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RESUMEN

Se aislaron por cromatografia en DEAE-celulosa cuatro he-
Xoquinasas de Neurospora crassa que se han denominado provi-
soriamente a, B, vy ¥ 6. Son similares a las hexoquinasas A y
B de vertebrados en cuanto a peso molecular y a sus constan-
tes de Michaelis para glucosa, otros azlicares y ATP. Sin embar-
go no presentan inhibicidn por glucosa-6-P.

En la cepa silvestre los niveles totales de actividad de
hexoquinasa, como tambi&n la proporcidn relativa de las isoen-
zimas, presenﬁan variaciones de tipo cuantitativo durante el
crecimiento del hongo. El perfil isocenzimiatico no varid en cul-
tivos que contenian sacarosa, fructosa, glucosa o casaminoaci-
dos como {inica fuente de carbono. El cultivo de la cepa silves-
tre en presencia de sorbosa y sacarosa modifica las proporcio-
nes relativas de las hexoguinasas.

Algunas mutantes morfoldgicas de Neurospora crassa presen-
tan perfiles isoenzimdticos cualitativa y cuantitativamente
diferentes a los de las cepas silvestres estudiadas.

Las hexoquinasas y y § presentan reaccidn inmunoldgica cru-

zada con las hexoquinasas de Saccharomyces cerevisiae.



ABSTRACT

Four Neurospora crassd hexokinases (a; B, v and ¢) have
been isolated by DEAE-cellulose chromatography. The molecular
weights, Km values for glucose, other sugars and ATP of these
isozymes are similar to the corresponding values of the hexo-
kinases A and B of vertebrates. The isozymes are not inhibited
by glucose-6-P.

Wild type total levels of hexokinase activity and the rel-
ative proportions of each isozyme display quantitative varia-
tions during growth of the fungus. The isozymic pattern did
not vary in cultures containing sucrose, fructose, glucose or
casaminoacids as the sole carbon source. Growth in the pres-
ence of sorbose plus sucrose results in changes of the rel-
ative proportions of the wild type hexokinases.

Some morphological mutants of Neurospora crassa present
gualitative and gquantitative differences of the isozymic
pattern compared to the wild type pattern.

Hexokinase y and § present immunological cross-—-reaction

with the hexokinase from Saccharomyces cereviside.



ABREVIATURAS
ADP : Adenosina 5' difosfato.
ATP : Adenosina 5' trifosfato.

DEAE-celulosa : Dietilaminoetil-celulosa.

EDTA : Acido etilendiaminotetraacé&tico.

Pris : Tris—- (hidroximetil)-aminometano.

NaD" : Nicotinamida-adenina-dinucleétido.

NADH : Nicotinamida-adenina-dinucleétido reducido.

NADPT : Nicotinamida-adenina-~dinucleétido-fosfato.

NADPH : Nicotinamida-adenina-dinucleétido-fosfato reducido.

PEP : Fosfoenolpiruvato.




INTRODUCCION

Hexoquinasa (ATP:D-hexosa 6-fosfotransferasa, E.C.2.7.1.1.)
cataliza la primera reaccidn de la utilizacidn de glucosa:

Mgt

glucosa + ATP ———— > glucosa-6~P + ADP + gt

En higado de rata se han descrito cuatro isoenzimas capaces
de fosforilar glucosa gue se han denominado A, B, C y D de
acuerdo a su orden de elucidn cromatografica en columnas de
DEAE-celulosa (1).

Las isoenzimas A y B presentan cinética michaeliana tipi-
ca con valores de Km para glucosa de 0,044 vy 0,130 mM respec-
tivamente (2). La iscenzima C es inhibida por concentraciones
altas de sustrato y su Km es de 0,02 mM glucosa (3). Estas
tres isoenzimas fosforilan otras hexosas ademas de glucosa y
sus pesos moleculares son cercanos a 100.000 (4). La isoenzi-
ma D o glucoquinasa presenta un KO,S de 8 mM glucosa y su es-
pecificidad de sustrato es m8s restringida (5). Su funcidn de
saturacidn frente a glucosa es sigmoidal con un coeficiente
de Hill de 1,5 (6). La glucoquinasa es una enzima inducible
pudiéndose alterar sus niveles por influencia de la cantidad
y calidad de la dieta y por modificacidén del status hormonal
de los animales (7,8,9,10).

Se han hecho estudios ontogenéticos en hexoguinasas de hi-
~gado de rata, observindose una aparicifn secuencial de las

isoenzimas durante el desarrollo post-natal (11).



En higado de vertebrados existen un minimo de dos y un
mi&ximo de cuatro isoenzimas capaces de fosforilar glucosa.

Las diferencias cualitativas y cuantitativas en el perfil i-
soenzimitico de hexoguinasa pueden correlacionarse con la cla-
se y orden a los cuales pertenecen los diferentes animales
hasta ahora estudiados. Estas cuatro isoenzimas parecen ser
producto de genes diferentes y posiblemente cada isoenzima es-
tarfa constituida por una cadena polipeptidica (2).

Sin embargo, las hexogquinasas de microorganismos (12,13,14)
han sido poco estudiadas con excepcidn de Saccharomyces cere-
vietae. En este organismo se han descrito dos formas de hexo-
gquinasas denominadas P I y P II (15) con una Km para glucosa
de 0,3 yv 0,6 mM respectivamente. Ambas hexoquinasas pesan
100.000 y son formas dimé&ricas constituidas por subunidades
idénticas. Existe adem&s una glucoguinasa (16,17) llamada a-
si porque su cuociente de fosforilacidn fructosa/glucosa es
muy bajo en comparacidn con el de las hexoguinasas P I y P II.

La actividad de hexoquinasa en Neurospora cerassa ha sido
descrita por Klingmuller et al. (18) y por Medina y Nicholas
(19,20) quienes encontraron actividad fosforilante de glucosa
y otros azficares como manosa, fructosa y glucosamina. Sin em—
bargo no se ha estudiado la posibilidad de formas moleculares
mlltiples de esta actividad enzimitica.

Ademds del interés ?or un conocimiento mejor de la etapa

de fosforilacidn de glucosa en Neurospora para su comparacidn



con otros microorganismos, este hongo presenta cualidades
particulares para estudiar las bases moleculares de la multi-
plicidad de enzimas. Existe una gran variedad de mutantes con
alteraciones gen&ticas de tipo morfoldgico y bioguimico que
estdn asignadas a loci especificos. Es posible encontrar mu-
tantes que tengan alterada la expresidn de las hexoqguinasas
y &stas pueden ser de gran utilidad para el conocimiento de
la genética de las isoenzimas de hexoquinasas de Neurospora.
Aislamos cuatro isoenzimas de Neurospora crassa, caracteri-
z&ndolas en cuanto a su conducta durante el crecimiento y a
su expresidén en mutantes morfoldgicas. Tambi&n fueron carac-
terizadas en forma preliminar sus propiedades cinéticas y fi-
sicoquimicas.
Algunos de estos resultados fueron presentados en la XX Reu-

nién de la Sociedad de Biologia de Chile (Lagos y Ureta, 1977).



MATERIALES Y METODOS

Reactivos.

Los siguientes reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemical
Co., St. Louis, USA: ADP, ATP, NADP+, NADH, EDTA, PEP, Tris,
glicina, sorbosa, glucosa, fructosa, manosa, 2-desoxiglucosa,
fenilmetilsulfonil fluoruro, citocromo ¢ tipo III, ovoalbf-
mina, alcohol-deshidrogenasa de higado de caballo, fosfoglu-
cosa isomerasa de ievadura, lactato-deshidrogenasa de mscu-
lo de conejo conteniendo piruvato-quinasa, glucosa-6-P-des-
hidrogenasa de levadura tipo VII y hexoquinasa de levadura
tipo 304,

Sacarosa, arena de mar purificada, KC1l, NaCl, MgClZ,HCl,
NaHCO3 Yy Na23407 se obtuvieron de laboratorios Merck.

(NH4)2SO4 grado especial para trabajar con enzimas, se ob-
tuvo de laboratorios Schwartz Mann.

DEAE~celulosa (DE=52) de Whatman, fue tratada de acuerdo
a las instrucciones del catdlogo Whatman.

Sephadex G-200 y Sepharosa 4B CNBr se obtuvieron de Pharma-
cia Fine Chemical, y fueron tratados de acuerdo a los catilo-
gos e instrucciones del fabricante.

DL- Leucina 1cl4 (0,5 mci/mg) se obtuvo de New England

Nuclear.

Los demds reactivos usados eran de grado analitico.



Cepas y cuftivo de Neurospora crassa.

Se emplearon las siguientes cepas de Neurosporag provenien-
tes de la coleccidn de stocks Rockefeller: cepas silvestres
77a (St. Lawrence) y RL 3-8A (FGSC N° 2218), y las mutantes
morfoldgicas crisp-la (FGSC N° 488) grupo de ligamiento I,
frost-a (FGSC N° 102) grupo de ligamiento I, dapple-4 (FGSC
N°® 1077) grupo de ligamiento II, col-16a (FGSC N° 1348) gru-
po de ligamiento III y dingy—-A (FGSC N° 64) grupo de ligamien-
tag IV,

Se cultivd Neurospora en medio minimo liguido Vogel 2% (21),
sacarosa 2%, a partir de un indculo de conidios. Otras fuen-
tes de carbono empleadas en vez de sacarosa fueron glucosa,
fructosa o casamino&cidos en concentraciones del 2%. También
se cultivd Neurospora en medio liquido que contenia 0,5% sa-
carosa, 1,5% sorbosa y 2% Vogel. El cultivo de Neurospora se
hacia en matraces Erlenmeyer de 125 o 250 ml con agitacidn a

velocidad constante (80 rotaciones/minuto) a 25°C durante el

tiempo requerido.

Pnepanaaidn del extracto de Neurospora crassa.

El micelio de Neurospora cultivado en medio liquido se fil-
traba y lavaba varias veces con agua destilada succionada a
través de un embudo Buchner provisto de papel filtro Whatman 1.
Se eliminaba el exceso de agua del micelio con papel absorbente.
El material se pesaba, se adicionaba un peso igual de arena
ée mar purificada y se molia en un mortero previamente enfria-
do. El1 homogeneizado 25% p/v con buffer Tris-HCl1 10 mM pH 7,0,

EDTA 1 mM, se centrifugaba a 105.000 g durante 60 minutos en



una ultracentrifuga Spinco obteniéndose un ligquido sobrena-

dante el que se utilizaba en etapas posteriores.

Deteccdibn de La actividad enzimédtica.

La deteccidn de la actividad fosforilante de glucosa se
realizd espectrofotometricamente por aumento de la absorban-
cia a 340 nm acoplando la reaccidn al sistema glucosa-6-P-des-
hidrogenasa-NADP+ {22} .

glucosa + ATP »- glucosa-6-P + ADP + Ht

glucosa-6-P + WADPT 3 6-P-gluconato + NADPH

La formacidn de NADPH se reconoce por el aumento de la ab-
sorbancia a 340 nm. Se utilizd un espectrofotdmetro Zeiss mo-
delo PMQ II conectado con un registrador Servogor RE 511 y
a un sistema para mantener la temperatura a 30°C.

La mezcla del ensayo de reaccidn contenia en un volumen
total de 0,5 ml: 84 mM Tris-HCl pH 7,5, 1,6 mM EDTA, 12,6 mM
MgCl,, 5 mM ATP, 0,5 mM NADP+, 0,1 unidades de glucosa-6-P-
deshidrogenasa, glucosa y la enzima a medir. La concentracidn
de glucosa usada dependfa del propésito experimental: 0,5 mM
en la medicidn de actividad de las columnas, 10 mM en los ex-
perimentos con anticuerpos y 100 mM en la medicidn de la ac-
tividad total de los liguidos sobrenadantes. Se iniciaba la
reaccidn adicionando ATP. Se usaba como blanco una mezcla si-
milar a la cual no se agregaba ATP,

Para medir fosforilacidn de fructosa se sustituia la glu-
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cosa por fructosa y se anadia a la mezcla 0,1 unidad de fos-
foglucosaisomerasa.

Se define la unidad de enzima como la cantidad capaz de
fosforilar 1 umol de glucosa por minuto a 30°C. Se usd el va-
lor de 6,22 x 106 como coeficiente de extincidn molar de NADH
{23}«

Ocasionalmente se usd un segundo tipo de ensayo para estu-
diar la especificidad de sustrato de las isocenzimas (24):

hexogquinasa
hexosa + ATP » hexosa-6-P + ADP

piruvato-quinasa
ADP + PEP -»— piruvato + ATP

lactato-~-deshidrogenasa i
piruvato + NADH »— lactato + NAD

Las constantes de equilibrio favorecen la formacidn de lac-
tato. Se media la desaparicibn de absorbancia a 340 nm al oxi~-
darse el NADH, en un espectrofotdmetro Gilford modelo 2400 a-
dicionado a un sistema para mantener la temperatura a 30°C.

El medio de ensayo donde se realizaba la reaccidn contenila en
un volumen total de 0,5 ml: 74,5 mM Tris-HCl pH 7,5, 10,8 mM
EDTA, 5 mM ATP, 0,7 mM PEP, 0,15 mg NADH, 0,2 unidades de lac-
tato-deshidrogenasa-piruvato-quinasa, hexosa y enzima. La reac-
cibn se iniciaba adicionando la enzima. Los controles no con-
tenian hexosa. Puesto que el ensayo mide la formacidn de ADP,
y las preparaciones comerciales de ATP suelen tener un 2% de
ADP, se preincub® una mezcla que contenfa las enzimas auxilia-

res, PEP y ATP para eliminar el ADP contaminante.
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Separacibn cromatogrifgica de Las Lsoenzimas.

Para estudiar el perfil isocenzim@tico de hexoquinasa de
Neurospora se cromatografiaban alicuotas del liguido sobre-
nadante de 105.000 g en columnas de DEAE-celulosa, equilibra=-
das en buffer Tris-HCl 10 mM pH 7,0, EDTA 1 mM. Se usaron co-
lumnas de tamanos variables segfin la cantidad de material que
se deseaba procesar. En la columna A (0,5 x 10,5 cm) se cro-
matografiaron liquidos sobrenadantes de 105.000 g correspon-
dientes a 25 mg de micelio de Neurospora. La separacidn de las
isoenzimas se hizo mediante un gradiente cdncavo entre 0 y 0,5
M KCl con un volumen total de 60 ml. Se recogieron fracciones
de 0,31 ml por tubo en un microfraccionador Gilson. En estas
columnas se separaron las hexoquinasas de Neurospora cultiva-
da durante diferentes tiempos, de mutantes morfolbégicas y de
cepa silvestre cultivada en diferentes fuentes de carbono.

En la columna B (0,8 x 18,5 cm) se aplicaron cantidades
variables de muestra. Las isoenzimas se separaban con un gra-
diente cbncavo entre 0 y 0,5 M KCl con un volumen total de
270 ml. Se colectaban 1,4 ml por tubo. Se recromatografiaron
cada una de las isoenzimas en estas mismas condiciones para
caracterizarlas cineticamente.

La conductividad se medfa en un conductimetro Radiometer

tipo CDM 2f y los resultados se convirtieron en concentracidn

de KCl mediante una curva patron.
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Determinacidn del peso molecular de Las Lsoenzimas.,
La estimacién del peso molecular se realizd en una colum-

na de Sephadex G-200 (25) de 2,5 x 35 cm, equilibrada en buffer
Tris-HCl pH 7,0, EDTA 1 mM y KCl 200 mM. Se usaron los siguien-
tes marcadores de peso molecular: citocromo c: 13.000, ovoal-
bfimina: 45.000, alcohol~-deshidrogenasa de higado de caballo:
80.000, inmunoglobulina de conejo: 150.000. Se usd Azul Dex-—
trano para medir el volumen de exclusidn y Leucina cl4 para

el volumen interno. En la columna calibrada se filtrd una mues-
tra de liguido sobrenadante de 105.000 g correspondiente a

62 mg de peso htimedo de Neurospora. Se colectaron fracciones

de 1,5 ml por tubo,.

Preparacidn de anticuerpo antihexoquinasa de Saccharomyces
cerevisiae Yy su heacclbn con hexoquinasas de Neurospora crassa.
Se prepard un antisuero antihexoquinasa cristalina de le-
vadura comercial (que contenfa las formas P I y P II) por in-

yeccidn de 2 mg de preparacidn con coadyuvante de Freund com-
pleto en conejo. Con intervalos de 9 dias se aplicaron dos in-
yecciones adicionales de 2 mg de enzima con coadyuvante incom-
pleto. Una semana después de la Gltima inyeccidn se desangrd

el conejo por puncidn cardfaca. Se extrajo el suero por centri-
fugacidn a 4.000 g durante 10 minutos luego de haber incubado
la sangre a temperatura ambiente por 2 horas y a 4°C por el
ﬁismo tiempo. Se aislaron las gamma globulinas del suero por

precipitacidn con (NH4)2SO4 al 33% (26). Las gamma globulinas
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se filtraron en Sephadex G-200 y se reprecipitaron con (NH4)2
804.

Concentraciones variables del anticuerpo asi obtenido se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente y 15-20 horas
a 4°C con hexoquinasa de levadura y Neurcspora, midi&ndose la

actividad remanente y comparé&ndolas con preparaciones incuba-

das con suero de conejo no inyectado.

Preparacibn y experimentos con antihexoquinasa de Levaduhra

unida a Sepharcosa.

Se lavd 1 g de Sepharosa 4B activada con CNBr en un filtro
de vidrio con HCl1l 1 mM. Gamma globulina de conejos inyecta-
do y normal (40 mg) en buffer acoplante (NaCO; 100 mM, NaCl
500 mM) se mezcld con la resina activada en un tubo con agi-
tacidén continua por inversidn durante 12 horas a 4°C (27).
Posteriormente se lavd el inmuncadsorbente con el buffer aco-
plante y se incubd a temperatura ambiente por 2 horas con buf-
fer H3BO3 90 mM, Na25407 27,5 mM, pH 8,6, 1 M glicina para e-
liminar protefinas adsorbidas no covalentemente.

Columnas de 1 ml de inmuncadsorbente antihexoquinasa y con-
trol se equilibraron en buffer borato (H3BO3 90 mM, Na2B4O7
27,5 mM, NaCl 500 mM, pH 8,6). Se hacfa entrar en estas colum-
nas una alicuota entre 0,2 y 0,4 ml de hexoguinasa de levadu-
ra o Neurospora, y se dejaba incubando 30 minutos a 4°C. La
enzima no adsorbida se elufa con buffer borato y se determi-

naba su actividad. La proteina unida al inmunoadsorbente se
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se eliminaba pasando KCNS 4 M por la columna y lavando exhaus-—

tivamente con buffer borato.
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RESULTADOS

Separacidn cromatogrdfica de Las Lsoenzimas.

La actividad hexoquindsica de la cepa silvestre 77a se se-
para por cromatografia en DEAE-celulosa en cuatro picos de ac-
tividad que hemos denominado a, B, vy ¥ 6 (Fig. 1). Los mismos
picos de actividad pueden detectarse en extractos provenien-
tes de la cepa silvestre Ri 3-8A (no se muestra). Asimismo, se
ha logrado la separacidn cromatogrdfica de las cuatro formas
de actividad hexoguindsica en experimentos (no se muestra) en
los cuales todas las soluciones empleadas contenian fenilme-
tilsulfonil fluoruro 1 mM, compuesto que es inhibidor de pro-
teasas dependientes de serina. Estos resultados sugieren qﬁe
las formas moleculares mfiltiples de hexoguinasa de Neurospora
no serian producto de la accidn de este tipo de proteasas.

Por otra parte, los picos de actividad se recromatografiaron
separadamente en columnas de DEAE-celulosa observindose en ca-
da caso s6lo un pico de la actividad de hexoguinasa en la po-
sicibn esperada (no se muestra).

Consideraremos por el momento estas formas moleculares mGl-
tiples como isoenzimas postergando para el capitulo de Discu-

sidén los argumentos acerca de la propiedad del término.

Carnactenizacldn cinética de Las Lsoenzimas,
Las cuatro isoenzimas presentan cin&tica michaeliana tipi-
ca (Fig. 2), sin inhibicibn por exceso de sustrato o funcio-

nes sigmoidales de saturacidn como en algunas hexoquinasas de
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Figura 1. Separacdifn cromatogréfica de fas hexequinasas de Newrcspo-
ra crassa. Una alicuota de liguido sobrenadante correspondiente a 0,1 g
de peso hfimede de micelio, se cromatourafi® en la columna B de DEAE-ce-
lulosa seglin estd descrito en el capitulo de Materiales Yy Métodos.
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Figura 2. Curvas de funcifn de satunracidn de Las hexoquinasas de
Neurospora crassa., La actividad hexoquinidsica se midid con el méto-
do acoplado a glucosa-6-P-deshidrogenasa-NADP segln se describe en
Materiales y ME&todos. Para estas mediciones se usaron las fraccio-
nes activas recromatografiadas en DEAE-celulosa. Se usaron al menos
6 concentraciones de glucosa entre 0,01 y 100 mM. Las constantes de
Michaelis se calcularon a ojo mediante la grdfica de dobles recipro-
cos de Lineweaver-Burk.

L7
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vertebrados. Los valores de Km glucosa fluctﬁan entre 0,056 mM
(isoenzima B) y 0,18 mM (isoenzima §). Presentan una amplia
especificidad de sustrato ya que ademds de glucosa pueden fos-
forilar manosa, fructosa y 2-desoxiglucosa. Esta es una carac-
teristica comin a las hexoguinasas de muchos organismos (2).
Puede observarse en la Tabla I que las iscenzimas o y B tienen
constantes cinéticas similares entre sf que difieren de las
constantes de y y § que a su vez se parecen entre si. Hace ex-
cepcidn el valor de Km para manosa gue es muy similar en las
cuatro formas.

Es conocido el hecho gue las hexoquinasas de vertebrados
son inhibidas por glucosa-6-P con valores de Ki muy bajos (28,
29,30). En cambio, las hexoquinasas de Saccharomyces no son
inhibidas por el &ster fosférico (31). Parecid de inter&s por
lo tanto estudiar este fendmeno con las hexoguinasas de Neu-
rospora. La medicidn de la actividad hexoquindsica se reali-
z8 por estimacidn de la velocidad de formacién de ADP ( ver
Materiales y M&todos). Para cada nivel de glucosa-6-P (0,1,
1y 10 mM) se utilizaba glucosa y ATP en las siguientes con-
centraciones: glucosa 0,5 mM, ATP 5 mM; glucosa 0,05 mM, ATP
5 mM; glucosa 0,5 mM, ATP 0,5 mM. No se observd inhibicidn
por glucosa-6-P a ninguna de estas combinaciones de sustratos

y con ninguna de las cuatro iscenzimas de Neurospora.

Peso moleculan de Las Lsoenzimas.

En condiciones ideales, la medicidn del peso molecular de



TABLA I

Algunas propiedades de las hexoqguinasas de Neurosporag
erassa, cepa silvestre 77a

Isoenzimas s
Parametro
a B ¥ )
Constantes de
Michaelis .mM
Glucosa 0,061 0,056 0,077 0,180
Fructosa 22:7 127 2,9 2:5
Manosa 0,200 0,158 0,270 0,300
2-desoxiglucosa 0,185 0,400 7.90 7,14
ATP 1,42 1,88 0,75 0,56
Espectificidad de
sustrato Vingx relativa
Glucosa 1,00 1,00 1,00 1,00
Fructosa 0,75 0;73 1,38 1,96
Manosa 0,72 0,72 1,00 1,00
2-desoxiglucosa 0,78 0,80 0,67 0,60
Inhibieidn por :
glucosa—-6-P no no ‘no no
Movilidad mM KC1
eromatogrédfica 1239 1568 186+12 216x11
Pego molecular 95000 95000 95000 95000

Las preparaciones usadas fueron fracciones activas de co-
lumnas de DEAE-celulosa tipo B, dializadas y recromatogra-
fiadas en columnas similares. Las constantes de Michaelis
se calcularon a partir de gr&ficos de dobles reciprocos

de Lineweaver-Burk. Los resultados sobre especificidad de
sustrato se expresan como velocidad mdxima relativa (Vy ...
sa/vgﬁucosa) con concentraciones de %u;trato 100 mM. La

no inhibicidn por glucosa-6-P se verificd como se descri-
be en el texto. La movilidad cromatogridfica se expresa
como la media * la desviacién estandar de 5 valores. Los
pesos moleculares corresponden a los valores obtenidos

en el experimente de la Fig. 3.
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Figura 3. Petfeaminacdifn del pesto molecular de Las hexo-
quinasas de Necurvoapora cresasa, Sc utilizf una columna de Se-
phadex G-200 (2,5 x 35 cm), calibrada con proteinas de peso
molecular conocido.(a) Vy: volumen de exclusibr, IgG: gamma
globulinas, ADH: alcohol-deshidrogenasa, OA: ovoalkimina, cyt
c t citocromo ¢. Ademfs la columna se calibré filtrando una
alicuota de lfquido sobrenadante de hfgyado de rata. Circulos
abiertos: actividad fosforilante de glucosa medida con glu-
cosa 0,5 mM. Circulos llenos: actividad fosforilanle de glu-
cosa medida con glucosa 100 mM; (h) Filtracidn de una alficuo-
ta de Neurvapora correspondientes a 62 mg de micelio, Circu-
los vacfos: actividad fosforilante de glucosa medida con glu-
cosa 0,5 mM; (c) Correlacibn entre o= (V, - Vg / Vy) vy logarit-
mo del peso molecular de las diferentes proteinas usadas; (d)
Cromatograffa cn DEARE-celulosa do las fracciones activas reu-
nidas del experimento mostrado on b,
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las cuatro isocenzimas deberia realizarse por filtracidn de ca-
da isoenzima en columnas de tamices moleculares apropiados.
En nuestras condiciones sin embargo, el aislamiento prepara-
tivo de las isoenzimas y y § (que estdn presentes en bajas
concentraciones) no es sencillo. Por lo tanto se procedid a
filtrar por una columna calibrada de Sephadex G-200 una alf-
cuota de lIquido sobrenadante de 105.000 g. La medicibn de la
actividad enzimdtica en el eluido reveld un pico Gnico, simé&-
trico cuyo peso molecular corresponde a aproximadamente 95.000
(Fig. 3b y 3c). La cromatografia del eluido activo en una co-
lumna de DEAE-celulosa mostrd la presencia de las cuatro iso-
enzimas aungue sus proporciones relativas no fueron las mismas
del sobrenadante original (Fig. 3d). Esto puede deberse a inac-
tivacidn preferencial de algunas isoenzimas durante el proce-
dimiento. Estos resultados sugieren que las cuatro hexoguina-
sas de Neurospora tienen un peso molecular cercano a los 95.000.
La columna de Sephadex G-200 habria permitido la deteccidn
de proteinas con actividad hexoquinfsica de pesos moleculares
diferentes. La figura 3a muestra que es posible detectar se-
paradamente hexoguinasas de baja Km (peso molecular: 100.000)

de la isoenzima de alta K (peso molecular: 50.000) de higado

de rata.

Niveles totales de actividad y penfiles isoenzimlticos de he-

xoquinasa durante el crecimiento de Neurospora crassa.

En la fase logaritmica del crecimiento hifal que ocurre en-
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Horas

Figura 4. Niveles totales de hexoquinasa durante ef cre-
cimiento de Neurospora crasea. Se midid la actividad hexo-
quindsica en liquidos sobrenadantes de Neurospora (equiva-
lente a 0,25 mg de micelio) cultivada a diferentes tiempos.
Se usd glucosa 100 mM para la deteccidn de la actividad en-
zimdtica (ver Materiales y M&todos).
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Figura 5. flexoquinasas de Neurospora crasea cepd sifves-
the 77a a diferentes Liempos de culiivo, Alicuotas de li-
quido sobrenadante correspondientes a 25 mg de micelio se
cromatografiaron en la columna de DEAE-celulosa tipo A,
segfin el procedimiento descrito en Materiales y M&todos.
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tre las 2 y 24 horas de cultivo (32), se observa un aumento
en los niveles totales de actividad ( Unidades/g hfimedo de
micelio) de hexogquinasa para luego disminuir levemente en la
fase de madurez del crecimiento hifal (Fig. 4). Igual fenb-
meno ha sido descrito en hexoquinasas de Candida tropicalis
(14). El1l perfil isocenzimdtico se modifica cuantitativamente
durante el crecimiento (Fig. 5). A las 15 horas de cultivo
los niveles relativos de actividad de las isoenzimas son 3,
82, 11 y 4% para a, B, Yy v § fespectivamente, mientras . que
a las 45 horas de cultivo los niveles de las iscenzimas son
m&s parecidos entre si (24, 44, 17 y 15% respectivamente) .
No se observaron cambios notables en el perfil iscenzimdtico

en tiempos més prolongados de cultivo.

Pernfil Lsoenzimfitico de hexoquinasas de Neurospora crassa cul-
tivada en distintas fuentes de carbono.

En este hongo se han descrito enzimas inducibles por meta-
bolitos como es el caso de la induccidn de la ornitina amino-
transferasa al agregar ornitina al medio de cultivo (33). Pa-
ra estudiar si ocurrfa un fendmeno similar con las hexoquina-
sas se cultivd Neurcspora durante 48 horas usando sacarosa,
glucosa, fructosa o casaminodcidos como fuentes de carbono.
Los perfiles isoenzimf&ticos no muestran diferencias aprecia-
bles entre si (Fig. 6), lo cual sugiere que no existen hexo-

guinasas inducibles o represibles que dependan de la fuente

de carbono en que se crezca el hongo.
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Figura 6. Hexoquinasas de Neurospora erassa cuftivadas en diferentes fuentes de can-
bono. Alfcuotas de liguidos sobrenadantes correspondientes a 25 mg de micelio cosecha-

do a las 48 horas de cultivo, se cromatografiaron en la columna A de DEAE-celulosa. Los
extractos provenian de Neurcspora cultivada en medios gue contenfan sacarosa (superior

izquiexda), glucosa (inferior izquierda), casaminofcidos (superior derecha) y fructosa
(inferior derecha) al 2% como fuentes de carbono.

=
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Penfil Lsoenzimdtico de hexoquinasa de mutantes morfolbgicas
de Neurospora crassa.

Con el propdsito de pesquisar posibles variantes de las he-
xoquinasas se estudiaron los perfiles isoenzimfticos de va-
rias mutantes morfoldgicas de Neurospora (Fig. 7). Estas mu-
tantes se cultivaron en medio minimo liquido con sacarosa du-
rante 48 horas. La comparacidn de los niveles totales de ac-
tividad (Unidades/g htimedo de micelio) de las mutantes en re-
lacidn a la cepa silvestre (Tabla II) indica que dapple tiene
mayor actividad hexoquindsica que la cepa silvestre. Los ni-
veles en col-16 son similares a la cepa silvestre, en cambio
en dingy, frost y crisp son francamente menores.

Los perfiles isocenzimdticos de varias mutantes difieren de
los obtenidos en la cepa silvestre. Las variaciones observadas
son: a) variaciones cuantitativas de las proporciones relati-
vas de las isoenzimas como es el caso de col-16 gue presenta
menor actividad de o y mayor actividad de y y 6. C(Crisp pre-
senta una baja proporcién de d, mientras que B estd en mayor
cantidad; b) variaciones cualitativas como en dapple en que
se observ6é s6lo la presencia de las isoenzimas B y Y, con pro-
porciones semejantes de las dos isoenzimas, y en dingy dque
presenta mayor cantidad de B. No se observaron las isoenzimas
a y 8§ en estas mutantes cultivadas durante 24 y 72 horas afin
cuando hubo variaciones en las proporciones relativas de las
isoenzimas (no se muestra). El criterio de reconocimiento de

estas formas fue su elucidn cromatogrdfica y el cuociente de



av

Tabla II

Niveles totales de actividad y proporciones relativas de he-
xoquinasas. .en mutantes morfoldgicas. de Neurospora crassa.

Proporcidn relativa de

Actividad total las isoenzimas

Unidades/g % @ B : y S
77a 6,48 100 24 44 17 15
frost-102a 3,00 46 22 40 24 14
ecol-16a 5;20 80 5 37 32 26
erisp-la 1,70 26 11 55 17 17
dingy 644 2,00 33 - 61 39 -
dapple 10774 12,40 191 - 54 46 %

La actividad fosforilante de glucosa se midid en lfguidos so-
brenadantes de mutantes morfolbgicas de Neurospora cultivada
durante 48 horas en medio minimo liquido con sacarosa. Se mi-
did la actividad hexoquindsica en liguidos sobrenadantes e-
quivalente a 0,25 mg de micelio. Se usd glucosa 100 mM para
la deteccidn de la actividad enzimitica (ver Materiales y Mé-
todos). Las proporciones de las isoenzimas en cada experimen-
to se calcularon por integracidn bajo la curva de los picos
de actividad, suponiendo que éstos son simétricos, y que no
hay inactivacién preferencial de alguna isocenzima. El guidn

( - ) indica que no se detectd actividad hexoquin&sica en las
fracciones correspondientes a las isoenzimas o o §.
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Figura 7. Hexoquinasas de mutantes mornjolégicas de Neurospora
erasgq, Alfcuotas de ligquidos sobrenadantes correspondientes a
25 mg de micelio de las mutantes indicadas, se cromatografiaron
en columnas de DEAE-celulosa tipo A. El tiempo de cultivo fue de
48 horas. B
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fosforilacidn fructosa/glucosa.
La mutante frost no presenta diferencias significativas

en las proporciones relativas de las isoenzimas con respecto

a la cepa silvestre.

Pengil Lsoenzimdtico de hexoquinasa de La cepa sLlvestrhe 77a
cultivada en presencia de sorbosa.

La presencia de L-sorbosa en el medio minimo ligquido gque
contiene sacarosa induce a crecer de modo colonial a la cepa
silvestre (34,35). La sorbosa produce un efecto dramdtico en
la morfologia, composicidn de la pared celular y arguitectura
de la superficie celular de la cepa silvestre. La observacidn
en algunas mutantes coloniales (ver parrafo anterior) de per-
files isoenzimiticos particulares, hizo de interés estudiar
el efecto de sorbosa sobre las hexoquinasas de la cepa sil-
vestre.

Se observaron variaciones de tipo cuantitativo en el per-
fil isoenzimitico de hexoquinasa de la cepa silvestre creci-
da en presencia de sorbosa durante 48 horas con respecto al
obtenido del hongo cultivado en medio sin sorbosa (Fig. 8).
Las proporciones relativas de las isoenzimas fueron 5, 54, 29
y 12% para a, B, vy ¥ 8§ respectivamente., Los niveles de la iso-
enzima o esté@n disminuidos en relacidn a la isoenzima o de
Neurospora cultivada en ausencia de sorbosa, en cambio las
héxoquinasas B v Y presentan niveles mds altos. Dada la simi-

litud de este perfil isoenzimdtico con el que se observa en
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Figura 8. Cepa 4sifvesire 77a culilivada en pre-
sencia de sonbosa. Alfcuotas de 1fquidos sobrena-
dantes correspondientes a 25 mg de micelio se cro-
matografiaron en una columna de DEAE-celulosa tipo
A, En la parte inferior de la figura se muestra el
perfil de hexoquinasas de Neurospora cultivada du-
rante 48 horas en medio liquido conteniendo 1,5%
sorbosa, 0,5% sacarosa y 2% Vogel. En la parte su-
perior de la figura se muestran las hexoguinasas de
Neurospora cultivada durante el mismo tiempo en me-
dio minimo liguido carente de sorbosa.
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etapas tempranas de crecimiento del hongo cultivado en ausen-
cia de sorbosa, se estudiaron las hexoquinasas de Neurospora
cultivada durante 24 y 72 horas en presencia de L-sorbosa.

La variacidn de los perfiles isoenzimdticos durante el tiempo
no presenta relacifén alguna con lo que sucede en Neurospora
cultivada en ausencia del agente paramorfégeno, lo cual des-
carta la posibilidad que la seméjanza se explique por un re-
tardo del desarrollo enzimitico inducido por sorbosa (no se

muestra).

Reacceibn de Las hexoquinasas de Neurospora crassa con antihe-
xoquinasa de Saccharomyces cerevisiae.

Se investigd la existencia de relacibn inmunolbgica entre
hexoquinasas de Neurospora y Saccharomyces, ya que ambos or-
ganismos por pertenecer al grupo de Ascomycetes podrian tener
hexoguinasas semejantes.

Después de incubar suero antihexoquinasa de levadura con
las hexoquinasas de Neurospora se midid la actividad remanen-
te (Fig; 9). No se observb efecto del antisuero sobre las i-
soenzimas o y f. En cambio la actividad de y y 6 fue inhibida
en aproximadamente 50% por la antihexoquinasa de levadura,

La reaccidn homb6loga (hexoquinasa de levadura con antihexoqui-
nasa de levadura) resultd en practicamente un 100% de inhibi-
cidn de la actividad a concentraciones de anticuer?o en gue

né hay inhibicifn de la actividad de las hexoquinasas de Neu-

rogpora, Esto sugiere algln tipo de reconocimiento dé€bil en-

tre las isoenzimas y y § de Neurospora y el suero antihexoqui-
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Figura 9. Inhibicedibn de La actividad fosfondlante de glucosa
de isocenzimas de Neurospora crassa Y hexcquinasas de Levaduhra
por suero antihexoquinasa de Saccharomyces cerevisiae. La reac-
cibn inmunoldgica se realizf como se describié en Materiales y
M&todos, utilizando de 2 a 3 miliunidades de enzima vy cantidades
variables de antisuero (entre 0,012 y 100 uL). Después de la in-
cubacidn se midid la actividad hexoquindsica remanente usando
glucosa 10 mM.
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nasas de Saccharomyces.

Estos resultados fueron corroborados por experimentos con
antihexoquinasa de levadura unida a Sepharosa. La Tabla III
muestra que columnas de Sepharosa-antihexoquinasa de levadura
retienen parcialmente la actividad de las isoenzimas y y 6§,
pero no de a y B. Como era de esperar, la hexogquinasa de le-
vadura es totalmente retenida en estas columnas. La recupera-
cidn de la actividad enzimitica en una columna de Sepharosa
con suero control de conejo no inyectado fue practicamente de
100% para las isoenzimas a y B. En cambio para la actividad
y v 6 fue del 61 y 70% respectivamente. Es posible que estas
isoenzimas se inactiven parcialmente por contacto con Sepha-
rosa o la resina la retenga por unidn inespeciffica. El por-
centaje de retencidn de las isoenzimas y y § en la columna

con antihexoquinasa fue referido a la actividad recuperada

en la columna control.
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TABLA IIT

Retencidn de la actividad de las hexoquinasas de Neurospora
erassa en columnas de Sepharosa-antihexoquinasa
de. .Saccharomyces. cerevisige*

columna columna
control anticuerpo
Isoenzima
a b
% de actividad recuperada

@ 94 + 6 100 = 5 96 + 2
B 95 + 1 100 + 4 96 + 5
14 61 + 7 83 + 4 52 + 71
5 70 = 7 62 + 4 50 + 22

*Se filtraron alicuotas de 0,2 a 0,4 ml de enzima por colum-
nas de inmunoadsorbente. Las isoenzimas eran fracciones re-
cromatografiadas en columnas de DEAE-celulosa tipo B. Se mi-
did la actividad enzim&tica con glucosa 10 mM en todas las
fracciones (0,5 ml) eluidas, para calcular la recuperacidn.
Los resultados se expresan como la media + la desviacidn es-
tandar de tres observaciones.

a: Actividad recuperada con respecto a la columna control.
b: Actividad recuperada con respecto al total de actividad
colocada en la columna.

INo difiere del valor correspondiente en la columna control
(0,255p>0,20) .

2pDifiere del valor correspondiente en la columna control.
ipel ,0258) .
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DISCUSION

Formas mdlitiples de hexoquinasas de Neurospora crassa.

La cromatografia en DEAE-celulosa permitid separar cuatro
formas de hexogquinasa en cepas silvestre de Neurospora. La
Comisibn de Nomenclatura Bioguimica IUPAC-IUB (36) recomien-
da el uso del té&rmino isoenzimas para designar proteinas gque
posean la misma actividad enzimdtica en la misma especie, cu-
ya estructura primaria est& codificada por genes diferentes.
La expresibn isoenzimas incluye: a) proteinas geneticamente
independientes, b) variantes al&licas (aloenzimas) y c¢) hete-
ropolimeros o hibridos de dos o més cadenas polipeptidicas u-
nidas no covalentemente. El t&rmino formas moleculares m@lti-
ples es mas amplio y cubre a todas las protefnas que posean
la misma actividad enzimd&tica en la misma especie cualesquie-
ra sean las causas de la multiplicidad. Sin embargo, es fre-
cuente el uso en la literatura del t&rmino isoenzimas como
sindnimo de formas moleculares mltiples.

Las formas de hexoguinasas de Neurospora no serian protei-
nas derivadas de una Gnica cadena polipeptidica (como en el
caso de la quimotripsina gue deriva de quimotripsindgeno) o
polimeros de una finica subunidad (como por ejemplo en gluta-
mato deshidrogenasa), ya que las cuatro formas presentan el
mismo peso molecular. Si estas hexoquinasas no fuesen isoen-
zimas propiamente tales, podrian ser producto de cambios con-
formacionales de una proteina o, menos probablemente, protei-

nas conjugadas con otros grupos. Puesto que al recromatografiar
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cada pico de actividad no se originan los otros, es muy pro-
bable que las hexoquinasas de Neurospora correspondan a iso-
enzimas, pero la evidencia definitiva deberd@ esperar estudios
gendticos acerca del nfimero de genes implicados, o fisico-

guimicos que precisen la estructura cuaternaria de estas iso-

enzimas putativas.

Hexoquinasas de Neurospora crassa Yy su hrelacildn con hexoqudl-
nasas de venrntebrados.

Cualesqguiera que sean las causas de multiplicidad de hexo-
guinasas en Neurospora resulta interesante la comparacidn en-
tre estas isocenzimas y agquellas estudiadas en vertebrados.

Las hexoquinasas de Neurocspora resultan ser muy parecidas a
las clésicas isoenzimas A y B de mamiferos (1,37,38). En efec-
to, presentan amplia especificidad de sustrato, y sus wvalores
de KIn glucosa son del mismo orden de magnitud siendo hiperbd-
licas sus funciones de saturacidn. Ademids sus pesos molecula-
res son practicamente idénticos. Por la misma razén de su pa-
recido con las hexoquinasas A y B de mamiferos, las isoenzimas
de Neurospora difieren de las hexoquinasas C y D. Estas Glti-
mas presentan caracteristicas cindticas muy peculiares: la i-
soenzima C de vertebrados es inhibida por altas concentracio-
nes de glucosa (1,3,4) y la hexoguinasa D presenta una espe-
cificidad de sustrato més restringida, cin&tica sigmoidal fren-
te a glucosa (6) con valores de K altos (8 mM) y un peso

0,5
molecular de aproximadamente 50.000 (2,37).
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Sin embargo, las hexoguinasas de Neurospora y de vertebra-
dos son diferentes va que aquellas son insensibles a la in-
hibicién por el producto glucosa-6-P (Tabla I). Crane y Sols
(39) mostraron que la hexoquinasa de cerebro es fuertemente
inhibida por concentraciones micromolares del &ster fosfbri-
co, muy probablemente por interaccidn con un sitio alostéri-
co en la enzima. La inhibicidn por glucosa=-6-P parece tener
importancia fisiolbgica (para una revisibn extensa del pro-
blema v&ase Purich et al. (15) y Colowick (31)).

Al igual que las hexoquinasas de Neurospora las isoenzi-
mas de Saccharomyces tampoco son inhibidas por glucosa-6-P
(31) v este hecho parece ser importante porgue establece un
vinculo de parentesco evolutivo entre las isoenzimas de Neu-
rospora y Saccharomyces (ambos Ascomycetes). A mayor abunda-
miento, un examen detallado de la Tabla IV muestra gque las
hexoquinasas y y § de Neurospora presentan caracteristicas
muy similares a la isoenzima P II de Saccharomyces (hace ex-
cepcibn el cuociente de fosforilacidén para manosa). Los es-
tudios inmunolbgicos (Fig. 9 y Tabla 3) gue seran discutidos
mis adelante, refuerzan la relacidn de parecido al menos en-

tre las hexoquinasas y y 8§ de Neurospora y la hexogquinasa P II

de levadura.

Hexoquinasas de Neurospora crassa duranie el checdmiento, cul-
tivada en diferentes fuentes de carbono, y en presencia de s0n-

bosa,
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En Neurospora existe una etapa de mayor actividad hexo-
quindsica que corresponde al periodo logaritmico del creci-
miento hifal. Otras enzimas, como la R-galactosidasa, tambié&n
presentan cambios en los niveles relacionados con su tiempo
de cultivo (32). Este fenbdmeno sugiere que en determinados
estadios de crecimiento hay vias metab®licas gue aumentan su
actividad, jugando un papel importante en ese momento de cre-
cimiento. Si el aumento de los niveles de una isoenzima es
concomitante con una alza en la actividad de una via metabd-
lica, podria pensarse en la participacidn de isoenzimas espe-
cificas en vias metabdlicas especificas (40). Por el momento
no estamos en condiciones de relacionar vias metabblicas de
utilizacidn de glucosa con alguna hexogquinasa en particular.

La expresidn diferencial de hexoquinasas en distintas eta-
pas de crecimiento se ha descrito también en Saccharomyces
(17) . Mientras que en la fase exponencial estd presente la
forma P II, en la fase estacionaria de crecimiento estén las
isoenzimas P I, P IT y glucoguinasa.

Al cultivar Neurospora en diferentes fuentes de carbono no
se observa variacifn en el perfil isocenzimdtico de hexoqui-
nasas. Aparentemente ninguna de estas formas seria una enzima
del tipo inducible o represible como la glucoquinasa de higa-
do de rata (7,9).

L-sorbosa es un agente paramorfdgeno que produce una feno-
copia en la cepa silvestre de Neurospora haciéndola crecer de

modo colonial (41,42), produciendo drésticos cambios en la mor-
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fologia, composicidn de la pared celular y arquitectura de la
superficie celular. En presencia de sorbosa, Neurospora utili-
za glucosa menos eficientemente, y Crocken y Tatum (43) su-

gieren que L-sorbosa produce un gran desorden metabdlico. Por
lo tanto, si se acepta la participacién especifica de isoen-
zimas en diferentes vias metabBlicas, no es de extrafiar el

hallazgo de diferencias cuantitativas en el perfil isocenzimi-
tico de hexoqguinasas en relacidn a Neurospora cultivada en

medio sin sorbosa. Existirfian reguladores de la expresidn gé-
nica de estas isoenzimas que de algflin modo dependerfan del me-

tabolismo o morfologia del hongo.

Hexoquinasas de mutantes monfolbgicas de Neurospora crassa.
En mutantes morfoldgicas se han descrito alteraciones de
algunas enzimas, consistentes en variaciones en sus niveles
de actividad, estabilidad térmica, afinidad por sustrato,
comportamiento en electroforesis y electroenfoque. Por ejem-
plo las mutantes frost, balloon y col-2 tienen glucosa-6-P-
deshidrogenasa defectuosa (44,45); col-3 y col-10 poseen
6-P-glucdnico-deshidrogenasa alterada (46,47); en col-16 los
niveles de arabinosa-deshidrogenasa estln aumentados (48); en
erisp-1 la actividad especifica de la adenil-ciclasa estd re-
ducida (49) (para mayores detalles véase referencia 50). En
cuanto a variaciones del nGmero de formas moleculares milti-
éles, solo es conocido el caso de la mutante su-C que presen-

ta dos picos de actividad de glucosa-6-P-deshidrogenasa se-
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parados mediante electroenfoque en vez de los tres observa-
dos en la cepa silvestre (45).

Nuestros resultados muestran que las mutantes crisp-1 y
col-16 presentan variaciones de tipo cuantitativo en el per-
fil isoenzim&tico de hexoguinasas. Es probable gue la muta-
cibn causante del cambio morfoldgico produzca grandes desdr-
denes metabdlicos gque modifiquen la expresidn de estas isoen-
zimas (efecto anilogo al de sorbosa). En cambio en las mutan-
tes dapple y dingy se detectan sdlo las isoenzimas B y y. La
desaparicidn de las isoenzimas o y 6§ podria deberse a mutacio-
nes que afectan genes estructurales o reguladores de la ex-
presidn Eénica. La pérdida concomitante de ambas iscenzimas
podria ser el producto de una Qinica mutacidn que afectarfa

las dos enzimas (mutacidn regulatoria), o alternativamente,

dapple y dingy serian dobles mutantes.

Relacibn entrne Las hexoquinasas de Neurospora crassa, Saccha-

romyces cerevisiae Y 0thosd michoorgandismos, Ordigen de Las Ls0

1

enzimas .

La Tabla IV resume algunas éropiedades de las hexogquina-
sas de hongos y levaduras estudiados hasta ahora. La hexoqui-
nasa P II de levadura presenta similitud en todos los par&me-
tros medidos con las iscenzimas y y 6§ de Neurospora. La hexo-
quinasa de Aspergillus oryzae en cambio es similar a las iso-

enzimas o y B de Neurospora exceptuando su K, para manosa.

Las dos constantes cinéticas conocidas de las hexogquinasas



Tabla IV

Algunas propiedades de las hexcquinasas de hongos y levaduras

P N, erassal 8. cerevisiae ? A. oryzae® R. glutinis" C. tropicalis®
& i p 5 Pl P a1 GK HK HK: GK HK eK
Constantes de
Michaelis (mM) A
Glucosa * 0,061 0,056 0,077 0,180 0,30 0,60 0,03 0,05 0,10 0,10 0,34 0,34
Fructosa 2.7 127 2,9 2,5 4,1 255 3;1 30,0 2,0 no 23 no
Manosa 0,200 0,158 0,270 0,300 034 0,2y 0,12 0578 0,1 0,2 - -
2-desoxiglucosa 0,185 0,40 7,90 7,14 0,85 1,21 1,46 0,40 0,3 0,3 - -
ATP 1,42 1,80 0,75 0,56 0,30 0,30 0,048 - 0,5 0,6 - -
Veloetidad mdxima
relativa
Glucosa 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Fructosa 0,75 0,73 1,38 1,96 3,0 1,3 0,4 1,2 8. no 1,8 no
Manosa 0,72 0,72 1,00 1,00 0,6 0,3 0,2 0,8 0,8 0,3 - -
2-desoxiglucosa 0,78 0,80 0,67 0,60 1,03 0,46 0;45 0,8 0,75 0,6 - -
Inhthicidn por
glucosa6-P no o no no no no no no no no - -
Peso molecular 85000 95000 95000 95000 100000 100000 ® - 96000 110000 - -

1 Resultados de esta tesis; 2 Tomados de refs. 16, 52 y 53; 3 Ref. 12; * Ref, 13; 5 Ref. 14; HK = hexoquinasa de amplia espe-
cificidad de sustrato; GK = hexoquinasa de especificidad restringida (glucoquinasa); el guidn ( - ) indica medicicnes no rea-
lizadas; la palabra no indica que el fendmenc no ocurre; * el peso molecular de esta enzima no ha sido determinado porque la

enzima forma agregados de alto peso molecular (16).

N4
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de Candida tropicalis son semejantes a la isocenzima § de Neu-
rospora. La forma P I de Saccharomyces es similar a la hexo-
quinasa de Rhodotorula glutinis. Todas estas hexoquinasas
tienen en comflin el peso molecular de 100.000 vy la insensibi-
lidad a la inhibicidn por el producto glucosa-6-P.

La reaccidn de la antihexoquinasa de Saccharomyces con las
formas y y 6§ de Neurospora indica un parentesco evolutivo. El
anticuerpo fue preparado por inyeccidn de una mezcla de las
isoenzimas P I yv P II, y no sabemos si el reconocimiento in-
munoldgico con las hexogquinasas de Neurospora proviene de la
reaccidn con el anticuerpo de una de estas formas enzimiticas
o de ambas. Aunque el reconocimiento inmunolégico es débil,
sugeriria la existencia de una proteina ancestral comfin para
ambos tipo de hexoguinasas.

Hansen et al. (51) no detectaron reaccidn inmunoldgica cru-
zada entre hexoquinasas de levaduras y Neurosgpora. Los expe-
rimentos de estos autores fueron realizados con extractos cru-
dos que contenian las cuatro iscenzimas.Por otra parte el re-
conocimiento inmunoldgico de las iscenzimas v yv & es d&bil.
Ambos factores pueden explicar la no deteccidén de inhibicidn
de la actividad enzimdtica con el anticuerpo.

Una explicacibn evolutiva acerca del origen de las cuatro
hexoquinasas de Neurospora deberia tomar en cuenta el nlmero
de genes implicados en su sintesis y un conocimiento de sus

estructuras subunitarias. En ausencia de estos datos s&lo po-

demos especular que el parecido inmunoldgico y las propieda-
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des cinéticas que hemos observado entre las isoenzimas y y ¢,
sugiere que ambas se originaron por duplicacidn gé&nica a par-

tir de un gen ancestral.

Proyecclones futuras.,

Los resultados de este trabajo abren posibilidades intere-
santes de investigacidn con el fin Gltimo de comprender las
relaciones entre estructura y funcibn de isoenzimas. Estas pers-
pectivas inmediatas pueden enumerarse de la siguiente manera:
a) Determinar si el reconocimiento inmunoldgico entre hexoqui-
nasas vy y 6 de Neurospora y antihexoquinasa de levadura resul-
ta de reaccidn cruzada con las formas P I o P II, o con ambas.
b) Caracterizar el perfil iscenzimitico de un mayor nlimero de
mutantes buscando aquellas gque presenten deleciones de isoen-
zimas, a fin de realizar estudios genéticos gue sugieran el ni-
mero de genes implicados en la sintesis de estas isoenzimas.

c) Investigar si existen mutantes en las cuales se pueda corre-
lacionar la pérdida de una isocenzima con la ausencia de una
via metabdlica.

d) Purificar las formas mGltiples de hexoquinasa de Neurospo-
ra y estudiar su estructura cuaternaria.

e) Preparar anticuerpos antihexoquinasa para cada una de las
formas de Neurospora para averiguar si existe reaccidn cruza-
da entre las isoenzimas.

f) Aislar y caracterizar las hexoquinasas de otros hongos y
microorganismos con el fin de establecer relaciones evolutivas

entre las diferentes isoenzimas.
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