuantificacion de proteina total. Se filtr6 1,0
mL del sobrenadante a través de una columna
Econo-Pac G-10 (Biorad, /nc), equilibrada
con bufer de extraccion sin PVP-40 y PVPP.
La muestra retenida se eluy6 con el mismo
bufer, se tomaron 10 pL del eluido y se
depositaron en cubetas de policarbonato que
contenian 990 pL de reactivo de Bradford
(11). Se ley6 la absorbancia a 595 nm en
un espectrofotometro Biorad 3550-UV y se
determiné el contenido de proteina soluble
total, utilizando los datos de absorbancia
contra una curva patréon construida con
Albumina Sérica Bovina (BSA), segun el
método de Bradford (11).

Determinacion de la actividad de Rubisco.
Se incubaron 50 pL del eluido durante 10
min, a 25°C, en presencia de 940 uL de Tris
— HCL 50 mM, pH 7.8, 10 mM NaHCO,,
20 mM MgCl,, 0,2 mM NADH, 5 mM
creatina fosfato, 1 unidad (u) de creatina
fosfoquinasa, 1 u de gliceraldehido-3-fosfato
dehidrogenasa y 1 u de fosfoglicerato kinasa.
La reaccion se disparé con Ribulosa 1, 5
bisfosfato (Rubp) hasta alcanzar 660 uM
en la mezcla. La actividad de la enzima se
midi6 siguiendo el cambio en absorbancia a
340 nm, debido a la oxidacion del NADH
y utilizando un coeficiente de extincion de
6,22 x 10° M (25, 33).

Determinacion de la actividad de PEPC.
Se incubaron 50 uL del extracto proteinico
durante 10 min, a 35°C, con 940 uL de
bufer de actividad Hepes - KOH 100 mM,
pH 8,0, 50 pm EDTA-Na, 1 mM Mg CI,
ImM DDT, 10 mM NaHCO,, 2 pm NADH
y 5 u de malato deshidrogenasa de corazon
de cerdo. La reaccion se dispar6 con PEP
hasta alcanzar 0,4 mM en la mezcla y se
midid el decrecimiento en la absorbancia a
340 nm, debido a la oxidacion del NADH,
utilizando un coeficiente de extincién de
6,22 x 10° M (1, 33).

Determinacion de la actividad de la sacarosa
fosfato sintetasa (SPS). Se incubaron 50
pL del extracto con 950 pL de bufer de
reaccion PIPES (acido piperazina-N-N-bis
2-etano sulfénico), 50 mM pH 7,5, 5 mM
MgCl,, 5 mM UDP-glucosa (UDPG), 5 mM
fructosa-6-fosfato (F6P), 15 mM glucosa-6-
Fosfato (G6P), a 30°C, durante 15 min. Se
midié la produccion de sacarosa + sacarosa
fosfato a partir de fructosa-6-fosfato y UDP
glucosa por el método de Van Handel (36).
Se utilizd un control negativo consistente en
la misma mezcla de reaccion sin glucosa-6-
fosfato (G6P). La reaccion se detuvo con una
solucion de NaOH hasta alcanzar el 30%.
La mezcla se dejo enfriar y se agregaron
2.800 uL de antrona 0,15% (p/v) en 80%
H,SO, y se incub6é nuevamente a 40°C,
durante 20 min. La actividad de la enzima
se calculd midiendo la absorbancia en un
espectrofotoémetro Beckman DU-650 a 620
nm contra una curva patron de sacarosa.

RESULTADOS Y DISCUSION
Crecimiento del fruto

Peso fresco y seco. Durante el crecimiento
del fruto de café Coffea arabica L. cv
Caturra (Figura 2), se pueden observar
cuatro fases bien definidas: En la primera,
de la antesis hasta los 56 DDF, los frutos
siguen un patréon de crecimiento lento; en
la segunda, desde los 56 a los 140 dias,
los frutos crecen rapidamente. En la tercera,
de los 140 a los 224 dias, el crecimiento
llega a su valor maximo (Tabla 1) y el
fruto cambia su coloraciéon a medida que
va madurando. La ultima fase, desde los
224 dias en adelante, se ajusta al modelo
clasico de disminucioén del crecimiento de
Gauss y se caracteriza por pérdidas de peso
asociadas con procesos de deshidratacion,
ataque de microorganismos y aumentos en
la respiracion de los frutos.




Tabla 1. Valores promedio de peso fresco y seco, a través del tiempo, después de la antesis.

DDF Peso Fresco (g) Peso seco (g)
14 0,008 £+ 0,0005 0,003 +0,0001
28 0,001 £+ 0,0003 0,004 + 0,0002
42 0,029 £0,0013 0,007 + 0,0002
56 0,086 + 0,0042 0,016 = 0,0007
70 0,466 + 0,017 0,066 + 0,001
85 0,634 + 0,025 0,091 £+ 0,002
98 0,947 £ 0,042 0,144 £ 0,004
112 0,838 + 0,093 0,154+ 0,001
126 1,000 + 0,035 0,211 £ 0,008
140 1,032 + 0,020 0,228 + 0,003
154 1,090 + 0,026 0,285 + 0,009
167 1,222 +0,028 0,335+0,011
182 1,165+0,016 0,336 0,016
196 1,179 £ 0,040 0,426 £0,011
211 1,496 + 0,039 0,531 0,016
224 1,664 £ 0,032 0,535+ 0,009
243 1,267 + 0,030 0,472 £ 0,009
252 1,235+ 0,027 0,445+ 0,011
s Didametro ecuatorial y polar del fruto. Los
7 O  Peso seco . .
16 ] @ Peomseo p diametros ecuatorial y polar del fruto de café
14 e se comportan siguiendo una curva logistica
12 e %o clasica, en la cual se identifican tres fases:
o 10 — 0®® una fase inicial exponencial, donde se alcanza
% 0s o una velocidad baja de crecimiento (14 a 28
= 06 o ke DDF); una segunda fase de crecimiento lineal
04 e- P S que va desde los 29 hasta los 100 DDF; y
02 _ o una fase de estabilizacion o asintdtica que
004 ere T va hasta la madurez del fruto. Aunque las
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 magnitudes son diferentes, el comportamiento

Figura 2. Comportamiento del crecimiento del fruto de
café en términos de su peso fresco y seco. Las barras
verticales indican el error estandar.

La tasa maxima de acumulacién de peso
fresco (0,0118 g.dia') se alcanzo a los 98
DDF, mientras que para el peso seco se
alcanzo a los 182 DDF (0,00392 g.dia™")
(Figura 3).

de los dos diametros, es similar y describe
consistentemente el crecimiento del fruto en
funcion del tiempo (Figura 4).

Area superficial del fruto. Para determinar
la tasa de asimilacion del didxido de carbono
atmosférico, fue necesario determinar el
area superficial del fruto. Se corrobord que
el comportamiento del area (cm?) sigue el
mismo patréon sigmoidal observado para los
diametros (Figura 5).
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Figura 3. Tasas de crecimiento del peso fresco y seco
de frutos de Coffea arabica L. cv Caturra.

Figura 4. Crecimiento en mm de los didmetros polary
ecuatorial del fruto de Coffea arabica L. cv. Caturra.
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Figura 5.Comportamiento del area superficial (cm?)
durante el crecimiento del fruto de C. arabica L. cv.
Caturra.

Volumen del frute. El volumen promedio
del fruto (cm?), a través del tiempo, se
ajusta a la funcion logistica clasica sigmoidal
asintotica (Figura 6).

Variacion en el contenido de humedad del
fruto. El porcentaje de humedad del fruto en
funcion del tiempo alcanza valores maximos
alrededor del 86%, a los 76 dias DDF, y
disminuye hasta el 65% en el momento de
su madurez. La maxima humedad alcanzada
coincide con el inicio de la fase lineal
de acumulacion de materia seca, lo cual
concuerda con resultados previos obtenidos

Figura 6. Comportamiento del volumen (cm?®) durante
el crecimiento del fruto de C. arabica L. cv. Caturra.

por Salazar et al. (31, 32), en la misma
localidad (Figura 7).

Actividad fotosintética

El intercambio gaseoso neto de CO, por
unidad de superficie para cada uno de los
tratamientos, se estimo con la Ecuacion <<3>>:

A= pA,
Ecuacion <<3>>
Donde:
_ s ins 2 o1
A = Tasa fotosintética, en umol_. m=.s

u,=Masa de flujo de aire, en molm™s’
A= Diferencial de CO,
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y con la Ecuacion <<4>>:

He =—
a
Ecuacion <<4>>
Donde:
u = Flujo molar de aire, en mol.s™
a = Area foliar o superficial del fruto, en cm?

El flujo molar del aire que ingresa a
la camara de medicidon es constante (200
umol  s') y se logra mediante una bomba
acoplada al sistema portatil de fotosintesis
ADC-LCA4. El diferencial de CO, (A), en
ppm, se calcula mediante la diferencia entre
las concentraciones de CO, (en ppm) en el
aire antes de ingresar a la camara y luego
de pasar por la superficiec de asimilacion.

Intercambio gaseoso neto de CO, en ramas
con solo frutos. El intercambio gaseoso
neto de CO, en frutos adheridos a la rama
durante su desarrollo arrojé valores negativos,
debidos principalmente a la respiracion
mitocondrial, en condiciones de luz y en
oscuridad (Figura 8).

Desde el momento de la floracion hasta
los 126 dias, la tasa neta de intercambio de
CO, en iluminacion alcanz6 valores menores
de respiracion que en la oscuridad, lo cual
indica que predomina el reciclaje de dioxido
de carbono o fijacion del CO, atmosférico por
parte de los frutos. Este resultado es similar
al encontrado en frutos de café por Mosquera
(28), en tomate por Carrara et al. (14), y en
manzana, pomelo, cereales y vaina de arveja
por Blanke y Lenz (10). A partir de los
126 DDF, se observan diferencias minimas
de respiracion en ambas condiciones (Tabla
2). En este momento, el fruto alcanza su
maxima tasa de crecimiento y mantiene este
comportamiento hasta alcanzar su madurez
a los 224 dias.

Intercambio gaseoso neto de CO, en
ramas con solo hojas. El intercambio de
CO, en hojas alcanzo valores positivos bajo
condiciones de iluminaciéon y negativos en
oscuridad, lo cual esta de acuerdo con el
comportamiento foliar normal como 6rgano
de asimilacion. Las tasas de fijacion de
CO, registradas en el conjunto del area de
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Figura 7. Comportamiento de lahumedad del fruto de
Coffea arabica L. cv. Caturra, durante su desarrollo.

Figura 8. Asimilacion neta de CO2 en ramas solo con
frutos de Coffea arabica L. cv Caturra durante 224 dias,
expresado en umolCO2m-2s-1 bajo condicionesde luzy
oscuridad. Las barras verticales indican el error estandar.
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Tabla 2. Valores promedio de intercambio neto de CO, en frutos bajo condiciones de luz y oscuridad.

Intercambio neto

Intercambio neto

DDF en luz E rror en oscuridad Frror es‘t andar
pmolCO m-<S- estandar luz umolCO’m2S" oscuridad

14 -2,48 0,128 -3,60 0,078
28 -1,96 0,259 -2,95 0,082
42 -1,67 0,150 -1,78 0,123
56 -1,27 0,062 -1,48 0,097
70 -0,87 0,199 -1,19 0,185
85 -0,25 0,059 -0,39 0,021
98 -0,19 0,036 -0,21 0,058
112 -0,10 0,003 -0,21 0,045
126 -0,06 0,006 -0,15 0,026
140 -0,20 0,052 -0,22 0,056
154 -0,16 0,041 -0,19 0,042
167 -0,16 0,034 -0,19 0,033
182 -0,15 0,045 -0,16 0,048
196 -0,19 0,025 -0,21 0,034
211 -0,21 0,038 -0,23 0,046
224 -0,24 0,055 -0,14 0,040

intercambio fueron bajas, durante el periodo
de medicion, debido a que en ese momento
el sistema portatil se ubico en el tercio
medio del dosel del arbol (zona productiva),
donde ocurre auto-sombreamiento producido
por el tercio superior (Figura 9). Ademas, se
observa el comportamiento del intercambio
gaseoso neto descrito en luz y oscuridad.

Intercambio gaseoso neto de CO, en ramas
con hojas y frutos. Asi como en las hojas,
el intercambio neto de CO, arrojé valores
positivos bajo iluminacioén y negativos en la
oscuridad, comportamiento que es constante
durante todo el desarrollo del fruto (Figura 10).

En este tratamiento se observan tasas de
asimilacion bajas, como en el caso de hojas
solas, debido al efecto de sombra producido
por el tercio superior del dosel. En condicion
de oscuridad, se observan mayores valores de
respiracion en hojas solas que en hojas con
la presencia de frutos, esto parece sugerir

que los frutos a diferencia de las hojas,
reciclan el CO, de érganos en respiracion y
lo toman en menor cantidad de la atmosfera
en condiciones normales de iluminacidn,
resultado similar al obtenido por Blanke y
Lenz (10).

Contribucion fotosintética de los frutos

La contribucion fotosintética de los frutos a su
propio llenado, se estimé en cada tratamiento,
bajo condiciones de luz y oscuridad, para el
periodo que transcurrid entre la floracion y la
maduracion del fruto (210 dias) (Figuras 8,
9 y 10), obteniendo la integral bajo la curva
para el periodo indicado. Para ello, el area
entre dos periodos consecutivos, se calculd
de acuerdo con la funcion que describe el
area del trapecio:

La formula se aplicé para los valores obtenidos
en cada tratamiento y condicion, obteniendo
un valor de la integral, asi:
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Figura 9.Intercambio gaseoso neto de CO, en ramas
solo con hojas de Coffea arabica L. cv Caturra
durante 224 dias (expresado en umolCO,m?s™") bajo
condiciones de luz y oscuridad. Las barras verticales
indican el error estandar.

Intercambio neto de hojas en luz =
38,58  mol_,, m?*/periodo

Intercambio neto de hojas en oscuridad =
-26,45 mol ., m?*/periodo

Intercambio neto de hojas + frutos
en luz=
11,80 mol,, m?/periodo

Intercambio neto de hojas + frutos
en oscuridad =
-9,80 mol_,, m?*/periodo

Intercambio neto de frutos en luz =
-136,61 mol_,, m?/periodo

Intercambio neto de frutos en oscuridad=
-181,97 mol_,, m?/periodo

Luego, se calculo la distancia absoluta
entre el valor de asimilacion en luz y en
oscuridad para cada condicion y tratamiento.
Asi, para las ramas con hojas solas el valor
es de 65,03 mol.,, m? para 210 dias, en
tanto que en ramas con hojas y frutos es de
21,6 mol_,,m? para 210 dias. La diferencia
entre los dos valores es el aporte por

Figura 10. Intercambio gaseoso neto de CO2 enramas
con hojas y frutos en Coffea arabica L. cv. Caturra,
durante 224 dias (expresado en umolCO,m?s™") bajo
condiciones de luz y oscuridad. Las barras verticales
indican el error estandar.

fijacion o re-fijacion del CO, que realizan
los frutos (43,43 mol_,m? para 210 dias).
La relacion algebraica entre los dos valores
es 0,33 (Figura 11).

Al llevar a cabo el mismo ejercicio de
calculo con la medicion en ramas con frutos
solos, en luz y oscuridad, la diferencia
obtenida es de 45,36 mol.,,m™ para 210
dias, similar a la registrada anteriormente,
y el aporte calculado debido al intercambio
gaseoso de los frutos bajo iluminacion en
condiciones de luz fue de 0,33.

Este resultado obtenido mediante
determinaciones directas de intercambio
gaseoso, es similar al calculado indirectamente
por Cannell (13), lo cual demuestra que al
menos 33% de los asimilados almacenados
en el grano de café, proceden de la actividad
de re-asimilacion del CO, realizada por la
cubierta del grano.

Bioquimica fotosintética en el pericarpio
del fruto

Clorofila total. El contenido de clorofila
total en el pericarpio del fruto de café cv.
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Caturra, disminuye a medida que avanza su
proceso de crecimiento y maduracion, y llega
a valores cercanos a cero (0) (Figura 12).

El comportamiento del contenido de
clorofila en el pericarpio del fruto se puede
describir mediante una funcidén cuadratica
descrita en la Ecuacion <<5>>.

y =y0+ax+bx’

Ecuacion <<5>>
Donde:
y = Contenido de clorofila total en mg g'PF
y0 =Intercepto en Y
a yb =Parametros del modelo
x =Tiempo en término de los dias después
de la floracion

Los valores de los parametros del modelo
que se presenta en la Figura 12 son:

30 =0,3
a =0,004
b =-0,0001

12 =0,90
p < 0,0001

Proteina total. El contenido de proteina total
en la cubierta del grano varia con el tiempo.
En las primeras fases del desarrollo del fruto
(14 a 70 DDF) se alcanzan valores de 19,2 —
10,0 mg.g-1 PF, que luego descienden hasta
alcanzar valores cercanos a cero, en la etapa
de post-maduracion del fruto, alrededor de
los 250 dias (Figura 13).

Actividad de Ribulosa 1,5 bisfosfato
carboxilasa — oxigenasa (Rubisco). La
actividad enzimatica de Rubisco en el pericarpio
del fruto disminuye a través del tiempo, pues
ella depende de su contenido en los tejidos
fotosintéticos, lo cual esta corroborado por
el decrecimiento de la proteina total medida
(Figura 14). Los valores mas altos de actividad
de esta enzima en la cubierta del fruto se
alcanzan durante las dos primeras fases de
su desarrollo (entre los 42 y 70 dias DDF)
y varian entre 2,5 y 2,6 pmol,  min".
Aunque la actividad de Rubisco es variable,
se observa una tendencia a la disminucién a

38,58 65,03 —21,6=43,43
N\ 21,6/6503=033

11,8

|W 21,6

-181,97/ -136,61=1,33

\ 65,03 FRUTOS
9.8
) HOJAS + FRUTOS
26,45
136,61 Luz
HOJAS
4536
-181,97 Osc,

Figura 11. Calculo de la contribucion de la fijacion o re-fijacion del CO, en el fruto de café.
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través del tiempo, lo cual es consistente con
la disminucién del contenido proteinico hacia
la finalizacién del proceso de maduracion
del fruto.

Actividad de la Fosfoenol piruvato
carboxilasa (PEPC). La actividad enzimatica
de PEPC en el pericarpio del fruto, aumenta
hasta los 154 DDF, donde alcanza los valores
mas altos (Figura 15). Estos varian entre
43 y 4,0 pmol,  min'. A partir de los
168 dias la actividad disminuye y llega a
valores menores a 1,0 umol ,  min"' en la
época de madurez del fruto.

Si se comparan las Figuras 14 y 15,
puede observarse que los mayores valores
de actividad de PEPC coinciden con valores
bajos de actividad en Rubisco (126 a 154
DDF), mecanismo de “flip — flap”, que
puede ser explicado por la necesidad de
mantener un balance entre la actividad de
las dos enzimas, probablemente asociado con
el hecho de que las temperaturas Optimas

0.6

0.5

0.4

Concentracién de clorofila (mg g_ll’F)

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

Dias después de la floracién (DDF)

de funcionamiento de las dos enzimas son
notablemente diferentes (25°C para Rubisco
y 35°C para PEPC). Este resultado parece
indicar que el fruto de café ha desarrollado
un mecanismo similar al de las plantas C,,
que le permite de forma eficiente re-fijar el
dioxido de carbono que se produce en la
cubierta del grano. El comportamiento de
la actividad de la PEPC en el pericarpio
del fruto puede ser descrito mediante una
funcion cuadratica.

Relaciéon de la Actividad Enzimditica de
PEPC — Rubisco. La relacion de la actividad
PEPC - Rubisco en el pericarpio del fruto
evidencia una mayor importancia de la PEPC
en la actividad fotosintética con respecto a
Rubisco, desde la fase inicial del crecimiento
hasta los 150 dias aproximadamente. Momento
en el cual se alcanza la mayor tasa de
acumulacion del peso seco, tal como se muestra
en la Figura 16. Este punto de inflexion, en
el comportamiento tanto de la acumulacion
como de la relacion de la actividad de las dos

Contenido de poteina (mg gpf")

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Dias después de la floraciéon (DDF)

Figura 12. Variacion en el contenido de clorofila total
en el pericarpio de frutos de Coffea arabica L. cv
Caturra, durante su desarrollo. Las barras verticales
indican el error estandar.

Figura 13. Variacion en el contenido de proteina total
en el pericarpio de frutos de Coffea arabica L. cv.
Caturra, durante su desarrollo. Las barras verticales
indican el error estandar.
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enzimas, es una evidencia de la importancia
relativa que tiene PEPC en el crecimiento del
fruto y de la habilidad de re-fijar el dioxido
de carbono en esta etapa, debido que a partir
de este punto, las tasas disminuyen, se inicia
un cambio tanto en la tasa de crecimiento
como en la importancia relativa de actividad
de las enzimas, lo cual puede indicar que
Rubisco estaria mas asociada con los procesos
fotosintéticos involucrados en la etapa final
de maduracion del fruto.

Sacarosa fosfato sintetasa (SPS). La actividad
de SPS en el pericarpio del fruto alcanza

los valores de mayor actividad entre los
112 y 126 DDF, siendo coincidente con la
maxima tasa de crecimiento en peso fresco
y de actividad de PEPC, lo cual indica que
es en este punto donde ocurre la mayor
translocacion de asimilados al endospermo y
se inicia el periodo de llenado del fruto. Los
valores mas bajos se observaron cuando el
fruto se encontraba sobremaduro (Figura 17).

Durante el desarrollo de los frutos de
café, el comportamiento del intercambio
de CO, medido en condiciones de luz y
oscuridad, es mayor en luz, con excepcion

Actividad enzimatica (HmolNAD“min")
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Dias después de la floraciéon (DDF)
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Figura 14. Actividad de Rubisco en el pericarpio
de frutos de Coffea arabica L. cv. Caturra, durante
su desarrollo. Las barras verticales indican el error
estandar.

Figura 15. Actividad de PEPC enel pericarpio de frutos
de Coffea arabicalL.cv Caturra, durante su desarrollo.
Las barras verticales indican el error estandar.

40
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Figura 16. Relacion de la actividad enzimatica de
PEPC y Rubisco en el pericarpio de frutos de Coffea
arabica L. cv. Caturra, durante su desarrollo.

Figura 17. Actividad de Sacarosa Fosfato Sintetasa
en el pericarpio de frutos de Coffea arabica L. cv.
Caturra, durante su desarrollo. Las barras verticales
indican el error estandar.
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del estado de postmaduracion, determinando
que hay incorporacion neta de dioxido de
carbono a la biomasa y componentes del
fruto, y se debe a su fijacion directa de la
atmosfera o por reciclaje del CO, liberado
por la respiracion mitocondrial de otros
tejidos del grano. Lo anterior indica que en
el pericarpio, las estructuras anatomicas, los
organelos subcelulares y la bateria enzimatica,
para llevar a cabo el proceso fotosintético
es funcional, y los resultados concuerdan
con los presentados previamente para frutos
del cafeto y otras especies por Willmer and
Johmson (38), Bravdo et al. (12), Blanke
y Lenz (10), Mosquera et al. (28), Lopez
et al. (26), Carrara et al. (14), Aschan y
Pfanz (7). Aun cuando se muestra que el
intercambio neto de carbono es mayor en
los primeros estadios de crecimiento del
fruto (Figura 8), cuando se relaciona esta
actividad con el crecimiento en biomasa del
fruto (calculos no presentados), la actividad
decrece. No fue consistente la observacion
de algun tipo de respuesta del fruto y su
actividad fotosintética con aumentos en la
radiacion, contrario a lo expuesto por Vaast
et al. (35). La contribucién calculada por la
fijacion o re-fijacion del dioxido de carbono,
al desarrollo del fruto en un 33% (Figura
11), coincide con lo hallado por Cannell (13)
y Vaast et al. (35). Estos ultimos afirman
que un 30% de los costos respiratorios por
mantenimiento provienen de esta actividad, y
cerca de un 12% de los costos de crecimiento
provienen del mismo, contrastando con lo
presentado por Kumar y Tieszen (23), quienes
indicaron que la fotosintesis de los frutos
podrian proveer el 100% de sus requerimientos
para mantenimiento y hasta un 30% de sus
requerimientos para el crecimiento.

En general, los resultados como
complemento a otros publicados, muestran
que la actividad bioquimica de las enzimas
responsables por la carboxilacion fotosintética,

tienen su mayor actividad durante el periodo
de mayor crecimiento del fruto y asi mismo
se asocian con el llenado del mismo. Por
lo tanto, es posible plantear la hipdtesis de
que a medida que avanza el desarrollo de
los frutos, la fijacion primaria de CO, en los
frutos por la via PEPC, se convierte en su
ruta principal de asimilacion del carbono. Es
la primera vez que se muestra actividad de la
Sacarosa Fosfato Sintetasa en frutos de café,
comportamiento que evidencia un periodo de
maxima actividad bioquimica y fotosintética
hacia la acumulacion de carbohidratos,
que es concordante con la mayor tasa de
crecimiento y de actividad de las enzimas
de carboxilacion, lo cual indica que hay un
periodo de alta demanda de asimilados, que
provienen tanto de la actividad fotosintética
foliar circundante como de la re-fijacion del
CO, respirado por el mismo pericarpio. Por
ello, cuando se presentan periodos de estrés,
principalmente por déficit hidrico, se ocasiona
un efecto sobre el llenado del endospermo,
que se traduce en la presencia de frutos
negros si es anterior a las 18 semanas y de
llenado parcial si se produce entre las 18
y 24 semanas, tal como lo reportan Arcila
y Jaramillo (4).

Un aspecto a tener en cuenta y que
refuerza la importancia de la actividad
metabdlica del carbono en los frutos, es el
asociado con la relacion fuente — demanda de
asimilados. Asi, cuando se midio el intercambio
gaseoso directo en frondas de cafetos con
presencia diferencial de area foliar y frutos,
se encontré que una pérdida del 25 del area
foliar fotosintéticamente activa, no ocasiona
disminucion en el crecimiento y peso final
de los frutos presentes (21), lo cual se puede
postular debido a la actividad del mismo fruto
que responde hasta por un 30% de su propia
acumulacion de asimilados. Sin embargo, es
importante anotar que puede existir un efecto
diferencial de la pérdida de tejido foliar, el
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cual depende de la zona de la planta que es
afectada, Asi, Arcila (3), determindé que la
pérdida del area foliar en la parte superior
del dosel, durante un periodo seco, puede
ocasionar hasta la muerte de la planta, en
tanto que una pérdida del area foliar en la
mitad inferior de la fronda, no ocasiona
pérdidas mayores al 25% en la produccion.
Esto indica que existe dentro del balance
fuente — demanda del cafeto un mecanismo
de compensacion por pérdida del area foliar,
que puede ser asumido directamente por el
pericarpio de los frutos, mientras éstos se
encuentran iluminados.
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