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Se determinaron los perfiles (SOD; EC 1.15.11) presentes en extractos crudos de
hojas de cafeto. Las metaloenzimas se identificaron con base en su sensibilidad diferencial
a los inhibidores KCN 2mM vy perdxido de hidrogeno 5mM. En la variedad Caturra,
Coffea arabica 1., (susceptible a la roya del cafeto) se encontraron al menos tres bandas
con actividad SOD: la mas anédica posiblemente una Mn—SOD, una banda intermedia
con actividad Cu, Zn—SOD, y una banda catédica, probablemente una Fe--SOD.

En el hibrido de Timor (C. arabiga x C. canephora) y en la var. Colombia (C. ara-
biga x Hibrido de Timor), resistentes a la roya se detectaron al menos 5 bandas con activi-
dad SOD: la mas anddica, probablemente una Mn—SOD, 3 bandas intermedias, posible-
mente Cu, Zn—SODs y una banda catodica, probablemente una Fe—SOD. En C. liberica
se encontraron 2 isoenzimas Cu, Zn—SODs. La presencia de isoenzimas parece estar rela-
cionada genéticamente con las especies analizadas. La Fe—SOD ha sido detectada en
pocas familias de plantas superiores.

Palabras clave: Superbxido dismutasas, Fe—super6xido dismutasa, Mn—superdxido
dismutasa, Cu, Za—superdxido dismutasa, cafeto. '

Abstract

The isoenzymatic profiles of superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) present in
crude extracts of leaves of Coffea arabica and Coffea liberica, were determined. The dif-
ferent metalloenzymes were identified according to their differential sensibility to the
inhibitors KCN 2 nM and H,0, 5mM.—In the Caturra variety, (suceptible to the rust) at
least 3 electrophoretic bands with SOD were found: The most anodic, possibly a Mn—
SOD; an intermediate band with Cu—Zn—SOD activity, and a cathodic band, probably
Fe—SOD. In the Timor hybrid (C arabical. x C. canephora) and the Colombia variety
(C. arabica L. x Timor hybrid), both resistant to coffee rust, at least fives bands with SOD
activity were detected: The most anodic,probablyMn—SOD; 3 intermediate bands with
SOD activity, possibly Cu—Zn—SOD, and a cathodic band, probably Fe—SOD.

In C liberica only 2 isoenzymes Cu—Zn—SOD were found. The presence of the
different isoenzymes apparently is related genetically with the two species that were anal-
ysed. The Fe—SOD has been found in few families of higher plants.
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Introduccion

Las superoxido dismutasas (SOD; E.C. 1.15.
1.1) constituyen una familia de metaloenzimas que
catalizan la dismutacion de los radicales libres su-
peroxido (0,7) segin la siguiente ecuacion:

0, +0,” + 2HtY - H,0, + 0,
Esta actividad enzimatica fue descubierta por Mc
Cord y Fridovich en 1969.

Los radicales superoxido en células vegetales
pueden generarse en: cloroplastos, Asada (1984);
mitocondrias, Boveris (1984) y en membranas mi-
crosomales, Mayak et al, (1983).

Los radicales superoxido pueden causar dafio
directamente a los tejidos biologicos, Tepperman et
al (1990) o a través de la generacion de especies ac-
tivadas del oxigeno como el radical hidroxilo (OH),
Halliwell y Gutteridge, (1985) mediante una reac-
¢ion Haber—Weiss, catalizada por metales, asi:

0, + H,0,-——-—-- > OH + OH

Mt puede ser Cu, Fe o Ti.

Estas metaloenzimas se presenta en tres for-
mas moleculares que difieren entre si, segiin su gru-
po prostético metdlico ligado a la enzima. Una
clase contiene Cu, Zn y a ella pertenecen la primera
superoxido dismutasa aislada por McCord y Fri-
dovich en 1969 de eritrocitos bovinos y las dos res-
tantes contienen Fe y Mn respectivamente.

En general la toxicidad del oxigeno esta deter-
minada por tres procesos: 1) inactivacion de enzi-
mas por oxidacion de grupos tiol o de los metales
en el sitio activo, 2) hidroxilacion de compuestos
aromaticos y 3) peroxidacion de lipidos, Frank,
(1985).

Las superoxido dismutasas son un componen-
te esencial de los sistemas de detoxificacion del
oxigeno en todos los organismos.

Las Fe—SODs han sido detectadas en pocas
familias de plantas superiores (tabla 1) Salin y Brid-
ges, (1982) detectaron la presencia de Fe—SODs
tan solo en un total de tres familias (Gingkoaceae,
Nymphaceae y Cruciferae) de 43 analizadas.
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Las distintas SODs se identifican con base en
su sensibilidad diferencial a los inhibidores KCN
2mM y H,0, 5mM, (tabla 2).

En desarrollo del presente trabajo se identifican
las distintas isoenzimas superdxido dismutasas pre-
sentes en extractos crudos de hojas de cafeto de las
variedades Caturra y Colombia de la especie C.
arabica L., del Hibrido de Timor (C. canephora x
C. arabica L.) y de la especie C. liberica Bull sobre
geles de poliacrilamida al 10% empleando el méto-
do fisicoquimico de Weissiger y Fridovich (1973) y
su sensibilidad diferencial a los inhibidores KCN
2mM y H,0, bmM.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Se emplearon hojas (segundos pares y bien de-
sarrollados) de cafeto de las variedades Caturra (C.
arabica L.) y Colombia (C. arabica L. x Hibrido de
Timor), de la especie C. liberica Bull, provenientes
de la finca ‘‘Misiones’’ (Viotda, Cundinamarca); lo
mismo que del Hibrido de Timor (C. canephora x
C. arabica L.), proveniente de la finca ‘‘Naranjal’’
(Chinchina, Caldas).

Preparacion de los extractos crudos de hojas
de cafeto

Las hojas se lavaron con abundante agua des-
mineralizada, se secaron con papel absorbente y se
mantuvieron en la nevera durante 5 minutos, con el
objeto de evitar los cambios bruscos de tempera-
tura. Posteriormente se les retir6 la nervadura cen-
tral, se pesaron y se cortaron en pequeiios pedazos
y se homogeneizaron en el medio indicado en la
tabla 3, (relacién peso/volumen, 1/4)) empleando
un homogenizador Sorvall a velocidad maxima du-
rante 2—3 minutos. El homogeneizado se filtré a
través de dos capas de una tela de algod6n previa-
mente con agua desmineralizada y se centrifugd a
12000 g durante 10 minutos, en una centrifuga
refrigerada a 4°C, recogiéndose los sobrenadantes
para los ensayos correspondientes.

Determinacion de actividad isoenzimatica SOD

Las distintas isoenzimas de superoxido dis-
mutasa se individualizaron mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida utilizando la técnica verti-
cal en geles cilindricos, Davis (1964 ). Se emplearon
geles al 10% en acrilamida y 0.53% en bisacrilamida.
A cada gel se aplicaron aprox. 90ug de proteina
vegetal. Tampon Tris G1ly-HC1 38 nM. 3,5 mA/Gel
lcmg.

La actividad SOD fue localizada por el méto-
do fisicoquimico de Weissiger y Fridovich (1973),
basado en la reduccion del azul del nitrotetrazolio
(NBT) por los radicales libres superéxido genera-
dos por la accion de la luz sobre una solucién de
riboflavina y. tetrametiletilendiamina (TEMED).
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T Tabla 1 .
Distribucion de Fe—SODs en plantas superiores
Familia Especie Referencia
Gingkoaceae Ginkgo biloba )
Nuphar luteum
Nymphaceae subsp. macrophylum (Small) Beal (2)
Nympha odorata Ait. (3)
Brassica campestris L. 3)
Brassica rapa L. (3)
Cruciferae Brassica oleracea L. (3)
Raphanus sativus L. (3)
Rorippa sessiflora (Nutt) Hitchcoock (3)
Rutaceae Citrus limonum 4)
Solanaceae Lycopersicum sculentum (5)
Leguminosae Phaseolus vulgaris (5)

(1) Duke y Salin, 1985, (2) Salin y Bridges, 1982, (3) Bridgesy Salin,
1981, (4) Sevilla et al, 1984, (5) Kwiatowski y Kaniuga, 1984.

Tabla 2
Identificacion de las distintas isoenzimas superoxido dismutasas
con base en su sensibilidad diferencial al KCN y al H,0,

Inhibidor
Izoenzima KCM 2mM H,0, 5 nM
Cu, Zn—SOD sensible (1) (2) sensible (3) (4) (5)
Mn—SOD insensible (1) (2) insensible (1) (2) (6)
Fe—SOD insensible (1) (2) sensible (7) (8) (9)

(1) Fridovich, 1986, (2) Asada et al, 1973, (3) Hodgson y Fridovich,
1973, (4) Rigoetal, 1986, (5) Bray et al, 1974, (6) Bridges y Salin, 1981,
(7) Yakamura et al, 1986, (8) Salin y Bridges, 1982, (9) Salin, 1985.

Tabla 3
Medio de estracion para superéxido
dismutasas de hojas de cafeto

Compuesto Concentracion
Buffer Tris—HC1, pH 7.2 50 mM
Dititreitol ‘ 5 mM
Metabisulfito de potasio - 10 mM
EDTA—Na 1 mM
Polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1 %
Albimina sérica bovina (ASB) 0.5 %
Triton X—100 0.2 %

En estas condiciones los geles se tifien unifor-
memente de violeta excepto en aquellas zonas don-
de hay actividad SOD, que aparecen incoloras. Para
ello los geles se incubaron en oscuridad a 25°C en
una solucién de NBT 2.45 x 10" M en buffer fos-

fato 50 mM pH 7.8, durante 20 minutos. A conti-
nuacion se eliminé el NBT por medio de un lavado
rapido con buffer fosfato 50 mM, pH 7.8 y se adi-
cion6 una solucién de TEMED 0.28 mM y riblofa-
vina 2.8 x 10°5 M en el buffer anterior, mantenién-
dose a 25° C durante 15 minutos. Seguidamente se
lavaron los geles con buffer fosfato 50 mM, pH 7,8
y se iluminaron con dos lamparas fluorescentes
Sylvania hasta alcanzar el miaximo contraste entre
las zonas acromaticas y la coloracion de fondo del
azul de formazan.

La identificacion de las diferentes bandas con
actividad SOD se efectué mediante el uso de inhibi-
dores KCN 2 mM y H,0, 5 mM. Una vez termi-
nada la electroforesis, los geles se incubaron en
buffer fosfato 50 mM, pH 7.8 en presencia y en au-

~ sencia de KCN y 2 mM y H, 0, 5 mM durante 45

minutos a 25°C. Una vez lavados los geles con
buffer 50 mM, pH 7.8, se llevd a cabo el revelado
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fotoquimico de actividad superdxido dismutasd
por el método del NBT descrito anteriormente; .

Después de reveladas las distintas bandas con
actividad SOD, los geles se registraron densitomé-
tricamente mediante un fotometro—integrador
Vernon Mod PHI—6.

Resultados y Discusion

Al someter los extractos crudos de hojas de
diferentes variedades de cafeto a electroforesis en
gel de poliacrilamida al 10% y posterior tincion con
NBT e identificacion de las distintas bandas con ac-
tividad SOD, empleando como criterio su sensibili-
dad diferencial a los inhibidores: KCN 2 mM y
H, 0, 5 mM, se encontrd:

En la variedad Caturra (C. arabica L.), suscepti-
ble a la roya del cafeto (Hemileia vastatrix Berk. y
Br.) la presencia de al menos 3 bandas con activi-
dad SOD, (Fig. 1). Labanda mas catdédica, probable-
mente una Mn—SOD por su insensibilidad a ambos
inhibidores empleados, la banda intermedia sensi-
ble tanto al cianuro como al peroxido, atribuible
de ser una Cu, Zn—SOD y la banda mas anddica, po-
siblemente una Fe—SOD por su sensibilidad al per6-
xido de hidrégeno mads no al cianuro.

Las Fe—SOSs han sido detectadas en pocas fa-
milias de plantas superiores, (tabla 1). La identifica-
cion de una Fe—SOD en la especie C. arabica L.,
familia Rubiaceae, aumenta el pequefio namero de
familias de plantas superiores en las cuales ha sido
encontrada esta isoenzima.
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Figura 1. Perfil isoenzimitico de SOD presentes en ex tractos crudos

de hojas de cafeto (C; arabica L; var. Caturra, Viota). Basado en

electroforesis sobre poliacrilamida (10% acrilamida 0,53 % Bisacri-
lamida) pH 8,2 Tampon Tris—G 1y-HC1 38 mM.

La identificacion de las Fe—SODs en extrac-
tos crudos de otras fuentes: Escherichia coli, Yost
y Fridovich (1973); Brassica campestris, Salin y
Bridges (1981) y Nuphar luteum, Bridges y Salin
(1982) basada en su sensibilidad al H;O, sobre
geles de poliacrilamida ha sido confirmada por es-
tos mismos autores trabajando con la enzima puri-
ficada y por analisis del contenido en metal por
espectroscopia de absorcién atomica, (tabla 4).

Bray et al (1974) demostraron que la expo-
sicion de la Cu, Zn—SOD (eritrocitos bovinos) a
concentraciones de H, 0, 1 mM ocasionaba una
inactivaciébn completa de la enzima antes de 1
minuto,

Tabla 4 :
Contenido en metales de 1a Fe—SOD de
Nuphar luteum (lirio de agua) y de
Brassica campestris (mostaza).

Metal N. luteum! B. campestris?
(atomos dimero) ppm ppm
Fe 1.6+3 0.75 +0.2
Mn — 03 — 0.07
Cu — 0.1 _—
Zu —_— —03

(1) Salin y Bridges, 1982, (2) Salin, 1985.

En la inactivacion de la Fe—SOD por H,0,,
Yakamura et al, (1986) encontraron una modifica-
cion en los aminodacidos histidina, triptofano y cis-
teina y propusieron que la inactivacion ocurre
cuando el hierro férrico es reducido a ferroso.

Observamos ademas, un banda con aparente
actividad SOD, localizada exactamente en el frente
de migraciéon electroforética, cianuro y perdxido
resistente, (Fig. 1). Creemos que esta es un artefacto
probablemente debido a los compuestos fendlicos
presentes en los extractos crudos de las hojas de
cafeto, ya que no se tifié con azul de Coomassie y
por tanto no corresponde a peptidos.

Ha sido demostrado por Robak y Gryglewsi,
(1988) en un sistema ‘““in vitro’’ que los flavonoides
son capturadores de radicales superoxido y por tal
razoOn presentan una actividad similar a la de la
enzima superdxido dismutasa.

Al comparar los perfiles isoenzimaticos pre-
sentes en extractos crudos de hojas de cafeto pro-
venientes de plantas adultas de la variedad Caturra
(aprox. 5 afios de edad) desarrolladas en el campo
con los presentes en extractos crudos de hojas de
plantulas de aprox. afio y medio de edad, se obser-
v6 en estos Gltimos la carencia de la isoenzima Cu,
Zn—SO0D, (Fig. 2).

Hassan y Moody, (1986) plantean que el au-
mento de la actividad SOD en procariotes en res-
puesta a cambios especificos en el crecimiento,
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Figura 2, Perfil isoenzimitico de SOD presentes en extractos crudos

de hojas de Cafeto (C. araibica L. var. Caturra, Invernadero). Basado

en clectroforesis sobre pokacrilamida (10% acrilamida 0,53% Bisa-
crilamida) pH 8,2 Tampon Tris—Gly—HC1 38 mM.

puede ser explicado teniendo en cuenta que a ratas

‘de crecimiento altas corresponden altas ratas de
respiracion y por lo tanto altas ratas de produccion
de radicales superdxido.

Es importante resaltar el hecho de la expre-
sion diferencial de estas isoenzimas en etapas tem-
pranas del desarrollo (plantulas) donde se encontra-
ron Unicamente dos metaloenzimas SOD (Mn—
SOD y Cu, Zn—SOD) y en estadio adulto, el cual
presentd tres isoenzimas (Mn—SOD, CU, Zn—
SOD y Fe—SOD).

Tanto en el Hibrido de Timor, el cual es un
hibrido natural que se originé en la isla de este
nombre por el cruzamiento espontaneo entre las es-
pecies C. arabica L. y C. canephora y que posee el
mismo numero de cromosomas correspondientes al
arabigo, Moreno y Castillo, (1984) como en la
variedad Colombia (C. arabica L x Hibrido de Ti-
mor), se detectd la presencia de al menos 5 bandas
con actividad SOD, (Fig. 3).

La banda mads catodica, atribuible de ser una
Mn—SOD por su insensibilidad a los inhibidores
empleados; 3 bandas con actividad Cu, Zn—SOD
por su sensibilidad tanto al cianuro como al peroxi-
do de hidrégeno y una banda anodica, posiblemen-
te una Fe—SOD.

A diferencia de las variedades de cafeto que
poseen genes de la especie C. arabica L., las cuales
presentaron en sus perfiles isoenzimaticos SOD, las
tres isoenzimas SOD (Mn—SOD, Cu, Zn—SOD y
Fe—SOD), en la especie C. liberica Bull se detecto,
unicamente la presencia de dos bandas con activi-
dad SOD, atribuibles de ser Cu, Zn—SOD por su
sensibilidad tanto al cianuro como al perdxido de
hidrogeno, (Fig. 4).

Sobresale el hecho que los cafetos resistentes
a la roya: variedad Colombia, Hibrido de Timor y
C. liberica Bull posean una mayor proporcion de
isoenzimas Cu, Zn—SODs que la variedad suscep-
tible, Caturra. El Hibrido de Timor y la variedad
Colombia poseen tres isoenzimas Cu, Zn—SODs;
C. liberica dos, mientras que la variedad Caturra
una.

Acorde con los resultados obtenidos se pue-
de concluir que las variedades de cafeto estudiadas
que poseen genes de la especie C. arabica L., como:
Hibrido de Timor, Colombia y Caturra presentan
en su perfil isoenzimatico SOD, la Fe—isoenzima.
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Figura 3. Perfil isoenzimatico SOD de extractos crudos de hojas de

Cafeto (C. canephora x C arabica L.: Hibrido de Timor, Chinchina).

Basado en electroforesis sobre poliacrilamida (10% acrilamida y
0,53 % Bisacrilamida) pH 8,2 Tampon Tris Gly HCI 38 mM.
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Figura 4. Perfil izoenzimatico Superéxido Dismutasa en extractos

crudos de hojas de cafeto (C liberica Bull). Electroforesis en polia-

crilamida. Tampon Tris Gly—G1y—HCI 38 mM Acrilamida 10%,
Bisacrilamida 0,53 %.
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Es importante resaltar que las Fe—SQDs se conside-
raban propias de procariotes. La familia a la cual
pertenece el cafeto (Rubiaceae) junto con las fami-
lias Leguminosae y Solanaceae son las mas avanza-
das evolutivamente en las que se ha detectado esta
isoenzima.

También se puede plantear que exista una po-
sible regulacion dependiente del estadio de desarro-
llo del cafeto sobre la expresion de las diferentes
isoenzimas SOD. En el estadio de desarrollo vegeta-
tivo se observo inicamente la presencia de una Mn
y una Fe—SOD, en la variedad Caturra, mientras
que en el estadio adulto se encontrd, ademas, la
presencia de una Cu, Zn—SOD.

La caracterizaciéon molecular y la localizacion
subcelular de estas isoenzimas en diferentes espe-
cies y variedades de cafeto proveera mas informa-
¢ion al respecto.

Esta familia (Rubiaceae) constituye una exce-
lente fuente de material para la investigacién acerca
de la evolucion de estas metaloenzimas y de los po-
sibles mecanismos de regulacién de su expresion.
Esto debido a la presencia de las tres isoenzimas
(Mn—SOD, Cu, Zn—SOD y Fe—SOD) en una sola
especie (C. arabica L.), la presencia inicamente de
Cu, Zn—SOD en otra (C. liberica Bull) y la varia-
cion de la expresiéon con la edad de la planta.
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