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ABREVIATURAS
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one of w h i c h  a c t i v a t e d  and the other inhibíted both A T Pase and 

A DPase h y d r o l y t i c  a c t i v i t i e s  of the e n z y m e .

A c t i v a t i o n  by the p a r t i a l l y  pur i f i ed -fraction is Ca 

independent and i ts effect is r e v e r t e d  by tr i f � uoperaz i ne in 

the absence of Ca . The inhibitory fraction could not be

c h a r a c t e r i z e d  because of its � ow protein c o n c e n t r a t i o n  and 

h i gh i n stab i � i t y .

The possi ble role of apyrase and of its r e g u l a t o r y  

prote ins in the cell is discussed.
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sara el transporte de Ca en Criptomonas, en cultivo de células 

en vesículas m e mbranosas de plantas superiores. 

3oster i ormen te , el mismo grupo (Dieter y Marme , 1980 ) comparcí

os requerimientos energéticos y la sensibilidad a inhibidores
z-t-

■e 1aci onados con el transporte de Ca en fracciones

■ni crosomal es y m i tocondr i a 1 es . En estas investigaciones

z
encontraron significativas diferencias en el transporte de Ca 

entre las m i tocondrias de diversos órganos de la misma planta, 

en cambio, no hubo diferencias en las preparaciones microsomales 

de los mismos órganos.

Rasi-Caldogno y colaboradores (1982) han descrito dos

preparaciones de m e m b ranas no mitocondri al es que participan en

a concentración de C a ^  dependiente de ATP en vesículas

membranosas de los internodos de arvejas. Una de ellas, la

fracción mas liviana se caracteriza por ser un sistema de
-* a+ +

transporte antiparalelo H /Ca estimulado por K y saturable a

concentraciones bajas de Mg-ATP. La otra fracción membra n o s a  más

pesada requiere diez veces mas M g - A T P  que la liviana, y es

ndependiente de la gradiente e l e c t r oquímica de protones. Según

estos m i smos autores esta última fracción m e m b r a n o s a  más pesada 

„ a.* a +
contendria la Ca -Mg -ATPasa descrita por Dieter y Marme 

(1980a). Se conocen también fracciones m i c r o s o m a l e s  de

hipocotilos de poroto de soya (Kubovicz y col., 1982), raíces de

maíz (Zocchi y Hanson, 1933) y fruto de m a n z a n a  (Fukumoto y
z*

v'enis, 198ó) que presentan sistemas de transporte de Ca 

dependientes de ATP.

P o h 1man-Nepveu y c o l a b o r a d o r e s  (1979) y Stok y 

colaboradores (1981) han c o r r e l a c i o n a d o  la incorporación y







ó

Oparka <198ó) tratando de buscar la participación de una 
i-» ^

Ca -ATPasa en el proceso de 1 iberacion de sacarosa en

tubérculo de S. tuber osum observcí, por estudios c i toqu ím i eos ,

que la actividad A T P a s i c a  se ubicaba en el plasmalema del

parenquima de a l m a c e namiento de almidón y también en el

/ ,
citoplasma de dichas células, pero no asociada a ningún organelo 

en particular.

En los tejidos animales también ha sido descrita esta

*
enzima desde la misma época en que -fue encontrada en tejidos

vegetales, pero en esta tesis solo se hara mención de las

preparaciones de api rasa, libres de m i o q u i n a s a  o adeni 1 qui nasa

que podrían enmascarar la acción catalítica de la api rasa, dado

que tanto la api rasa (ATPasa-ADPasa) como un conjunto de

adeni 1qui nasa y A TPasa dan los m i s m o s  productos (AMP + 2Pi>.

Harper y colaboradores (1978) y Lebel y colaboradores (1980)

encontraron apirasa en la fracción microsomal de páncreas de

rata y cerdo respectivamente. Knowles y colaboradores (1983) la

*
describen en m e m brana plasmática de los siguientes 

teji d o s :hígado y cerebro de ratón, riñon de perro, sarcoma de 

ratón y en tres diferentes tumores humanos. También se 1 a ha 

encontrado en glándulas salivales de ciertos mosquitos 

chupadores de sangre (Ribeiro y col., 1984; Sarkis y col., 

1 9 8 Ó ) .

En nuestro laboratorio se comenzó la investigación sobre

✓
las api rasas del tubérculo de jS_. tuberosum en 1958 y su

/ ✓ 
proposito ha sido el llegar a conocer su mecanismo de acción y

la función que podrían desempeñar en el metabolismo celular de

los tejidos vegetales. Cabe hacer notar que nuestro grupo de
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diferencias en la velocidad de hidrólisis de los sustratos ATP y 

ADP (Traverso-Cor i y col., 1970; Carrasco, 197$). Con el 

proposito de encontrar explicación a las diferencias cinéticas 

de los cuocientes hidrol 'ticos de las actividades ATPásica y 

ADPasica de las i soenzimas, se eligieron dos isoapirasas 

purificadas a partir de diferentes variedades clónales que 

sirvieron como m odelo para este estudio. Una de ellas ha sido la 

apirasa Pimpernel de cuociente A T P a s  i co/ADPás i co 10 y la apirasa 

Desiree de cuociente hidrolítico 1 ,0 .

El estudio de las diferencias en las velocidades de

hidról isis de los sustratos ATP y ADP se enfoco mediante el 

análisis comparativo de los aminoácidos del sitio activo que

Partici par ian tanto en la unión como en la catálisis.

Pruebas indirectas han sugerido la posible participación 

Pe residuos de tirosina en la actividad apirásica, puesto que 

as preparaciones que se efectuaban con inhibidores de la 

tirosinasa (cupferron, CN , mercaptoetanol , metabi su 1fito y 

acido tiogl i col ico) mejoraban en cuanto a su actividad

específica y estabilidad ( M a l e n z u e 1 a y col., 1973). La adición 

de tirosinasa en presencia de pirocatecol a una fracción 

nomogenea de apirasa produjo la inactivación de la ATPasa y 

ADPasa, junto con la aparición de dos nuevas bandas de proteínas 

que se separaron por e 1 ectroforesis y que resultaron ser

inactivas. Posteriormente se c o m p r o b ó  que la acción de la 

tirosinasa sobre la apirasa era indirecta, siendo a través de 

los productos de oxidación del c a t e c o l . Esto fue deducido al 

observar el mismo efecto inactivador al separar la apirasa de la 

tirosinasa a través de una m e m brana de dial isis, siempre que se



�-

a d i c i o n a r a  pirocatecol ( O a l e n z u e l a  y col., 1973).

Los e s t u d i o s  con m o d i f i c a d o r e s  nuc 1 eof í � i eos de proteínas, 

entre e l l o s  yodo, N-aceti � imidazol y tetranitrometano, que 

d e n v a t i z a n  en forma r e l a t i v a m e n t e  e s p e c í f i c a  los r e s i d u o s  de 

tirosina, r e p r e s e n t a r o n  las p r u e b a s  p r e l i m i n a r e s  de la 

- a n t i c i p a c i ó n  de este tipo de r e s i d u o s  en el sitio a ctivo de las 

dos a c t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s  de la a p i r a s a  (Ualen z u e l a  y col., 

1973; K e t t l u n  y col., 1981 y 1982). La p a r t i c i p a c i ó n  de r e s iduos 

de c i s t e i n a  fue e x c l u i d a  por la i n s e n s i b i l i d ad  de la apirasa 

frente a p - c � o r o m e r c u r  i b e n z o a t o  y � �  ácido

bj_s-di t i on i trobenzoi co ( V a l e n z u e l a  y col., 1973; Kettlun y col., 

1982).

La a l q u i l a c i ó n  de la a p i r a s a  con el r e a c t i v o  de Koshla nd 

( b r o m u r o  de 2 - h i d r o x i - 5 - n i t r o b e n c i  1 o) p r o d u j o  la p e rdida de 

a mbas a c t i v i d a d e s  h i d r o l i t i c a s ,  lo que ha s u g e r i d o  la p r e s encia 

de r e s i d u o s  de t r i p t o f a n o  en el s itio a c t i v o  de la enzima 

( V a l e n z u e 1 a y col., 1973; K e t tlun y col., 1981 y 1982). 

P r o b a b l e m e n t e  el r e s i d u o  de t r i p t o f a n o  p o d r í a  formar parte del 

s i t i o  de unión de la parte o r g á n i c a  (purinas) de los n u c l e o t i d o s  

de adenina, p u e s t o  que m o d e l o s  e x p e r i m e n t a l e s  han d e m o s t r a d o  que 

este a m i n o á c i d o  a r o m á t i c o  puede interactuar con el a nillo de la 

a d e n i n a  (Siegel y N a u m a n , 197ó>.







i soap i risas que presentan p r o p i e d a d e s  f i s i c o q u í m i c a s  y cinéticas 

cara c t e r í s t i ca s .  Como se m e n c i o n ó  en la sección 2.B, en relación 

��  sitio activo, los tipos de r e s i d u o s  de aminoá c i d o s  

involucrados en la u n i ó n  del s u s t r a t o  y en la c a t á lisis serían 

c u a l i t a t i v a m e n t e  los m i s m o s  en las isoenzimas Pimpernel y 

Des i ree que exhiben c u o c i e n t e s  A T P a s  i c o / A D P a s  i co diferentes.

El cuociente A T P á s i c o / A D P á s i c o  de 10 para la isoapi rasa 

Pimpernel y de � � �  para la Desirée, se debe e x c l u s i v a m e n te  a los 

d i s t i n t o s  v a l o r e s  de O m  de estas a c t i v i d a d e s  h i d r o l í t i c a s  y no a 

r e s p e c t i v a s  Km porque ambas isoenzimas presentan
✓

p r á c t i c a m e n t e  la m i s m a  a f i n i d a d  hacia los s u s t r a t o s  ATP y A D P  

(Kettlun y col ., 1982).

Las e n e r g í a s  de a c t i v a c i ó n  para ambas a c t i v i d a d e s  

h i d r o l í t i c a s  de las i s oapirasas fueron semejantes, lo que no 

p e r m i t i ó  dar n i n g u n a  luz sobre los d i f e r e n t e s  c u o c i e n t e s  entre 

as L'm de � as ac t i v i dades h i drol ¡ t i cas de ambas i soenz i m a s ; no 

ob- <nte , la igualdad de los v a l o r e s  de la e n e r g í a  de activación 

s u g e r i r í a  que el mecani smo c a t a l í t i c o  de ambas isoenzimas es

�(

común (Kettlun y col., 1982).

Como no se pudo atribuir las d i f e r e n c i a s  c i n é t i c a s  a los
✓

a m i n o á c i d o s  del sitio activo, se hizo una c o m p a r a c i ó n  entre la 

c o m p o s i c i ó n  de a m i n o á c i d o s  totales y sus r e s p e c t i v o s  r e s iduos 

ami no-termi nal es de las isoapi r a s a s  Pimpernel y Desiree. La 

p r o p o r c i ó n  de r e s i d u o s  de a m i n o á c i d o s  b á s i c o s  y ácidos 

e n c o n t r a d o s  para ambas e n z i m a s  fue e s e n c i a l m e n t e  la m i s m a  

(Manc i l l a  y col., 1984), lo que tampoco p e r m i t i ó  explicar las 

d i f e r e n c i a s  m a r c a d a s  en los pl de la e n z i m a  Pimpernel <pl= 8,74)
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de las sigui e n t e s  interrogantes:

La p r imera p r e gunta se abordo m e d iante la dilucidación 

cinética entre dos p o s ibles e s q u e m a s  de coordi n a c i ó n  en que el 

metal puede hacer de puente entre la enzima y el sustrato

(E-M-S) o bien es el s u s t r a t o  el que hace de puente entre la

enzima y el metal <E-S-M) (Mildvan, 1970). Estos estudios

c i n é t i c o s  se basaron en la c o m p a r a c i ó n  de los p a r a m e t r o s  Km y Um 

para los n u c l e o t i d o s  y para el metal , de a c uerdo con lo

p r o p u e s t o  por Dixon y W e b b  <1979). Como este m é t o d o  c i n é t i c o  no 

permite discri m i n a r  si el metal u nido al s u s trato interactua 

también con la e nzima h a c i e n d o  de puente entre ambos, se utilizo’ 

ademas el c o m p l e j o  inerte C r < I I I ) - A T P  d e s c r i t o  por C l eland y 

c o l a b o r a d o r e s  (Janson y Cleland, 1973; D a n e n b e r g  y Cleland, 

1975). Se a n a lizo también en la presente tesis la e s p e c i f i c i d a d  

hacia m e t a l e s  b i v a l e n t e s  de las a c t i v i d a d e s  A T P a s i c a  y A D P a s i c a  

de las i soapi rasas.

La p r e g u n t a  se a bordo también m e d i a n t e  e s t u d i o s  de unión

�
de la a p i r a s a  a m e t a l e s  bivalentes, s e g uido por e s p e c t r o s c o p i a



�/

de resonancia del espfn electrónico del M n ( H x O)t .

En la segunda interrogante enunciada en esta tesis sobre 

algún m e c a nismo regulador de la api rasa, se considero la 

posibilidad de la existencia de la enzima unida a metales 

bivalentes como uno de los m e c a n i s m o s  reguladores existentes i n 

vivo. Por esta razón se determinaron las concentraciones totales 

de algunos de los m e tales bivalentes: Ca, M g , M n , Co y Zn , y de 

los nucleotidos ATP y A D P  en el tubérculo de S. tuberosum var. 

Des i r e e .

Se pensó también que la apirasa podría ser regulada por la 

calmodulina a semejanza de otras A T P a s a s  vegetales involucradas 

en el transporte de iones (Dieter y M a r m é , 1981; 01 ah y col., 

1983; Dieter; 1984). Fue importante demostrar la existencia de 

esta proteína reguladora en el tejido del tubérculo de S_. 

tuberosum porque la breve m e nción hecha en la revisión de W a n g  y 

Uaisman (1979) no -fue estimada concluyente por la autora de esta 

tesis. Con este p r o p ósito se purifico" y caract e r i z o  la 

c a lmodulina del tubérculo de S. tuberosum y se estudio su efecto

sobre la apirasa.
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panadería, piruvato qu i nasa (EC 2.7.1.4.) tipo III de músculo 

de conejo, lactato deshidrogenasa <EC 1.1.1.27.) tipo IX de 

músculo de conejo, f osf od i esterasa de AMPc (EC 3.1.4.17.) de 

corazón de bovino deficiente de activador y

5 -adeni 1ato-desami nasa <EC 3 . 5 . 4 . ��  de músculo de conejo.

De Merck (Darmastadt, R.F.A.) se obtuvieron los

siguientes productos de grado pro anal isis: acido succínico,
* ¿
acido tiogl icol ico, sulfato de amonio para fines bioquímicos, 

cloruro de sodio, TCA, epiclorhidrina, /3-alanina, glicina, 

EDTA, E 6T A , MnSO^ , MnCla , ZnCl j, , CoCla , N¡C1X  , CdCl^ , 

CuClA , C r ( N O j ) 3 y benceno.

El acido su 1fosal icí1 ico se adquirió de Riedel de He in 

<S e e 1z e - H a n n o v e r , R.F.A.); el alcohol isobutílico fue de Cario

Erba y el C h e l e x — 100 se obtuvo de Bio~Rad Laboratories

(California U.S.A.). Finalmen te de M iles Labor ator i e s (Indiana 

U.S.A.) se adquirió: persulfato de amonio, TEMED, riboflavina 

y azul de b r o m o f e n o l .

El agua utilizada fue destilada, excepto para los 

estudios con cationes bivalentes en que se trato" previamente 

con Chelex-100.
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2 . 3 .  De ter minac ión  de p r ot e  ín a s

La concentración de protefnas se determino por los 

siguientes métodos: a) absorbanci a a 280 nm para el anal isis

relativo de e 1 ui dos de columnas cromatográfi c a s ; b) m é t o d o  de
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2.4.2. 

de SDS

E l e c t r o f o r e s  i s  en g e l e s  de pol  i a c r i  1 ami da  en p r e s e n c i a

L* e l e c t r o f o r e s i s  en c o n d i c i o n e s  d e s n a t u r a n t e s  se 

real izo de a c u e r d o  a Laemmli (1970). La m u e s t r a  (apirasa, 

c a l m o d u l i n a  o fracción a c t i v a d o r a  de apirasa) se incubo a 1 0 0 ° 

por un m i n u t o  y m e d i o  en p r o p o r c i ó n  1 : 2  <v/v) con

a m o r t i g u a d o r  Tris-HCl 62,5 mH, c o n t e n i e n d o  SDS 3%, 

2-mercap toetanol 5% <u / v ), glicerol 10% <v/v> y azul de

bromofenol 0,02%. E s t a s  m u e s t r a s  así tratadas fueron a p l i c a d a s  

en g e l e s  c i l i n d r i c o s  de 0 , 6  cm de d i á m e t r o  interno y 1 0 cm de 

largo que c o n t e n í a n  un v o l u m e n  de 2,7 mL de acri lamida al 10%, 

b i s - a c r i 1 ami da al 0,27%, T E M E D  al 0 , 0 5 %  <v/v>, SDS al 0,2% y 

p e r s u l f a t o  de a m o n i o  al 0,04%.

El a m o r t i g u a d o r  de la e 1e c t r o f o r e s  is fue Tris-HCl 25 m M ,

e l e c t r o f o r e t i c o ,  azul de bromofenol , llegó hasta el fondo de 1 

tubo. El polo p o s i t i v o  e s t a b a  en la c amara inferior. Durante 

la c o r r i d a  la t e m p e r a t u r a  se m a n t u v o  entre 8 y 1 2  m e d i a n t e  

una doble c a m a r a  r e f r i g e r a d a  por agua corriente.

El p r o c e s o  de tinción y d e s t e ñ i d o  se e f e c t u ó  de acuerdo 

a la m e t ó d i c a  d e s c r i t a  en el C a t á l o g o  LKB <1980). Los geles se 

f i jaron y tiñeron al m i s m o  tiempo con á cido a c é t i c o  5% <v/v), 

etanol 50% <v/v> y azul de C o o m a s s i e  R 0 , 1 2 5 %  durante 16 h a
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activador* de apirasa) se aplico en sacarosa al � � % en un 

volumen máximo de 300 pL. Sobre la muestra se adicionaron 50 

îL de sacarosa al 10/ en NaCl 50 mM. En general todas las 

m uestras proteicas se dial izaron contra NaCl 100 mli antes de 

aplicarlas a los geles de e � ec troenf oque pues generalmnte 

provenían de soluciones de -fuerzas iónicas muy altas, las que 

al tener que adicionarse en volúmenes superiores a 20 yuL 

producTan una alteración del gradiente de pH.

Cuando se trabajó con las distintas apirasas se modif i c ó  

la posición de los polos descrita en la r e f . de Pearce y col. 

(1972). Colocando en la camara superior NaOH 20 mM (polo

isoenzimas. En cambio en el e 1ectroenfoque de las m u e s t r a s  de 

calmodulina y de la fracción activa d o r a  de la apirasa, se 

ubico el polo positivo arriba, igual que lo descrito por 

Pearce, puesto que estas f r a c c i o n e s  p r o t eicas presentaron 

valores de pl m e n o r e s  que � .

La temperatura de corrida fue constante, 12° , obtenida 

por flujo de agua corriente, igual como se d e s c r i b i ó  en la 

sección 2.4.2. Durante la c o rrida se a p licó un voltaje

constante de 300 V  y se d e m o r ó  alrededor de 100 min en 

alcanzarse una corriente constante.

T e r m i n a d o  el p r o c e s o  de e 1 ec troenf oque se m i d i ó ’ el pH de 

los geles cada 0,5 cm por m e d i o  de un e l e c t r o d o  de superficie



�,

� � # ( 0 �� - D k � , � ( � �# �1 � � H � � � � � � F � � � � � �  /&  $ / � 0�� 1 � # � � + / � ( � (��

� � � !  5 # � 62 C�/0#� 1#� � * / � � @# � � � !#(� % � ! � ( � �/� ;&  0#

(*��2#( �! � & ��� &#� . 9 4 � � � � � � &  0 # � � �  & �# � # � & ? �  & # � � �9 :o � H'[ ' �G

HU � �/����� � � � / 0 � � ( ( # / 9 � �7� �F� � � * � % # � (�� & # ! # & � � # / � !#( � % � ! � ( � - � �

2  C � 0 # ( � �/� � � � /#! � � : o � H' [ 'F� -� ; &  0 # � � & ? �  & # � 	 o � H'[ 'F� 1#� � , � 0  � �

@ # � � � -� 2  / � ! , � / � � � (�� �  f � � # / � 1# � � �:� ,  / � �� <A� &#/ � * / � � ( # ! *&  $ / �

0�� �5*!� 0�� � # # , � ( (  � � A 9 � � : o � �/� � � � /# ! � � : o � H�' [ ' F� -� ;K&� �0#�

� & ? �  & # � 	 o � E' [ ' F�

	/� !#( � � > 1 � �  , � / � # ( � 0�� � �� & � � # � / 2 # ) * � � 0�� ! � ( � 0  ( �  / � � ( �

 (#�1 �� � ( � ( � (�� 0 � � � � ,  / # � � � , "  ? / � !�� � & �  '  0 � 0 � � / 5  , ; �  & � �

� ! * - � / 0 # � !�� � / 5  , � � 0�� !�� ,  ( , � � , � / � � � � 0 � ( & �  � � � �/� !�

� �� & � � # 2 # � � ( � (� �� 18� 49 : � H ( � & &  $ / � � � 4 � � �F � � > & � 1 � # � )* � � �!� = �

!  " � � � 0 # � 0�!� ( * ( � � � � # � (�� & * � / �  2  & # � 1#� � �!� , ? � # 0 # � 0�� 	 � / ( � � � �

H ( � & &  $ / � � � : �F �

� � : � � 	 / ( � - # � � / 5  , � �  & # � 0�� !�� �1 �� � ( �

� � � � & �  '  0 � 0 � � � = � (  & � � -� � � = � (  & � � 0�� !�� �1 �� � ( � � (�� (  % *  $ �

,  0  � / 0 # � �!� = � !  " � � � 0 # � 1#� � !�� @  0 � $ !  (  ( � � / 5  , � �  & � � 0�� !#( �

( * ( � � � � # ( � � � = � #� � � = �� 	!� = � (�� & * � / �  2  & # � 1#�� �!� , ? � # 0 # � 0��

�  ( Y � � -� � * " " � � # X � H�7 � :F � #� �!� 0�� 	 � / ( � � � � -� & # ! �� H�7 :AF� ( �%^ / � !��

( � / (  "  !  0 � 0 � � � ) * � �  0 � � � 	!� , ? � # 0 # � 0�� 	 � / ( � � � � -� &#! � � (�� *($J� &#/ �

!�� (  % *  � / � � � , # 0  2  & � &  $ / \ � �!� & # , 1 ! � C # � 2 # ( 2 # , # ! + " 0  & # � (�

� > � � � C # � &#/ � .� , � � 0��  �( # " * � � / # ! 6 " � / & � / # 9� �/� ' �5 � 0�� :� , � 9� -� (��

� # , � � # / � 1 # ( � � �  # � , � / � � � � ! + & * # � � ( � 0�� �� , � � 0� � � ( � � � & � 1 � � 1 � � � �

! ! � ' � � ! � ( � 2  / � ! , � / � � � �� */ � ' # ! * , � / � �#� � ! � 0�� :� , � � &#/ � �!� � / � !J � -�

� ! & # @ # ! 6 � & � �0 # �



25

� � � , � 5 & ! � � 0�� � � � & &  $ / � & # / � � / 2 � � �/� */� ' # ! * , � / � 2 / � ! � 0�� ��

, � \ � � � = � #� � � = � �9A� , �d� ���!� :� , � � -� � , # � �  % * � 0 # � � ( * & &  / � � # � 0�

( # 0  # � �AA� , � � 18� <9A�� � � � � � , 1 � � � � * � � � 0��  /& * " �&  $ / � 2* � � 0�� .A� -�

�/� & * � / � # � �!� �  � , 1# � 0��  / & * " �&  $ / � -� 0  ! * &  $ / � 0�� !�� � / 5  , � � �/�

� � � � EA9 � � ,% [ , �F � ' � �  � � # / � ( �%^ / � !�� � & �  '  0 � 0 � 0�� !�� 2 � � & &  $ / �

� / 5  , ; �  & � � �� � / ( � - � � � � ��� ! # % � � � # / � & # / 0  &  # / � ( � 0�� ' � ! # &  0 � 0 �

 /  & � !� @ � ( � � � * / � � �� " � � �&  $ / � 0�� = � , � >  , � � 0�� A9 : � � ,$!�(�

�# � � ! � ( � � � � � � � � & &  $ / � � / 5  , ; �  & � � (�� 0 � � * ' # � � % � � % � / 0 # � , # !  " 0 � � # �

0�� � , # /  # � �/� , � 0  # � �&  0#9 � )* � � � � � � �� (*� ' �5 � * / # � 0�� !#( �

� � � & �  ' # ( � / � & � ( � �  # ( � 1 � � � � �!� 0 � ( � � � # ! ! # � 0�� & # ! # � � 0�!� = � �/�

� , " # ( � , ? � # 0 # ( � &#!# �  �, � � �  �� # ( � , � / &  # / � 0 # ( �

� / � � * /  0 � 0 � � / 5  , ; �  & � � E�F� 0 � 2  /  0 � � �/� Y � � � ! 9� � ( � !��

& � / �  0 � 0 � 0�� � / 5  , � � ) * � � & � � � !  5 � � !�� 2 # � , � &  $ / � 0�� */ � ,#!� 0�� = � ��

1 � � �  � � 0�� � � = � #� � � = � 1#� � (� �� .AMe� �/� ! � ( � & # / 0  &  # / � ( � 0�!� � / ( � - # �

� �<� � = * �  2  & � &  $ / � 0�� !�� � 1  � � ( �

1 * �  2  & � &  $ / �

� �< � � � � = � � 1 � � � &  $ / � 0�!� � > � � � & � # � 0�� � * " ? � & * ! # � 0�� ��� � * " � � # ( * , �

-� 2 � � & &  # / � ,  � / � # � &#/ � ( * ! 2 � � # � 0� � � ,#/  �#

� � 0 � � Y  ! # � 0�� � * " ? � & * ! # � (� � @ # , # % � / �  5 $ � &# / � �� �� 0 � � * / � �

( # ! * &  $ / � 0�� ; &  0 # � � #%!� &#!� &#� �A� , � � �� 18 � 49A� � � � � * ( $ � ; &  0 #



26

tiogl icol ico para impedir la acción de la t i rosi nasa

( U a l e n z u e l a  y col., 1973). La h o m o g e n e i z a c i ó n  se e f e c t u ó  en 

una j u g u e r a  W a r i n g  B1endor por 30 s en cada una de las

p o s i c i o n e s  de v e l o c i d a d  baja, m e d i a  y alta. El homogene izado

se c e n t r i f u g o  a 1300 rpm en una c e n t r í f u g a  de c a n a s t o  de acero

inoxidable ( C e n t r í f u g a  B r o a d b e n t  type 86, U.K.) por 5 min a 

t e m p e r a t u r a  ambiente. El s o b r e n a d a n t e  asi o b t e n i d o  se d e n o m i n o  

extracto. A n t e s  de cada p r e c i p i t a c i ó n  con s u l f a t o  de amonio, 

este e x t r a c t o  y cada una de las f r a c c i o n e s  p r o t e i c a s  A  y B que

se o b t u v i e r o n  p o s t e r i o r m e n t e ,  se a j u s t a r o n  a pH 4 , 0  y a una

c o n c e n t r a c i ó n  de p r o t e í n a s  de 1 0 mg/rnL, d e t e r m i n a d a s  por el 

m é t o d o  de W a r b u r g  y C h r i s t i a n  (1941). La api rasa p r e c i p i t a  en 

la f r a c c i ó n  40-70 de s a t u r a c i ó n  con s u l f a t o  de amonio. Al 

e x t r a c t o  se le a g r e g ó  s u l f a t o  de a m o n i o  sol ido hasta una

* / O /
s a t u r a c i ó n  de 40^ con a g i t a c i ó n  c o n s t a n t e  y a 4 . D e s p u é s  de

e q u i l i b r a r  por una hora, se dejo d e c antar el p r e c i p i t a d o  en

c o l u m n a s  de v i d r i o  de 10,5 x 110 c m , durante 16 h en c a m a r a

fría a 4*" . El p r e c i p i t a d o  d e c a n t a d o  se e x t r a j o  de las

»» O
c o l u mnas, se c e n t r i f u g o  a 14.700 x g durante 20 min a 4 y el 

s o b r e n a d a n t e  se juntó" con el c o r r e s p o n d i e n t e  s o b r e n a d a n t e  

o b t e n i d o  p o s t e r i o r m e n t e  de las c o l u m n a s  de decan t a c i ó n .  A este 

s o b r e n a d a n t e  se le a g r e g o  s u l f a t o  de a m o n i o  h a s t a  alcanzar un 

70'/. de s a t u r a c i ó n .  E s t a  f r a c c i ó n  40-70 se s e p a r o  por
x O

c e n t r i f u g a c i ó n  a 14.700 x g d u r a n t e  20 min a 4 . Esta

^ o' / ^
f r a c c i ó n  se d e n o m i n o  f r a c c i ó n  A, la que se r e s u s p e n d i o  en la 

m i s m a  s o l u c i ó n  de e x t r a c c i ó n .  Este p r o c e d i m i e n t o  de
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Un volumen de 250 mL de Sepharose entrecruzada dilufda 

en igual volumen de agua, se calentó a 60 y se le adiciono 

gota a gota el colorante disuelto en agua <250 mg en 25 mL de 

agua) con agitación enérgica; después de 15 min se agregaron 

25 mL de N a C l . Luego se aumento la temperatura a 80° , se 

adicionaron 5 g de Na^CO^ y después de 30 min el ge 1 se 1 avo’ 

con agua caliente, seguido por Tris-HCl 50 m M  pH 8,0 

conteniendo NaCl 50 mM hasta desaparición de absorbanci a a 610

/ . r r - i
nm (máximo de absorción del azul de Cibacron, o , de 8.227 M 

- 1
cm , d eterminado en el laboratorio).

La cantidad de colorante inmovilizado se midió* 
/

espec tro-f otome tr i camen te a 610 nm sol ub i 1 i zando previamente la 

matriz incubándola a 100 por 15 min con HC1 100 mM (Easterday 

y Easterday, 1974). Luego de neutralizar con N a O H  1 M, se 

con centro por ultra-filtración en Amicon a través de una 

m e m b r a n a  PM 30, con una presión de nitrógeno de 40 psi.El 

pol fmero solubil izado se lavo* repetidas veces sobre esta 

m i s m a  m e m b r a n a  con agua d e s t ilada hasta que el -filtrado salió 

incoloro. Se d e t e rmino la unión de 25 yumoles de azul de 

Cibacron por mL de Sepharose CL-4B, c o n s i d e r a n d o  que el 

colorante era h o m o géneo con una m a s a  m o l e cular de 748,7 y con 

el m i s m o  coe-ficiente de extinción molar antes m e n c i o n a d o  de 

8.227 M 1 cm a 610 nm.
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0,3 mM) la concentración del ion calcio se mantuvo constante

en 5 mM. Se determinaron los valores de Km y Om de ATP y ADP

tanto de la apirasa proveniente de S. tuberosum v a r . Pimpernel

como la de var. Desiree. Por otra parte se determinaron los

parametros cinéticos de Ca de la isoenzima proveniente de

var. Desiree, puesto que ya se tenían los correspondientes a

la enzima Pimpernel (Donoso, 1975). Por la dificultad de

descontaminar el medio de ensayo de metales bivalentes, se

' ' i +
pudo determinar solo los parámetros cinéticos de Ca

✓
utilizando ADP como sustrato fijo <2,0 m M ) . La concentración

de Ca vario entre 0,025 y 0,3 mM. En este caso ademas de

descontaminar todos los reactivos empleados para el ensayo

enzimatico, amortiguador MES, ADP y BSA (necesaria para diluir

la enzima) por tratamiento con la resina quelante Chelex-100,

se agrego EDTA 0,065 mM para reducir al m á ximo la actividad

ADPasica basal en ausencia de metal agregado. Por

espec trofotorne tría de absorción atómica se verifico que la

concentración remanente de Ca era menor de 3 ppm ( 70 	 � �

z+ * +
de Ca ); por su parte la concentración presente de Mg ,Mn , 

zt
Zn y Co era menor de 0,1 ppm.

El análisis de los resultados cinéticos se hizo a través

de m é t odos gráficos, empleando las transformaciones lineales

de Lineweaver-Burk (Lineweaver y Burk, 1934) o la de

Hanes-Woolf (Hanes, 1932). Las curvas se ajustaron a los

✓ . —
valores e x p e r imentales por m e d i o  del m é t o d o  de regresión 

lineal y de al 1 í se estimaron los valores de los parametros
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tratado con Chelex-100). Los datos experimentales mostraron un 

desplazamiento hacia la izquierda en el gráfico mU en función 

del pCa. La constante de asociación se c a l c u l ó  de acuerdo a la 

ecuación 3.

✓ *
La concentración de Ca-ADP se calculo en cada punto por

diferencia con la curva estándar en ausencia de A D P , es decir 
� � � � �� �  

Ca total agregado menos el Ca libre en presencia de ADP

obtenido directamente de la lectura del electrodo selectivo de

calcio. El ADP libre era igual al ADP total agregado menos el

ADP unido a calcio.

2.9. Efecto de cationes b i val en tes sobre la actividad apirasica

Se tomaron las m ismas precauciones de tratamiento con la

resina que 1 ante Che 1e x - 1 00 para evitar la contaminación con

otros metales bivalentes. Las actividades ATPasica y ADPasica

de ambas i soapi rasas se ensayaron en amortiguador MES 100 mM

� �� � �� � ��
pH 6,0. Los metales ensayados aparte de Ca fueron Mg ,Mn , 

Co , Z n 2\  Cd S r 2 + , N ¡ 2\  y C u ^ a  una concentración final 

de 2 mM. Todos se agregaron en forma de cloruro. El Pi 

liberado se determinó” por el m é t o d o  de Ernster (1941) por la 

interferencia que producían en el m é todo de Fiske y SubbaRow 

algunas de las sales coloreadas que se utilizaron. Para 

reducir al máximo la actividad enzimática basal (en ausencia 

de metal agregado) de la apirasa Desiree hubo que adicionar



3E

� � �A � � � / � � � � & &  $ / � 0�� � � H � � � F 6 � � = � &#/ � !�� � 1  � � ( �

	!� & # , 1 ! � C # � 0�� & # # � 0  / � &  $ / � � ( � � " ! � � � � H � � � F 6 � � = � (��

(  / � � �  5 # � -� 1 # ( � � �  # � , � / � � � (�� 1*�  2 &$M� �/� �!� ! � " # � � � # �  # � 0��

� & * � � 0 # � �� !�� � ?& /  & � � 0 � ( & �  � � � 1#� � ��� = � , 1 @  !  ( � � � � ! � ! � / 0 �

E �7 � .F �

� � �A � � � � � + / � � (  ( 9 � 1 * �  2  & � &  $ / � � � &* � / �  2  �&�� � #/� 0�� � � H � � � F 6 � � =

��� , � 5 & ! # � �/� */� ' # ! * , � / � 2 / � ! � 0�� :A� , � 9� � � = � :A� , � � � �

� � + � � C � � : � , � � �� 18 � .9A� � 	 ( � � � ( # ! * &  $ / � (�� , � / � * ' # � �� 3A� 1#� � ��

,  / 9 � 0 � ( 1 * ? ( � 0�� !#( � & * � ! � ( � (�� � / 2 �  $ � � ; 1  0 � , � / � � � �� 4p � �� 	!�

� � E � � � F 6 � � = � (�� 1 * �  2  & # � � � & # / & � / � � # � 1#� � � " ( # � &  $ / � �/� * / � �

& # ! * , / � � 0�� � #X �> � : A U 6 � 3 � E8� F9� 0�� , � ! ! � � � AA6 �AA � H �9 : � >� �3� & , F ��

� � � & # ! * , / � � (�� ! � ' # � &#/ � ( * 2  &  � / � � � �%* � � 1 � � � � � !  ,  / � � � !#(

/ * & ! � # �  0 # ( � ) * � � /# � � � � & &  # / � � # / � � � � ( 1 * ? ( � (�� � ! * - # � �!�

� � H � � � F 6 � � = � &#/ � */ � % � � 0  � / � � � 0�� 8 � � � J � & # , 1 * � ( � � � 0�� .AA� , � � 0��

8��AN_� �� � � -� .AA� , � � 0�� �%* � � � 	/� & � 0 � � * / � � 0�� ! � ( � 2 � � & &  # / � ( �

� ! *  0 � ( � 0�� !�� & # ! * , / � � (�� 0 � � � � ,  / $ � !�� 1 � � ( � / &  � � -� & � / �  0 � 0 � 0��

� � H � � � F 6 � � = � ,  0  � / 0 # � ! � ( � & # / & � / � � � &  # / � ( � � # � � ! � ( � 0�� � � 9� = � -

� 0 � / � �/ � �

� � � & * � / ��� �2� �& � � � �$/� 0�� ��� (�� �2�&�*$K� ( � %^ / � = # ( � , * ( � -� �  /%9

9� -� k�O� ��O
�7 : : � � 	!� , ? � # 0 # � (�� " � ( � � �/� !�� & # / ' � � (  $ / � 0�!� ��� �/� ���

H & � # , � � # F � 1# � � # >  0 � &  $ / � &#/ � 8aC�A � � �9:��� ' [ ' � �/� � � � 8 � A9 : � �9

�
& � ! � / � � / 0 # � �� �AA� 1#� � 4� ,  / � -� � / 2 �  � / 0 # � 1 # ( � � �  # � , � / � � � &#/

(� �
� % * � � �� 4� � 	 ! � & � # , � � # � 1 � # 0 * &  0 # � (�� & * � / �  2  & #



38

� * " !  / � E �7<AF � � = � � � � !�� 0 � � � � ,  / � &  $ / � 0�!� =�� (�� & � ! &  / # � !��

, * � ( � � � � � % � � % � / 0 # � �q%E�AN� �!� � #%�� �/ � � � � / # ! 9 � 0 � ( 1 * ? ( � 0�

�� [
� / 2 �  � � � (�� 1 � # & � 0  $ � �� @  0 � # !  5 � � � ! # ( � 1  � # 2 # ( 2 � � # ( �  / # � % ; /  & # (

�̀ #
2 # � , � 0 # ( � 1# � � ! � � & � ! &  / � &  $ / 9 � & � ! � / � � / 0 # � �� �AA� 1#� � �:� ,  / � &#/ �

8��� �� ��� �  / � ! , � / � � � �!� = � (�� 0 � � � � ,  / $ � 1#� � �!� , ? � # 0 # � 0�� �  (Y � �

-� � * " " � � # X � H �7 � :F �

	!� 8 � � � J � 1 � # ' � /  � / � � � 0�� !�� & # ! * , / � � (�� � !  ,  / $ � � % � � % � / 0 # �

B 8 � � 3� (#!� 0#� @ � ( � � � � ! & � / 5 � � � */ � 18 � .9A� � � * � % # � 0�� 0 � C � �

(� �
� ) *  !  " � � � � 1# � � �� @� �� 4� (�� 2  ! � � # � �� 2  / � 0�� 0 � ( & � � � � � � �!� B�!� J�

 / ( # ! * " ! � � � � � � ( # ! * &  $ / � 0� � � � H � � � F 6 � � = � (�� &# / ( � � ' $J ��� 6 �A � �

	/� !�� 2 %�� �� (�� , * � ( � � � � !�� 1 * �  2  & � &  $ / � 0�!� & # , 1 ! � C # �

� � H � � � F 6 � � = � �� � � � ' ? ( � 0�� ! � � & # ! * , / � � 0�� � # X � > � : A U 6 � � � E8�O�F�� ���

( � ! � & &  # / � � # / � ! � ( � 2 � � & &  # / � ( � ) * � � 1 � � ( � / � � � # / � * / � � � � ! � &  $ / � 0��

�0 � /  �/ � \= � \� � � � 0�� � \ . \ � � 1 # � ) * � � & # � � � ( 1 # / 0 + � / � �!� ' � ! # � � � � $ �  & # �

0�!� & # , 1 ! � C # � 0�� & �# , # � � 	 ( � � � & # , 1 ! � C # � (�� # " � * ' # � &#/ � */� : A � � 0��

� � / 0  ,  � / � # 9 � ' � ! # � � (  ,  ! � � � �!� 0 � ( & �  � # � �/ � !�� !  � � � � � * � � �

E � � = � , 1 @  !  ( � -� � ! � ! � / 0 9 � �7 � .F �

� � � A � � � � � 0 � / �  2  & � &  $ / � -� 1 * � � 5 � � 0�!� � � H � � � F 6 � � =

�� � * �  !  5 � � # / � 0  ' � � ( # ( � & �  � � �  # ( � 1 � � � �  0 � / �  2  & � � � -�

� ( � � " ! � & � � � !�� 1 * � � 5 � � 0�!� � � E � � � F 6 � � = �

�F� � � # , � � # % � � 2 + � � �/� 1 �1� ! �\� ��� � 1 !  & � � # / � � / � � � � :A� �� 3A� � ,$!�(



38

Fig. 1: Purificación de Cr(III)-ATP.

La mezcla de reacción proveniente de la incubación a pH 3,0, 80° 
por 12 min de ATP 50 mM y Cr (N03)3 25 mM, fue absorbida en una co­
lumna (1,5 x 18 cm) de Dowex 50-x8 (H+ ), malla 100-200 equilibrada 
con agua. El Cr (III) -ATP se eluyó por medio de un gradiente de HCLC>4 . 
Zn las fracciones eluídas se les determinó la presencia de: adenina por 
absorción a 260 nm; de fósforo total (P̂ .) por el método de Ames y Dublin 

posteriormente Fiske y SubbRow; de cromo total (Crt ) cuantificada es 
pectrofotométricamente a 375 nm por su conversión a cromato.
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Fig. 2 : Espectros de absorción de C r ( m ) - A T P  v Cr (NOj^.

(A) : región UV
(B) : región visible.

Los espectros se efectuaron en amortiguador succinato 50 mM 
pH 6,0.
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-abla 7 : Inhibición por Cr(III)-ATP de la hidrólisis de ATP y ADP

catalizada por las apirasas Pimpernel y Desirée.

Actividad enzimática Km

mM ' '

Ki Cr (III)-ATP �
(mM)

Apirasa Pimpernel

ATPasa 0, 05 0,33

ADPasa 0,17 A 9 � �

Apirasa Desirée
�

ATPasa - ~ - �
0,03 A 9 A �

ADPasa ��o%o T
T

O*O

Ensayo enzimático realizado en amortiguador MES 100 mM pH 6,0, en �

presencia de C a C ^  5,0 mM. El sustrato ATP se varió entre 0,025 y 0,1 �

■M y el sustrato ADP fluctuó entre 0,125 y 0,5 mM. La concentración de �

3 r ( m ) - A T P  empleada fue entre 0,06 y 0,28 mM. La reacción se detuvo a�

los 4 min con molibdato de amonio en medio ácido y el Pi liberado se �

extrajo en isobutanol-benceno según el m étodo de Ernster.



6(

&#/ � , � - # � � � 2  /  0 � 0 � �� !��  �( # � / 5  , � � � � (  �� � � � E � � " ! � � 7F�

. �4� � � / � � � � & &  $ / � 0��& � �  # / � ( � "  ' � ! � / � � ( � &# / � !�� � 1  � � ( �

	!� � ( ) * � , � � 0�� & # # � 0  / � &  $ / � �1 �� � ( � \( * ( � � � � # \ , � � � ! �

( * % � �  0 # � �� � � � ' ? ( � 0�� 0 � � # ( � &  / ? �  & # ( � H ( � & &  # / � ( � . � � � � � � -

. � . � � � �F� (�� � � � � # � 0�� & # / 2  � , � � � 1# � � � ( 1 � & � � # ( & # 1  � � 0�� � � ( # / � / &  � �

0�!� � ( 1 + / � � ! � & � � $ /  & # � E 	 � �G �

. � 4 � � � � 	 ( 1 � & � � # ( � 0�� � � ( # / � / &  � � 0�!� � ( 1 2 / � � ! � & � � $ /  & # � 0�!�

�/06�J�FJ� �/ � 1 � � ( � / &  � � 0�� � 1  � � ( � � � � (  � � �

� # , # � (�� 0 � ( & �  "  $ � �/� !�� ( � & &  $ / � . � � � . � � � , " � ( � �1 �� � ( � (

b6�� 56�6� J
� � ) *  � � � / �  / 0  ( �  / � � , � / � � � � � � #� � / � & # , # � � & �  ' � 0 # � � ( � 0�� !��

@  0 � $ !  (  ( � 0�� !# ( � / * & ! � # �  0 # ( � � =# � � � ( � � � � � 5$ / � (�� � 1 � # ' � & @ � � # /
O� ' �

! � ( � 1 � # 1  � 0 � 0 � ( � 1 � � � , � % / � �  & � ( � 0�!� � /E8J �GN� 9� �!� &*�! � (�� * ( #
=

5O
�/� � � � , 1 ! � 5 # � 0�!� � � � �� 	 ( � # ( � � > 1 � �  , � / � # ( � (�� @  &  � � # / � ( # ! #

&#/ � !�� � / 5  , � � � � (  � � � � 1 # � ) * � � (�� 0  ( 1 * ( # � 0�� * / � � 1 � � 1 � � � &  $ /

�
@ # , # % ? / � � � �/� & � / �  0 � 0 � ( � ( * 2  &  � / � � ( � 0�� � ( � � � � / 5  , � �

	!� � ( 1 � & � � # � 0�� 	 � � � 0�!� � / + 8J � F J � � 1 � � � & � � �/� !�� 2  % � � . � �

, # ( � � � / 0 # � �!� ( � > � � � # � � + 1  & # � 0�� � ( � � � , � � � ! � @ � > � @  0 � � � � 0 # �� 	/� !��

2 %�� �.�9� (�� # " ( � � ' � � !�� & * � ' � � 0�� & � !  " � � &  $ / � # " � � /  0 � � �!�

% � � 2  & � � � �!� 1 � # , � 0  # � 0�� ! � ( � � , 1 !  � * 0 � ( � H�/ � &,F� 0�� ! � ( � �

� � � � �

( � f � ! � ( � 0�!� � /+8J �FJ � � � 2 � �  0 � ( � �� */� ,  ( , # � /  ' � ! � 0�� ( � f � ! � 0�!

[� [� [L�
 / ( � � * , � / � # 9 � �/� 2 * / &  $ / � 0�� !�� & # / & � / � � � &  $ / � 0�!� & � �  $ / � H �#@/ � �

� # X ( � / 0 9 � �7 :4F � � � � � 1 � � 1 � � � &  # / � 0�� � 1  � � ( � � � � (  � � � � H A9 4 < � , �F� /#



(B)

1�" , �� >E�� 	 �+ � * � � � � * �+"%� &�� � � � �#%#*"%� &� ' � � �+ -# � � ' � * � �4#"* � � &�'  
M n ( H 20)2+.

���� � �+ �* � � � � � ��� � : � * � �%� �# � �#� %� � � � "$ �%&� � � � 	 � � >FF� � � �%� �#%� ���+�O  
�%���%� &�� HA� B� HG/� *�#� �#%� � �& � '%*"4# � &�� %�+ ' " � �& � &�' � "#� � � � � �# � � � &�� @F�

“  2 +
�D� 	 �+�* � � � � * � � � � �+ �#&" �# � � � %� �#%� � � ' * � "4# � %� H3I� � � �&�� � # C = HFDO� �� �"(� '

&�� ��5%'�� >FFFN� HB
f�ID� 	 �+ �* � � � � * � � � � �+ �#&" �# � � � %� �#%� � � ' � * "4# � &�� � # C = HFD$� F3L?I� � � � �#� + �g  

� �#*"%� &�� %+" �%�%� F3LM� ���� � " ( � ' � &�� � �5%'� � EHFF�� 2 B
�̀D� � � � (%� &�� *%'" � �%*"4# � &� ' � � �+ � * � � � � &�� 	 � � � &�� '%� �%#&%� &�'� � #C=HFD$  

C 0%��� � � **"4#� H�>>�>D�� 	'� #"( � ' � & � � � �5%' � :��� (%�"%� ' � � � �$e#� '%  
* �#* �# � �%*"4#� &� ' � � � �%' � +%�%�%$#0�"* � �



85

1 � � ( � / � # � /  / % * / � � ( � f � ! � �� !#� ! � � % # � 0�!� " � � �  0 # � 0�� & � , 1 # �

, � % / ? �  & # � � 2 � & � * � 0 # � � / � � � � �AAA � � � . � :A � % � * ( ( � � 	 / � !�� 2  %� � � . � � (��

# " ( � � ' � � ) * � � !�� � 0  &  $ / � 0�� �1 �� � ( � � � � (  �� � � � �� * / � � ( # ! * &  $ / � 0��

� / E 8  AFEG� 1 � # 0 * C # � * / � � � � � / (  &  $ / � �� & � , 1 # � " �C#9 � � '  0 � / &  � 0 � � 1#�

-� ��
!�� � 1 � �  &  $ / � 0�� * / � � / * � ' � � ( � f � ! � �� !��  5 ) *  � � 0 � � 0�!� ( � > � � � # 9 � � �

* / � � 0  ( ,  / * &  $ / � 0�� !�� � ! � * � � � 0�� ! � ( � ( �  ( � !  / � � ( � 0�!� � / �E�8 5AF2&

v

!  " � � � � � / � � � 1 # ! � / 0 # � � ( � � � / * � ' � � � , 1 !  � * 0 � 0�� ( � f � ! � 0�� ! � ( � �

�� �� � � l� K� J�
!  / � � ( � � / � !�� & * � ' � � 0�� & � !  " � � &  $ / � 0�!� � / 0 8J � F J � 9� (�� � / & # / � � $

)* � � !�� & # / & � / � � � &  $ / � � � , � / � / � � � 0�� � / E 8 � AFN� !  " � � � � ( � � � + �

0  ( ,  / *  0 � � �/� */� %� � � � !#� ) * � � 1 � � ,  �  $ � ( * 1 # / � � � !�� 1 � � ( � / &  � � 0�

*/� &#,1!�C#� "  / � �  # � �1� �� � ( � 6 � / �� � � "  0 # � �� ) * � � / # � (�� 0  ( 1 * ( # � 0�

( * 2  &  � / � � � & � / �  0 � 0 � 0�� � / 5  , � 9 � / # � �(�� 1 * 0 # � � 2 � & � * � � � * / �

[� '�[
�  � * ! � &  $ / � 1 � � � � & # / # & � � � !�� � ( � � ) *  �#�/��� ��� 0�� � ( � � � & # , 1 ! � C # � � � #

W�K� m
# " ( � � / � � � (�� & � ! & * ! # � */ � ' � ! # � � � 1 � # >  , � 0 # � 0�� !�� & # / ( � � / � � � 0�

� ( # &  � &  $ / � �� 1 � � �  � � 0�� � ( � # ( � � ( 1 � & � � # ( � H # " � � /  0 # ( � �/

� �  1 !  & � 0 # F 9 � � / & # / � � ; / 0 # ( � � */ � ' � ! # � � 0�� � : � A A A � � � 9� !#� ) * �

`
� ) *  ' � ! � � �� * / � � & # / ( � � / � � � 0�� 0  ( # &  � &  $ / � & � � & � / � � �� 4A� |jM ��� =# � �

� ( � � � � � ( * ! � � 0 # � (�� 1 * � 0 � � 0 � &  � � ) * � � !�� � 1  � � ( � � (�� * /  � + � � �!�

� / H8 ��AFJ� 9� �/� � * ( � / &  � � 0�� ( * ( � � � � # � � � � � � 0  &  $ / � 0�� 	 � � � � �!

& # , 1 ! � C # � "  / � �  # � (1� �� � ( � 6 � / 9� @  5 # � 0 � ( � 1 � � � & � � � �!� ( � > � � � #

� � ��O� >
� + 1  & # � 0�!� � / + 8 J � J � � � � � , "  ? / � !�� � � � / (  &  $ / � �� & � , 1 # � " �C#9

� � 2 ! � C # � 0�!� & # , 1 ! � C # � � 1  � � ( � 6 � / � � � # � (�� # " ( � � ' # � & � , "  # � �/ � �!
>��

� ( 1 � & � � # � 0�� !�� � / 5  , � 6 � / � �!� � f � 0  � � � � � ! J � � / � � � � � 9 : � � � :9A� , � d

� 0 � , � ( � �!�  / ' � � �  � � �!� # � 0 � / � 0�� � 0  &  $ / � 0� � !# ( � & � �  # / � ( 9 � � (

����� 2O
0�&  �9 � � ) *  !  " � � � � 1� �, � � # � ! � � � 1  � � ( � � &# / � � � � � � ! * � % # � � % � � % � �

i t  �� �
� / + 8 J � F � (�� � � 1  �  $ � / * � ' � , � / � � � !�� � � � / (  &  $ / � �� & � , 1 # � " �C# �



�/

a� )7
� ( � # ( � � � ( * ! � � 0 # ( �  / 0  & � � � � / � ) * � � �!� � � � ��!� ' �5 � / # � q/ � � �6 �&& #/ � �

&#/ � !�� � / 5  , � 9 � #� "  � / � (�� * /  � 2 � � �� */� (  �  # � 0  ( �  / � # � �!� &*�! � !#
� � .�MM

" � � � � #� $� 	�%� � �&� '� ( � )	� *� � � � � �� � � + � � � � 	 � , � � �� 	 � � � � � " � �� � � � � � � � � � � - � 	 "

.�� � 	 � � � � � � � � / � � � � ) � � � � � � � � � � � " � � 	 � 0 � � � � 1 , 	 � 	 " � 2 �

.�4��9�� � � / $ , � / # � 0� � @  ( � � � � (  ( � �/� !�� � 1  � � ( � � 1 � �  / & * " � 0 � � &#/

" �#� � � � � �< ' " * � � � � " (%' �# � � �

6� /

� � � � 1  � � ( � � � � (  � ? � � @ # , # % ? / � � � 1 � � � / & * " � 0 � � &#/ � � / �H8J � � 9�

1 � � ( � / � # � * / � � &  / ? �  & � � � ! � � � � 0 � � 0�� !  " � � � &  $ / � 0�� = � �!� ( � � �

� / ( � - � 0 � � &# / � � � = � #� &#/ � ���K � �� & # / & � / � � � &  # / � ( �  / 2 � �  # � � ( � 0�

( � � * � � &  $ / � 1# � � ( * ( � � � � # � H � ! � � 0 � 0 # � � 0�� B , F��� 	 ( � � � � ! � � � � &  $ /
GT

& # / (  ( �  # � �/� */� 1 � �  # 0 # � 0�� � � � � � 0 # � �/� !�� !  " � � � &  $ / � 0�!
<

1 � # 0 * & � # � & # , # � (�� 1 * � 0 � � � 1 � � &  � � � � / � !�� 2  %� � �4�� � 	/� !�� ,  ( , �

2  % * � � � ( � � , * � ( � � � � !�� &  / ? �  & � � 0�� !�� � / 5  , � � � � (  � ? � � /# � � � � � � 0 �

&#/ � � / H8���AF �� H2 %� � �4�F� -� ) * � � �/� (*� � � � , 1 ! � 5 # � (�� 1� �  �/ & * " #

)�	
&#/ � � � � ! � #� &#/ � �q/H8>�F�� �/� 1 � � ( � / &  � � 0�� 	 � � � � �A� , � �� � �  � 0 � / �

H �7 �AF �  / � � # 0 * C # � �!� & # / & � 1 � # � 0�� @  ( � � � � (  ( � �/� � / 5  , # ! # % + � d �

( �% ^ / � (*� 0 � 2  /  &  $ / � ! � ( � � / 5  , � ( � @� �( � � � � � � �& � ( � (# / � � ) * � ! ! � ( � ) * � �

1 � � ( � / � � / � */ � 1 � � � # 0 # � 0�� � � � � � 0 # � �/ � !�� !  " � � � &  $ / � 0�� 1 � # 0 * & � # ( � �

	 ( � � � ,  ( , # � � * � # � �  / � � � 1 � � � � � � ( � � � 2 � / $ , � / # � � / 5  , # ! # %  & # � & # , # �

& # / ( � & * � / &  � � 0�� !#� (  % *  � / � � \

�F� � � , "  # ( � � / � �!� � ( � � 0 # � 0� � � % � � % � &  $ / � 0�� !�� � / 5  , � � �

"G� � � ( 1 ! � 5 � ,  � / � # � 0�� */� !  % � / 0 # � 2 * � � � � , � / � � � * /  0 # � �� !�� � / 5  , � 9 �

&F� = � # & � ( # ( � 0� �  ( # , � �  5 � &  $ / � 0� � !# ( � & # , 1 ! � C # ( � & � � � ! � �  & # ( �



%+!��#� �$ /�0
��

�"$�� >L�� � "#0�"*%� &�� )"&�4'" �" � � &�� � � � � /� � � � � *%�%'";%&%� +��� '%� " � �%+"�%9

�%� � � � " �0� � +� �"#*� �%&%� *�#� �#C=HFD$B� �� *�#� �%B �

�%� +� � "#* � �%*"4#� ��� � �%'";4� �#� %����� *%��� � �#� %� � � � "$�%&�� � �	�� >FF� � �
-H 6,0.

� +
C�D� � � � "#* � �%*"4#� *�#� �#C=;FDh� F3HI� ���� � B
ED� � � � "#* � �%*"4#� *�#� �%B� F3AI� � � � �� �"�#� * �#� � % i� F3HI� � � � �#� +� � � �#*"%� &�  

	 � � � � >F� ���

�'� *%��� &�� �#%� )� �%� %� L �� ��� &" ' � /4� *�#� � � � � CF3H� �$R��D� /� ��� �"$�"4� '%  
*"#0�"*%� &�� ' " � � �%*"4#� &�� �"� %� +%��"�� &�� � � � � /� &�� �� � � � � �+�* �"(%��#� � �

	'� � �&"� � &�� �#�%/� � �#;" �<�"* � � * �#� �#-%� ��� � �� � � � � F3FI� ��N� � % � ' � � I� ��N  
%����"$�%&��� � 	 � � >FF� � � �+=� M3F�� 	'� �"� '" � � �%&�� ��� * �%#�" : "*4� +��� �'� �02
��&�� &�� 	 �# � � � � � /� * � ' \ C>?IFD�



88

� � ( 1 * ? ( � ) * � � (�� � /&#/ � �$KP� �!� 62�/$, � /#� 0�� @  ( � � � � (  ( 9 �

1 � # ' # & � 0 # � 1# � � � / � 8J �FJ � �/ � !�� �1 �� � ( � � � � (  � � � 9 � (�� 1 � # " # � ( � !#( �

(  % *  � / � � ( � , � � � ! � ( � "  ' � ! � / � � ( � & # , # � � � 9� � % 9� �#9� -� b/� � � , "  ? / �

1 � # 0 * & + � / � �!� 2 � / $ , � / # � � ! * 0  0 # 9 � � � / � # � �/ � !��  �(#�1 �� � ( � � � � (  � � � �

& # , # � �/ � ! � � =  , 1 � � / � ! � � � , " � ( �  �( # � / 5  , � ( � 1 � �  / & * " � 0 � ( � &# / � � � �Me�9�

/ 7 � 9� � / � 9� �# � -� b/� , # ( � � � � # / � � 1 � �  &  $ / � 0�!� 2 � / $ , � / # � 0��

@  ( � � � � (  ( � �/� ! � ( � � & �  '  0 � 0 � ( � � / 5  , ; �  & � ( � � �=�K( &� � -� � � = � (  & � � �

� � � 2  % * � � � �:� , * � ( � � � � ! � ( � & * � ' � ( � 0�� 1 � # % � � ( # � 0�� @  0 � $ !  (  ( � ( # ! # �

0�� !��  ( # � / 5  , � � � � (  � � � � 1 � �  / & * " � 0 � � &#/ � 0  2 � � � / � � ( � , � � � ! � (

a� X'f
� � (  � � � � � / � 1 � � ( � / &  � � 0�� � �

� � � � ( � * 0  # � ! � � 1 # ( � �"� ��� �0 � 0 � 0�� ) * � � �!� 2 � / $ , � / # � @  ( � � � � �  & # �

�/� !�� �1 �� � ( � � ( � � 0 � "  � � � � �� & � , "  # ( � � / � (* � � ( � � 0 # � 0�� � % � � % � &  $ / �

, # ! � & * ! � � 9 � & # , # � @� �  / 0  & � 0 # � � � + � 0 � / 9 � & * � / 0 # � � ( � � � � / 5  , � � (��

� / & # / � � � " � � � / � 1 � � ( � / &  � � 0�� , � � � ! � ( � "  ' � ! � / � � ( � -� � / � � * ( � / &  � � 0�



�0

��=�(��M� M

+$%� +$%

	+!��#� �$

�"$�� >I�� � "#0�"*%� &� � )"&�4 ' " � " � � &� � � � � � /� � � � � *%�%'" ;%&%� +��� '%
"� �%+"�%�%� � � � " �4 � � + � � "#* � �%&%� *�#� *%�"�#� � � �"(%'�#� � � �

��� � � " ' " ;%� �# � '%�� � " � �%�� * �#&"*" �# � � � &�� + � � "#* � �%*"4#� /� + � �2
� � � " � � � �# �%/ � � �# ;" �< � "* � � & � � * � " �%� � �#� '%� �"$�� >L�

C�D� � � � "#* � �%*"4#� * �# � �%OB� C�D� � � � "#* � �%*"4#� *�#� � $OB N� C�D� � � � "#2
* � �%*"4#� *�#� � � O B� /� � � �� � � � "#* � �%*"4#� *�#� >@� �



90

TABLA 10 : Período de retardo presentado por la enzima Desirée

preincubada con distintos Cationes.

M 2+ Preincubación £ a

(0,25 mM) ATPasa ADPasa

(seg) (seg)

C a 2+ 18 12
M g 2+ 21 30
Mn2 + 42 42
Co2 + 51 21
Zn2 + 15 # 9

$

a
^  = período de retardo se define como la extrapolación al eje de la 

abscisa de la parte lineal de la curva, es decir Producto = 0

(Frieden, 1970).
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el sus tr at o (complejo C a - A T P  o C a - A D P ) . Esta forma activ a de 

enz im a po drfa o no tener u n i d o  aun el metal bivalente. El 

tiempo de r e tardo de aparición de p r o d u c t o  de la enzi ma 

pre vi ame nt e e q u i l i b r a d a  con ion c a l c i o  es función de la 

c o n c entración de sustrato, como se o b s erva en las f i guras 17A 

y 17 B . Este factor deja de ser observ a b l e  a c o n c e n t r a c i o n e s  de 

ATP superi o r e s  a 0,1 m M  (sobre c u a t r o  veces Km).

Otro apoyo experimental de que e l  s u s t r a t o  (nucle o t i d o  

metal) suprime la h i s t e r e s i s  se e n c o n t r ó  c u ando se p r o t e g i ó  la 

enzima con s e u d o - s u s t r a t o s  que a la vez son inhibidores, como 

el ade nos  fn-5" ( (l ,^-me t i 1 en )-tr i f osf ato (AMP-PCP) (Del C ampo y

col., 1977) y C r ( I I I )-ATP (fig. 18). La h i s t e r e s i s  también se
%9�� �

anula al que lar el M n ( H ¿0)fc con EDTA como se m o s t r o  en la fig. 

14. (

La interacción entre la e nzima y esto s m e t a l e s
/ y

biva le n t e s  que provoca n el f e n ó m e n o  de histeres is, el cual se 

vi sualiza a baj as  c o n c e n t r a c i o n e s  de sustratos, no es abol ido 

por diluc ió n de la enz ima (1000 veces) en BSA 0,02/  ni por 

diá li si s e x h a u s t i v a  en NaCl 100 m M  (tratado  con Chelex-100).

3.4.5. Ca lculo de la consta nte de v e l o c i d a d  aparen te para 

alcanzar el regimen e s t a c i o n a r i o  del c o m p l e j o  a p i r a s a - C a

y
Por los r e s u l t a d o s  e x p e r i m e n t a l e s  de ESR y c i n é t i c o s  se 

puede suponer que la causal de h i s t e r e s i s  que p r e s e n t a  la 

api rasa sería un c ambio conformaci onal de la e nzima a una



: Efecto de la concentración del sustrato-metal sobre el�
tiempo de retardo de la apirasa Desiróe preincubada con

Las condiciones de preincubación �
tiguador MES 100 mM pH 6,0; � � � O � 0,25�
‘es de sustrato.

lA) ATP varió entre 25 y 100 ¿iM.�
3) ADP varió entre 25 y 67 /uM.
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■forma menos activa o inactiva al unirse el metal bivalente en 

forma reversible a la enzima. Esta forma enzimatica volver Ta a 

la conformación activa por un desp lazam iento directo del
, _ i*

complejo La -nu cl eotido (verdadero sustrato de la enzima) 

como se represent a en el esquema presentado a continuación

El au mento de la velocid ad de la reacción depende del 

tiempo que se demora el metal (inhibidor) en liberarse de la 

superficie de la enzima (Frieden, 1970).

Hatfi el d �  col. (1970) presentan dos mode los cinéticos 

que permiten explicar el per íodo  de reta rdo caracterí stico de 

la reacción c atalizada por la desami nasa de la treonina. A) 

Mo de lo de equ il ibrio espontáneo; involucra dos formas 

enzimaticas, una activa �  la otra inactiva que están en 

eq ui librio rápido  en ause nc ia de ligandos, la unión 

preferencial de un ligando efector (activador o inhibidor) 

d e s p l a z a m i e n to  rápido del equilibrio. B) El otroproduce un
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'ABLA 12: Contenido de metales bivalentes en el tubérculo de S. 

tuberosum v a r . Desirée.

Mg 18,02 + 2,24 20,0

Ca 6,56 + 1,27 7,6
Mn 0,141 + 0,026 0,22
Zn 0,308 + 0,038 0,12
Co 0,0024 + 0,0012 0,010

	
Promedio de 6 muestras.

valores extraídos de Souci, S.W., Fachmann, W. y Kraut, H (1979) en 

-ie Zusammensetzung der Lebensmittel. Ed. Wissenschaftliche veriags- 

| gesellshaft M.B.H. Stuttgart.

La cuantificacién del contenido total de estos metales se efe£ 

tué por análisis de activación neutrónica de muestras calcinadas (véa- 

i se la sección 2.12).
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tejido -fresco. Se puede concluir que la c o n centración de estos 

m e t a l e s  b i v a l e n t e s  es por lo m e n o s  un orden de m a g n i t u d  mayor 

que la de los nucleotidos.

S.7. P u r i f i c a c i ó n  de c a l m o d u l i n a  de tubérculo de S. tuberosum 

var . U1t i mus

La p u r i f i c a c i ó n  de la CaM de tubérculo de S_. tuberosum 

se baso en las c a r a c t e r í s t i c a s  descritas para CaM de otras 

f u entes corno s o n : la e s t a b i l i d a d  al calor, la p r e c i p i t a c i ó n

con un 5ÜX de satura c i ó n  de s u l f a t o  de a m onio y su afini d a d  

por t r i f 1uoperazi na (Dieter, 1984). Se aisló a partir de S . 

tuberosum var. U l t i m u s  y var. Desirée. Se describe solo la 

p r e p a r a c i ó n  y p o s t e r i o r  caracterización* de la CaM y otras dos 

p r o t e í n a s  que r e s u l t a r o n  ser modulador-as de la apirasa, a 

partir de S_. t u b e rosum var. Ultimus.

El p r o c e d i m i e n t o  de p u r i f i c a c i ó n  de CaM de S. tuberosum 

no c o r r e s p o n d i ó  a n i n g u n a  de las d e s c r i t a s  en la literatura a 

partir de tejidos v e g e t a l e s  <Muto y Miyahi, 1977; Charb o n n e a u  

y Cor-mi er, 1979; Wat tensón y col., 1980; Jarre t y col., 1982; 

01 ah y col., 1983; Sane y col., 1984). Fue imprescindible 

c o n c e n t r a r  p r i m e r o  las p r o t e í n a s  del e x t r a c t o  de S. tuberosum 

con s u l f a t o  de amonio, a ntes de realizar el p r o c e s o  de 

c a l e n t a m i e n t o.

La f r a cción p r o t e i c a  p r o v e n i e n t e  de S. t u b e r osum

p a r c i a l m e n t e  p u r i f i c a d a  a través de p r e c i p i t a c i ó n  con s u l fato
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TABLA 15

Efecto de las fracciones proteicas eluídas de la columna de TFP-Sepharose sobre la 

fosfodiesterasa de AMPc y la apirasa.

Fracción
Proteica

Q
Volúmenes 
de columna

Ac ti vi da d 
ug de frac­
ción proteica.

f o s f o d i e s t e r á s i c a 3 
(AMP) liber. Au m e n t o  
uraoles. acti vi da d

% t

¿ug de f r a c ­
ci ón proteica.

A c t i v i d a d  a.pirSsica 
(Pi) liber. 
¿untóles.

b

a u m e n t o  de 
la a c t i v i d a d  

%

0,0247 0,35
Fr-50 - 142 0,0490 98 140 0,61 74
Fr-A 0,84 220 0,0250 1 22 0,53 51
Fr-I . 2,60 10 0,0247 0 10 0,26 - 2 6 d
Ca M 0,84 4,9 0,0370 50 .

. -»>*
20 i 0,35 0

*Fosfodiesterasa de AMPc de corazón de bovino, 0,08 U (100 p g  de proteínas / tubo). Al canza su m á x i m a  a c t i v a c i ó n  co n 
34 ng de Ca M de bovino (190%) .

Isoapirasa A  proveniente de S. tuberosum var. Ultimus, 29,5 U A T P á s i c a  (10 ¿ug de pr ot eí na / tubo). Esta e n z i m a  es 
una de las isoapirasas presente en esta vari ed ad de S. t u b e r o s u m , una de cuyas ca ra c t e r í s t i c a s  es h i d r o l i z a r  el ATP 
y el ADP con un cuociente cercano a 10.

£
Elución de la columna de cada fracción pr ot ei ca considerando, en los dos pr im er os casos que la e l u c i ó n  es c o n  NaCl 
0,5 M  y en el tercero es con EGTA (5 m M ) .

^Porcentaje de disminución de la actividad apirásica.
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(+) (-)

-9 . 2 0 : Fotografía ae los geles de poliacrilamida de la fracción
eluída de la columna de TFP-Sepharose con 0,5 mM EGTA.

iA) Electroforesis geles poliacrilamida al 10% en presencia de SDS. 
Estándares de M.M. usados:
FB = fosforilasa B (M.M., 94,0 kDa)
BSA = albúmina sérica de bovino (M.M. 67,0 kDa)
OVO = ovoalbúmina (M.M. 43,0 kDa)
AC = anhidrasa carbónica (M.M. 30,0 kDa)
IT = inhibidor de la tripsina del poroto de soya (M.M. 20 kDa) 
LA =«(-lactoalbúmina (M.M. 14,4 kDa).

i) Electroenfoque en geles de poliacrilamida al 10% con anfolitos 
de rango de pH entre 3,5 y 10.
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.abla 1 6 : Caracterización de la calmodulina de tubérculo S. tuberosum
var. Ultimus.

Aumento de la actividad 

■fosf odiesterásica.

1. - Más 3 4 ng de CaM de bovino 188

2. - Más 4,9 pg de Fr-CaM de S, tuberosum 50

3. - Más 9,8 pg de Fr-CaM de S. tuberosum 75

4. - Más 19,5 pg de Fr-CaM de S. tubersoum * * 125

5. - Igual que 4. más EGTAa (1 mM) 28

6. - Igual que 4. más EGTAa (2 mM) 1 0

7. - Igual que 4. más TFP (50 pM) 0

Las condiciones de ensayo de la actividad fosfodiesterásica y pos 

terior cuantificación del AMP producido se encuentran descritas en la 
Tabla 14.

*En el ensayo se eliminó el CaCl2.
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TABLA 17: Efecto de la fracción activadora sobre las distintas

isoapirasas.

Apirasa Aumento de la Actividad

ATPasa ADPasa
„ %

* %

Desirée (1,2 pg) más Fr-A (40 pg) 76 59

Pimpernel (3,0 pg) más Fr-A (40 pg) 68 82

Ultimus A a (1,1 pg)raás Fr-A (40 pg) 75 77

Ultimus B ( 0,1 pg) más Fr-A (40 pg) - 75 83

Ultimus (1,1 pg) A más Fr-A (40 pg) más \

EGTA 10 mM. 75 80

Desirée (1,2 pg) más Fr-A (40 pg) más 
TFP 0,5 mM. 18 24

Se realizó un control para cada enzima preincubando con 40 pg de BSA.

Isoapirasa aislada de S. tuberosum var. Ultimus de cuociente ATPásico/ 

ADPásico cercano a 10.

Isoapirasa aislada de S. tuberosum var. Ultimus de cuociente ATPásico/ 

ADPásico cercano a 2.
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D I S C U S I O N

En el presente trabajo se han e s t u d i a d o  dos enzimas 

p i ro-f osf oh i drol as i cas c o n o c i d a s  como apirasas, aisladas del 

t u b é r c u l o  de dos v a r i e d a d e s  de S ■ tuberosum , Pimpernel y 

Desi r e e . be ha tratado de esclar e c e r  la posible tune ion de los 

cat i ones b i v a l e n t e s  en la catal is-hs, enzi mat i ca de 1 os 

s u s t r a t o s  A T P  y A D P , y por otra parte se ha investigado sobre 

la p r e s e n c i a  de algún m e c a n i s m o  regulador de las activi d a d e s  

h i dr o 1 i ticas A T P a s  ica y A D P a s i c a  de las i soapi rasas.

4.1. Ruta de p u r i f i c a c i ó n  s e g u i d a  para las 1 soapi rasas.

La ruta de p u r i f i c a c i ó n  s e g u i d a  para aislar ap i rasa a 

partir de c u a l q u i e r a  de las dos v a r i e d a d e s  de S. tuberosum , 

Pimpernel y Desi ree p e r m i t i ó  obtener en forma reproducible las 

dos i s o e n z i m a s  en e s t a d o  homogéneo.

Cabe hacer notar que en n i n g u n a  de las etapas de 

p u r i f i c a c i ó n  hubo d i s o c i a c i ó n  entre las a c t i v i d a d e s  A T P á s i c a  y 

ADPa^s i c a . Esto se c o r r o b o r ó  a d e m a s  por dos de los me’todos 

e 1 ec trof or é*t i eos e m p l e a d o s  en que se ensayaron p a r alelamente 

las a c t i v i d a d e s  ATPa'sica y ADPa'sica y hubo una estricta 

c o r r e s p o n d e n c i a  con la banda de pro te frías. Estos r e s u l t a d o s  

c o n f i r m a r o n  que las a c t i v i d a d e s  A T P a s i c a  y ADPa'sica 

c o p u r i f i c a n  a lo largo de las d i s t i n t a s  e t a p a s  de aislamiento, 

por lo que se c o n c l u y e  que c o r r e s p o n d e n  a una sola enzima
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esta cromatograf ía exclusivamente como una cromatograf Ta de 

afinidad (Bohme y col., 1972; Easterday y Easterday, 1974; 

Ryan y Uestling, 1974; Thompson y col., 1975). Esta elucio'n de 

la apirasa en forma i nespec íf i ca con alta fuerza ¡cínica se 

puede explicar suponiendo que este "pliegue n u c 1eotídico" no 

está igualmente definido para la apirasa, o que la matriz de 

polidextrano puede también estar participando en las 

interacciones inespeciffe as con la enzima. Es igualmente 

importante de considerar el efecto de intercambiador iónico 

que puede tener este colorante por la presencia de los grupos

* / J
sulfonicos, produciéndose asi interacciones electrostáticas. 

Esta ultima suposición es factible puesto que la ruta de 

purificación anteriormente descrita en nuestro laboratorio 

terminaba con una c r o m atograffa de intercambio iónico 

(Calenzuela y col., 1973). Sin embargo, la enzima proveniente 

de esta etapa de purificación presentó el inconveniente de ser 

muy inestable en el transcurso del tiempo, y por ello se trato 

de reemplazar esta etapa por otro tipo de c r o m a t o g r a f f a .

La suposición de que podrTan haber ademas interacciones 

entre la enzima y la matriz misma de polidextrano, se basa en 

que la fosfofructoqui nasa eluye con el sustrato o con fuerza 

iónica, según sea la matriz a que esta unido el colorante 

(pol iacri 1ami da o Sephadex G-2ÜQ). Con la fosfofructoqui nasa 

se llega al extremo de que si la matriz usada es celulosa, ni
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m DF c a t a l izada, por las api rasas Pimpernel y Das i rae, sa t r a t o 

de dilucidar el e s quema de c o o r d i n a c i ó n  de la enzima con el 

ion m e t á l i c o  y con el sustrato.

Por lo general , las e n z i m a s  activadas por iones

m e t á l i c o s  b i v a l e n t e s  poseen estequi ornetrfas simples en sus 

c o m p l e j o s  ternarios, donde enzima, catión y sustrato tienen 

una relación 1:1:1 (Mildvan, 1970). Los sustratos que

participan en este tipo de c o m p lejos son generalmente ATP y 

ADP, d e r i vados pirofosfori 1 ados con alta afinidad por los 

iones me t á"l i eos bivale n t e s  (Phillips, 1 9óó) .

Se pueden distinguir, en g e n e r a l , tres esquemas de 

coordinación posibles para las enzimas activadas por iones 

m e t á l i c o s  que forman c o m p lejos 1:1:1 de enzima, ion m e t á l i c o  y 

sustrato (Mildvan, 1970):

a) C omplejo en que el sustrato hace de puente

E - S - M

b) C omplejo en que la enzima hace de puente

M - E - S

c) Complejos en que el ion m e t á l i c o  hace de puente en dos 

formas

lineal, E-M-S; cíclica, E

M

Estudios posteriores que incluyen la estimación de las 

distancias entre el ion metal ico y el sustrato, y el uso de 

los complejos estables de ATP con Cr(III), permitieron 

describir dos esquemas de coordinación adicionales; d) complejo
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La presente tesis m u e s t r a  c o r r e s p o n d e n ci a  en los valores 
a* f

de Km y Um para Ca y A D P  con la api rasa Desiree a pH 6,0. La

linear i dad y c o r r e s pondiente superposición de los gráficos de

S/v en función de la c o n c entración de sustrato total con el de

M /v en función de la c o n centración del i ón m e t á l i c o  total,

permiten concluir ademas, que no hay efecto inhibitorio por el

nucleo t i d o  ni por el ión calcio libre (Morrison, 1979).

Estos r esultados concuerdan plenamente con los obtenidos

para la enzima Pimpernel e fectuados a diferentes pH por Donoso

(1976) en este laboratorio. Estos e x perimentos apoyarían la

hipótesis de trabajo en cuanto a que la forma activa del

sustrato es el complejo n u c 1eoti do-me tal en relación 1:1,

Con el proposito de calcular 1 a 'concen trac i ón real de

Ca-ADP se midió la constante de asoc i ac i órr de este complejo en

las m ismas c ondiciones de pH y fuerza iónica en que se

realizaron los estudios c i n é t i c o s ;como aconsejan 0 /Sullivan y

Smithies <1979). Con anterioridad en el laboratorio se habfa

determinado la constante de asociación para Ca-ADP a pH 8,0

por el m étodo de filtración en Sephadex G-lü, encontróndose un
-1

valor de 2300 M (Donoso, 1976), valor que esta de acuerdo

con los informados en la literatura y determinados por otros

métodos (O^Sullivan y Perrin, 1964). Por eso se utilizo"

también esta te'cnica para conocer el valor de esta constante a

pH 6,0 y para corroborar los datos obtenidos, se determincT

también por titulación directa mediante un electrodo selectivo 
a+

para Ca

Se hizo necesaria la determinación de este valor en las
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que se parecen al sustrato.

En la m a y o r í a  de las e n z i m a s  estudiadas, el C r < I I I ) - A T P  

es un inhibidor de tipo c o m p e t i t i v o  r e s p e c t o  al v e r d a d e r o
it-

s u s t r a t o  M -ATP. La -fuerte unión de estos c o m p l e j o s  de

3 +-
Cr(III) con las qui nasas, a pesar de la inercia química del Cr 

sugiere que la interacción con el sitio activo de las enzimas 

se e f e c t u a r í a  p r i n c i p a l m e n t e  a través de los o x í g e n o s  de la 

cadena p i r o f o s f o r i c a , y no por c o o r d i n a c i o n  3� través del ion 

metal ico. En cambio, c uando la enzima Ínteractúa con el 

s u s t r a t o  a través del ion metal ico, como en el caso de la 

p i r o f o s f a t a s a  inorgánica de levadura, los c o m p l e j o s  de

p i r o f o s f a t o  de C r ( I I I ), no son inhibidores (Sperow y Butler, 

197ó).

Este a n á l o g o  del c o m p l e j o  m e t a 1- ^ u c 1eoti do es un 

inhibidor de tipo c o m p e t i t i v o  de las a c t i v i d a d e s  A T P á s i c a  y 

A D P a s i c a  de las dos i s o e n z i m a s  de la apirasa estudiadas. A 

través de los v a l o r e s  del p a r á m e t r o  Ki , se o b servo que el 

C r < I I I ) - A T P  se une m á s  firmem e n t e  a la ¡soenzima Desiree que a 

la isoenzima Pimpernel.

La conclusión g e n e r a l , que se desprende del efecto 

inhibitorio del C r < I I I ) - A T P  sobre las i soapi rasas de S .

t uberosum es que estas isoenzimas no interactúan con el 

s u s tr ato a través de la p r i m e r a  e sfera de c o ordinación del ion 

metálico. La un i ón con el c o m p l e j o  míe tal -nuc 1 eot i do podría ser 

a través de los o x í genos de la c adena p i r o f o s f o r i c a  o bien del 

anillo de purina. N o  obstante, es posible descartar la 

importancia de la interacción con el n ú c l e o  de purina por las
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catalizada e n z i m a t i c a m e n t e , hay que considerar la ubicación 

del i <5n metálico en los distintos a tomos de -fosforo de los 

nucleotidos. En general, los d e s p 1azami en tos nucleof Ti icos 

sobre el atomo de fosforo se pueden agrupar en dos clases de 

mecanismos, el di sociativo o SN1 y el asociativo o SN2 

(Mildvan, 1979). Mildvan <1979), propone tres criterios para 

determinar el m e c a nismo de las reacciones en que participa el

A T P . Dentro de estos se encuentra la ubicación del ion
*

m e t á l i c o  en el complejo activo. Se apoya la existencia de un 

mecanismo asociativo cuando el metal activador coordina al 

grupo fosforilo del ATP que va a ser sustitufdo, puesto que 

esta coordinación dificulta (inhibe) el otro mecanismo. El 

segundo criterio es conocer las distancias inter-sustratos en 

la enzima; esto se ha podido realizar mediante técnicas de

. . . - - . i t  0.+
relajación magnética nuclear con Mn , Co y complejos de 

Cr(III). Finalmente, el tercer criterio es determinar la 

estereoquímica de la sustitución en el atomo de fosforo. El 

mecanismo di sociativo se espera que ocurra con racemizacion en 

el fosforo; en cambio el asociativo ocurre con inversión o 

retención de la configuración (numero par de inversiones) o 

una sustitución n u c 1eof i 1 i ca con seudo-rotac ion del 

intermediario penta-coordi n a d o . En este mecanismo, el

estado de transición consiste en un fósforo penta-coordi nado 

con geometría bipiramidal t r i g o n a l , estando los grupos

saliente y entrante en las posiciones apicales (Eckstein, 

1985) .

Tanto el primer como el tercer criterio se pueden







�(�

que a l g u n o s  de e l l o s  hacen cambiar el cuociente 

A T P a s i c o / A D P a s i c o  si se c o m paran con el e n c o n t r a d o  en

p r e s e n c i a  de Ca . En la e n z i m a  Pimpernel, el M n ^ y  el C d 2+

p r o d u c e n  un gran a u m e n t o  de la a c t i v i d a d  ADPa'sica con r e s pecto 

al C * en c o m p a r a c i ó n  con la A T P a s i c a ,  dando como r e s u l t a d o  

una baja del c u o c i e n t e  A T P á s  i c o / A D P á s  ico. Por otra parte, 

e s t o s  m i s m o s  c a t i o n e s  b i v a l e n t e s  ( M n ^ y  C d ^  ) en la i soenzima 

Desiree p r o d u j e r o n  un a u m e n t o  de la a c t i v i d a d  ATPa'sica con
it-

r e s p e c t o  al Ca , sin variar s i g n i f i c a t i v a m e n t e  la ADPasica, 

l o g rando así un i ncremento del c u o c iente A T P a s  i c o / A D P a s  ico. Se 

hace difícil c o m p r e n d e r  por que los c o m p l e j o s  M n - A T P  y Cd-ATP 

son m e j o r e s  s u s t r a t o s  para la e nzima Desirée y los

c o r r e s p o n d i e n t e s  d e r i v a d o s  di f o s f o r a d o s  M n - A D P  y C d-ADP lo son 

para la ap i rasa Pimpernel .

En c o n s e c u e n c i a ,  e s t o s  r e s u l t a d o s  c i n é t i c o s  no pueden 

a t r i b u i r s e  e x c l u s i v a m e n t e  al s u s t r a t o  (complejo

me t a l - n u c 1eot i do) sino que también a d i f e r e n c i a s  e s t r u c t u r a l e s  

t r i d i m e n s i o n a l e s  a d q u i r i d a s  por a mbas e n z i m a s  al unir los 

d i s t i n t o s  sustratos. E s t a s  d i f e r e n c i a s  podrTan ser sólo de 

tipo conformaci onal o por d i f e r e n c i a s  en los sitios activos. 

Es p o sible hacer este u l t i m o  c o m e n t a r i o  p uesto que, como se 

d e s c r i b i ó  en la Introd u c c i ó n  (sección 2B> , los e s t udios 

comparati vos e f e c t u a d o s  con m o d i f i c a d o r e s  q u í m i c o s  de r e s i d u o s  

de aminoaci dos m o s t r a r o n  que hay d i f e r e n c i a s  en el sitio 

a c t i v o  de ambas isoenz i m a s  (Kettlun y col., 1981, 1982).

Se ha t r atado de e x p licar estas d i f e r e n c i a s  c i n é ticas 

con los c a t i o n e s  ensayados, c o r r e l a c i o n a n d o  los datos de
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d e p e n d e n c i a  de metal b i v a l e n t e  de la a p i r a s a  con otras A T P a s a s

v e g e t a l e s ,  se puede a p r e c i a r  que las A T P a s a s  al igual que la

api rasa ( A T P a s a - A D P a s a ) , r e q u i e r e n  de los c o m p l e j o s

n u c 1e o t i d o - m e t a l , y es f r e c u e n t e  e n c o n t r a r  a los c o m p l e j o s

C a A T P  o bien M g A T P  c o m o  los m e j o r e s  s u s t r a t o s  <Kahr y

M e llen, 1976; Caldwell y Haug, 1980). Los e s t u d i o s  r e a l i z a d o s

en g r a m í n e a s  m o s t r a r o n  a d e m a s  que tanto el A T P  como los
at- a.+

m e t a l e s  libres, Ca y M g  son inhibi d o r e s  de la a c t i v i d a d
*

�
e n z i m a t i c a .  E s t o s  e f e c t o s  i n h i b i t o r i o s  no se han e n c o n t r a d o  en 

las a p i r a s a s  Pimpernel y Desi r e e . P r o b a b l e m e n t e  estas A T P a s a s  

v e g e t a l e s  de g r a m í n e a s  p r e s e n t a n  a d emás del sitio de unicTn 

para  el c o m p l e j o  n u c 1e o t i d o - m e t a l , s i t i o s  de unión a d i c i o n a l e s  

para metal y n u c 1eot i do libres. Estos a u t o r e s  han e n c o n t r a d o  

también una s e c u e n c i a  de e f e c t i v i d a d  p r o d u c i d a  por los m e t a l e s  

b i v a l e n t e s  d i f e r e n t e  a la e n c o n t r a d a  para las isoapirasas de

2-f- '
S. t u b e rosum , pero en ambos c a s o s  el Ca es el catión

b i v a l e n t e  que p r o v o c a  el m a y o r  e f e c t o  activador.

Otra d i f e r e n c i a  importante entre las a p i r a s a s  de S . 

t u b e r o s u m  (solubles) con las A T P a s a s  v e g e t a l e s  p r e s e n t e s  en 

f r a c c i o n e s  m i c r o s o m a 1 es de gramíneas, es que estas u l timas

m u e s t r a n  a c i e r t a s  t e m p e r a t u r a s  una c i n é t i c a  no m i c h a e l i a n a  

(Caldwell y Haug, 1981). En cambio, la api rasa no muestra

v a r i a c i o n e s  de este tipo en esos r a ngos de temperatura

(Kettlun y col., 1982).

Hay datos que indican que el nivel de n u t r i c i ó n  mineral 

de r a f e e s  de trigo y avena es un factor determ i n a n t e  en las
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complejo binario E-Mn (Mildvan, 1970).

El di seno experimental inicial con la api rasa tuvo por 

objeto comparar los espectros de una solución de m a n g aneso en 

presencia de esta enzima, y también de la enzima junto al 

seudosustrato AMP-PCP, que es un buen inhibidor de tipo 

competitivo de ambas ac t i v i dades h i drol f t i cas de la apir-asa. 

Los resultados mostraron que la apirasa une directamente el 

metal en ausencia de sustrato, pues se observo una alteracio"n 

notoria en el espectro de M n <H L0)^junto con una disminución de 

la amplitud de 1 as ó líneas. Esta alteración del espectro se 

interpreta como un cambio en la simetría electrónica del Mn 

hexah i d r a t a d o , lo que en otras palabras significa que la

Primera esfera (o esfera interna) de coordinación del Mn<H,ü)¿*
- ' \

unido a la enzima se ha distorsionado por la formación del 

complejo binario Mn-enzima <Reed y col., 1971). Las grandes 

desviaciones de la simetría cubica producen transiciones fuera 

de 1* región i sotrópica con la consiguiente "disminución" del 

espectro, puesto que las intensidades espectrales se extienden 

en un rango amplio y aparecen en varios miles de gauss. Hay 

varios ejemplos conocidos de di store iones de los complejos de 

Mn<II.> con proteínas CReed y Ray, 1971; Reed y C o h n , 1973; 

Hatfner y col., 1974; Buttlaire y col., 1975; Vi 11 afranca y 

col., 1'%� �  Estos resultados encontrados con la apirasa 

Desiree que muestran la unión directa del catión bivalente, Mn* 

hicieron pensar inicial mente que la apirasa es un ejemplo de 

complejo metálico dual (sección 4.2., esquema e).

oe m idió un valor aproximado de constante de asociación
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siendo el s u s trato el 1 i gando que d e s p l a z a r í a  al inhibidor-

unido. La ecuación d e s a r r o l l a d a  para este m o d e l o  predice la

d e p e n d e n c i a  lineal entre la K ap ( v e l o c i d a d  con que se a l canza 

el regimen estacionario) y la c o n c e n t r a c i ó n  de sustrato,

S ^
situación que se e n c o n t r ó  para la api rasa.

Los a n á logos del s u s t r a t o  C r - A T P  y A M P - P C P  anulan la

aparición del f e n ó m e n o  de h i steresi s. Estos r e s u l t a d o s  no

c o ntradicen el m o d e l o  a ntes mencionado^ ,de la e x i s t e n c i a  de

sitios de unión d i s t i n t o s  para el ion m e t á l i c o  y n u c l e o t i d o

metal, p u esto que se puede p o s tular que la unión del s u s t r a t o
••

produce un cambio conformaci onal en la e nzima tal, que altera, 

el sitio de unión para el ion me tal i co libre. Por lo tanto, de 

las tres c a u s a l e s  de a p a r ición de h i s t e r e s i s  p r o p u e s t a s  por 

Frieden (1970) y por H a t f i e l d  y col. (1970) la que se ajusta 

m ejor en la api rasa a los datos e x p e r i m e n t a l e s  es la del 

d e s p l a z a m i e n t o  de un 1 i g a n d o  f u e r t e m e n t e  unido a la enzima.

i-r
Cabe hacer notar que de los c a t i o n e s  probados, el Ca y

el Z n -2 son los que p r e s e n t a r o n  un e f e c t o  menor en el tiempo de

retardo, en c a m b i o  el M n ( H z 0)¿ (para a mbas a c t i v i d a d e s

enzimaticas) y el Co (mas s i g n i f i c a t i v a m e n t e  para la ATPasa)

p rod ujeron un p e r í o d o  de r e t a r d o  que a l c a n z o  al minuto. Estos
zy

v a l o r e s  perm itirian e x p licar por que el Ca no pudo d e s p 1 azar 
�/

al M n ( H x 0 > 6 en los e x p e r i m e n t o s  de ESR y a la vez, el

d e s p l a z a m i e n t o  del Ca , que d e b i ó  haber e s t a d o  u n i d o  a la

e nzi ma en esas c o n d i c i o n e s  exper i miéntales (sección 3.4.1.),
� �/

por parte del M n (H x 0)^ . P r o b a b l e m e n t e  el m a y o r  tiempo de
	

r e t a r d o  p r o d u c i d o  por este metal p a r a m a g n e t i c o  en la
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situ ación en -forma directa, se ha d e d u c i d o  a través del efecto 

de las d r o g a s  fenotiazíni c a s , a n t a g o n i s t a s  de la c a l m o d u l i n a  

<Dieter y Marine , 1980; Cormier y col., 1982; Dieter, 1984).

A p a r t e  de la acción e s t i m u l a d o r a  sobre A T P a s a s  vegetales 

ligadas a m e m b r a n a s ,  se le r e c onoce a la c a l m o d u l i n a  un efecto 

regulador sobre N A D - q u i n a s a ,  qui n a t o ¡ N A O - oxi do reductasa, 

prote ina-qui nasa (Dieter, 1984), aspartato-qui nasa (Sane y

c o l ., 1984).

Las p r o p i e d a d e s  de la calmodul i na de origen vegetal son

m u y  s e m e j a n t e s  a las de la calmodul ina presente en animales

(A n d e r s o n  y col., 1980). Estas s i m i l i t u d e s  incluyen la uni on
21-

dependi ente de Ca a d r o g a s  fenotiazfni cas ( trifluoperazi n a ,

f l u fenazina, clorpromazi n a ) , la m a s a  m o l e c u l a r  (entre 15 a 18

k D a ) , el punto isoelé c t r i c o  (alrededor de pH 4,0), la

c o m p o s i c i ó n  de a m i n o á c i d o s  y su r e s p e c t i v a  secuencia, la
2 +

a f i n i d a d  por Ca y el grado de activación sobre las enzimas de 

origen animal y vegetal que se ha d e m o s t r a d o  son m o d u l a d a s  por 

c a l m o d u l i n a  (Dieter, 1984).

Este p u n t o  se e n f o c ó  a i s l a n d o  calmodul ina del tubérculo 

de S. tuberosum s i g u i e n d o  técnicas de a i s l a m i e n t o  basadas en 

su e s t a b i l i d a d  al calor, su p r e c i p i t a b i l i d a d  por sulfato de 

amoni o y a f i n i d a d  por d r o g a s  fenotiazfni c a s , p r o p i e d a d e s  

u t il i zadas para la p u r i f i c a c i ó n  de c a l m o d u l i n a  de otros

tejidos vegetales. La p r e s e n c i a  de c a l m o d u l i n a  en S . 

tuberosuiti ha sido solo m e n c i o n a d a  en una revisión de W a n g  y 

W a  i sitian (1979) que describe su a n á l i s i s  el ectroforet i co a

partir de un e x t r a c t o  en el que encuentran actividad
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calmodul i n i ca medida por su efecto activador de
¿-t-

f o sfodiesterasa de A M P c , dependiente de Ca

La presencia de actividad calmodul fnica se detecto" en

S. tuberosum solo después de concentrar el extracto por

precipitación con sulfato de amonio. La -fracción proteica

parcialmente purificada, denominada F r - 5 0 , presentó" diversas

c a r a c t e r í s t i ca s  conocidas para calmodulina de origen animal y

vegetal. Como se ha visto que 1 os, fosfolfpidos pueden

✓
presentar también efecto estimulador sobre la fosfodiesterasa

de AMPc, se probo la p r e s encia de estos compuestos en la

Fr-50. Anich (1984) descartó la contaminación con fosfolípidos

por m e d i o  de c r o m a t o g r a f í a  en capa fina y posterior revelado

con el r e a ctivo de D i t t m e r - L e s t e r .

Llama la atención el efecto que tiene el EG'TA sobre la

acción de esta Fr-50, que no se compo r t a  en la forma típica

d e s c r i t a  en la literatura, p u esto que la adición de

c o n c e n t r a c i o n e s  m a y o r e s  de EGTA no logra reducir c o m p 1etamente

la acción estimuladora. En cambio, la F r - C a M  (calmodul ina

homogénea) es a f e c t a d a  por este que 1 ante supri m i e n d o

comp 1 e t arrien te su actividad. Una explic a c i ó n  factible es que la

„ u
Fr-50 tenga una alta c o n t a m i n a c i ó n  con Ca

 ̂ ■» -r
Como se m o s t r o  en la sección 3.7., se logro purificar a 

h o m o g e n e i d a d  la calmodul ina del tubérculo de S. tuberosum

var. Desiree y v a r . Ultimus. Esta p r o t e i n a  p r e s e n t o  las

c a r a c t e r í s t i c a s  c o n o c i d a s  de la calmodul ina p roveniente de 

o t r a s  especies. E s t a s  s i m i l i t u d e s  incluyen:





�.�

porque esta descrito para la aislada de otras -fuente vegetales 

que es del mismo orden que para la de origen animal (Anderson 

y c o l ., 1980).

La calmodul ina aislada del tubérculo de S. tuberosurr-

purificada a homogeneidad, no presento' ningún e-fecto sobre la

actividad enzimatica de la api rasa al utilizarla a una 

✓
concentración que activa a la fosfodiesterasa a un valor

correspondiente al � !P��  de su_ . actividad máxima. Estos
*

resultados -fueron conf i rmados al no encontrar ningún e-fecto 

con LaM de corazón de bovino a c oncentraciones 10 veces mas 

altas que las necesarias para producir la máxima activación de 

la fosfod i esterasa (resultados no publicados). Tampoco se 

encontró interacción específica entre la api rasa y c a l m o d u 1 i na 

unida a agarosa (resultados no publicados).

Con estos resultados se descarto la acción reguladora de 

la calmodul ina sobre la api rasa a diferencia de las ATPasas

�2�
vegetales relacionadas con el transporte de Ca . Sin embargo, 

esto no descarta que la api rasa esté también impl i cada en el 

transporte de iones, ya que se ha descrito en yesículas 

purificadas de m e m b r a n a s  de retTculo endop 1 asm i co de raíces de 

Lep i d i um sa t i yum que el transporte de Ca en esas vesículas 

es también independiente de c a 1 miodu 1 i na (Buckhout, 1984).

El efecto estimulador sobre la api rasa de la Fr-50 

(fracción parcialmen te pur i f i cada de CaM) se pudo e x p 1 i car 

fácilmente al encontrarse una disociación de los efectos 

e s timulantes sobre arribas enzimas (api rasa y f osf od i esterasa) 

al pasar esta Fr-50 por una columna cromatográf ica considerada
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de afinidad para la calmodulina ( T F P - Sepharóse). De esta 

columna eluyeron claramente separadas, mediante un brusco

aumento de la fuerza iónica, una fracción activadora y otra 

fracción inhibidora de la api rasa y, finalmente al eliminar el 

Ca de la columna con EGTA, se 1 ibero la calmodul i na en forma 

h o m o g é n e a .

De las dos fracciones proteicas elufdas de la columna de 

TFP-Sepharóse con NaCl 0,5 M, se caracterizó en forma parcial 

sólo la fracción actiuadora de la que se dispuso de mayores 

cantidades. En cambio, no se pudo estudiar mayormente la 

fracción inhibidora por la escasa cantidad que se obtuvo y por 

su baja estabilidad en cuanto al efecto inhibitorio sobre la 

api rasa. La fracción activadora presenta las propiedades 

típicas de una protefna: precipitabi 1^dad con sulfato de

amonio, reacción positiva frente al reactivo de 

Fol in-Ci o c a l t e a u , la e 1ectrofores is en ge les de pol iacri 1ami da 

m u e s t r a  bandas que se tifien con azul de Coomassie,

encontrándose el efecto activador asociado a una de las bandas 

de proteínas (Mancilla y col., l?Só) y no es dializable. Es 

una pro teína aun no homogénea por electroforesi s en 

condi c i o n e s  d e s n a t u r a n t e s  y por e 1e c t r o e n f o q u e . Esta fracción 

activadora pare i al mente purificada, provoca un efecto

estimulador de un 70 V. sobre las cuatro i soapi rasas ensayadas y

este efecto es independiente de Ca . La t r i f 1uoperazi na

✓ -* 
también inhibe, aunque a m a y o r e s  c o ncentraciones, la acción de

la proteína activa d o r a  de la api rasa, acción que o c u r r e , a

dife r e n c i a  de la calmodul i na, en ausencia de Ca . Esto hace







Y a r a  y S e r rano (1981) en v e g e t a l e s  y LeBel y col. <1980) en 

tejidos animales. Estos dos g rupos independientemente han 

c a r a c t e r i z a d o  api rasa unida a f r a c c i o n e s  m i c r o s o m a 1 e s . Por la 

forma de extraer la api rasa de S. tuberosum se c o n s idera una 

prote i na soluble; sin embargo, no se puede descartar la 

p o s i b i l i d a d  de que sea una p r o t e f n a  ligada débilmente a 

membr a n a s .

156
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C O N C L U S I O N E S

1.- oe hd logrado obtener en forma h o m o g é n e a  y estable dos 

i s o e n z i m a s  de la api rasa a partir de dos v a r i e d a d e s  de 

t u bérculo de S. tuberosum : Pimpernel y De si ree .

La api rasa p e r t enece al grupo de e n z i m a s  que es inactiva 

en a u s e n c i a  de algún i on m e t á l i c o  bivalente. Una amplia gama 

de c a t i o n e s  b i v a l e n t e s  activan a esta enzima, siendo el C a ^ e l  

m a " efectivo. Los r e s u l t a d o s  c i n é t i c o s  permiten proponer que 

f 1 e s q u e m a  de c o o r d i n a c i ó n  de la api rasa con el ion m e t á l i c o  y 

el n u c l e o t i d o  c o r r e s p o n d e  al c o m p l e j o  ternario en que el 

s u s t r a t o  hace de puente entre la e nzima y el metal <E-S-M>. El 

catión bivalente p a r t i c i p a  en la reacción f o r m a n d o  el

v e r d a d e r o----s u s t r a t o  (me t a l-nucíeoti d o ) . En este c o m plejo

binario, el ion m e t á l i c o  puede cumplir dos tipos de funciones; 

activar el a tomo de f o s f o r o  que va a ser atacado, a u m e n t a n d o  

su e l e c t r o f i l i a  y/o formar un c o m p l e j o  de poli f o sfato de una 

c o n f o r m a c i ó n  a p r o p i a d a  en el c o m p l e j o  ternario con la enzima.

El c o m p l e j o  me t a l - n u c 1eoti do no interactuarla con la 

aP i rasa a través del catión sino que p r i n c i p a l m e n te  a través 

de los o x í g e n o s  de la c a d e n a  p i r o f o s f ó r i c a , h e c h o  d e d u c i d o  del 

e f e c t o  inhibi t o r i o  del c o m p l e j o  inerte a 1 igandos C r < 1 1 1 >- A T P .

be d e m o s t r ó  por e s p e c t r o s c o p f a  de r e s o n a n c i a  m a g n é t i c a  

del espin e l e c t r ó n i c o ,  que la api rasa en a u s encia de
3,-r

n u c l e o t i d o  liga M n < H t ü>¿ f o r m a n d o  un c o m p l e j o  b i nario en que 

la s i m e t r í a  del ion m e t á l i c o  esta alterada.
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u.-*-
prote fna a c t i v a d o r a  es i n d e pendiente de Ca y de otros

c a t i o n e s  bivalentes. A  s e m e j a n z a  con la c a l m o d u 1 i n a , su acción

es también inhibida por d r o g a s  f enot i az �S@ i c a s , pero no

2 +
r e q u i e r e  la p r e s e n c i a  de Ca , y el e f e c t o  se o b s e r v a  solo a 

c o n c e n t r a c i o n e s  m u c h o  m á s  altas de la. droga.

Se intenta c o n t i n u a r  con el e s t u d i o  de e stas dos

p r o t e í n a s  m o d i f i c a d o r a s  de la a c t i v i d a d  a p i r a s i c a  hasta

� � *
o b t e n e r l a s  en f o r m a  h o m o g é n e a  y estable para su posterior 

c a r a c t e r i z a c i ó n .

ó.- La función f i s i o l ó g i c a  de la api rasa en tejidos a n i m a l e s  y

v e g e t a l e s  es aun d e s c o n o c i d a .  P o d r f a  tener una función

importante en las c é l u l a s  de S. t u b e r o s u m  por la e x i s t e n c i a

de p r o t e í n a s  m o d u 1 ador as de su a c t i v i d a d  y por la v a r i a c i ó n  de

su m a s a  <c o n c e n t r a c  i ó n ) d u r a n t e  el d e s a r r o l l o  del tubérculo.

La f u nción que d e s e m p e ñ a  puede d e p e n d e r  del o r g a n i s m o  en que

se e n c u e n t r e ,  p u e s t o  que en t e jidos animales, v e r t e b r a d o s  e

inver t e b r a d o s,  e s t á  ligada a m e m b r a n a s ;  en cambio, en tejidos

✓
v e g e t a l e s  s e r í a  principal me nte c i t o s o 1 i c a .

En c o n s e c u e n c i a ,  este es un p u n t o  m u y  interesante de 

a b ordar la d i l u c i d a c i ó n  de la f u n c i ó n  f i s i o l ó g i c a  de la 

api rasa en la cédula.
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