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RESUMEN

Han sido estudiadas la catalasa y la superoxido dismutasa (SOD) de bacterias biolu-
miniscentes marinas. Hemos encontrado varios isoenzimas de catalasa y un isoenzima de
superoxido dismutasa y se ha observado que a menor luminiscencia los niveles de catala-
sa son mayores. Una variante de Photobacterium phosphoreum van K (cepa mutan-
te que carece de bioluminiscencia) mostré los mdximos niveles de catalasa. Hay dos tipos
de catalasas en esta estirpe, una de pl 7,2 que es inhibida por el 3-amino, 1,2,4-triazol y
otros isoenzimas que son resistentes a la accion de este inhibidor. Todas las catalasas de
estas bacterias bioluminiscentes marinas son hemoproteinas, ya que son inhibidas por la
azida y el cianuro. El isoenzima de SOD es una Fe-SOD.
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ABSTRACT
Superoxide dismutase and catalase in marine bioluminescent bacteria.

Catalase and superoxide dismutase (SOD) were studied in strains of marine biolumi-
nescent bacteria. We found several isozymes of catalase in these strains and only one isozy-
me of superoxide dismutase. We observed that catalase levels rose as bioluminiscence emis-
sion fell. A dark strain of Photobacterium phosphoreum var K showed the maximun
levels of catalase. There are two types of catalases in this strain: an isoxyme of pI 7.2 inhi-
bited by 3-amino, 1, 2, 4-triazole and others isozymes resistent to this inhibitor. All isozy-
mes of catalase from these bioluminescent marine bacteria are hemo-proteins, since they
were inhibited by cianyde and azide. The single isoxyme of SOD is a Fe-SOD.

Key words: Superoxide dismutase, catalase, bioluminescent bacteria, Vibrio,
Photobacterium.

INTRODUCCION

La superéxido dismutasa (SOD) y la
catalasa son dos enzimas que protegen a las
células de los derivados toxicos, radical
superoxido y agua oxigenada, que se origi-
nan en el metabolismo aerobio de las célu-
las (Fridovich, 1974; Ma y Eaton, 1992).

Las SOD son metaloenzimas compues-
tas de dos o mas subunidades que, de acuer-
do con el componente metalico que con-
tengan, se dividen en tres clases (Fridovich,
1974): cuprozinc superdxido dismutasa

(Cu/Zn-SOD), manganeso superdxido dis-
mutasa (Mn-SOD) y ferro-superoxido dis-
mutasa (Fe-SOD). La Fe-SOD se encuentra,
principalmente, en microorganismos pro-
cariotas, tanto anaerobios como facultativos
y aerobios (Hopkin, Papazian y Steinman,
1992; Sadosky et al., 1994; Pesci, Cottle y
Pickett, 1994). Las catalasas descomponen
el agua oxigenada en agua y oxigeno. En
microorganismos tales como Escherichia coli
han sido descritas dos catalasas denomina-
das HPI y HPII (Dawson et al., 1991; Loe-
wen et al., 1993; Meir y Yagil, 1985; Von
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Ossowski et al., 1991) con caracteristicas
diferentes.

La emision de luz en las bacterias biolu-
miniscentes esta estrechamente relaciona-
da con la cadena respiratoria (Kurfust,
Ghisla y Hasting, 1983; Watanabe et al,
1975), habiendo una competicién entre la
cadena respiratoria y el sistema luciferasa
por el poder reductor. Existe, por tanto,
una relacién entre luciferasa, catalasa y
superoxido dismutasa en estas bacterias.

Aqui se propone estudiar las caracteris-
ticas de la catalasa y la superéxido dismuta-
sa en bacterias bioluminiscentes marinas.

MATERIAL Y METODOS

Las bacterias luminosas marinas utiliza-
das en este trabajo han sido aisladas a partir
de aguas costeras de la isla de Gran Canaria
y de la piel y contenido intestinal de sale-
mas Sarpa salpa (Linnaeus, 1758), pez muy
comun en las islas Canarias. Han sido iden-
tificadas siguiendo las directrices del
manual Bergey (Holt et al, 1994). Los
extractos enzimaticos han sido obtenidos a
partir de un cultivo en medio liquido
siguiendo los métodos habituales de sonica-
ci6én de la masa celular y centrifugacién en
frio; alicuotas de los sobrenadantes fueron
congeladas para los posteriores ensayos
enzimaticos.

La actividad de la catalasa en los extrac-
tos enzimaticos ha sido determinada
siguiendo la técnica de Ortega, Costa y
Montoya (1976). La actividad catalasa se
expresa en mk/mg de proteina, siendo k la
constante de velocidad de la pseudoreac-
cion de descomposicion del HoOg y mk el
producto 1 000k. Los isoenzimas fueron
separados y visualizados por isoelectroenfo-
que en geles de poliacrilamida-almidén con
anfolitos (Gonzdlez-Lama, Cutillas y Lamas,
1983). La visualizacion de los enzimas de
catalasa en gel de poliacrilamida-almidén
se lleva a cabo cubriendo éste con una diso-
lucién de H2O:9 2,5 mM en tamp6n fosfato
durante 15 minutos; posteriormente se
sumerge en una disolucién que contiene IK
al 10 %, é4cido sulfirico 2N y molibdato
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aménico al 1 %, hasta que el gel toma una
coloracién azul negruzca, debido a la tin-
cion del almidon por el yodo libre, y los iso-
enzimas aparecen como manchas incoloras
sobre el fondo azul negruzco del gel. Para
estudiar la accién de los inhibidores, una
vez realizado el isoelectroenfoque, se
sumergen los geles en una solucién de inhi-
bidores 20 mM durante 30 minutos y poste-
riormente se realiza el proceso normal de
revelado. Los inhibidores utilizados han
sido: 3-amino, 1, 2, 4-triazol (AT), cianuro
potasico y azida sodica.

Los isoenzimas de SOD han sido visuali-
zados por isoelectroenfoque en gel de
poliacrilamida (Lonnerdal, Keen y Hurley,
1979) y su contenido metalico ha sido
detectado siguiendo la técnica de McEuen

et al. (1979).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las bacterias bioluminiscentes marinas
en las que hemos estudiado los enzimas
catalasa y superéxido dismutasa, son estir-
pes que pertenecen a las especies Vibrio
splendidus 1, Vibrio logei, Vibrio fischeriy Pho-
tobacterium phosphoreum; también hemos uti-
lizado una estirpe mutante espontinea, no
bioluminiscente, de Photobacterium phospho-
reum que se denomina variante K. Todos los
estudios se han realizado con extractos
enzimdticos de estas estirpes.

La tabla I muestra la cuantificacién de
catalasa total en los extractos enzimaticos
de las diferentes estirpes estudiadas. Consi-
derando como 100 la cantidad de catalasa
encontrada en la variante K (oscura) de
Photobacterium phosphoreum, podemos calcu-
lar el porcentaje de catalasa encontrada en
las otras estirpes con respecto a ella. Es de
destacar que la variante K no luminiscente
de Photobacterium phosphoreum presenta la
mas alta cantidad de catalasa y Vibrio splen-
didus 1 la mas baja, mientras las otras estir-
pes presentan cantidades de catalasa inter-
medias. Esto esta relacionado con el tipo de
luciferasa y su actividad. El agua oxigenada
es un producto metabdlico que puede deri-
varse de la reaccion luminosa de la lucifera-
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Tabla 1. Actividad de catalasa total en extractos enzimaticos de bacterias bioluminiscentes marinas,
expresada en mk/mg de proteina (mk = 1000k). (*): mutante no luminosa.

Microorganismos Catalasa total Porcentaje
(mk/mg proteina)
Photobacterium phosphoreum var. K* 824,20 £ 10,3 100
Photobacterium phosphoreum 401,20+ 9,2 4860
Vibrio logei 282,70+ 8,3 3420
Vibrio fischeri 189,00 + 4,7 290
Vibrio splendidus 1 4821+ 24 584

sa (Kurfust, Ghisla y Hasting, 1983; Watana-
be et al., 1975), de tal modo que, cuando no
hay emision de luz, se produce agua oxige-
nada. En el caso de Photobacterium phospho-
reum variante K, al no ser activa la luciferasa
y, por tanto, no poder emitirse luz, la reac-
cién luminiscente elimina, como uno de
sus productos finales, mayor cantidad de
agua oxigenada de lo habitual, por lo que
necesita mayor cantidad de catalasa para
defenderse. También es de destacar que a
mayor emisién de luz, se produce menor
cantidad de catalasa. Asi, Vibrio splendidus 1,
que emite mas luminosidad debido a que
posee una luciferasa de cinética lenta, es la
estirpe que produce menos catalasa; el res-
to de las estirpes tienen una luciferasa de
cinética rapida, emiten menos luz y, por
tanto, producen mas catalasa. Parece ser

que en estas bacterias el agua oxigenada
actia como inductor de la catalasa, al igual
que ocurre en E. coli (Hassan y Fridovich,
1978), Rhodopseudomonas spheroides y Salmo-
nella typhimurium (Finn y Condon, 1975),
las cuales responden a la presencia de HyO»
extra e intracelularmente. En cambio, en
Pseudomonas fluorescens (Rodriguez y Pionet-
ti, 1981) el HyO;s no es el inductor de la
catalasa.

Al separar los isoenzimas de catalasa por
isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida-
almidén, en un gradiente de pH 3-10 (figu-
ra 1) y pH 3,56,0 (figura 2), podemos
observar que estas bacterias poseen diver-
sos isoenzimas con distintos puntos isoeléc-
tricos (tabla II). Aqui debemos destacar
que, actualmente, no existe ninguna técni-
ca de visualizacién de isoenzimas de catala-

Figura 1. Isoenzimas de catalasa de
bacterias bioluminiscentes marinas.
Isoelectroenfoque en gel de polia-
crilamida-almidén, pH 3,595, de “
extractos enzimaticos procedentes f
de (1): Photobacterium phosphoreum;
(2): P phosphoreum diluido 1/10;
(3): P. phosphorewm variante K; (4): P,
phosphoreum variante K diluido
1/10; (5): Vibrio logei biotipo II; (6):
V. logei biotipo II diluido 1/10; (7):
Vibrio fischeri biotipo II; (8): V. fische-
7i biotipo II diluido 1/10; (9): V. fis-
cheri biotipo I; (10): V. fischeri bioti-
po I diluido 1/10; (11): V. loge:
biotipo I; (12): V. logei biotipo 1
diluido 1/10; (13): Vibrio splendidus.
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3,9

Figura 2. Isoelectroenfoque en gel de
poliacrilamida-almidén (pH 3,5-6,0)
de catalasa de Vibrio logei biotipo L.

sa capaz de discernir claramente entre iso-
enzimas y puntos isoeléctricos préximos
(figura 1); de ahi el por qué hemos utiliza-
do diluciones de los extractos enzimaticos y
electroenfoques con rango de pH mas
estrecho (figura 2): para poder visualizar
mejor estos isoenzimas. En E. coli se han
identificado dos catalasas diferentes separa-

das por electroforesis (Hassan y Fridovich,
1978; Meir y Yagil, 1985). En Comamonas
compransoris (Nies y Schlegel, 1982) y en
Bacteroides distasonis (Gregory, Kowalski y
Holdeman, 1977) ha sido descrita una sola
catalasa. La movilidad electroforética de las
catalasas ha sido utilizada como criterio
taxondémico en las micobacterias (Danis,

Tabla II. Isoelectroenfoque de catalasa en poliacrilamida-almidén de bacterias bioluminiscentes.
(*): mutante no luminosa.

Microorganismos Puntos isoeléctricos (pls)
Vibrio splendidus 1 40 42
Vibrio logei 35 40 42 44
Vibrio fischeri 32 35 40 42 44
Photobacterium phosphoreum 32 35 40 42 44

Photobacterium phosphoreum var. K*

32 35 40 42 44 74
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1977; Stavni, 1975), asi como en Staphylo-
coccus (Zimmerman, 1976).

Como se indica en el apartado de mate-
rial y métodos, se sometieron los isoenzimas
de catalasa, una vez separados por isoelec-
troenfoque, a la accién de distintos inhibi-
dores de la catalasa. El AT a concentracién
de 20 mM inhibe el isoenzima de pI 7,4 de
Photobacterium phosphoreum variante Ky afec-
ta poco al resto de los isoenzimas (figura 3).
Este isoenzima que se inhibe por la accion
del AT debe ser similar a la catalasa HPII
descrita en E. coli (Dawson et al., 1991; Loe-
wen et al., 1993; Meir y Yagil, 1985; Von
Ossowski et al., 1991) y a la catalasa termo-
estable descrita en micobacterias (Wayne y
Diaz, 1976), mientras el resto de los isoen-
zimas deben corresponder a la catalasa HPI
de E. coli (Meir y Yagil, 1985) y la catalasa
termolabil de micobacterias (Wayne y Diaz,
1976). Al ensayar la accién del cianuro
potasico y la azida sodica sobre los isoenzi-
mas de catalasa de estas bacterias, observa-
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mos que todos los isoenzimas eran inhibij-
dos por ambas sustancias. Esto nos indica
que los isoenzimas de catalasa de estas bac-
terias luminiscentes son verdaderas catala-
sas que contienen el grupo hemo, a dife-
rencia de las pseudocatalasas de las
bacterias acido-lacticas que no son hemo-
proteinas y son insensibles al cianuro y la
azida, asi como a la inactivacién por la
exposicién prolongada al agua oxigenada
(Clarke y Knowles, 1980).

En todas las estirpes aqui estudiadas
hemos encontrado un solo isoenzima de
SOD de pl 4,26 (figura 4) que no es inhibi-
do por el cianuro potasico y si por el HoOgy
esto indica que es una Fe-SOD. Estos resul-
tados coinciden con los encontrados por
otros autores (Bang et al., 1981; Bang, Wool-
kalis y Baumann, 1978; Baumann, Bang y
Baumann, 1980; Puget y Michelson, 1974)
en las especies de Photobacteriumy Vibrio de
vida libre y saprofitas, en que se describe
para estas bacterias una Fe-SOD.

Figura 3. Efecto del AT sobre los iso-
enzimas de catalasa de Photobacte-
rium phosphoreum. (1): P. phospho-
reum variante K; (2): P. phosphoreum
variante K incubado con AT; (3): P
phosphoreum; (4): P. phosphoreum
incubado con AT.

Control AT

Control AT
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Figura 4. Isoenzima de superéxido dismutasa de
bacterias bioluminiscentes marinas; isoelec-
troenfoque en gel de poliacrilamida (pH 3,5-
9,5). (1): control; (2): incubado con cianuro;
(3): incubado con HyOy
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