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GLOSARIO
Absorbancia. Caracteristica intrinseca de las moléculas medida por espectrofotometria al
absorber éstas un haz de luz a determinada longitud de onda.
Actividad especifica. Eficiencia de una enzima para transformar su sustrato por unidad de
proteina.
Amensalismo. Relacion entre dos especies en donde una de ellas produce factores de inhibicion
del crecimiento de la otra.
Catalisis. Modulacion de la transformacion de una molécula por accion quimica.
Densidad optica. Es un valor numerico obtenido por espectrofotometria que se deriva del
porcentaje de luz absorbida por una solucion.
Desnaturalizacion proteica. Estado en el que las proteinas pierden su estructura nativa
funcional.
Dialisis. Separacion selectiva de iones y moléculas, de soluciones coloidales por difusion a través
de una membrana.
Enzima. Catalizador organico que regula procesos bioquimicos.
Esferoplastos. Formas esféricas de las bacterias, con restos de pared celular y muy fragiles al
choque osmotico.
Especies oxigenadas reactivas. Moléculas que poseen atomos de oxigeno con capacidad de
combinarse y reaccionar violentamente con las biomoléculas.
Estrés. Estado en el que algin(os) factor(es) produce(n) cierta presion en los organismos.
Fototrofia. Capacidad que poseen los organismos para emplear la energia fotonica y
transformarla en energia de enlace quimico.
Fotosistemas I y II. Centros de reaccion donde se lleva a cabo la captura de radiacion solar y su
transformacién en ATP y poder de reduccion.
Grupo prostético. Molécula que determina la actividad y especificidad de las enzimas.
Hiperoxia. Condicion bajo la cual se presenta el oxigeno por arriba de la presion atmosférica (0.2
atm).
Isoenzima. Diferentes formas moleculares de una enzima que son determinadas genéticamente y
que las podemos encontrar en un solo individuo o en diferentes miembros de la misma especie.

Microaerofilia. Condicion en donde el oxigeno se encuentra a presion por debajo de 0.2 atm.
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Permeabilidad celular. Condicion en la que la célula permite el libre paso de moléculas a través
de su membrana .

Proenzima. Forma proactiva o precursora de la enzima.

Protocooperacion (sinergismo). Relacion entre dos especies donde ambas se ven beneficiadas
para lograr su superviviencia.

Radicales libres. Moléculas con un electron no apareado en su orbital mas externo que las hace
ser altamente reactivas.

Senescencia. Envejecimiento.

Sonicaciéon. Accién del ultrasonido.

Tilacoides. Membranas intracelulares donde se localiza el aparato fotosintético.

Ultrasonido. Sistema por medio del cual la energia eléctrica es transformada en energia mecanica
por medio de la creacidon de burbujas, creando el fenonemo conocido como cavitacion; es
utilizado frecuentemente para el rompimiento celular cuando chocan las burbujas contra la pared
del recipiente y las células.

Estrés. Estado desbalanceado entre condiciones normalmente encontradas en los seres vivos
Estrés oxidativo. Estado donde se favorece la presencia de sustancias oxidantes sobre las

antioxidantes, con repercusiones potencialmente dafiinas.
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Fig. 20. Gel tefiido para revelar actividad AsA-POD. A) extracto crudo de M. chthonoplastes
cepa SC7B9002-1, B) extracto crudo de E. coli cepa DHS-a y, C) POD comercial.

Fig. 21. Gel de poliacrilamida tefiido para revelar actividad CAT. A) CAT comercial de higado
de bovino con un peso molecular de 240,000 daltones, B) extracto crudo de M. chthonoplastes

cepa SC7B9002-1 y, C) extracto crudo de E. coli cepa DH5-ct.
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RESUMEN.

En la actualidad, los eventos biologicos en donde participan las especies oxigenadas
reactivas (EOR) son de sustancial importancia por sus implicaciones biomédicas y en el ambito
biotecnoldgico, por la posibilidad de obtener biomoléculas antioxidantes de naturaleza enzimatica.
Bajo este contexto, se estudié la participacion del complejo enzimatico superoxido dismutasa
(SOD) y ascorbato peroxidasa (AsA-POD) en la eliminacion de especies oxigenadas reactivas
(EOR) generadas durante el crecimiento de Microcoleus chthonoplastes cepa SC7B9002-1
aislado de ‘tapetes microbianos laminados.

Una vez conocida la actividad enzimatica a lo largo del crecimiento del microorganismo,
se procedié a tratar a éste con los agentes oxidantes paraquat (0, 10, 100, 1000 y 1500 uM),
peroxido de hidrogeno (0, 10, 100, 1000 y 1500 uM) y oxigeno (0, 21 y 100 %) dando como
resultado modificaciones significativas en el contenido de proteinas totales bajo 100% de oxigeno
con respecto al control, pero no con el peréxido hidrogeno. La actividad SOD incrementa
significativamente bajo 100% de oxigeno, con 10 y 100 uM de peroxido de hidrégeno, pero no
con PQ. La enzima CAT, no fué detectada con los métodos empleados por lo que se considera
que M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1 es una cianobacteria catalasa negativo. La actividad de
la AsA-POD incrementa significativamente bajo cualquier concentracién de paraquat, pero no con
peroxido de hidrégeno, con el cual ocurre una disminucion de esta actividad. Sin embargo, en
condiciones anaerobias (0 % de oxigeno) ocurre un inexplicable aumento de la actividad
AsA-POD.

Al exponer a M. chthonoplastes a condiciones hiperosmoticas, se observa una disminucion
de la actividad SOD y AsA-POD a lo largo del cultivo, sin embargo, a alta intensidad luminosa, se
incrementa el contenido de proteinas, de actividad SOD y AsA-POD, con un subsecuente dafio
fotooxidativo crénico.

Finalmente, se estudio el rompimiento celular de M. chthonoplastes a través de
ultrasonido como medio fisico, perlas de cristal como medio mecanico y generando esferoplastos
con el uso de lisozima como medio quimico, lograndose los mejores rendimientos con el uso del

ultrasonido en relacion a los otros dos.
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ABSTRACT.

The role of ROS in the biological processes have been studied since biomedical point of
view and biotechnological also for the capacity to obtain antioxidant enzymes. In this sense, we
determined the effect of paraquat, hydrogen peroxide (10, 100, 1000 and 1500 uM) and oxygen
(0, 21 and 100%) on the superoxide dismutase and peroxidase activity of M. chthonoplastes,
strain SC7B9002-1. In addition, the effect of different salt concentration and solar irradiance on

SOD and AsA-POD of M. chthonoplastes strain SC7TB9002-1 was tested and finally the

conditions of permeabilization and cell breakage with the highest yield of enzyme activity were

= J

determined.

Once the kinetic growth of M. chthonoplastes strain SC7TB9002-1 was established, we
tested same inducers for the above enzymes. A significant increase of total extractable proteins in
M. chthonoplastes strain SCTB9002-1 was observed under 100% of oxygen. In contrast, protein
content decreased when the microorganism was exposed to hydrogen peroxide. SOD activity in
M. chthonoplastes strain SCTB9002-1, rise with 100% oxygen, but not with PQ or hydrogen
peroxide. Ascorbate dependent peroxidase (AsA-POD) activity, on the other hand, showed an
increase in activity with PQ, but a drop when exposed to hydrogen peroxide. Strikingly,

AsA-POD also increased under anaerobic conditions.

We also tested the effect of hyperosmotic stress and high light intensities on SOD and
AsA-POD activity, finding no effect on SOD and AsA-POD under any salt concentration tested;
however, changes in antioxidant enzymes during batch culture were observed related to age of
culture. On another hand, the induction of SOD and AsA-POD was found to be dependent on

light intensity with a severe photoinhibition observed at the highest light intensity during the day.

Finally, to facilitate the extraction of SOD and AsA-POD from M. chthonoplastes strain
SC7B9002-1, we employed the following disruptions methods: ultrasonic, balistic (glass beads)
and lisozyme followed by cell disruption with ultrasonic. We obtained the best results by using

ultrasonic cell disruption in relation to the other methods.
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I. INTRODUCCION.

A pesar de que el oxigeno es necesario para la vida en el planeta, este gas posee un gran
potencial toxico al ser el precursor de especies oxigenadas reactivas (EOR) (Fridovich, 1978).
Entre las EOR podemos citar al peroxido de hidrogeno (H,0,), el oxigeno singlete (O,), a los
complejos metalicos de transicion oxigenada: los iones ferril FeO* y perferril FeQ,” y finalmente,
a los radicales libres del oxigeno, i6n superdxido (O,-), hidroxilo (HO-) y perhidroxilo (HO,")

(Frank, 1982).

Se sabe que los radicales libres del oxigeno son especies que poseeen un electron no
apareado en su orbital mas externo que, como regla, hace que se incremente la reactividad de un
compuesto, especialmente en reacciones de sustraccion de atomos de hidrogeno y en la adicion a
dobles enlaces de compuestos organicos. La generacion de los radicales libres de oxigeno en los
sistemas biologicos se lleva a cabo por la reduccion univalente del oxigeno en las siguientes
etapas: 1) produccidén no enzimatica durante la oxidacion de sustratos naturales; tales como la
oxidacion espontanea de catecolaminas, hidroquinonas, leucoflavinas, de grupos tiol y
ferredoxinas reducidas, 2) produccion enzimatica catalizada por reductasas y deshidrogenasas,
tales como la xantina oxidasa, flavin deshidrogenasa, deshidro-ordtico deshidrogenasa y aldehido
oxidasa, 3) estimulacion por compuestos quimicos y drogas, y 4) la produccion de radicales libres
por células enteras (macrofagos y neutrofilos) estimuladas por antigenos (Afanas'ev, 1991;

Cunningham y Capone, 1992).

Durante la respiracion, los organismos producen especies oxigenadas capaces de generar
serios dafios a nivel tisular, celular e inclusive molecular; estos dafios incluyen desnaturalizacion
enzimatica, despolimerizacion de polisacaridos y mutaciones genéticas como resultado de la
oxidacion del acido desoxirribonucleico. Las moléculas lipidicas son muy sensibles a los radicales
de oxigeno via peroxidacion, por lo que su interaccion con éstos ocasiona la desintegracion de las
membranas. Uno de los mayores dafios que puede ocasionar el radical superoxido, es su habilidad
de generar la sustancia activa mas reactiva conocida en quimica: el radical hidroxilo (Kong y

Davison, 1980; Halliwell, 1982).
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En organismos fototroficos se incrementan las posibilidades de formacion de especies
oxigenadas reactivas mediante diversas vias: la generacion de oxigeno por fotosintesis,
fotorreduccion del oxigeno singlete a superoxido y la presencia de pigmentos fotosintéticos que
generan oxigeno singlete e iones hidroxilo mediante reacciones fotodirigidas (Cunningham y
Capone, 1992; Schlesinger et al., 1996). Especificamente, la generacion del ion superoxido se
lleva a cabo por autooxidacion del aceptor de electrones primario y de la ferredoxina reducida en
el fotosistema I, mientras que el peroxido de hidrogeno se genera por dos vias: 1) por un proceso
no enzimatico donde esta implicada la dismutacion espontanea del ion superoxido y 2) por la
participacion de la superoxido dismutasa (SOD) (ecuacion 1, Fig. 1) (Dubinin ef al., 1993,
Miyake et al., 1991).

Oz Ferredoxina
Ruta 1: reduccion +
directadel O, Ferredoxina reducida
O;  naop*
NADPH O3(H,0,)

Ruta 2: reduccion
de O, por la ferredoxina
reducida

Ciclo

de Calyin | — Ruta ¥ formacion

de NADPH

Fig. 1. Tres posibles rutas de generacion del peroxido de hidrogeno en el fotosistema
reducido; FS I: fotosistema I, NADP: nicotin- adenin-dinucleotido y NADPH su forma
reducida (tomado y traducido de Halliwell, 1982).

Para contrarrestar los efectos dafiinos de estas especies oxigenadas, los organismos
respiradores estan dotados de un sistema enzimatico muy eficiente para transformarlas en

productos menos nocivos. Este sistema enzimatico puede comprender a las siguientes enzimas:
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1) Superéxido dismutasa (SOD) (E.C. 1.15.1.1. superdxido: superdxido
oxidorreductasa) es una metaloproteina con un grupo metal en su sitio activo, puede presentarse
como un dimero, trimero o tetramero; cataliza la conversion del radical libre superoxido a

perdxido de hidrogeno y oxigeno mediante la siguiente reaccion (Steinman, 1982):

SOD

20, +2H" - 2H,0,+ O, (1)

Hasta el momento han sido aisladas tres tipos de SOD con diferentes metales en su sitio

activo;

a) CuZn-SOD, se localiza principalmente en el citoplasma de células eucariotes:
protozoarios, hongos y células de mamiferos. Se incluye excepcionalmente en algunos procariotes

como Photobacter leiognathi (Martin y Fridovich, 1981) y Brucella abortus (Beck ¢t al., 1990).

b) La Mn-SOD, se ha localizado en las mitocondrias de organismos eucariotes como
plantas terrestres, animales y algas verdes; también se ha localizado en el citoplasma en forma de
proenzima activa antes de ser importada al interior de la mitocondria; en el espacio periplasmico
de bacterias y asociada a los tilacoides de algunas cianobacterias (Kono ef al., 1979; Parker et al.,

1986, Lee y Lee, 1988).

¢) La Fe-SOD, se localiza en organismos eucariotes tales como Euglena gracilis, en algas
rojas, algunas plantas superiores y en la mayoria de organismos procariotes. Desde un punto de
vista evolutivo, parece ser que las isoenzimas Fe y Mn-SOD estan intimamente emparentadas, ya
que se ha encontrado una similitud entre su secuencia de aminoacidos, en la estructura
tridimensional de la cadena polipeptidica y en la estructura de su sitio activo (Matsumoto et al.,

1991, Parker y Blake, 1988).

Usualmente se presentan combinadas las isoenzimas de la SOD dependiendo del grupo
filogenético; por ejemplo los procariotes presentan tanto Fe-SOD como Mn-SOD, mientras que

en los organismos superiores podemos encontrar usualmente CuZn-SOD y Mn-SOD. De acuerdo
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a las condiciones ambientales en la que son crecidos los microorganismos, s posible encontrar

hibridos de las isoenzimas de SOD tales como FeMn-SOD (Schiavone y Hassan, 1987).

2) Peroxidasa (POD) (E.C. 1.11.1.7) también es una proteina con un grupo Fe’ en su
sitio activo. Existen diversas isoenzimas que pueden catalizar la reaccion de la ecuacion (2)
utilizando distintos donadores de electrones. Entre ellas podemos incluir a la glutation peroxidasa,
ascorbato peroxidasa, citocromo c peroxidasa, las haloperoxidasas y la NADH peroxidasa. Las
isoformas de la peroxidasa las encontramos en casi todos los organismos vivos pero en diferente

proporcion (Miyake ef al., 1991; Lowen y Oberley, 1982).

La POD cataliza la conversion del peroxido de hidrogeno en agua, via oxidacion de una

molécula donadora de electrones:

POD

H,0, + donador —» 2H,0 + donador oxidado (2)

Al igual que la SOD, existen microorganismos que pueden presentar hibridos de la CAT y

POD con diferentes pesos moleculares (Yumoto ef al., 1990).

3) Catalasa (CAT) (E.C. 1.11.1.6) es una proteina compuesta por cuatro subunidades de
igual peso molecular (60,000-65,000 daltons) y posee un grupo metal (Fe™) en su sitio activo.
Esta ampliamente distribuida en la naturaleza y ha sido detectada en la mayoria de los organismos
aerobios estudiados hasta la fecha, aunque existen algunas excepciones donde no ha sido
detectada, como es el caso de algunas cianobacterias. Sin embargo, ésta ha sido aislada y
caracterizada de muy pocas fuentes microbianas tales como Rhodobacter sphaeroides,

Micrococcus luteus, Escherichia coli 'y de Bacillus sp. (Yumoto et al., 1990).

La CAT transforma el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno:

CAT

H,0, _, H0+O, 3)
Dada la naturaleza oxidante de la atmosfera terrestre, seria de fatales consecuencias el

excluir de los organismos aerobios a las enzimas SOD, CAT y POD. Sin embargo, la enzima SOD
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ha sido detectada en muy bajas concentraciones (1-6% del total producido por L. coli crecida en
condiciones aerobias) en organismos anaerobios estrictos tales como Clostridium
acetobutyculum, C. pasteurianum (Fridovich, 1982) y en los fototrofos anoxigénicos

Chromatium y Chlorobium (Kanematsu y Asada, 1978).

Estas observaciones traen consigo diversas implicaciones biologicas y evolutivas; es decir,
que a pesar de la baja concentracion de oxigeno en la atmosfera primitiva, previa aparicion a las
cianobacterias, los microorganismos ya requerian de un complejo enzimatico para contrarrestar

los dafios de las EOR generadas en este ambiente (Miyake et al., 1991).

Actualmente, se ha demostrado que a pesar de la presencia de pigmentos carotenoides y
tocoferoles en las membranas fotosintéticas de las cianobacterias, éstas requieren del grupo
enzimatico SOD, POD y/o CAT como primera barrera de defensa para prevenir el dafio oxidativo
ocasionado por las especies oxigenadas reactivas (Miyake et al, 1991). Sin embargo, la
combinacion e isoformas de estas enzimas varia de especie a especie de cianobacterias (Tabla 1).
Los dafios mas frecuentes que son ocasionados por las EOR en las cianobacterias son el
fotoblanqueamiento de los pigmentos fotosintéticos, que una vez expuestos a condiciones
oxidantes se tornan mas sensibles a la degradacion y subsecuente inactivacion. La enzima
nitrogenasa que interviene en la fijacion de nitrogeno atmosférico, también puede ser inactivada

por la exposicion a EOR (Malin y Pearson, 1988).

El origen de las EOR en cianobacterias, lo condiciona el ambiente natural donde éstas se
desarrollan ya que generalmente es un ambiente extremo caracterizado por su alta intensidad
luminosa, temperatura, salinidad, periodos intermitentes de inundacion-desecacion, pH y humedad
(Potts, 1994, Ibelings, 1996; Schlesinger ef al., 1996). Por lo tanto, las encontramos en desiertos,
aberturas termales, mar abierto, tapetes microbianos laminados expuestos a periodos intermitentes
de desecacion-inundacion, circulo polar Artico y Antartico, entre otros (Warwick y Roos, 1996;
Potts, 1994).

Bajo las diversas condiciones naturales donde se dasarrollan las cianobacterias, actiian
diversos mecansimos moleculares para ver favorecida la aparicion de EOR; por ejemplo, la

exposicion a elevadas radiaciones de fotones a las que ellas dirigen sus procesos fotosintéticos,
7
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experimentan una reduccion en el rendimiento de cuantos asimilados, conduciendo a la condicién
de fotoblanqueamiento (Ibelings, 1996). Cuando las cianobacterias son expuestas a periodos
intermitentes de inundacion y desecacion, tal es el caso de los tapetes microbianos laminados, se
espera que las EOR se acumulen durante la desecacion, especialmente en la luz, cuando las células
estan expuestas a una alta intensidad luminosa (Potts, 1994). El dafio oxidativo se manifiesta
cuando las proteinas con grupos -SH oxidados son removidas selectivamente por catalisis, o bien,
cuando proteinas oxidadas transfieren radicales por si mismas a proteinas u otras biomoléculas
normales y asi sucesivamente (Dean et al, 1993). El dafio a nivel protéico ocurre también,
cuando las células permanecen desecadas por largos periodos a bajas tasas de recambio en intenso
frio, como las comunidades microbianas que colonizan la Antartida (Potts, 1994). Junto con el
dafio que sufren las proteinas y la peroxidacion de lipidos, conduce a la pérdida de la barrera de
difusion de moléculas a través de la membrana, para después sobrevenir una lisis celular, (Potts,

1994).

Asi pues, las estrategias adoptadas por las cianobacterias para contrarrestar el dafio
oxidativo de estas especies quimicas, varian de especie a especie y del habitat donde éstas se
encuentran. De tal forma que podemos encontrar a las enzimas SOD, CAT y/o POD, como

sistemas de defensa hacia las EOR (Tabla 1).
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Tabla 1. Cianobacterias en las que han sido detectadas las enzimas SOD, CAT, POD y/o
AsA-POD (Miyake et al., 1991'; Bagchi et al., 1991% Canini ef al., 1992* Dubinin et al., 1993,
Garcia-Pichel ef al.,, 1996*, Cuningham y Capone, 1992° este trabajo, 1997°):

Especie: SOD* CAT POD AsA-POD
Anabaena azzollae Strasburger® Mn,Fe y MnFe sd sd sd
Anabaena cylindrica Lemmermam'  Fe y Mn + + +
Trichodesmium sp.’ Fe sd sd sd
Anabaena variabilis Kitzing? Fey Mn -
Nostoc sp.’ Fe sd + +
Spirulina platensis' Fe sd sd sd
Plectonema boryanum Gomont' Fey Mn + - -
Anacystis nidulans (Richter) Drouet® Fe y Mn + sd -
Microcoleus chthonoplastes® Fe - sd sd
Microcoleus chthonoplastes® cepa Fe - - +
SC7B9002-1

* Metales que conforman el grupo prostético de la SOD

MnFe: SOD hibrido de manganeso y fierro.

AsA-POD:  Ascorbato peroxidasa.

sd: Sin determinar.

De esta forma, se han tratado de elucidar los posibles mecanismos por medio de los cuales
las cianobacterias se protegen de los dafios ocasionados por las condiciones ambientales en donde
se desarrollan. A pesar de que existen reportes acerca de las propiedades fisiologicas y
bioquimicas de Microcoleus chthonoplastes, en el sentido de la oxidacion de azufre y de la
generacion de energia en oscuridad y anaerobiosis, se carece de la informacion basica de los
factores que regulan su crecimiento asi como de las respuestas que éste adopta contra el estrés
oxidativo.

Microcoleus chthonoplastes representa un buen sujeto de estudio ya que es una especie
cosmopolita con rasgos fenotipicos y genotipicos bien conservados, formadora de comunidades
microbianas tanto marinas y dulceacuicolas, que de alguna manera contribuyen a la formacion y
estabilizacion de los sedimientos intermareales (Paterson, 1994). Es una cianobacteria dominante

de tapetes microbianos de sitios templados y tropicales intermareales, asi como de habitats
9
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hipersalinos y crece adherida a los sedimentos en las zonas intermareales o en superficies solidas
en lagunas hipersalinas. En ocasiones forma comunidades microbianas exclusivas de esta especie y
generalmente estan sujetas a ciclos de exposicion a la desecacion e inundacion (Karsten, 1996).
Por lo que al verse sometida a las fluctuaciones del ambiente, produce metabolitos que
biotecnologicamente los hacen ser atractivos para su explotacion, tales como pigmentos
(B-caroteno, clorofilas, y ficobliproteinas), osmoreguladores (trehalosa y glicosil glicerol),
proteinas de choque térmico y enzimas antioxidantes (superdxido dismutasa y ascorbato

peroxidasa) (L.opez-Cortés y Tovar, 1992; Karsten, 1996; Nuiiez et al., 1996; Tovar ¢t al., 1997).
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II. ANTECEDENTES.

Con el descubrimiento de la enzima SOD por McCord y Fridovich (1969) se han
explorado los mecanismos fisiologicos por los cuales son generados los iones superdxido y los
dafios que éstos ocasionan a los sistemas vivos, entre los que destacan la desnaturalizacion
enzimatica, despolimerizacion de polisacaridos, mutaciones genéticas como resultado de la
oxidacion del acido desoxirribonucleico y la peroxidacion de las moléculas lipidicas, que las hace
mas susceptibles a la desintegracion de las membranas (Halliwell, 1982). Por otro lado, se
incrementaron también los estudios relacionados a la participacion conjunta de las enzimas SOD y
POD en diversos procesos biologicos para contrarrestar lo efectos de las EOR generadas durante

el metabolismo de las células (Frank, 1982; Afanas'ev, 1991).

El estudio de este grupo enzimatico se ha abordado desde el punto de vista fisioldgico,
bioquimico y biotecnologico, utilizando diversos grupos biologicos que van desde las bacterias al
ser humano ya que sus implicaciones trascienden mas alla de una disciplina cientifica en particular.
Por ejemplo, se han explorado y propuesto numerosos grupos de organismos pertenecientes a
diferentes taxas (bacterias, levaduras, microalgas y bovinos) como posibles candidatos para la
explotacion de las enzimas SOD y POD, ya que ha sido muy bien documentado su uso en
humanos como agentes antioxidantes, como agente antiinflamatorio, durante el tratamiento
postirradiacion, para isquemia del miocardio, para contrarrestar efectos del cancer, en
tratamientos de traumas causados por quemaduras, entre otros (Michelson, 1982; Downen ef al.
1991). A pesar de que los estudios farmacologicos han sido enfocados a la CuZn-SOD
(Michelson, 1982), se siguen proponiendo a las cianobacterias marinas como fuentes alternas para
la obtencion de estas enzimas para diversos fines tales como la industria alimentaria (Wachi et al.,

1996).

Por la creciente investigacion enfocada a elucidar la participacion del complejo enzimatico
SOD y POD en la desintoxicacion oxidativa, se sigue estudiando la posibilidad de enlazar
covalentemente este grupo de enzimas con polimeros como el PEG, con la finalidad de

contrarrestar algunos eventos patologicos en humanos tales como el mal de Parkinson, aquellos
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donde se producen inflamaciones del tejido y durante la reperfusion del tejido isquémico

(Beckman et al., 1988; McGoff et al., 1988).

Por otro lado, se han descrito algunas condiciones en las que es posible inducir las
isoenzimas de la SOD y la POD. Entre éstas estan la hiperoxia, la induccion por exposicion a
paraquat (metil viologeno: 1, 1,- dimetil, 4,4"-dicloruro de bipiridinium), la exposicion a peroxido
de hidrogeno exodgeno, a altas intensidades luminosas y a superdxido radiogénico (Fridovich,
1982; Miyake ef al., 1991). Se sabe también que las bacterias estan sujetas a una constante
presion de factores estresantes como la salinidad, temperatura, presion, intensidad luminosa,
desecacion, pH, oxigeno, quimicos toxicos y nutrientes, que aceleran la produccidon de radicales

superdxido por lo que se favorece la induccion de la actividad SOD (Potts, 1994)

Fig. 2. Estructura quimica del paraquat (metil viologeno: 1, 1,- dimetil 4,
4'-dicloruro de bipiridinium).

El paraquat (Fig. 2) es un herbicida que ocasiona dafios letales en los organismos
fototréficos. Este compuesto actia como aceptor de los electrones provenientes del fotosistema I,
especificamente de la ferredoxina reducida, que al transferirlos directamente al oxigeno logra su
reduccion y transformacion en superoxido en presencia de luz (Fig. 3) (ecuacion 4 y 5). El
producto estable de esta reaccion es el peroxido de hidrogeno generado a partir de una

dismutacion espontanea o catalizada por la SOD (Halliwell, 1982; Dubinin e al., 1993).

FS I- Fd — Fdr -» BP* +H,0 —» "* — 1/2 0, + BPe" C))
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BPe* + O, »> BP* + O, (5)

Donde FS I es el fotosistema I, Fd y Fdr es la ferredoxina y su forma reducida
respectivamente; BP?* herbicidas de bipiridilos (diquat y paraquat) y BPe" y sus radicales.

Aceptores artificiales de
electrones (Paraquat).

- Ruta ciclica de flujo

Aceptor "Q de electrones (citocromo b563) Aceptor
Complejo \
plastoquinona

ATP

e Aoﬁ\ e Ferredgx\ina
Pi

Citocromo f —s Plastocianina

NADP
el D
(P680)

s AN

hv

.
HyO——= 2H + 1120,

Fig. 3. Esquema general que muestra el flujo de electrones durante la fotosintesis y la

manera en la que se acopla el PQ en la Gltima porcion de este proceso (tomado y
traducido de Halliwell, 1982).

Se ha reportado la induccién de la actividad SOD y AsA-POD en cianobacterias mediante
diversos medios (Tabla 2) (Bagchi et al, 1991'; Caiola et al., 1991% Mittler y Tel Or, 19917
Scott ef al., 1987*, Greenberg y Demple, 1989°; Sanders et al., 1995°.

13
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Tabla 2. Condiciones por medio de las cuales han sido inducidas las enzimas SOD y

POD en algunas cianobacterias (1 y 2) y otros procariotes (3, 4 y 5).

Especies Inductor Enzima(s) inducida(s) y porcentaje de
induccion
1. Anabaena variabilis'  paraquat, 0,(50%) AsA-POD (160 %), Fe-SOD (230 %)
2. Anabaena cylindric® 140 pE m*s™ Fe y Mn-SOD (60 %)
3. Synechococcus® H,0,; intensidad AsA-POD (400 %)
luminosa
4. E. coli* 0, hiperbarico Fe-SOD (130 %) y POD (1300 %)
5. Porphyromonas temperatura (39°C), Fe-SOD (250 % y 300 %
gingivalis®* aereacion respectivamente)
6. E. col’ H,0,, paraquat POD, Fe-SOD

7. Lactococcus lactis®  pH acido, aereacion Mn-SOD (200 %)

Recientemente, se han incrementado los estudios para conocer los factores ambientales
que regulan la expresion de genes que estén asociados a sistemas enzimaticos encargados de
catalizar la conversion de especies oxigenadas reactivas, que son producidas bajo las condiciones
estresantes (Tabla 2). Aunado a los métodos de induccion de las enzimas SOD y AsA-POD, se
han probado algunas técnicas de disrupcion celular para la obtencion de extractos crudos con la
mayor cantidad de actividad enzimatica posible. Dada la rigidez de la pared celular de las
cianobacterias, conferida por sus caracteristicas gram (-), se han probado diferentes métodos
enzimaticos y/o mecanicos para permeabilizar y romper la envoltura celular. (Caiola ez al., 1991;

Morales ef al., 1992).

La ruptura celular por ultrasonido, aplicada directamente sobre células intactas o después
de ser tratadas con lisozima ha sido ampliamente utilizada (Caiola et al., 1991; Morales et al.,
1992). Mediante este tratamiento enzimatico se hidrolizan los enlaces B (1-4) glucosidicos del
esqueleto del polisacarido del peptidoglucano, lo que conduce a obtener células fragiles
(esferoplastos) con las paredes celulares fragmentadas. Para generar esferoplastos a partir de
cianobacterias tanto cocoidales como filamentosas, se ha utilizado la enzima lisozima grado 1 de
huevo de gallina bajo diferentes concentraciones que van desde 1 mg/mg de clorofila a; hasta 5 y

10 mg/ml de cultivo (Caiola ef al., 1991; Morales et al., 1992).
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Para la realizacion del presente trabajo se utilizo una cianobacteria de la especie
Microcoleus chthonoplastes cepa SC7B9002-1 LPP-B1, aislada de tapetes microbianos
laminados marinos localizados en los canales de marea, cerca del puerto de San Carlos, B. C. S,

Meéxico (Tovar, 1991; Lopez-Cortés y Tovar, 1992) (Fig. 4).

Fig. 4. Micrografia electronica de transmision de M. chthonoplastes cepa SC7TB9002-1.
Aumento 10,000 x. El proceso seguido para la obtencion de la micrografia se describe

en el anexo IV.

La cianobacteria filamentosa M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1, es considerada un
constructor principal y colonizador primario en los tapetes microbianos laminados de San Carlos,
B. C. S, por lo que permanece a lo largo del afio pese a las condiciones extremas generadas por
eventos naturales tales como inundacion, desecacion; fluctuaciones de pH, temperatura y
salinidad; altas intensidades luminosas e intervalos diurnos de aerobiosis-anaerobiosis generados

por el metabolismo de bacterias del azufre (Stal ef al., 1989). Bajo estas condiciones de estres
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natural pueden ser generadas especies oxigenadas reactivas como el superdxido, el oxigeno
singlete, peroxido de hidrogeno e hidroxilos que a su vez estimulan la sintesis subsecuente de

defensas antioxidantes como las enzimas SOD y POD (Potts, 1994).

Se sabe del incremento de SOD (319%) y AsA-POD (450%) en lineas celulares del
algodon (Gossipium hirsutum L.) que fueron expuestas a una concentracion de solo 0.15 M de
NaCl (Gosset et al., 1996) asi como el incremento de SOD (1000%), POD (400-500%) de

Halobacterium halobium expuesto a choque hiposmoético (Brown-Peterson y Salin, 1994).

Los efectos de la salinidad sobre el crecimiento de Microcolues chthonoplastes (Karsten,
1996) cepa SC7B90021-1 y su produccion de pigmentos clorofila a y 8-caroteno son conocidos
(Lopez-Cortés y Tovar, 1992) sin embargo, el efecto que pudiera traer consigo el choque

osmotico hipo o hipersalino sobre la actividad SOD y AsA-POD aun se desconoce.

Por otro lado, Dubinin et al, (1993) reportan que una cepa de la especie M.
chthonoplastes aislada de una laguna hipersalina de la ex-Unidn Soviética, posee una alta
actividad SOD, que produce y excreta al medio peroxido de hidrogeno como producto de su alta
actividad fotosintética, y que sin embargo, no se detecta actividad catalasa en dicha cepa. Ademas
del trabajo anterior, Garcia-Pichel et al, (1996) hacen una revision de las caracteristicas
fenotipicas y filogenéticas de 10 cepas de M. chthonoplastes, aisladas de diferentes ambientes del
planeta, donde reportan la carencia de la enzima CAT, observacion que pudo comprobarse con la

cepa estudiada en este trabajo también.

Como se ha reportado previamente, el estrés oxidativo ocasionado por las condiciones
ambientales ricas en oxigeno, peroxido de hidrogeno, paraquat, salinidad e intensidad luminosa,
conduce a que los organismos produzcan EOR tales como el oxigeno singlete, el superéxido y el
peroxido de hidrogeno, por lo que esperamos encontrar una modificcion en la actividad de las
enzimas antioxidantes SOD y AsA-POD de Microcoleus chthonoplastes cepa SC7B9002-1 al

someterla a estrés oxidativo mediado por las condiciones arriba mencionadas.
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HI. JUSTIFICACION.

Por la importancia que representan las enzimas SOD y POD para contrarrestar los efectos
de las especies oxigenadas reactivas en los sistemas biologicos, es necesario conocer mas aun su
comportamiento en los procesos fisiologicos donde participan conjuntamente, con la finalidad de
ampliar las expectativas de su explotacion tanto de caracter cientifico (investigacion basica
referente a los procesos fisiologicos que regulan la actividad del sistema de defensa contra estrés
oxidativo) como biotecnologico (biomedicina e industria de alimentos). En este sentido, son
pocos lo trabajos enfocados al estudio de los efectos de las condiciones ambientales que regulan la

sintesis de SOD (Wachi et al., 1996) y POD en cianobacterias.

Para la realizacion de este trabajo se eligio como modelo biologico a Microcoleus
chthonoplastes cepa SC7B9002-1, que es una cianobacteria filamentosa importante, por ser
constructora principal de las comunidades microbianas marinas conocidas como tapetes
microbianos laminados. Esta cianobacteria se encuentra representada de manera importante en las
comunidades microbianas de los manglares y es de suma importancia en la incorporacion de
nitrogeno atmosférico al ecosistema de manglar (Toledo, 1995) ya que realiza la fijacion de este
elemento bajo condiciones aerobias (Malin y Pearson, 1988) por lo que se ha comprobado que
durante este evento se ven activados algunos mecanismos antioxidantes para evitar que el

complejo nitrogenasa sufra dafio oxidativo producido por EOR (Canini e al., 1992).

El estudio del efecto de estos factores nos ayudara a comprender los mecanismos por
medio de los cuales M. chthonoplastesse adapta a condiciones ambientales extremas in vitro tales
como la salinidad e intensidad luminosa. Dada la capacidad de M. chthonoplastesde crecer en un
amplio intervalo de condiciones ambientales tales como salinidad (Karsten, 1996) e infensidad
luminosa, es importante conocer los mecanismos que regulan esta capacidad al ser la

cianobacteria dominante mas importante de ambientes tanto marinos como dulceacuicolas.

Considerando lo anterior, se requiere estudiar las condiciones bajo las cuales se

incrementa la actividad tipo SOD y POD, bajo diferentes condiciones de estrés oxidativo; en este
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estudio, utilizamos diferentes concentraciones de peréxido de hidrégeno, paraquat, oxigeno,
diferentes concentraciones de NaCl y la exposicion a elevadas intensidades luminosas, para
observar este fenomeno. La utilizacion de estos compuestos para la generacion de EOR es

ampliamente usada en organismos fototréficos como se observa en la Tabla 2.

IV. OBJETIVOS.

Objetivo general:

El propésito de este trabajo es conocer el comportamiento de la actividad enzimatica
tipo SOD y POD de M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1 bajo estrés oxidativo. Se
estudiaron también algunas técnicas para la extraccion de estas enzimas.

Objetivos particulares:

1) Conocer el efecto del peroxido de hidrogeno exdgeno, paraquat y oxigeno sobre la

actividad de las enzimas SOD y POD de M. chthonoplastes cepa SC7TB9002-1.

2) Observar los efectos de la salinidad e intensidad luminosa sobre la actividad SOD y

AsA-POD de M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1.

3) Definir las condiciones de permeabilizacion y rompimiento celular de M.
chthonoplastes cepa SCTB9002-1 bajo las cuales se extrae la mayor cantidad de

actividad enzimatica tipo SOD y POD.
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V. MATERIALES Y METODOS.

Las sustancias quimicas utilizadas fueron adquiridas en Sigma Co. (St, Louis Mo.

E.E.U.U.) y fueron de pureza analitica.
1. Soluciones amortiguadoras.

Se prepararon las siguientes soluciones para utilizarse tanto en el proceso de extraccion

como de separacion de las enzimas SOD y POD de M. chthonoplastes cepa SC7TB9002-1.

Tabla 3. Soluciones amortiguadoras.

Designacion Composicion pH
BP, 50 mM de KH,PO, - K,HPO, 7
BP, " 7.8
BP, BP, + 0.5 mM de ascorbato + 0.1 mM de EDTA 7
BT, 50 mM de Tris-HCI + 0.8 ml de glicerol + 0.2 ml de azul 6.8

de Bromofenol al 0.05% + 4 ml de H,O
BT, 0.12 M de Tris + 0.95 M de glicina 8.3
TE Tris 10 mM + EDTA 1 mM 8

2. Evaluacion de la produccion de las enzimas SOD y POD durante el crecimiento de

M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1.

Cinéticas de crecimiento.

Para la realizacion de las cinéticas de crecimiento de M. chthonoplastes cepa SC7TB9002-1
fué necesario definir el tamafio del inéculo (expresado en mg de clorofila a/ml de cultivo)
utilizado en cada una de ellas. La realizacion de la curva tipo consisti6 en tomar una alicuota de la
fase de crecimiento exponencial y realizar cinco diluciones a las cuales se les extrajo la clorofila q,

para conocer la correspondencia entre absorbancia y clorofila a por medio de una regresion lineal.
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Condiciones de cultivo.

El cultivo se realizd en lote por triplicado en frascos de 50 ml de capacidad conteniendo
16 ml de cultivo ASN-III y un inéculo de 4 ml de suspension celular de M. chthonoplastes cepa

SC7B9002-1 a una densidad de 0.274 unidades de absorbancia a 665 nm.

Se cultivd a M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1 por espacio de 18 dias a una intensidad
luminosa de ~12 pEm?s’ (medido con un radiometro/fotometro LI-COR modelo188B, Li-Cor,
Inc., Lincoln, Nebraska, U.S.A.), en agitacion constante a 100 rpm en un agitador disefiado por el
CIB-NOR (La Paz, México) a una temperatura de 26 + 2 °C en el medio ASN-III (Waterbury y
Stanier, 1981) (anexo I).

Se tomaron tres matraces cada tercer dia homogenizando los 20 ml de suspension celular
en un vortex VWR Scientific Industries, (Bohemia, N.Y., EEE.U.U.) durante 1 minuto. A partir
del dia 6 de cultivo la homogenizacion se llevé a cabo con un homogenizador de tejidos
CAFRAMO RZR1 (Wiarton, Ontario, Canada) debido a la agregacion de los filamentos entre si.
Se dividi6 en dos el contenido de cada matraz para analizar por un lado el contenido de clorofila

a, y por otro el contenido de proteinas totales y actividad SOD y POD.

La fraccidon destinada para la cuantificacion de clorofila a, fué centrifugada a 15,000 rpm
en una microcentrifuga Microfuge E, BECKMAN (Palo Alto, CA. EEU.U) a 5 °C y el
sedimento obtenido se resuspendié en metanol al 90% e inmediatamente, se rompieron las células.
El homogenizado se centrifugd en las mismas condiciones arriba mencionadas y del sobrenadante
se midio la cantidad de clorofila a, a una longitud de onda de 665 nm en un espectrofotometro
BECKMAN DU-640, (Palo Alto, CA. EE.U.U.) mediante la expresion D.O. x 13.9= pg de

clorofila a/ml (Tandeau de Marsac ef al., 1988).

Para la cuantificacion de proteinas, se centrifugo la fraccion nimero dos a 15,000 rpm en
una Microfuge E, BECKMAN (Palo Alto, CA. E.E.U.U.) y se lavo con amortiguador de fosfatos
(BP,); el paquete celular fué resuspendido en el mismo amortiguador mas ascorbato a una

concentracion final de 0.5 mM para posteriomente romper las células por ultrasonido en un
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aparato COLE PARMER 4710 (Chicago, Illinois, EEE.U.U.) a 20 W de potencia durante tres
intervalos de 30 segundos c/u. Una vez lisadas las células, se centrifug6 y colecté nuevamente el
sobrenadante para dializarlo en bolsa de celofan SPECTRA/POR (L.A., E.E.U.U.) con un limite
de exclusion molecular de 10-14,000 daltons, contra BP, a 4 °C durante 12 h, y la cuantificacion
de proteinas se realizd con la técnica de Bradford (1976) usando albumina sérica bovina como
estandar. La cuantificacion de la actividad enzimatica se realizo de acuerdo a las técnicas descritas

en el anexo II.

Para conocer el sustrato utilizado por la POD presente en el extracto crudo de M.
chthonoplastes cepa SCTB9002-1, se ensayaron diferentes donadores de electrones tales como el

glutation, el guaiacol, la O-dianisidina y el ascorbato.

La extraccion de los acidos nucléicos se realizo de la siguiente forma: se tomaron alicuotas
de 500 ul de cultivo de M. chthonoplastes, se concentraron los filamentos por centrifugacion a
10,000 x g, durante 15 min a 5 °C. El sedimento fué resuspendido en 200 pl de TE y 200 pl de la
mezcla fenol: 25, cloroformo: 24, alcohol isoamilico: 1. Se rompieron las células durante 3
intervalos de 30 seg en frio (5 °C) y a 20 W de potencia. Se centrifugé la muestra y del
sobrenadante se precipitaron los acidos nucléicos con 1 ml de etanol frio (-20 °C), una vez
obtenidos los acidos nucléicos, se centrifugaron a 10,000 x g, durante 10 min. El sedimento fué
resuspendido en SO pl de TE, diluidos 1:100 con el mismo amortiguador y leidos en el

espectrofotometro Beckman, DU-640 de acuerdo a Warbur y Christian (1942).

De igual forma, se realizaron ensayos para corroborar con la literatura consultada la
inexistencia de la enzima CAT en M. chthonoplastes por medio de espectrofotometria (anexo II)
y por electroforésis, usandose como controles positivos catalasa SIGMA (St, Louis Mo.

E.E.U.U.) de higado de bovino y un extracto de E. coli cepa DH-5-a (Sambrook et al., 1989).

3. Efecto del Paraquat, peroxido de hidrogeno y oxigeno sobre la actividad SOD y
AsA-POD de M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1.
Se cultivo a M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1 en medio ASN-III bajo las condiciones

anteriormente descritas hasta el noveno dia, donde se presenta la mayor cantidad de actividad
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enzimatica tipo SOD y POD. Se tomaron alicuotas de 10 ml por triplicado en frascos de 40 ml
con tapon de algodén y a cada una se les adiciono 10, 100, 1000 6 1500 uM de PQ y a otras 10,
100, 1000 6 1500 pM de H,0O,; finalmente, otras tres muestras se sometieron a 0, 20 y 100% de
oxigeno. Cada uno de los tratamientos fueron llevados a cabo por seis horas en un agitador a 100
rpm bajo una lampara de luz blanca fluorescente a una intensidad luminosa de ~12 uE m?s”, que
fué medida con un radiémetro/fotometro LI-COR 188B; tres réplicas fueron retiradas cada dos
horas de incubacion. Como control se utilizdo la cepa crecida en ASN-III bajo las mismas
condiciones de iluminacién y temperatura pero sin los agentes oxidantes. Para obtener un
ambiente anaerobio, las muestras fueron incubadas en una camara bajo un ambiente de CO,
(generado mediante la combinacion de borohidruro de sodio, bicarbonato de sodio, acido citrico y
agua) con un sistema BBL GAS PAK, MERCK. Se consider6 como 100% de oxigeno a las

muestras tratadas con un burbujeo constante de oxigeno comprimido.

Para asegurar que después de la anaerobiosis no se sintetizaran cantidades importantes de
proteina, en nuestro caso la SOD y la AsA-POD, de acuerdo a Schiavone y Hassan, (1987), se
adicionaron 150 mg/ml de cloranfenicol a los cultivos. Una vez transcurridas los periodos de
incubacion, las células se concentraron en una centrifuga BECKMAN J2-MC, (Palo Alto, CA.
E.E.U.U.) a 10,000 x g, 4 °C y se lavaron con 3 ml de BP, conteniendo 0.5 mM de ascorbato
para mantener la actividad AsA-POD y 0.1 mM de EDTA como inhibidor de proteasas.

El paquete celular se resuspendié en 3 ml de BP, en viales de vidrio de 15 ml de volumen
y las células fueron rotas por sonicacion a 40 W en un aparato COLE PARMER 4710 (Chicago,
Illinois, E.E.U.U.), durante 30 s, a 4 °C. La suspension se centrifugdé a 10,000 x g, 4 °C y el
sobrenadante se dializ6 contra BP, durante 12 horas, a 4 °C; el contenido de proteina se midi6 por
el método de Bradford (1976) usando albumina sérica bovina como estandard y la actividad SOD

y AsA-POD se detecté con los métodos descritos en el anexo I1.

El analisis estadistico se llevo a cabo en el programa STATGRAPHICS version 5.1 (1991)
usando ANDEVA de una via y multifactorial.
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4. Efecto de la salinidad (NaCl) e intensidad luminosa sobre la actividad SOD y
AsA-POD de Microcoleus chthonoplastes cepa SC7B9002-1.

Condiciones de cultivo.

El experimento concerniente al efecto de la salinidad se llevd a cabo con células de M.
chthonoplastes crecidas a la mitad de su fase logaritmica en matraces de 1 1 con 210 ml de medio
ASN-III (Waterbury y Stanier, 1981) variando la concentraciéon de NaCl a 2.5, 4.0, 8.0y 12.0 %.
Los cultivos fueron agitados constantemente a 100 rpm con una temperatura de ~25 °C
controlada con un aire acondicionado integral ajustado a esa temperatura y a una intensidad
luminosa de 30 pE m? s”. Cada dos dias fueron tomadas las muestras por triplicado para medir el
contenido de clorofila a de acuerdo a Tandeau de Marsac et al., (1988), contenido de proteina
(Bradford, 1976), acidos nucléicos por medio de la técnica modificada de Hoffman y Winston,
(1987) y la actividad enzimatica SOD (McCord y Fridovich, 1969) y AsA-POD (Nakano y Asada,

1981), bajo condiciones estériles.

Para conocer el efecto de la intensidad luminosa sobre la actividad SOD y AsA-POD, se
midio esta actividad enzimatica a lo largo de un dia, con sus respectivas horas de luz y oscuridad.
El cultivo se llevd a cabo en un matraz de 1 1 de capacidad con 230 ml de ASN-III, agitado con
un agitador magnético VORTEX vy la temperatura regulada por medio del flujo continuo de agua
de un tinaco. Las mediciones de clorofila a (Tandeau de Marsac et al., 1988), proteina (Bradford,
1976) y actividad SOD (McCord y Fridovich, 1969) y AsA-POD (Nakano y Asada, 1981) fueron
tomadas por triplicado cada tres h de las 0:00 h hasta las 21:00 h del mismo dia, bajo condiciones
estériles. En cada toma de muestras, se midio la temperatura con un termometro digital y la

intensidad luminosa con un radiémetro/fotometro LI-COR 188B.

Bajo las diferentes concentraciones de NaCl se calculé la constante de crecimiento
formando una linea recta de por lo menos tres puntos en la fase de crecimiento exponencial de M.

chthonoplastes y utilizando la siguiente expresion de acuerdo a Brock (1979):

Constante de crecimiento K= (log, tx-log,,t0)/(0.301) t
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La constante de crecimiento es expresada como el nimero de replicaciones por unidad de
tiempo, donde tx es el parametro medible en el tiempo final (por lo menos 3 puntos de la curva de

crecimiento) y to es el parametro medible en el tiempo "cero”; t es el tiempo transcurrido desde tx

Las curvas de crecimiento de M. chthonoplastes expresadas por el contenido de clorofila
a, fueron ajustadas al modelo logistico segt’m el modelo Ne = 1/1 + ¢* x ¢™, para calcular el valor

uete estadistico STATISTICA

a a2

version 6.0 (1996).

S. Determinacion de las condiciones mas apropiadas para la ruptura celular de M.

chthonoplastes cepa SC7B9002-1.
Obtencion de esferoplastos.

Para obtener esferoplastos, se utilizaron 5 mg de lisozima/ml (enzima proveniente de clara
de huevo de gallina) de cultivo de M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1 (33.3 mg de peso seco de
filamentos) y se incubd por 30 min., a 37 °C. en una incubadora VWR (Bohemia, N.Y. EEEU.U.)
(Canini et al., 1991). Transcurrido el tiempo, se observd a través de un microscopio NIKON
OPTIPHOT-2 (Japon) para asegurar la obtencion de los esferoplastos y, posteriormente, se
lavaron las células con BP, por centrifugacion a 10,000 x g, durante 10 min, a 5 °C en una
centrifuga BECKMAN J2-MC, (Palo Alto, CA. E.E.U.U.) y el sobrenadante fué resuspendido en
BP, seguido de la ruptura celular ‘por ultrasonido a una intensidad de 20 W durante los tiempos de
10, 30, 90, y 150 s. Una vez rotas las células se procedio a cuantificar la proteina extraida con la
técnica de Lowry et al. (1951), la actividad de la SOD con la técnica de inhibicion de reduccion
del NBT vy la actividad AsA-POD con la técnica descrita en el anexo II. Aunado a la actividad
enzimatica, se realizaron barridos espectrofotométricos a los extractos en el intervalo de 200 a
800 nm para medir la liberacion de moléculas que nos pudieran estar indicando el grado de
ruptura celular, tales como las proteinas que absorben en la region de los 280 nm y la ficocianina

en los 620 nm.
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Ruptura celular de M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1 utilizando balistica (perlas

de vidrio) y ultrasonido.

Se crecio a la cepa a la mitad de la fase logaritmica (6 dias) hasta una densidad o6ptica de
0.565 a 665 nm. Para probar la eficiencia del rompimiento por ultrasonido se tomaron tres
alicuotas equivalentes a 33.3 mg de peso seco de filamentos, se centrifugaron a 10,000 x g
durante 10 min en una centrifuga BECKMAN J2-MC, (Palo Alto, CA. E.E.U.U.) lavandose tres
veces con BP;; el sedimento final se resuspendio en 500 pl de BP, y se expusieron a 20 W, 4 °C,
durante 10, 30, 90 y 150 s. Se centrifugaron las muestras y del sobrenadantre obtenido se
cuantifico la proteina extraida (Lowry ef al., 1951) y la actividad enzimatica (ver ancxo II). Para
balistica se tomaron otras tres alicuotas de filamentos equivalentes a 33.3 mg de peso seco; se
lavaron y concentraron por centrifugacion en las mismas condiciones arriba mencionadas. El
sedimento obtenido, se resuspendié en 250 pl de BP, y 238 mg de perlas de vidrio (relacion
recomendada 1:1 vol/vol) (com. pers. Sanchez, 1995) y se sometieron a rompimiento por
agitacion en vortex GENIE 2 VWR (Bohemia, N.Y. EEE.U.U.) durante 5, 10y 15 min, a 5 °C. Se
centrifugé a 10,000 x g en una Microfuge E, BECKMAN (Palo Alto, CA. EEU.U.)a 5 °C
durante 10 min y del sobrenadante se cuantifico el contenido de proteina extraida (Lowry ef al.,
1951) y actividad enzimatica (ver anexo II). Al igual que los extractos de los esferoplastos, se
realizaron barridos espectrofotométricos a los obtenidos por sonicacion en el mismo intervalo de

longitud de onda.

6. Evidenciacion de las enzimas SOD, AsA-POD y CAT de M. chthonoplastes cepa

SC7B9002-1 en geles de poliacrilamida bajo condiciones nativas (no desnaturalizantes).

Preparacion de las muestras.

De un cultivo de M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1 crecido hasta el noveno dia, se
tomaron 10 ml para concentrarlos y lavarlos con BP, por centrifugacién a 12,000 rpm durante
10 min y 5 °C. El sedimento se resuspendio en 1 ml del mismo BP, para lisar las células por
ultrasonido en un sonicador COLE PARMER 4710 (Chicago, Illinois, E.E.U.U.) a 40 W, por 3

intervalos de 15 segundos y 1 minuto de reposo en 4 °C. El homogenizado se concentré por
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centrifugacion a 10,000 rpm durante 5 minutos en una Microfuge E, BECKMAN (Palo Alto, CA.
E.E.U.U.) a4 °Cy la muestra se resuspendio en BT,.

Los estandares de las enzimas comerciales (Sigma Co. St, Louis Mo. E.E.U.U.) fueron
siempre de pureza analitica. La SOD-Fe de E. coli, la peroxidasa de rabano y para la tincion
negativa para CAT se utilizd un extracto crudo de E. coli cepa DH5-a (lac -) y una catalasa

aislada de higado de bovino.

Las muestras se diluyeron en la proporcion 1:4 veces en esta solucion y se aplicaron 40 pg

de proteina total a cada carril del gel.

El corrimiento de electroforésis fué llevado a cabo bajo condiciones nativas (no
desnaturalizantes), utilizando 2 geles al 7.5 % de poliacrilamida a temperatura ambiente por
espacio de 3 h, en una camara MINIPROTEAN II CELL de BIO-RAD (CA, EEUU)) y
utilizando como solucion de corrimiento BT, segun Laemmli (1970). Una vez que se corrieron las
muestras, un gel se tifi6 con azul de Coomasie para revelar las bandas de proteina y en el otro se
detectd la presencia de las enzimas con tinciones especificas para cada una con los siguientes

procedimientos:

Tincion negativa en gel para actividad SOD.

Una vez terminado el corrimiento de electroforésis, se sumergio el gel en 15 ml de una
solucion compuesta por 0.3 mM de NBT y 0.26 mM de riboflavina durante 20 min. en la
oscuridad; transcurrido el tiempo se desecho la solucion y se agregaron 15 ml de 0.086 M de
TEMED durante 20 min, se eliminaron los reactivos y se expuso a una fuente de luz blanca
uniforme hasta observar zonas incoloras donde se encuentra la(s) banda(s) de SOD en el gel

(Flohé y Oting, 1984).

Tincion negativa en gel para actividad AsA-POD.
Terminada la electroforésis, se incubo el gel en BP, conteniendo 2 mM de ascorbato
durante 30 min.; el amortiguador se cambi6 por otro fresco cada 10 min. Una vez terminado este

lapso, se incubd nuevamente en BP, ahora con 4 mM de ascorbato y 2 mM de H,O, durante 20
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min. Se desechd la soluciéon y se lavd con BP, durante 1 min.; después se sumergio en BP,
conteniendo 0.086 M de TEMED y 2.45 mM de NBT, se agito hasta que el gel se torn6 oscuro y

aparecieron zonas incoloras donde se localiza la banda de la AsA-POD (Mittler ef al., 1993).

Tincién negativa en gel para actividad CAT.

Terminada la electroforésis, se sumerge el gel en una solucion de BP, conteniendo 10
U/ml de peroxidasa y 4 mg/ml de 3,3'-diaminobenzidina, se incubo el gel por espacio de 45 min. a
temperatura ambiente y en la oscuridad. Concluido el tiempo, se lavo con agua destilada y se
resuspendié en una solucion de BP, conteniendo 20 mM de H,0, y se agito hasta que aparecieron

bandas incoloras de la CAT en un fondo color café oscuro (Manchenko, 1994).
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V1. RESULTADOS.

Curva tipo de M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1.
Con el propésito de obtener muestras homogéneas de los cultivos de M. chrhonoplastes
cepa SC7B9002-1, se obtuvo una relacion entre la absorbancia del cultivo y el contenido de

clorofila a (Fig. 5).
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Fig. 5. Relacion de la absorbancia a 665 nm con el contenido de
clorofila a de M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1 crecida a la mi-

tad de su fase logaritmica.
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1. Evaluacion de la actividad POD de M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1.

La POD de M. chthonoplastes reaccion6 unicamente con el ascorbato como donador de
electrones y no asi con glutation, O-dianisidina y guaiacol; por lo que en lo sucesivo, los ensayos
enzimaticos para la actividad peroxidasica de la cepa SC7B9002-1, se hicieron siempre para la

ascorbato peroxidasa (AsA-POD).

La enzima catalasa no fué detectada en la cepa SC7B9002-1 mediante el ensayo en tubo
(anexo II) ni en gel de poliacrilamida (Fig. 21) sin embargo, para E. coli cepa DHS-a, que fué
utilizada como control positivo y una catalasa comercial aislada de higado de bovino (SIGMA,
Chem. Co.) muestran una actividad total de 2,652 y 25,000 U/mg respectivamante, y se evidencia

claramente esta actividad enzimatica en el gel (Fig. 21).

2. Crecimiento de M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1.

Se inocularon 4 ml de suspension celular en cada frasco, equivalentes a 1.76 ug de
clorofila a/ml de cultivo (7.024 pg totales de clorofila a) (ver materiales y métodos). Los
resultados que se ilustran en la Fig. 6, muestran un tipico crecimiento bacteriano con su respectiva
fase de adaptacion, de crecimiento exponencial, estacionaria y aquella donde declina la poblacion
bacteriana. De la misma manera, se muestra que la actividad SOD y AsA-POD declinan con
respecto al tiempo de cultivo (Fig. 6B) como fué demostrado previamente (Borrachino at al.,

1994).
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Fig. 6. (A) Cinética de crecimiento y (B) actividad enzimatica durante

el creci miento de M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1. Las barras

significan desviacion estandar de tres réplicas.

3. Efecto del paraquat sobre el contenido de proteinas y actividad de la SOD y

AsA-POD de M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1.

Al parecer, la adicion de paraquat causé Ginicamente un efecto notorio en la obtencion de

proteinas totales, cuando éste se administro a la mas baja concentracion (Fig. 7A). La SOD

muestra una respuesta significativa al PQ a las 2 h de incubacion bajo las dos concentraciones mas

altas (Fig. 7B). Por otro lado, la actividad AsA-POD se vi6 incrementada significativamente con

respecto al control, cuando M. chthonoplastes fué expuesto a cualquiera de las concentraciones

probadas (Fig. 7C).
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4. Efecto del perdoxido de hidrégeno sobre el contenido de proteinas y actividad de Ia

SOD y AsA-POD de M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1.
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Fig. 8. Efecto de diferentes concentraciones de peroxido de hidrogeno
sobre el contenido total de proteina (A), actividad total SOD (B) y AsA-
POD (C) de M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1.* Datos con

un P<0.05. Los puntos de cada grafica son el promedio de tres mediciones.
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La adicion de perdxido de hidrogeno exdgeno, muestra una clara influencia sobre el
contenido de proteina total y de actividad AsA-POD de M. chthonoplasates cepa SC7B9002-1, al
decrecer de manera significativa con respecto al control (Fig. 8). Sin embargo, 10 uM de
perdxido de hidrogeno induce un incremento significativo en la actividad SOD a lo largo del

experimento con respecto al control (Fig. 8B).
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3. Efecto del oxigeno sobre el contenido de proteinas y actividad de la SOD y

AsA-POD de M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1.
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Fig 9. Efecto de diferentes concentraciones de oxigeno sobre el con-
tenido de proteina (A), actividad total SOD (B) y AsA-POD (C) de
M. chthonoplastes cepa SC7TB9002-1.* Datos con un P<0.05. Los

puntos de cada grafica son el promedio de tres mediciones.
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La presencia de oxigeno sobre los cultivos de M. chthonoplastes, produce cambios
significativos en la cantidad de proteina extraida y en la actividad SOD y AsA-POD, como se ve
en la Fig. 9. Hay que hacer notar que un cambio interesante lo constituye el incremento de

actividad AsA-POD bajo condiciones de anaerobiosis (Fig. 9C).

6. Efecto de la salinidad (NaCl) en la produccion y/o actividad SOD y AsA-POD de
Microcoleus chthonoplastes cepa SC7B9002-1.

Las condiciones seleccionadas para extraer la proteina de Microcoleus chthonoplastes
fueron el uso del ultrasonido a intervalos de 3 pulsos de 30 sec en refrigeracion (~5 °C) y a una

intensidad de 20 W.

Los valores maximos de clorofila a son alcanzados en la concentracioén de 8 % de NaCl a
lo largo de la cinética de crecimiento de M. chthonoplastes, siendo éstos mas altos entre el dia 12
y 14, cuando la cepa entra a la fase estacionaria de crecimiento (Fig. 10C). Podemos observar
que en 8 % de NaCl M. chthonoplastes, demuestra una mayor capacidad de soporte bajo esta
concentracion de sal ya que la curva logistica comienza a declinar el dia 12 de cultivo, y no asi
para las otras concentraciones que lo hacen en el dia 8 aproximadamente. En ese mismo dia de
crecimiento, M. chthonoplastes presenta un inesperado descenso en el contenido de clorofila a en
todas las concentraciones de NaCl probadas, para luego presentar un nuevo ascenso entre el dia

10y 14.

Con la obtencidn de la velocidad especifica de crecimiento a cada concentracion de sal
probada (Tabla 4) se demuestra que a 8 %, de NaCl, se estimula mas el crecimiento de M.
chthonoplastes cuando utilizamos los valores de clorofila a, proteina y acidos nucléicos como

parametros de referencia.

En el caso de la proteina total extraida, el maximo valor obtenido se observa en la
concentracion de 8 % de NaCl, en el dia 14, cuando la cianobacteria entra a su fase estacionaria
de crecimiento, siendo igual para las de 2.5 y 4.0 % (Fig 10B). Solamente en la concentracion de

12 % de NaCl la fase estacionaria se ve anticipada a los 12 dias de cultivo.
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de la cinética
clorofila a, bajo 8 % de NaCl, se obtienen la mayor cantidad de proteina total alrededor del dia 14
de cultivo. Y para los acidos nucléicos, se presenta un descenso durante el dia 8, donde, a
diferencia de las demas concentraciones, solo en la de 12 % de NaCl es significativo. Los valores
maximos de acidos nuciéicos extraidos se o

la mayor velocidad de crecimiento es mayor (Tabla 5).
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Fig. 10. Efecto del NaCl a 2.5 % (A), 4.0 % (B), 8.0 % (C) y 12 % (D) en el medio
de cultivo de M. chthonoplastes cepa SC7TB9002-1 sobre el contenido de clorofila a.
Los puntos son los valores observados y las lineas representan el ajuste de los datos al

modelo logistico.
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Fig. 11. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl sobre el crecimiento de

Microcoleus chthonoplastes cepa SC7TB9002-1 en base a la extraccion de proteina

total (A) y de acidos nucléicos (B). * Datos con un P<0.05. Los puntos de cada gra-

fica son el promedio de tres mediciones y las barras son su desviacion estandar.
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Fig. 12. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl en el medio de cultivo de

Microcoleus chthonoplastes cepa SC7TB9002-1
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POD (B). * Datos con un P<0.05. Los puntos de cada grafica son el promedio de

tres mediciones y las barras son su desviacion estandar.
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La Fig. 12A ilustra la actividad SOD en las células cultivadas bajo las diferentes
concentraciones de salinidad. En ella podemos observar un claro descenso en la actividad
especifica (U/mg de prot.) a lo largo del cultivo, independientemente de la concentracion de NaCl.
Un dato importante es la obtencién de un ligero incremento de actividad enzimatica en el dia 8 de

cultivo, coincidente con la disminucién de clorofila a y de 4cidos nucléicos (Figs. 10A y 11)

Tabla 4. Valores de la constante de crecimiento (K) de Microcoleus chthonoplastes, obtenidos de

las curvas de clorofila a, proteina y acidos nucléicos.

Concentracion  Clorofila a* Proteina* Acidos nucléicos*
de NaCl
2.5 0.037 0.013 0.01
4 0.025 0.006 0.018
8 0.039 0.017 0.02
12 0.032 0.017 0.012

* ug replicados de este componente por hora.
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7. Efecto de la intensidad luminosa sobre la actividad SOD y AsA-POD de
Microcoleus chthonoplastes cepa SCTB9002-1.

La Fig. 13 muestra las variaciones de temperatura diurna del medio de cultivo, que fué
controlada mediante agua corriente de un tinaco. Asi mismo, se muestra la variacion de la

intensidad luminosa durante el mismo ciclo, que muestra los picos maximos al media dia.

2000 T T I 1 ] 1 y ¥
ln ° 1 28
% / \
2 1500 | —
\L‘% ® 10 ® :J
G ©
vy j -
£ 1% 2
g 1000 |- £
: . S
- @ o ® g
o
: \ :
]
& ] o/ 424 @
9 500
5
0 I | L | L | ! 199

0 3 6 9 12 15 18 21
Hora del dia

Fig. 13. Oscilacion de la temperatura e intensidad luminosa

registradas durante el experimento.

Para el caso de la clorofila a, la cantidad se incrementa conforme transcurre el dia hasta las
6:00 hs para posteriormente declinar cuando la intensidad luminosa llega a su maximo. Demuestra
un clasico comportamiento de fotoblanqueamiento ocasionado por la alta intensidad luminosa

alcanzada a las 12 hs del dia (Fig. 13).
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Fig. 14. Efecto de la intensidad luminosa sobre el contenido de clorofila a
y proteinas de M. chthonoplastes cepa SC7B 9002-1. Los puntos son pro-

medio de tres mediciones y las barras son su desviacion estandar.
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En cuanto a la actividad especifica de la SOD, se observa una clara disminucion a lo largo
del dia con excepcion de un pico maximo presentado a las 9:00 hs y que posteriormente continua

disminuyendo, hasta llegar a cero (Fig. 15).

La actividad AsA-POD registrada durante el dia se presenta también en la Fig. 15. El
cambio de las condiciones ambientales del inoculo a las experimentales, ocasiona un incremento
significativo de la actividad AsA-POD desde las 3:00 hs. Al transcurrir el dia, coincidentemente
con el incremento de la intensidad luminosa, se observa una clara tendencia a su disminucion hasta

la inhibicidn de la actividad AsA-POD.

8. Determinacion de las condiciones mas apropiadas para la ruptura celular de M.

chthonoplastes cepa SC7B9002-1.

Obtencion de esferoplastos.

La finalidad de generar esferoplastos, es decir, bacterias con la pared celular fragmentada,
nos evitaria utilizar condiciones agresivas de rompimiento celular y evitar asi la destruccion de la
actividad enzimatica. Sin embargo, observamos que estas condiciones no se cumplen
favorablemente como se ve en la Fig. 16, es decir, se obtiene la misma actividad enzimatica de los

extractos de células intactas y de esferoplastos.
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Fig. 16. Eficiencia del rompimiento celular con ultrasaonido utilizando
esferoplastos (barras lisas) y células intactas (barras con lineas). A) pro-
teina extraida, B) actividad SOD y C) actividad AsA-POD de

M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1. Las lineas sobre las barras corres-

ponden a la desviacion estandar de tres réplicas.

Al realizar los barridos espectrofotométricos en el intervalo de 200 y 800 nm, podemos
observar que los extractos obtenidos con células intactas poseen mayor cantidad de moléculas que
absorben a los 280 nm y que se consideran de naturaleza protéica, en relacion a los extractos
de esferoplastos (Fig. 17A). El mismo comportamiento lo podemos observar con la ficocianina

obtenida con células intactas y aquella de esferoplastos (Fig. B).
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Fig. 17. Lectura espectrofotométrica de los extractos crudos de M. chthonoplastes
cepa SC7B9002-1 tratados con lisozima (esferoplastos) (barras lisas) y de células
intactas (barras con lineas) a longitudes de onda cercanas a 280 y 620 nm. A 280
nm absorben las proteinas que poseen aminoacidos aromaticos como el triptofano
y fenilalanina, y, a 620 nm la ficocianina, pigmento proteico constituyente del apa-

rato fotosintético de las cianobacterias.
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Ruptura celular de M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1 utilizando balistica (perlas

de cristal) y ultrasonido.

Tabla 5. Rendimiento de la proteina total extraida y actividad SOD y AsA-POD de M.

chthonoplastes, con el uso de los métodos de extraccion basados en balistica y ultrasonido.

tmin Proteina + SOD Ut + AsA-POD +  Rendimiento

total (mg) mUt (%)*
Balistica 5 026 0.005 13.74 0.97 2 0.01 0.78
10 028 0.005 21.84 1.11 2.5 0.03 0.84
15 035 0.003 1937 43 4 0.05 1.05
Ultrasonido t seg
10 0.78 0.007 6241 834 3.83 0.52 2.34
30 0.91 0.01 7579 921 433 0.02 2.73
90 0.63 0.021 56.04 1031 6.35 0.82 1.89

150 1.27 0.024 335 256 10.19  0.86 3.81

* Porcentaje de proteina extraida con respecto al peso de la biomasa utilizada al inicio
del rompimiento.

+ desviacion estandar de tres réplicas.
Las discrepancias en tiempos son debido a la comparacion de un método de disrupcion
establecido para levaduras marinas (Sanchez, 1997) y el utilizado en este trabajo con

ultrasonido.
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9. Evidenciacion de las enzimas SOD, CAT y AsA-POD de M. chthonoplastes cepa

SC7B9002-1 en geles de poliacrilamida bajo condiciones nativas.

El proposito de este experimento fué el poner en evidencia la presencia de las enzimas en
M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1, mediante electroforésis comparando las bandas de enzimas

comerciales con las del extracto crudo de la cepa SC7B9002-1.

Fig. 18. Electroforésis en gel de poliacrilamida bajo condiciones nativas.

A) enzimas comerciales CAT, POD y Fe-SOD, (B) extracto crudo de
M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1 y (C) extracto crudo de E. coli cepa DH5a.
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Fig. 19. Gel de poliacrilamida tefiido para revelar actividad SOD: A) enzima
comercial Fe-SOD con peso molecular de 41.700 kilodaltones, (B) extracto
crudo de M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1 y C) extracto crudo de E. coli
cepa DH5a.

43




Resultados Dariel Tovar Ramirez

AsA-
POD

Fig. 20. Gel tefiido para revelar actividad AsA-POD. A) extracto crudo
de M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1, B) extracto crudo de L. coli cepa

DHS5-a. y C) POD comercial.
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Fig. 21. Gel de poliacrilamida tefiido para revelar actividad CAT. A) CAT
comercial de higado de bovino con un peso molecular de 240 kilodaltones,

B) extracto crudo de M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1, C) extracto crudo
de E. coli cepa DH5a..
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VII. DISCUSION.

Cinéticas de crecimiento.

El comportamiento observado en la curva de crecimiento de M. chthonoplastes cepa
SC7B9002-1, es similar a la de M. chthonoplastes reportado por De Wit y Gemerden (1989). Con
respecto a la duracion de su fase de crecimiento, la fase logaritmica abarca aproximadamente hasta
los nueve dias y posteriormente se presenta la fase estacionaria que aparentemente dura dos dias;
finalmente, se presenta una disminucion en el contenido de proteina a partir del dia doce de
crecimiento (Fig. 6A). En relacion a la cantidad de proteina producida, el pico maximo, es ~25
veces menor la cantidad generada por la cepa SC7B9002-1 que la cepa utilizada por De Wit y

Gemerden, ya que se desconoce el volumen de cultivo utilizado por estos autores.

Las bacterias cultivadas en lote presentan generalmante una disminucion en el contenido de
proteinas y clorofila debido a que existen factores de inhibicion del crecimiento o carga del sistema
(consumo de los nutrientes del cultivo, cambio de pH, salinidad, evaporacion del cultivo, consumo

de oxigeno, etc.) que regulan la poblacion de microorganismos (Brock, 1979).

1. Evaluacion de la actividad SOD y AsA-POD durante el crecimiento de M.
chthonoplastes cepa SC7B9002-1.

La ausencia de catalasa en la cepa SC7B9002-1 (Fig. 21) coincide con los reportes de
Dubinin et al., (1993) y Garcia-Pichel et al., (1996), por lo que al parecer es otra caracteristica

intrinseca de M. chthonoplastes.

Analizando la actividad de la SOD durante el crecimiento de M. chthonoplastes cepa
SC7B9002-1, podemos observar que ésta oscila a lo largo del cultivo en forma decreciente hasta
disminuir en un sexto de su actividad inicial (Fig. 6B). Para el dia 9 ocurre el incremento
simultaneo de actividad AsA-POD y SOD, lo cual coincide con el inicio de lo que corresponde a la
fase estacionaria del cultivo. Estos resultados concuerdan con los de Schnell y Steinman (1995)

quienes reportan un incremento de actividad POD de cien veces al entrar Caulobacter crescentus a
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su fase estacionaria de crecimiento. Por otro lado, Wang y Schellhorn (1995), reportan también un
incremento de actividad CAT durante esta fase con Deinococcus radiodurans y E. coli, que son
parcialmente contrarios a los obtenidos por Borraccino et al., (1994) quienes observan que durante
la senescencia de tejidos vegetales y animales se incrementa Gnicamente la actividad AsA-POD,

mientras que la actividad de la SOD y CAT disminuye.

Asi pues, parece ser que el desarrollar defensas antioxidantes con enzimas tales como la
SOD y POD, durante la fase estacionaria de crecimiento, ¢s un comportamicnto tipico bacteriano
(Schnell y Steinman, 1995) que sugiere la existencia de diferentes condiciones o factores que

regulan su induccion.

El aumento de actividad AsA-POD que ocurre en la fase estacionaria de la cepa
SC7B9002-1, concuerda con el observado por Schnell y Steinman (1995), y ellos explican que
parece ser que es aqui cuando aparecen una serie de condiciones que de alguna forma inhiben o
retardan el crecimiento de la cepa, como lo son la falta de nutrientes y la excresion de metabolitos
secundarios toxicos tales como el peroxido de hidrogeno (Dubinin ef al, 1993) que pueden
reactivar o inducir probablemente una sintesis de novo de la enzima AsA-POD (Borraccino et al.,
1994; Chamnongpol ef al., 1995). Dado que no fueron utilizados bloqueadores de la sintesis
proteica (tales como el cloranfenicol o rifampina) durante la fase estacionaria del crecimiento de
M.chthonoplastes cepa SCTB9002-1, existe la posibilidad de que las enzimas pudieran estarse

reactivando por productos del metabolismo, o bien por una sintesis de novo, o ambos.

Después del dia 12 de cultivo, la actividad total de cada una de las enzimas tiende a
disminuir, particularmente la SOD, lo que indica el comienzo de envejecimiento celular. Como
consecuencia final, se detecta la reduccion del contenido de clorofila a y de proteinas totales a
partir del dia 12 de cultivo (Fig. 6A), fendmeno que se ha identificado como sintoma de
senescencia de los cultivos (Borraccino et al.,, (1994). Este proceso de envejecimiento, conduce a
un proceso degenerativo de los fotosistemas en los organismos fototroficos y es conocido como
fotoblanqueamiento, que como su nombre lo indica, se refiere a la pérdida de los pigmentos que

participan en la fotosintesis (Halliwell, 1992).
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Finalmente, se puede observar que durante el crecimiento de M. chthonoplastes cepa
SC7B9002-1, los maximos de actividad para ambas enzimas se presentan en el dia 9 del cultivo
(Fig. 6B).

2. Efecto del paraquat, peréxido de hidrogeno y oxigeno sobre la actividad SOD vy
AsA-POD de M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1.

La cantidad de proteina extraida de M. chthonoplastes SCTB9002-1 se ve modificada por
efecto de los agentes oxidantes paraquat, peroxido de hidrogeno y oxigeno (Figs. 7A, 8A y 9A).

El aumento de proteinas totales en la concentracion de 10 pM de PQ (Fig. 7A) refleja que
estos niveles de toxicidad aun son tolerables para M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1 y que
posiblemente existe un mecanismo de proteccion para prevenir el dafio oxidativo ocasionado por
las especies reactivas generadas. Este mecanismo de proteccion podria significar el aumento de
actividad AsA-POD (hasta ~2 veces mas con respecto al control) (Fig. 7C). En 1,500 uM de PQ se
observa ya el dafio a M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1, dada la disminucion significativa de

proteina extraida. (Fig. 7A).

La disminucion de proteina extraida bajo diferentes concentraciones de peroxido de
hidrégeno (Fig. 8A), puede ser reflejo de un daifio oxidativo en estas biomoléculas, ya que se ha
demostrado que una vez expuestas a especies oxigenadas reactivas son mas susceptibles a una
protedlisis (Bagchi ef al., 1991) y a una remocion catabdlica (Dean et al.,, 1993). Sin embargo, a
pesar de la disminucion de la proteina total extraida, se observa un interesante incremento de
actividad SOD durante el ensayo bajo 10 uM de peroxido de hidrogeno y a las 6 horas de
incubacion con 100 pM. Se sabe que bajo estas condiciones de estrés oxidativo, se pueden estar
activando algunos grupos de genes entre los que podemos encontrar tanto el de la SOD como el de
la CAT y la POD (Greenberg y Demple, 1989).

Por otra parte, la actividad SOD se mantiene constante o disminuye ligeramente con
respecto al control en las concentraciones de PQ en las que fué llevado el experimento. Una posible

explicacion a esta observacion se pudiera basar en que los estimulos utilizados para lograr la
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induccion de esta enzima no hayan sido suficientes. La intensidad luminosa empleada (~12 pE m?
s") no ocasioné dafios fotooxidativos mediados por el radical superoxido que pudieran inducir la
actividad de la SOD. Otros estudios reportan un incremento de 25-60% de actividad SOD cuando
las células de A. cylindrica son crecidas primero a 25 pE m?s” y luego cambiadas a 140 pE m? s
(Caiola et al., 1991). En reportes similares se observa la utilizacion de intensidades luminosas que
van de los 600 a 1,500 uE m™ s con la finalidad de generar dafios a nivel fotooxidativo que traen
consigo la induccion de las enzimas SOD, CAT y/o POD (Bagchi et al., 1991; Caiola et al., 1991;
Miyake ef al., 1991, Morales et al., 1992).

Mediante los experimentos realizados en este estudio se observé que la accion del oxigeno
(100 %) ocasiona un incremento significativo en el contenido de proteinas con respecto al control
(Figs. 9A) seguido del incremento significativo de la actividad SOD (~1.6 veces) (Fig. 9B). Asi
pues, la participacion del oxigeno refleja su importancia para lograr la induccion de las enzimas
SOD y AsA-POD, ya que es la molécula precursora de las especies reactivas mas dafiinas para las

células (Dubinin ez al., 1993).

La relacion entre la toxicidad del oxigeno y la SOD ha sido extensivamente estudiada y
existen numerosas evidencias que apoyan la participacion de esta enzima en la proteccion integral
celular en diversas cianobacterias, se sugiere la participacion de la SOD en la proteccion del
sistema nitrogenasa, involucrado en el proceso de fijacion de nitrogeno atmosférico llevado a cabo
bajo condiciones aerdbicas en cianobacterias (Caiola ef al., 1991); en la cianobacteria Anabaena
cylindrica se incrementan los niveles de actividad SOD al elevar las concentraciones de O, hasta un
60 % (Cunningham et al., 1992); E. coli cepa B, incrementa el contenido de SOD al cultivarla bajo
100 % de O, y por lo tanto se hacen mas tolerantes a estas condiciones de estrés (Gregory y
Fridovich, 1973) y Bacteroides gingivalis incrementa hasta dos veces el contenido de SOD-Mn

expuesta a oxigeno (Amano ef al., 1990, Mackey y Smith, 1983).

Greemberg y Demple (1989) reportaron un incremento significativo en la cantidad de
proteinas de E. coli después de haberla expuesto a paraquat y perdxido de hidrogeno. Entre estas
proteinas destacan la SOD y 33 proteinas mas no identificadas, asi como algunas enzimas que

reparan el dafio oxidativo en el ADN cuando se expone al PQ; se inducen también peroxidasas y
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todo un grupo de genes estimulados por exposicion al peroxido de hidrogeno. Al igual que E. coli,
parece ser que M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1 responde de forma similar en cuanto a la
actividad SOD cuando es expuesta a bajas concentraciones de perdxido de hidrogeno (10 pM),
esto es, la actividad se ve incrementada significativamante con respecto al control (~70 %) (Fig. 8
B).

Sin embargo, los valores de actividlad SOD pudieran incrementarse ain mas en M.
chthonoplastes cepa SCT7B9002-1, ya que la presencia de peréxido de hidrogeno, generado
mediante fa dismutacion del ion superdxido producido por el paraquat, inhibe la actividad de la

Fe-SOD, no asi a la Mn-SOD (Dubinin ef al., 1993).

Con todo lo expuesto podemos poner de manifiesto que, a pesar de que el oxigeno participa
de una manera desfavorable para el desarrollo de muchas cianobacterias (Dubinin er al., 1993) y de
ser el precursor de las EOR, éstas también pueden participar en una forma reguladora del
metabolismo y crecimiento de las cianobacterias. Se cree que el peroxido de hidrogeno participa de
manera importante en la regulacion de la fotosintesis por el siguiente mecanismo: cuando existe una
deficiencia de bioxido de carbono se induce a la sintesis de peroxido de hidrogeno, quien a su vez
inhibe a una serie de enzimas del ciclo de Calvin y de la ruta oxidativa de las pentosas,
principalmente las bifosfatasas y fosforibonucleasas, por lo que al existir una deficiencia de bioxido

de carbono en el medio, se activa el mecanismo celular (Dubinin ef al., 1993).

Ademas, se ha sugerido que el peroxido de hidrogeno participa como "antibidtico" en la
regulacion del crecimiento de bacterias heterotrofas acompaiiantes en las comunidades microbianas
naturales de Microcoleus chthonoplastes. Aunado al complejo enzimatico SOD y AsA-POD que
M. chthonoplastes posee, las bacterias heterotrofas pudieran estar contribuyendo a disminuir la
saturacion de oxigeno para que éste no sea un factor inhibitorio de la fijacion aerdbica de nitrogeno
como se ha reportado previamente (Marschall, 1989). Durante esta relacion, las bacterias
heterotrofas intercambian oxigeno por bidxido de carbono como producto del metabolismo
aerobio, evitando asi un dafio fotooxidativo a las cianobacterias. Las bacterias proveen también

vitaminas y factores de crecimiento para la comunidad cianobacteriana (Marschall, 1989).
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Por otro lado, se ha demostrado in vitro que cultivos axénicos de Microcoleus
chthonoplastes producen perdxido de hidrogeno (Dubinin et al., 1993) que probablemente explica
la autoinhibicion en su crecimiento y tiempo de duplicacion (7 horas) (Tovar, 1991). Este hecho
trae consigo que esta cianobacteria posea mecanismos de defensa efectivos para contrarrestar los
efectos de las especies oxigenadas derivadas de la produccion del perdxido tanto en condiciones

naturales como en cultivo y también la ausencia de la enzima CAT (Dubinin ef al., 1993).

Con base al analisis estadistico ANDEVA, se pudo conocer el efecto del PQ, peroxido de
hidrogeno y oxigeno en la cantidad de proteinas totales extraidas y de las enzimas SOD y
AsA-POD, observandose que el oxigeno y el PQ aumentaron significativamente los valores de
proteina y de AsA-POD para M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1. Estas observaciones reflejan la
importancia que revisten las enzimas antioxidantes cuando las cianobacterias s¢ ven expuestas a
diferentes tensiones de oxigeno y de PQ, ya que son estos dos factores en especial, quienes dafian
en forma primaria a los fotosistemas I y II cuando los genes que codifican para las enzimas

antioxidantes de estos microorganismos han sido reprimidos (Herbert, 1992).

En consecuencia, se pone de manifiesto que los mecanismos por medio de los cuales es
regulada la expresion, represion o inactivacion de las enzimas SOD y AsA-POD varia segun la fase
de crecimiento en que es encontrado el microorganismo y que efectivamente, se pueden clasificar
en grupos fisiologicos de acuerdo a la respuesta hacia diferentes estimulos oxidantes, como ha sido

propuesto en otros trabajos por Miyake ef al., (1991).

Finalmente, podemos decir que los mecanismos de respuesta involucrados para
contrarrestar el dafio oxidativo de las EOR generadas bajo condiciones usuales y mediadas por los
compuestos PQ, peroxido de hidrogeno y oxigeno, son reflejo del ambiente extremo de donde fué

aislado M. chthonoplastes cepa SC7TB9002-1.
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3. Efecto de la salinidad (NaCl) sobre la actividad SOD y AsA-POD de Microcoleus
chthonoplastes cepa SCTB9002-1.

Son ya conocidos los efectos de la salinidad en el crecimiento de Microcoleus
chthonoplastes cepa SC7B9002-1 (Lopez-Cortés y Tovar, 1992). En la concentracion de 8% de
NaCl, Microcoleus exhibe un mayor crecimiento medido por peso seco, produccion de clorofila a,
y, a diferencia de las demés concentraciones de NaCl es ahi también donde se incrementa la sintesis
de B-caroteno, que al parecer participa en la estabilizacion de la membrana celular debido a la
presion osmotica ejercida por el NaCl (Lopez-Cortés y Tovar, 1992). Se sabe que M.
chthonoplastes crece en un amplio intervalo de salinidad con diferentes velocidades especificas de
crecimiento (LOpez-Cortés y Tovar, 1992; Karsten, 1996) por lo que es considerado un
microorganismo eurihalino. En 8.0 % de NaCl, la cepa SC7B9002-1 exhibe el mayor crecimiento
cuando es medido por la produccion de clorofila a, proteinas y acidos nucléicos (Tabla 4) (Tovar,
1991) y esto pudo ser comprobado al demostrar que esta cianobacteria posee una capacidad de

soporte mayor cuando se expone a 8 % de NaCl (Fig. 10C).

En 8.0 % de NaCl, M. chthonoplastes muestra una mayor cantidad de proteina extraida y
acidos nucléicos durante los dias 14 y 16 respectivamente (Figs. 11A y B). Se sabe que esta
cianobacteria posee mecanismos de osmoregulacion, como la sintesis de glicosil glicerol y trehalosa
(Karsten, 1996) sin embargo, el incremento en la cantidad de proteina total extraida nos pudiera
indicar un mecanismo adicional por medio del cual se adapta a amplios intervalos de salinidad. Es
decir, que por la exposicion al NaCl se puede estar favoreciendo la activacion y/o represion de
genes involucrados en la adaptacion a esas condiciones ambientales. Previos reportes indican que
Phormidium ambiguum (Gom), varia su contenido de proteinas cuando se somete a intervalos de
salinidad entre 0.0 y 2.0 % de NaCl (Anantani y Vaidya, 1983). Esta variacion en el contenido de
proteinas se explica por la aparicién de isoenzimas de la peroxidasa, como posible estrategia para
evitar la desactivacion de estas enzimas bajo condiciones hiperosmoticas (Anantani y Vaidya,

1983).

La disminucion de la actividlad SOD y AsA-POD durante el crecimiento de M.

chthonoplastes bajo condiciones hiperosmoticas, podria ser producto del propio envejecimiento
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celular, dado que éste se presenta en todos los organismos vivos que poseen este sistema de
proteccion contra radicales superdxido en las etapas avanzadas de su ciclo de vida (Fig. 12 A'y B)

(Borraccino et al. 1993 ).

Es cierto que con nuestro trabajo, por el hecho de incrementarse la actividad SOD y
AsA-POD a la mitad del ciclo de vida de la cianobacteria (Fig. 12 A y B) nos es dificil saber si
estas enzimas participan de alguna forma en la desintoxicacion de las especies oxigenadas reactivas
generadas por el estrés salino. Por lo que para el futuro seria importante conocer el efecto de la
salinidad sobre los patrones de composicion especifica de proteinas y, especificamente, de las
enzimas encargadas de la desintoxicacion oxidativa para saber el papel que éstas pudieran estar

jugando en la adaptacion a condiciones extremas de salinidad.

4. Efecto de la intensidad luminosa sobre la actividad SOD y AsA-POD de
Microcoleus chthonoplastes cepa SC7TB9002-1.

Al parecer la intensidad luminosa ejerce un efecto directo y estadisticamente significativo
sobre la sintesis de proteinas de Microcoleus chthonoplastes (Fig. 14). El cambio de las
condiciones ambientales del inoculo, de 30 a 0 uE m™ s, ocasiona una significativa disminucion de
la proteina total extraida, sin embargo, cuando la intensidad luminosa es excesiva, ocasiona el
fenémeno de fotoinhibicion del proceso fotosintético con ulterior degradacion de los pigmentos
fotosintéticos, fenébmeno conocido como fotoblanqueamiento. Este fenomeno puede ser de dos
formas: dinamico, el cual no induce ninglin dafio al aparato fotosintético y es parte del proceso de
adaptacion fisiologica de las células a condiciones moderadamente altas en intensidad luminosa, y,
cronico, cuando el exceso de energia de excitacion no es efectivamente disipada, entonces ocurre

un dafio al aparato fotosintético del que se recupera lentamente la célula (Osmond, 1994).

En el caso de M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1, observamos que occurrid un
fotoblanqueamiento del tipo cronico, ya que logré recuperar su capacidad fotosintética en un lapso
de 20 dias, incubado a temperatura ambiente (~25 °C) y a una baja intensidad luminosa (~6-10 pE

m?*s™).
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Se ha demostrado, que durante la exposicion a excesiva irradiacion de fotones, actuan
algunos mecanismos de fotoproteccion como la aparicion de la proteina D1 del centro de reaccion
del fotosistema II (Ibelings, 1996). Aunado a lo anterior, existen mecanismos de fotoadaptacion
hacia un incremento o disminucion de la intensidad luminosa y cambio de longitud de onda de la
luz, basados en la variacion del contenido y relacion entre pigmentos fotosintéticos (Post et al.,
1989). Tal y como fué demostrado en nuestros resultados, al observar un incremento de clorofila a
durante el periodo de oscuridad y una disminucion cuando la lintensidad luminosa se incrementa

(Fig. 14).

Bajo condiciones extremas de intensidad luminosa, se han podido detectar cambios en el
contenido de pigmentos en poblaciones naturales de cianobacterias dominadas por M.
chthonoplastes;, y, particularmente las que se ubican sobre los canales de marea de San Carlos,
B.C.S., que presentan coloraciones de verde claro en el verano por las intensidades alcanzadas en
ese periodo (~1,500 uE m? s') como posible sistema de proteccion adicional (Lopez-Cortés y

Tovar, 1992).

Sin embargo, en el proceso de fotoadaptacion a condiciones extremas de luz, participan
también complejos enzimaticos que desactivan especies oxigenadas reactivas producto de
reacciones fotobiologicas, y, entre ellas tenemos a la SOD-CuZn y AsA-POD que han sido
detectadas en el fotosistema I donde son generados los radicales superéxido y posteriormente

dismutados a peroxido de hidrogeno como sustrato para la peroxidasa (Ogawa ef al., 1995).

De acuerdo a Ananyev ef al., (1994) y Bielski (1978), se logro reproducir el fenomeno de la
induccion de SOD a través de la exposicion de M. chthonoplastes a altas intensidades luminosas.
Por los antecedentes de estos autores, M. chthonoplastes podria estar generando gran cantidad de
radicales superoxido y peroxido de hidrogeno al fotoexcitar el centro de reaccion clorofiliano y
logrando asi la reduccion univalente del oxigeno, fotoproducido en el fotosistema II por fotolisis
del agua. Como lo demuestra la Fig. 17, la actividad SOD se incrementa a las 9:00 horas del dia
cuando M. chthonoplastes es expuesto a una intensidad luminosa muy por arriba de la usada para

lograr el inoculo del experimento (~30 uE m?s™).
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Al parecer, el efecto de las variaciones de temperatura observadas en la Fig. 13 son
insignificantes ya que se ha comprobado que la interaccion entre los factores intensidad luminosa y
temperatura, se acentian de forma perjudicial para las cianobacterias cuando ésta ultima se
incrementa por arriba de los 30 6 35 °C (Ibelings, 1996). Esta hip6tesis también esta apoyada por
Havaux (1994) quien afirma que al parecer a baja irradiacion solar se protege también del efecto de
los efectos daifiinos de la temperatura, sin embargo, la base molecular de esta proteccion es

desconocida.

5. Determinacion de las condiciones mas apropiadas para la ruptura celular de M.

chthonoplastes cepa SC7B9002-1.

LLa obtencion de esferoplastos no muestra aparentemente ventaja alguna sobre la.disrupcién
ultrasonica directa sobre las células en cuanto a la obtencion de proteina; los valores de actividad
SOD no se ven incrementados significativamente entre los tratamientos pero si disminuyen a lo
largo del tiempo de exposicion en cada proceso (Fig. 16B). De estos resultados podemos concluir
que no existe diferencia alguna entre ambos procesos de extraccion referidos tanto a la cantidad de
proteina extraida como de actividad SOD, sin embargo, en lo que se refiere a la actividad
AsA-POD ésta se incrementa a lo largo del tiempo con ambos tratamientos con valores muy
semejantes entre ambos (Fig. 16C). Estos resultados pudieron ser corroborados por medio del
barrido espectrofotométrico, donde observamos que los extractos tratados con la lisozima poseen
una menor cantidad de alguna(s) proteina(s) detectada(s) a 280 nm de longitud de onda, que es
donde absorben los aminoacidos aromaticos, y de ficocianina, pigmento accesorio constituyente del
aparato fotosintético de M. chthonoplastes que absorbe en los 620 nm. Ahora bien, existe un
incremento en la absorbancia a lo largo del tiempo de exposicion al ultrasonido para ambos
procesos de extraccion, hasta los 115 s, y una posterior disminucion del tales valores que bien
pudieran estarse degradando, dada su naturaleza protéica, por la exposicion a la luz ambiental y al

calor generado por la accion del ultrasonido.

A pesar del uso frecuente del ultrasonido y de la balistica para el rompimiento y extraccion
de organelos intracelulares, enzimas, etc, en diversos microorganismos, observamos que el mejor

método lo constituye el rompimiento de células intactas por ultrasonido a intervalos de 30 s (Tabla
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5); sin embargo y a diferencia del rompimiento de esferoplastos, se ven incrementadas las
posibilidades de obtener una carga mayor de proteina(s) proveniente(s) quizas de la pared o
membrana celular de la cianobacteria, como se observa en los resultados del barrido

espectrofotométrico (Fig. 17A).

En cuanto al rompimiento por medio de perlas de cristal, los rendimientos de proteina total
extraida fueron inferiores (3.62 veces) a los obtenidos por ultrasonido, aunado a que en este primer
método, se consume mas tiempo durante la extraccion (15 min por muestra, en comparacion de 3

min por ultrasonido).

6. Evidenciacion de las enzimas SOD, CAT y AsA-POD de M. chthonoplastes cepa

SC7B9002-1 en geles de poliacrilamida bajo condiciones nativas.

Una vez realizados los corrimientos electroforéticos, pudimos localizar en los geles a las
enzimas SOD, CAT y AsA-POD, mediante las técnicas de deteccion para cada una de ellas como

es reportado en la literatura.

En lo que respecta a la tincion especifica para la SOD, se puede decir que ésta puede ser
observada con resultados confiables ya que no se obtuvieron interferencias por alguna otra enzima.
La actividad en gel para la AsA-POD se vio favorecida también, ya que se pudo detectar sin ningin
problema la POD de M. chthonoplastes tal y como lo mencionan Mittler y Zilinskas (1993). Sin
embargo, en el mismo gel donde se reveld la actividad AsA-POD de la cepa SC7B9002-1, se
vieron tenuemente las bandas de la CAT y POD comercial y la CAT de E. coli, ya que éstas utilizan
el peroxido de hidrogeno como sustrato comun, por lo que se debe tener en cuenta la ubicacion de
las bandas reveladas con azul de Coomasie, para evitar alguna confusion. Para la observacion de la
actividad CAT en gel nos dimos cuenta que la region incolora de la inhibicion de la oxidacion de la
diamninobencidina, coincide con la banda de la enzima comercial observada con la tinciéon de azul
de coomasie, aunque ésta difiera en distancia de migracion con la del extracto de FE. coli cepa

DHS5-a; por otro lado, para M. chthonoplastes no se detectd por ser un microorganismo CAT (-) y
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por la ausencia del desprendimiento de oxigeno durante la adicion de perdxido de hidrogeno,

indicado en la técnica.
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VIII. CONCLUSIONES.

Se determinaron los maximos de actividad SOD y AsA-POD durante la cinética de
crecimiento de M. chthonoplastes cepa SC7TB9002-1, reconociéndose que la maxima actividad se
presenta entre los dias 9 de cultivo, que corresponden al inicio de su fase estacionaria y que el
desarrollar este sistema de defensas antioxidantes en esta etapa, es un comportamiento tipico

bacteriano.

Con la exposicion de M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1 al paraquat, peroxido de
hidrogeno y oxigeno, se confirma que las enzimas SOD y AsA-POD son de suma importancia
para la eliminacion de especies oxigenadas reactivas en cianobacterias y que cl efecto que

ocasiona cada uno de estos compuestos lo hace en proporciones y formas diferentes.

La capacidad que posee M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1 para prevenir o
contrarrestar los dafios ocasionados por su exposicion a compuestos oxidantes tales como el

peroxido de hidrégeno y oxigeno, pudiera ser reflejo del ambiente de donde fueron aisladas.

La intensidad luminosa, juega un papel importante en la regulacion del contenido de
proteinas y especificamente de las enzimas SOD y AsA-POD de M. chthonoplastes cepa
SC7B9002-1, reflejado en la actividad de éstas.

El efecto de la salinidad sobre las enzimas SOD y AsA-POD no es totalmente claro; al
parecer, la disminucion de la actividad enzimatica observada en este trabajo esta influenciada por

mecanismos relacionados con la edad de cultivo de M. chthonoplastes cepa SC7B9002-1.

La expresion de enzimas antioxidantes como la SOD y AsA-POD varia de especie a
especie, de la etapa de crecimiento del microorganismo cultivado en lote y del factor por el que se

induzca esta actividad enzimatica.
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La disrupcion con ultrasonido de células intactas resulta ser el método que mejor favorece

la extraccion de proteinas de M. chthonoplastes cepa SCTB9002-1 incluyendo la SOD vy
AsA-POD.

Finalmente, se pone de manifiesto la importancia que representa para los organismos vivos
el complejo enzimatico SOD y POD, especialmente para las cianobacterias que se desarrollan en

ambientes extremos donde se ve favorecida la generacion de especies oxigenadas reactivas.
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Perspectivas futuras de investigacion.

Es importante definir el papel que juegan las enzimas SOD y AsA-POD en la proteccion
de las cianobacterias que son expuestas a condiciones de estrés oxidativo, como posibles
mecanismos adaptativos mediante experimentos in situ. Dentro de este rubro, se considera
importante medir las fluctuaciones de actividad enzimatica durante un ciclo circadiano, para saber

el nivel de actividad basal de las cianobacterias.

Es necesario realizar mediciones de actividad y localizacion intracelular de las enzimas
SOD y AsA-POD en las cianobacterias, por medio de técnicas de inmunologia o biologia
molecular, para establecer relaciones cuantitativas mas exactas entre el sitio de generacion de las

especies oxigenadas reactivas y la presencia de las enzimas antioxidantes.

Finalmente, es de vital importancia elucidar los mecanismos moleculares de activacion e
inhibicion de los procesos en los cuales se ve involucrada la actividad enzimatica tipo SOD y
AsA-POD, con la finalidad de obtener microorganismos hiperproductores de estas biomoléculas
biotecnologicamente importantes y comprender mejor las bases genéticas y moleculares de la
expresion y significado funcional de estas enzimas en la proteccion de los organismos contra el

estrés oxidativo.
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Anexo I,

Medio de cultivo ASN-III (Waterbury y Stanier, 1981).

Reactivos: g/
NaCl 25.0
MgCl, 6H,0 20
KCl 0.5
NaNO, 1.5
K,HPO, 3H,0 0.02
MgSO, TH,0 3.5
CaCl, 2H,0 0.5
Acido citrico H,0 0.003
Citrato férrico de amonio 0.003
EDTA disddico 0.0005
NaCoO, 0.02
Agua deionizada 1000 ml
pH 7.5
Metales traza AS + Co gh
H,BO, 2.86
MnCl, 4H,0 2.419
ZnSO, TH,0 0.222
NaMoO, 2H,0 0.390
CuSQ, 5SH,0 0.079
Co(NO,), 6H,0 0494

Algunas cianobacterias, especialmente las marinas requieren de la vitamina B,,, por lo que

fué utilizada para el cultivo de las cepas de este trabajo.

Vitamina B,, (cianocobalamina) 10 pg/l
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Anexo IL

Ensayos enzimaticos.

Superéxido dismutasa (E.C. 1.15.1.1).

1) Técnica basada en la inhibicion de la reduccion del cloruro de azul p-nitrotetrazolio
(NBT) ejercida por la SOD, esta reaccion es seguida por espectrofotometria a 560 nm

(Beauchamp y Fridovich, 1971).

Soluciones:

1) Amortiguador de fosfatos (titular 50 mM KH,PO, con 50 mM KH,PO, hasta alcanzar un pH
de 7.8) 50 mM.

2)EDTA 1 mM

3) Metionina 0.13 mM

4) Riboflavina 0.2 mM

5) NBT 7.5 mM

Ensayo:

- Para preparar 100 ml de la mezcla de reaccion se agregan 60 partes de la solucion 1y 10 partes
de cada una de las soluciones restantes en un frasco obscuro.

- Se realizan diluciones de la muestra por duplicado utilizando la solucion 1, de la siguiente forma:

solucion 1 (ul) muestra (pul)

100 0
90 10
75 25
50 50
25 75
0 100

- A cada dilucién se le agregan 2 ml de la mezcla de reaccion en la obscuridad.
- Se calibra el espectrofotdmetro con la mezcla + 100 pl de la sol. 1 a 560 nm.

- Se leen todas las series a la misma longitud de onda (dato 1).
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- Las soluciones se exponen a un campo luminoso uniforme de luz blanca hasta que el control
(dilucion sin muestra) alcance entre 0.20 y 0.25 de absorbancia.

- Se vuelven a leer las diluciones después de la fotorreaccion (dato 2).

- Se restan los valores del dato 1 a los del dato 2 y con este resultado y la cantidad de proteina
(mg/ml) se obtiene la actividad especifica (Unidades/mg de proteina) de la muestra utilizando un
programa de computacion reportado por (Vazquez et al., 1993).

- Una unidad se define como la cantidad necesaria de muestra para inhibir un 50% la reduccion

del NBT.

2) Técnica basada en la inhibicion de la reduccion del citocromo ¢ por la SOD (McCord y

Fridovich, 1969).

Soluciones:
1) Amortiguador de fosfatos (titular 50 mM K,HPO, con 50 mM KH,PO, hasta alcanzar un 7.8
de pH) 50 mM.
EDTA 0.1 mM
Xantina 50 pM
Citocromo ¢ 10 pM
2) Xantina oxidasa, preparar antes de usar en agua deionizada fria con aproximadamente 0.05

unidades.

Ensayo:

- Calibrar el espectrofotometro con celdas de plastico y agua destilada a una longitud de onda de
550 nm.

- Poner en la cuveta A 1,980 pl de la soluciéon 1 + 20 ul de la solucidn 2, agitar y graficar el
cambio de absorbancia por minuto (dA/min).

- El valor obtenido del cambio de absorbancia/min. seré el control.

- El dA/min del control debera estar entre 0.025+0.005, si no es asi ajustar la concentracion de
xantina oxidasa.

- Poner en la cuveta B 1,970 pul de la sol. 1 + 10 pl de muestra y graficar al dA/min. Si el dA/min

fuera un valor positivo restarselo a la siguiente medicion.

78




Apéndice Dariel Tovar Ramirez

- A la misma muestra agregar 20 ul de la sol. 2, agitar y volver a graficar.

Calculo de la actividad de la muestra:

% de inhibicidon= A-B/A x 100

Unidades/ml= % de inhibicion/(50%)(ml de muestra)

Unidades/mg= (Unidades/ml)/mg/ml de proteina de la muestra

Una unidad se define como la cantidad necesaria de muestra para inhibir en un 50% la

reduccion del citocromo c.

Catalasa (E.C. 1.11.1.6).

La actividad catalasa fué detectada mediante la desaparicion del peréxido de hidrogeno en

solucion amortiguadora y seguida a una longitud de onda de 240 nm (Boehringer, 1975).

Soluciones:

1) Amortiguador de fosfatos 50 mM, (50 mM K,HPO, + 50 mM KH,PO, hasta alcanzar 7.0 de
pH).

2) 8 mM de H,0,. 50 ml de la Sol. 1 + 600 ul de H,0, al 30%, ajustar la concentracion de

peroxido en el espectrofotometro a una absorbancia de 0.5 + 0.01 a 240 nm.

Ensayo:

- Calibrar el espectrofotometro en 240 nm con la solucion 1.

- Agregar a una celda de cuarzo 1 ml de la solucion 2 + 20 pl de muestra, agitar y graficar
dA/min.

- Obtener el tiempo (segundos) necesario para que la absorbacia disminuya de 0.450 a 0.400.

Calculo de la actividad de la muestra:
Unidades/ml = 5.66x4.36/t(seg.) x 0.02
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Unidades/mg = (U/ml)/ mg/ml de proteina

Peroxidasa (E.C. 1.11.1.7).

La actividad peroxidasa se detectd por la velocidad de oxidacion de un compuesto
donador de electrones (guaiacol) en presencia de peroxido de hidrogeno y en solucion

amortiguadora (Boehringer, 1975).

Soluciones:

1) Amortiguador de fosfatos 100 mM, (100 mM K,HPO, + 100 mM KH,PO, hasta alcanzar 7.0
de pH).

2) Guaiacol 18 mM. 223 pl de guaiacol/100 ml de agua destilada.

3) Solucién de H,0, 8 mM. 80 | de H,0, al 30% en 30 ml de la solucion 1.

Ensayo:
- Calibrar el espectrofotémetro con 3 ml de la solucion 1 a 436 nm en cuveta de vidrio.
- Agregar a la cuveta 50 pl de la solucion 2, 20 pl de muestra y comenzar la reaccion con 40 ul de

la solucion 3, agitar y graficar dA/min.

Calculo de la actividad de la muestra:

Unidades/ml = (3.11 x 4/25.5 x 0.02) x dA/min

Unidades/mg = (U/ml)/mg/ml de proteina

Ascorbato peroxidasa (EC 1.11.1.11).

La actividad ascorbato peroxidasa se detectd por medio de la técnica reportada por

Nakano y Asada (1981), basada en la velocidad de oxidacion del ascorbato en presencia de

peréxido de hidrogeno y seguida a una longitud de onda de 290 nm.
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Soluciones:
1) Amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0.
2) H,0, 10.0 mM disuelto en agua destilada.

3) Ascorbato 5.0 mM (acido L-ascorbico disuelto en la solucion 1)

Ensayo:

- Calibrar el espectrofotometro con la solucion 1 a 290 nm.
- Agregar 840 pl de la solucion 1

- 10 pl de la solucion 3.

- 100 pul de muestra.

- Iniciar la reaccion con 50 pul de la solucion 2, agitar y graficar cambio de absorbancia/ min.

La actividad se reporta como dA/min y la actividad especifica como (dA/min)/ mg de

proteina.

Peroxidasa dependiente de O-dianisidina.

Soluciones:

1) Solucién de 1 mg/ml de peroxidasa en agua; diluir 0.1 ml en 250 ml de agua antes de usarla.

2) Sustrato: se prepara un stock de peroxido de hidrogeno 30% diluyendo 1 ml en 100 ml de BP a
10 mM, pH 6.0 antes de usarse.

3) 1 % de O-dianisidina en metanol (hacerlo antes de usarlo y almacenarlo en frasco ambar).

Ensayo:

- Agregar en un vial 50 pl de la solucion 3 a 6 ml de la solucion 2.

- Se utilizan 2.9 ml para el ensayo y el sobrante para calibrar el espectrofotometro a 460 nm.
- Se agregan 100 pl de enzima diluida o muestra.

- Mezclar y graficar el cambio de absorbancia durante 1-2 min a intervalos de 15-20 s.

Calculos de actividad de la muestra:

U/mg = dA, ,nm/min/11.3 x mg de enzima/ml de mezcla de reaccion
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Anexo III

Determinacion de proteina en base a la técnica de Lowry ef al. (1951).

Soluciones:

1). NaCO, al 2% en NaOH 0.1 N.

2). Tartrato de Na y K al 2% en agua destilada.

3). CuSO, 5H,0 al 1%.

4). Reactivo de Folin-Cicalteaus diluido una vez (v/v) con agua destilada.

5). Solucion patron de proteina (albumina sérica bovina, BSA).

Mezcla de reaccion: 98 partes de la solucion 1, 1 parte de la solucion 2 y 1 parte de la solucion 3.

Realizar una curva tipo con la proteina patron en los siguientes intervalos de concentracion:
25, 50, 100, 150, 200 y 250 pug/ml de proteina, colocar 200 pl de cada concentracion en tubos de
ensayo limpios. Al tubo testigo agregar 200 ul de agua destilada.

Agregar a cada tubo 1 ml de la mezcla de reaccion, agitar evitando la espuma y dejar reposar 10
min.

Agregar 100 ul de la solucion 4 y agitar nuevamente y reposar a temperatura ambiente durante 30
min.

Calibrar el espectrofotometro en "cero" a 750 nm y leer las muestras.

En base a la curva tipo, calcular el contenido de proteina en cada muestra.

Determinacion de proteina en base a la técnica de Bradford (1976).

Soluciones:

1). Mezcla de reaccion elaborada con 0.1 g de azul brillante de Coomasie G250 en 50 ml de
etanol al 95 %, 100 ml de acido fosforico al 85 % y aforar hasta 800 ml con agua destilada.

2). Para realizar una curva tipo con esta técnica se utiliza también albiumina sérica bovina hasta

una concentracion maxima de 50 pg/ ml en intervalos de 10 pg.
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Se colocan 250 ul de muestra en tubos de ensayo y 1 ml de la solucion 1, se mezcla y se lee en el

espectrofotometro a 595 nm, usando agua destilada en el tubo testigo.
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Anexo 1IV.

Microscopia electronica de transmision.

1) La cepa de M. chthonoplastes SC7B9002-1 fué crecida en agitaciéon constante a 144 rpm, a 25

°Cy una intensidad luminosa de 45 puE m?s”.

2) Por medio de centrifugacion fué eliminado el medio de cultivo ASN-III y se fijo en la siguiente
solucion (Karnovsky, 1965) por 1 h a 4 °C: paraformaldehido 1.2 g, agua 20 ml, amortiguador de
cacodilatos 15 ml, glutaraldehido (2.5 %) 5 ml y solucién de calcio 0.4 ml (Mercer y Birbeck,
1979).

3) Se lavo en amortiguador de cacodilatos 0.1 M con pH de 7.3 durante 1 ha 4 °C.

4) La postfijacion se llevo a cabo en Tetradxido de Osmio al 1 % en amortiguador de cacodilatos

(idem 2) durante 1 h a 4 °C, y después fué lavado rapidamente en agua destilada.

5) Deshidratacion en etanol 70 % 10 min
80 % 10 min
95 % 10 min

absoluto 3 x 20 min, a temperatura ambiente.

6) Impregnacion en 6xido de propileno 2 x 30 min. Oxido de propileno-medcast 1:1 3 h o toda la

noche; medcast solo 3 h o toda la noche a temperatura ambiente.

7) Inclusion en Medcast nuevo.

8) Polimerizacion en una estufa a 60 °C por 12 a 24 h.

9) Contraste. Los cortes ultrafinos obtenidos, se trataron con acetato de uranilo al 2% durante 20

min, para posteriormente lavarse con agua destilada durante 2 min, un segundo agente de
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contraste utilizado fué el citrato de plomo durante 20 min en una camara de hidroxido de sodio
para posteriormente lavar con agua destilada durante 2 min. Las observaciones se llevaron a cabo

en un microscopio electronico de transmision modelo JEOL 100 B.



