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CAFITULO I

I NTRODUCCTION

I.l.Generalidades

Lz alta velocidad de crecimiento de las lLacterias y el
gran tamafio que alcanzan sus poblaciones las hacen especial-
mente sensibles a los cambios en el medio ambiente, es 1ldgico
suponer entonces que los organismos preservados a lo largo
del proceso evolutivo han desarrollado numerosos y refinados
mecanismos de control, que permitieron lograr una elevada
economia celular. Estos mecanismos operan a distintos niveles,
como ser la actividad enzimética, la velocidad de entrada
de los netalbolitos ex8genos, la expresibn cenética., En este
trabajo se ha estudiado un tipo de regulacidn que actfa
en el (ltimo nivel mencionado.

La secuencia de aminodcidos de una proteina y por 1lo
tanto su estructura final (1), estd determinada por gcenes
llamados estructurales., Mo son ellos los finicos que se
encuentran en el ADN bacteriano. Ixisten penes para los ARN
de transferencia y ribosomal. Regiones que indican la inicia-
cidn y la terminacién de la sintesis del mcnsajero y t =" ién
genes, llamados de control, que repulan la frecuencia a la

cual los fFenes estructurales s¢ expresan.



Iq2g

Sistemas regulables. Operones.

La concentracidn intracelular de una gran parte de las
proteinas ccdificadas por los genes estructurales permanece
constante ante una amplia gama de variaciones en el medio
ambiente., Sin embargo, ciertas enzimas especificas necesarias
para la utilizacidn de una determinada fuente de e@arbono o
la sintesis de un aminodcido aparecen Bn respuesta a una dada
condicidén exd8gena.

Si se observa la posicidn en el mapa de E.coli (2) o de

S.ty-himuramr: (3) de los genes responsables de dichas

enzimas, se puede constatar que estédn agrupados en una misma
regidn cromosomal, como en el caso de lactosa, galactosa,
triptofanc, histidina. En los ejemplos sefialados anteriormen-
te, el nivel de todas las enzimas pertenecientes al

mismo camino metabdlicc aumenta o decrece de acuerdo a un
cambio en el ambiente: presencia del azficar o amino&cido
correspondiente.

Estos hechos pueden explicarse mediante el modelo del
operdn propuesto por Jaccl y Monod(u).

Un operdn consiste en una unidad de transcripcién en la
cual los genes estructurales se transcriben en un ARN
policistrdnicc a partir de un punto fijo. Estc significa que
cada cperdn posee un promotor al cual se fija la ARN polime-

rasa., En varios operones han sido identificados promotores



secundarios en el interior de los .mismos, pero cuan una
afinidad por la polimerasa muy reducido. Para regular 1la
frecuencia a la cual la pclimerasa transcriba los genes
estructurales, hay una segunda regidn regulatoria que puede
ser de dos tipos: en el caso en el cual el estado natural
del operdn es de permitir la transcripcidn, el gen regulador
reciba el nombre de operador y de gen activador positivo
cuando, por el contrario, el operdn en si mismo estd8 cerrado.
En el primer caso nos encontramos frente a un control negati-
vo y en el segundo frente a un control pecsitive, en ambos
cascs estdn involucrados una prcoteina especifica y un
metabolito especifico. En la induccidén coordinada de enzimas
(sistema lactosa), la proteina, producto de un gen regula-
dor, llamada represor, se fija al operador y es inactivada
por un determinado metabolitc (lactosa y an8logos); en la
represidn coordinada de enzimas (sistema triptofanc) el
producto del gen regulador es activado para convertirse

en represor, por el producto final del camino bicsintétice
(triptofano), Cuando la regulacidn es positiva, la transcrip-
cifn del operén requiere una protetna regulatoria, activador,
que por su unidn al gen activadorpepmite el pasaie e -la ;- limera
Este activider necesita la presencia de un efector adecuado
de manera que la induccidn o represidn del sistema pueda

ocurrir (sistemas arabinosa y fosfatosa alealina).



La ventaja evolutiva que presentan los sistemas
inducibles es gue evitan a los microorganismos el gasto de
energia que significa fabricar enzimas para metabolizar
un sustrato no corriente. Los sistemas represiktles, al ser
regulados por el producto final, impiden la produccibn
innecesaria de las enzimas de un determinado camino biosin-
tético.En este Gltimo caso fue demostrado (5) que la presen-
cia de un mecanismo represible concede una ventaja evolutive,
La pequefia cantidad de energia ahorrada por la represidn
de un operdn puede ser crucial para la sobrevivencia de

un organismo,

El operdn lactosa en E.coli. (Fig.1)

El operdn lactosa de E.coli est& compuesto por tres
genes estructurales . El gen 2 codifica la enzima B-gelactosi-
dasa que hidroliza la lactosa en glucosa y galactosa, El
gen Y especifica la B-galactosil permeasa involucrada en
el transporte de la lactosa. El producto del gen a es la
tiogalactdsido transacetilasa cuya funcidn es desconocida.
La ARN polimerasa (ARN-P) se fija al promotor, p, e inicia
la sintesis del mensajero en el sentico indicado por las

flechas., La transcripcidn continua hasta que la polimerasa



Figura i

La regién lactosa de E.coli

El operbn lactosa y el .gen regulador adyacente.
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alcanza el terminador, t .

El gen i que .codifica por el represor se transcribe
en el mismo sentido que el operdn lactosa (£6). Pero la misma
polimerasa no transcribe el operdn, Existe una sefial de
terminacidn entre el gen i y el promotor (7). El represor
impide la sintesis del mensajero uniéndose al operador. La
interaccidn represor-operador no tiene lugar en presencia
del inductor (I).

La induccidn del operdn por su inductor fisioldgico
aparente, sblo ocurre si la enzima f-galactosidasa es
funcional. Esto se debe a que para provocar la induccidn
la lactosa debe ser convertida en allo-lactosa (8), ademés
al menos que 1la B-glactbébsido permeasa mea activa, el
nivel intracelular de la lactosa cae por debajo del nivel
necesario para una induccidn continua. Estos inconveniente
pueden evitarse utilizarse inductores gratuitos, que no son
sustratos del sistema, como el isopropil-- g-D. Ticgalactdsido

(IPTC).

. Control a nivel de traduccidn

En los modelos discutidos anteriormente el control de la
expresidn genética se realiza a nivel de la sintesis de
mensajero. Desde el punto de vista de la economia celular

este tipo de control es de alto valor porque se evita el



gasto de energia que significa producir un mensajero que
no serd utilizable.

Sin emltargo experiencias in vivc e in vitr sefialan

la existencia de un control a nivel de traduccidn en distintos
sistemas.

La superinfeccidn por Tu de E.coli infectado por fagos

ARN impide la traduccidn de su genona . Esta inhibicidn
tiene lugar a nivel de los factores de iniciacidn de la bio-
sintesis de proteinas, especificamente F3(9).

Los sistemas mas detalladamente estudiados en cuanto
a este tipo de control son los fagos ARN de E.coli
QB, £,,R,, ¥y MS,.

En estos fagos se observd un efecto de decoordinacidn,
es decir las tres proteinas codificadas por el genona no se
cintetizan en el mismo nlimero de moléculas. El1 an&dlisis de
la secuencia cde bases de qu sefiala la positbilidad de 1la
formacidn de dolbles cadenas parciales® que impiden la fija-
cidn de los riboseomas, creando entonces sitios privilegiados
de iniciacidén (10). Los fagos ARN han dado también la
evidencia de la regulacidn de la traduccidn por ppoteinas
especificas. En efecto, la proteina de la cépside se fija
especificamente en la secuencia comprendida entre la termina-

cidn de su correspondiente cistrdédn y la iniciacidn del suksi-

guiente, bloqueando la unidn de los ribosomas (11).



Si bien en hacterias se presenta una situacidén distinta,
hay diferentes lineas de tralajo que safialan una regulacidn
de la traducciidn.

Camlios dré&sticos en las condiciones de represidn
de los sistemas triptofano y arginina evidenciapon que la
presencia del producto final enm esas conciciones provoca la
detencidn de la traduccidn del mensajerc precexistente (12,13),.
Los resultados seflalalan la posilile existencia de una molé-
cula regulatoria activa a nivel de traduccidn,

Conclusiones similares fueron olbtenides por Mc Clellan
et al (14) scbre el mismo operdn arginina,

El andlisis del modc de accién sctre E.coli , de un
grupo de bactericidas, los nitrpfuvanos, permitidé obtener
resultados muy valiosos en lo que concierne a la traduccidn
de mensajeros inducitles (15). Estos antibhidticos Ltlo-
quean la sintesis de proteinas en la iniciacidn de la
traduccién . E1l efecto es diferente en cuanto a concentra-
cidn y periodo de latencia segfin se trate de enzimas induci-
Fles (B -galactosidasa, galactcquinasa) o de ctras enzimas
o proteinas celulares. La maquinaria traductora podria en-
tonces distinguir distintos mensajeros segiin las sefiales que
los mismes llevasen.

Trabajos recientes indican la existencia de un control

post-transcripcional c¢n la expresidn de los genes de transfe-



rencia del factor sexual F(1l€),

Elementos como la conformacidn del mensajero, pcsilbles
secuencias sefiales y ciertas proteinas especificas
jueguan un rol en la traduccidn del mensaje gen&tico. Sin
embargo todavia no estd claro cual es el mecanismo que permita
una seleccidn especifica de los mARN ¢ de un cistrdn de
un mensajerc pocligénico para provocar su traduccidn pre-

ferencial,

I.5. Represidn cataldlica

Estudiando la sintesis de aminodcidos deaminasas, Epps
y Gale (17) sefialaron por primera vez el efecto de represidn
ejercido por la flucosa.

Fl efecto irhitidor de este metabolito sobre la sintesis
de 8-galactosidasa fue puestoc en evidencia por
MONOD(18), a partir de sus experiencias sobre la diauxia,
E.coli creciendo en un medio que posee glucosa y lactosa
comc fuente de carbono, produce muy poca R-palactosidasa,
L1 agotarse la glucosa del medio la velocidad diferencial
de sintesis de la enzima alcanza su miximo, para luego
producirse a una velocidad constante (19),

La fructosa manosa y otros ccmpuestos ejercen también

este efecto sobre una cierta cantidad de enzimas inducibles,
fenbdmeno que se engloba Lajo el nomlre general de represidn

@atabdlica (22),.



La adicién de glucesa a E.coli, creciendo en presencia
de otra fuente de cartono, provoca una fuerte represidn
temporal de las enzimas del cperdn -lactosa; llamada
represidn transiente (31), la sintesis es luego reanudada
a una velccidad menor, y nos encontramos entonces frente
a la represidn permanente, a la que se suele referir habi-
tualmente con el nomlire de represidn caralkdlica. Amlos efec-
tos pueden ser parcialmente suprimidos por el agregado de
AMPc. La concentracidn de dichc nucledtido necesaria para
eliminar la represi®n transiente, es menor que la requerida

para la represidn permanente (22).

I.6,0bjetivos de este trabajo

Una de las primeras preguntas que se pueden hacer sobre
esta regulacidn es a qué nivel de la biosintesis de prcteinas
tiene lugar, ya sea en la transcripcidn del mensajero gen@tico
o en la traduccidn del mismo.

Estudios in viwo e in vitro sclre el efecto del AMPc

(23,24) mestraron que su lugar genético de accidn es el
promotor lactosa y que existe una proteina llamada CRP(CAP)
esencial para la misma. El complejo CRP-AMPc es necesario
para la fijacidén de la polimerasa, fijacién que seria impe-
dida por la glucosa al disminuir los niveles intracelulares

de AMPc. Tralajos recientes dan a la proteina RHO un rol



en esta regulacidn (25).

Del an&lisis de estos resultados un mecdelo de control
transcripcional de la represién catalblica parece imponerse,
Sin embargo algunas contradicciones impcrtantes permitie-
ron pensar que el ccntrol transcripcicnal no era . €l
inico, ni quizas el esencial en el mantenimiento de la
represifn catalbdlica:

1) Si bien el AMPc es indispensalble para la transcripcidn
del mensajero lactosa, y el agregacdo de AMPc exlgeno suprime
parcialmente la represi®n catalélica, no hay evidencias de
caml.ios significatives en la concentracidn de AMPc enddgeno
cuando se comparan cultivos crecidcs en distintaes condicio-
nes de represi®n (26), ni se ha demecstradc una disminucidn
dré@stica del mismo, por el agregado de glucosa, a un culti-
vo que crece en otra fuente de C (27).

2) Efectos a nivel de traduecidn en la regulacidn por
cakalolitos han sido encontrados en c¢istintos sistemas
(28,29) y en lactocsa en particular (30,31).

3) Perlman y Pastan enccntrarcn que el AMPc juega
un papel a nivel de la traduccidn en la sintesis de

Triptcfanasa en E.coli (32).

4) Moses y Yudkin (33), en una aproximacidn genética
del prolklema, ohservarcn que cepas que llevan deleciones de
distinto tamafio en cualquiera de los extremos del coperdn

lactosa, seguian siendo sensililes a la represiédn catabdlica,



lo que excluye la posibilidad de un finico control a nivel
de la sintesis del mensajero,

5) Aboud et al (34) mostraron que la presencia de glucosa
detenia la traduccién del mRNA lactosa y que el agregado de
AMPc promovia la traduccidn de dicho mensajero

€) Las numerosas evidencias acumuladas en estos fGltirmos
afios y discutidas anteriormente solre el papel jugado por la
traduccidn en la regulacidn de lcs procesos celulares,

Todos estos hechos nos llevarcon a investigar en que
medida existia wuna modulacidén a nivel de la traduccidn del
mensajero lactcsa en condiciones de represidn catatdlica,

Fara ellc se realizaron estudios ciné€ticos de la
traduccibdn de dichc mensajero en distintas condicicnes de
represidn. Las condicicnes experimentales se eligieron de
manera de observar sélamente el fendmenc de represidn perma-
nente, E.coli no presenta represidn transiente cuando se
transfiere de un medio con glicerol (o succinico) a un medio
con glucosa (21), pero si cuando se agrega glucosa a un
cultivo en glicerol. Se postuld tamlién una analogia con el
fendmeno de polaridad, para el cual se analizd el comporta-
miento del mensajero en mutantes supresoras .

Lecs resultados obtenidos ademds de comprobar la existencia
de ese tipo de cecntrel y similitudes con efectos polares
sefialaron una estabilidad inusual del mensajero,.

Al diseflar experimentos para aclarar esta observacidn



se puso en evidencia una nueva posibilidad regulatoria rela-
cionada con la proteccidén del mensajero en determinadas
condiciones experimentales. En efecto, la traduccién del
mensajerc lactosa sintetizade a partdr de distintes unidades
replicativas, y luego de diferentes condiciones de ayunc
permitiercn poner en evidencia que dicha estatilidad era
debida a una localizacidn especial del ARNm y que su procesc
de traduccidn estala ligadc a la replicacidn de su matriz

de ADN,



CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

IT1.1. Cepas bacterianas

I G- Cald

éqbas de Bscliarichia w3v1- A

Taltla 1
Nomkbre Genotipo Origen
3.000 HfrC thi Coleccidn Jacolb-Monod
2.001 F thi,leu,treo,lac Y1,strR " " "
2,000 F thi,his,arr,ade,lac Z,polar,

StPR " " 1

5 ] + > A Y + " " 1A
K¥Y/F'lac thi. £ lac/F'lac

2x71+/F'lac+ thi,his,arg, & lac /F'lac+ " " a

37RS | thi, his,arg,ade,lac Z polar,
sup, strk Lste tratajo
137R8f thi,his,ary,ade,ilv,lac Z polar,
sup, str’ . " "
II.2 Medios Tampones
ML triptona 1%
extracto de levadura 0,5%
CiNa 0,5%

1
P = 7,3



C1WH, 0,1%

9
C1lNa 0,05%
S0, TH 0 0,002%
PO, H, K 0,03%
%
PO, HNa,.12H,0 1,5%

Amino&cidos 0,01% ¢ hidratos de carbono
0,2% fueron agregados segfin fuese necesario,

Les medios sdlidos fueron preparados por el agregado de agar

a une concentracidn final =1 5%
Pl Tampdn fosfato de sodio (pH=7) Cy 1M
B -Mercaptoetanol 0.,1M
-4
50, Mg 1.107 M
SO, M 2,107 "n
4 'n

I1,3 Aislamiento de mutantesssupresoras de la polaridad

Se utilizd el método de seleccidn por melibiosa que permite

el crecimiento a 429C de aquellas bacterias que poseen
B8 - galactdsido permeasa activa y&a que la o-galactdsido

permeasa es termosensikle, La cepa utilizada posee una muta-
cibn polar en Z .

lO8 células de un cultivo de una semana a temperatura
ambiente de 20w(C, fueron semlradas en placas de medio minimo
Mg adicionadas de 0,2% de melibiosa y los aminodcidecs necesa-

rios, Las placas fueron incubadas cinco dias a 42¢C,

- 15 -



Las colonias se punficaron dos veces en el mismo medio
y en las mismas condiciones. A partir de cultivos en medio
minimo de las micsmas se realizaron las mediciones de
B -galactosidasa,C.R.M. (material de reacci®n cruzada contra
un suero anti- @B-galactosidasa ) y permeasa. Como 20w? posee
una mutacidn polar extrema en el gen Z , stlc aquellas
colonias que presentarcn B -galactosidasa y C.R.M. negativos
y permeasa positiva fueron consideradas como mutantes supre-

soras de la polaridad. (35)

II.4. Transferencia de F'lac+

Cultivos de una noche en ML de 2Cw0, 37R8 2x7u4 y
RV/F'£22+ fueron diluidos cincc veces en el mismo medio e incu-
bados a 37°C durante dos horas con agitacidn suave.

El cruce de realizd mezclandc la cepa dadora, RV/F'lac+,
con cada una de las cepas receptoras en relacidn 1/20 e
incubando diez minutocs a la misma temperatura sin agitacidn .

Les transconjugantes fermentadores de lactosa fueron
seleccionados en placas de medio minimo adicionadas de lactosa,

los aminodcidos necesarics y estreptomicina.

IT1.5 Mapeo de las mutantes supresoras

Se realizd® midiendo la frecuencia de cotransduccién

con respecte al marcador iscleucina-valina.

a) Obtencidn de mutantes ilv

5 ml. de un cultivc en fase expcnencial de 37R8 en caldo



nutritivo fueron centrifugados y resuspendidos en el
mismo volumen de medio fresco. Se agregd 0.1 ml de
dietil sulfonato (D.E.S) y la mezcla se incubd 30'

a 37°C. Luego de separar el D.L.8 por decantacién,
el cultivo se centrifugd y el pellet fue

resuspendidoc en 5ml de M 0,2ml de diche resuspensidn

9;
ce transfirieron a 10 ml de caldo nutritivo y se procedid
a la incubacidn durante 18 hs. con agitacidn a 37°C,

El cultivo de una noche fue diluido diez veces y 0.,1lml

se transfirieron a 10 ml de M9 adicionados de glucosa,
histidina, arginina y adenina, mds penicilina a una
concentracidn final de 200 U/ml. Se incubd 6 hs. con
agitacidn a 37°C y luego se procedid a la siembra en

[
placas de M glucosa, los requerimientos mencionados

g
anteriormente, isoleucina y valina,de 0.1 ml de las di-
luciones : 10°, 10']',10-2 . Las placas fueron incubadas
48 hs. a 37°C.

Las placas que contenian entre 200 y 50 colonias

fueron replicadas sobre M glucosa, histidina,

9’
arginina,adenina e incubadas 24 hs a 37°C,
Lpas clones .cue nodieron colonias en las placas sin

isoleucina y valina, fueron purificadas dos veces = bre

medic completo, puestos en grilla y replicados sobre:

- 17 -



i) M9 glucosa, histidina, arginina, adenina, isoleucina,
valina.

ii) M9 glucosa, histidina, arginina, adenina

iii) M9 melibiosa, histiding , arginina, adenina, isoleuci-
na, valina.
iv) M9 melibiosa, histidina, arginina, adenina
Las dos primeras placas fueron incubadas a 37°C y
las dos filtimas a 42°C. Los clones que continuaron a
ser 1lv y capaces de fermentar la melibiosa, fueron compro-
bados en sus otros caracteres y guardados en agar

nutritivo puncidn. Unc de dichos clones 37R8f se eligibd

para continuar las experiencias,

b) Preparacidn de un lisado transductor del fago Pivir

E. coli K12 3000 protdtrofa cultivada en ML adicionado de

. -3 .
ClQCaa una concentracidn 5.10 "M, hasta comienzo de 1la
fase estacionaria. Se procedid luego a la infeccidn por

un lisado de Pl en una relaciin 106 f-agos/lO8 bacterias

durante 10 minutos a 30°C, Las bacterias infectadas se
sembraron en sobrecepa de agar blando en placas de

triptona adicionadas de Cl.Ca a una concentracidén final

2
de 5.10_3 M, Luego de 8 hs de incultacidn a 37°C, se¢ .«co-
lectd la sobrecapa , se adicionaron algunas gotas de

CHCl3 y se procedid a su centrifugacién 10 minutos a

5,000 r.p.m. E1 sobrenadante fue titulado y guardado en



presencia de CHClS.

c) Transducci®n de 37R8f

La cepa 37R8f se cultiv® en ML adicicnado de C1l,Ca

3 M hasta comienzc de la fase

concentracidn final 5.10°
estacionaria. 0,5 ml del cultivo se incularon con el
lisade preparado anteriormente, a multiplicidades de
infecciédn: 10; 1;10-1; 10_2; diez minutos a 30°C al
final de los cuales 0,6 ml de citrato de sodio 20%
fuercn agregados para impedir la absorcidn de m&s par-
ticulas de fago. Los cuatrc cultivos infectados fueron

sembrados en placas de M glucosa, histidina, arginina,

g°
citrato de scdio (2 %) e incubados a 37°C durante 48 hs.
Dcs controles con el lisado y el cultivo bacteriano
inicamente fmweron realizados al mismo tiempo.

El ntimero de colonias por placa resultd proporcional

a la multiplicidad de infeccidn, 248 colonias fueron

purificadas en el mismc medio.

d) Frecuencia de marcadores no *seleccionados

Los clones elegidos fueron puestos en grilla en el

mismo medio y se ®meplicaron sobre:

i) Mg melibiosa, histidina, arginina, adenina

ii) Mg glucosa, adenina, histidina

iii) Mg glucosa, adenina, arginina



La primera placa se incubd a 42°C y las siguientes
a 37°C durante 24 hs, procedi&ndose luego a contar las

colonias para determinar la feecuencia

II.6. Eficiencia de la detenocifn de la biosintesis de proteinas

Se midid por la incorporacidn de aminodcidos radioac-
tivos en los cultivos: a) hambreados en aminodcidos,

b) adicionados de cloranfenicol.

a) Un cultivo de 25 ml en fase exponencial de 2001 en M9
glucosa, trecnnina vy leucina , se centrifugé, lavd en
frio dos veces con medio minimo y se resuspendid en
M9 glucosa. A una alicuota de 10 ml se agregd 0.1 ml
de una solucidn de: 0,1 ml de L-leucina 1L‘C(SO uC) en
0.75 ml de solucidn de L-leucina (450 ug/ml). La mezcla
se incubd a 37°C y muestras de 1 ml fueron tomadas
durante 20 minutos a intervalos de 5.

Las muestras fueron precipitadas por 0.1 ml de TCA
50%, calentadas 15 minutos a 90°C, colocadas en filtros
millipore, lavadas dos veces con TCA 5% y secadas. La
radioactividad en la fraccidn insoluble se wmidid en
un contddor Nuclear chicago a flujo gaseoso.

Un experimento control fue realizado en un cul“ivo
con los aminodcidos necesarios

b)De 25 ml de un cultivo de 3000 en M_ glucosa, se toma-

9

ron dos alicuotas de 10 ml , a una de las cuales se



agregd clorafeniccl a concentracidn final de Sur/ml
y la otra se utiliz@ ccmo control. Se incubaron
5 minutos a 37°C y se prccedid al agregadc de

. iy . . -
L-leucina C siguiéndose el mismc prccedimiento

descriptc en a).

II.7 Cinéticas de traduccidn

Se prepararon cultives en medio minimo con glucosa

o glicerol como fuente de carbtono. Durante la fase de creci-
miento exponencial, la sintesis de proteinas y el crecimiento
fueron detemnidos ya sea por ayuno en aminodcidos o adicidn
de doranfeniccl (5 yg/ml / 3.108 células). E1 cultivec fue
entonces inducide por la adicidn de IFTG (isc-propol

B- D Tiogalactdsido) a una concentracién final de 5.10-4M.
Desplies de un periodo entre 2 a 5 minutos seg@in los casos,
el cultive fue r3pidamente enfriado, centrifugado, resuspendicc
en medio fresco y separado en dcs fraccicnes, A cada uno de
ellas se agregaron diferentes fuentes de carbonc y se incubaj

ron a 37°C. Se tcmaron muestras a distintes intervalcs para

la medicidn del crecimiento y de (- gelactosidasa.

I1.8 Cinéticas cde induccién

Dcs cultives separados fueron precrecidcs en glieercl g
glucosa comec fuentes de carbonec respectivamente, recolectados

durante la fasc expcnencial y cada pellet divididc en dos



II.g

fracciones y 1luepo resuspendido en dos

medics conteniendo las fuentes de carbono mencionadas ante-

. - -4 . . .
riormente e IPTG (10 M concentracidn final)., Los cultivos
se agitaron a 37°C y se tcmaron muestras a distintos

intervalos para medicién del crecimiento y de QJ3-galactosidasa,

Experimentos de induccidn en distintas condiciones de ayuno,

Las distintas cepas de E., coli K12 fueron cultivadas

en M9 con glicerol y los aminodcidos necesarios. Durante la
fase de crecimiento exponencial, las c&lulas fueron centri-
fugadas a 5“C y resuspendidas en medio Mg libre de aminodci-
dos y glicerol (condicidn AC ) o sdlamente de aminoicidos
(condicién A”). Los cultivos fueron llevados a 37°C e induci-
dos por adicidn de IFPTG, 5.lO-uM concentracidn final, durante
5 minutos. El inductor fue eliminado por una nueva centri-
fugacidn a 5°C y el pellet fue lavado una vez con M, con
(condicidn A7) o sin glicerol. Las ltacterias fueron resus-
pendidas en medic de crecimiento precalentado y agitedas

a 37C ., A tiempos diferentes se tomaron muestras para medida
del crecimiento y ensayo de @g- galactosidasa. Cuando las
condiciones del experimento lo reclamaban la eliminacidn del

inductor se realizd por filtracidn por millipora a tempera-

tura ambiente. !

11,10 Técnica de precipitacidn inmunoldgica

Todas las c¢iluciones se hicieron en tampon PM_, ,y el

2’

- 2 _



volumen final de la reaccidn se ajustd a 1 ml. El1 suero
anti- Regalactosidgsa de E.coli (suero de cabra), se
agregd en 0,25 ml de la dilucidn conveniente (depende de

su titulo) y se agrega la cantidad de 8- galactosidesa

en estudio. Les tubcs se taparon se agitaron y se incubaron
72 hs. a 4¢C, Despiiés de la incubacidn se centrifugaraen,se
decantd el scbrengqdante y se midid® en este la actividad
enzimltica residual por ml. Los controles cocnsistieron en
tubos con diferentes cantidades de enzima y sin suero anti-
6 -galactosidasa.

Los resultacdos se representaron en un grafico en el cual
en ordenadas se colocd la actividad residual por ml y en
abcisas las wunidades de enzima agregadas por ml, Por
extrapolacidn an las abcisas se determind el punto de
precipitacidn méxima.

Para preparar los extractos enzimdticos, se inocularon
106 ml de M9 adicionado de glicerol y los amino8cidcs nece-
sarios e IPTG 10’4 M. Los cultivos se incubaron a 37°¢C
con agitacidn durante la noche. Las suspensiones Lbacterianas
se centrifugaron 10 minutos a 10.000g a 4°C y los pellets

se resuspendieron en 5ml de PM Las c&lulas se rompievon

2 .
por tratamientc con el osciladcer sdnico.
Beanson a madxima salida, por periodos no mayores de 45

segundos a 4¢9C,



Los restos celulares se eliminaron por centrifugacibn a
15000 g 5 minutos y se determind la actividad de @B-galactosi-

dasa en los extractos.

II1.11 Determinacidn de B-galactosid@sa

Los extractos enzimidticos se obtuviercn en tampdn PM2
luego de 30 seguncdes de scnicacidn en una cscilador sénico
Beanson a méaxime salida. La recaccién se llev® a cabc a 28°C
agregando a 1 ml de muestra en PMQ, 0,25 ml de ONPG

(c-nitrc fenil - B - D-ggalactosidae) disueltc en fcsfate de
sodic (pH=7) para alcanzar en ONPG y fosfatc una concentracidn

final de 2.10°°

My 0,1M respectivamente. La reaccién se detuvc
al tiempc adecuadc, por la adicién de 0.5 ml de carbcecnatoe
de scdic 1M, y la densidad dptica fue medida a 420 nm en un
espectrcfotdmetro (3G).

Una unidad de enzima se iguala a 1 nm de ONPG hidrolizadof
min a 28°C , pH= 7 y ¢,5 cm de camino dptico., Las absorban-

cias fueron corregidas para un camino &ptico de 1 cm y el

aumentc de la absorbancia del ONP a pH = 11 ,

II-12 Determinacidn de @B-galactdsidc permeasa

El métcdo que se usd es el descripte por Kepes (77)
‘+ * . - 4 - -
1 C- trimetil- 8- D-galactéside (TMG) se agregd a células
creciende en fase logaritmica y a las cuales se preincubd

con clorafeniccl (100 yg/ml), a intervalcs se tomaron muestras

- 24 -



que se filtraron en frio a través de filtros millipore,
lavando con medio Mg frio. Lecs filtros una vez secos se
contaron en un espectrofotédmetro cde centelleo ¢ TrITw-

Packard Tri-Cart.

- 2% =



CAPITULOEO I1I

RESULTADOS

IT1I.1. Traduccidn en diferentes medics

A fin de determinar a que nivel de la Licsintesis
de proteinas se prcduce la regulacién pcr la glucosa el
primer pasc a realizar consistié en separar las etapas de
transcripcién y traduccién y observar la accidn de dicho
catatclitc cuando estéd presente en s5lc una de las mismas.
Para ellc se prccedi® a inducir al mensajerc lactcsa
durante un parc de la licsintesis de prcteinas. Dcs mé&todoes
fuercn utilizades para prcducir diche blcqueo:
1) El1 agregadc de un antibidtico , cloranfenicol

2) Hambreadc en amino&cidcs de una cepa auxdtrofa

En ambos cascs se midid la eficiencia del “lcquec por la

1
. . o . 14 .
incorpcracidén de L-leucina C (II.€). E1 experimentoc se
realiz? en medic minimc y se obtuve en ambes cascs 9C%
en la Inpi-icién de la inccrpcraci?n . Coeme era de esperarse
la utilizacién de distintas fuentes de carbcne: glucosa.
glicerrl o succinico , nc produjoe ninguna variacién

sobtre el resultadce (fig.2 y 3).

La ccencentracién de cloranfenic~l demcstr®d ser critica,



Figura 2: Bloguec de la bicsintesis de prcteinas median-
te el agregado de un antibidticc (cepa 3000):
A sin cloranfenicol ; e con cloranfenicol

(5 ug/ml).
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Figura 2
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Figura 3: PBloqueo de la bicsintesis de proteinas mediante
el hambreado en aminodcidcs (cepa 2001)

A ccn L-treoninajg ® sin L-treconina.
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Figura 3
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En efectc, si bien la eficiencia en el paro de la bicsintesis
de prcteinas para una gama comprendida entre 5 y 100 ug/ml

era la misma,para ccncentracicnes maycres que 10 ug/ml, una

vez reanudado el crecimientc la deteccién de B -galactosidasa
era précticamente nula. Estc puede delerse, entre ctras causas,
a una acci?®n gecundaria del clcranfeniccl a dichas
concentracicnes schre el mensajerc preformade ~ a la modifi-
caci?n de un peosille sitio especificec en los ribcsomas u

otrcs compenentes celulares para el reconocimiento de

ciertcs mensajercs.

Ceme con concentracicnes entre 5 y 10 ¥g/ml se clbtenian
condiciones de Llcquec correctas se decidibd
limitarse a las mismas para ohbservar la traduccién del
mensajero . lactcsa en medios que ejercen distinta represidn
cataltdlica.

La primera experiencia fue llevada a calo con la cepa
3000, protdtrofa. Un cultivo de la misma fue inducido durante
un Lloqueo de la sintesis de proteinas por cloranfenicol
y la produccidn de 8-galactesidasa fue medida en dos
medios diferentes que ejercen alta v baja represién catahd-
lica,gluccsa ysuccinice respectivamente (II- 7).,

El resultadec dc¢ dichc experimentc puede verse en .a figu-
ra 4. Vemos que la eficiencia de la traducci?n es diferente
seglin sea la fuente de carbenoe utilizada en el medic. En el

casc en que la misma tiene un efectc catabélicec htajo, &cido

- 29 =



Figura 4: Traduccién diferencial del mensajerc lactosa
inducidoc durante 3 minutos en cé&lulas bloquea
das por clorafenicol (cepa 3000); despuéds

de eliminacidén del inductor (IPTG 5.10-4

M)
y del cleranfenicol (5 ug/ml), La experiencia

se realizd en medic minimec contemiendo

A 4dcido suacinico; ® glucosa,
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succinico, la produccidn de R-palactosidasa alcanza

niveles md8s elevados que cuando se utiliza glucosa f(alta
represidn). Experimentos en los cuales se reemplazd el §ci-
do succinico por glicerol condujeron a resultados similares.

Fara evaluar en que medida el método utilizado para dete-
ner la sintecis de proteinas influia en los resultados
oltenidos, se realizd® &l mismo experimerts utilizando esta
vez la cepa 2001, Auxdtrofa e induciendo durante el hamkreado
de amino&cidos (II1.7),

El miemo resultadc que en el caso de la cepa protdtrofa
fue obtenido (fig.5).

Dcs conclusiones surgen de esta Gltima experiencia,
primero que la traduccidn diferencial obtenida no depende del
método utilizado para Lloquear la sintesis de proteinas y
segundo que la sintesis de B—galactosidasa no se dete
a una induccidn residual. En efecto, existe la positkilidad,
que a pecsar de eliminar el inductor por centrifugacidn,
exista IPTG intracelular incorporado por transporte activo,
Esta posibilidad es desechada por la Gltima experiencia des-
cripta, ya que la cepa utilizada es mutante de R-pgalactosido
permeasa, no permitiendo la acumulacidn activa de IPTG.

Trabajos de Kaempfer et al (38) han demostrado que cuando
se elimind el inductor mediante filtracidn por millipore, se
impide una reiniciacibén de la sintesis del mensajero lactosa,

Experiencias paralelas realizadas utilizando esta técnica



Figura 5: Traducci®n diferancial del mensajerc lactosa

inducido durante 3 minutos en c&lulas hambrea
. P
das en L-trecnina (cepa 2001), despues de
. o : -4,

eliminacidn del inductor (IPTG 5.1C M) y
el agregrade de L-trecnina. La experiencia
se realizd en medic minimo centeniniendc

A fglicercl ;3 ® gluccsa
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permitieron constatar cue el método de centrifugacidn utiliza-

do en este tralajo reproduce las mismas condiciones.

III.2Mutantes supresoras de la polaridad

De los c¢xperimentos anteriores se desprende, que €n
nuestras condicicones e¢xperimentales, la resulacidn por cataloli-
tos actlia a nivel de la traduacidn del mcnsajero lactosa .

Tralajos anteriores (23¢) sefialaron una decoordinacidn
en la sintesis de las enzimas del operdn lactosa en condicio-
nes de reprecidn catatdlica maxima, producida por un
aporte constantemente limitante de la fuente de nitrdgeno
(crecimiento linecal); la relacidn B-ralactosidasa/
transacetilasa se ve alterada en comparacidn a condiciones
de crecimientoc exponencial, o crecimiento lineal limitado
por la fuente de carbono.

Un posilkle mecanismo para explicar este fendmeno
puede ser cimilar al postulado para explicar la polaridad
Morse et al (4¢), Hiraga ct al (41). En los operones
Lbacterianos la aparicidn de un codén sin sentido o la
insercidn de¢ un sefmento de ADN reduce la expresidn de los
genes distales del mismo operdn. Sepgln los autores sefiala-
dos precedentemente la terminacidn prematura de la sintesis
de un peclipéptido originada por esas rutaciones, es debida al

desprendimiento de los rilosomas a nivel de las mismas.lentro
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de un gen estructural, el mensajero queda entonces expuesto
a la degradacidn por nucleasas, al menos que la presencia
cercana de un coddn de iniciacidn permita la fijacidn de 1los
ribosomas y por consiguiente la proteccidn del mensajero
distal.

En cicrta clase de mutantes, llamadas su A (35,42), 1la

polaridad puede ser suprimida. El gen su A es considerado
responsable de la sintesis de una endonucleasa esencial

para la degradacidn del mensajero no trraducido, pero dispen-
sable para el crecimiento ncrmal (38,32).

En vista de comprobar si en ambos fendmenos estaban
involucrados mecanismos similares, se aislaron mutantes
supresoras de la polaridad (II.3) y se obkservd en las mismas
el comportamiento del mensajero lactosa en distintas
condiciones de represidn.

El principio utilizado para aislar este tipo de mutantes
es que siendo la a -galactdOsicde permeasa termosensible,
sb6lo, la presencia de RB-galactosido nermeasa rermite el
crecimientc de E.coli en melibiosa a temperaturas superiores
a 37°C . Siendo 20w0 una mutante polar extrem en 2
la expresidn de B-galactdsido permeasa se ve¢ fuertemente
disminuida con respecto a la cepa protdétrofa. Mutantes
supresoras de dicha mutacidn, al restaurar la expresidn de

los genes distales, permite al mismo tiempo el crecimiento

en melibiosa.



Fara distinguir entrc los clones seleccionados los re-
yertantes de los supresores se procedid a la determinacidn
de B-galactosidasa, C.R.M. ¥y f-galactdsido permeaso

Un clon, entre los 43 analizados que presenta 12% de
restauracién de la actividad de permeasa respecto a la
cepa original, C.R.M., y B-galactosidasa negativos,S?RB,
fue considerada como mutante supresora y elegida para
continuar las experiencias.

La localizacidn de la mutacidn fue realizada en la forma
descripta (II.S5), olteniéndose por transduCcidn con el

fago P1 los siguientes rcsultados.

TADLA 2

Porcentaje marcador
nc seleccionado

) .+ +
Marcador seleccionado Tel his arg

ilv 78% - -

La mutacidn supresora es ccntransducible con ilv, lo
que le sitfia en las proximidadecs del minuto 73 en el mapa

de Teylor (2), an@lormmente a Su A .




ITII.3. Cindticas dc¢ traduccibn en las mutantes supresoras.

Para estudiar la expresidn de los genes lactosa en la

. + s .
cepa 37R8 un episoma F'lac fue intrcducido (II.u).

La traduaccidn del mensajero lactosa en funcién del tiempo
fue analizada comc en los cascs anteriores, y lecs resultados
pueden verse en la figura 6. En condiciones de periodos
de inducciin corotes, eficiencias similares en la produccidn
de B-galactosidasa fueron oltenidcs ,Tanto que la
traduccidn del mensajero se realizase en glucosa como en
glicerol. El resultadc nc se ve alterado por el métcdo de
bloquec de la sintesis de proteinas. El experimentc contrcl

realizadec cecn la cepa parental QOwO/F’lac+ ccincide

con el de la cepa preté&trofa (fig.7).

377”8 se comporta entcnces como una mutante resistente
a la represeidn catatdlica. Sin embargoc cuando se utilizan
periodos de induccidn mids largocs los resultados difieren.
En efccto, la cinética de traduccidn luego de una induccidn
de dos minutos (fig.6) muestra que si bien durante el tiempc
ccrrespondiente a una duplicacién de la DO 37R8 se comporta
como resistente a la represidn catabélica, pasado ese limite
la sintesis de B -palactosidasa s&lo tiene lugar en glicercl.
El compertamiento particular de ¢sta cepa llevd a la
necesicdad de analizar en m&s detalle la prcduccidn de enzima

para lc cual se analizaron cinétices de induccidn.



Figura (:

Traduccién del ARN m lactosa producido durante
1 minutc de induccién, con diferentes hlcoquecs
de la sintesis de prcteinas, en la cepa
- ' + .
37R8/F'lac . I agregadc de clcranfenicolj; II
hamtreadc en amincdcidos (arginina, histidina);
4 glicercl y e glucosa fuercn las fuentes

ce carbonc utiliaadas durante el pericde de

traduccidn.
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Figura 7:

Traduccidn del ARN m lactoso producido durante
1 minuto de incduccién, con diferentes blcqueos
de la sintesis de prcteinas, en la cepa

2@wC/F'lac+. I agregado de cloranfenicol; II

hamtreado en aminodcidos (anginina, his,
tidina); A glicerol y ¢ glucosa fuercn
las fuentes de carbcno utilizadas durante el

periodo de traduccidn.
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Traduccién del ARN m lactosa (cepa 37R8/F'lac

producido durante un pulsc de induccidn de
2 minutes. Durante el periodo de induccin
la sintesis de protelinas fue parada por el
agregade de clerafenicol. La traduccidn

tuve lugar en A glicerol, @ glucosa.
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IIT.4 Cinéticas de induccidn

Las cinéticas de induccidén de 37328 fueron comparadas en

diferentes condiciones, tanto en los periddos -y. pre xcomo
N

postinducci®n(II 8). Los resultados se encuentran en la

[$9]

figura
Si leos precultives fueron realizadecs en glicerol la
sintesis diferencial de {3 -glactosidasa no varia significa-
tivamente con las distintas fuentes de carlicno adicionadacs
junto con el inductor. For el contrario, si el precrecimientc
tiene lugar en glucosa, una diferencia mucho més aprecia-

I'le tiene lugar en la velocidad de sintesis enzimtica.

. . +
El experimento control fue realizado con 20wC/F'lac
(fig.10) y la sintes®s diferencial de [ -galactosidasa en
diferentes condiciones y diferentes cepas, tatuladas en

la tabla 3.

Talla 3: Sintesis diferencial de (-galactosidasa ("%/4R)
en glucosa y glicerol luego de condiciones de precrecimiento

diferentes.



Frecrecimiento en glucosa Precrecimiento en glicernl

Cepas
Induccidn Induccién Induccidn Induccidn
en glucosa en glicerol en glucosa en glicerol
20wl /F'lac’ 5¢ 1.0600 100 1.700
37Re/F'lac’ 1.000 000 3,000 4,100

Se

elevade nivel de resistencia a 1la

deduce de esta talkla que

si tien 37R8 presenta un

represidn catatdlica, los

resultados clitenidos luego de prccrecimiento en glucosa sefia-

lan wuna resistencia sdlc parcial,

elementos

citopldsmaticos que no

indicando que ciertos

son vrépidamente recuperados

© sintetizados participan en esta regulacién.

Lo

resultados obtenidos con la mutante 37R8, en lo

qQue, concierne a cinéticas de induccidn y de traduccidn,

prueban que, evidentemente, debe haber similitud entre

los mecanismos actuantes en polaridad y en represidn cata-

bdlica.



Figura 9:

. a s . .. +
Cinéticas de induccidn de la cepa 37R8/F'lac

despues de precrecimiento en glicercl (simbclos
abierteos) ¢ glucosa (simltoclos plencs). Precre-
cimiento en glicercl: £ inducci®n en glicerol
O induccién en glucosa; x inductotr

- , cs 4
agregado luegoc de un tiempo de generacidn dce
crecimiento en glucosa. Precrecimiento en
glucosa: A induccidn en glicercl; ® induccién

en ¢luccsa.

-42-



2

Fipura

1
0.4

4 0O

°.3

[“Yele] 4
500
Yoo}
300t

Ciw/n) vYSvagiSOLOvViIvo—-y-V

42



Figura 10: Cinéticas de induccién de 20w0/F'£§3+, después
de precrecimientc en glicerol(simbelos aliertes]
o glucecsa (simbcles plencs). Precrecimientc
en glicercl : A inducci?n en glicercl; o
inducci?én en gluccsa. Precrecimiento en pluccsa

Ainduccién en glicercl;ginducci®n en gluccsa,
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IITI. 5 Induccidn del mensajerc lactosa en carencia de fuente de

N
carbono y de amino&cidos,
-—

Desde las primeras cin&ticas de traduccidn realizadas,
un hecho que 1lamd particulammente la atencién, fue la gran
estabilidad del mensajero lactosa, Dicho mensajero fuc sinteti-
zado en ausencia de sintesis de proteinas lograda por hamlrea-
do en aminodcidos o por la adicidn de un antibidtico. Fn esas
condiciocnes, si bien la sintesis de macromoléculas se reduce
le transcripcidn continua tanto en cepas relajadas para 1la
sfntesis de ARNm ccmo en cepas a control restringido (45), De
esta manera se produce acumulacidn de mensajero, cuya tra-
duccidn se reanuda con el crecimiento.

Nakada et al (46) sefialaron que la presencie de una
fuente de carbono, en condiciones de ayuno en aminoécidos,
impide la transcripcidn de los genes lactosa., Como en
nuestras experilencias, llevadas a cabo con fuente de carbonc,
la transcripcidn tuvo lugar, se procedid a variar las
condiciones de ayunc para obsemvar el comportamiento del
mensajerc durante su posterior traducci&n, con vista a
aclarar estos resultades diferentes y hallar una explicacién
a la alta estabilidad observada.

La induccidn de la cepa auxdtrofa 2001 en condiciones

de dolle ayuno, se realizd de la forma descripta (II.9) y el



resultado que se observa en la figura 11, coincide con 1los
descriptos anteriormente (46). La traduccidn del mensa-
jero lactosa, medida como actividad de 8-galoctosidasa

en funcidn del tiempo alcanza ¢l plateau en 20 minutos.

II1.6 Induccidn en narencia de aminodcidos

E.coli 2001 se cultivd en medio minimo suplementado
con treonina leucina, y glicerol y la induccidn se reali-
zd esta vez sdlamente en carencia de aminodcidos (condicidn
A") . En la figura 12 se observa el resultado de esta
expericncia, la sintesis enzimdtica se detiene luego de dos
tiempos de generacidn. [1 mismo experimento fue llevado
a cabo reemplazando treonina y leucina por &cidos casamino ,
y un resultado similar fue obtenide (fig.13).

La observacibén de¢ ambos resultados, en condiciones de
doble ayuno (fig.ll) y ayuno simple (fig.12), lleva a las
siguientes conclusiones : 1) el rlateaw Se alcanza en un
periodo de tiempo del orden de diez veces menor cuando la
fuente de carbono estd ausente. 2) La cantidad total de
enzima producida es equivalente,cuririendc que cantidades
similares de mensajero han sido transcriptas en los dos
cascs,

Evidentemente, en ¢l primer caso, la traduccidn ocurre

inmediatamente una vez que el crecimiento se reanuda, mientras
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Figura 11:

Cinéti. - de traduccidn del mensajero lactosa
sintetizadc en condiciones de ayuno en fuente
de carbono y aminodcidcs (condicidn AC ),

2001 fue precrecidc en Mj-glicercl y los

\N

- - o -
cminoadcidos necesarios. Despues de resuspen-
- - - . . ->
s10n en medic de crecimienteo se graficd

B-galacteosidasa en funci&n del tiempc.
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Figura 12:

Traducci®n del mensajero lactesa sintetizado
durante condiciones de ayunc simple (condicidn
A ). La misma cepa y procedimiento que en la
figura 11 fueron utilizados, Ff-galactosidasa

se grafic? en funcidn del tiempc luego de

resuspensién en medic de crecimiento.
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gura 13

Traduccidén del mensajerc lactosa sintetizade
durante condiciones de ayunc simple (A ),

Se utilizd acidc casamino 0,2

S

en lugar de tr -nina y leucina, 2001 se

recclectd en la fase evponencial y 1la

"

induccién se realizé en medic minimc

[®

glicerol. Desplies de eliminar el inductor

y restauracidn del crecimiento

D

f-galactosidasa se midid v se graficd er

funciZn del tiempo

- 48—



Figura 13
4 %00
£
~
o]
© )
e 1 001
©
©
»
(o]
(&)
T
©
o
' [{.1)
QO
|
<t
(o] o 4 A .
(- 120 300 MiN

48




que, en el segundo caso, la cindtica seguida es diferent€.

Cuando se representa la velocidad de sintesis enzimatica y
la velocidad de crecimiento ambas presentan una gréfica
muy similar,

Esta particularidad llevd a pensar que con las condiciones
de carencia utilizadas en la induccidn (A ), la posterior
traduccibn del mensajero, pudiera estar acoplada a la
sintesis de macromoléculas, especialmente la replicacidn
del ADN, ya gque por efecto de la carencia en aminoacidos
la velociadad de la misma se ve disminuida y un porcentaje
de &cido nucleico se ve sustraide a la maquinaria replicativa
por el tiempo correspondiente hasta tres generaciones (47),.

Para probar esta hipdtesis se procedid a estudiar
la traduccidn del mensajero lactosa transcripto a partir

de dos unidades replicativas distintas: episoma y cromosoma.

ITII.7 Cinéticas de traduccidn de genes lac cromosdmicos y

—

plasmidicos.

Dos cepas de E.coli fueron utilizadas para esta

experiencia, 2001 eon la dotacidn lac eromosdmica y

+
2x74/F'lac en el cual los genes lac son llevados en un

plésmido, cuya integracidn es impedida por una Jdeleci&n 2ac

en el cromosoma bacteriano. Las condiciones del experimento



estdn descriptas anteriormente (II.9 condicidn A ) y se
graficd la sintesis enzimdtica en funci?n del crecimiento
bacteriano. Como se muestra en lea figura 14 la cepa

F'lact tiene una produccidn enzindtica mayor que la cepa

lac cromosdmica en una relacidn 3:1. Con un pl3smido F

la replicacidn tiene lugar dos o trcs veces por cada repli-
cacién crcmosdmica (48) por lo cual se puede pensar que
este hecho es el responsable de lcs resultados obtenidos,
y la diferencia en la velocidad de sintesis enzimdtica
puede deberse:

1) diferencias en la concentracién del mensajero,

efecto "gene-dosage™

2) El1 reconocimiento del RNAm por la maquinaria traduc-

tora nc es el mismo en los dos casos.

Pero decidir entre las dos hipdtesis se realizd el mismo
experiemento perc variando los tiempos de induccidn en
una relacidn 3:1 de manera de obtemer cantidades similares
de mensajero transcripto.

Es importante remarcar quc para no perturbar la reinicia-
cidn de 1lcs ciclos de replicacidn una vez reanudado el
crecimiento, las condiciones de ayuno fueron logradas por
filtracidn por millipore y los lavados y la resuspensidn

se realizaron con medio precalentado a 37°C.



Figura 1u4:

Se graficd B -galactosidasa VS. crecimien-

to desplies de urna induccidn de 5 minutcs

en condiciones de ayuno simple (A ). O E.coli
- . 3 ™ +

2061 (lac cromosbmico). A E.coli 2x74/F'lac

( &+ lac / lac plasmidico).
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In las condiciones experimentales utilizadas, cantidades
similares de ARNm lactosa fueron obtenidas ya que la medi-
cidn en cultivos de doce horas indicd valores casi iguales
de enzima (22 y 18 unidades para la dotacidn lactosa
episdmnica ycromesimica respectivamente), Las cinéticas de
traduccidn, sin embargo scn diferentes. Inm la figura 15
ce puede observar que en el caso de genes lac episdmicos,
la sintesis de R-galactosidase se produjo en forma
discontinua, y el plateau se alcanz& en 300 minutcs,
en tanto que en el mismo pericdo la cepa lac cromosdmica
ha prcducido 1/3 de dicho valor.

En gridfice semilogaritmico, se compararon la sintesis
enzimdtica y el crecimiento ltacteriano. Para 2001 se cbservd
una velocidad similar en ambos casos. Por otra parte para
2x74/F'£25+ la relacién es 3:1., correspcndiente a una onda
de produccidn enzimdtica. Tcdos estos datcs indican una
relaci®n entre la traduccidén del mensajerc y el »rccesc
de replicacidn., (Fig.1l€)

De los resultados presentades se puede concluir que en
condicicvnes de ayune e¢n aminodcidecs y en prescncia de fuente
de carkcne existe sintesis de mensajero lactosa, sin embargc,
la2 observacidn de¢ la produccidén de [0 -galactosidasa 2 par-
tir de genes lac localizados en distintas unidades replica-

tivas, indica que cuandc la induccidn se realiza en dichas
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Figura 1 Cinéticas de traduccidn del mensajerc lactocsa

sintetizado durante condiciones simples de

ayuno (A ) por des cepas que portan los deter-

minantes lac c¢n diferentes estructuras repli-
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Representacidn de B-galactosidasa y creci-
mientc ys tiempo en prd&fico semilogaritmice,
del experimentoe descripto en la fig. 15. Las
lineas queltradas y simbclces plencs representan

curvas de crecimiento. Simbolos:

. . i +
~ BE.coli 2001 , » LE.cecli 2x74/Filac
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condicicnes, una correspondencia entre la traduccidn del
mensajero y la replicacién de su templado de ADN es 1la
respcnsable de las cinéticas cbtenidas .
El modelo que sugerimcs para explicar estcs hechos
propcne que, durante las condicicnes de ayuno simple
el ARNm inducidec gueda unide a su templado, y de esta
manera protegido de la degradacibén, siendo traducido
cuando su matriz de ADN se replica,.
Resultades dc¢ trabajos anteriores apoyan este hipbtesis,
Yensajeros estables han sido encontrados en cruces
gendticos en condiciones de ayuno simple (condicién A ) y
no de ayunc doble (condicidn AC ) (48). En distintos sistemas
se han detectado ARNm estables, siendc cxplicado dicha

estabilidad por su unidn a ADN ¢ memkranas (50,51).



CAPITULTGO IV

RESUMEN , DISCUSION , PERSPECTIVAS

A resar de la vasta infermacidn acumulada solre

la rerresiln catalélica, poco se crncce schre su mecanismc
molecular, y las evidencias presentacdas scn a menudo
contradictcrias. Come se ha mencionade antericrmente,

el AMPc y su proteina receptora actiian come mediadores

de este efectc, siendo su 1lugar genético de accidn

el promotor lactcsa. Perc ciertas lineas de investigacidn,
en distintas condicicnes experimentales, llevarcn a mostrar
que el fendmenc de represién y el rol del AMPc en el mismo
no pcdian explicarse totalmente por un modele de regulacidn
positiva. Por ejemplo, la represidn catardlica persiste

en mutantes de £E.coli que llevan delecicnes de las regic-
nes que controlan la transcripcién en el sistema lactcsa
(33), lo cue excluye la posiltilidad de una finica regulacidn
a2 nivel de la sintesis del mensajerc. Ademds cuando se

clserva la sintesis residual de f -galactosidasa,



luege de lloquear la transcripcién por distintas inhitide-
res, la adicidn de glucosa produce una disminucibdn de 1la
sintesis (30) y el agregado de AMPc estimula la traduccidn
del mensajero lactosa (34).

En este tralajo las etapas de transcripcidn y traduccidn
fueron separadas y se olservd la accidn producida pecr distin-
tos catalclitos en esta tGltima. Los resultados oltenidos mues
tran elocuentemente gue cuandc zalos rrocesos estdn desaco-
plados, la eficiencia diferente en la traduczidn del mensajero
lactosa deprende de la fuente de carlono utilizada en dicha
etapa. E1 método utilizado para llocguear 1la hriosintesis
de proteinas nc influye sclre este resultado, si Fien como
se seflald antericrmente, la concentracidn de clorafenicol

(5 ug/ml) resultd critico para ol:servar la posterior pro-

duccidn de G-galactosidasa.

En kase a tralajos presentados anteriormente (3¢,52),
donde ce sefiald una decocrdinacién en la velocidad de
sintesis de las enzimas del cperdn lactocsa en condicicnes
de fuente represidn cataldlica, se pcstuld gue en presencia
de gluccsa el m ARN es més activamente degradado, por 1lo

lidad de la existencia de un mecanismo

.

cual se pensf la pesidb
similar a) que opera en el fenémenc de la polaridad. Es por

eso que se decidid c¢lservar el compcrtamientc del mensajero



lactosa en mutantes suprescras de la pclaridad del tipo

. tuA. En dichas mutantes el mensajeroc es protegido

de la degradaci®n prclabtlemente por la falta de una
endconucleasa involucrada en diche procesr. La mutante
37R8, oltenida a partir de una cepa pclar extrema

en el gen Z, comc las del tipo  3&_§, mapea en las
proximidades del minuto 73 en el mapa de Taylor y rest--:a
la actividad de los genes distales del operdén lactosa

y no de la f-galactesidasa . Cuando se realizan las
cinéticas de traduccidn en 37R8 se vid que el ARNm

lactosa se traduce en glucosa tan eficientemente

como en .glicercl, lc que ccnfirma la hipétesis de

algln mecanisme comGn a la polaridad y & la represidn
cataltdélica. Sin emlargo, es de notar que dicha mutante
escapa a esa regulacidn sdlc en determinadas ccndiciones.
En efecto, el resultado obktenido cuandc se somete

a la mutante a pulscs de induccidn més lergos, o las
cindticas de induccién, luegc de precrecimiento en glucosa,
indican que hay otros factores, cue delen jugar un rol en
esta regulacidn, comc ser la accesiltilidad del mensajero

a las nucleasas, o componentes citcplasm&tices que ne scn

répidamente recuperades o sintetizados.



En las condicicnes experimentales utilizadas la
traduccidn del mensajerc es 1inesperadamente larga, dos
¢ tres generacicnes son necesarias para ottener una
traduccidn completa. Las cinéticas c! tenidas plantearon
la importancia de la estaltilidad del mensajero y es
por eso que se disefiaron experimentos para elucidar
el probtlema. Se pensd que una peculiar localizacidn
del mensajero era respcnsalle de este heche. Tralbajos
anteriores (53,54) estallecieron que el mensajerc
naciente puede estar distribuido en membranas, unido
al ADN y (o) a polisomas de donde se deduce que puede
ser degradado de distintas maneras de acuerdc a su loca-
lizacidn.

El primer hechc olservado fue que las distintas cinéticas
de traduccidn dependen de las ccndiciones de ayuno durante
la induacién. Nakada et al (46) sefialarcn que la transcrip-
cidn del mensajero lactcsa nc tiene lufar en ayuno de
aminodcidos y presencia de una fuente de carltonc . Si la
misma no esté presente la traduccidn del mensajerc lactosa
ccurre inmediatamente cuandc se restaura el crecimiento,
Este resultadec indica qgue en condicicnes de dolle ayuno
el mensajero permanece unidc a rilosonas y puede iniciarse

ensepuida la tr~duccién(55). En este tralajo se diseflaron



experimentos que indicaron que la presencia de una fuente

de carbono determina una cin€tica particular con un largo
periodo de latencia . Es justamente ese periodo el

que explica la discrepancia con los datos sefialados anterior-
mente que seflalaban ausencia de transcripcidn,

La velocidad de replicacifn de ADN se ve disminuida por
un ayuno previo en amino&cidos (47,56), es® . sefiald la
posibilidad que la traduccidn del mensajero lactosa
estuviese asociada a ese proceso. Los resultados obtenidos
en condicicnes de ayuno simple con dotaciones lactosa llevadas
por distintas unidades replicativas confirmaron esta hip8tesis,
Con un plésmido F'£32+ del que existen tres copias
por cromosoma ‘48,57), se constata que durante las dos
primeras generaciones la produccibén enzimdtica de los genes
lac plasmidicos con respecto a los situados en el cromosoma
guarda una relacidén 3:1. E1 ARNm lactosa quedaria asociado
a ADN traduciéndose al producirse la replicacidn de su
templado.

La existencia de ARNm de origen procariote estables ha
sido previamente sefialada (50; 51) y dicha estabilidad
explicada por la unién a ADNc membranas.

En este trabajo queda claramente demostrado que existe
una regulacidn a nivel de traduccibén en la represién catabé-

lica y analogias con el fenbmeno de polaridad. Ademés se



sefiala la importancia que la estalilidad del mensajero
juega en el procesc, estabilidad que depende de su peculiar
localizacidn,

Todcs les resultados oltenidos indican que la traduccidn
tiene un peso no desprecialle en el control de la expresidn
genética. Contrariamente al control a nivel de transcrip-
cidn que se ha descripto en modelos moleculares para
algunos sistemas, en el caso del control translacional
salvo para fagos ARN, la informacidn obtenida no alcanza
todavia a formularse en términos moleculares,

En sistemas procariotas existen evidencdas, como las
presentadas en este trabajo que sefialan el papel de 1la
traduccidn en la modulacidn de la expresidn genética., Datos
sobre elementos citoplasmiticos como factores de iniciacidn
y factores de accplamiento, y seleccidn de mensajeros por la
maquinaria traductiva, deben ser conocidos para aclarar
el mecanismos molecular de la represidn catakbdlica y contri-
buir a la elucidacidn del problema mds general del control
a nivel de traduccidn,.

Recientemente varios resultados han aumentado la
informacién sobre este <vtema . E1l hallazgo de secuencias
en el ARNr 16S, complementarias de las secuencias correspon-

dientes a los sitios de unidn a riblosomas en varios fagos



ARN(58), sefiala el reconocimiento de mensajeros por la
maquinaria traductora mediante una interaccidn ARN-ARN,
Evidencias de secuencias complementarias a las del ARNr
16S, llamadas Shine-Dalgarno, se sefialaron tambié&n en un
fago ADN, Tu,(sg). Yendo afin mds lejos en este tipo de

experimentos se encontrd (60) que la presencia de

factores de¢ iniciacidn y de la proteina ribosomal Sl’
favorecen en distintos grado la unidn a ribosomas de

los distintos cistrones de R siendo esta estimulacidn

17°?
indirectamente proporcional a la extensidn de la comple-
mentaridad ARNm-ARNr. De esta manera es posible que 1la
disponililidad de factores de iniciacidn y proteinas
ribosomales afecten la especificidad de la traduccidn.
Cualquier cambio e¢n el estado fisioldgico de una bacteria
podria entonces alterar su modo de traduccidn.

Una nueva forma de control translacional ha sido descrip-
ta para el represor del bacteriofago A , Una misma secuen-
cia de ADN podria ser transcripta con o sin su secuencia
de afinidad a ribesomas, segln ¢l promotor al cual se fijase
la polimerasa dependiendo de este hecho la afectividad de
su traduccidn.(61).

Todos estos datos indican, nc sblamente la variedad de

posibilidades de regulacidn de la c&lula procariota, sino



tambi&n que no parece muy lejana la formulacidén de modelos
mcleculares de contrcl translacional, La necesidad de poder
establecerlos en sistemas procariotas es de gran importancia
dado que se puede especular que en las c&lulas eucariotas,
donde la vida media del mensajeroc es relativamente larga,

la regulacidn de la sintesis de las enzimas especificas se

cumple principalmente a nivel post-transcripcional.
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