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ESTUDIO DE LA PIRUVATO QUINASA DEL MUSCULO ADUCTOR DE
Mytilus chilensis: ORGANISMOS OBTENIDOS DE DIFERENTES ALTURAS
INTERMAREALES.

ROBERT SIMPFENDORFER!, MARIA V. VIALY, DAVID NASH!, MARIA L. GONZALEZ!
y DANIEL LOPEZ!

ABSTRACT: Simpfendorfer, R; Vial, M.V.; Nash, D.; Gonzélez, M.L.; & D. Lépez. 1994.
ruvate kinase from the adductor muscle of Mytilus chilensis: é”gecimens obtained from
different intertidal levels. Revista de Biologfa Marina, Valparafso. 29(1) 113-125.

The pyruvate kinase (PK) from the adductor muscle of the bivalve Mytilus chilensis (Hupéﬁ
was studied after purifications perfomed during spring. The enzryme showed a hig
sensitivity to the allosteric activation by fmcmse-l{\g—dxphoughate and to the allosteric
inhibition by alanine. Phenylalanine and ATP also inhibited notal ly the enzyme (at pH 7).
The nucleotide ADP activated the PK to a higher degree, but GDP and IDP were also
mcog' ed as substrates. The PK was inhibited by an excess in the concentration of ADF, as
has n previously reported for other PKs from marine invertebrates. The saturation
kinetic for this substrate was hyperbolic. The optimum pH of the enzyme was 7.3, and the
lower the pH, the higher was the homotropic effect of the enzyme for the substrate
phosphoenclpyruvate {PEP) (E{I;I\ 65 > 8.1). The divalent cation MgZ* activated the enzyme
as occurs witﬁ other , but Mn2* and Co?* also activated the enzyme. Nevertheless, in the
presence of Mn?* the enzyme showed a hyperbelic kinetic regarding the substrate PEP, and
the allosteric effects of FDP and alanine disappeared. After treatment of the PK with alkaline
phosphatase during 24 h at room temperature, the allosteric_inhibition by alanine
diminished mazkecif;(. The results suggest that the adductor muscle PK from M. dfilensis is a
regulated enzyme and that it would be phosphorylated during spring-time, independent of
the intertidal level inhabited by the animal.

Key words: Pyruvate kinase, Intertidal zone, Anaerobic pathways, Protein
phosphorylation.

RESUMEN: Simpfendérfer, R.; Vial, M.V; Nash, D.; Gonzdlez, ML. & D. Lopez. 1994.
Estudio de lﬁlgiruvato quinasa del misculo aductor de Mytilus dhilensis: organismos
obbe;\idos de diferentes alturas intermareales. Revista de Biologia Marina, Valparaiso. 29(1):
113125.

Se estudi6 la piruvato quinasa (PK) del musculo aductor del bivalvo intermareal My#ilus
chilensis (Hupé). Se purific6 la enzima durante la primavera, desde organismos
trasplantados a dos alturas intermareales. La PK evidencié una alta sensibilidad a la
activacién alostérica por fructosa-1,6-difosfato (FDP) y a la inhibicién alostérica por alanina.
Fenilalanina y A inhibieron marcadamente la actividad PK. Frente a ADP
fosfoenolpiruvato (PEP) la enzima mostré inhibicion por exceso de sustrato. La PK también
fue activada por los nucledtidos GDP e IDP, aunque en menor grado que al utilizar ADP. El
pH optimo de la PK fue 7,3, y se observé que al bajar el pH, aumenté el grado de
cooperatividad de la enzima para el sustrato Pﬁg. Los metales divalentes Mg?*, Co”t y Mn2+
activaron la PK, aunque en presencia de Mn?* la PK mostr¢ cinética hiperbolica para PEP.
Al tratar la PK durante 24 h con fosfatasa alcalina, disminuy6 marcadamente la inhibicién
alostérica por alanina, sugiriendo una desfosforilacion de la enzima. Los resultados
presentados indican que la PK de musculo aductor de M. dhilensis es una enzima regulable,

que se encontrarfa fosforilada durante la primavera, en forma independiente de la altura
Intermareal habitada por el bivalvo.

Palabras claves: Piruvato quinasa, zona intermareal, vias anaerdbicas, fosforilacién proteica.

1 Departamento de Acuicultura, Un iversidad de los Lagos, Casilla 933, Osorno, Chile.
* A quien se debe dirigir la correspondencia.
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INTRODUCCION

La piruvato quinasa de algunos inverte-
brados marinos intermareales es una en-
zima regulable, similar a la forma alosté-
rica presente en el higado de vertebra-
dos, activada por FDP e inhibida por el
aminodcido alanina (Hochachka &
Mustafa 1972; Zandee et al. 1986; Vial et
al. 1992). Por ello se denomina la isoen-
tima tipo L, mientras que la PK tipo M es
la isoforma presente en el miisculo es-
quelético de vertebrados, enzima con ci-
nética hiperbdlica que no presenta ca-
racteristicas regulatorias (Munday et al.
1980). La PX tipo L de moluscos marinos
participaria en el punto de bifurcacién
metabdlica del PEP, que sirve de acceso a
la ruta anaer6bica del succinato
(Hochachka & Mustafa 1972, Hochachka
& Somero 1984). Esta enzima serfa inhi-
bida por alanina, metabolito que au-
menta su concentracién en perfodos de
anaerobiosis ambiental o funcional, en
conjunto con el descenso en el pH intra-
celular observado luego de algunas horas
de anoxia (de Vooys 1980; Holwerda et
al. 1989). Esta inhibicién de la PK es re-
querida para que el PEP sea convertido
en oxaloacetato, via la enzima fosfoenol-
pirvico  carboxiquinasa  (PEPCK)
(Zammit & Newsholme 1978; Zandee et
al. 1986), ingresando a la ruta anaerébica
del succinato-propionato {Hochachka &
Mustafa 1972).

Otro mecanismo de regulacién
metabdlica de este punto de bifurcacién
estarfa dado por la fosforilacién-desfos-
forilacién de la PK, mecanismo obser-
vado previamente en otras PKs de in-
vertebrados marinos (Hakim et al. 1985;
Michaelidis ef al. 1988). Al ser fosforilada
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la PK, aumenta el grado de cooperativi-
dad para el sustrato PEP y se torna més
susceptible a la inhibicién alostérica por
alanina y a la activacién alostérica por
FDP (Plaxton & Storey 1984; Holwerda et
al. 1989). Se ha propuesto que este meca-
nismo de regulacién de fosforilacién-des~
fosforilacién operarfa en especies que
habitan la zona intermareal y que serviria
para acelerar los cambios metabolicos de
transicién aerobiosis-anaerobiosis a los
que estd constantemente expuesto el
animal por los ciclos de marea: puede in-
ferirse que el periodo para fosforilar-des-
fosforilar la PK serfa muy restringido. En
el presente trabajo se purificé la PK de
misculo aductor del bivalvo M. chilensis
(especie que habita el intermareal rocoso
medio-inferior de la costa chilena) du-
rante la primavera, en ejemplares ubica-
dos a distintas alturas del intermareal,
para conocer sus caracteristicas cinéticas.

MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS: se utilizaron reactivos bio-
quimicos provenientes de Sigma, y las
sales inorgénicas provenian de Merck.
Las resinas cromatograficas provenian de
Sigma, al igual que la enzima fosfatasa
alcalina y los estindares de peso mole-
cular, Todos los reactivos eran de ele-
vada pureza.

ANIMALES: el bivalvo (34 c¢m de largo)
fue recolectado (en primavera) de la zona
intermareal de Punta Metri (Seno de
Reloncavi, 41°36'S; 72°42'W). Se extraje-
ron ejemplares durante la marea baja
desde la zona media de la distribucién
natural de esta especie en Punta Metri,
como también de trasplantes a diferentes
alturas intermareales (Simpfendérfer ef
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al. 1993)1, siempre dentro de los limites
naturales de distribucién del bivalvo en
el intermareal rocoso. Los ejemplares
fueron transportados en emersién a la
Unidad de Bioquimica Marina de la
Universidad de Los Lagos (Osorno),
siendo procesados de inmediato.

EXTRACCION Y PURIFICACION DE LA PK
DEL MUSCULO ADUCTOR: en cada pre-
paracion se extrajo el masculo aductor de
200-300 ejemplares del bivalvo, tejido
que fue inmediatamente homogeneizado
en frfo, en amortiguador A: Tris-HCl 50
mM, pH 7, EDTA 5 mM, DTT 1 mM,
PMSF 0,1 mM, con un homogeneizador
vidrio-vidrio. El extracto fue centrifu-
gado a 30.000 g por 30 min, a 4'C. El so-
brenadante fue tratado con sulfato de
amonio sélido para obtener una fraccién
proteica que precipita enire 35-65% de
saturacién de la sal (centrifugando cada
vez a 30.000 g por 30 min). El precipitado
obtenido fue resuspendide en amorti-
guador B: Tris-HC1 10 mM, pH 7, EDTA
1 mM, DTT 1 mM, y fue dializado por 12
h contra 2 1 de amortiguador B (con un
cambio de solucién). La fraccién diali-
zada fue aplicada a una columna de
DEAE-Sephadex (2:12 cm), preequili-
brada con el mismo amortiguador, a un
flujo constante de 0,2 ml/min. La enzima
retenida fue lavada con 200 ml de amor-
tiguador B, y luego fue eluida con una
gradiente lineal de KC1 0-2 M preparada
en amortiguador B, al mismo flujo. El
pico de actividad PK fue recolectado y
dializado contra 2 1 de amortiguador C:
fosfato 10 mM, pH 7, EDTA 1mM, DTT1
mM, durante 12 h, con un cambio de
amortiguador C. La fraccién dializada
fue aplicada a una columna de intercam-
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bio i6nico de fosfocelulosa (2:10 cm),
preequilibrada en amortignador C. La
cromatografia fue realizada a un flujo de
0,15 ml/min. La enzima retenida fue la-
vada con 150 ml de amortignador C y
luego fue aplicada una gradiente lineal
de fosfato 10-250 mM, preparada como el
amortiguador C. Las fracciones obtenidas
con mayor actividad PK fueron dializa-
das exhaustivamente contra amortigua-
dor D: Tris-HCl 10 mM, pH 7, EDTA 1
mM, DTT 1 mM, glicerol 5 %, KC1 0,1 M,
MgCl, 05 mM. La fraccion enzimatica
dializada fue aplicada a una columna de
afinidad de Cibacron Blue (1-6 cm),
preequilibrada con amortiguador D. La
PK retenida fue lavada como en las cro-
matografias anteriores, y luego fue apli-
cada una gradiente lineal de KC10,1-2 M
preparada en solucién D, para elufr la

enzima. La preparacién obtenida de la

cromatografia de afinidad fue dializada
contra solucién D, fraccién utilizada para
caracterizar la PK purificada.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PK
Y CONCENTRACION DE PROTEINAS: la
actividad PK fue medida de acuerdo a
Biicher & Pfleiderer (1955), usando 1a en-
zima acoplada LDH (Vial et al. 1992). El
medio de reaccién constaba de amorti-
guador Tris-HCI 50 mM, pH 7, KCl 65
mM, MgCl, 5 mM, ADP 0,4 mM, NADH
0,2 mg/ml, LDH 5,5 U {exceso), PEP 0,5
mM. Se monitored la cinética de desapa-
ricién del NADH a 340 nm durante 1-3
min. La reaccion fue iniciada con la adi-
ci6n del PEP. Se utilizé cada vez 10-50 pl
de la solucion enzimatica. Al realizar las
curvas de saturacion se usaron las con-
centraciones de ADP y PEP indicadas en

1) 13, Jornadas de Ciencias del Mar, Viiia del Mar, 1993, pp 131.
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la figura respectiva. Una unidad de acti-
vidad PK correspondié a la cantidad de
enzima que oxid6é 1 umol de NADH por
min, a 25°C, en un volumen final de 1 ml.
La concentracién de protefnas fue deter-
minada por absorbancia a 280 nm para
leer las columnas cromatogrificas, y por
el método de Bradford (1976) para cal-
cular la purificacién de la PK, usando al-
bamina sérica de bovino (BSA) como
protefna de referencia,

DETERMINACION DEL PESO MOLE-
CULAR DE LA PK DE MUSCULO ADUC-
TOR DE M. chilensis: el peso molecular de
las subunidades de la PK purificada fue
determinado por electroforesis en geles
de poliacrilamida-SDS, de acuerdo a
Laemnmli (1970). p-galactosidasa (116

kDa), BSA (66 kDa), albtimina de huevo
45 kDa) v anhidrasa carbénica (20 kDa)

{45 kDa} y anhidrasa carbdnica (29 kDa)
fueron los estindares de peso molecular.
El peso molecular de la enzima nativa
fue determinade por filtracibn en gel
Sephacryl §-300. La columna (1-65 cm)
fue previamente equilibrada con 0,4 1 de
amortiguador E: Tris-HCl 10 mM (pH 7),
EDTA 1 mM, DTT 1 mM, KC1 0,1 M. Los
estandares de peso molecular (f-amilasa,
200 kDa; alcohol deshidrogenasa, 150
kDa; BSA, 66 kDa; anhidrasa carbénica,
29 kDa) fueron disueltos en amortigua-
dor E, y la PK fue dializada contra amor-
tiguador E antes de la cromatografia de
filtracién. El flujo de la columna
(constante) fue de 0,1 ml/min. La PK fue
detectada midiendo actividad enzimatica
y los estandares fueron revelados mi-
diendo protefnas por Bradford (1976).

TRATAMIENTO DE LA PK PURIFICADA
CON FOSFATASA ALCALINA: el proce-
dimiento de desfosforilacién aplicado fue
el descrito previamente por Plaxton &
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Storey (1984). La enzima fue dializada en
frio contra amortiguador Tris-HCl 50
mM, pH 8, sacarosa 0,75 M, DTT 1 mM,
EDTA 1 mM. La PK dializada fue incu-
bada en esta misma solucién (menos
EDTA), mas KCi 25 mM y MgCl, 10 mM,
con 20 unidades de fosfatasa alcalina (de
E. coli) durante 24 h, a temperatura am-
biente (Michaelidis et al., 1988). Los con-
troles realizados (tratados en las mismas
condiciones que la fraccién experimental,
pero en ausencia de fosfatasa alcalina)
indicaron que la enzima pierde poca ac-
tividad (10-20 %) luego de ser mantenida
por este perfodo a temperatura ambiente.

RESULTADOS

PURIFICACION DE LA PK DE MUSCULO
ADUCTOR DEL BIVALVO.

La PK fue purificada aproximadamente
300 veces, luego de las cuatro etapas de .
purificacién aplicadas (precipitacién con
sulfato de amonio, cromatografias de in-
tercambio idnico en DEAE y fosfocelu-
losa, y cromatograffa de afinidad en
Cibacron Blue) (Tabla 1). La etapa mas
efectiva fue la cromatografia de afinidad.
La recuperacion fue de un 23% en la pu-
rificacion presentada en la Tabla 1. La PK
fue purificada a homogeneidad electrofo-
rética. Fl peso molecular de cada subuni-
dad fue de 71,2 kDa, determinado por
electroforesis en geles de poliacrilamida-
SDS, en condiciones reductoras (Fig. 1).
Este resultado implica que la PK de
musculo aductor de M. cliilensis serfa un
tetrimero de peso molecular similar a
otras PK tipo L (Munday et al. 1980;
Plaxton & Storey 1984; Simpfendérfer ef
al. 1994, b). El peso molecular de la en-
zima nativa fue corroborado por croma-
tografia de filtracién en gel Sephacryl
$-300, procedimiento por el que se obtuvo
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Tabla 1. Purificacién de la l_}[a)iruvato quinasa del masculo aductor del bivalvo. Se midié actividad

K en presencia de

P 0,1 mM para calcular la tabla de purificacién.

Fracceidon Vol. ActPK Prot. Act. esp. Purif. Rend.
(ml) L (mg (U/mg) (%)

Extracto

inicial 88 106 220 048 1 100
Sulfato amonio 21 106 42 25 52 100
DEAE 43 125 206 6.1 127 118
Fosfocelulosa 29 41 276 14.9 31 39
Cibacron Blue 45 24 0159 151 315 23

un peso molecular de alrededor de 300
kDa. El comportamiento de la enzima
observado durante las etapas de purifica-
cién fue el mismo para ejemplares pro-
venientes de las distintas alturas inter-
mareales (limites superior e inferior de la
distribucién intermareal del bivalvo en

Punta Metri).
a
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Fig. 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida-
SDS (en condiciones reductoras) de las
fracciones de la PK en el transcurso de
la purificacion. Se utilizé acrilamida al
10% a, extracto crudo de musculo
aductor; b, fraccién sulfato de amonio;
¢, fraccion DEAE;, d, fraccién
fosfocelulosa; e, fraccién obtenida de
Cibacron Blue. f, estandares de peso
molecular, indicados en Materiales y
Métodos.

CARACTERIZACION CINETICA DE LA PK

Se realizaron curvas de saturacién para
PEP en presencia de FDP y alanina (Fig.
2). Se observé que la enzima presenta
efecto cooperativo para el sustrato PEP, y
que a concentracién 1 mM de PEP la PK
presenta inhibicién por exceso de sus-
trato. La FDP activé marcadamente la
PK, efecto observado previamente para
PKs reguiabies que se encueniran fosfo-
riladas (Plaxton & Storey 1984; Carvajal
et al. 1990; Michaelidis ef al. 1988).
Alanina mostré inhibicién alostérica
caracterfstica para el aminoicido
(Hochachka & Mustafa 1972; Zandee et
al. 1986; Carvajal et al. 1990). El efecto
inhibitorio fue pronunciado, similar al
observado en PKs fosforiladas (Plaxton &
Storey 1985; Michaelidis et 4l. 1988). Para
el sustrato ADP la enzima mostré
cinética hiperbdlica (Fig. 3), como se ob-
serva en el grifico de dobles recfprocos
(inserto de la Fig. 3). La Km para ADP
fue 0,36 mM. Se aprecia también en la fi-
gura una marcada sensibilidad al exceso
del sustrato, el que a concentracién de
ADP mayor que 0,5 mM inhibe la activi-
dad PK. GDP e IDP no fueron buenos
sustratos de la PK (Fig. 4), puesto que la
Vmix obtenida en presencia de estos nu-
cledtidos fue sélo un 25 % respecto a la
actividad obtenida con ADP bajo las
mismas condiciones. Para GDP.e IDP, la
cinética fue igualmente hiperboélica.
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PEP mM

Fig. 2. Curvas de saturacién para PEP en ausencia ('l) y ganesencia de los efectores alostéricos FDP
0,1 mM (*) y alanina 1 mM (o). Se indica la velocidad como la variacién en la absorbancia a
340 nm/min. El pH fue 7 (amortiguador Tris-HCl 50 mM), y la concentracién de ADP fue

04 mM en todos los casos.
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Curva de saturacién para ADP de la PK del bivalvo. En el inserto se indica el grafico de
dobles rectprocos. La concentracién de PEP fue 0,5 mM (pH 7).
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XDP

mM

Fig. 4. Curvas de saturacion para los nucledtidos GDP (o) e IDP (®), a las concentraciones indicadas
en la figura. (PEP 0,5 mM; pH 7). Se utiliz6 la misma cantidad de PK que en la figura 3.

Se estudiaron los efectos de inhi-
bidores de otras PKs de invertebrados
marinos, como ATP y fenilalanina, ade-
mas de alanina (de Vooys 1980; Moran et
al. 1983). Se observa en la figura 5 que la
PK de M. chilensis es afectada notoria-

mente por los tres moduladores, resul-
tado que nuevamente es similar a lo ob-
servado para PKs fosforiladas de molus-
cos intermareales, especialmente dada la
marcada inhibicién por ATP (de Vooys
1980).

mM

Fig. 5. Determinaci6n de la actividad de Ja PK en presencia de concentraciones crecientes de alanina
(o). ATP (*) y fenilalanina (®) (PEP 0,5 mM; ADP 0,4 mM; pH 7). El control de actividad 100

% fue determinado en auservcia de los efectores.
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El pH al cual se obtuvo la mayor
actividad PK fue 7,3, disminuyendo la
actividad a pH inferiores a 6,5 y superio-
res a 8 (Fig. 6). Como se aprecia en la fi-
gura, se utilizaron diferentes amortigua-
dores organicos e inorgénicos para de-
terminar estos valores. Al repetir las cur-
vas de saturacién para PEP en presencia
de FDP y alanina a diferentes pH, se ob-
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tuvo que al descender el pH, aumentaron
los efectos cooperativos de la PK para el
sustrato PEP (Fig. 7). A pH 8,1 en cam-
bio, la enzima practicamente no fue
afectada por sus efectores alostéricos y la
cinética para PEP fue hiperbélica. La
Tabla 2 resume los indices cinéticos ob-
tenidos para la PK purificada en meses
de primavera (Figs. 2y 7).

Tabla 2. Pardmetros de la PK de miusculo aductor de M. drilensis, en presercia de efectores
alostéricos. Se indica el Sy 5 (uM) y el coeficiente de Hill (ny).

pH65 pH7 pHS,1
Sos Dy So5 nNH Ses  DH
Control 460 2,03 156 1,72 200 1,39
Alanina 1 mM 1370 1,41 255 184 1000 0O,
FDP 0,1 mM 42 117 32 136 61 0,95
oar
*
b4
ey
o
o2f A
.
>
k4
01t
o
a
ol . L i
s . 7 8 F
pH

Fig. 6. Determinacién de la actividad PK en funci6n del pH. Se utilizé diferentes amortiguadores,
todos a concentracién 50 mM: acetato (), fosfato (0), TES (%), HEPES (%) y Tris-HCI (®).

(PEP 0,5 mM; ADP 0,4 mM).
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La PK requiere de la unién de un
metal divalente en conjunto con el nucle-
étido al sitio activo para realizar la catali-
sis (Munday ef al. 1980). El Mg?* es el
catién que activa la PK de otras especies
de invertebrados marinos como también
la enzima de vertebrados. En el caso de la
PK de M. chilensis Mg?* también activé la
enzima, aunque Mn?* y Co?* (a concen-
traciones similares) fueron igualmente
reconocidos como cofactores (Fig. 8). Sin
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embargo, al realizar curvas de saturacion
para PEP en presencia de Mn?* 5 mM, la
cinética resulté hiperbélica, y los efecto-
res alostéricos de la PK, FDP y alanina,
no afectaron su actividad catalftica (Fig.
9). La Km para PEP-Mn?* (en ausencia de
efectores) fue 34 uM. Este resultado se ha
descrito previamente para la PK de otros
moluscos marinos (Gonzélez ef al. 1984;
Simpfenddrfer ef al. 1994, b).

[ [
*
0.2 —
>

0.1

0 il i 1 ]
0 1 0 1

PEP mM

Fig. 7. Curvas de saturacién para PEP en ausencia (®) y presencia de FDP 0,1 mM ge) y alanina 1

lan (0).a pH 6,5 (A) y pH 8,1 (B). La experiencia fue realizada como se descril

en la figura
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INCUBACION DE LA PK CON FOSFATASA
ALCALINA

La PK de M. chilensis fue tratada
con fosfatasa alcalina, como se describié
en Maleriales y Métodos (Plaxton &
Storey 1984). Luego de la incubacién con
esta enzima, se midi6 la actividad PK, en
presencia y ausencia de FDP y alanina.
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La Tabla 3 resume los resultados obteni-
dos. Se observa que luego de tratar la PK
con fosfatasa alcalina, disminuye leve-
mente la activacion alostérica por FDP y
disminuye notoriamente la inhibicién
alostérica por alanina (independiente-
mente de la altura intermareal de la que
provenian los ejemplares del mitflido).

Tabla 3. Actividad PK (variacién de absorbancia a 340 nm/min; PEP 1 mM, ADP 0,85 mM) en
presencia de FDP y alanina, luego de ser tratada con fosfatasa alcalina por 24 h.

PK control

Sin efectores 0,064
Alanina 1 mM 0,005
FDP 0,1 mM 0,106

0 AL L ! 1 1 |

+] 5
Me2* mM

Fig. 8. Determinacién de la actividad PK en
presencia de concentraciones crecien-
tes de Mg?* (*), Mn2* (o) y Co?* (*).
Las sales utilizadas eran de sulfato. Se
midi¢ la velocidad de reaccién como
se describe en Materiales y Métodos,

PK desfosforilada

0,048

0,026

0,072

L]
01
>
o 1 —J
] 05 1
PEP mM

Fig. 9. Curvas de saturacién para PEP en

ausencia (®) y presencia de FDP 0)1
mM (" alanina 1 mM (o),
reemplazando al magnesio por Mn?* 5
mM. La experiencia fue realizada en
idénticas condiciones a las de la figura
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DISCUSION

En el presente trabajo se describe la puri-
ficaci6n y caracterizacion enzimatica de
la PK del mtsculo aductor del bivalvo M.
chilensis, especie que habita la zona in-
termareal media-inferior del litoral ro-
coso, como también la zona submareal
somera. Por ello esta especie se encuentra
constantemente expuesta en su habitat a
fluctuaciones en las condiciones bi6ticas
tales como abundancia de depredadores,
y abibticas, tales como la disponibilidad
de oxfgeno, fluctuaciones de temperatura
y salinidad, entre otras. Estas variaciones
estan dadas por los naturales ciclos de
marea, por ello dependen de la altura del
intermareal donde habita el animal. Esta
especie posee un bajo grado de respira-
cién aérea (SimpfendSifer ef al. 19%4, a),
por lo que al quedar expuesta al aire al
bajar la marea, debe recurrir en poco
tiempo a rutas metabdlicas anaer6bicas
que le permiten suplir sus requerimien-
tos energéticos (Zandee et al. 1986; Vial et
al. 1992). Ello deberd ser mis o menos
marcado dependiendo de la altura in-
termareal habitada por el organismo. Asf,
un ejemplar en la zona alta deberd so-
portar prolongados perfodos de emer-
sién, los que seran de menor duracién al
descender en el intermareal.

Se ha determinado que esta espe-
cie forma succinato en pocas horas de
emersion o de anoxia (Simpfendorfer et
al. 1994, a), por lo que se infiere que su
metabolismo es regulado rapidamente
frente a situaciones de carencia de oxf-
geno, producto de las mareas. La PK se
ha postulado como una enzima clave en
la transicién aerobiosis-anaerobiosis en
invertebrados marinos (Zammit &
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Newsholme 1978), pues se ha observado
una inhibicién de su actividad enzima-
tica en perfodos de carencia de oxigeno o
de emersion (FHolwerda et al. 1989; Vial et
al. 1992). En el presente trabajo se de-
terminé que la PK de misculo aductor
del bivalvo intermareal es una enzima
regulable, similar a las enzimas tipo L
encontradas en otros moluscos marinos
que poseen rutas anaerébicas. La enzima
fue activada por FDP e inhibida marca-
damente por alanina, ATP y fenilalanina
(Figs. 2, 5). Estos efectos son similares a
los observados previamente en otras PKs
que se ha demostrado estdn fosforiladas
(Plaxton & Storey 1984, 1985; Michaelidis
et al. 1988). La elevada sensibilidad al
efecto del pH en la cooperatividad de la
PK para el PEP (Fig 7) también es

17

indicativa Qe ia [OSIOI'lld(.lUn QE la PK
(Michaelidis et al. 1988). No obstante, en

este caso no se detectaron diferencias en
la PK de organismos obtenidos de alturas
diferentes del intermareal, cuya ex-
posicién a Ia emersién al bajar la marea
vari6 de 45 a 7-9 h en los trasplantes in-
ferior y superior, respectivamente. La en-
zima se encontrarfa fosforilada covalen-
temente durante un perfodo prolongado
de tiempo (posiblemente en forma esta-
cional), y no cambiaria el grado de fosfo-
rilacién durante el ciclo de mareas, lapso
para el cual se ha postulado que actuarfa
la fosforilacién-desfosforilacién como
mecanismo de regulacion metabélica
(Plaxton & Storey 1984; Zandee ef al.
1986). Este resultado requiere de un ma-
yor conocimiento de las causas ecologi-
cas que se traducen en la fosforilacién de
la PK de este invertebrado intermareal.

Se ha determinado en otra estacion
(otofio), que la PK del musculo aductor
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de este mitilido presenta caracteristicas
cinéticas diferentes: menor efecto homo-
trépico frente al sustrato PEP, y menor
regulacién alostérica por FDP y alanina
(Simpfendorfer et al. 1994, a). Estas ca-
racterfsticas se asemejan a las obtenidas
en este trabajo para la PK tratada con fos-
fatasa alcalina. Por otra parte, en . cirra-
tus, cirripedio que habita la zona inter-
mareal alta, también se han detectado 2
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isoformas de la PK que aparecen estacio-
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