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Piruvato quinasa muscular de Perumpytilus purpuratus: evidencias
de la presencia de la enzima fosforilada en terreno
durante todo el ciclo de marea

Adductor muscle pyruvate kinase from Perumytilus purpuratus: phosphorylated
form of the enzyme during the entire tidal cycle

Robert Simpfendarfer, M. Victoria Vial, Alejandra Monsalve y M. Luisa Gonzdlez
Departamento de Acuicultura, Universidad de Los Lagos, Casilla 933, Osorno, Chile.

RESUMEN
Se estudid en terreno la participacitn del ismo de fosforilacion-desfosforilacién de la q
(PK), ¢n la regulacién de la transicién acrobiosi biosis en misculo aductor del bivalvo mtmm:w]
Pmmyﬂiurpwpm Se midié psra]elmmle en terreno la actividad y caracteristicas cinéticas de laPK y la
Juccién del obi La iencia se llevé a cabo en la localidad de Punta Metri,
Seno de Relmca\d, X Regn’:n.. en ejcmplams de P. punmmm uhlcados en la zona media de su distribucién
natural en el i trasplantados al |imite superior ¢

Y

inferior de la distribucion intermareal natural |:I.el bivalvo en Punm Metri. Se tomaron en todos los grupos
muestras seriadas durante el ciclo de marea, dos veces durante cada estacién del aflo, durante un afio y medio.
Pudo visualizarse la presencia de una sola forma de la PK, en todas las condiciones de mummo €n lcrrena y en
todos los grupos, utilizando parimetros cinéticos. La forma de la enzima p se ¥
present6 un Sy 5 para el sustrato fosfoenolpiruvato (PEP) de 0,86 mM y una razén entre las velocidades méximas
en presencia y ausencia de fructosa-1,6-bisfosfato (FDP) (Vméx,gne/Vméx) igual a 2,59. Sin embargo, la forma
activa de la enzima sf pudo ser observada in vivo, al mantener ¢jemplares en el laboratorio por 1-2 dias en

ién, a 10 °C. La forma activa de la enzima presentd un Sys (PEP) de 0,144 mM y
una razin Vmﬂ:lc.ﬂ,Nmﬂxdc l 69. Tnmbiénfue posible revertir in vivo la PK desde su forma activa a la forma
inhibida, al en el lab io, a emersién continua por 1 a 2 dias. La
enzima en su forma mhlhlda fue parcmhnenle punﬁcacla pudlendo ser revertida a la forma activa despuds de ser
tratada con fosf: lina (AP). Paralel b en terreno la concentracién de succinato en el
mnsn:ulo aduc;ur durante el cmlo de mareas, obscwando claras diferencias en el patrén de produccién de

entre lares p de trasplantes de la zona inferior y superior del intermareal.
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ABSTRACT

The covalent modification by phosphorylation-dephosphorylation of the pyruvatc lums.c (PK] was evaluated in
field experiments, in relation to the regulation of the aerobic-anaerobic ion in the add
muscle of the intertidal mussel P purpuratus. The PK kinetic characteristics and the production of the anaerobic
bolite were , in the field, during the tidal cycle. The experimental
procedures were carried out in Metri Bay, R i Estuary, in southern Chile, with P. purpuratus specimens
located in the middie zone of their natural intertidal distribution, and comparatively in specimens previously
lanted from this intertidal height, to the upper and lower intertidal margins of the natural distribution of this
mussel in Metri Bay. In all groups, specimens were sampled during increasing periods of emersion in the tidal
cycle, twice at each season (during 1.5 years). The presence of only one form of the PK under all experimental
conditions in the field was identified, determined by kinetic parameters. The PK form present was the inhibited
form and presented a Sy s value for phmphmlpﬂuvm (PEP) of 0.86 mM, and a ratio between the Vmax in the
and ab of 0.1 mM fi 1,6 hosphate (FDP) (Vimeax, mop/Vmax), of 2,59, chuthclmi, the
inhibited PK could be converted into the active PK. form ir vivo in the laboratory, maintaining specimens of the
bivalve in immersion constantly, with aeration, during at least 1-2 days (10 °C). The active PK prwmmd a8y
for PEP of 0.144 mM and a ratio Vmax.mp/Vmax of 1,69, The inhibited PK could be obtained again in vivo
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exposing the immersed speci to i (13-15 °C), for a p:riod of at least 1-2 days. The
inhibited enzyme was partially purified and treated with alkaline phospt (AP), btaining a rapid
interconversion into the active form of the PK. In parallel, ‘the i ion in the add muscle

during the tidal cycle differed between specimens from the upper and |0wa |nh:|1|dal transplantations.

Key words: pyruvate kinase, succinate, tidal cycle, P. purp

INTRODUCCION

Los organismos invertebrados que habitan la

h

horylation, Chile.

sis durante el ciclo de mareas en terreno, como
también se desconocen los mecanismos bio-
{mi que d denan el aumento de

zona intermareal poseen rutas metabdlicas
especiales para suplir perfodos de carencia de
oxigeno propios de los ciclos de emersién-
inmersién de esta érea tales como la via del
succinato-propionato. Esta ruta aportarfa méds
ATP que la clasica fermentacidn lactica de los
vertebrados (Hochachka & Somero 1984;
Fields 1983). La produccitn de succinato por
un tejido es indicativa de la utilizacién de esta
via metabélica y se correlaciona con el periodo
o la intensidad de la hipoxia.

La piruvato quinasa (PK) es una enzima
alostérica en bivalvos intermareales, similar a
la PK tipo L de higado de animales superiores
(Munday et al. 1980 ; Simpfendbirfer et al.
1994, 1997). La inhibicién de la PK por el
inhibidor alostérico alanina y por el descenso
en el pH intracelular observado en perfodos de
anoxia, originaria el ingreso de derivados de la
glucosa a la via del succinato (Zandee er al.
1986; Holwerda ef al. 1989). Se ha demostrado
que esta enzima en moluscos intermareales
puede ser fosforilada y desfosforilada, cam-
biando con ello la actividad y las caracterfsti-
cas alostéricas de la enzima, modificacion
covalente que seria controlada por segundos
mensajeros como AMP ciclico (AMPc) y
Ca™/calmodulina (Plaxton & Storey 1984 a,b;
Hakim er al. 1985; Holwerda et al. 1989). Se
postula que esta modificacién covalente de la
PK controlaria la transicién aerobiosis-anaero-
biosis a la que estdn naturalmente expuestos
estos organismos, producto de los ciclos de
emersién-inmersién propios del intermareal.
Sin embargo se desconoce si este mecanismo
de regulacion covalente efectivamente opera en
la transicién metabdlica aerobiosis-anaerobio-

scgundos mensajeros que controlan la fosfori-
lacion (menos ann la desfosforilacion) de la PK
(Brooks & Storey 1991).

En este rabajo se estudio la actividad
PK y su grado de fosforilacién durante el ciclo
de mareas en trasplantes del bivalvo chileno
Perumytilus purpuratus a dos alturas interma-
reales, para someter a este invertebrado a los
periodos extremos de emersion que sufre
durante los ciclos naturales de marea en bahia
Metri, X Regién, Chile. Al mismo tiempo, se
determiné la concentracién de succinato en el
misculo aductor durante la emersion en
organismos de ambos transplantes para corre-
lacionar la actividad PK con la utilizacion del
metabolismo anaerdbico por parte de este
invertebrado intermareal.

MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS: Los reactivos orgénicos, las co-
lumnas para cromatografia, la lactato dehidro-
genasa (LDH) y la fosfatasa alcalina (AP)
(E:C: 3.1.3.1) de mucosa intestinal de bovino
tipp VII-G eran de Sigma Chem. Co. (St
Louis, MO). Los reactivos inorganicos eran de
Merck (Darmstadt).

TRASPLANTES DEL BIVALVO EN TERRENO:
Se utilizaron ejemplares de 3,0-3,5 cm de largo
de Perumpytilus purpuratus, los cuales fueron
transportados al laboratorio o trasplantados en
terreno. Los trasplantes se realizaron utilizando
organismos fijados a piedras pequefias las
cuales fueron trasladadas desde la zona media
de su distribucién natural en bahia Metri (4 m
sobre el nivel 0 de marea) a los mérgenes
superior (4,8-5,2 m sobre el nivel 0 de marea)
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& inferior (2,8-3,2 m sobre el nivel 0 de marea)
de distribucion del bivalvo en la intermarea de
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ambiente (13°- 15 °C, 70-80% HR). Ts.mbtén
fuemn a

esta playa. Los organismos fueron aclimati
dos por un minimo de 1 mes y las medlcms
de actividad PK y ¢ acién de

previ por 3 ormis dias en
mmm'sm continua a 10°C. Se extrajo el

(ambos en misculo aductor) fueron realizadas
entre 1-3 meses después de los rasplantes. Con
los trasplantes realizados se consiguieron
emersiones de 8 h y 5 h (zona superior e
inferior respectivamente) como promedio en
cada ciclo de marea. Como caracteristicas
biéticas principales en cada habitat, se observd
arriba mayor abundancia de Jehlius cirratus y
Littorina sp.; abajo se observd muy poca
presencia de J. cirratus y abundante presencia
del gastropodo depredador de bivalvos Nucella
sp. (cobertura de aprox. 15-25 ind./m?),
ademas de Mytilus chilensis. En el trasplante
superior no se observaron ejemplares de
Nucella sp. El decdpodo Petrolystes sp. fue
més abundante en la zona baja.

DISENOS EXPERIMENTALES EN TERRENO Y
EN EL LABORATORIO: Se tomaron muestras
en terreno de musculo aductor de ejemplares
de P. purpuratus al comenzar y finalizar la
emersién en cada trasplante y por tiempos
crecientes de emersion, dos © mas veces en
cada estacidn del affo. Para cada muestra, se
exirajo el miscule aductor de 10-20
organismos y se coloctd inmediatamente en
nitrégeno liquido siendo luego transportado
hasta el laboratorio, para la posterior
determinacion de succinato y actividad PK. La
PK no sufre cambios en su actividad durante
varios meses guardando el tejido de esta forma.

Para las experiencias in vivo, ejempla-
res de P. purpuratus se recolectaron desde la
zona media del intermareal en bahia Metri y se
transportaron al laboratorio vivos (en emer-
sitn) para estudiar las condiciones experimen-
tales bajo las cuales se expresan las formas
activa e inhibida de la PK in vivo. Para ello, se
sometieron ejemplares del bivalvo a inmersion
en agua de mar con aireacién continua (10 °C)
y paralelamente a emersién a temperatura

lo ad de 5-10 individuos aproxima-
damente cada 12 h de tratamiento (emersitn o
inmersion en el laboratorio) y se analizd la
actividad PK al igual que en las experiencias
de terreno.

PURIFICACION Y MEDICION DE ACTIVIDAD
DE LA PK: El misculo aductor de P.
purpuratus (tejido almacenado en N; liquido o
extraido en el laboratorio) fue homogeneizado
1:5 (p/v) en amortiguador HEPES 50 mM (pH
7,0), EDTA 5 mM, ditiotreitol (DTT) 1 mM,
sacarosa 0,25 M, PMSF 0,1 mM. El sobrena-
dante obtenido por centrifugacién (18.000 g,
30 min, 0-2 °C) fuetratado con sulfato de
amonio sélido al 65% de saturacién (ih, en
frio). El precipitado obtenido luego de ceniri-
fugar fue resuspendido en amortiguador
HEPES 10 mM (pH7,0 ), EDTA | mM y DTT
1 mM y fue aplicado a una columna de
Sephadex G-100 (1,5 x 30 cm) preequilibrada
en el mismo amortiguador. A las fracciones
btenidas de la grafia de filtracidn se
les midi6 actividad PK y concentracién de
proteinas por el método de Bradford (1976).
Utilizando la fraccion eluida de la columna de
filtracién de mayor actividad PK, se realizaron
curvas de saturacion para el sustrato fosfoenol-
piruvate (PEP) en presencia y ausencia de
fructosa’1,6'bis fosfato ( FDP) 0,1 mM.

La actividad PK fue medida como se
describié antes (Vial er al. 1992), segin el
método de Biicher & Pfleiderer (1955), con
algunas modificaciones en el medio de
reaccion: amortiguador HEPES 50 mM (pH
7,0), KCl 50 mM, MgSO, 10 mM, ADP 0,5
mM, NADH 0,2 mg/ml, 5,5 U de la enzima
acoplada lactato dehidrogenasa (LDH). Se
monitored la actividlad PK siguiendo [a
oxidacion del NADH a 340 nm en un
espectrofotometro  Shimadzu  UV-160. Una
unidad de actividlad PK corresponde a la
oxidacion de Jumol de NADH min. a 25 °C.
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TRATAMIENTO DE LA PK COMN FOSFATASA
ALCALINA: La PK obtenida en la fraccion
Sephadex G-100 de mayor actividad (forma
activa obtenida desde ejemplares aclimatados
al laboratorio o forma inhibida obtenida en
terreno desde organismos trasplantados) fue
tratada con 5-10 U de fosfatasa alcalina (AP) y
MgS0;, 10 mM, incubando esta mezcla a 30°C
durante 1 h. Un control de PK fue incubado
paralelamente en presencia de MgSO, 10 mM,
pero en ausencia de la AP. Luego se midié en
cada caso, la actividad PK en presencia y
ausencia de FDP 0,1 mM, realizando curvas de
saturacién para PEP. El mismo tratamiento con
AP y MgSO, fue realizado con la enzima
]Junﬁcada aproximadamente 100 veces desde
org; idos en el lab io en
emel'smn e inmersién (segim se describe en
Simpfendtrfer er al. 1994).

DETERMINACION DE SUCCINATO EN EL
MUSCULO ADUCTOR: Se extrajo el misculo
aductor inmedi después de obtenid

los ejemplares en terreno. El tejido se alma-
cend en N; liquido para ser transportado al
laboratorio y determinar posteriormente
succinato por método enzimdtico utilizando
succinodehidrogenasa aislada de higado de
bovino, segiin se decribe en Vial et al. (1992).

RESULTADOS

DETERMINACION DE SUCCINATO EN P.
purpuratus TRASPLANTADO EN EL
INTERMAREAL.,

Se determind contenido de succinato en el
musculo aductor de P. purpuratus durante la
emersién producida por los ciclos de marea en
bahia Metri. Las muestras de miisculo aductor
fueron obtenidas en terreno de ejemplares
ubicados en el trasplante superior e inferior en
diferentes estaciones del afio: primavera (Fig.
1, a-b); verano (Fig. 1, <); otofio (Fig. 1, d-e).
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Los ejemplares fueron muestreados al bajar la
marea, por tiempos crecientes de emersion y el
tiempo 0 de emersién comrespondid al mo-
mento en que la marea comenzd a descender
en cada trasplante. Se observa en la Fig. 1 que
este metabolito anaerdbico aumenta répida-
mente en concentracion una vez iniciada la
emersién en el trasplante inferior, para descen-
der luego de aproximadamente 2 h. En el
trasplante superior en cambio, el succinato
aumenté lentamente aunque al final de la
emersién alcanzé una mayor concentracién,
para luego descender igualmente poco antes de
la reinmersidn.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PK EN
EL BIVALVO TRASPLANTADO, DURANTE EL
CICLO DE MAREAS.

Se midié la actividad PK de misculo aductor
de P. purpuratus extraidos durante el ciclo de
mareas, al comienzo y al final de la emersién
en ambos trasplantes a las dos alturas interma-
reales, durante un periodo de 1,5 afios. En
todos los casos, la PK fue parcialmente purifi-
cada por precipitacién con sulfato de amonio y
por cromatografia en Sephadex G-100.

Al estudiar la actividad PK se observé
en todas las muestras obtenidas en terreno ( en
ambos trasplantes y durante todo el periodo de
muestrec) solo una forma de la enzima, que
correspondié a la forma inhibida (Fig. 2),
caracterizada segin dos pardmetros cinéticos:
la afinidad por el sustrato PEP, determinada
como el Sqs en grificos de Hill, y por la
relacién de la velocidad méxima en presencia y
ausencia de FDP 0,0 mM (razén
Vméx,rop/Vméx) (Tabla 1), Estos pardmetros
cambiaron notablemente entre la forma
"activa" e "inhibida" de la PK, en cambio el ny
(cercano a 1) fue similar en ambos casos y la
Km aparente para PEP en presencia de FDP
cambi6 levemente entre ambas formas de la
PK (Tabla 1).
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Figura 1. Determinacitn de inato en misculo aductor de P. purpuratus lantado a los limites superi
(®) ¢ inferior () de su distribucién natural en Punta Metri. Las lincas punwadm y achuradas
cwaspondmalﬁndelaemmdnmel plante inferior y superi Las figuras A
yB ponden a las d de i lizadas en época de primavera (septiembre), la

Figure 1.

figura C en verano (diciembre) y las figuras D y E en otofio (marzo - mayo).

Succinate production on the adductor muscle of P. purpuratus transplanted from the middle zone of
their natural intertidal distribution, to the upper (®) and lower (O) intertidal margins of the natural
distribution of this mussel in Metri Bay. The dotted and dashed lines comespond to the end of the
emersion period in the upper and lower intertidal u'amplanmﬁnm The figures A and B correspond to

the succinate production in spring (September), the figure C in summer (December) and the figures D
and E in autumm (March -May).
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PEP mM

Figura 2. Curvas de saturacion para el sustrato PEP (mM) de las formas "inhibida" (fosforilada) (O.¥) y
"activa" (desfosforilada) (@, %) de la PK de misculo aductor de P. purpuratus, luego de la
cromatografia en Sephadex G-100. Se muestran las curvas de saturacion en ausencia ("control”) (0,9}
y en presencia (7r, %) de FDP 0,1 mM. La velocidad corresponde a A Esay/min.

Figure 2. Saturation curves for the substrate PEP (mM), for the inhibited (phosphorylated) (O,%) and active
(dephosphorylated) (@, %) forms of the P. pwpuratus muscle PK (partially purified by filtration
chromatography in Sephadex G-100) . The figure shows the saturations curves in the absence
(eontrol) (O,®) and in the presence (¥, %) of (.1mM FDP. v corresponds to AE;,,/min .

Tabla 1. Parémetros de las formas inhibida y activa de la PK de misculo aductor de P. purpuratus (curvas de la
Fig. 2). La razén Vméixmpe'Vméx fue calculada de grificos de Lineweaver-Burk; el Sq5 (mM) y el
coeficiente de Hill (ny) para PEP fueron estimados de los grificos de Hill correspondientes a las

ivas curvas de i6n de la Fig. 2.

Table 1. Kinetic parameters of the inhibited and active forms of the P. purpuratus add muscle PK (obtained
from figure 2) Vmaxeqe/ Vmax was calculated from the Lineweaver-Burk plot; 8,5 (mM) and the Hill
coefficient (ny) for PEP were determined using Hill plot of the figure 2.

PK fosforilada PK desfosforilada
Vméx,rop'Vmax 2,59 1,69
Sas (PEP) 0,86 0,14
ny 0.9 1,02

Km (PEP+FDP 0,1 mM) 0,086 0.060
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INTERCONVERSION DE LAS FORMAS
INHIBIDA Y ACTIVA DE LA PK EN EL
LABORATORIO

Ejemplares llevados al laboratorio y expuestos
a inmersi6n constante (con aireacién, 10°C, sin
alimento) presentaron la forma activa de la PK
luego de un minimo de 1 6 2 dias de aclimata-
cién (Fig. 2). Sin embargo, la forma inhibida
encontrada en terreno, pudo ser obtenida
nuevamente exponiendo ejemplares aclimata-
dos en inmersién continua en el laboratorio, a
emersion (13-15°C) por un minimo de 1 ¢ 2
dias. Las formas inhibida y activa de la PK
fueron tratadas con AP y MgSO, obteniéndose
con este tratamiento, una rdpida interconver-
si6n in vitro de la forma inhibida en la forma
activa de la PK observada en la Fig. 2; en
cambio, no se observé modificacion en la
cinética de la PK activa (enzima presente en
inmersién continua, con aireacién ) luego de
este tratamiento. Para confirmar estos resulta-
dos se procedi6 a purificar la fraccién
Sephadex G-100 de la PK obtenida desde
organismos mantenidos en emersién o inmer-
si6n continua en el laboratorio (PK inhibida y
activa, respectivamente), segin protocolo
descrito previamente (Simpfendbrfer e al.
1994): precipitacién con sulfato de amonio,
filtracién en Sephadex G-100, intercambio
ibnico en DEAE-Sephadex y cromatografia de
afinidad en Cibacron Blue. Ambas formas de
la PK fueron purificadas alrededor de 100
veces y al ser tratadas con APMg"", la forma
inhibida de la PK se convirtié en la forma
enzimatica activa, al igual que lo observado en
la fraccién menos purificada obtenida directa-
mente de la cromatografia de filtracién en
Sephadex G-100. La forma activa de la PK
purificada de organismos mantenidos en
inmersién continua con aireacién, no fue
afectada en su cinética por el tratamiento con
APMg", al igual que lo observado en la
fraccién Sephadex-G-100.

DISCUSION

En el presente trabajo se midi6 actividad PK
en fracciones parcialmente purificadas de
misculo aductor de ejemplares de P
purpuratus trasplantados a dos alturas
intermareales, durante el ciclo de marea por un
periodo experimental de 1,5 afios. En terreno
se observé solo la forma inhibida de la PK,
igual a la observada en el laboratorioc en
ejemplares sometidos a emersién prolongada
(hipoxia): en ambos trasplantes, durante todo el
ciclo de marea y durante todo el periodo de
muestreo, se observé la misma forma inhibida
de la PK.

Sin embargo, una forma activa de la PK
fue detectada luego de aclimatar ejemplares
por 1-2 dias en inmersién continua con
aireacién en el laboratorio; las dos formas de
PK difieren claramente en sus caracteristicas
cinéticas: cambia drésticamente la afinidad por
el sustrato PEP (Sis) y la razén
Vmax,rpp/'Vmax. Este ultimo resultado se
debid principalmente a que la Vmax para la
curva control (en ausencia de FDP) (Fig. 2)
cambid notoriamente entre ambas formas de la
enzima, mientras que la Vméx en presencia de
FDP varié poco; no cambié el ny entre la PK
inhibida y activa (Tabla 1), al igual que lo
observado previamente entre PK fosforilada y
desfosforilada de otros invertebrados marinos
{Plaxton & Storey 1984 a).

Los resultados sugieren que la forma
inhibida estaria modificada covalentemente por
fosforilacién (Plaxton & Storey 1984 ab;
Michaelidis er al. 1988; Simpfenddrfer er al.
1997), como se deduce al tratar la PK inhibida
con fosfatasa alcalina y MgSO,, tratamiento
que provocd un rapido cambio de la PK a la
forma activa. Las formas activa e inhibida de la
PK pudieron ser interconvertidas in vivo en el
laboratorio, al exponer bivalvos mantenidos en
inmersién con aireacién por 1-2 dias (forma
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activa de la PK) a emersién por 1-2 dias,
detectdndose después de este periodo, la forma
inhibida de la PK, similar a la encontrada en
terreno. Este periodo de entre 27 y 48 h
requerido para lograr la interconversién entre
las dos formas de la PK, resulta ser
notablemente superior al periodo de emersién-
inmersién del ciclo natural de mareas en el
intermareal (5-8 h).

Los resultados permiten sugerir que la
PK se encuentra durante todo el ciclo de marea
sdlo en la forma fosforilada (inhibida) al igual
que lo observado en el mitilido Myrilus
chilensis (Simpfenddrfer et al. 1997) y por
tanto el mecanismo de fosforilacién-
desfosforilacion de la PK no parece ser
relevante en el gatillamiento de rutas meta-
bélicas anaerdbicas como habia sido propuesto
hasta ahora por otros autores. (Plaxton &
Storey 1984 ab; Zandee er al. 1986; Holwerda
et'al. 1989). La regulacién del acceso a rutas
anaerdbicas estaria aparentemente relacionado
con la presencia de efectores alostéricos de la
PK en su microambiente intracelular (FDP,
aminodcidos, ATP, H', u-otros), donde la PK
fosforilada (forma inhibida) presente en
terreno, aparece como mas sensible a la
regulacién al6sterica por FDP que la forma
activa (Fig. 2). La rdpida inhibicion de la PK
de P. purpuratus observada in vive en trabajos
previos en el laboratorio, al someter a
organismos a emersiones cortas o hipoxia
experimental (Vial er al. 1992 ), seria causada
por reguladores alostéricos, para ser fosforilada
luego de tiempos mayores (26 o mas horas de
hipoxia).

La activacién por desfosforilacion de la
PK de P. purpuratus fue confirmada al tratar la
PK inhibida con AP comercial, luego de etapas
preliminares y avanzadas de purificacion.
También es concordante este resultado con la
observacion experimental que al purificar la
forma inhibida de la PK, ésta se fue activando
en ¢l tiempo y a medida que avanzaba la
purificacion (resultados no presentados), al
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igual que lo observado con la PK de Mytilus
chilensis (Simpfenddrfer et al. 1994, 1997 ), es
probable que ello se deba a una proteina
fosfatasa enddgena presente en la fraccion
enzimdtica que desfosforile la enzima,
observindose la activacién de la PK.

Al determinar succinato en el miisculo
aductor se observaron diferencias en la
velocidad de produccion de succinato entre los
dos transplantes (Fig.1): este metabolito
aumentd répidamente en el trasplante inferior,
para descender luego hacia el fin de la
emersion; en el trasplante superior, en cambio,
el incremento en concentracion fue mas lento,
alcanzando niveles mayores al final de la
emersion. El descenso en la concentracién de
succinato se deberfa a la produccion de
propionato (Kluytmans et al. 1977 ; Vial et al.
1992). La produccion de succinato en este
tejido entonces, no estaria directamente
relacionada con la forma de la PK presente, ya
que la forma inhibida de la PK fue la dnica
forma detectada en terreno en ambos
transplantes; la produccion diferencial de
succinato a dos alturas intermareales podria
estar relacionada |, en bio, con la p i
de reguladores alostéricos de la PK en el tejido
(FDP o alanina), como también con
variaci en el pH intracelular (Hochachka
& Mustafa 1972; Zandee er al. 1986). Es claro
entonces, que P. puwrpuratus posee el
mecanismo de regulacion por fosforilacion de
la PK pero no estdn claras las circunstancias
ambientales en las cuales este mecanismo de
regulacion opera.

Se ha postulado que la utilizacién de
rutas metabdlicas anaerdbicas seria mas
frecuente en especies de la zona intermareal
inferior (Simpfendbrfer ef al. 1995 ) y que los
depredadores (agentes bidticos frecuentes en la
zona intermareal baja de Metri) podrian ser
causantes de periodos de anacrobiosis en
bivalvos marinos (Vial er al. 1992; Lopez er al.
1995). No cabe duda que estudios méds
detallados sobre la regulacion de la piruvato
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quinasa en moluscos, como también de otras ruta metabdlica anaerdbica y su real depen-
enzimas  glicoliticas, aportardn  valiosa dencia de wariables ecologicas bidticas y
informacién sobre la regulacién de la abidticas presentes en la zona intermareal.
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