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RESUMEN

Sobre 1a base de que la adaptacin de las proteinas al ambiente {isico juega un papel critico en la determinacidn de los patrones de
distribucién geogrifica de las especies, se compard Ja sensibilidad térmica de la constante aparente de Michaelis {Km) con respecto al
sustrato para dos enzimas NAD- dependientes purificadas del misculo blanco de tres especies de sardinas habitantes de entornos
térmicos diferentes. Dos de las especies son cogenéricas (Opisthonema) y ocurren desfasadas, espacial y temporalmente. en la porcitn sur
del Golfo de California, de acuerdo con el régimen de variacion térmica en el srea. La tercera, Sardinops sagax, es de afinidad netamente
templada y ocurte en las porciones media y alta del mismo Golfo. Las enzimas comparadas fueron malato deshidrogenasa (MDH, EC
1.1.137, NAD+: 1- laciato oxidorreductasa) y lactato deshidrogenasa (LDH.EC 1.1.1.27, NAD+: 1- lacto oxidorreductosa). Los
resultados de eslos estudios mostraron diferencias termocompensadoras. y de cardcter adaptativo en las enzimas de 1a especie templada
(S. sagax), templado-tropical (0. libertate) y tropical (O. bulleri). Estas adaptaciones se reflejan en una fuerte conservacitn de las
caracteristicas funcionales de las enzimas a las temperaturas medias de los hdbitats de estas especies, los cuales difieren por 6°C, en
promedio. Estos resultados sefialan. una vez mis, que las diferencias en la temperatura del hdbitat (cuerpo) favorecen la evolucién de
adapataciones funcionaies en las enzimas de las especies involucradas. Consecuentemente, esta reduccion de la sensibilidad térmica en
los Km. con respecto al sustrato de enzimas deshidrogenasas NAD- dependientes, bien puede terer un cardcter importante y de ubicuidad
en la adapiacidn a entornos térmicos particulares y, por tanto, en fa determinacién de los patrones de distribucion de las especies.
Palabras clave: Enzimas deshidrogenasas NAD- dependientes, constante aparente de Michaelis. adaptacién térmica. peces marinos
peldgicos, Opisthonema; Sardinops. Golfo de California- México,

ABSTRACT

On the basis of the critical role that protein adaptations may play in the determination of the geographical distribution patierns of species,
the femperature sensitivities of the apparent Michaelis constant (Km) of subsirate were compared for two NAD- dependent enzymes
purified from the white muscle of three sardine species inhabiting different thermal environments. Two of them are congeneric
(Opisthonema) and occur differentially. in space and time, in the southernmost region of the Gulf of California, according 1o the thermal
variation regite of the area. The third one. Sardinops sagav. has a true temperate distribution and occurs in the upper and middle regions
of the Gulf. The enzymes malate dehydrogenase (MDEH. EC 1.1.1.37, NAD+: I- malate oxidoreductase). and lactate dehydrogenase
(LDH. EC 1.1.1.27, NAD+: 1- lactate oxidoreductase) were compared. The results of these studies showed thermal adaptive differences
in the enzymes of the temperate (5. sagax). lemperate-tropical (0. libertate), and tropicat species (€. bulleri). These kinetic adaptations are
reflected in a strong conservation of the functional characteristics of the enzymes at the mean temperature of their habitats, which differ
by 6°C. on average. These results point out, once more, that differences in the habitat {body) temperature favour the evolution of
functional adaptations in the enzymes of the involved species. Consequently, this reduction of the temperature- sensitivity of the K™ of
substrate in NAD- dependent dehydrogenase enzymes may be an important and ubiquitous feature of adaptation to certain thermal
environment and in the determination of 1he distribution patterns of species. though.

Keywords: NAD- dependent dehydrogenase enzymes. apparent Michaelis constant, temperature adaptation, pelagic marine fish,
Opisthonema, Sardinops; Gulf of Califernia- Mexico.

INTRODUCCION Las adaptaciones enziméticas de peces costeros co-

genéricas a entornos térmicos ligeramente diferentes ya

Las adaptaciones a la temperatura del entorno fisico
que |08 organismos experimentan tiene un papel
importante en la determinacion de los patrones de
distribucion de las especies (revisado por Lépez-Le-
mus, 1987a). La temperatura afecta seriamente a la
estructura y funcién de las proteinas, ademads de ser
una fuerza selectiva importante en la evolucion de
las mismas {Somero, 1978; Hochachka y Somero,
1973, 1984).

ha sido bien estudiada para la isoenzima de tipo muscu-
lar (M4 - LDH) lactato deshidrogenasa (Ldpez-Lemus,
1987b). Los homdlogos de LDH de estas especies con-
sideradas (género Epinephelus) dificren marcadamen-
te en sus respuestas a diferencias térmicas moderadas.
La constante aparente de Michaelis (K ) con respectoal
sustrato ¢s particularmente susceptible a esta perturba-
cion, debida a ia temperatura; sin embargo, éserdn otras
enzimas sensibles a la temperatura de manera simitar?
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Atn no ha sido posible predecir a priori cudles
enzimas 0 qué pasos de una reaccién enzimdtica son
afectados por la temperatura. Somero (1975, 1978)
desarroll6 una interpretacion razonable de los efec-
tos de la temperatura en el acoplamiento del ligando
y cofactor con el sustrato en términos de la modifi-
cacion del sitio de acoplamiento, como consecuen-
cia de alteraciones térmicas. Podria pensarse, por
tanto, que aquellos sitios de acoplamiento similares
¥ equivalentes, estructural y funcionalmente, sufren
modificaciones similares y muestran susceptibilida-
des similares a la temperatura, aunque compartan
poco de una estructura primaria comin (Lopez-Le-
mus, 1977a).

Los efectos de la temperatura en la constante
aparente de Michaelis (Km), con respecto al sustra-
10, se estudiaron para dos enzimas deshidrogenasas
NAD- dependientes de dos especies cogenéricas de
sardina crinuda (Opisthonema libertate, Gunther,
1866; y O. bulleri, Regan, 1904), y de la sardina
monterrey nortefia (Sardinops sagax caerulea, Gi-
rard, 1854), habitantes de entornos térmicos dife-
rentes y con patrones de distribucién claramente
definidos.

Estas enzimas fueron lactato deshidrogenasa
(LDH, EC 1.1.1.27, NAD+: 1- lactato oxidorreduc-
tasa) y malato deshidrogenasa (MDII, EC 1.1.1.37,
NAD+: 1- malato oxidorreductasa). Mediante di-
fraccion de rayos X se han estudiado las formas
homdlogas de estas enzimas para olros Organismas,
y los resultados han mostrado que el dominio de
acoplamiento del cofactor y estas enzimas posee una
estructura super secundaria llamada “doblez Ros-
smann”, la cual consiste en dos unidades dc tres
hojas beta traslapadas y unidas por hélices alfa
{Rossmann y Argos, 1978).

Dado que la Ky con respecto al sustrato, en las
formas homéiogas de LDIT de los peces cogenéricos
costeros, es particularmente susceptible a la pertur-
bacion por diferencias moderadas en la temperatura
{Lopez-Lemus, 1987b), para este estudio se some-
ti6 una segunda enzima (MDH}, con esta estructura
super secundaria, a andlisis ¢inético, en forma simul-
tdnea con aquella (LDH) que fue previamente estu-
diada en otras especiges.

Las formas homdiogas de estas enzimas se aista-
ron de individuos adultos de-O. libertate, presumi-
biemente curitérmica ({templada-tropical), y de O.
bulleri, marcadamente tropical, las cuales experi-
mentan temperaturas promedio en sus dreas de
ocurrencia de 21°C y 25°C, respectivamente. Se es-
tudié una tercera especie (8. sagax), de distribucion
templada neta, que experimenta temperaturas pro-
medio de 17.5°C en su 4rea de distribucién dentro

det Mar de Cortés. El desfasamiento en la ocurren-
cia, espacial y temporal, de las especies de Opistho-
nema cn la porcion mds surefia del Golfo de
California (drea de captura) ha sido claramente do-
cumentado (G. Rodriguez, CICESFE; com pers,
1986).

Los patrones adaptativos en la constante aparen-
te de Michaclis (Km) con respecto al sustrato, indi-
can que fas diferencias {érmicas propias de las dreas
de ocurrencia de estas especies, han favorecido la
seleccidn de diferencias termocompensadoras en las
propiedades cinéticas de estas enzimas. Se discuten,
finalmente, las implicaciones fisioldgico-bingeografi-
cas de cstas adaptaciones moleculares de las espe-
cies de sardinas.

MATERIALES Y METODOS

Especimenes

Los especimenes adultos de las especies utilizadas
para este estudio, se colccraron vivos a bordo de
los buques sardineros de la flota comercial, en las
dreas de pesca de los puertos de Mazatléan, Sin. y
Guaymas, Son., (México). Los organismos se con-
gelaron a bordo del barco y se transportaron en
hieleras de campo al laboratorio donde se preser-
varon a —25°C hasta su procesamiento.

Sustancias y reactivos

Las sustancias y reactivos quimicos utilizados para
electroforesis y las resinas para cromatografia se ob-
tuvieron de la compafifa Sigma Chemical, Co- EUA,
MERCK y Pharmacia Fine Chemicals, Co- Holanda

* y Suecia, respectivamente. La concentracion de pro-

tefnas se determinG mediante el método tradicional
de Lowry et al {1952}, utilizando seroalbimina bo-
vina como patrdn.

Purificacién parcial de las enzimas

Se llevé a cabo una purificacidn parcial simultdnea
de ambas enzimas, mediante cromatografia de afini-
dad de acuerdo con los métodos de Lépez-Lemus
{1978b), modificados para este fin, los cuales se des-
criben de manera general a continuacion:

Porciones del miisculo blanco congelado del pez
se homogeneizaron manualmente en tres volime-
nes de solucidn amortiguadora sobre un bafio de
hielo. E! tejido homogeneizado se centrifugd a
10,000 g durante 15 min a 4°C para quitar restos y
lipidos, y obtener un homogeneizado claro y limpio.
El sobrenadante claro resultante se lievé a una co-
lumna cromatogrdfica de Fracigel-azul reactivo
(MERCK) para aislar las enzimas NAD- depen-



dientes, que se acoplan bioespecificamente por afi-
nidad a la resina. Mediante la variacion gradual de la
fuerza idnica o pH (utilizando un gradiente de con-
centracién de NaCl, o dcidos o 4lcali), o bien por
desacoplamiento competitivo (utilizando un gra-
diente creciente de NAD+) en la solucién amorti-
guadora de elusion, se eluyen diferencialmente las
fracciones con actividad para MDH o LDH.

Las fracciones asf identificadas se concentran pa-
ra su almacenamiento mediante didlisis contra una
solucién saturada de sulfato de amonio a 4°C, o
bien, por ultrafiltracién utilizando una membrana
Amicon/pm 30.

Las preparaciones asf obtenidas contienen 2-3
mg/ml. de protefna.

Justamente antes de ser utilizadas en los ensayos
enzimaticos, las preparaciones se dializaron exhaus-
tivamente contra una solucién amortiguadora an4-
loga a ta que se utiliza en tales ensayos. La
homogeneidad de las preparaciones se probd utili-
zando electroforesis en gel de poliacrilamida dode-
cil-sulfato de sodio, segin los procedimientos de
Laemmli (1970). Las preparaciones de las enzimas
homdlogas de las distintas especies comigraron con
preparaciones comerciales de la misma enzima, y
mostraron una banda dnica en geles de almidén al
12%, tefiidos para probar la actividad de las enzi-
mas, las cuales mostraron diferencias alélicas elec-
troforéticamente detectables (Hedgecock et al,
1987).

Ensayos enzimiticos

La actividad enzimética se registré utilizando un es-
pectrofotémetro Spectronic 2000 (Bausch & Lomb-
USA), equipado con graficador bidimensional y ter-
moceldas acopladas a un bafio de agua circulante
€On termostato ajustable automdtico y termdmetro
digital. Ia constante de Michaelis (Km) con respecto
al sustrato se obtuvo cinéticamente determinando la
relacion entre la velocidad inicial de reaccidn y la
concentracion del sustrato, de acuerdo con los pro-
cedimientos de Lopez-Lemus (1987b),

De tal reaccién se obticne una aproximacién de
la afinidad de la enzima por su sustrato a diferentes
temperaturas. La solucién para el ensayo enzimati-
co en LDH (2 ml) tuvo 2mM de NADH y concen-
traciones de sustrato (piruvato) dentro del
intervalo de 0.6 mM y 1.2 mM. Para MDH, las
concentraciones de oxaloacetato {sustrato) utiliza-
das estuvieron dentro del intervalo de 3 mM y 6
mM y 3.75 mM de NADH. En ambos ensayos se
utilizé una solucién amortiguadora con 80 mM de
imidazol, pH 7.0 a 20°C para asegurar que el pH en
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cada temperatura de medicidn fuera fisioldgica-
mente apropiado; el pH de las soluciones de
imidazol cambia —0.017 unidades de pH, aproxi-
madamente, por cada grado centigrado aumentado
de temperatura, relacién paralela al decremento de
pH al aumentar la temperatura en los fluidos de
la mayorfa de los ectotermos (Reeves, 1977;
Yancey y Somero, 1978; Somero, 1981). Las solu-
ciones stock de sustratos y NADH se utilizaron
siempre frescas.

Los valores de Kn (aparente) se determinaron
grdficamente a cinco temperaturas: 10, 15, 20,25y
30°C. La temperatura en la cubeta de reaccion fue
mantenida con el equipo mencionado variando
*0.4°C. Las mediciones se hicieron por triplicado
para cada una de las couatro concentraciones de sus-
trato ensayadas, utilizando la misma preparacion de
la enzima o preparaciones multiples del mismo indi-
viduo resultando una reproducibilidad experimental
del 80%.

Los valores tedricos de Km se determinaron utili-
zando métodos de regresién no- lineal de graficos
Lineweaver- Burk (Page, 1987}, de acuerdo con los
métodos de Wilkinson (1961}

RESULTADOS

Para determinar si ocurrid evolucién molecular fun-
cional significativa en respuesta a los diferentes en-
tornos térmicos de estas especies, se investigd la
respuesta funcional de un par de genes con distintos
alelos en cllos (.LDH y MDH). Algunos otros siste-
mas enziméaticos mostraron diferencias entre estas
sardinas (Hedgecock et al., 1987). Se restringieron
los andlisis a estas dos enzimas por su gran actividad
en ¢l misculo blanco del pez, su estabilidad en el
tejido congelado y porque existe una gran cantidad
de informacidn de apoyo en 1a literatura (Hocha-
chka y Somero, 1984), lo cual no ¢s et caso de cual-
quier otro sistema enzimdtico que mostrase
diferencias aiélicas fijadas entre las especies de Opis-
thonema y Sardinops.

Aunqgue se detectaron tres formas electroforéti-
camente distintas para este par de enzimas, cada
una para cada especie, Opisthonerma comparte dos
de ellas en MDH, pero no en LDH,; y 1a tercera es
exclusiva de Sardinops. Cada especie fue polimoérfi-
ca para estos alelos, a excepcitn de O, libertate que
fue monomérfica para LDH (Hedgecock et al,
1987).

Las enzimas, electroforéticamente idénticas a
MDH y a las de LDH de Opisthonema mostraron
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Tabla 1: Valores de Km con respecto al sustrato
de dos enzimas deshidrogenasas NAD-
dependientes en tres especies de sardinas
(CLUPEIDAE), medidos a 20°Cy a las
temperaturas medias (TM) del habitat de cada
especie. Los valores de Ky a las TM’s son
interpolaciones de graficos de Arrhenius y gréficos
de Km vs temperatura (Figuras 1y 2).

LDH
O. libertate  O. bulleri  §. sagax
Kn@20°C 003120M 001330M 0.01880 M
™ 21°C 25°C 17.5°C
Km@TM 0.02970M 0.02970M 0.3000 M
MDH
Q. libertate  O. bulleri  S. sagax
Kmn@20°C 0.01810M 0.03420M 0.01154 M
™ 21°C 25°C 17.5°C
Km@TM 0.01630M 0.1400M 00336 M

diferentes valores de Km con respecto al sustrato a
20°C, al igual que las Sardinops (Tabla 1). Tales
diferencias se hacen mds notorias al revisar las figu-
ras 1y 2.

DISCUSION

En la misma proporcién con la que las metodologfas
para cuantificar la variacién en los sisternas de pro-
tefnas, se han hecho mds poderosas, ha sido posible
demostrar gran variabilidad en la composicion y se-
cuencia de sus aminodcidos. Sin embargo, no est4
bien claro actualmente cudnta de esta variacion tie-
ne cierta significancia bioclSgica o, mejor dicho, si es
que es adaptativa en algin sentido. Ademds, perma-
nece atn oscuro qué cantidad o grado de variacién
ambiental (digamos temperatura) se requiere para
promaover diferentes formas de protelnas, adaptati-
vamente modificadas,

Esta iltima pregunta, a la que me refiero en tér-
minos de “umbrales medio-ambicntales” vale la pe-
na que sea analizada por ciertas razones. Primero,
identificando los cambios minimos en un factor del
entorno capaz de perturbar la estructura y funcién
proteica {tal como fa temperatura), los cuales son
ademds necesarios en la seleccion de nuevas varian-
tes de protefnas, estaremos en la posicion de poder

predecir cudndo debe ocurrir un cambio evolutivo si
€s que la especie ha de sobrevivir y deambular en un
régimen medio-ambiental alterado. Segundo, implf-
cito en el argumento anterior, los patrones biogeo-
graficos pueden explicarse sobre esta base
bioquimica, por 1o menos en parte, si podemos iden-
tificar cOmo se relaciona la adaptacién de las protef-
nas, a escaia fina, con los patrones de distribucién de
las especies a lo largo de gradientes medio-ambien-
tales, digamos térmicos.

Conservacitn de los valores de Ia constante
aparente de Michaelis

El efecto principal de fa variaci6n térmica sobre las
formas homdlogas de este par de enzimas de espe-
cies habitantes de diferentes entornos térmicos, esla
perturbacién del Ku con respecto al sustrato (Figs.
1-2). La importancia de este stress se enfatiza por la
observacion de que las enzimas de la especie de
entorngo tropical, O. bulleri, no estdn preadaptadas a
funcionar a bajas temperaturas {MDH) 0 a tempe-
raturas ligeramente mayores del limite promedio
superior, que experimenta en su drea de ocurrencia
(LDI). El efecto inverso es muy notorio para la
especie templada S. sagax para ambos sistemas enzi-
mdticos. La especie templado-tropical, o subtropi-
cal, O. libertate, muestra una sensibilidad térmica
reducida, comparativamente, en la afinidad de sus
enzimas por sus sustratos (Km).

Las notables variaciones de Km debidas a la dife-
rencia térmica reflejan un efecto apreciable sobre ia
funcién enzimdtica. Se piensa que, in vivo, estas
deshidrogenasas se saturan de cofactor y sustrato
{Atkinson, 1977). Las estimaciones de las concen-
traciones intracetulares de estos componentes (Tis-
chler er al, 1977}, junto con sus valores de K
indican que esto es asf (Greaney y Somero, 1980).
Las variaciones térmicas que experimenta la especie
subtropical, . libertate, perturban notablemente a
las deshidrogenasas de las especies: tropical, O. bu-
Hery, y templada S. sagax, examinadas (Figs. 1-2).
El marcado efecto que las variaciones térmicas
ejercen sobre el sitic de acoplamiento enzima/co-
factor-sustrato es por ello un factor importante pa-
ra las especies habitantes de entornos Lérmicos
templados o tropicaies.

Sin embargo, es pronunciada la conservacicn de
los valores de la constante aparente de Michaelis
(Km) del sustrato para LDH a las temperaturas
fisiolégicas de cada especie (Tabla 1y Fig. 1). A
pesar de que este pardmetro fue dependiente de la
temperatura en todos los casos, los valores de Ky
observados a las temperaturas medias de los hébi- -
tats de las tres especies fueron extremadamente
similares para LDH, y un poco dispares para
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Figura 1. Electo de la temperatura en !a constante aparente de Michaelis (Km} con respecto al piruvato para la
enzima lactato deshidrogenasa (LDH) de tres especies de sardina del Golfo de California. Las barras verticales
representan desviaciones estandar. Cada punto representa un promedio de los valores de Km determinadas con, al
menos, tres preparaciones de la enzima de diferentes individuos de cada especie. Los procedimientos de ensayo se
detallan en la secci6n Materisles y Métodos. Las porciones gruesas de las lineas que conectan los valores de Km
indican los intervalos de temperatura en el habitat de las especies.

MDH, pero adn reflejan la conservacion menciona-
da, que constituye un efecto a escala fina entre tres
especies de clupeidos, dos de ellas cogenéricas, que
habitan entornos térmicos diferentes, los cuales han
sido de suficiente importancia selectiva para favore-
cer cambios evolutivos en los valores de Kiy,.

Este alto grado de conservacién en Kq en las
diferentes especics, a su temperatura corporal parti-
cular, ha sido interpretado como una adaptacion
que asegura que las enzimas retengan cierta capaci-
dad para aumentar su tasa de catélisis cuando la
concentracién de sustrato aumenta durante activa-
ciones metabélicas; por ejemplo, durante ejercicio
vigoroso. Asf, estabilizando los valores de Kn den-
tro de un intervalo cercano o, de alguna forma,
mayor que las concentraciones fisioldgicas del
sustrato, la enzima serd capaz de oblener una
fraccion significante de su velocidad potencial (Vmax)
bajo condiciones fisicldgicas constantes e incremen-
tar su actividad al aumentar los niveles de sustrato
(Fersht, 1977; Hochachka y Somero, 1984).

En ausencia de adaptaciones compensadoras en
las enzimas de estas especies, Q. bulfleri, 1a especie

mds tropical tendria, a su temperatura fisiol6gica,
valores de Km con respecto al sustrato mucho mas
altos que aquéllos de $. sagax, lo cual no es el caso
en LDH y mucho menos para MDH; la sensibili-
dad a esta perturbacién ambiental comparable para
esta clase de enzimas (recuérdese que poseen una
estructura super secundaria llamada “doblez Ross-
mann”) sugiere que ambas protefnas pudieron ad-
quirir una modificacion  adaptativa  similar
permitiéndoles asi funcionar de manera Gptima en
su entorno térmico particular,

Posibles bases de la perturbacién térmica

Las interacciones ligando-enzima {sustrato/cofac-
tor-enzima) son severamente alteradas por incre-
mentos o0 decrementos €n  la  temperatura
(Hochachka y Somero, 1973, 1984). Sin embargo,
estas interacciones dependen de varias circunstan-
cias, digamos las tasas de formacién y rotura de
enlaces covalentes durante la catdlisis enzimatica
{que para la mayorfa de las enzimas aumenta al
dable ante un incremento de 10°C de temperatura
bajo condiciones de saturacion de sustrato) y el pa-
pel critico de los enlaces guimicos “débiles”, o inte-
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Figura 2. Efecto de la temperatura en la constante aparente de Michaelis {Km) con respecto al oxaloacetato para la
enzima malato deshidrogenasa (MDH) de tres especies de sardina del Golfo de California. Las barras verticales
representan desviaciones estandar. Cada punto representa un promedio de los valores de K determinados con, al
menos, tres preparaciones de la enzima de diferentes individuos de cada especie. Los procedimientos de ensayo se
detallan en |a seccion Materiales y Métodos. Las proporciones gruesas de las lineas que conectan los valores de
Km indican los intervalos de temperatura en el habitat de las especies.

racciones secundarias en 1a estabilidad de 6rdenes
superiores de organizacion de la estructura enzimé-
tica y de los complejos enzima-ligando (Somero,
1975; Low y Somero, 1974).

El grado de perturbacion térmica depende, para
cada especic aqui estudiada, del intervalo de tem-
peratura examinado (Figs. 1-2). Los efectos mds
acentuados son a temperaturas menores de 15°Cy
mayores de 25°C, por lo que las perturbaciones en
la constante aparente de Michaelis (Km) no pueden
ser atribuidas a uno solo de los factores menciona-
dos en el prrafo anterior. La respuesta a la tempe-
ratura en MDH de O. libertare es relativamente
constante y refleja cierta insensibilidad térmica de sus
enlaces qufmicos “débiles” en el complejo enzima-li-
gando (Fig. 2). Lo mismo puede decirse para LDH de
O. bulleri a temperaturas menores de 25°C (Fig. 1).

En contraste, los valores de K de MDH y LDH
de la especie tropical O. bulleri son severamente
afectados por temperaturas menores 0 mayores de
los Ifmites, inferior y superior, respectivamente, del

intervalo de temperatura del hédbitat de la especie.
Exactamente ¢l mismo efecto se observa para am-
bas enzimas en la especie templada, S. sagax. O.
libertate, 1a especie sub-tropical, parece experimen-
tar cierta sensibilidad a temperaturas bajas en la
enzima LDH (Figs. 1-2). Cuando la temperatura
experimental de ensayo es extendida mds alld del
intervalo de temperatura del hdbitat del organismo,
son comunes los cambios de Ky, en varios 6rdenes
de magnitud.

Considero que estos cambios repentinos €n la ca-
pacidad de acoplamiento enzima-sustrato, son un
medio por el cual se establecen los Iimites de tole-
rancia térmica de los organismos. La pérdida en la
eficiencia reguiadora (respuestas fisiolGgicamente
apropiadas de la enzima a cambios de su entorno
fisico- quimico) afecta de manera severa el meta-
bolismo aunque no disminuya la capacidad de la
enzima para conducir su reaccién a una tasa alta.

Como ya he mencionado en la seccién anterior, el
“sacrificio” de cierto poder catalftico, a través de la



conservacin del Ka, es un compromiso que bien vale
la pena. Los mecanismos para ajustar estos valores
ante las variaciones térmicas pueden agruparse en dos
categorias generales: (i} modificaciones en los sitios de
acoplamiento det tigando y (i) cambios en la entalpla
acoplados a la compensacién. Estos mecanismos ya
han sido ampliamente discutidos por Somero (1975).

La respuesta a la temperatura de este par de enzi-
mas, con una estructura super secundaria tipo “do-
blez Rossmann” en el sitio de acoplamiento, debe ser
la modificacion misma de este sitio. Es de esperarse
que, dado que los cambios mfnimos en la temperatu-
rainfluyen notablemente al acoplamiento de las enzi-
mas con sus sustratos (valores de Km en LDH y
MDH), las enzimas con tal estructura super secun-
daria respondan de tal manera andloga.

Todo esto juega, definitivamente, un papel impor-
tante en la determinacién de los patrones biogeogra-
ficos de las especies involucradas. Pues la adaptacion
de los sistemas metabdlicos es un factor critico en la
colonizacién de un hébitat térmico dnico.
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