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Concentrations of glycolytic intermediates and adenine nucleotides have been estimated
in adductor muscle and hepatopancreas from the sea mussel Mytilus galloprovincialis Lmk.
after various periods of valve closure. Mass action ratios of enzyme steps involved in the me
tabolism of these components are compared with their equilibrium constants. This reveals
hexokinase, phosphofructokinase, pyruvate kinase and fructose-l,6-bisphosphatase catalyze
non-cquilibrium reactions. The changes in the concentrations of the glycolytic intermediates
and in the rate M.A.R./Keq during hypoxia suggest that the carbon flow after valve closure
is first controlled by phophofructokinase, but later on the rate of transformation of phos-
phoeuo/yruvate regulates this flow.
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El glucogeno es la principal fuente de
energia en los distintos tejidos del mejillon
durante el proceso de cierre de las valvas
(3,22); sin embargo, la ruta glucolitica y
su regulacion en moluscos bivalves sesiles
muestra algunas diferencias respecto a la
de otros tejidos animales (14). Las mas no
tables son la ausencia de efecto Pasteur (4, 
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20), y la acumulacion de succinato y pro-
pionato en vez de lactato (2), cuando tiene
lugar la transicion aerobiosis/hipoxia (des-
censo de la pO2) que se produce como
consecuencia del aislamiento del cuerpo
del molusco al descender la marea.

El musculo aductor de mejillon es el
responsable del cierre de las valvas, mien-
tras que el hepatopancreas parece jugar un
papel mas digestive que el estrictamente
hepatico, funcion aparentemente imitada
por el manto. Segun Storey (17), de
acuerdo con las variaciones de las concen-
traciones de fructosa-2,6-bisfosfato (Fru-
2,6-P2) durante la hipoxia, deberia pro- 
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ducirse una ralentizacion del flujo a traves
de la ruta glucolitica en todos los tejidos
que no fuesen el musculo aductor, mien-
tras que en este deberia producirse una
aceleracion.

La determinacion de las concentracio-
nes de los intermediaries glucoliticos con
el tiempo de hipoxia, asi como la medida
de las actividades de las enzimas de la ruta,
han sido los criterios utilizados en este tra-
bajo, con el fin de conocer los puntos de
control, y discutir el comportamiento de
la glucolisis en los dos tejidos durante la
transicion aerobiosis/hipoxia.

Material y Metodos

Animates. — Se utilizaron mejillones de
la especie Mytilus galloprovintialis Lmk.
procedentes de la Ria de Arosa (Ponte-
vedra, Espana), que fueron recogidos du
rante los meses de octubre y noviembre de
1988. Se seleccionaron animales con lon
gitudes de concha entre 7 y 9 cm en su eje
mayor. Los moluscos se mantuvieron du
rante 3 dias en acuarios de agua de mar
esteril y en la proporcion de un animal por
litro de agua. La hipoxia fue provocada
mediante la retirada del agua de mar. To-
dos los experimentos fueron llevados a
cabo a 15° C.

Preparation de los homogenados. —
Los tejidos fueron rapidamente extraidos,
pesados e introducidos en nitrogeno li
quid©, cuidando que el tiempo consumido
en el conjunto de operaciones no excediese
de 20 segundos. Los tejidos congelados
fueron homogenizados con dos volume-
nesrde acido perclorico al 5 % contenien-
do etanol al 20 %. La homogenizacion se
realizo en un potter de vidrio-teflon pre-
viamente enfriado. El precipitado obteni-
do fue eliminado mediante centrifugacion
a 30.000 g durante 15 min, y a continua-
cion, el sobrenadante fue neutralizado con
carbono potasico 5 M.

Para la determinacion de Fru-2,6-P2, los 

tejidos se homogenizaron con 10 volu-
menes de una solucion caliente (80° C) de
NaOH 50 mM. Despues de una incuba-
cion de 10 min a 80° C, las muestras fue
ron neutralizadas y centrifugadas. Alicuo-
tas del sobrenadante se utilizaron para la
determinacion de Fru-2,6-P2.

Para la determinacion de las actividades
enzimaticas, los tejidos frescos fueron ho
mogenizados con 9 volumenes de tampon
fosfato potasico 50 mM (pH 7.5), conte-
niendo EDTA 2 mM y ditiotreitol 1 mM.
Despues de una centrifugacion de 30 min
a 30.000 g los sobrenadantes fueron usa-
dos para los distintos ensayos de deter
minacion de la actividad enzimatica.

Determination de los intermediarios
metabolicos. — Las concentraciones de
glucosa-6-fosfato (G-6-P), fructosa-6-P
(Fru-6-P), fructosa-1,6-bisfosfato (Fru-
1,6-P2), dihidroxiacetona fosfato (DAP) y
D-gliceraldehido-3-fosfato (G-3-P) fue
ron determinadas por los metodos de Mi
chal (12,13) las de fosfoewo/piruvato
(PEP) y piruvato (PYR) por los de Lam-
PRECHTy Heinz (10,11), y las ATP, ADP
y AMP fueron determinados segun las
tecnicas de Jaworek y Welsch (8, 9).

La concentracion de Fru-2,6-P2 fue de-
terminada mediante el metodo descrito
por Van Schaftingen (18).

Determination de las actividades enzi-
mdticas. — Todas las actividades' fueron
valoradas espectrofotometricamente si-
guiendo los cambios de absorbancia de
NADH o NADPH a 340 nm. El tampon
usado en todos los ensayos fue trietano-
lamina-CIH 50 mM (pH 7.5). Otros com-
ponentes de las distintas mezclas de reac-
cion fueron:

Hexoquinasa (HK) (EC 2.7.1.1): glu-
cosa 200 mM, ATP 1 mM, Cl2Mg 2 mM,
NADP+ 0,3 mM y glucosa-6-fosfato des-
hidrogenasa.

Glucosa fosfato isomerasa (PGI) (EC
5.3.1.9): tructosa-6-fosfato 1,5 mM,
NADP+ 0,6 mM, Cl2Mg 6,8 mM y glu-
cosa-6-fosfato deshidrogenasa.
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Fosfofructoquinasa (PFK) (EC
2.7.1.11): ATP 0,5 mM, fructosa-6-fos-
fato 4 mM, NADH 0,1 mM, CLMg 5 mM
y aldolasa, triosafosfato isomerasa y gli
cerofosfato deshidrogenasa.

Fructosa bisfosfato aldolasa (ALD) (EC
4.1.2.13): fructosa-l,6-bisfosfato 1,2 mM,
NADH 0,12 mM, triosafosfato isomerasa
y glicerofosfato deshidrogenasa.

Tiosafosfato isomerasa (TIM) (EC
5.3.1.1): gliceraldehido-3-fosfato 0,5 mM,
NADH 0,12 mM y glicerofosfato deshi
drogenasa.

Piruvato quinasa (PK) (EC 2.7.1.40):
ADP 1,5 mM, SO4Mg 10 mM, CIK 100
mM, NADH 0,2 mM, fosfoeno/piruvato
1,4 mM y lactato deshidrogenasa.

Fructosa bisfosfatasa (FBPasa) (EC
3.1.3.11): NADP*  0,2 mM. fructosa-1,6-
bisfosfato 0,02 mM y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa.

Las enzimas auxiliares (Sigma), fueron
anadidas en exceso a las distintas mezclas
de reaccidn.

La unidad de actividad enzimatica se
definio como la cantidad de enzima que
cataliza la formacidn de un micromol de
sustrato por minuto, en las condiciones de
ensayo anteriormente indicadas.

Calculos estadisticos. — Los resultados
se expresan como media y desviacion es-
tandar para el numero de determinaciones
realizadas (n). Las diferencias significati-
vas entre medias fueron verificadas con el
test de la t de Student.

Resultados y Discusion

Las concentraciones de los distintos in
termediaries glucoliticos en musculo
aductor y hepatopancreas de Mytilus ga-
lloprovincialis Lmk., cuando el molusco se
encuentra sumergido (tiempo 0), son ma-
yores que los detectados en manto del
mismo animal (resultados no publicados),
en musculo aductor de M. edulis L. (5), y
de la misma magnitud que los obtenidos 

en hepatopancreas (1) de M. edulis L. (fi-
gura 1).

En la tabla I se muestran las velocidades
maximas y los valores de las relaciones en
tre los cocientes de accion de masas y las
constantes de equilibrio (M.A.R./Keq),
de las enzimas ensayadas en ambos teji-
dos, en situacion de aerobiosis (sumergi-
dos). Las reducidas actividades HK, PFK,
PK, FBPasa sugieren que estas enzimas
deben constituirse en los puntos de con
trol de la ruta glucolitica. Segun Rolle-
ston (15), cuando el cociente M.A.R./
Keq, para una determinada reaccidn, es
menor de 0,05, la reaccidn se encuentra
alejada del equilibrio, y por tanto la en
zima que la cataliza es susceptible de po-
seer caracter regulador. Este parece ser el
caso de las reacciones catalizadas por la
PFK y PK en ambos tejidos. Por contra,
cuando el cociente M.A.R./Keq es mayor
de 0,2, el dato es indicative de que la en
zima cataliza una reaccidn proxima al
equilibrio.

No se han determinado las concentra
ciones de glucosa libre y Pi en ambos te
jidos, por lo que, en la tabla I, los cocien
tes de M.A.R/Keq se muestran depen-
dientes de las concentraciones de dichos
compuestos. Este hecho, sin embargo, no
afecta a la consideracidn que tanto FBPasa
como HK, catalizan reacciones alejadas
del equilibrio. Respecto a la FBPasa, la
obtencion de cocientes M.A.R./Keq me-
nores de 0,05 requeriria concentraciones
de Pi menores de 153 y 53 pM para el
musculo aductor y hepatopancreas, res-
pectivamente; mientras que respecto a la
HK, las concentraciones requeridas de
glucosa libre serian mayores de 1,57 y 6,7
pM respectivamente, para musculo aduc
tor y hepatopancreas.

Los valores de los cocientes M.A.R/
Keq para la TIM, parecen sugerir que la
enzima cataliza una reaccidn alejada del
equilibrio; sin embargo, la elevada activi
dad enzimatica detectada en los dos teji
dos, asi como las altas concentraciones de
DAP y G-3-P parecen oponerse a la ad-
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tiempo (h)
Fig. 1. Cambios de las concentraciones de los intermediaries glucoliticos durante 6 boras de cierre de

las valvas.
Se representan la media y la desviacion estandar (barra) de 12 ensayos (n = 12). Los valores se muestran
en nmoles por gramo de peso fresco, con excepcion de la Fru-2,6-P2 que son pmoles/g p.f. (•) Musculo

aductor. (O) Hepatopancreas.

judicacion a la enzima del caracter regu-
lador, que, sin embargo posee la TIM de
higado de rata (6,19).

La figura 1 muestra la variacion de las
concentraciones de los distintos interme-
diarios glucoliticos con el tiempo de cierre
de las valvas (6 horas, tiempo maximo de
exposicion al aire del molusco). En ambos
tejidos y durante los primeros treinta mi
nutes posteriorcs al cierre de las valvas, se
produce un descenso de las concentracio
nes de G-6-P, Fru-1,6-P2, DAP y G-3-P,
para posteriormente, a medida que au-
menta el tiempo de hipoxia, recuperar, e 

incluso superar (Fru-1,6-P2 en musculo
aductor), los valores obtenidos en tiempo
cero; por contra las concentraciones de
Fru-6-P y PEP incrementan su concentra-
cion a lo largo del tiempo de cierre de las
valvas. Las concentraciones de PYR y
Fru-2,6-P2 descienden paulatinamente a
medida que aumenta el tiempo de hipoxia.
En conjunto, el comportamiento de la ruta
es compatible con una inhibicion de la
PFK durante los instantes iniciales poste-
riores al cierre de las valvas y una recu-
peracion de la actividad al proseguir el es-
tado de hipoxia. Respecto a la PK, se pro
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Tabla I. Actividades maximas y cocientes M.A.R./Keq de las enzimas estudiadas.
Las actividades enzimaticas se presentan come la media de 4 determinaciones, y se expresan en U.l. por
gramo de peso fresco a pH 7,5 y 20 °C. M.A.R. se obtuvo a partir de los valores que se muestran en la

figura 1 (tiempo 0). Las constantes de equilibrio (Keq) fueron tomadas de Cameselle et al. (1).

Enzimas Keq

MAR/Keq Aclividad enzimitica

M H M H

HK 322 0,076/GLU* 0,33/GLU* 0,86 0,93
PGI 0,43 0,813 4,98 8,81 5,87
PFK 312 2,3 X 10 3 0,012 3,89 3,50
ALD 63 x 10 '6(M) 5.3 x 106(M) 5,5 x 106(M) 5,55 2,80
TIM 22 0,057 0,049 15,58 72,21
PK 1,57 x 104 3,7 x 10 4 0,29 x 10 4 17.69 10,34
FBPasa 859 3,6 x 10’4 x Pi* 9.2 x 10 4 x Pi* 0,40 0,47

* Expresado en funcidn de la concentracidn de glucosa libre (GLU) (No determinada). * Expresado en funcidn de la con-
centracion no determinada de Pi. (M) es musculo aductor; (H) es hepatopancreas. KH = Hexoquinasa; PGI = Glucosa
fosfalo isomerasa; PFK = Fosfoructokinasa: ALD = Fructosa bisfosfalo aldolasa; TIM = Triosafosfato isomerasa: PK =
Piruvato kinasa; FBPasa = Fructosa bisfosfatasa.

duce una progresiva inhibicion de la en-
zima con el tiempo de cierre de las valvas.
Esta misma sugerencia se deduce de los
datos que se muestran en la figura 2 en la
cual se observa que a medida que trans-
curre el tiempo de hipoxia se produce un
acercamiento al valor de 0,05 del cociente
M.A.R./Keq para la PFK, y una dismi-
nucion de dicho cociente para PK.

La disminucion de las concentraciones
de Fru-2,6-P2 detectadas en los dos teji-
dos, no es incompatible con la recupera-
cion del flujo a traves de la PFK, puesto
que el fosfoester fluctua a lo largo del 

tiempo de hipoxia entre concentraciones,
que en union con el AMP, muestran un
notable poder activador sobre la PFK (20).
La PFK se encuentra inhibida durante los
primeros instantes posteriores al cierre de
las valvas debido al descenso del pH del
medio (20,21). La reactivacion posterior
tiene lugar mediante la accion sinergica de
la Fru-2,6-P2 y el AMP, el cual incrementa
su concentracion con el tiempo de cierre
de las valvas (figura 3) alcanzando rapi-
damente la capacidad saturante de activa-
cion (20).

La inhibicion progresiva de la PK a lo

Fig. 2. Variation de los cocientes M.A.R./Keq correspondientes a fosfofructoqitinasa y piruvato qitinasa
con el tiempo de cierre de las valvas.

Los valores de M.A.R. se calcularon a partir de los datos de la figura 1. Las constantes de equilibrio
(Keq) fueron tomadas de Cameselle et al. (1). (•) Musculo aductor. (O) Hepatopancreas.
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tiempo (h)
Fig. 3 Variacion de la Carga Energetica (C.E.) y las concentraciones de nucleotidos de adenina con el

tiempo de cierre de las valvas.
Se presenta la media y desviacion estandar (barra) de 12 detcrminaciones (n = 12). Los valorcs se mues-

tran en nmoles/g p.f. (•) Musculo aductor. (O) Hepatopancreas.

largo del tiempo de hipoxia, es similar a la
detectada en otros tejidos del mejillon M.
edttlis L. que es adjudicada a un proceso
de fosforilacion de la enzima (7,16) y a la
accion inhibitoria de la alanina que se ge
nera por transaminacion a partir del PYR
y aspartato (3).

El conjunto de resultados obtenidos pa-
recen indicar que la ruta glucolitica en he
patopancreas y musculo aductor del me
jillon Mytilus galloprovincialis Lmk. du
rante el tiempo de cierre de las valvas, esta
controlada por las actividades PFK y PK,
sin embargo dicho papel regulador debe
ser confirmado con estudios sobre la ca-
pacidad de modulacion de ambas enzimas,
investigaciones ya iniciadas en nuestro la
boratorio (20).

Resumen

Despues de varies periodos de cierre de las valvas,
se valoraron las concentraciones de intermediaries
glucoliticos y nucleotidos de adenina en musculo
aductor y hepatopancreas del mejillon marine My
tilus galloprovincialis Lmk. Se comparan las constan-
tes de equilibrio de las enzimas implicadas con sus
correspondientcs cocientes de accion de masas, re- 

sultando que hexoquinasa, fosfofructoquinasa, pi-
ruvato-quinasa y fructosa-l,6-bisfosfatasa catalizan
reacciones alejadas del equilibrio. Los cambios de las
concentraciones de los intermediarios glucoliticos,
asi como la variacion de los cocientes M.A.R./Keq
con el tiempo de hipoxia, sugieren que, durante los
primeros instantes posteriores al cierre de las valvas,
el flujo es controlado por la fosfofructoquinasa,
mientras que en hipoxia prolongada este papel es ve-
rificado por la velocidad de conversion del fosfoe-
nolpiruvato.

Palabras clave: Glucolisis, Mytilus.
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