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FSA 20-357.: FRACCION PRECIPITADA AL 20-35~ DE 
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TRIS: TRIS HIDROXI-METIL AMINO METANO. 
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SE ESTUDIO LA BIOSINTESIS DE EXT~ACTOS CELULARES SOLUBLES 
DE LA CEPA SILVESTRE DE tl..-.CRilSSll ENCONTRANDOSE QUE LAS DOS 
ACTIViD~DES DE LA MIOINOSITOL 1-P SINTASA*<E.C.5.5.1;4) QUE 
SE RESUELVEN EN ELECTROFORESIS EN GEL .DE POLIACRILAMIDA, 
CORRESPONDEtl A AGREGADOS OLIGOMERICfJS DE LA ENZIMA Y NO A 
ISOENZIMAS. 

SE OBTUVO UNA F'OBU\CION DE ANTICUERPOS CON 
CARACTERIZO INMUNOLOGICAMENTE UNA COLECCION 
MUTHIHESINOS DE .tt._l:.RAflSll PROBANDO EN CADA UNA LA 
DE LA MIOINOSITOL 1-P SINTASA. 

LA QUE SE 
DE CEPAS 
PRESENCIA. 

SE ENCONTRO ADEMAS GUE EN LA CEPA SILVESTRE LA PRESENCIA 
DE INOSITOL EN EL MEDIO DE CRECIMIENTO REPRIME LA SINTESIS 
DE LA MIOINOSITOL 1-P SINTASA. 

* Enzi11a que r.:ataliza la r.:ir.:liza•:i15n ald.Slir.:a de G 6-P a 
In·~sitol 1-P. . ... /. 
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<INTRODUCCION> 

La Hanipula•:i•!•n de t.kni•:as •1e la quf.Hi•:a de las proteínas 
está •:onvii•tiénd•:;ose en parte Huy iHportante de la práctica 
en::iH•)l•Sgi.:<1. A Hedida que un n~ll'ter•:> 11ayor de enzi11as S•)!\ 

aisladas en ,;,st,<ido pur•), su •:aracteri::a•:ión en tér11inos de 
•:onstitui:ión qu.ÍHica y estru•:tural es un paso necesa1•io pa1·a 
un conociHient•) H<Ís detallad•) de sus funci•)nes. 

T•)das las en::iHas t?:<hiben diferentes •:ai·a·:terísticas, que 
puede pensai·se •=•,ns¡,ituyen ele11ent•)S de la regula•:ión de su 
activü1ad en las •:elulas vivas. Todas ellas poseen un pH 
··:aracterÍ.stJ.•::•) que hace posible la altera•:i·fo de sus 
Vt? l•:u:idades •:CI talÍ ti•:as •:on -l•)S •:a11bi•)S de pH 
intracelulares. Las vel•)•:i•fades de todas las reacci•:>nes 
en::iHáti•:as d(,pende11 ta11bién de la •:oncentra•:ión del 
sustrat•) y algunas H~s, p1·e•:isan de i•,nes Metálicos, 
1:1:uanziMas 6 · 1:1)f ai:t1:.res ~ 

1~dt?Hás de estas pr•,piedades coHunes a t•)das las enziHas, 
algunas •1e ellas presentan cara•:te1•Ísti•:as especiales que 
les. •:•)llfieren papeles dt? •:•,ntrol dt?l rtetab•:•lisH•) y se les 
liaHa · en::i11as regulador.as. E:<isten d•)S tipos prin•:ipales: 
·Las en::iMas al•)stéri•:as, •:uya acti'lidad •:atalÍtica es 
M•)dulada P''" la uni•:Ín n•:• •=•)Vale11te ·de un r1etabolito 
.ospe•:Ífic•) a un •:entr•) dt? la pr•)teina diferente del centro 
•:atal.Í.ti•:o ~· las em:irt.as H•::>duladas PN' unión C•)Valente, con 
f•)PMas · a•:tivas e i'na•:tivas inter•=•,nvertüias p•)r la acción de 
•)t1•as en::iHas. Resulta iHp•:>rtante este tip•) de Hodulación 
pues •:ualquier falla e11 la a•:tividad, puede no •ien•)tar la 
pé1•diL~a ,1e un gene estru•:tural para la proteina en cuesti.Sn, 
11i aun la ausen•:i<1 de la proteina· 11isr1a sinQ la pérdida de 
la en=iHa "a•:tivante".< St?gal, 1973 l. 

f'9r •:>t1·a parte; la Hay•,rÍa de las enziMas que Huest1·an 
· •:ondu•:ta alostérica s•:>n •)lig•,Méricas, .S tienen peS•)S 

11oleculares tan altos, que es probable lo sean. 
Otr•:. tipo de regula•:i.Sn Metab•SÜca· está dada por las 

llm1adas J.S•)e11ziMas, f•)rHas Hi'.tltiples •ie una en::iHa que 
pued~n presentarse en una sola especie de organisMo e 
in•:lusivt? en u11a sola •:élula, que se en•:uentran coctifi•:adas 

.por gei1es dif.¡,rentes y p•)r tant•) difieren estru•:tm·alMente. 
f'ara el estudi•:> de las rutas ..Íetab.Sli•:as ha resultad•) de 

Valiosa ayuda, la Utiliza•:io~n de l'liCrO•)rganiSHOS a los que 
se ha indu•:ido Muta•:i•~n p•)r radiaci•~n, l•)s •:uales· o::arecen de 
una ruta dete1·Minada .~ de una en::ir1a pa1·ti•:ular. Así desde 
que en 1945, G.W. Beadle. y E. L. Tatu11 postularon la 
rela1:ión "lm gene, una en::iHa", en sus estudios de Hutantes 
•1;;,1 hongo .lli:ur.AS.¡:..0.1".A..-.CX.ass..a, se abrió un artplio •:aHpo para 
el análisis d"' las rut.as 11etabÓlicas en diferentes 
•'l'ganiSH•:>s. Aquel los Mllt<mtes que r.:arei:en de una enzi11a que 
catali::a UIHI reao:o::i•Sn espeo::Ífi•:a, pero que al serles 
suMinistrado e.l pr•;duo::to de tal rt?a•:ción se desarr•:.llan 

.... /. 
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norHalHente, reciben el no~bre de Hutantes auxdtrofos. Estas 
.deficiencias gJnicas si no san letales provocan la 

acuMulaci6n y excres1dn del sustrato de la enziHa que falla, 
par tanto, el interMediario na se acuHular~ en aquel 
organisMo que haya st<f1•icfo 11uta•:ión. ( Lenhir\ger, 1982 ). 

FUENTE BIOLOGICA. 

Ueur.ll.S.p.01'..a es un género de ¡-,,,ng•)S a11p liaMente utilizad•::> en 
bi•::>l•)gía Mole•:ular. De hed·,.,, g1·an parte de l•)S 
C•)\10•:i11ientos relaliV•)S . a l•)S . aspe•:l•)S b1•)l'5gicos de la 
genéti•:a se han •:•btenid•) a part.i1' de ensay•::is CI)\\ ti.._.i:ras.s.a. y 
H.._.s.il.o.pb.yl..a. < S•:agel, 1980 > 

Ta:<•)n1511i•:a11ente se encuen+.ra clasifi•:ado de la s.iguienle 
Manel'a: 

DIVISION: EUMICETES 
CLASE: ASCOMICETtS 
Subclase: EuascoHicetes 
Serie: Ple•:t•:·Micett-s 
ORDEli: XILAr~IfiLES 
GENERO: N.EURU~QRá 

ESPECIE: C.!i:é.S.~ 

Las .;,spe•:ies del gén.:,ro:• 
1) su1)t .. r1:.pi1:ales •:reci~ndiJ 
celul6sicos de plantas. 

se encllentran en •reas tropicales 
sobre arbustos, 'rboles y restos 

C:l •1al•)r esencial d.;, l.l. .i::.ras.s.3 .;,n C•)n•1i•:i•)nes de 
laboratol'io es que se trata de un hongo eucaribtico, ~an 
f•cil de Manejar COMO las bacterias y que puede utilizarse 
•:•:.11•) base de •:•:.tipa\·a•:i•Sn t?n+ .. re pi·s:>1:ar•i1,t.es y >:?ui:ari•:ites ~n 
bi•)l•,gÍa tNle•:ul<Ú'. 

Jl.. __ .c.ra.Ss...~ •:•JH•) het>::r•~tr•)f•) pt1ede ut.ili::ilr a•:et.at.,, 
succinato, glicerol, glucosa· y otros M•)íl•)SacáridQS C1)HO 
·fll(,ntes •ie •:arb•)no. El ni trbge\1•) lo obtiene a partir de 
nit,,ritos, nit..rat•)S 1 aH•)\lÍ1) y <:1Mi\l•)á•:idQS .. AdeNá·5 1..it? i:arb•)lll) 

y nitr6geno, requiere. de algunas sales siMples, eleMentos 
traza y biat1na, para un creciHiento vigorozo. <Davis, 1970) 

Sus 1:4-lul.3.s contienen Hit1:u:1)ndr·i~~ 1 retÍ1:ul1:1 
~nd1,pla5r1.:lti•:•) 1:1:sn rib1:>s•:iMas, nl~tlt-1) 1:1~•n t1~Mbt"'-'Hlas típii:as y 
nu~leolos, adeM~S de va!'ias inclusiones coMo cristales.de 
ergo~t~rol 1 gotas de aceite y cuerpos glicdgenos. CShatkin 1 
Tatu11, :i.959) 

Las c&lulas se encuentran rodeadas por una 11eHbrana doble 
plasM4tica ·y una parad celulal' forMada por polÍMeros de 
~lucosa, un coMpl9JO pJptido-polisacrlrido 1 quitina y 
poligalactosaMina. 

El sLsteHa vegetativo estA coHpuesto por i1laHentos 
Hllllinucleados 6 hifas, segHentadas por paredes 
\,\•-:lns~1~rs.:\l es ,5 sep t"•JS in1:(JHPl.i;:.t1J'::.t 1 1.:1:-in p•Jl"•)S de 
apr•):<iMadaMente 0:5,1.1 de •:1l.áMetr•) en el. o:.;,ntr•). 

Los poros perHiten que el citoplasHa -fluya a lo largo de 
la hifa, acarreand~ el n~cleo,· las Mitocondrias y otras 
inclusiones durante c1arta distan~ia, usualMenta en 

••• • 1 
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dire•:ci•)n del cre•:iMient•). El sisteMa de hifas se conoce 
co11•:. Hi•:eli•), (\olilson, 1961) 

L•:os nÚ•:le•)S ·se dividen Más activaMente ce1••:a de la punta 
,1e la hifa. En 1.:1 NayorÍ.·a de estas, e:<iste MCÍs de un nÚ•:leo 
en •:ada o:41ula 1 va1•iando desde tres hasta •:erca de cien e11 
t::iertas i:t:µas p1i1:1) C1JH1..u·1e'~ .. 

f'l--.J::l'AS.;.a presenta tres f1)\'Mas: d1:.s ase:<Uales ( Mi•:r•> y 
rta•:1'0•:01ü(liQs) ·y una se:<Ual C asC•>Sp•:.ras )~ En •:ul ti vos de 
agar, . las hif as aéreas •:re•:en a Medida que el •:ul tivo 
Madura, dando corto resultada grandes Masas de M~croconidios 
O:•:.l.o:>I' naranj«. Los Ma•:r•:>•:'o;nidios se utili;::an para inocular 
cultivos de · repl'aducci6n vegetativa, sirviendo COMO 
fertilizad•)\' . Míls•:uli.no .en cru•:es se:{llales. Los Mi•:r•:.o:oi1ictios 
son M6s pequefios, uninuc!eados y de MUY poca viabilidad, se 
utili::a11 en algun•:.s e:<pei•irtentos. de Muta•:iones. Las 
<1s•=~·sp•:oras se fo;r11an al final del p1'o>•:eso se:mal, tal 
pr•)•:es•) se lleva a •:ab•:> en .:.;ndiciones •>puestas a las del 
•:reciHient•> vegetatiV•) y requiere de la preséncia de do>s 
··:epas de t,ip.;s apareables. < Davis, 1970) 

Ci•:l•> Vital. 

'La pm·t.: vegetati•1a del •:iclOJ .de vida de H-_..:.r.ass.a es 
hapl•)i•je y •:onsiste de un 11l.•:elio> Mlllt.i•:elular en el •:ual 
e:<ist>i!n septos P•?rfo1·ad1:.s, a t1·avés de los •:uales los 
n4~leos eHigran libl'eMente. 

Las esp•)l'as ase:m<iles so:>n 'l.;s Ma•:r•)•:•)nidi•)S de 6-8,u d.;> 
diáMetr•) C Fig. l) •:on l ,j M<Ís nÚ•:le,:.s y los Mi•:ro;c•'.lnidi.;s 
uninuo:leado:os, de 3-4 p de di<Í11etri:>, 

Las •:ep<is s•:•n M•:>l't•)l•)gi•:BMente her11at'roditas y pueden 
funci.;nar o:.;110 gaMeto fe11enino & Masculino en los cruces. El 
,)r•;}éH\I) se!<~tal. feMi:?nin1) ~s el as•.:ogo\1it:1 ( F ig. lb>, ~u~ 
•:r,nsi·~te de un r•,l l•'.1 ·ctelgac1•'.I de •:élulas •'.lligonu•:leadas y que 
ter.1:1.na .:n una hifa rartifi•:ada < tri•:Ógina > para •:•)nstituir 
un Hesocarpo incipiente 6 p•riteciuM. 

La pia·;M•)gaNia es un pr•'.l•:eso:> que tie11e lt1gar a través del 
atac¡uo:: cié una l'aMifi•:a•:iÓn do;, la trii:o5gina al •:0;nidio ( Fig. 
lb) LI •'.ltra •:élula .vegetativa de tipo;¡ de .apareaMient.; 

•:•puest•). 
El· nÚdt:•:> de la •:~lula 11as1:uli11a eMigra a través de la 

tri•:•!.gina y <:st<1ble•:e. una C•)ndi•:i•Sn di•:ari•5tica en el 
as•:•)gQ1U•) C Fig. 1•: >, a part,ir de la cual la hifá asc•)gena. 
cii•:ari•!.ti•:a se desa1'r1;ll;1 dentl'•:>· de la pared del periteciuM 
en f•)\'Ha•:i•~n.· Antes de la fúsi•fo nuclear el \1Ll•:le•::> parental 
se divide Huchas veces, desarrollando un siste11a hifal, al 
t,er11iM d..: Jste / d•:•s nÚ•:le•:.s ·;e as•)cian en pares en el 

v,;t'ti•:e d·:.l as•:a dondl? la fe1•tili::a•:ión ,,,:urre. ( Fig. lct-·g) 
El nÚo:le.; resultante se convierte in11ediataMen~e ·en dos 
pl'•:"1ui:t•;•$ h11ploid"1s p1)r dos divisi•)\1t:s· MeiÓticas y· ocho 
~it6tica 1 que · tiene~ lugar en la elongai:i&n del vJrtice del 
ase~. El pro;¡ducto final es un asca, cQn ocho ascosporas. 
< F ig. Lg-1<) < EHers•:•n, 1966 > 

• •• ··.! ' 
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MIOINOSITOL 1-P SINTASA 

TABLA 1. DATOS DE LA ENZIMA 

E.C.5.5.1.4. 

GLUCOSA 6-P ----------> MIOINOSITOL 1-P + NADH 

PESO MOLECULAR: 
Fuente 

~-~as.s.a 

Glándula· 11a11aria 
en rata 

TestÍ•:ulo de . 
rata 

Valor t'5 
3.5 X 10 

(5 
2.9 :< 10 

: 5 
2.1 X 10 

Condiciones. 
Centrifugación en 
gradiente de densi
dad en sacar•:>sa, -
electrof•:>resis, cro
Hatografía.C EscaHilla 
' 1982 ). 

Cro11atograf ia Sepha
dex G-200 pH 7. 2 
<Na•:r.:arato, 1974) 

Cr•)MatografÍa Sepha
de:<, pH 7. 4 C Barnet t 
3. Corina, 1973¡ 
Pitt~er, et al, 1974> 
CroMatograf.i'.a Sepha
de:c, electrof•)resis .Y 
sedi11entación <Maeda 
3. Eisenberg, 1970) 

ACTIVIDAD ESPECIFICA C Unidades/119 proteina/11in > 

Levadura 

Testículo de 
rata 

ESPECIFICIDAD": 

. (-5 
2.6 :< 10· 

'-5 
s.a :< 10 

(-2 
7.8 :< 10 

Tris-acetato pH 7. '! . 
C Chen 3. Cha1•ala11pou1> 
1966) 

Tris-HCL pH 8.0 
( L•)eWUS a Loewus, 
1971 ¡ 

Tris pH 8.0 <Funk
h~::>user 8. Loewus, 
1975) 

Tris-acetato pH 7.4 
<Pittner et al1 1974) 

LA ENZIMA ES ESPECIFICA PARA D-GLUCOSA 6-P .COMO SUSTRATO 

' .... ~/, 
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TABLA 1( Cont.) 

CONSTAllTES DE llICHAELIS: · 

FUENTE 

A..-~euL!i:J+i 1 ata>Jlls 

O.~:.s.a.t.i.\2. 

Glándula ttattaria 
en rata 

Testícul~ de rata 

INHIBIDORES 

FUENTE 

Testlculo de rata 

Q..;..saU.1ta 

SUSTRATO K11< H > CONDICIONES 

(-3 
D-Glu•:•:>sa 6-P 1.7 :< 10 CSustrato 

.4.4 1'11'1'.J 
pH a.o 
CLoewu<;; & 
Loewus, 

. 1975) 
(-.3 

D-Glu.:o'iia 6-P 1.3 :< 10 pH S.O 
< Funkhou. -
sel' a Loe

. wus, 1975) 
(-4 

O-Glucosa 6-P S.O :< 10 pH 7.2 
(Nac.::arato 

.. 1974) 
(-4 

O-Glucosa 6-P 7.5 :< 10 CS11strato= 
o.1t-a.o• 

INHrBIDOR K¡CM) 

~5 
2-Deo:<i-D G6-P 2 l( 10· 

(:-4 
P-GAT* 2 :< 10· 

HM:l 
< Bal'nett & 
Corina, 
1970) . 

CONDICIONES 

C.11'\lt..;1t'ltlJ 
pH 7.4 
< Barnett & 
C•:>rina, 
1970) 

C0.221'1M::J 
pH 7.4 
(Funkhou
'ii-'!r a loe-;. 
wus, 1975) 

* P-GAT=6-fosfo N-C lH-1, 21 4-triasok-3-il H;¡lw:opiranosialal'!ina' 

•••• ! 
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HIOlNOSITOL ·1-P SINTASA 

La ruta Hetab.'.,li•:a a traves de la cual se sintetiza 
Hioinositol a partir de glui:•)sa, asl. •:011•) el patr•:fn que 
sigue tal •:01wersiÓ11, se ha estudiad•J en sisteMas bi•;ldgicos 
tan vr.-1riados co111; levadu1·as < Chen 8. CharalaMp•Jus, 1966 >, 
.ue.w~·.a e Piña 8. Tatu11, 1967 )1 tejid•)S gonadales en 
11a11í.fer•JS ( Eisenberg & B•)lden, 1967 )1 plantas superi•:ires 

( Loewus, 1971 > y glándula MaMaria en rata < Naccarato, 
1974 ). 

En los trabaj•)S ante1·i•::>res, se de11•,str.; que para la 
liberaci•)n de Mioinosit•,l, se re•~Lliei·e de la acci•)n de d•)S 
e11zi11as, la pri11era de ellas t•)Ma •:OH•) sustrat•:i Gluo:•:isa 6-P 
y -f•)rHa un pMduct•) inter11edia1•io: D-11i•)inositol 1-·P, que a 
su vez es hictr•Jlizad•) a Mi•:tin•)sit•:.l p•:>r la ac•:idn de una 
f'osi'atasa espec:Íf'i•:a: La in•:isitol 1-P ftJsfatasa <Chen 8. 
Charala11pous, 1966 >. El ais laMient•) del interMediario y el 
requ.:riHiento de d•)S c•:if'a•:tores ( NAD+ y Mg++ ) en la re'¡1cci•Sn 
ti:rtal ratif'i1:aron la existen•:ia de las d•Js enzi11as 
( Eisenberg, 1967 ) 

Hioinositol 1-F' Sintasa Inositol 1-P Fosf'atasa 

V V 
Gluci:>sa 6-P --------> D-in•:>sitol 1-P --------> Inositol + Pi 

+ 
HAD 

++ 
tlg 

La enzbta resp•,nsable de la for11a•:i1)n del •:iclo de 9lu1:osa 
6-P a 11i•,inositol 1-P ha re•:ibhi•J un gran nú11,:,r1) de 
den•:>Minacfones: Chen & CharalaHp•JUS se ref'ie1·en a ella •:0110 
Glu•:•)Sa b-f' Ciclasa; Pilia y .•:olabo:orad•,res, In•)Sit•)l 1-P. 
IsoMerasa; Barnett & Corina, en su deterHina1:iJn 
coloriMJtri•:a de M•)nofosfat•)S de in•:tsit>:>l, la llaMan 
D-glu•:osa 6-P-l Mi•,inositol 1-f' Cidasa; L•,ewus, al 
caracterizar la enziMa e11 plantas superi•,res la 11011bra 
L-glucosa 6-P Cicloaldolasa. Final11~nt,:, el CoHitJ de la 
Uni•5n Int,:,rnaci•,nal de Bi•,quÍMi•:a le asign•~ u.n nú11er•) cte la 
Cl)Misión En:::i11átii:a <E.C.5.5.1.4. l que c•:.rr.esp•)l1de .a la 
enziMa t.eMa ctel pi·esente trabaj•:. y que ,1en0Minaré 
lii•,inositol 1-P Si.ntasa a l•) lm·go del 11i'!IM•:.. 

. ... / 
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Mu•:h•)S han sid•) l•)S t,rabajos ctestinat1os a establecer un 
11t:•:anl.S11Q de reao:•:i•:Ín para- la en::it1al 

Una •:l.•:la•:i.)n di.r.,•:ta sin rearreglo d"'l "'squeleto 
1:arbo11a1...i1J y 1:on li\ \"'et1:H,•:i1jn deo la i:1:infigura•:ión d~ ca1..1a 
át1)110J c1<! •:a1·tiono:• f•.11~ pr•)pLt.;,sta en base a e:q:11ori11ent•;s de 
11arcaJe. IEisenberg, Bolden l Loewus, 19741 Se cot1prob6 
ade11Js que la en;?l.11<l ut,i.liza NAD·-t- C•)M•) c•:•factor, i., que 
sugit:1't: una •)l<l.d.'l•:i•~n ,;n la que están iMpli•:ados át•:>MOS de 
hidr~geno. lEi.senberg, 1967¡ Barnett l Corina, 19681 

Aún °:uando los pl'•:odu.:tos inter~1et1iari•)S n•) se han ais la(fo, 
e:<is ~en evid.,.ncias _d.:- que l<l reacci.•Sn se •'1'igina p•;r la 
oxidaciln cte D-glucosa 6-P a 5-ceto O-glucosa 6-P que forMa, 
p1J\"" una re;;\1:1:i•:•n de •:•:incié-n~atión aldÓli•:a, 

L-1'\i•;i.noS·)s;i-2, 1-F', qu.:- 5<? reduce al pr.,du•:t•:.: 11ioin•)Sit•)l 
1-P. ($her11an et al, 1971; Loewus 1 Kelly 1 1962¡ Barnett 1 

Corina, 1968¡ Chen 8. Charala11p1;u.s, 1967 1 Fig. 2. 

6 

ó··•+ Oº· ~···· 
o 

+ 
Fig. 2 C•)ndensa•:i•1n ald•)li•:a: Aqtd se 11uest.ra d1110 e-1 NAD 
oKida la glucosa 6-P a 5-ceto O ,1ucosa 6-P, la cual d~ 
lt1gar a una c•m<iensaci•!•n aldÓlica, qu"' pr.:.duo:e 
M~oinososa-2 1 1-P qu<? es r"'ducida P"r NAOH para for11ar 
111oin0sitol 1-P. 

La naturaleza d"'l fosfato de inositol for11ado por el 
cier1·e del anill•) entr"' l•)S •:a1·bon•)S terHinales ,1., la cadena 
d"' glu•:•)Sa 6-F' está dt-t.,r11inade1 por las p•:isi•:i•)nes relativas 
asu11hlas en el espa•:io por el grup•) fosfato y el hidr•'.lXilo 
·f•)l'Mad•) "'º los carb•)nos 1 y 2 del anillo del in•>sit•)l. 
IEis.,nberg, 19671 

El a;::~.:ar inter11ectiario y "'l NADH están fuert"'M"'nte unidos 
a la enzi.11a nativa, en un C•:•11f1l"'J'' terna1•io ( Barnett 8. 
C•:>rina, 1972 )1 pe1•0 n•:i se ha podid•:> aún estable•:"r la 
naturaleza de los puentes enziMa-intarMediario 1 ya que an el 
Mú•:anist1>:• de •)l<id•:•··r.;,ciu•:•:i.•:111, al hidr.)g8n•:. eli11inado ,1urante 

. la r~a1:1:i1)n ~s reubi1:ad1j en el Mistt1) At,;H1'J d~ 1:al"bono. 
Tl)M<111d1) 1:011•:. bas"' la •:>¡:ii11i.)11 genei•alizada de i;ue la 

f•)l'Ha•:i•)n del •:i•:lo a part.ir de giw:•)Sa 6-P es l/l.a una 
r~a1:1:i1)n ald1~li•:a, en la 1:ual el inte1"Hédiarl.•) que precede 
i11r1ediat,aMent,e 1<1 ·fort1a•:i•~n de un enlar.:e carbo11.,-carb•)ílO 
oint.1·e el <Ít•)l1•) n•hwr(• 1 y 6 1 es 5-cet., D-glu•:•)Sa 
fosrQrilada, •_;e cuest,irJna el tip•) ,1e :.ildolasa a la que 
pertanece·la 'Kioinosit"l 1-P Sintasa. 

• ... • 1-
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.Aldolasas: Tipos y características. 

Las ahiolas<1s se han dividid•:> en d•:>s grupos: I y II. Las 
,1.,.1 tip•) fijan su sus-t1·at•) f•:>rHa11do una Base de S•:hiff y 
las del tip•) I I Muestr;;in requeriMientos Hetáli•:os, se piensa 
·~~1e el i•Sn Metáli•:•:> en las.aldolasas de este tipo •:ataliza 
la \'8a1:1:i1)n f1:i\"'t1andi:1 IJ.\l puent.e par,:ial C•)n el grup., 
~arbonilo del sustrato. As! el coMplejo ternario forHado 
sería equivalente al interMediario en la Base de Schiff 
producido en las ,;ildolasas clase l. 

La dasifi.:a•:i,)n de las 11ld•;,lasas fué pr•:>puesta por 
Rut.t.;,r, qui.;n ·~n 1964 1 •:•)nfirM•) que e:<isten difere1Ki<1s 
fundaMentales <:ntre las al do;, lasas de plantas superiores y 
a111Males y aquel las enc•:intradas en hong•)S y bacterias, 
dividi~nd•)las en los g1·up•:>S I y I l respe•:tivaHente. 

El HisH>J Rutter, para probar que las aldolasets Clase II no;, 

f•:>l'Han Bast: de S•:hiff, sugiri•) la u~ili:rnciÓn d![; o:us en 
e:<periHent•)S con enziM<tS de aHb•:is tipo,, en algun•)S casós el 
agua de Na•:•:i•Sn se pe1•d{a y tenla acceso a los 
intt:rHediarios de las alct•:>lasas f•::orHad•:>ras de Base de 
S•:hiff. Las a ldolasas Clase II, n•' pierden agua, ni 
inte1·caMbim1 •):<{gen•) º'" ,;,l Medio, a Hen,,s que la vida Media 
cte lo,s int.::rM,;,diarios sea li:> sufi•:ienteMente larga para 
perHitir la hidratacidn .:arbonllica. 

Estu.di•)s de este tip•:i, perHitie1·on a Shertrnn en 1977 
P''stular que no ~.ay utiliza•:i•~n de Q, IS por la lhoin•)Sitol 
1-P Sintasa a pa1·tir del Medio;, en1•iquecid•:> •:on este isótopo, 
l•) que •:•)Mbinad•:> •:•)n la pérdida de sensibilidad 1je la enziHa 
poi· a•:ci•~n de EDTA <Piña, 1978; Loew11s, 1973 > s•J.gieren una 
respuest.a de tip•) Il, a•1eH~s de •)t\•as pr•)piedades COM•) un 
real•:e en la acti•Jidad d,;,bida al NH ~ .. y un interval•) Mtty 
lirtitado de pH para a•:tividad enzittatica. 

A pesa1· ,1e tales ,;,stl1di•:>s 1 la analogía entre las 
pr•)pieda,1es de la th•:>inositol 1-P Si11tasa y las ald•:>lasas de 
las Clases I ~· II .::s .sin duda Materia de debate, llegándose 
a pt:nsar que la enziMa, ll•) utiliza ningm"' de l•)s ctos tipos 
de He•:<.~nistt•:'s p1·.,pu,;,st•:>S. 

'+ 
Dependencia a NAO 

Se han rep.,rtad•) niveles '.,>ariables de a•:tividad 
in•jependiente de NAD.. en e:<tra•:t"s. •:rud•:>S y preparaci•)nes 
parciales ,1e IU•:iin•)Sitol 1-F' Sint.isa ( Barnett, Brice ! 
CQrina, 1970; Na•:•:a1·at''• Ray & Wells, 1974; F'itt.ner ! 
H•:•ffHan-Ostenh•)f, 1974). La enzi11a e:<traÍda de 11._.i:rassa 
(Piña ~ TatuH, 1967 >, MUestra un abS•)lUt•:> requeriHiento de 
NAD + , después de algun•)S pasos de pul'ificación. EscaMilla 
< 1982) sugiere que la f•)l'Ha nativa tiene NAD to ligact.,, que se 
pi.::rde .1u1•ante la Manipula•:ión. Esta actividad "NAD 
-independ\ente" es p1•eservada por la a•:i:i•~n de sulfato:> de 
arto)\11•) o p•)r gli.:er•:>l dtlrante algunos pas•ls de la 
purifi•:aci.)n enziMAti•:a. ( B1•u11ner et al, 1972 > 

C:l he•:ho d.i qui:. ~l NAD .'4- pueda unirse a la enziHa de ttanera 
reve1•sible dept:ndiend•) de las o:on.1i.:i•:>nes de trataHient(), 
sugier.i' la ,;,:¡ist.en•:ia de al 11e11•:.s dos f•ll'Has alternativas de 
la en:::iMa, las i:ual>'!s pueden ser funci>lnales en la .:élula, 

.... / 
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perttitieih1•) así la regula•:i•Sn de su a•:tivic'1ad. < Brunner et 
al, 1972> Una forHa se Mantiene unida firMettente y es 
estable, Mientras que la otra tiene nenor afinidad por el 
NAD + y es inestabl,;,. ( Na•:•:ai•at.,, 1974 > 

AUXOTROF!tt A INOSITOL 

Los trabajos en Heuc~spoca iniciados por Beadle l TatuM en 
1945 dieron pie a una Huy iMportante generalizaci&n: "La 
gra~ Mayoría de los HUtant8s i11capaces de crecer en un Nedio 
MÍniMo, pero capaces de crecer en un Medio suplenentado, 
requieren de una sustancia siHple M&s, que la qu~ necesita 
el tipo n•)rHal silv.;,sti·e para hao:erl•)", es de•:i1·, So)n 
au:d.~i·»fas a tal sust~n·:ia¡ ·s•;bi·e ésta ba5e 1 fJa\'e•:1? HllY 
probable qua la Hayoria de las Mutaciones afecten s&lo un 
paso Hetabo!.lio:o sittple 1 te•)rL< a i.a que se ha •ii'ldo) en llaHa\' 
hip•)tesis de "un gen, una enziMa". 

E::i.st.;n varias alternati'laS ( Cato:he'.:iicte, 19ó6) que r-.?finan 
la teoría de que un gen es el responsable por una enziMa y 
que proveen de 0:•1 ideno:ias •1alil)r, .\s SQb1•e l ¡¡ eo:ononía 
Hetabo!.1 ica, ad•:ttas cte p•:isib lt:s 1·u tas de evo) lw:io)11 genét,i•:a y 
en~in,tica. · 

Est·a ev•:.luo:i,)n pu,;,de envo:olve1· la pr•:.du•:o:i•:•n de una nueva 
ao:ti•1idad · en~iMÍitio:a p•:.r: al un •jiferent.: grad•:. de 
agr<:ga•:i•Sn de Ltna unidm1 p1'•)teÍnio:a ,) b) la agrega•:io~n de 
dos unidades prQte{nicas ai~erentes. 

Caracterlsticas generales de los aux&trofos que requieren 
Í\lt)Sito)l. 

Estos Hutantes so:on in•:apao:es .je •:1·e·:e1• a 11.;;no)S que ,;,l 
Medio de o:ul tivo) se Stlp leMente o:o)n in•,sit>Jl. En diferentes 
espe•:ies de la f,,Milia de l•)S h•)ngos este tipo) ,ie º'rga11isM•)S 
e:<hiben "MUel't.e por pérdida •:1e in•:>Si to:il". ( H•:.lli,1a·;, 1962 ) 

El heo:ho de que la "11ue1·te po:oi· pérdi,1a ,5 ausen•:ia de 
inosit•)l" se •)bst.•rve >.':n ·,¡ariedact de h•:.ng•:.s rtL1ta11tes '/ o:epas, 
sugiere qlle el ft:n•:•Hen•;o está i•elao:J.omado) •:•:.n el papel del 
i1Nsito)l '/ lÍpid•:.o;, que l•:. •:o:.ntie11'.;,n durant.; el •:re•:111iento) 
del hQngo. <Donahue, 1978) 

Una e:<plio:ao:i•)11 a este fen•'.>11e1w desarr•)llada po:.r Shatkin & 
Tat•J.M en 1961. basada <111 sus •)líserva•:io)nes cte 11utant,;,s que. 
1•equieren il1•)Sito:•l en Ue.ur.uspi::ii.:.a es que 1:'1 .;ius,;,no:ia de 
ino:.sit•)l pr•)'·IQ•::l un des ha lano:e entr<: la t.<1sa de •:re•:i11i<:nt•) 
de la MeHbran-a y la tasa de ao:wfüla•:i•~on de •)tros 
o:o)nst.ituyentes •:t:htla1·es. 

IMPORTANCIA BIOLOGICA DEL INOSITOL. 

Los i1Nsit,.)le·~ c•:i11stitL1'¡en un ü1portante grupo:. de 
<il•~Qhol,;;,s o•:•lü1Í.dri•:•)S pl'.e~.e\1t•2s -::n la natL<1'aleza y alguno)S 
isoMo::rQS de est¿ grupa se encuentran 0:011~nrtente en la 
Mayaría de las plantas. CLoewus, 1974> 

El MAs univ0rsalMente conocido cte 
p1:isíbles dttl C.l.•:l1:1h·~::anóhe~·~•)l 1) in•:isit.1:il, 

11)'; nudve i-s•SMeros 
es el rtioinositol 1 

.... / 
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siend•) éste el M•)tiV•:> por el •:u¡¡l .;,n bl.•)l•)QÍ«, al hahla1· de 
inositol, se hace referencia a este isdMero, que estÁ 
presente en la Hay.:.rI.a de l•)S t.ipQs •:elula1·es •:•:>n algunas 
e:<cepci•:>nes •:•)H•:> E.Si:.b.e.c.i.d:iia_.=.:.ili. ( \•J.:u)le•y 1 1942 ). 

Los nueve estereoislMeros de inositol consisten de siete 
forHas Meso y un par DL. CFig. 31 

ü o <=> 
I: CIS JI: : EPI :m:: OLLO 

() () ü 
:m:::REO JZ: : MIO 32I : MUCO 

() o o 
:mt: SCYLLO JZllt : DEXTRO lX: : LEVO 

Fig. 3 Posibles estereoishHeros del ciclohexanoheKol. 

Se ha •)bser'1ad» una •:•)1·rela•:i•)n int.eres~\11t.e entre la 
presencia en la naturaleza de los inositoles y ciclitoles 
•:on su est<ibilid<id •=Qnf•)rHa•:i•:inal < Ang~•<il & Mill s, 1'152 ): 
los inositoles con alta energía de interacciJn en su 
M•)l~Cllla, debiLfo a la p1·esen•:ia de d•)S grup•:os a:a¡iles del 
HiSM•) lad•) del anil l•:> nu11•:.a se han en•:•)ntrad•) en la 
natl11·ale;:;1, 11ient1•a3 que +.•ld•)S l•)S deH~s i1Nsit•)le'il y 
alg•lnos , de sus •:1':1-iv'-ídos, r1etili•:.:os p•)r ~jc,Mpl•:>, que noJ 
ti~n~n ~sa 1:ara1:t~r·!sti1:a, se han ais lai..11) dt: l•:.s S€'~r~s 

El nii:•in•:>sitol ha sido re.:•:>n•)•:id•) C•)M•) f'a•:t•)r d,;, 
cre~iHiento eri 1:ie1~tos orgmnisMos, ~oHo levaduras. G~vin & 
McHanry en 1941 1 sugieren que ~l inositol se coHpoJrta COMO 

un agente lip.:otr~pico supleHentario 1 .:uancto se adMinistra a 
anü1ah1s en una dieta lihv.: d.:. gr<1sa '/ otr•)S .;gent,es 
li¡Ntr•~pi•:•,s¡ se •:re8 qu.:: el f•;sfatidil.i.n•:>sit,.,l "s el age11te 
cau•al

0 

de tal ef~c~o. Al reportarse en 1941, que el ino5i\ol 
•:ura la al•'P"'•:i,¡, en .1•.3t.:0nes S•)M•~tid•)·.; a una ctietl\ 
e:~periH.:;ntal, se pens·~ •:ol•l•:arloJ de11t.r,, ,je l.as ·1:i.t.aMinas, 
sin eMhargo HcC.:>rHick, Harris & Ander;on en 1954 1 efectuaron 

.... / 
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experir1entos que •:•,Hprueban qlle dietas en las que n•:> se 
encuentra presente el inositol producen cuadros carenciales 
y su adi•:i·fo a dietas •:•)Hp letas n•' produce ningún efe•:to 
adici''"ª l. 

En el h•)Hhrt- n•) se ha d<:M•)St1·ado Lln cuadro d.;, .carencia en 
la di<:ta ci<:l inositol. El he•:h•) d<: que el in•)Siti::•l º'' puede 
s~r sintetizado por algunos tejidos aniMales 1 es LITI factor 
Mas q•.n? n•)S 11.;,va a pensa1· que 11•) es una vitaHina. 
( Eisti'!nbt!;'g ;I B•llden, 1965 > 

EsLudios sobre las funciones del inositol, con respecto a 
la ut.lli::a.:i•)n ,1.,, :;iHin.:•á•:idos '/ nu•:le•)tid•)S < CharalaHpous et 
~l, 1969) en •:.?1u.l<1s KB in•:apa•:es de sinteti::ar inositol, 
s,;ñalan qu., las •:élula·; deficient"s de in•)sit•)l no so11 
~apa.:es de incorporar ~denosina y guanosina del Hedía a los 
a•:ic\•)S 11ucl,;,i•:•)S, a una velo•:idad 110:1r11éll. Así 11isH•) se 
al ~e1•an los Me•:aniSH•)s 1•esponsahles de la acur1ulaci6n y 
•.ttiliza•:i•fo •:1e =it1in•)<Ícid•:.s j)•:tl' las c.?lulas. Ta11bié11 .se 
sugier., q'l\e el in•:•-:.i t•' l .. inte1",oien,:, •:•)MC• fosf atidilinosi t.,1, 
.i.11tegrand•) part.e cte la H<mb1•ana •:elular y quiz<I cor1•) po1•ci.Sn 
integral de un acarreador. 

El Hi•)in•;sito l pa\'t,i•:ipa en diferentes rutas r1etabÓli1:as, 
adeHás ,1e fo1·Mar parte de •:>tras 11•)lé•:ulas de interés 
fisi•)l6gico, c•mo los ésteres f•)sf•:Íric•:>s del in•:.sitol y el 
fosfatidilinositol. 

Entre l•)S· ésteres f•:isr.)ri•:•)S ctel inQsitol, di:staca el 
á•:icto fÍti•:•;, ( t!,st,;,r he:<<>.-·:is-•)rtoff,sfa1.o de r1ioinositol > 
pr-:,s.;,ni,e en pla11tas superi•:.res y •:•:.nsiderado •:oMo la fuente 
principal cte fosfato en seMillas Maduras y latentes. (~ngyal 
~ Russell, 1969) 

El f,JSfatidilill•)Sl.tol es una H•)l.kula cte áo:i-1•) f•)Sfat!di•:o. 
a la •:Úal se une el in•:>sit•;l j)•)r Í-tediQ c1e un enlace és.ter 
f•)sf;;t.:.. Se le •=•)nside1·a •=•)HO uno de l.,s MieMhr•)S de l•)S 
•:•)Mpuestos denoHinados fosf•:•lÍpidos .~ f'osfoglic~ridos, su 
ir1po1·tan•:ia en la r1er1b1•ana ha si,1·:> ya señalada. 

ASPECTOS 11ETABOLICOS DEL INOSITOL 

Las ¡:irincipales v!.as Metab,)li•:as en que parti•:ipa el 
inositol, aparec~n en la Fig. 4 <a-h}: 

El prin•:ipal i:aHin•:., si 110 el unico para la f»rMaCi•fo del 
i11ositol en las •:élulas con •:apa•:idad de sintetizarlo, es la 
·:;;int"1Sis de in•,sit•)l 1-P a partir cte glu•:osa 6-P, vía 
lho1.1Nsit.,1 1-P Sintasa, seguida p•:.r la forHa•:il.m de 
in•:.sit•)l libre, paso que catali:rn una fosfatasa que requiere 
c1e HagnesJ.•> < Fig. 4 a, b). Se ha reporti\do la síntesis de 
inositol fosfat., a partir cte in.,sitol libre, 
< H•)ff11an-Ostenh•)r 1 1958 > < r.:). 

La · forMac.i•)n de in•>sit•)l difosforilado a pa1•tir del 
11on•;fo)Sf•,rilado1 •:onstituye junt•> con li\ reacc:i•Sn ·anteri;)r, · 
la etapa previa indispensable para la for11aci&n del áddo 
fÚi•:o ! d >. Po>r •)tro lad•::., la s!nteliis del 
t'•>Sfatidilinosit•::.l a partir de inositol y un CDP 
diglicérido, se considera coH•> el paso anterior a la 

'· •• • 1 
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f'or11aci•Sn de dif•)Sf.,inos!ti•1•)S y tri·fosf•)in•)s!tid•)s. < Ball'JW 
& Lee, 1966> <e> 

ALMIOON ---BIOSINTESIS HEXOSAS +-- METABOLISMO ¡ PENTOSAS FOSFATADAS 

GLUClOSA-1-P ••--GLUCOSA 6-P --0-¡;•M~IOINOSITOL 1-P· •• "jd 

b ACIDO _!~ICO 
UDP-GLUCOSA ;.=:!'uoP-GALACTOSA ., ,.. 

1 FRUCTOSA 0M/~SfT~OL < 
SACAROSA ,j/lh g ACIDO 

FOSFOINOSITIOOS GLUCURONICO 

l !AA-ESTERES 
SERIES RAFINOSAS ETERES METILADOS 

DE INOSITOL 

....----------.. UDP-ACIOO URONICO Y UOP-PENTOSAS 

----+BIOSINTESIS POLISACARIDOS 4 J 

Fi·g. 4 Esque11a de la biosl.ntesis del inosit•)l y su 
11etab.,lis11•:> en plantas • 

. La for11a•:i•)n del éÍ•:id•:. D-9lu•:ur.5ni•:o a ¡:¡artir d.::. inosi.tol 
< f' >, e~ el principal ca11i111:1 <ie ,fo9racta•:i•h del Mi•)inosiiol 
en anir1ales ~· ¡:¡lantas. 

Charala11pous en 1959, desci·ihi.•S '/ •:aracterizÓ la enzi11a 
¡:¡resente en el riñ•~n dú rata, 11ás t,arde de1:to)str·~ que en l•:.s 
HaMiferos, el tejido r1mal es .;,l Úni•:o •:apa:: de •:atah•:.lizar 
y •:onverti1· el inosit•ü a di•5:dd•) d.:- ca1·b.,no. <Hr,ward ! 
Ande1·s•m, 1967) La 11isHa i·eac•:i.on en plantas ha sido 
est•Jdiada p•)I' L•,ewus y C•)lahorad•:•t•es. Señalan que el alMacén 
de carb•)hidratc,s en algunas se1"1illas está repres.::ntad•) por 
el <Í•:ido f{ti•:o y qL1e P•)r Hedio •iel ¡küi•) glu•:urdni•:o se 
·F»rHan vari•)S coMpuest•)S de iHpQ1·tan•:ia pal"<'. la vida de l<1s 
plantas: pei:tina1 he~1io:t:htlQsa, á·:ido as•:•:íl'rJic,, y derivados 
Met,ilad•)S del in•) si t.,1. 

L•)S éteres del. 11i•,i11osit•)l '>' de •)tr•)s inositoles son l"lllY 

•:•)MUiles en ¡:¡lant,.:1s. La SLtgeren•:ia de q1le est.os éteres 
pr•)Yeen pre.:urs•)res ri•:•n•)Méri•:•)s de polisadn·id•)S Metilado)s 
se debe <11 MiSH•) Loewus en 1974 < g ), Es p•,sible .:oHo in<iica 
la fig. 4, que esos productos sean reutili~ados en la fuente 
de inositol por e•1ent.•)S fi.~t.,i.)gio:os durant,e el •:re•:i11ient•J 
de la planta y que en este proc~so, los grupos Metilo sean 
ll.iYad•)S para requeriMient ... ,s bi•)Silittfti•:•)s en •)t\'as pa1•tes 
de la c&lula vegetal. · 

Poi• Últi110, el Mi•ünosit·'l ctá lugar a ¡,,s· llaMados .?te1•es 
del <kido ind•Jl-3-a.:;,~ti•:•J ( IAA-I111:1s >, que se •:ree sirYe1¡ 

... ,/ 
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r.:011•) fuente indireo::ta de hor11•:.n.a de •:r>'!•=i11iento ( IAii*) para 
la pl,ntula, adeMás de llevar a cabo un ?OSible control 
Súbr<: la h•)Me•)Stasis h•)rM•:0\1al 1 ya qllt< las •2n::i11as que Median 
la •:onve1•si•5n de una fQt'M<°I a •:otra, pudieran ,1eter11i11ai· ;;l 
r.:reciMit<nto en los yegetales. (Muir, 19721 El IAA-Inos ha 
sid•) llaHa ) 11 pr"t.-1:u1 .. SQl' 11 de la l11:.rMona d12 1:r-e•:iMient1) 
( Banctursk:i, 1978 )1 al dete•:+,<.'Í1·~.ele en Slt ~1igra•:i.)11 ct,;, la 
St<Milla a los 11eristeHos de la planta, esta conversi~n ha 
sido propuesta r.:0110 un sisteNa de o::ontrol del r.:reciniento, 
ade11ás de que la estt!l'if i•:a•:i•)n d"l IAA p1·otege de la 
oxidar.:idn por protainas vegatalds. 

• ff,• ./ 
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ANTECEDENTES 

En el laboratorio a cargo de Dr. ·EscaHilla y toHando COMO 

base l•;s t1•abaj•)S de<5a1·r•:.llad•)S po:>r el Dr. f'i1Ía y 
colaboradores, se ha venido estudiando la biosintesis del 
Hl.uln•;sitol en llli!J.ll"~ .. "l...J::.l~, estudios que han llevado a 
la purificaci6n y caracterizacidn de la enziHa responzable 
de la síntesis ae Hioinositol 1-P lEscaHilla, 1982>. Se 

. def ini6 que la enziMa es una proteina forMada por seis 
s•.tt-Junidades aparenteMente idénticas can· un pes•' M•::>lecular 
total de 340,000. 

Se en•:ontr•:Í qu.e la ¡-ea•:Ci•!.n que cataliza: 

Glu•:•)Sa 6-F' ------------------) Mi•::.in•)Sitol 1-P 

tiene requerir1ientó absoluto por NAD"'y t.s estiHulada por K+y 
NH,t 

Se •:uenta •:on una •:ole•:•:iÓn de •:epas Mutantes au:<otrofas a 
ino~itol, encontr~ndose que varias de ellas carecen de la 
Mi•)iMsi tol 1-P Sintasa, Mientras que •)tras, a pesar de 
.:•::.nte1ler tmen•)S niveles de a•:tivictad 11uestr.an auH•)t1-.;.ffa a 
i11•)Sit•)l, p•)r l•::. qu.;, se piensa se<1n Hutantei qu,;o pr,.)ctucen 
inosit•:il, per» 11•) lo pueden retener p•)r defect•)S en la 

HeMb1•ana*. Otra alterl"lativa •=•'n fundaMel1t•:i en l•::>s trabaj•::.s 
de Wil liaHs, es que <1lgun•:is au:<.Ótrl)f'•)S para l.11•:>Si t•)l 

•:•.)ntienen a la Sintasa , per•:i •:ai-ecen de la l'lioin•:.sitol · 1-f' 
Fos~atasa, enziMa que catalize 1<1 f orMaci&n de Mioinl)sitol 
lib1·ti. 

Re•:ienteHe11te y •:i::>HI) ante•=<hiente dil·ectl) al trabaj•:> de 
tesis a·~uÍ e:<pu<:st•), se eni::•:mtró que al parecer e:<isten d•::>S 
f•)rrtas de la Hi•nnositol 1-f' Si11t<1sa, pues en l•)S e:<tra.:t.;s 
•:ruci•)s de la •:epa silvestre de. N._c;rassa se resu,;olven en 
ele•=t·r·:if•:iresis en Gel de Polia•:rilaNida. Las "•1•::.s f·:irMas" de 
la enziNa resultan clara11ente distintas en su pesl) M»lecular 
y poi• tant•:> surge la pregunta de si se trata de isoenziMas 
(-ttisMa ai:tividad y ciiferente estructura M•:>lecular l ·~ se 
t1•ata de ilg1•egad•:is H•:ile•:ulares de la enziHa que presentan 
actividad. 

Se cara•:te1•izar!i ·inMun•:>l•)gi•:aMente a la enziH<1, en base a 
estas dos espe•:ies aparentes en la 1::ep<1 silvestre, lo MiSMI) 

que en l•)S Mutantes au:<•~tr•:if•:>s a i1wsit•:>l. 

* Mutantes "leaky" 

• " •.• 1 
• 
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O 9 J E T I U O S 

i > PURIFICAR LAS DOS FORMAS MOLECULARES DE LA MIOINOSITOL -
1-P SINTASA QIJE SE RESUELVEN COMO ACTI\'IDADES DIFERENTES 
Ell ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA. 

ii) DEFlN.IR SI AMBAS FORMAS CORRESf'ONOEN A AGREGADOS• 
OLIGOMERICOS DE LA MISMA ENZIMA, O SI SE TRATA DE 
ISOENZIMAS. 

iii l CARACTERIZAR HlMUNOLOGICAMENTE: UNr!! COLECCION DE 
CEPAS MUTANTES rnos- DE tl~-I:Sé5Sé. 

iv l DETERMINAR EL PAPEL QUE JUEGA EL INOSITOL COMO POSIBLE 
REGULADOR al LA SINTESIS !JE LA MlOINGSITOL 1-? SINTASA 
DE tl.-..J:.RA.SSA. 

• •• • 1 
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ESClUEMA GENERAL DE LA METOUOLOGif. EMF'LEADA DURANTE LA 
PURIFICACION DE LA MIOINOSITOL 1-P SINTASA 

DE tl.-_Cfi:.é.S.Sli 

Cultiva en hactio de Uagel CVogel, 1964) 

C•)st-cha cie 11i•:e 110 por fil tra•:ión y se•:ad•) p•)r 
li•)filiza1:1•)n 

Ruptu1·a 11e•:<Ínica ctel Miceli•) C l'\•)li11•) 475-a, 
A.H. Th•)Has c.,., S•::ientifi•: Apa1·atus.) 

FRACCIONAMIENTO EXTRACTO CRUDO: 

-i''re•::ipita•:i•5n •:on sulr<1t•) de aH•)nii:> 
-Precipi taciÓn •:an sul f at•) de p1·ata11ina 

PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA: 

-Filtra•:i•:ÍÍ1 11•:.le•:ular:Ultrogel A·:A-34 
-Interca11b10 i¿nica: DEAE-Cel~lasa 
- Interca11bio i 0f.11i•:o: He:<a1·1etilen-dia11in•') 

Sephal'•)Sa <AH Sephal'•)sa > 

PURIFICACION f'OR ELECTROFORESIS 
ELECTROENFOÓUE CpH 4-6) F'OLIACRILAMIDA 

IDENTIFICACION Y RECUPERACION DE LA BANDA CORRESPONDIENTE 
A MIPS POR ZIMOGRAFIA 

ltlMUNIZACION DE CONEJOS 

OBTEttCIOH DE ANTISUEROS 

CARACTERIZACION DEL ANTICUERPO 

-In11u \l•)difusi•)n 
-ln11unotransfer~nci~, CTowbin, 1979> 
-Inl'IUMeleo:troforesis 1 ( Ju1·d, 1981 > 

Cruzada y for11aci6n de ~coh~tes" 

~ •• • 1 
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CULTIVO Y SIEMBRA DE fJE..USDSE'.Dli:.é_r:MSS[l 

Para las deterMinaciones se utilL=6 la cep3 ~~lvestre 
RL21a* y las cepas Mutantes<*, alelo>: ¡67:, JH5652-a¡ 926, 
JER19-a; 3660 1 37401-a¡ 3659 1 3740l-~¡ 2066 1 P4~23-A¡ 669, 
37102-A; 2258 1 83201-a; 65B, 64001-A¡ 871 1 JH26:6-:1; 2H4 1 

37102-a;. 2257 1 83201-A¡ '197, 89.~0l-;\¡ 92'.J, Gr<H9-ri i' 1302 1 

f'L862-A) de tiem:•.:ispüi:a __ ci:s.::.:.s..:i, la·s -Ol.8r;bras ~"' 1't.ali=ar>:•n 
toHancto una a=ada de la cepa y sus~enctiendo ~n agua est~ril, 
cito la qlle s~ t.•:it-1ar1)\1 alÍ1:u1:it~s qu~ se st:r-tíi\"'<\r1:111 en el rtei..ii.•:i 
d" •:1•e•:i11ient•): 

200 Ml de M"'·~io lJ,)gel SOX \ V•;gel, 1964) 
200 g de sacarosa .la=~car refinada) 

en un voluMen final de 10 lt con agua destilada 

Citra~o de sodio 
KH:a.f'04 
NH~ NO:a 
MgSO~· 7H.i,.O 
CaCli 2Hz.O 
EleMent•:is tr<1za 
lli•,tina < 1 Mg/Hl EtOH 50/. 

Llevar a 
prest'r•1ati•10. 

A•:ido í:Í tr i1=1:i 
ZnSOi¡· 7H 2 0 
Fe<HH~>~<SO'I) 

MnSO'I· H._O 
CltSO'I· 5H._O 
H,Bo 3 

Na'l.M''º~· Hl.O 

131 g 
250 g 
100 g 

10 g 
5 g 
5 Ml 

2.5 l'll 

5 g 
5 9 
l g 

0.05 g 
0.::?5 g 
o.os g 
i).05 g 

Disueltos en 99.5 Hl ~e agua destil~da + 0.5 Hl de 

U\1¿\ vez set-tb·,"Rdl)S l•:.S gar-raf1:.n~s, -;~ i.nr.:ubé'\\"'1)l'\ 1:1Jn 
agitaci·~n '/ aer;;aci·~n f•)r:?:ada a 30°C dl\rar,t,;:, 48 h•;1·as; las 

•:,;,pas Mutantes s.;, •:r.;,•:ier•)n •:on 10 119 .:le in•)5ii:.•;l >:11 e¡ 
H~di•)• P.:\SAd1) est,1.? ti~nr;1:1 el Mii::eli1:.. -;~ 1:•)Ser:r1.j ·r'ilt, .. ando a 
\ 1a1:i•) ~1 lavánc11)l1) •:1J\1 .:\gt1.:é-'\ ó~stil.i'.•;!a., · hw~Stf\ 1Jf°'Jti:!ni2'f' 1.tnE\ 

pas'i~a •:.:\5l -;eca '1'-'-fl '5e 1:1:,r't•) ~n r~b~n.:;.L1?.s, :al:?· 1:1)ngt.?l•~ y 
l.iof i l i=·~. 

* No. de catalogo p~ra el Fungal Genetics Stock Center. 

• •• • 1 
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OBTEHCION DE EXTRACTOS CRUDOS 

Para la obi:.en•=i.>n d.;, e:<"t.l"a•=t,•:.s crud•Js, el rti•=elio roilido y 
seco rud suspedido en aMortiguactor de extracci&n (TRIS 0.1~ 
pH :'.7 + EDTr\ 0.27 nM + ,ó-Mer•:apt•:.etan•il 5 MMl y 
centrifugado pr1Mero a 22,539 G durante 20 rtinutos <Sorvall 
RC-~6 ~efriger~tect , Superspeed Ce~trifuge, Du Pont 
I1Y>1",1·1.111ent,s l 'I de;;pu,;,s a 110, 000 G p•ll' una h•:.ra ( Bed<.r1an 
LS-508 UltrJcentr1fugel, el sobrenadante se filtr6 en 
Mil~ipore y s" ctiali=¿ vs TRIS 10 MM - <NH,l~SOq 25 nM 
( An•wt1guac1•ll' 1ni•:ial l 1 c:n rteMbNma cie diálisi5 Spectrop•Jr 
4, 12,000-14,000; 10 1'11'1 :: 100'. 

OBTENCiml DE INOSITOL SINTASA A F'ARTIR DE .1:18.m.OS.PllRS 
~-

Se ,;,:<trajQ la en;?l.Ma -;uspendi.;,nd•J apr•ll<ÍMadanente 100 g de 
t"li•:eli•) M•llid•:. y :;e•:•:o en 1 litr•l de aMo:ortiguad•:>r de 
~}~t1·a1:1:i•)\·1, ;~ i:~ntr1fu91) a 22, 539 G durante 20 Minut•:Js; el 
precipitado forMado por restos celulares se desechd y el 
~o:obren3dante •~ precipitd con sulfatQ de aMonio en polvo 
h.asta u.na satura•:i•)n •:•::.n un inte1-vai•) de 55-707. a OºC (Data 
lor B1ocheM1cal ~esearcn, l9681. Se: perMiti6 la cortpleta 
precipitaci6n dejando reposar por 10 Min y se centrifug6 a 
19 1 708 G ~aMbi&n por 10 Hin. 

El p1'"•:1p1 t<id•) se resuspendi·~ •:on el aM•Jl'tiguad•)l" de 
.,;d,1'<i•:c1•Sn y se dial i=d o;nt1•a el aM•::.1·tiguado1' ini•:ial 
durante 20 horas a 4"C s FII. 

A FII se le d,;,terMinJ concentraci&n de proteína (Lowry, 
19611 y se precipitd con sulfato:o de protartina 2Z, pH 5.5 
len\artente ~ con agit<ici&n <0.5 Mg sulfato de protaHina/ 10 
Hg de proteina>, se centrifug6 a 19,708 G durante 10 MLn. 
El precipitado s~ el1Hin6 y el sobrenactante se prec1pit6 con 
sulf3t•) de p1'>:•tartin01 al óZ < 3 Mg de pr•:>taHina/10 Mg cte 
pr•;teina :O, •:\t!spu•~= de •:ent1~ifugar en las MLSMas •:•indiciones, 
el precipita~; se recuperd y resuspendib en NaCl 2M TRIS-HCl 
0.1 M pH 7.7 = FIII 

Esta FIII se precipitd con una solucidn satur<ida de 
sulfato ·,1e ar1•mi•:· hasta una c•;n•:ent.raci.:•n final de 45-70%. 
r inal11ent" se ·:.:,nt1•ifo.g 0~ igual que las fracciones 
anter1•::.1·es 1 el pre•:ipit-'1d•:> 5e ctü;•;lvi•) en agua fria y se 
diali=d contra aMortiguador inicial = FV. 

Se cteterMin¿ concentraci&n de proteina <Lowry, 19611 y 
a•:tiv1•-1ad en=iMátio:a ( Bal'nett 3. C•)rina, 1970 ), 



- 28 -

EllSAYO DE ACT!l/Hl1~D ENZIMATICA 

Se utilizaron dos NJtodos para la deterHinaciJn de 
<1o:t.ivida,1, 81 •=•)loriMétriC•), basad•) en la degrada•:io:Ín 
&8leo:tiV<' del Miain•)sital 1-P p•)r pery•)dat•,, que pr•:>V•)•:a la 
11.bera•:i.·~n d•? fosf'at,,, in•)rgani•:o '/ ·:iá Ll na 11edida in.1ire•:ta 
de la acci6n enziM~tica> y el Microbiol6gico~ que se basa en 
el creci.Miento lineal <hasta cierta concentraci¿n> de la 
i:~pa STEM B de 5..aJ:.r::b.ac.•:i.t1')!.•:.es __ c.ec.•2\!.i•.:.eae. en pr"es~n1:ia dt: 
i n•)Si to l. ( G li•:k, l 959 ) 

Deter11inaci6n cclorl.M~trica. <Barnett & Corina, 1970) 
M¿tado que se basa en la liberaci6n de fosfato por el 

111oinos1tal 1-P, al ser degradado por el per'lodato, de 
acuerdo can la siguiente reacci¿n: 

CHO O 
1 •• 

-Hc-o-P-OH 
1 1 
CHO OH 

CHOH O CHOtl 
11 11 n 

-c-o-P-OH - COH 
1 1 1 
CHO OH CHO 

o 
q 

HOP-OH 
1 
OH 

MienLras que el sustrato <G 6-Pl queda 
a u.11•:> <1e l•)S pr•:•dU•:t•)S de la •):<idao:i.)n. 

•=•)Yalenter1ente unic)o 
El f•:>s-fat•:> libe1·ad,, 

es cteterNinado colori11Jtrica11ente de 
11i:ilibdat1:.-á•:id1) asci5rbi•:i:1 en Medi1::i ácid·~· 

La ree.l:1:i•)n se i.n1•:i1f. 1:on 25 /ul de e:·:+..rai:t•:J en::iMáti•:o, 
que se in•:ttbÓ durant.e 1 r11"'ª a 30°C c•rn 0.125 111 de Hedi•:• Lie 
1•ea•:•:1•m pa1·a Mioinosit•)l 1-P Sintasa, que ;:ontenía G ó-P 
O.lM + NAD + 0.01M en NH'\ Cl 0.07M-TRIS-HC1 0.5M prt 7.7. 
Pasad•) este tie11p>:> se detu•10 la rea•:ci•)n C•)n ácido) 
tricloroac~tico al 20Z. Se dividiJ entonces el incubado, en 
dos ser l.t!S de 125 }l l. 

SERIE MIPS: Se le adicionaron 125pl cte peryodato de sodio 
0.2M. 

SERIE FOSFATASA: Se le adi•:i•)naron 125 )J.l d;, pery•:odat•) e 
inHediataMente despuJ.s 250 ~ul de sulfito) de S•)dic' lM <la 
fosratasa pue~e generar fos-fato a partir tanto del sustrato 
CDM•) d8l p1•octu·~to 1 p•:.1·. tant,1;¡ la diferencia entre a11bas 
series, es la a.:+,ividad n'2ta de l<i Mi•)in•:•sl.t•)l 1-P Sin tasa l. 

Se in•:ubar•)\1 dura11te h•)l'a a11bas seri'2s a 30"C. Se 
detuvo la reacci.Jn para la Serie MIPS agregando sulfito de 
sodio. Para deterHi.nar el fosfato liberado se agregJ 0.5 Hl 
do;, íi:.;;a•:tiv•' de C•:•l>:11' f1•,¡.s1:1) CM•,libdat•) de a11•:i11i•) 2. 54, <Í•:id•> 
asco)rlJi•:o ll)i!, fi·=ido sulf1Íri•:•) 3M '/ agua ( 1:t:1:2>J, se 
agit•) vig•)1•oza11ente e in•:Ub•S du1·ante 1.5 h•)l•as a 30°C • 

• • • • 1 
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Para o::on•)•:er la •:antid<IL1 d<:: fosfato' gen.::rada du1·ante el 
ensay•) de HlPS (y fosfatasa) se preparO:• la sigt~iente •:u1·y~ 
,1e •=•)11o:entra•:ihn de f•)Sf a t•:•, a la que t,aMbien se ag 1·eg•) 
peryoctato, sulfito de sodi0 y reai:tivo de ~1)lor. 

KH PO PATRON FOSFATO AGUA AMORT lGUAOOR 
( 250 ¡tg/Ml p) TRlS-NH.¡Cl 

75 ,lll 50 ¡.il 
2.5 11.19 10 ).ll 65 )!.l 50 1ul 
5.0 µg 20 pl 55 )Ü 50 pl 
7.5 ,U9 30 ¡.11 45 µl 50 ~·l 

10.0 ,ug 40 
1
ul 35 ,1.11 50 fil 

12.5 }19 50 pl 25 ).tl 50 }ll 

l5.0 ;.19 60 ,1.11 :5 ;.ll 50 }11 

Se l.;,y.~ a 660 nM en el .;·~p<?•:t•)f•:•t•~Mell'o ( B.;,k•:Man, M•)d, 35) 
utili.::á11ctose .;,l ~,lano::•:> par.;i ajusta1• e: aparato ;i ,;bs•)l'ban.:ia 
o. 

Se pr•,vey1) a la •:•;,pa STEM B de ~;iccoar:L11:1¡¿.::es_cer:e1.:ia:eae de 
los nutrientes para su cre~iMientil en el siguiente Nedio de 
•:Ul tJ.YO: 

SOLUCION L 

KHiPOq 
KC.:l 
Mgso,. 7H;z.O 
CaClr 2H;i.O 
MnSO'l 
FeC1 3 
Sa•:ar•)Sa 

f',¡ir3 l lit1'•). 

SOLUClON 2. 

r.it1·at•:• d·:. pot.;is io 
?\•:ido 1::ltrico Hz.O 

Para 1 lit.ro. 

? ~ ..... .! g 
l .7 g 
0 .. 5 g 
0.5 g 
0.01 g 
0.01 g 

200.00 g 

100.00 g 
20.00 g 

• 
••• • 1 
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SOLUCION 3. 

Tial'lina HCl 
Pirido:i:<ina HCl 
PantoLenato de calcio 
Biotina 
Cloruro de colina 

f'ara 100 111 

SIJLUC ION 4 • 

Sulfat•) de a1101ü•) 15:< 

SOLUCION S. 

Hidroli:i:acfo de r.:ase:l.na al 10:!. 

10 l'lg 
10 119 

100 1'19 
1 1'19 

6QI) 1'19 

En 11at.races Erlen11eye1· de 50 Hl se adidonar•Jl1 5 111 del 
11edio de culti\••) 1 d•'s d.;, ellas f•.h?r•:.n utili:ados C•)11•) 
blancos agregánd•:>l.;,s 5 Hl de il9Lla1 ¡;.;, hiz•:i ade11<.h llfül •:u1·11a 
de canr.:ent1·aci•)n c•:.11 2, 4 1 6, S y 10 ,,ug de in•:•;;it•Jl 
CMyo-inasitol U.S.P. CALBIOCHEMI. 

Las Huest1•as a las •:ualt'.s se quería d1?ter11inar la •:antidact 
de in•Jsitol ¡;resente se in•:uba1•.-,n •:.;n G 6-P y Nf'IO+ (HeZ•:la 
de r.:acci•fo) y se les adi•:i•:>n•) f•)Sfatas.;i akalina C 10 Mg/Hl) 
para cortpletar la 1·ea•:ci6n y obt.e11t:1• 111•J1\1•)sit•Jl libre. Se 
agreg& entonces, al Medio de cultiYo y·se co11pletaron las 
voluHenes a lQ Hl con agua destilada. 

En seguida se estürili:i:;.1r•Jn a 15 lbs { T=120°C) du1•ante 15 
Hin, 

· Cuando los Hat1·a•:es se enf1•iar-•:in se in.:u:ul•) •=ada u1N •:•)n 
una suspensi•)n de le'1adu1·a <S...~J..~i:i:ts...ce.i:el.li.:e.ae 1 Hl/ 
11a+,raz > y se incubar•;n a 30 ° e •:•:i11 agita•:i·~n, durante 16 
ho1·as, el cont.:nido d.;, •:ada rmt.1•az st" ley•) en el 
espectofotdrtetro a 600 nM, utili~~ndose los blancos para 
ajustar el aparat•) a Ahs•Jrban•:J.a O. 

PIJRIFICACION DE LA MIOINOSITOL 1-P SINT1~SA. 

A partir cte la llaHada FU <fraccion U)· con una 
concentraci&11 de ap1••J:<iMada11ente 70 Mg/Ml < 'ler OBTENCION DE' 
MIOINOBITOL 1-P SINTASA>, se continuJ la purificaci&n cte la 
e11ziHa utili:i:a11do! 

i) ColuHna Ultrogel AcA-34 <LKB Proctukter AB, Swede11> 
ii) ColUMna DEAE-CeluloJsa ( Whatt1<111 Dt:52) 

iii l Colu1111a t> H S·~¡;h<11'•)sa CS -he:til ) 

... . ( 



- 31 -

i) la o:•,luMna cte Ultr•,gel A•:A-34 ( e:co:lusi•)n M•)le•:ular-) de 
90 •:M •:it- la1•go :< 2.5 d.;, ctüh1et1·0, so; eMpa•:•) P•)r 
s.:LiiM.:nta•:i{)n a 4"C 1 segLtn las instru.:ciones del fabrica11t.:; 
se "quilih1··) •:•:on aM•:Ortiguad•:'I' ini•:ial ~· se le apli•:Ó la F'J, 
usando una velocidad de flujo cte 30 Hl/hr CMuitiStaltic 
PuHp, Buo:hler Inst. 1 en croMatograf!a ascendente. Se 
col~1:~ar~n fracci•)nes de 4.5 Ml, 0!)teni¿nd1)se ~l p8r~il de 
proteina nediante un sensor de U.V. CBIORAD Laboratories, 
11.:•d. 13()0). 

Las fracciones que contenlan al Menos un tercio cte la 
a•:ti•1ic1ild Má:üHa, fo_1e1•on •:•:oMriinil•.1as y apll.•:adas a la 
siguiente coluMna. 

Li) La •:•:olu.ina DEAE-Cc~lulo,sa, fut. M•:•ntacta haJü p1·esi•fo 
(5-10 lbslpq~> de acuercto a las instrucciones del proveedor. 
,,., "'quil.i.bl'Q con tC· '.'oluMenes d., aM•:ort.iguac1•:or inicial en 
relaci•~n a la .:aHa de lt\ i:oluHna ( :!2 1:tot t.i~ largo :: ~ •:M de 
dL~M~t,~o)~ Se ~d5•)rbid la p,~.)~eina a una vaioc~~~~ dG 20 
Hl/hr- (Multi.Staltic PuMp, Buchl"'r :nst. ). fl Hag2rial no 
actsorbLdo se l~vd con aMortiguador ini~i~l has~~ su ~otal 
eli11in~~idn. En ;eguida ;e re~uperb la pr,,t¿ina ha~i2nao 
pasar a \ravds d., la coluHna.un gradient8 l1ne~r d8 ~5-200 

MM de sulfato de aMoni1J. s~ ~olectaron los ~ubos y se 
d~1..1:H·11in1; a1:t.i(11d(=\1...1. Las f"r.:;1:1:i1:il1e; q1_lt? r~sp1;.ndi1::"1'1)n. al 
ensayo d~ actividad se reunL~r0n v diali:aron vs 
aHor-tiguador iniciRl d~rante 4 hrs a 4•c. 

i.ii) La •=•) luHna d.;, 1!.H Sepha1'•:osa < s.:.1.:, s.;, •.ttili::•) pa1'a la 
pu\·if'i•:a 1:!.1)n 1:1~ algun•:is l•)t~es) d~ 2 1:H tle di.át1etr•:i :( 2: 1:11 
de largo s~ eMpacd ~egJn las instruc•:ion~s del faoricant~, 
se e1~uilior1) 1:1)\i art1:1rtigtt.nd1)r inicl.al, se :lpli·:•) la MUCr-5i:.r!\, 

s.:o lav1) y ialu~·i:~ 1:1:1n s1.llfat1) de aH•,nit..9.¡ del Hl.SM•) :¡1;,t.·h:> •.1u-? in 
•:•)lUHna ante1· i•)r 1 -;e dial i::•S vs aM•:>1•tigua,i•)r 1-11.l- :.i.a l ·~· si: 
deter11in·S actividad. 

LOCALIZACION EN GELES. DE ACRILAMIDA DE rlIOINOSITOL 1-F' 
SIN TASA C ZIMOGRAFIA) EN tlEJJfiDSE:DEU;_CRtlSSé. 

Para un g.;,l de 1.5 MM de 
ul.iliza\'•)\1 O:OH•) Má:nH·'.:l 20 
1;1·ud•)S y 150 )1-9 <1<> f)l"•)teina 
p•)SihL"'. 

grosor p•)r 12 •=11 de 1011gi tu•1 se 
Mg de pl'•)teina para .;,:ctra•:tos 
purifio:ada en et MÍnil1•) V•)lur1en 

r'a1;a gel nati•J•J al 10?. se 11tili::1~ el sisteHa diso:r,nt.inU•) 
C [)avis 3. Canali:o, 1964) a pH 9. O. 

. ... / 
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Las placas se preparar•)n lavánd•)las perfe•:tal'tente en Ph•'t" 
Fl.:>w al 0.057., antes ,1e H•)nt.a1·las •:on separadores ,1e 1.5 1111 

y d"l sel lar las i:on agar º''ble al 1.57.. 

L•)S geles de res•,lu•:i>:Ín ( 10;{ > y de •:oncentraci.Sn ( 4.5 % > 
se Jlrepararo1v.de la sigLliente forl'ta: 

RESOLUCION CONCENTRACION 
( 20 Hl ) ( 10 1'11 

Agua bidestilada 8.24 Hl 6.0 l'Ü 

Persul lato de Al1•)1U.O 107. 0.10 Hl 0.10 IÜ 

Acl'il.a11ida 307.-Hsa•:i·ilaHida 0.87. 6.66 Hl 1.50 Hl 
TRJS-HCl 1.SM pH 8.9 5.00 Hl 
TRIS-HCl O.SI'\ pH 6.7 2.so Hl 
~I, N, N', ti '-'íetratihrndiaHina <TEMED) 0.01 Hl 0.005 •Ü 

La ¡>r•)teina se Mez•:lÓ •:on azul de br•)HOfen•)l al O.OSI <en 
gli•:er•)l SOi. con aH•:>rtigt\ad•'r TRIS-HCl 0.51'1 pH 6.7 len una 
relao:i.Sn 1 :tO. El aH•'1'tiguad•)I' de ele•:trod•)S fué 
lRIS-Glicina pH 8.3. 

Se aplicó una •:•)\'riente de 15 HAHps hasta que el frente 
del col•,r<rn+.~ rebas•'> el gel •::•)n•:enti·ad•)\' 1 en~onces se aplic·~ 
una '''''riente cte 30 MAi1ps has ta que tert1in~ la •:orrida. 

Se utili:::Ó el sisteHa Hul tiph•)r LKB2117 con un gradiente 
final de pH ent,re 4.S-6.0, las placas se H•)ntaron en el 
r'lis11•:. sisteHa, •=•m separadores de 1.5 HH. El gel se pi-eparÓ 
>:•m las sigL1ientes solucio11es: 

5,, luci•)n St•)•:k A•:ri laHida 29. 1~ 
S»lU•:i.•:Ín St•;•:k Bi.sa•:rilaHida O. 9i. 
Anfolinas 4-ó 
Glicarol 87Z v/9 
Agua ,1,;,·;ti.la.:la 
Persulfato cte RManio al lOZ 

Se •:orrier•)l1 ct•)S pla•:as •:ada vez, 
de 30 MAMps •:011st,a11te, hasta que 
V•:>lt.S, B>nti'.>n•:es ~e dej•~ i:1Jrre\" 
a11o>1•t,igua(\•)l'es para el •:átodo 
respediva11.:nt.e ¡S -a la ni na ·o .1M y 
á1:ido i\)sf1),·ic1> o .. stt. 

10 IÜ 
10 Hl 
2.2s t1l 
7 "l 

30.75 r1l 
1.5(} Hl 

apli.:an,io una corriente 
el v.:;,Haj;, subiÓ a 1500 

tre-;; horas ... ás. Los 
y el án•)do fueron 
á•:ict•) glut<Í11k•:> O. Uí en 

• ••• ! 
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lNOCULACION DE MIOINOSITOL 1-P SIMTASA PARA OBTEMCION DE 
ANT l CUER?OS. 

L:\s Mui:::str·~s i:1:1\"ridci-S en el~1:tr·oenf•:>que st- Mé\\"'Cari)\'\ ':on 
fluo:.r·eso::1Mina < 9. 4 l\g/t-1g de prote:ina) para su 1•.;Ípida 
l0cali=~1:11~n, l~ b~n¿a fluorescente que Mostr6 activitjad ~e 
h1·•rt'·'·~~n·~ i:.:1~ 1:•)n si:i l 1.t1:ii:~n s nl inci pH 7 . 3 y st? inyt:•:t¿ 
;ubcut)n~3M~nte ~n ~''nejos Nu~va Zelanda cte aproKi11aciaHente 
l kg ae ~eso, e1 pr0ceso se repiti6 cada seMana cturante 1 

Mes y despu8s ~3da 15 días~ 

El priMer sangrad·~ se llev•) a •:ab•'.> qLtl.11•:e ctías des¡iL1.f:s ,,.,, 
la il1•:•CL\laci•)n ',' pús.terJ.•)\'r1e11t"' •:a,ia •)•:ho ctías hasta •)btener 
un d. t,ulo al to. 

PREf'AR.:.CION DE ANTICUERF'OS. 

l_a sangre •:ole•:tacta cte la v~·nn Marginal ct.:l •:•)nejo ( 20-30 
Hl) •:ada ve;;: se c1ej•~ rep•)Sar ctw·ante 3 h•)\'as 1 tieNp•:> ,;,n que 
-;;e elirlin•:Í el •:•:•águl•:• y se cent1•ifug.) ciiez Ninutos a t"Jaja 
velo•:idad < 11 000 RPM >, .;,l sób1•enaciante s.;, centrifug.S do)S 
ve·~.;,s Más y fin<1lMent.;, el suero <isÍ •)bte11ici•) se guard•5 en 
a1í.;u1:ti:.C\s de 1 Ml ..,, se ,:,,nserv1~ 1:or1gelad•'· · 

ESPECIFICID~D DEL ANTICUERPO <ANTIMIPSl 

El anti>:Llerp•) se utili~·) para •=•)Mpr•)~Jar su especificidad 
contra el antígeno por diferentes "'todos: 

IJtili;;:aM•)~ 4 Mg d-= a11tl.Cllt?rpo vs o.a Mg de antígen'; 
. ( ei<t1·a·:~o crt1cfo >, en pla•:as 11o:ontactas •:on agaros.;.; al t:i: en 

:OM•)1•tlgu<1.:t•)I' de Barbital ( 2.76 g de ;Í•::id•) 5,5' 
dietilbarbit~rico, 15.4 g de 5 1 5' dietilbarbiturato de 
sodio, 0.15 g de tioHersal ------> l litro con agua 
destila,1a) pH 6.6 hasta una_ •:lara defini•:i•~n de las bandas 
de pr,,•:ipitaci•Sn, las pla•::os se se•:ar•m a 30°C, se tiñer•)n 
c•:.11 AMü1•:o Bla•:k O.t:< ~· se eliHin•~ el e:<•:es•:. cte •:•)lorante con 
'cido ac4t1co al 5X. 

bl In11unotransferencia. <Towbin, 1979) 

La ¡:,.)r•:i•~n del gel que se •:ori·i·S en ele•:tr•)f•)resis y q•.1e 
se qu-~r!a transfe1•ir, se •:ol•)C•S S•)bre p<rpel Sart•)l'ius 
( A•:etato ·de Celul•)Sa, Por•) O. 45 ,u>, previaMente 1'eM•)ja,10 en 
a•:icfo acJt.i•:1) al 0.7:.:. Se col•)•;Ó adeHás, detrás de la 
nitrocelulosa papel filtro, para deter11i11ar que cantidad de 
pro~eina se escapaba durante la transferencia del papel. Se 
C•)lt:u:•) ,1.;11tro de la •:áHara ( Gél Destaine1· Powei- Supply TJPS, 
Ph<WMa•:ia f'hine Ch.mi•:als > y 'i5e apli•:•~ u.11a •:or1•iente de 36 
•1 1 dllrante 45 11in. 

.. ... / 
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Para la identificaci6n se incub& el papel durante toda la 
noche en alb~ttina 3% ~n PBS-TWEEN SO C0.3% IPBS=NaCl O.l4M + 
Naz_f'O't 10 MM prt 7.0lJ; ·;e lav·'.· •:in•=•) ve•:es •:•)n PP.S-TWEO:N SO 
y -;;e in•:llb•) •:•m tó'l an~1•:U'2\'f10 esp0; 0.:Ífi•:o <AHTIMIF'S 10 J!l ,;,n 
2 Hl cti::: albJr1ina o.s:.; ~n F'BS) dlu"E\nt.e 20 tv:ir·as, ent.1:in1:1:?s se 
·lav'~ de nue.t11) i' S8 i.n1.:ub1) con un -s~gun•.i1:i anticu-==r·p·:i 
CAntip.;,ro:üctasa IgG ( 1 yl ·~n f·BS lJ. 

Se la··11~ i:1''' PBS y St?' r8\lt.:-li!1 1:1='n 1:l1:ir1Jnaft .. .:.1l 0.031. 'en 

Hetan.:.l ·+ 45 111 cte F'BS + 50 f'l de H¿0
4

• 

Utili=a11os placas cte yidrio que sirvieron co110 soporte 
para .los gules cte atiarosa. 2 gra110s de agarosa <BIORADJ·se 
calenta~on con 98 111 ct"' a11ortiguacior ct~ BarDit~l pH 8.~ 112 
g de 5,5' d1etilbarbiturato d~ s0dio + 4 g de S,S' acict~ 

dietilbarbit~rico + 0.15 9 de tiott~rsal ~-~:-> 1 litro) ,;,n 
bañ1;, Mar:La. El agzn· asL pri?p?\~'"a·. •) se d12J-:ª 1:~er· S1)l"H·e la 
placa h~sta forr1ar una Ci\pa hoMog~n~a~ Ya seca, sa hizo un 
cor~e en ·r6rMa de canal e~.p~ralelo a la dire~cidn ctel c~Mpo 
el .. ~1:tl:ir:1) y . a •:.:\da 1 ad1=1 1j~~ 8s te un p~qut?ñ1J 'pi:iz,~·, d1:i11dt: s12 

i:1)li:.11:1;i la«s > 11uestra( s ). · L.Rs 1:áM.~1"as ck:nde 3e tJl-Ji,:an l 1)'S 

e le•:Lr•:.d•:os 9e l len<1>'•)" ·:a\1 -IM•)l'tig1J.<1dor ,je Ba1·bi t.:ü y se 
colo~ar•ln puentes con p~p~l ;iltro, cte la placa al 
<\MQ\"tig1..iad1:.r. Se apli1:1:i un.n 1:1J\"rit:nt·~ di:: 15 MAt·1p µl)r ?lai:a. 
Una vez terHinada la ~lectrofo~~si~, se eliMinb el Q8l en la 
parte ctel ~anal y S8 r~ll~nb con ~nti~ue~po, las placas se 
dejaron ~eposar toda la nc~~e en c6Maras hJM,,.ctas, hasta la 
forMaci¿n de los ~r1:Qs de p,~ecipitaci~n. Se lavaron los 
g~les i:•:in '31:ilu•:1..-.)n s.:,lin?. .;\l O .. ?¡~, ::;..~· si::-i:a\"1Jn '/ +,iñé:ron c1Jrti:.i 

en ·al caso de la inttunoctifusi6n. 

AdeM~S de usta 
11odificado en forMa 

tJcnici, usaM1)S 
d2 la J.laMada 

~l . M1SM•) principio 
1

' in Mu rv:•i:=.·l ei:tr•¡:if•J\"'t.<si:; 

1:1Jhete 11 e 11 inHUn1)t:le1::t,rofo\"':o::sis 1:\"u::P.da-11 <:Jurd, l981 >, ·~n 
&stas el an~icuerpo forM~ parte del gel donde ~orren las 
pro~einas y al forMars~ el C1)M~lejo ant!g~n0-anti~ller?o s~ 
f•:i\"'Man pi1:1:is 1~ •

1'1:i:1ht!tes", s21jl•. n la 1:¿\nti1.~ .... ~d d~ p1"'cd:. ¿.ina 
presente. Se utili:aron a Manera de titttla~i¡)n~~s. 

• •• • 1 
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R E S U L T A D O S 

I l PIJRIFICACION DE LAS DOS FORMAS MOLECULARES DE .LA 
MIOINOITOL 1-P SINTASA. 

Teniend•:o •:oMo:> antece,iente que en los e:<tractos ·crudos de 
la •:epa silvestre tie l:L.---ci:assa fracci•>nad•JS en 
electr•:>f•Jresis en gel de p•)liacrilat1ida, se resuelven d.:•s 
pi•:•Js de actividad pa1·a MIPS, se inte11t¿. la pu1•ifio:aciÓ11 de 
aMbas forMas pa1-a ~efinir si cori·esp•JndÍan a agregados 
•>lig•>11éri•:"s d1stintos de una MisHa enziMa, 6 se trataba de 
isa)enziHas .. 

C•)M•> pl'u1er paso en la separa•:i•:>n de a11bas actividades~ se 
utl.ll.:?:Ó el Método de frac-:l.>:>na11iento por "salado" ·con 
sulfat•> de aM11io, precipitand•J la proteína en diferentes 
fra•:•:iones del O al 804 de Satura•:i&n. 

Al deterMinar la a•:tividad · +.•:>tal a cat1a una de las · 
fracciones oJl;tenidas. eno:ontraH•)S dos picos: el pri11ero en 
la fra•:cio:\n 20-357. de Saturaci•~n y el segundo en la frac>:iÓn 
55-707. CFig. 5l que representan respecti\'aMente el 7.397. y 
el 58.387. de la actividad total •>btenida para el extracto 
crudo CAI=541.2l. 

400 
..J 

~ ~ 300 

o 
<( 
a 
5 -1-
~ 

200 

'ºº AI•541.2 

40 60 20 

% SATURACION 
80 

\Fig. 5 Perfil dr. a•:tividad para la 11ioinositol 1.:p 
. Sint.asa . C60~ 1111 l en las frai::1:íones preo::ipit.<1das con Slllfato 
de ..vir.mio a partir del e:<tra•:'t.o crud·~ en la cepa silvestl'e 
de H-.-i:.cas.s..a. La actividad fu& estittada por el Método 

-Micr-obiolÓQii::•) det.cr.itr.> en M~tod.;.s. 
• ••• 1 



Ani..es t.1~ i:1:int .. lx1uar· •:1jn t-l ~-~""¿d .. ?.totJ.i::nt1:i c. 1:ad¿\ tH1a dt: estas 

~·:tLvidaci~5, si pr01:~di& a ct~~erHin~r la con~iabilidad del 
~n~lisis =LM0gr~fi~o, ex~2rin~nto hase en cuanto a la 
,1er.ec•:ion cte li\s handas ;io:ti.vas •:n el e:<tra•:t•) •:rudo. F'ara 
hacerl1) s~ c01~ri¿ro11 ctos gel~st cada uno con 0.8 hQ d~ 

pr1:itt!in.:-t/1:h dt? ~:~tr·2'1:t.1_1s •:rlld''JS Lit:' la ·=~pa ~ilv~stre y un~ 

Mutante rttos- o~ una placa de ?crilaHida al lOX Cl.5 x 100 x 
120 HH). T~rMinada la électr1lf0\1 esis ~l gel s~ cart15 ~n 
b.Rndas tr·an'.;vi;:rs~li:.:-s de 2 Ht'h Cada r~t"Ja1,ada si? in1:ub1) ~n 
Hez•:l.3 ,;e r•:a•:•:i•jn pm·a MIF'S ,1ur.;n1t.-, 1 1·1•)r<i a 30ªC y ;e 
d~t~r11ind el Mioinos1tol forHado por el M&tQdo 1:oloriM~trLco 
y t1l.•:r•:d1i•)l•~•gicü < Fi.g. 6). "fa qL1e •:;ida •:epa r1utante sir·ve 

.:1:1M•) 1:i:1ntr1jl d.z1l en-:¡ay•' de MIF·S •)n el g¿.l i.1..: ai:rilartid.n 1 
pocteHos ~sta1~ segurps de que los M~:ciHos ~ncontrados en la 
cepa silvestre corresponden a actividad de MIPS. 

Al anali=ar la actividad en el interv3lo cte saturaci&n 
20-35% encontrat1üS serias dificultad.-,s para continuar Cün la 
purificaci¿n, por lo que para tratar ae ancontrar la 
•=•)rresp•:n1cten•:ia de esta actividad •:•)n algun•) d.-, los picos 
prt:s~nt~s ~n l1:1s .::<tra1:t1:is '=rud1:.s, se fr'éP::cion1) la prot~i11a 
por .-,le•:trof•)resis en ge:l de p•:ilia•:1·il<1Mida, se ¡.-, cieter11i1v) 
activicta,1 pQr el 11~tod•:• r1icr•:ibi•)l•)gi•=o y se •:or1par•~ con el 
zi11•)gra11a de la f1·ac•:i>:'on 55-707. t1·ataL1a del HÍSM•:) l'IOLfo < Fig. 
n. 

Este andlisis r.-,vel6 la prasencia de las dos farHas 
r1•)le•:uia1•es en la f1·a•:•:i,)n 55-707., aún cuando; esperaba11o;s 
süla11ente una; 11ientr~s que la 11is11a cteterttinaci~n para la 
fraccidn 20-35Z r1uestra un barrido CüHpleLo sin ciefinici&n 

dt. pi•:Qs de acti\•idad. 

Se int.;,nt·5 pu1-it'i•:ar la cSA20-357., SOt1eti~ndo)la a 
•:rot1at•)grafÍa en •:•:ilmrna ( Ult,1•,;gel ,:,.::A-34 l fin cte 
en•:ontrar una segunda forHa enziMáti·:a¡ -sin eHbarg''• d.-,spués 
de deter11i11ar a•=tiviLiad :i•:·1- Mi•:r•)bi•)lf.•gi•:o, en•:ontra11r_•s que 
al igual qu" .;,n el f1'?.C•~irJnaMient•:i por ele:•:troforesis, n>:> 
e:<ist..: una Z•:tna donde p•:idat1•:•s loo:ali;:a1· •:laraN•;nte la 
en;:i11a. 

Esto lNS sugú:;,1•e qu.e la ao:tividact . qu.-, •:OnSÍLie1·a11•)S 
pertt!nt:•:i.-,nt.e a una s.-,gtinda espe•:J.e ctB MIPS, se pierde 
Liurante .-,1 fra•:.:i•:inaMiento .~ qu'-" l•;s dat,.;.s de a•:tiviL1ad en 
Bst.~ f1·a•:Ci•Sn no •:01·1·esp•:ind"'n a la presencia ,ie la enziHa1 
sin•:i a u.n art,¡,fa.:-t.o prodLtcid•:> P•)l' alg•.in<1 rrnlJ•=ula que 
des•:•)l1'J>:eH•)S y que p•:idrÍa estar sir•1iend•) •:•)MO fuente de 
inositol en ·1a deterMinaci¿n Microbiol¿gica. 

Ya qu" en•:•:inti-aM•)S las dos f•H'Mas de la en=it1a a partir de 
la fra•:•:i•~n qLie pre•:ipita en el interval•:i cte 55-70X de 
Sat.l\l·a•:i•Sn •:•:in sulfato:• de <'.M•:>ni•) 1 se sig• . .liÓ t1·abajanctr.. •=•)11 
ésta, trat.:inct•; de •:•)11t.-,st<1r la prBgunt.a de si e:<iste un 
estado •1e .-,quilibi•i•:i en+.re a11rias espe•=ies. 

• ••• 1 
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Fig. b ZiH•)graHas de l1:os e:{tra•:t•)S •:rudos de las •:epas 
Silvestre y 2257 (!NOS - ) de u_ __ a.assa, despth~S de SU 
fr110:-:ionaMient•) p•)l' el,;,o:tr•)foresis en gel de poli<1•:1•ila11ida. 
Se apli•:aran o.a H9 de p1'oteina/•:H a una pla•:a de ac'rilaMida 
al 10:1. (1.5 ){ 100 :< 120 MM). Al t•~\'Nl.11•) de la 

Jit,,., ele•:tr•;f,,resis ,,.1 gel se •=•,1·t·~ >E.'n reha11adas transvers¡¡les de
~ 2 MM. Cada r~banacta si: in•:ub•S en He:?•:la de rea•:•:i.$n para 

MIPS durante 1 hara a 3o•c y se deterHinaron las valores de 
a•:ti~1idad por el Hét,1:>d•) 11icrobJ.1:1lÓgio:•' ( 600 nH) y 
coloriH4trico [(660 nK> MIPS v FosfatasaJ. 

• •• • 1 
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F 55-70 % 

13 

REBANADAS (2.0 mm) 

15 17 

Fig. 7. ZíH•)gra11a •:oHparat.Í'·-''' dt: la a•:tívid<1d en•:ontrada 
en las fra•:r.:í1rnes 20-357. '/ 55-70/. de la •:epa silves+.re de N.. 
=.as.=s.a. Est,e gel se corrio naj•) las 11is11as •:•:onc1i•:J.ones que 
se refieren en la figura anterior. 

. ... / 
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II> EGUILIBRIO ENTRE LAS DOS FORMAS DE LA MIOINOSITOL 
1-F' SlNTASA. 

Al soMeter a electroforesis los extractos crudos y FII 
<FSA55-70%> de la ce?a silv8str~, encontraMos las dos ~orttas 
Ho;li;,•:Hla>'•!S c1e la MIPS, ¿ e1•a ~sta •:•)ndi•:i.•5n, 1·esult.ado ciel 
procadiH1anto da ex~raccidn 6 eH1ste un equilibrio entre 
aHbas ~spe1:i8s?. 

F'ara responder a La pr1Hera pregunta se prepararon 
ei:<tr•.:\1:t1:is 1:ru1ji:•s, i:n 1j(J\1d~ va1"'iaHos la o:.11pos1.1=iJn del 
aM•;rtiguad•)I' ,je e:<t.ra•:•:i.~n, •.l t1 lizando t•>das 1 as variables 
fJ•)sibles: 

a) AHo::wtiguac1or e:{b'a•:•:i·~n norMal • 
. (TRIS O. lM + ¡5 -Me1·•:apt•)etanol 51-1M + EDTA 0.29M) 

b) A11•:.1•tiguacio1• e:<t1·a1:cion s/EDTA 
. e) AM•:.1·t,iguado1· e:d,1•acci•)n s/ ¡S-Her•:aptoet.an•)l 
ci) AM•)rtiguador e:~tra•:•:io:on TRIS O. D1M 

Util1zaMos las MisMas concentraciones que en el 
AMortigua~>r NorHal para el resto de los coHponentes. Los 
e:<t1·a•:t•)S así. prepa1•ad•)S se s•:•Metier•)l1 a ele•:tr•:•f'o1·esis, 
encontr&rctose en cada uno ae ellos el H1SMO patr&n de 
a-:+_,J.vidfa~ •:•)11 \.1•)'5 M~:<J.M•JS, nunque •:on varia1:i1)\'H~.; en la 
proporcion del segundo: 12.2 ± 0.2 CM). 

Ya qve dLll'antt? la Hanipula•:i.5n pa1·a la >:•bten•:i•~n d.:; 
e:<t .. rcicti:.s •:rud•JS, ;\l par•e1:er "fti:i ind1.•.•:iH•:.as la ctLs))1:iaci15n de 
la enziMa se pens.~ qL•.e '1 ·=•Jn•:ent1·a•:iones· al ~as c1e pr•Jtli:ina, 

•. 
~1a1· L!•"'_:i"•;:J,1

1
·, "sª w tend""r Í.a, a 

1 
f ·:j•l~Mar . "ag,.-eg<1dos" y que a May•>r 

.1 1 ~ proMoveria. a ~isocia~ion. 

Considerand•> que •:ontaMl)S >:•Jn 11uestras que presentan d•)S 
ao:tividades y qlle las té.:ni•:;<s oje •:•:on•:e11t1·a·:i•Sn .;¡u"' 
poctrLtHQS naber utilizad•> <secad•) y •:»n•:i;,nt,ra•:i•Sn °:011 
s<1c<11·osa 1, chsHinuyen la a•:tividad de la en::iMa, se decidi1) 
t•>Harl<1s •:•)Mo) riatr•~n, tratando de pr•>du•:ir una ·H<IY•)r 
~h:•St:i•:iai:i•~n p•)\" dilu1:i1)n y pr1)V1)1:ar· ent•)n•:es un in,:r•erte,it•J 
e11 la .i2 .. ;¡ni tud del so:gund•> pi•:•) 1 que •:•ir1•esp.,ncie <1 la 
especie de Menor peso HOlecular • 

.; pa1•ti1• de un e:<tracto •:ru•i•> •:on 22 • .S Mg de pr•:iteina/Hl, 
preparar1o)S l1na MU•;stra •:>:.n la Mitad de est¡¡ •:Qn•:entra•:i.>n y 
se co1'rieron aHbas e'' el~ctroforesis • 

L•)S geles 
ao:ti<Íidad por 
t.•n•:uentran l•)S 

. se •:•'1'ta1·011 •:acta :? MH ~· se les ,1.,terHin·~· 
el N'todo Hicrobiol&gico. En la Fig. 8 se 

datos encontrados para aMb09 eKtractos. 

Las •fos NUestras revelan d•)S Má:<iM•)S de ao:tividad de 
pr>Jp•;r•:io:•nes seMejantes. L•:> que P·~d1•Ía in•ii1:ar 1 a. reserva de 
repetir el eKp.,riHento a diluci.,ne5 Mayores que la 
utilizada, que ª"bas especies s• presentan 
i11ctependienteHe11te de la cirn•:ent1·aci•5n de p1·oteina. 

. ... / 
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Ya que al parece1• las dos f•)l'HaS de Mlf'S no se en•:L1ent.ran 
influidas ni pi:ir las •:•;.ndiciQnes de e:<trac•:iO:m, ni p•)1• la 
•:•)no:ent.ra•:l.•~n de pr•)t..,ina, se bus.;:.j u.n pQsible estad•:> de 
e•tuilibrJ.•) entre aHbas. 

:Ls 
8 • < 

1 w. 
m 
~ 
c.> 
% 

~ 
11) 
IL 
i: 

5 7 911131517 19 

REBANADAS 12.0 mm) 

Fig. 8 Zirt»graHa ,1e la <>.•:tividad de Mif'S, en fun•:i•fo de la 
•:on•:entració~n p1'•)teÍnica d.; e:<t1·act•)S •:rud•:os de la •:epa 
silvestre d"' u ___ .;:i;:assa. Este gel S8 C•)rril· bajo las rtiSHas 
O::Qndiciones, que se refie1·en en la figu1·a anterior. 

Quedaba pl)r saber si existe un estado de equilibrio entre 
las dQS forMas activas d"' la enziMa en la cepa silvestre, de 
ser así eliMinm·LaH•)S la hip•Stesis p lant.-ada de que pl1diei·an 
se1• i.soenzi11as¡ se •:01•ri15 l\11 gel de po)lia•:1•ila11ida •:on 
e:<t1•a•:to •:1·ud•) de esta C\?f'ª y se •:ort,.~ o:ada 2 11111 gL1an1ando> 
una p•)rciÓn Lie cada rebanada pc11·a S•)M\? t.-,r las betndas ac+,ivas 
a una segunda el,;,c+.r•)f•:>resis. L•)S ,1at.os de a•:t.i,tida•i para el 
priMer gel correspond,;,n al ziMogra11a sefialado en la figura 6 
de la c.-pa silYestre. 

Las porcion,;,s ·=•)rraspo)ndient.c:s a los 11á:<il1•)S d,;, ao:tívidad 
y que se resol•1itH'Qn .-n l>:•s tubos 6, ;¡ y 10 se •:01·riero11 en 
u11a segunda ele•:tl'•)foresis. E11 la f ig. 9 apar,;,•:e e 1 ba11de•) 
de lfJS frag11e11t:.0:0s que p1•esentan act,iv,idad de MIPS .-n el gel 
que se soHeti•~ a la p1·i11era ele•:t1•.,foresis •=•)11 extra•:to 
cructo'de la cepa silvestre. 

L•:.s ca1•1•iles 11ar•:act•:.s •:•:.11•:. 6, 7 y 10 ·3e anal.izaron P''r 
duplicado, Hient.1'<'.S qu,;, l•)S s 0:iíalad•)S •:•)Mt:• 14, 17 / 18 y 19 
correspQnden a l~s cortes finales.del gel, donde se ubica la 
enzi11a fosfat.asa, graficada ·en la figura 6. N•' se tQ11ar•)I\ 
l>:>s tub•)S 11 1 12 'i 13 p•)l•que en .-sta Z•:.na l<is. enzi11as se 
traslapan. . ... / 
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En e11t11 gegunda electroforesis, encontraHos que la priHera 
banda <Tubos 6-7) 1 que se resuelve a los 1.2 t 0.2 CH 
perHanece constante y que adll'Hás dá lugar a una segunda 
banda a los 2.2 t 0.2 CHJ Mientras que la otra banda activa 
<Tubos 10-11 l se i-lantiene, resolviéndose de nuevo a la HiSHll 
distancia ( 2.2 :I; 0.2 c11 l Hás no forMa una segunda especie. 

Fig. 9. Tinción con azul de CouHassie de la segunaa 
electrofo1•esis de los fragHentos activos para llIPS en 
ei<tractos cruaos de t!._ci:assa. La distancia que ocupó cada 
1•ebanadi1 en el priHer gel es igual al n~Hero del tubo por 2 
HH. Estas rebilnadils fueron esi;:ogidas en base al criteri•:> de 
actividad &ncrmt1•ada por zit-iograf!a en la cepa silvestre 
( Fig. 6 ). 

En base a este e:<pe1•it-1ento, observaHos que la banda 11ctiva 
d~ alto peso Molecular <que se resuelve a los 1.2 :1: 0,2 CH) 
da lugar a una nueva forMa, que probableHente corresponda il 
un olig&Hero de Henor pes•) M•)lecular, ya que en el segundo 
gel ge ubica a la HiSHil distancia que la forMa activa de 
biljo peso Molecular < 2.2 t 0.2 CH>; sin eHbilrgo resúltar!a 
necesaria la co11paraciÓn entre 1011 ziHograHas de aHbos 
geles, pues en nuestro caso, sólo estaHos coHparando 
actividad contra tinci6n, por lo que no podeHos afirMilr que 
la segunda banda que aparece a partir de la especie de alto 
peso Molecular presente actividad de HIPS. 

• •• • 1 



- 42 -

CHriACTERIZr~CION INMUNOLOGICA. 

A fin di;: obtener una p•:ibla•:i•fo ,1e anti•:uerp•:is .;,spe•:Íficos 
1:1Jntra la Mi•nnosit1:il 1-P Sintasa, se l le11aron a •:ab1) una 
se1•i;, ,1.;, purifi•:a•:iones po1' el 11.fto:•d1) descrito, hasta 
obtener despuJs de la colu11na de DEAE-Celulosa, una banda 
•:l•)bh: .;¡u . .;: al so11,;,te1' a el.:i:tr•:ienf•)que, resul t,15 fá1:il de 
~epar~ ar . 

La ienzi11a p1•esent•!. una ai:tivi•iad espe1:Í-fi•:<1 pro11edio de 30 
nr1ol • Min • 1

• 119 proteina • ~ al inye•:tarse a l>Js 1:011.;oj>:>s. 
t1de11ás ,1e la a•:tivi•:lad espe.:{fi•:a, se le detier11in•) el punt•) 
iso)el1ktri1:•) a partir •;1e la banda l1Ji:<1lizacia en el 
electroenfoqu;,. Co110 11uestra 1<1 Fig. 10, el valor 
~n·:•lnt,r<1do para el punt1l is1::>eléctri1:0 es de 5.40 en un 
gradi;,ntt- de pH 4-6, val"r 11uy 1:e1·i:an.:1 <11 1·ep1::ortado P'"' 
Esc,~11illa .• 1e S.05, ut.iliz<1nd1::> un gradiente de 3-9 en 1982 • 

e 

B 

I 4 

a: 

2 

--------~-------,::;-( 
l'\IHTO UOEl..ECTllltO lll! l 
lllPS 5.40 

2 3 

1 
1 
1 
1 

4 8 11 7 B 9 
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o :o 
m 
> :o z 
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> .. 
o 
o 

10 11 12 13. 

fig. 10 Oete1'Hina•:i1;n dc. l f'unto isoeléi:tri1:1) de MIPS a 
partir de su fraci:ionaMiento por electroenfoque. Se 
aplicaron 0.15 119 de pl'Oteina/1:1'1 de la Muestra purifi•:ada 
< DEAE-Celul••sa l Har1:ad<1 C•)n flui,resca11.ina 9 • .¡ )-191119 de 
pr•)teina, ;;n . una placa ·cte acrilaHida al SX ( 1.5 1{ 190 :< 150 
1111), utilizando ~l siste11a Multiphor, con un gradiente final 
de pH d.: 4-ó. Te1·11inada J.a separa1:i•~n por electNenf1,que, 
el ge-1 se •lbser .. .,..) ·a U, IJ. y 1:1)rt1~ 1:ada 1:11, cuidand•). de 
1:ons..,var en una SQla 1•ebanada le1 ban,ia flui"'escente. Cacta 
t1anda se 11an+,Lw:, en <1gua durante 3 .horas y se ctetel"ni11•:>. pH. 
?asado este t1e11¡:,., las po1••:i1:.i11es del gel se incubarr,n 1 hc•ra 
en Mezda de reacciÓ1~ para MIPS y se dete1'11i11·~ activid<1d por 
Barnett (660 n11>. 

• • •• ! 



- 43 -

Una vez coHprobad•) que la banda localhad<1 en 
eled.roenfoqua c•,rrespond!a a la onziHa, se hoHogeneizó. con 
solur.:i•~n salin<1 y se inye•:t•S a l>l'> co>nejos. De acuerdo •:on 
la 1>1et•,dolog:la de inHunizaciÓn desc1•ita en el capítulo 
corNisp•)ndiente y al cab•) de tres seHanas de la priHera 
actHinist1·a•:i•~n de ant!gen•' se procedió a la cara..:terizadón 
del antisuer>J. Las pruebas de immnodiftlsiÓn 1>1uest1·an ( Fig. 
11 > un ~:L~~l» alto> de a11ti>:uerp•h En esta figura se ilustra 
la apan•:1•)11 de un fl\'e•:ipitat1o blan•:o entre las celdillas 
d.:.l ant.isuol'O y el <111t:lgeno, l.o que indi•:a la presencia del 
anti•:ue1•po act.i•m en el suero. 

El grupo I C•)l'\'esponde al suel'Q obtenido tres seHanas 
despu.fs de la aplicación del c.udgeM r.:•mt.1·a 1<1s FV, UG Y 
DEAE en las celdillas 2, 4¡ 1, 3 y 5 l'espectivaMente. 

El g1·upo III co1•responde al sue1·0 obtenido cuatro seManas 
después de 1<1 apli•:aciÓn d;,l antige110 r.:ontl-a las 1>1is11as 
fracciones •1ue ,,,¡ grup•) anteri•)r. La celdill<I ó de a11bos 
grup>Js 110 co11tem'.a ant:lgeno. 

Fip. 11 InMunodifusiÓn de fos antisueros obtenidos 
despues de tres y cuatro seHanas de la aplicaci.Sn del 
antígeno e1 los conejos, contra dif'erente11 fracciones de la 
purificaciQn de MIPS en la cepa silvestre de ~.-cea.asa. En 
los grupos l y III se aplica1'•'11 2 Mg de a11tígeno1 celdas 11 
3 UG; 21 4 = FV y 5 = DEAE-Celulosa. En el grupo 11 se 
titul<1ron los anthue1•os I y III contr<1 e:d:.racto crudo, 
utiliza11do las siguientes dilucion~s;I Celdas 11 4 Antisueros 

y III respectiV<1Mente sin diluir, celdas 2, 5 diluci.Sn 111 
·y celdas 3, 6 diluci6n U5. Se 111111tuvieron e11 cá1"1.11ra hÚ11eda 
duN111te · 24 horas tiel'lpo e11 que predpit.Ó el COl'lplejo 
antígeno-anticuerpo. 

. .. . t 
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En el gi•upo ll se utiliz6 el<tracto crudo en la celdilla 
central contra difere11tes diluciones de los antisueros 
anteriores, a Hanera de titulaci6n obtenie11do respuesta en 
las celdas y 4 correspondientes a los antisueros sin 
diluir, siguiendo la direcd6n de las Manecillas del \•eloj 
las celdillas contenían diluciones de 1:1 y 1:5, en las que 
no hubo respuesta. 

Para definir la especificidad del anticuerpo obtenido se 
llevaron a cabo pruebas de in11unotransferencia e 
inHunoelectroforesis. 

En el caso de la inHun•::.electrotransferencia, se corrier.:>n 
geles con o.e 119 de protei\1a/cH y se transfirier•::.n durante 
45 Hin. CoHo se e:<plica en 11aterial y Métodos, se coloc~ 
papel filt1•0 detrcls del papel de nitrocelulosa para 
deterHinar la •:antidad de proteína que se escapa de la 
electrotransferencia. ( Fig. 12a )¡ el papel adsorvente se 
sat.ur6 con albáHina b•:>vina para bl.:>quear toda la capacidad 

3659 3660 658 s 3659 

Fig. 12 Ti11ciÓn de la ele•:trot...ansf.:¡rencia de e:<tractos 
crudos de la cepa silvestre < S > y 11utantes mas- < 3659, 
3660, 658 y 925 > de h!._.::cassa e identif'i•:ación de la banda 
correspondiente a l'\IPS P"" Hedio de su antisuero. 

Se cor1•iÓ u11 gel de acrilaHida al tor. con o.a 111:1 de 
proteina/cH de cada una de las cepas y se sol'tetió a 
electrotransferen•:ia durante 45 Hin. 

lt) TinciÓn con AMido Dlack- tle la pMtei11a que se fija 
dura11te la transforencia. 

B > Ide11tifi•:aciÓn de las bandas correspondientes a tlIPS, 
una vez incubadas con antisue1•0 espec:!f'ico y antiperoxidaga, 
reveladas por la· reacción colo1•ida del cloronaftol. 

• •• • 1 
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de enlace adicional sabre la nitrocelulosa e inMovilizar el 
ant{g,;,n•:o ( Towbin, 1979 >, ent•::>n•:es el anti•:uerp•) espe•:ifi•:o 
se uni•~ y se ctete•:t.5 p•;.r un segundo antio:uerpo 
( Antipe1·•i:o.c1asa) di1·igictcr •:•:rntl·a las in11un•)gl•)bulinas del 
prirter antisuero, finalMente se revel& con clorona~tol CFig. 
12b) 

'En estos ensayos, los resultados fueron MUY variables y 
p1)~ tanto poco confiables. debido a la poca definici6n de 
las ban•;1as en algunas ,1e las •:epas Mutantes y en r.u:asi•)nes 

de la propia cepa silvestre; pensaMas que la Mala definici¿n 
de las bandas fuera un p1·•:•bleMa de lil silturil•:i•:Ín •:on 
albÚH11B, que no .,·stuvi.es"' elir·1inand•; l•)S enla•:es 
ac1i•:ional'=s S•)bre el ads•:o1•vo:nte y P'''' tant,., se t?stuviese 
traduci,:ndo .;,n un "ba1·rido" que n•:•s i11pect:!a !o:u:alizar la 
b<1nt1a ·=•)1•1·esp•)ncti.:~1te a MIPS, variart•::>s lüs trata11ient•)S 
toHando CDMQ patron lü obtenido en la cepa silvestre

0
y 

utilizaM•)'S PBS-F·lEEtJ 60 •:•?HO s~ des•:1~1be en la M.:t•)•fologia 
para eli11inar el "f•)l1d•)" qL1e se teñía en el papel¡ aunque 
l•)graH•)S eliHinc11· es i;e "barrid•)", 110 fL1é P•)Sible obtener 
banc1as M•J•::.>1• definidas ( fig. 12b) p•)r l•:> que qLlizá la 
difi•:ultad en la iden~,ifi.':a•:i~11 de las bandas se presente a 
nivel •.:1e la ""'ª':•:i•)n •:•)11 pe1•o:<ictasa, sabiende> que el 
antisuero pr,:sentana un título alto. 

Ya que aJn para lil cepa silvestre resultaba difÍcil ubicar 
una banda antlgen•)-an+.i•:u.;,rp•) 1 se utilizar>Jn las t.?•:ni•:as de 
i111mn•)ele•:tr•)foresis · siMple, •:ruzada y "•:•:>he te" para 
caractel'izar los Mutantes. 

Al ha•:e1• l<1s ¡;1·uebas c1e i1111un.;.ele•:tr•:.foresis si11ple a 
dife"1·e11tes Ml1estras de e::t1·actos •:rudos y pardalHente 
purificados de la cepa silvestre, encontraMos que en las 
pr111er•)Sr <1Ún cuand•) esperabat1•)S la aparici•fo de una solil 
banc1a, -se eviden•:iab<1 un ar•:o p1·in•:ipal a•:•)11pañad•) de 
"esp•)lones" que en las Muestras purifi•:ac1as no aparecieron 
<Fig. 13>. 

La presencia de espolones HJltiples en la 
i11Mun•)ele.:t1'•)f•)l'oésis ( Fig. 13) del e:<t1•a•:t•:. crud•) c1e la cepa 
sflvest,re, p•)drÍa se; •?:q:.li•=ac1a de d•;s Hanera-s, ya que el 
nllM"11'•) de ar•:•)S •:. 11.neas i.1e pre•:ipita.::i•~n en una 
l11Mul1••ele•=t.rof.Jr1?sis oéS un indi•:ad•)\' del mÍMero de 
constituyentes 1nMunoreactivos en. el Material de prueba 
<Ouchterlony, 1979): 
1.- O.u.:, la p1•epa1·a·:i•!.n pu1•if i.::ada de MIPS utilüada pa~a 

i11.:1u•:i1· et a11't,isue1·,,, n•:• fu.;,ra t•:.d•; lo pura que sugeria 
su an,lisis par electroenfoqua, entonces la presencia de 
•:ont«H1na11t,es Ht:n•;r,:s podr :!a sal' resp•::>n·•able de la 
aparente falta de especifi.;:idad del antisuero obtenido. 

2.- Gu~ en el 8:d~l'a•:t•; •:n1ct.;. .;,:<istan di•1ersas protei11<1s Ó 
~greg~Jas· proteínico& que coHportan. deter11inantes 
antig•rnl.•:•;s •:•:•n MIPS y p•:.r ta11t•;, aunque el antisuer•; 
fu.? i11duo:1ct•:• espé•:.i'.-fü:aHenta •:•;nlra. la enziMa pura, va a 
proése11t;:1r reci•:•:i•~11 cru:?:ada •:011 .;t,ras . p1••)tei11as que 
posean los HiSHOS deter11inantes antigdnicos. 

. ... / 
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· fig. 13 lnHunoi!lectroforesis del antisuero específico 
contra diferentes fracciones de purificación de MIPS en la 
cepa silvestre (E.e. =E1<tracto C1•udo, FV=Fracción Precipitada 
con sulfato de protaHina, UG=Fracci&n SeHipurificada 
obt~nida a p;11•tir cte la coluHm1 de Ul trogel AcA-34 v 
DEAF.=FracciJn Qbtenida a partir de la coluHna 
DEAE-Celulosa>. Se aplicaron 0.04 Hg de cada Nuestra en una 
placa de agaro'iia al 2r. .y se i:orri» una electrof•lresis dHple 
durante 3 horas, se rellenó el •:;mal central con ant.isuero v 
se · ctejÓ r.;posm· en .:áHara hÚHeda hasta la fo1•11ación de los 
ilrcos de flrecipitación. 

. ... / 
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Para analizar con Mayor exactitud la Hagnitua de la 
re,.puesta HÚltiple, s., u.tiliz,) la té•:ni•:a de 
inHun•,ele•:tr•)for.;,sis •:ruzada, qt1e .;fre•:e una May.;r 
res•,luci•jn y sirtplif i•:a la identificacio:)n al separar las 
respuestas HÚlti¡;l"s, Se o:>Hpal'ar•)\1 l;i" figu1·3s •:>ht,;,nidas 
p•)r est.;, ~ '.·t•;d•:i, del t?:<tra•:t•:> •::1·u,i•) ¡• pm·ifi•:acfo ( DEAE) de 
la cepa silvestre y del extl'acto crudo de una c9pa Mutant2: 
la 925, repo1-tada •:oHo INOS - ( [l;,l Ar.,nal, .,,n prepara•:J.•~n) 
Fi.g. 14. 

+ 

'----7.2 cm--

·EXfracto crudo eepa 
silvestre (250 pg) 

+ 

.__--7.2cm--
Frocción semlpurlflcQdo 

OEAE - Celulosa C 60 jJG) 

'· , . 

+ 

fiXJ .\ 

"\ 
-3.4cm...J 

---7.2cm---

Extracto crudo cepo 925 
(250 JIO) 

fig. 14 EsqueMa •1e las figuras obt,¡,nidas en ensay•)S de 
inMunoe lectr•;foresis •:1•uzada para: 

a) E:<tra•:t•) •:rud•J •:epa silvest1·e. 
b) Muestre. seMipt1rifi•:ada < OEflE) d.;, 1<1 •:epa silvestre. 
c> E:<tr<i•:t•) crud•) de la cepa 11utant•:< UJQS-: 925. 

Se o:or1•i•~ una inMun•;<:le•:tP•)f•:.resis s.:<.rtple 0;•:.n 250 ¡.19 de 
pl'•)t.eina para los e:~tract•)S •:rud•)S y 60 ,ug de DEAE 1 en 
placas de agar•)Sa al 1% en aMortig•Jador de Barbital. 
Terl'tinada la eleo:trQf•:>resis se despiaz,) el gd a •.ioa placa 
11ay•)I' 11ontada C•)n agar•:>Sa al 2Y. + anti::ue1'0 diluido 5 veces, 
en una pr•)P•)\'•:i•Sn de 2: 1. 

Se apli•:•) el •:a11po eJ.J,:tric•; de M<ine\'3 q11e las ba11das 
sepa1·adas en la p1•i11era e J..-..:tr•;f,;ro;sis •:•;rrie1•an <1.h•)l'a en 
se11tidl) perpendio:11la1· a aquella. S.;, apl.:i.•:•S u11 V•ll t. aje de 50 
V•)lts y 30 HAHps durant<l 18 hopas a 4ºC y pH 8.2. Se lav·Y' 
e:<haustiva11e11te •=•:in so)lu•:iO:Ín s<ilina al o. 9;{ y se t,1ño C•)n 
{1Hido Black. 

. ... / 
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El pico p1'in•:ipal de la cepa silvestt'e y de la cepa 925, 
al igual que el pi•:•:> Único de la HUestra seHipurificada se 
resuelve a los 3.6 ± 0,2 CH del gel prepai•ado •:on 
anticuerpo. EsperabaH•::>S que en la cepa 11L1tant.e 110 hubier~ 
1•espuesta, si11 eHbargo se for11<1 un pico que sugiei•e que la 
enziHa está presente, pero es inactiva. 

Podt:H•ls afil'Har, que este pi•:o c•mÚn que se resuelve a los 
3.6 ± 0.2 cH, es el qu,~ corresponde a la tlioin•lsitol 1-P 
Sintasa, .:.n base a otros e:<periMent•lSr d>lnde pudiHOS 
eliHi11ar la respuesta •:ruzada, util.izand•l e:< tractos 
parr.:ialHente plll•ificados de la •:epa silvest1·e, e:<tra•:tos 
que fuero11 sor1etid•lS a precipita•:i•~n con sulf<1t•) de ilHonio 
( FGA 55-701. >1 priHer paso de purificacii:ln en nu.:.str•) esqueMa 
des•:ritr, ··m Hetodos. 

CoNo puede verse en la Fig. 15, los piC•)S que se tiñen en 
el e:<tf·acto •:1•udo, desélpare1:e11 a J. utilizar la FI I ( FN1cciÓ11 
obtenida después de precipitar el e:.:tra•:t•l Cl'lldo de la cepa 
silv.:,stre i:on sulfato de élt1•lnio a un 55-70;( de saturaci•fa · 
C•ln cantidades seHejantes dt- proteina. 

FU,: 
, :.·•· 

Fig. 15 lnHunoelectrof•)resis cruzada del extracto c1•udo y 
la FII de la cepa silvestre de U4_.c:J:as,sa. 

Se corrieron bajo las co1idiciones referidas en la Fig. 14, 
250 )19 de proteina pa~a e1<t1•acto crudo y 200 )19 para la 
fracci&n obtenida despues de precipitar con i;ulfato de 
aHonio a un intervalo de saturación de 55-70X. El lavado y 
tinciÓn se Mencio>nan en 111 His11a figura. 

.. .. / 
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En base a lo obtenido en las figuras 13, 1~ y 15 podeHas 
C•)n1:lui\" que 1:1:inta11•:is •:on uné\ pi:1h la·:i·~n 1..it? anti•:ut:rp•)S 
espec{ficos contra MIPS !' que la respuesta cru:ada que 
,,t,servaH•)S en l•)S e:<tra•:t•)S •:rnd•;s 1 se ciebe a prot,:,ina¡; que 
coHparten deterMinantes antigJnicos con la en:iHa y que son 
eliMinadas durante .::1 ¡:n'iHel' pas•) de l<i ptll'Lfi•::i•:i•fo de la 
1'1isHa. 

ConsideraHos J.Hportante definir si las bandas de 
inMunoprecipitacihn forHadas por el coMplejo MIPS-anticuerpo 
en los ensay•:>S de l \1Hu 11°:>di fusi•:On, inMl\11.:•e l.:•:t1·of•:>1'esi s 
si11ple, •:ruzada y "lÍnt.'a •:l'l(:<1da" ( Jtn·d, 1981 l 1·etem~an 
actividad enzi11~tica; pal'a Jsto se proceai6 a cortar las 
bm.1das de pre•:ipiL.1c:i·:On °:.;r1•esp•:>ndi<:ntes e in•:ubarlas para 
el ensay•:> de a•:tivi.,1a•j, +.al •=•)HO se hi:o •:011 l•)S :l.H•;g1·aMas. 
En ningún •:as•) se pud·;· <ie+.e 0:t:11' a•:tividad, l•:> qut: n•:os 
sugierti: 
1. - Que el o:•)Hplejo antÍ.geno-anti•:u>:1'p•:> •:?S ina•:tiv•:> ,), 
2.- Que el coMplejo es activo pero pierde la act1vidad 

ctui·ante el prol•)ngacio tieMp•:o de •Hnipula·:i•~n que e:ugen 
las t,knic:is utili::::idas. 

Para dar base a alguna de astas dos alternativas, ~e probó 
el eosayo de a•:·ti•1ü1a,1 despllJs de la im1u\l•)pre•:ipit.a•:i•fo, 
utilizando 250 pg de en::iMa purificada IDEAE-C~lulosal 

C•)nt,,ra a:ant.id.ades 1:\"~Cient8S 1:ic- .::\\"lti•:l\erpo • 

F'a1·a d.;,terMinar la a•:tividad basal ,ie la en:?J.Ha utili::aMos 
soluo:j,Ó11 salina •:•)nt.1•a la Mu.;:st1·a o;t.; DE<iE y para 11.;,dir la 
interferencia que el suero pudi2Pa tener sobre la MisMa, 
usaMÓS sali11a •=•,ntra sue1·0 pP;;inHune. E1ic•)nt.1·aM•)S qtt>: el 
coMplejo antigena-anticuel'po, recuperado' por cantrifugaci&n 
i: in1:ul:.ai1o 1:.,n l" M8=:1:la i..1e \"~a1:•:i.,)n, sí es a•:tiVQ y 
•:•)nse1•v:i apr•):<J.MadaMente el 30X ct.;, la actividad t•:• tal de la 
enzi11a libre. 

IV. ANALISIS INMUNOLOGICO DE LAS CEPAS SILVESTRE Y MUTANTES 
!NOS DE: lL.-i::RaS.SA. 

Durante la car3cterizaci&n del sutiro ANTI-MIPS, descrita 
en l.;; se•:•:L•;n p1'• ... :i?dente, se ctefi1u.'.• i:fll.í' la siHple 
?\'ecipitaciJn de los e:{tractos crudos con ~ulfato cte artonio 
( FSA55-70X.) elit1i,iabc\ las rea1:1=i•Jnt-s c\"ttza6¡,:; •=•:in; 1:it,,, .. as 
pri:iti..:inas .5 1:1:Jt-1pl\?.)•:1s pr~'5ent"'es en l1)S ~:d.i'";i1:t.1:•s 1:\ .. ltd1Js, · p•)r 
tanto se ctecicli¿ utili:ar en ~del~nt~ s61D las frac•:iones 
55-70~ d~ satllr~ci•~'' con ~ulfa~to de aMonio en la 
o:a1'acte1'i:?a•:i•~ll ir111tm•:•l•!•gi•:a. de l '1s •:.,pas rtllt<1nt,;,s !HOS - • 

Para ello, se llev6 a cabo un ~nálLsis ~oMparativo por 
it'lML1.noele•:tri:1f1:ir~~si:> 11 ~n 1:1)t"tt::<té'', t1é1:n~1:.:\ i:u~\"ttitat.i.v~ en 
qu,;, l•)S pi•:•)S "" t•:O\'Hilll <1 p<1r+.ir .1~ l<is •:•:?ldi.llas 
1:ir·c1.J.la~"~s.. El fr·~~\"lt8 1,,..1~:·1 pJ..1:i) d.;il pr¿..:ipi~ .. -?.1~h:1 ¿is desplc\Z:h.io 
h.a•:i.a "'J l i:: l 1:i.:tr1.ll:11:• y st: 1"1-M•:* ~s t.~i:i1::inal•ii:t •:uanijo y~'\ nr ... 
~:~ist,,t:' antÍg.:.-n•:• lil·n·i::..· _ F'~rt\ Uné\ •:i:•nc~ntr~1:i1:~n L1t: .. (;1n+ .. i1:uerp•:t 

... ./ 
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dada, la relaci•~n entre la distancia reco1•1•ida por un 
precipitado y la collcfmtraciÓn del allt.!geM es linear 
(0Üchterlony, 1979). En base a esto pode11os definir adet'lás 
de ·la presencia de HIPS en los 11utantes, la cantidad 
relativa en cada uno. 

Para cada una de las cepas utilizaMos 250 }19 de la Fll 
<FSA55-707. l, encontrando co110 se aprecia en la Fig. 16, que 
las cepas 3660, 497 y 871 presentan un pico se11ejante en 
proporción al de la cepa silvestre; la M11gnitud del pico es 
Menor en las cepas 669, 671, 926, ,2258 y 3659; 11uy pequeño 
en las cepas 1302, 925, 2066 y 2144 y no detectable en las 
cepas 2257 y 658. 

Fig. 16 InMunoelectroforesis "en cohete" de las llaMadan 
FII de las cepas silve~tre y Mutantes INOS~ de N._a.assa. Do 
izquierda a derecha y de arribil a «1baj91 Silvest.1•e, 13021 

497 1 925, 22581 871, 669, 658, 3660, 926, 6711 enzi11«1 
se11lpurificada DEAE-Celulosa, 2066, 3659 1 2257 y 2144. Se 
corrieron 200 }\9 poi' 11uestra a excepción de DEAE ( 60 ,ug > en 
placas de agarosa al 27. 11ontadas con anticuerpo diluido 10 
veces i!n una relación de 2:1. se· aplic6 un voltaje de 50 
volts y 45 MA11ps a 4ªC y pH 8.2 durante 3.5 horas. Ter11i11ada 

111 electroforesis se lavó e'n solución salina al O. 9X y u 
til'IÓ con A11ido Bl<1ck. L!is placas se fot1Jgrafiaron una vez 
11ec11s a 30"C. 

. .. ·' 
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i; fin de o:o)Hpletar el análisis de esto)S Mutantes, se 
0:0:i11p<>1'a1'0)\1 los resul tado:is o)btenictos •:011 la o:lasificacio~n por 
actividad cte las His11as lDel Arenal, en preparacidn>: 

HIF'DF'RODUCTORAS: 
<Cepas 658, 497, 21~4, 3660, 3659, 130~ 2258 y 926 con 
actividades del 10-25% do la obtenida en la cepa silvestre} 
. .!\CTl'!IDf\D ~m DETECT•iB'-E DE MIPS: 
{Cepas 2066, 669, e11, 671, 2257 / 925} 

En base a la Fig. 16 encontra11os que s&lo en las cepas 2257 
y 658 no e~iste respuesta de la en:iMa al anticuerpo¡ en la 
•:t:"po :!257 ~,:;t,,:·s \"esul t.:\i..i•:is .:,)r\ .. ~sp.:•nden 1:on la 1:lC\s.tfi•:a•:iÓn 
de iCtividdd antes · se~alada¡ por al contrario la cepa 658 
~st~ r~portaaa COMO Mutante ~ipoproductora 1:on c3si un 25X 
de ao:tivicta'I ( ;:,n ;:,st"' ·:aso) hab1•ia que hao:e1· no)+,a1• qlle lo 
reportado se refiere a e~tudios sabre la actividad de la 
~nzl.t1a 1' in si tu 11 y no-aotr·1;,s trabajaHos 1:1:1n f\'\:\i.:1:i1)nes 
seMipurificaaas. 

Las c;:,pas restantes con respuesta liMitacta al anticuerpo, 
Muestran r,2-J•)S niveles de ao:tividad en diferen1:.e 11edic1a, 
pr·i:u.1u,:t1) qui::á de IJ.\''lé\ ·=tÍntesis lir-ti tada ,je !a e-n~l.H-h, ,) 1:1:iM1) 
en el caso de las cepas 871, 669 y 671 que Runque presentan 
respuesta positiva al . anticuerpo, contienen a una MIPS 
.:.na.i:t~v.s ~ 

C1:insii.:h:•\'ani..11=' ~:ple el 1::re1:it1lertt•:J de 1~5 ':epas Mutantes s~ 
\'eali:J en prese\l•:1a Je Hioinosi~ol 0.05 MM ~n el Medi•) de 
cultivo \10 ~g/ltl, quedaba por definir cte que Manera 
a1~~~aba a la s{nt~sis de MIPS en la c2ps silv8stre 'sta y 
otr3s concentra1:1ones ~a inositol 8n ~l Hedi•) ct~ 

1:1·~·:i.rtiern.I), P'''" t,,ant,.,1:i s~ 1:rs-1:J.1) la •:t:pa sil"/estre en 
•:on•:ti1:i.1:in~s 11 \'\f.>\"Haleis 11 ( '3.L\l i\11)Sit1:ii > y e-n las HisMas 
o:ondio:io)\les qlle las Hll tantes, es k• ..-s O:o)\1 10 Mg cíe 
inositol/litro cte 11edio de creciMiento. Se obtuvi;:,ron los 
e:{ trao:to)S ·5e11io:rudos de a11t;as ( F"l I ) y se co1·r iero)n en 
inrtU\1•)t-le1:tr1)f1:J,~esis "*n 1:1:1heti:;º, en•:1:»ntránd•:ise que la 
enziHa (Fig. 17) se repriHe en presen•:ia de dio:ha 
o:•)\1Ce1üraci0Sn en el 11edio:o de •:1·eo:ú1ient''· 

••• .. 1 
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Fig. 17 In11unoelectroforesis "en cohete" de las FIIs de l,a 
cepa silvestre de ti1.. __ .:.r.assa, crecida bRjo condiciones 
nor11ales <sin inositol l y con 10 119 inositol/lt de 11edio de 
cultivo. 

Una vez obtenidos los Micelios crecidos bajo las 
condiciones señaladas, <>e <!1<trajo la ellzi11a y se,precipitb 
hasta la FII <FSA55-70Xl. 200 pg de proteina de esta 
fracción se corrieron en inMunoelectroforesis bajo las 
11h11a11 especificacioneu que se refieren en la figura 
anterior. .. 

••• • 1 
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En el siguiente experi11.mto se decidió definir si aKistfa 
una cm•relacidn directa entre la concentración de ino!lit.ol y 
el 91•a..to de represi.Sn ele HIPS. 

Trabaja11os con conce11tracio1"\es de O, 2 1 4, 6 1 8 y 10 119/lt 
de l'ledio de crecil'liento y obtu11il'l•>s las FIIs 
correspondientes en la r.epa silvestre, en una cepa 
hipop1•oductora ( 3660) y en otra cepa o:on actividad de MIPS 
no detectable ( 671 >. Los l'li•:elios ,1e las cepas 11u.tantes 
crecieron norl'laltte\lte en todas las conc:ent1•aciones 
utilizadas <2-10 ttg/ltl. 

En la o::epa silvestl'e C Fig. 18 >, e\lcontra11os que la 
represi.5n enzi11át.ica co11ienza desde O::•)ncentraciones tar 
bajas co110 los 2 119 lMsitol1lt de 11edi<> y continúa de 
11anera casi linear hasta la concent1•ación a la que c1•ecel'los 
las cepas 11utantes. Al hacer dete1•11inaciones de actividad 
encont.ra11os que se pod:l.a relaci<>nar la 11agnitud del "cohete" 
con los 11i11eles de actividad. 

Fig. 18 In11unoelectroforesis "en •:ohete" de las FIIs de 
la cepa silvestre de H..-.c.r.ass.a, crecidas bajo condiciones 
crecie11tes de inositol. De izquierda a dereo::ha: Sin 
Ino1iitol, + 2 119, + 4 119, + 6 119, + 8 l'l!l y + 10 119 
Inositol/lt d& t1edio de cultivo. 

Se crecieron los Micelios bajo las c<>ndici<>nes descritas, 
se obtl\Vieron las F'IIs ( FSA55-70X) y se utilizaron 200 ,u9 de 
cada u11a para el ensayo de in11unoeiectroforesis, cuyas 
condiciones de co1·ri11iento, tincil.>11 y sec<ldo se han señalado 
en la figura 16. · 

····' 
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De acuerdo con las figuras obtenidas para las cepas 3660 y 
671 ( Fig. 19 > •lbservaH•lS que a una concentra•:iÓn de 10 Hg/l t 
de inositol en el Medio de cultivo, presentan u11a respuesta 
positiva en presen•:ia del anticuerpo de proporciones 
seMeja11tes a la cepa silvestre 110 repriMida. Los "cohetes" 
f•)l'Mlld•)S a conr:entr<i•:iones de 01 . 21 4 1 6 1 8 y 10 Mg de 
I11•)sitol siguen un C•)MportaMiento curioso, y es que no 
e1<iste definici•~n de un pico de precipitación hash los B-10 
Hg ,1e Inosi to 1. 

Fig. 19 In11unoele1.:troforesis "en cohete" de las FIIs de 
las •:erias 3660 y 671, 1.:recidas bajo condiciones crecientes 
de Inositol < 2-10 119/lt. de MediO de cultivo>. C:ada U:na se 
creció bajo las condiciones señaladas y una vez obtenidas 
las Flls de las His11as se corrieron en inHunoelectroforesis, 
bajo las espet.:ifkaciones 11e11cio11adas en las figura 16 • 

• • • • 1 
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D I S C U S I O N 

Uuest1·os 1·esu l ta dos· •::•?nf ir Han la presencia de ,1Qs 
actividades de la Mioinositol 1-P Sintasa en los extractos 
•:ru>J•:>s y ao'.m -?n la 11.:i~ta•:la FII •1e la •:epa sJ.lvestre de .H.. 
.:.ca:;sa, a.:t,J.v1d.~ci·"s o?n•:.:•11trRdas pQr Es•::a11illa· en 1982 al 
tr.;l,:•:i1Jnd\~ ~l ·~:\tra•:'to 1:r·ud•) de ~s+..e ho\1g•) por 
t?le-1:tr.:.f1:.r~=i·; ~n 1~el 1je a•:r·il..;\Hl.da; en•:,,ntr·aMoc.:; que la 
presencia cte estas dos actividades no est~ influida pQr las 
concti~i0l1~s d~ e:<tracci~n & ct~ ~onc~ntraci6n y que existe un 
estado de ~quilibr10 entre a11bas: la especie de 11ayor peso 
Molecular se disoci~ dand~ lugar a un oligh11ero, que al 
par~cer presenta el MiSMO peso 11olecular que el segundo 
oligbMero a~tivo, pe1~0 del que no sab~Mos si conserva J no 
a•:tivh1ad cit: Mff'S. Sup•ínet-t>:os q~1e est,a transi•:i•5n ll•) es 
reversible, pues a partir de la ~or11a de bajo peso Molecular 
n•) e11•:>Jntra11os e•1iden•:ia d.,. <1g1·ega>:i•Sn de la enzi11a. 

La e::plica•::1.)11 de la p1•esen•::!.a de una segunda banda en 
base a l\.11ª p•)sible •.1J.S•:>•:.la•:l.•)n de l<> .;;n;:;111a, se •:onflrM•; al 
obse1•var .¡ue .a pa1·ti1· c1e IJ na banda v.ni·:a <1e a•:til/l.dad en el 
;:;1r109Parta de la 11uest,ra pttrifi•:ad<1, fl\é p"sibl,;, dete•:tar 
d*sptiés d8 púrJ..1)1..i•:is da •:i:ingt.? li'rti~nt'' una segund~ banda ,:on 
11en•:>r peso M>:•le•:t1l<t1• ·<H•:. J.llLst.rad•:». 

Por tanto, la hipbtas~s considerada en un principio de que 
esi,as dos a•:tJ.•1idad.;,s p~t·:lier-<111 debt:rse a is•)enzir1as, hil sido 
descm·tad" y en su. luga1· p l.anteaHo-; la e:üst·~n·:ia en l•)S 
"":: ~1·aci.•)S >:rud•;s ,1e la c,:pa sil•;estr.;;, d~' dif.,rt<ni.es gra,1»s 
de aS•)•:ia•:i.)n •::>lig•)H•~l'.l•::a de la !1ioin•)sit•)l 1-P Sintasa, 
és t,.;. o;,·3 .;ipo·¡a,fo p•íl' el he•:t"10 de que se h<i deM•)Strado 
gen,ti>:~M.,nie que es una sola enzi11a la involucrada en la 
cJ.>:lizaci&n de G 6-P a ttioinositol 1-P <Pi~a, 19691. 

Para la caracterizaci6n ~n11unoldgica de la MIPS en la cep~ 
silvestr,: y Mutantes It'lOS - de .N.-._.i:.t:.as.s.a 1 se •=•)nsigul•) 
•)btener una poblaci.>11 de anticuerpos específicos •::ontra la 
~1'Zl.t1a. 

Durante esta •:ara•:1.eriza•:i•:'.•n, en•:ontra11•?S que la May•)r 
part~ de loa COMpuestos que co11parten deter11inantes 
a11tig~1ü•:•)S •=·~n nu.:.stra enzi11a y que pr•:iVQ•:an una pespuesta 
•:ruzacia 1 s•:.n 8li11i1H1c·fos dürante el pri11.;,r paso de la 
pur1hc~d6n •:1>:! la enzi11a < Fig. 15 > • 

. ToMand>:• es t·~s \'esu l tact•)S, se analizaron inMu110 ld9ica11ente 
las cepas Mutantes.· 

C•:inta11os C•?n •~1141 •::ol.::•:•:i•)n de MLttantes INOS• de tl._i::i::ass.a 
qu.;, s•:m i.n•:aµa•:es de c1·e•:er en aL1S,,.n•:ia de I11•)sit•'l y en 
ninguno de los. casas se habla definido ~lara11ente la raz&n 
de SU fl)'IWtip•:i. 

.· ... / 
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La l. ncapa•:idad pa1•a c1·e•:er en .3usen•:ia de I 11•)Si t,•) l,, put:de 
debe1•se a •:uando Menos ti-es 1'a:?.•)nes: 

1) El r1•.1tante •:arece ,) p1'•)du•:e •:a11tidades ML!Y liMit.adas de 
MIPS activa y por tanto es incapaz de sintetizar 
Inositol l-P en cantidades suficientes. 

2> El Mutante c~rece de la Fosfatasa para forMar Inosi~31 
libre a partir de Inositol 1-P, 

3) El Mutante tiene probleMas en la retencihn del Inoaitol 
•iebh1•) a fallas en la P·~rM.¿,abilidad de su MeMb1•ana. 

De a•:v.ei•d•) a eNper1.11t:-nt•)S pr,¡,vi•)s, ·se dett1rMin•) l'a 
a1:ti•1idad de l•)S Mutantes fen•)T,ipo ltiOS- "in si'.u" (Del 
Arenal, en prepa~aciJnl por el H&todo Microbioldgico (Ver 
Métodos>, en i·el aci•)n •:011 la a•:tivid.1d p1•esent2 .::11 la •:epa 
silvestre, Con este criterio se han 1:lasificado c~~o 

Hip•)prr.i,iu•:t•)l'i\S y ML1tantes C•)n i\•:tividad de Mlf'S . nú 
D>?te•:tab le. 

De a•:ue1•c\•) •:•)11 nuest1·os 1·esul tad•)S 'Fig. 16) t,;neM•)S •:epas 
que dan 1·espu.¡.ste1 p•)S.J..tiva al antis1.1.8r•) y qu.:: adeN~S 
pr;:,sentan 11ctividad: <Cepas 497 con el LB.S~, 2258 con el 
13.1Z, 3660 con el 15.6X y ia 3659 con el 14.2% en rel11ci¿n 
•:on la a•:tividad eno:•:•n t.r.~d-~ en l,3 c,;,p3 silvest.1·e >; en i"Jas.:! il 
lo anterior son ~IPs~ y la ra=dn Je su fenotipo INos- no 
µued8 ewpli1:.nrse e-n ftln•:i,:),, 1j-e! una pr·-:idu•=•:i,)n liH~tadC\ 1..1t: la 
enz~Ha, ni a la c~r8n~ia ó~ la fosfatasa (enzi11a que 
coMpl;:,ta la r.::acci&n> ya que se ha sugerido que esta ~ltiMa 
e;<ist.e tt\l t•)d.as l.:\..:; ,:.¿.pa5 Hi.tt .. antt-:3 ian 1:antidÁd~s 
fisiol¿gic11s iuficientes 1=1ores 1 en prepdraci&nl. Por 
tanto, la respuesta .~ l?. o>.H:<•:•tr•:.f{;1 en l<is Mutantes 
l't•cm•:i•madas pw,d;, re l a•:io1i;11•se 0:,:011' fa 11 >s t:n la 
perl"teabilictact de SL\ 11eMbrana. 

EncontrnN6s capas que ctan respuesta liMitacta al antisuero, 
p.,r l•:> qu•; su •:lasif l.•:a•:i•~ll taMbi.4n •:•)M•; hip•:.p1'•).:jÚ•:t.,1·as, 
pare•:e esta1· rel11•:i.,nada •:•:rn la s1nt,~sis iguali-1entt: liMÍ+,al1a 
de la en=iHa ac~ivR; por tanto, en las· cepas 2066 1 2144, 
1302 1 92ó y 65B •:•)n niv,¿,les de .;io:tivid<1•:1 dti!l ::i.3;:, 17 .9%, 
10.4Z1 9,JZ y· 24.5;: respe.:tivaMen~e Cen CQNparaci6n o:ún la 
•:ep<1 silvi::stre >, hayai"ws el gen•,+.ip•) MIPS+. 

En ~l •:as1'.:1 espt:•1:Íf'ii:Q d~ la 1:t:p·a 658, .;¡v.e ;~ r·i:?p•:•\'ta ciJMO 

hipopr•)ctt1o:t•)ra <Del A,-.:1«11, en prepi1l'<1•::i•)111 •:•m •:asi la 
cuarta parte de la ac~iviciact enc1Jntrada en la ~epa 

sil•1est,re, ll•) e;aste nLngHna l'li:·'.'lpt18s+,;i antig.:ini•:a ,11 en'..;ay" 
inrti.~no tb9i1:1:i, p1:1r b:i 1:p.i.t!' sup•:ineMi:•s qui2 l~ a•:tividad 
rep•)rtat..1a pu-.11.>E.tl'a i.~~b~r-s~ a algun i:i:ir1?ll.t?st,1:i qtl?!' si~ 1:•)Mf,.:irta 
1:tJHO ~l Mi•:ii.1'0"'31.'t•)l ~" l¿\ d-:t::-rt>11ne\•:i,)1) 11i•:r1:1hi.1:il1)9i1:a, peri> 
n•l a actividad real da MIPS~ ?•lr tanto, ,~~sttlt~rL~ act~cuado 
verifi•:a1· l·)~ re-Sll lt.ad•)S •:.htenJ.c\•)S 1 t1·ar,2.jand•) •:Qn e:<tra•:t•)S 
seriipurifio:~~df)S ct.i ..,;;ta MUt,.;int.e. 

• •• • 1 



De la"5 •:ep8.S ... ~i:u:ir+.. ~·1.;\.~ c 1;1n a•=tividad tito i"\IF'S 1'(1 

-'~~e~table y ~n ba~~ 3 l1)S ~ns~y1ls LnMunol¿gi1:0~, pod~M·~s 
iistinguir aos grupos= 

a> r:8-~as 1:1:.11 r2s{;Uest3 ant i.g~ni.1:a Í'''si t.i.va, ·;;~11e Jantes ~ 
11.:is ni.v~lo:: .. :;; dt: i::,1;.:i11a 1Jt-?t~1:t.:;d1:1s i:n la 1:~pa ·:;il·.testre 

'/, 

o> c~pas 1:on re~pu~st2 negativa ~l antisuero. 

Las •:epas B7l., 6~9, ,.:,71 '/ 925 i:1:irresp1:in•:1en E\l pri11er 
g~upo~ ~s d~cir pr~s~n~an genotip1l MIPS+, pero la enziM~ no 
~s .31:t.i1Ja .. 

En ~l 58gundo yrtl?0 ~t1C1)11traM1)S las ~epas ~ue no sDn 
p•)~t~Lv~s al ~ns3~'Y con ~ntisue1~ 1J tC2pa 2257 y 658, de ~sta 
uli,i.1·1~ /?.. 58 hd. :ji·;..:1.1.ti•.iQ u.n;\ p1y:>J.t"Jit:' ~:·.pl.L1:a1:11)n a Sl1 

av«1:d"'\·o·Fi.?. ~, I.ni:•sl.b)l} 'J •:uya 3i:t .. ivi11.:::\;_i ha ;i':.11) r8pQrtacta d~ 
OX ~n r~l~1:ion con La ce~~ silv~str~; po:, lQ 1ue su genotipQ 
-:,~r.i.~ ·"'1~·5 - • 

~or Q~r~ p~\"ta, ~~ ha r~portacto que el In~sitol actJa corto 
r~gulad~r d~ ~u Dr0pia hLos!ntesis. 11edian~é la r~pr~si6\1 de 
l-~ -siffi~·~::iis l!~n=ir1~"Ci1:~ .:uando se eni:vent.\"3 en t:l Mt?di1.."' cte 
1:1..lli.1.iH1 'CiJln~rt_.sün, 1979 ). 

En il~.'J..C.•:i::ir.:v::.ca ~~:~.i.s t~n r·¿p,:ir"tt-?S qu8 sugi.e1'~n qut! l ~ Bn.?~Ma 
~s repr1M~cta en l'~zhn ·:uan~it?tiva di~e·:ta de la 
1:1)n1:e-nt1".?.1:.L•H\ l1~ i.ni:•s1.t(.1l ~if'°Jl"'~ ;.r·i::stonl e .;or1 ~i rtedio de 
1:Ltltiv1:1 ( Z·.;in1..ieI·.,1, 1..974 )¡ 3t."~lin f\LJ.t-stri:i; r·~s((:T-;¿;(i1.1;, i~ 
i"~p1·1:?--s1/1n p1:ir Inos1+ .. 1)l d8 ~a slnt,e:;is a8 pr•:it.Bi\i..r! :.p .. =\\".:~e 
d•...t·;de 1:•)n1:1:?-ntr~1:.!.•)\11::s .. 1.B O.O! MM.é:in .ai Mi:::-di•:. ... ;~ •:ult.J..v1) 'l 
C•)ntin~a de Hanera casi ll.n~al hasta con~~n~raciones de o.qs 
MM. 

Fin~l~- ''te se 1nt~nt& c1)Mp~1'Ar la resp~esta inMunol¿g~~a 
1jt- la -'""P.;'\ sil•1estr-.:.-, 1:1;:,n un-B hip1:.JJ1"odu1:t1)l"a y una ':•)n 
a•:tiv •.. 1ad .je MIPS no c1,_,1,e•:ld~1lt: •::i't:•:1d<1s ¡-,¡iJo d:;.f;,rentes 
1:1jn1:~ntr•31:.l.1.:>n~:3 de :n1:is.tt1:il ~.::n ~l M~di.1:i de .:ulti.;;1,; sin 
~MrJ2.rg•), 1:1:1Mo ~e ilustr·a en la Fíg. 19, ios \ .. 1o?sult ... 1'11)S n•) 
no& pt:rNit~n llegar a conclus1~n algun<i put:i dl tltu¡o del 
~nt.J.~Ut:r"(• l18•:ñy•~· •:isf..¿ons1bli:Mente '/ y;;i, \11:1 fu..:: posi.ble •)t'Jt.ener 
una ~1ieva poblaci¿n d~ inticuerp•)5. Por t~nto, es ~es~able 
:on·:;egui.1~ un nu~'/1) 6ntJ4su~r·1:i 1:1)1"1 t:l 1:uai rt:p~t,1\" l•:>S 
e:<perLMen~os H~nci~nado~ y llegar a una \'espuesta en cuanto 
al papel d9i lnosital en las cep~s Mutantes, para la 
slntdsis ae La M10Lnositol 1-P Sint<isa. 

. ... ·' 
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c o N e L u s I o N E s 

1.- LAS DOS ACTIVIDADES DE LA MIOINOSITOL 1-~ S[NTASA PRESENTES 
EN LOS EXTRACTOS CRUDOS DE LA CEPA Sll~1 ESTRE SE DEBEN ,; 
DlrEREtm:s GRADOS DE ASOCirtCION Ol.IGOMc':RICA [JE LA SNZ.IM>i '( 
NO A ISOENZIMAS. 

Il.- cmnAMOS CON UUA POBLACION DE ANT!:UERPOS ESPECIFICOS CONTRA 
MIPS, YA OUE OBTENEMOS SOLO UNA RESPUESTA POSITIVA CON UN 
AtlTIGENO SEMIPUrn:FICA[•O, UTILIZANDO D ffERENTES TECttrc..;s 
HIMUNOLOGICAS. 

III.- EL tit!ALISIS DE Lfl ACT1'.1 U.~[1 :JE MIF'S EN MUTANES rnos-,NOS 
LLEVA ;1 U1 CONCLUS rDtl DE QIJ[',; EL FENOTIPO NO PUEDE SER 
ASOCI>iDO EN TODOS LOS CASOS cm; Li!t AUSENCIA DE LA Er!ZlMA. 

IV.- LA MIOINOSITOL 1-P SINTASA E~ LA CEPA SI~VESTRE SE REPRlHE 
EN ?RESE>!CIA DE I.'!OSITOL ::N EL MEDIO DE CULTI•IQ DE MANERA 
LINEAL DESDE CCllCEl'HR(1CIIJN DE 0.01 MM HriSTA 0.05 11M. 

. ... / 



- 59 -

B I B L I O G R A F I A 

- Angyal, S. J. & Gilha1111. P.T, C1957l, ..l-_Ct:...J:s.._S.oc., 3691. 

- Angyal, S. J. !t Russi?ll, F., ( 1969 >, Cyclitols. XXVII. 
Hethyi Est.::r of I11>:isitol f'h•>sphates, the structure of Phytic 
aci .j • Au.s.t.._ ..L... .cL.ett- 2 2 , 3 8 3 • 

- Barnett, J. E. ! Corina, O. L. ( 1969 >, The 11echanis11 •3f 
Gluc•:>se 6-f'hosphate-b-My•)-I11•3sit•'l 1-Phúsphate Cyclase of 
Rat T;:stl.s. ~~.J. 108, 125-129. 

- Barnett, . J. E., Brio:,;,, R. E. ! Corina, O. L. ( 1970 >. A 
•:13lori11etri•: •ieterNinati•)n of Inositol lfonoph•:>Sphates as an 
A">say for D-Glu•:•:>se 6-Ph•)Sphate-lL-Myoin•:>sit•)l 1-p Cy•:lase. 
B.i.ü.d:l.ett--l- 119, 183-186. 

- Barn,;,tt, J. E., ! Corina, D. L. ( 1972 >, Partial Reactions of 
D-Gl U•:•)So;, 6-Ph•)Sjlriate 1L-My•)Í\1QSi tol 1-P Cyo:lase • .B.i.ocbel:l.o
J. 131, 21-30. 

c. E. ! Li?e 1 Y. C. Cl966l, Ci.-Jjtols __ ..and 
..P.hü.s.ph.ú.iJ.1 ne; 1 t ; des Perga11on Press, Oxford, p. 41 • 

- Beildle, G. W. 8. Tat.ltH, E. L. ( 1945 >, .lieur.a.s.p.o.r.a II. Hethods 
o)f pl'•)o;1ucing a11d deteo:ting HUtati•7>l1S 0:•)\1•:erned with 
nLt t1·i t.J.ona l r.:quire11e11ts. tít1._J __ flotau'lt 32, 678-686. 

- Bl'Lmne1·, A., Piña, M. z., Chag•>ya, V., Piña, E., ( 1972>, 
Hfect .;if ( NH'I l,i.SO-t am1 Gli•:e1·•>l •>n the preservati.,n of the 
"NAD ._ -Indepen•ient" a•:tivit~· •)f 0-Gluo:•)se 6-Phosphate 
L-l'ty•)-il1•7>sl.t.o)l-l-P c;•:l•)ahi•)lase fr•)t1 tk.w:.:.spoi:a--ci:assa. 
Ara ...... .fu...odli.J:l-.Il.ii:.¡il-..y.s.. t5o, 32-37 •. 

- Cat•:hesüie, D. G. ( 1966 l Fro11 JJ::u:._EJ.J.J:Uµ.L.G.e.n.;:_Jk.t.i..cul. 1 Vol. 
[., Ed. by Ainsworth. Suss11an, 663-666. 

- Ch,¡;,n1 I. W. ! Charawla11po>us, F. < 1966 >, Bi•)•:heHi•:al Studies 
"' Inositol: X. Partial Purification of Yeast Inositol 
l-Phosphate and its separatio>n fro11 Glucose 6-P Cyclase. 
ill'.::.b...-Biocbi~--Bi.:.pb~s. 117 1 154-157. 

- Chen, I. w. ! Charal•,HP•'us, F.; e 1967 l ..Bio.ci:UJ:L._Il.iopb.\ls._ 
Ai:i..;¡, 13ó, 568-570. 

- Culbertson, M, R., Donahue, T. F., Henry, S. A., (1976) 
Contl'ol of in•,sitol bi•,synthesis in Sa>:chaCf.ll:1\lC:es. __ 
·~i:e.l.!.i.>:~e.: Pr•:>piert.ies of f<epresil>le Enzi11e Syste11 in 
e:<tra•:ts of Wih1 Type ( INOS+ l •:ells., J--o:LBai::l:.~cic.l. 126, 
N•). 1, 232-242. 

• •• • ! 



- 60 -

- Culb.;,rts•>n, M. R., Donahue 1 T. F., H.;,11ry, S. A. 1 (1976) 
C•)11t1•1)l •>f i1wsitol bhiosynthesis in Saccbai:ot1.)lces 
~ll.iJ:.eae: In•:•sitol Ph•>Sphate Synthase Hutants. J. __ Qf. 
Bac.t..t:ciol- V•>l. 1251 No. i, 243-250. 

- Davis, H. R. 8. De S"<rr.:;s 1 F., F1'0M M.et.bods_ill..E.uz.itu:..Log~;.-

G.e.nt:.~s--aod_J:iicc.•iliiolo.gical--E:eseai::.•.:.b __ It!Cbuiques--toi::--~
•:.c.as.s.a., V•ü. XVII, 115. 

- Dl)nahue, T., ( 1978) C.)lclitols_and_E:bospboinositides. Ed. by 
W. Wells 8. F. Eisenberg Jr., 342. 

- Eisent,erg, 
P1'1hiU1:t •>f 
Ph•)sphatase 
1375-1382. 

F., ( 1967 >, D-Myoin»sitol 1-Phosphate as a 
Cicli:ation of G-6-P and Substrate for a Specific 

in f\at Test.is. .J.. __ ,9.i.::t.L __ l:.OeJ:l. 242, tlo. 7, 

- Eisenberg, F. Jr., 3. B•>lden, A. H. <1965> lliocbe1:1._Riotib.\ls. 
fLes.-.D.lt:lt:IUll. 21 1 100. 

- EH~H"son, s., < 1966 > F\"·•:•H Ibe ___ Euogi1 __ Mecbao.ist:1S-Jlt: 
Lub.etit.ance. Vol. u, Ed. b~· Ainsw•)l•th, SussHan, 513-518. 

- EscaMilla, - J. E., C•>ntref'as, M. z., Martinez, A., 
Zentella-Pifia, < 1982>, L-MyQinositol-1-P Synthase froH 

tl.e.u.c.:i.s.1:u:ii::a __ cc:i.s.sa: Pu1• i f i•:ati•:•n to H•>H•>genei ty and Partial 
Chara•: t,erization. é.i::cb. __ Ei.i:o.::t:u;.1:1. __ Bi•.lpb'¡!s. ~'·> 1. 218, N•>· 1, 
275-285. 

·- Funkh•>user, ( 1975) Pu1•ifi1:ati•>n .-,f My1;-ln•)SÍtQl 1-P Syn+.hase 
froM Rice Cells Culture by A~finity CroHatography. ~laot_ 
E:b.~s.iAl- 56, 786-790. 

- Gavin, G., Me Henry, E. E. 11941> J __ Bial--Cbe~. 1391 1705. 

- Glio:k, D. ( 1959) Matbods-o:LBio.::bet:1icaL.énal:¡1sis, Ect. by D. 
W. Interscience Publishef's Inc., New York, 115 

- Holliday, R. <1962) i:li.i::J:obiol--Gen--Bull- 13, 28-30. 

- H•)Ward 1 C. F. Jr. 8. Ande1·soll, L. C 1967) Jlrci:.--.B.iocbe:l.. 
lUJ:..pJ:i.vs.. 116, 332. 

- Jurd, C. F. ( 1981) .ll.wu=.elei.:.t.ro.ptu:.res.i.s..---.lu..--.Gel. 
Eleci:.l"Llpbi:ire$.i.s __ oi_proieins._.é_pi:actiJ:::al_a.p.¡u:D.ac.b.. Ed. by D. 
HaHes & D> Rickwooct. IRL PRESS, 211-238. 

- Lellhinger, A., 1Ll.oqu.L1üca, 2;;1. ect., 1980, Ed. ONega, 
Barcelona, Espana, 576-583. 

- L»e•.füs 1 r. A. 8. Kelly, S,, < t962 l .B.iücbe.tL.-B.i.opb:¡s.._fi:.es_._ 
.C.o.tU:ll.lll.. 7 r 20 4-20á, 

.... '; 



j 

- (.1 -

"l•:•ewus, M. \4, l L•)eWlls, F., (197ll The Isvlation and 
·:hara•:terizati•)n of 0-G· 6-F' Cycloaldo;lase ( NAD+-dep. > froH 
.:.a..J.•_.¡:is.eucta.¡:..l.a.tauw • .E?l.;int:...E~si.o.l. 48, 255-260. 

• L>Jewus, M. W. g loe~ius, F., (1973) E:l..a.LU.--i'~..s.iol- 51, 
263~·266. 

- Lowry, O. H., R0;sé:<bl"o)ugh 1 N. J., Farr, A. l. 8. Randall, R. 
J. <t961> J __ .B;i.J)L-~ 193, 265-275. 

- M<1gy>J1'•;s, M., Brunner, .~., Piña, E., ( 1972l, Ber1avio;ur of 
Cy 0:1°,ald•:.lase f1'•:.H tl.:ui::i:ispoi:a._ci::assa tl)war,is subst1·ate 
analogs and ahi•;l as'.". Biui::bil:l--B.ii:ipbfls--écta. 299, 420-427. 

- Naccarato, W. F., Ray, R. E., Wells, W. W., ( 1974 l, 
Bi•,synthe·.s:i.s •:if 
anc1 pro;p·i.,rties 

My.,-In•)Sitol in rat MaHary gland. Isolation 
•:if '."m:y11;.,s. lu:i::b-__ Biacbit1..._Biopb:,.:s. 161t, 

194-201. 

- Ou•:hterlo:ony, O. & NilssQn 1 

ExperiMental [nHunology: 
inriuno;el.,•:tr•:iphl)1•esis. ( 1979 )1 

-Publishers, G. B., Cap. XIX., p. 

L. A. Fro)M HandhQo'Jf,: l)f 

rnr1unodifussion and 
Ed. by Blackw;,11 So:ient.ific 
17-32. 

Panogou, S. 11972>, ~ riono11eric, Allosteric En=y11e with a 
Si11gle P•)lipeptide Cr1ain • .Bici::::ie1:1- 11 1 2378-2388. • 

- Pi~a, M. z., Ca~taHedo, E., Esca11illa, E., Pina, E., 119781 
rl'•)M J:!¡c.l.i.L::il.s..----.il.llJÍ.----~bi:;spbo.illositi.:it:s: Fur thel" 
Characterizati•)ll o:;,f the M'y•)-Inr,sito)l-l-Pl"1.,'i¡;hate Synthase 
tNM tleucosp.:1C-3-_ccassa. Ed. by WilliaM w. wells 8. Frank 
Eist-nb'."rg Jr., 453-457. 

Pil'ía, E. 1 8. Tat,ur1, E. < 1967 ) 1 In•)Sl.t•;l Bi•;synthesis in 
fif..JJ.CiJ.S.p.oca_.:cas.sa. aio.:bi1:1--Biúp.bils--tlct.a. 136, .265-271. 

- Piña, E., B.ii1S.Íot~sis __ ae __ iocsitol--en __ ueurospoca_ccas~. 
Tesis cte Doctorad•:i en lh..o.:¡uÍHio::a. UNAl'l 1 Facul ta,i de 
Medi•:ina. 

- f'Htner, F •1 Friect, W., Hoffrtan-Ostenhof 0. 1 ( 1974 l 
Purificat,i.;n •lf Myo-Ino;sito:il-1-Phosphate S;mt,hao;e of Rat. 
Testio; t. 0; H•:iHoJgemeity by affinity cro>Mai.o;graphy of 
NAD-SephaNse. ~.5e.>¡.le.l-..:..s.. __ z.. ___ .f.b.vs..L:>.L---.Cb.e.tt. 355, 
222-:.'.?24. 

- So::agel. 1 R. F._. fland•:>l1\.'t R • .J,, Rouse, G. E. 1 Shofieh1, W. 
B., St<1in1 Jr IL ~ Taylor, T. M. C., .E.L.fi:e.í.no_J.r.e.g.e.í.a.l..:_Las.. 
9r1.4W-S--de __ ¡¡.lautas..._~--Sl.lS-~~la.:iooes_~~ul.uJ..i~as- ( 1980) 3a. 
ed., Ed. 0Hega; Barr.:eloJ11a, Esp;ma, 283-295. 

- Segal, H. L., ( 1973 l, EnzyMatic. Intil1-.:onverti•'n ,,f' Active 
«nd Inactive f•::>rMs of E:n:yrt-"S• Sci ence 180, 35-42. 

••• • 1 



- 62 -

- Shatkin & TatuH, ( 19611 A~er __ J __ Botau~ 48 1 760-771. 

·· She1·Man, 
(i977l, 
Syn1;11ase 
sh•)W no 
252• N1) ~ 

W. R., Rasheed, A., Mauce, L. A. & Wiecko, J., 
Incubntions of testis Myo-Inositol-1-Phosphate 
with D-C5- OJ Glw:ose 6-Phosphate and with H O 
eviclt:mo:e •)f S•:l-.iff Base fo1•11ati•)ns. J._IJiol--L:beti.. 

16, 5672-567 6. 

- Towbin, H., (1979> Eleo:troforectic Transfer of Proteins froH 
P•)lia1:1·ilar'licto: Gel s .t•:. Nit1•0:11:elul1,se Paper. E!r:a.::._Uac..:_t'.\cad

·. fu:.i- ~li:1L ó, No). 9. 

- Wils•,n, A. J., e 1961 > ,_1 __ Bi:.t.auv ''ª• 46. 

- V•)gel, H. J. 1 (19641 él!l--t:ia.tural.is.t 98 1 435. 

- Zinctely, A., Szalbalas, N., Kavai, M., Schablik, M., Acadi1 

J., S::ab•51 G. 1 < 1979 l, áci.a--BioL--lli:ad...--Sci.--.!:!wlg. 30, 
141-149. 

. •.• • ! 


	Portada
	Contenido
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes
	Objetivos
	Cultivo y Siembra de Neurospora Crassa
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



