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C A P I T U L 0 I

I N T R 0 D U C C I O N

I.l.Generalidades

La alta velocidad de crecimiento de las bacterias y el

gran tamaño que alcanzan sus poblaciones las hacen especial­

mente sensibles a los cambios en el medio ambiente, es lógico

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 mecanismosoperan a distintos niyeles,

comoser la actividad enzimática, la velocidad de entrada

de los metabolitos exógenos, la expresión genética. En este

trabajo se ha estudiado un tipo de regulación que actúa

en el último nivel mencionado.

La secuencia de aminoácidos de una proteina y por lo

tanto su estructura final (l), está determinada por genes

llamados estructuralesw No son ellos los únicos que se

encuentran en el ADNbacterianou Existen genes para los ARN

de transferencia y ribosomal. Regiones que indican la inicia­

ción y la terminación de la sintesis del mensajero y t tlién

genes, llamados de control, que regulan la frecuencia a Ia

cual los genes estructurales se expresan,



1.2. Sistemas regulables. Operones.

La concentración intracelular de una gran parte de las

proteinas codificadas por los genes estructurales permanece

constante ante una amplia gama de variaciones en el medio

ambiente. Sin embargo, ciertas enzimas especificas necesarias

para la utilización de una determinada fuente de aarbono o

la sintesis de un aminoácido aparecen an respuesta a una dada

condición exógena.

deSi se observa la posición en el mapa de B.coli (2) o

5.tv:himurumn (3) de los genes responsables de dichas

enzimas, se puede constatar que están agrupados en una misma

región cromosomal, comoen el caso de lactosa, galactosa,

triptofano, histidina. En los ejemplos señalados anteriormen­

te, el nivel de todas las enzimas pertenecientes al
mismo camino metabólico aumenta o decrece de acuerdo a un

cambio en el ambiente: preSencia del azúcar o aminoácido

correspondiente.

Estos hechos pueden explicarse mediante el modelo del

operón propuesto por Jaco} y Monod(4).

Un operón consiste en una unidad de transcripción en 1a

ARNcual los genes estructurales se transcriben en un

policistrónico a partir de un punto fijo. Esto significa que

cada cperón posee un promotor al cual se fija la ARNpolíme­

rasa. En varios opcrones han sido identificados promotores



secundarios en el interior de los .mismos, pero cun una

afinidad por la polimerasa muyreducido. Para regular la

frecuencia a la cual la pclimerasa transcriba los genes

estructurales, hay una segunda región regulatoria que puede

ser de dos tipos: en cl caso en el cual el estado natural

del operón es de permitir la transcripción, el gen regulador

reciba el nombre de operador y de gen activador positivo

cuando, por el contrario, el operón en si mismoestá cerrado.

En el primer caso nos encontramos frente a un control negati­

vo y en el segundo frente a un control positivo, en ambos

casos están involucrados una proteina especifica y un

metabolito especifico. En la inducción 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 metabolito (lactosa y análogos); en la

represión coordinada de enzimas (sistema triptofano) el

producto del gen regulador es activado para convertirse

en represor, por el producto final del camino biosintético

(triptofano),Cuando la regulación es positiva, la transcrip­
ciÉn del operón requiere una proteina regulatoria, activador,

que POTsu unión al gen aCtiVadOT;ermite el pasaje ¿e-la pulimerta
Este actividcr necesita la presencia de un efector adecuado

de manera que la inducción o represión del sistema pueda

ocurrir (sistemas arabinosa y fosfatosa alealina).



La ventaja evolutiva que presentan los sistemas

inducibles es que evitan a los microorganismos el gasto de

energia que significa fabricar enzimas para metabolizar

un sustrato no corriente. Los sistemas represihles, al ser

regulados por el producto final, impiden la producción
innecesaria de las enzimas ¿e un determinado camino biosin­

tético.En este último caso fue demostrado (5) que la presen­

cia de un mecanismorepresible concede una ventaja evolutiva.

La pequeña cantidad de energia ahorrada por la represión

de un operón puede ser crucial para la sobrevivencia de

un organismo.

1.3. Ei operón lactosa SE E.coli. (Fig.1)

El operón lactosa de E.33¿i está compuesto por tres

genes estructurales . El gen E_codifica la enzima B-gelactosi­
dasa que hidroliza la lactosa en glucosa y galactosa. El

gen 1 especifica la B-galactosil permeasa involucrada en
el transporte de la lactosa. El producto del gen í es la
tiogalactésido transaceiiiasa cuya función es ¿esconocida.

La ARNpolimerasa (ARN-P)se fija al promotor, R, e inicia

la síntesis del mensajero en el sentido indicddo por las

flechase La transcripción contínua hasta que la polimerasa



Figura 1

La región lactosa de E.coli

El operón lactosa y el gen regulador adyacente.

B-galactosidasa B-galactpsi tiogalactósido
do permeasa transacetilasaF4L‘
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alcanza el terminador, E .

El gen i que .codifica por el repreSor se transcribe

en el mismo sentido que ei operón lactosa (6). Pero ia fiisma

polimerasa no transcribe el operón, Existe una Señal de

terminación entre el gen i y el promotor (íïe El renreSOr
impide Ia sintesis del mensajero uniéndóse al operador; La

interacción represor-operador no tiene lugar en presencia
del inductor CI).

La inducción del operón por su induetor fisióÍógiéó

aparente, sólo ocurre si la enzima Ságalactosídaáa eá

funcional. Esto se debe a‘que para provocar Ia inducción

la lactosa debe Ser convertida en alloélacfosa (BY; además

al menosque la nglactósido permeasa nea activa, ei

nivel intracelular de la lactosa cae por debajo del-nivel

necesario para una induoción continua; Éstos inconVeniente

pueden evitarse utilizarse inductores gratuitas, que no son

sustratos del sistema3 comoel isopropil-‘E-Dc Tiogáladtósido

('IPTG')'..

ImmvControl a nivel gs traduccién.

En los modelos discutidos anteriormente eI control-de la

expresiün genética Se realiza a niüel de la síntesis de

mensajero. Desde el punto de viSta de Ia edonomïa celular

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



gasto de energia que significa producir un mensajero que
no será utilizabie.

Sin embargo experiencias in vi&o e in Vitro señalan

la existencia de un control a nivel de traducción en distintos
sietemas.

La superinfección por Tu de B.coli infectado por fagos
ARNimpide la traducción de su genona . Esta inhibición

tiene lugar a nivel de los factores de iniciación de la bio­

síntesis de proteínas, eSpecïficamente F3(9).
Los sistemas más detalladamente estudiados en cuanto

a este tipo de control son los fagos ARNde B.coli

QB, f R17 y MS2’ 2'

En estos fagos se observó un efecto de decoordinación,

es decir las tres proteínas codificadas por el genona no se
sintetizan en el mismonúmero de moléculas. El análisis de

la secuencia de bases de R1; señala la posibilidad de la
formación de dobles cadenas parcialesque impiden la fija­

ción de los ribosomas, creando entonces sitios privilegiados

de iniciación (lO). Los fagos ARNhan dado también la

evidencia de la regulación de la traducción por pnoteínas

especificas. En efecto, la proteína de la cápside se fija

específicamente en la secuencia comprendida entre la termina­

ción de su correspondiente cistrón y la iniciación del subsi­

guiente, bloqueando la unión de los ribosomas (ll).



Si Bien en bacterias se presenta una situación distinta,

hay diferentes lineas de trabajo que señalan una regulación

de la traducción¿
Camtios drásticos en las condiciones de represión

de los sistemas triptofano y arginina evidencianon que la

preSencia del producto final en esas condiciones provoca la

detención de la traducción del menSajero preexistente (12,13).
Los resultados señalalan la posikle existencia de una molé­

cula regulatoria activa a nivel de traducción.

Conclusiones similares fueron obtenidas por McClellan

et al (14) sobre el mismooperón arginina,

El análisis del modode acción Entre E.coli , de un

grupo de bactericidas, los nitrofuranos, permitió obtener
resultados muyvaliosos en lo que concierne a la traducción

de mensajeros inducj¿1es (15). Estos antibióticos blo­

quean la síntesis de proteínas en la iniciación de la
traducción . B1 efecto es diferente en cuanto a concentra­

ción y período de latencia según se trate de enzimas induci­

lles (G -galactosidasa, galactoquinasa) o de otras enzimas

o proteinas celulares. La maquinaria traductora podria en­

tonces distinguir distintos mensajeros según las señales que
los mismos llevasen.

Trabajos recientes indican la existencia de un control

post-transcripcional cn la expresión de los genes de transfe­



rencia del factor sexual F(16);

Elementos como la conformación del mensajero, posibles

secuencias señales y ciertas proteinas especificas

jueguan un rol en la traducción del mensaje genético. Sin

embargo todavia no está claro cual es el mecanismo que permita

un cistrón deuna selección especifica de los mARNc de

un mensajero poligénibo para provocar su traducción pre­
ferencial.

Represión catabólica

Estudiando la sintesis de aminoácidos deaminasas, Bpps

y Gale (17) señalaron por primera vez el efecto de represión

ejercido por la glucosa.
metabolito sobre la sintesisEl efecto inhibidor de este

de S-galactosidasa fue puesto en evidencia por

HONOD(18),a partir de sus experiencias sobre la diauxia.

E.coli creciendo en un medio que posee glucosa y lactosa

como fuente de carbono, produce muy poca B-galactosidasa.

Al agotarse la glucosa del medio la velocidad diferencial

de síntesis de la enzima alcanza su máximo, para luego

producirse a una velocidad constante (19).

La fruCtosa manosa y otros compuestos ejercen también

este efecto sobre una cierta cantidad de enzimas inducibles,

fenómeno que se engloLa Lajo el nombre general de represión

eatabólica (2G).



La adición de glucosa a E.coli, creciendo en presencia
de otra fuente de carbono, provoca una fuerte represión

temporal de las enzimas del cperón :lactosa; llamada

represión transienta (21), la sintesis es luego reanudada

a una velocidad menor, y nos encontramos entonces frente

a la represión permanente, a la que se suele referir habi­

tualmente con el noere de represión catabólica. Ambosefec­

tcs pueden ser parcialmente suprimidos por el agregado de

AMPc.La concentración de dicho nucleótido necesaria para

eliminar la represión transiente, es menorque la requerida

para la represión permanente (22).

I.6.0hjetivos de este trabajo

Una de las primeras preguntas que se pueden hacer sobre

esta regulación es a que nivel de la biosintesis de proteinas

tiene lugar, ya sea en la transcripción del mensajero genético
o en 1a traducción del mismo.

Estudios in vino e in vitro sobre el efecto del AMPc

(23,2“) mostraron que su lugar genético de acción es el

promotor lactosa y que existe una proteína llamada CRP(CAP)

esencial para la misma. El complejo CRP-AMPces necesario

para la fijación de la polimerasa, fijación que seria impe­

dida por la glucosa al disminuir los niveles intracelulares

de AHPc. Trabajos recientes dan a la proteína RHO un rol



en esta regulación (25).

Del análisis de estos resultados un modelo de control

transcripcional de la represión catabólica parece imponerse.

Sin embargoalgunas contradicciones importantes permitie­

ron pensar que el control transcripcional no era .el

único, ni quizás. el esencial en el mantenimiento de la

represión catabólica:

l) Si bien el AMPCes indispensable para la transcripción

del mensajero lactosa, y el agregado de AMPcexógeno suprime

parcialmente la represión catahólica, no hay evidencias de

camLios significativos en la concentración de AMPcendógeno

cuando se comparancultivos crecidos en distintas condicio­

nes de represión (26), ni se ha demostrado una disminución

drástica del mismo, por el agregado de glucosa, a un culti­

vo que crece en otra fuente de C (27).

2) Efectos a nivel de traducción en la regulación por

catabolitos han sido encontrados en distintos sistemas

(28,29) y en lactosa en particular (30,31).

3) Perlman y Pastan encontraron que el AMPcjuega

un papel a nivel de la traducción en la sintesis de

Triptofanasa en E.coli (32).

H) Moses y Yudkin (33), en una aproximación genética

del problema, observaron que cepas que llevan deleciones de

distinto tamaño en cualquiera de los extremos del operón

lactosa, seguían siendo sensibles a la represión catabólica,



lo que excluye la posibilidad de un único control a nivel

de la sintesis del mensajero.

ó) Aboud et al (3M) mostraron que la presencia de glucosa

detenia la traducción del mRNAlactosa y que el agregado de

AMPcpromovia la traducción de dicho mensajero

G) Las numerosas evidencias acumuladas en estos últimos

años y discutidas anteriormente sobre el papel jugado por la

traducción en la regulación de los procesos celulares,

Todos estos hechos nos llevaron a investigar en que

medida existia una modulación a nivel de la traducción del

mensajero lactosa en condiciones de represión catatólica.
Para ello se realizaron estudios cinéticos de la

traducción de dicho mensajero en distintas condiciones de

represión. Las condiciones experimentales se eligieron de

manera de observar sólamente el fenómeno de represión perma­

nente. E.coli no presenta represión transiente cuando se
transfiere .de un medio con glicerol (o succínico) a un medio

con glucosa (21), pero si cuando se agrega glucosa a un

cultivo en glicerol. Se postuló tamtién una analogía con el

fenómeno de polaridad, para el cual Se analizó el comporta­

miento del mensajero en mutantes supresoras .

Los resultados obtenidos además de comprobar la existencia

de ese tipo de control y similitudes con efectos polares

señalaron una estabilidad inusual del mensajero.

Al diseñar experimentos para aclarar esta observación



se puso en evidencia una nueva posibilidad regulatoria reláa
cionada con la protección del mensajero en determinadas

condiciones experimentales. En efecto, la traducción del

mensajero lactosa sintetizado a partir de distintas unidades

replicativas, y luego de diferentes condiciones de ayuno

permitieron poner en evidencia que dicha estabilidad era

debida a una localización enpecial del ARNmy que su proCeso

de traducción estaba ligado a la replicación de su matriz

de ADN.

. 13 ­



C A P I T U L O II

MATERIALES l METODOS

II.l. Cepasbacterianas

. _ _= _u:í5;'>_c¿;i
cepas de Escherichïa coI1‘ Ki2
Ta_t1a__l_

Nombre Genotipo Origen

3.C00 HfrC thi Colección Jacob-Monod

2.001 F_thi,leu,treo,lac Y1,strR " " "
2.0w0 F-thi, is,arg,ade,lac Z,polar,

StI‘R n n |­

l + ' l + II H HRy/F lac t 1,. A lac/F lac

2x7'4/F'lac+ thi,his,arp, A lac /F'lac+ " "

37R8 EE}, his,arg,ade,lac Z polar,
suE, strR Este trabajo

37R8f thi,his,arg,ade,ilv,lac Z polar,
R |I 'IsuE, str

II.2 Medios Tampones

ML triptona 1%

extracto de levadura 0,5%
ClNa 0,5%

H
P = 7,3



ClNHu 0,1%9

ClNa 0,05%

souug.7520 0.002%
PouH2K 0,03%
Pounua2.12H20 1,5%

Aminoácidos 0,01% c hidratos de carbono
3,2% fueron agregados según fuese necesario.

Los medios sólidos fueron preparados por el agregado de agar

a una concentración final = 1 5%

.2 Tampón fosfato de sodio (pfi=7) quM

B -Mercaptoetanol 0.1M

SOuMg 1.10'":

SOuMn 2.10’"M

11.3 Aislamient é mutantesxsupresoras de la polaridad——_

Se utilizó el método de selección por melibiosa que permite

el crecimiento a 42°C dc aquellas bacterias que poseen

B - galactósido permeasa activa ya que la a-galactósido

permeasa es termcsensiblc. La cepa utilizada posee una muta­

ción polar en E .

108 células de un cultivo de una semana a temperatura

ambiente de 20mC, fueron semhradas en placas de medio minimo

M adicionadas de 0,2% de melibiosa y los aminoácidos necesa­9

rios. Las placas fueron incubadas cinco dias a 42‘C.

_ 15 _



Las colonias se pufificaron dos veces en el mismo medio

y en las mismas condiciones. A partir de cultivos en medio

minimo de las mismas se realizaron las mediciones de

B -galactosidasa,C.R.M. (material de reacción cruzada contra

un suero anti- S-galactosidasa ) y permeasa. Como20m0posee

una mutación polar extrema en el gen E , sólo aquellas

colonias que presentaron B —galactosidasa y C.R.M. negativos

y permeasa positiva fueron consideradas comomutantes supre­

soras de la polaridad. (35)

II.u. Transferencia de F'lac+

Cultivos de una noche en MLde 20m0, 37R8 2x74 y

RV/F'líg+ fueron diluidos cinco veces en el mismomedio e incu­

bados a 37°C durante dos horas con agitación Suave.

El cruce de realizó mezclando la cepa dadora, RV/F'lac+,

con cada una de las cepas receptoras en relación 1/20 e

incubando diez minutos a la misma temperatura sin agitación .

Los transconjugantes fermentadores de lactosa fueron

seleccionados en placas de medio minimo adicionadas de lactosa,

los aminoácidos necesarios y estreptomicina.

II.5 Mapeode las mutantes supresoras

Se realizó midiendo la frecuencia de cotransducción

con respecto al marcador isoleucina-valina.
a) Obtención de mutantes ilv

5 ml. de un cultivo en fase exponencial de 37R8 en caldo



nutritivo fueron centrifugados y resuspendidos en el

mismo volumen de medio fresco. Se agregó 0.1 ml de

dietil sulfonato (D.E.S) y la mezcla se incubó 30'

a 37°C. Luego de separar el D.E.S por decantación,

el cultivo se centrifugó y el pellet fue

resuspendido en 5ml de M9; 0,2ml de dicha resuspensión
se transfirieron a lO m1de caldo nutritivo y se procedió

a la incubación durante 18 hs. con agitación a 37°C;

El cultivo de una noche fue diluido diez veces y 0.1m1

se transfirieron a 10 ml de M9adicionados de glucosa,
histidina, argininn y adenina, más penicilina a una
concentración final de 200 U/ml. Se incubó 6 hs. con

agitación a 37°C y luego se procedió a la siembra en

placas de M glucosa, los requerimientos mencionados93

anteriormente, isoleucina y valina,de 0.1 m1de las di­
luciones : 10°, lO‘l,10"2 . Las placas fueron incubadas

ue hs. a 37°C.

Las placas que contenían entre 200 y 50 colonias

fueron replicadas sobre M9,glucosa, histidint,
arginina,adenina e incubadas 24 hs a 37°C.

Las ClCDGSthe nodieron colonias en las placas sin

isoleucina y valina, fueron purificadas dos veces s bre

medio completo, puestos en grilla y replicados sobre:



i) M9glucosa, histidina, arginina, adenina, isoleucina,
valina.

ii) M9glucosa, histidina, arginina, adenina

iii) M9melibiosa, histidina , arginina, adenina, isoleuci­
na, valina.

iv) Mgmelibiosa, histidina, arginina, adenina
Las dos primeras placas fueron incubadas a 37°C y

las dos últimas a H2°C. Los clones que continuaron a

seriil y capaces de fermentar la melibiosa, fueron compro­
bados en sus otros caracteres y guardados en agar

nutritivo punción. Unode dichos clones 37R8f se eligió

para continuar las experiencias.

b) Preparación dg_ug lisado transductor del fago Pivir

E. coli K12 3000 protótrofa cultivada en MLadicionado de

Clzcaa una concentración 5.10'3H, hasta comienzo de la
fase estacionaria. Se procedió luego a la infección por

un lLsado de Pl en una relación 106 f-agos/lO8 bacterias
durante 10 minutos a 30°C. Las bacterias infectadas se

sembraron en sobrecapa de agar blando en placas de

triptona adicionadas de C12Caa una concentración final
de 5.10"3 H. Luego de 8 hs de incubación a 37°C, Sv reco­

lectó la sobrecapa , se adicionaron algunas gotas de

CHCl3y se procedió a su centrifugación 10 minutos a
5.000 r.p.m. El sobrenadante fue titulado y guardado en



presencia de CHC13.

c) Tranri'íccii'g de 37Raf_

La cepa 37R8f se cultivó en MLadicionado de ClQCa
concentración final 5.1073 Mhasta comienzo de la fase

estacionaria. 0,5 ml del cultivo se incubaron con el

lisado preparado anteriormente, a multiplicidades de

infección: lO; 1510-1; 10-2; diez minutos a 30°C a1

final de los cuales 0,6 ml de citrato de sodio 20%

fueron agregados para impedir la absorción de más par­

tículas de fago. Los cuatro cultivos infectados fueron

sembrados en placas de M glucosa, histidina, arginina,g,
citrato de sodio (2 %) e incubados a 37°C durante 48 hs.

Dos controles con el lisado y el cultivo bacteriana

únicamente faeron realizados al mismotiempo.

El númerode colonias por placa resultó proporcional

a la multiplicidad de infección, 2MBcolonias fueron

purificadas en el mismomedio.

d) Erecuencia de marcadores no ‘seleccionados

Los clones elegidos fueron puestos en grilla en el

mismo medio y se Beplicaron sobre:

i) Mgmclibiosa, histidina, arginina, adenina

ii) H9glucosa, adenina, histidina

iii) H9glucosa, adenina, arginina



La primera placa se incubó a 42°C y las siguienfés

a 37°C durante 2h hs, procediendose luego á éóüfár lás

colonias para deterninar la fgecuencía

II‘S. Eficiencia de la detnz1íïï de la biosintesiá de_prpieigap

Se midió por la incorporación de aminoácidos radioac=

tivos en los cultivos: a) hambreados en aminoácidóá,

b) adicionados de cloranfenicola

a) Un cultivo de 23 ml en fase exponenciai de 2001 en M9

glucosa, trc.n¿¿a y leucina , se Centrifugé, lavo en

frio dos veces con medio minimo y se resuspendíó efl

M9glucosa. A una alícuota de IO ml se agregó Dei m1

de una solucion du' 0,1 mI de L«Ieucina 1.L‘CKSOuC) en

0.75 ml de scïucióu de L-leucina (450 ug/ml). La meZcï'

se incubó a 37°C y muestras de 1 m1 fueron tomadas

durante 20 minutos a.intervans-de Sw

Las muestras fueron precipitadas-por OvI mi de TC!

5“%, calentadas 15 minutos a 90°C, Colocadas en fiLfrc­

millipore, lavadas dos veces con TCA5%y Secadasy La

padioactividad en la fracción insolubLe Se midió en

un contador Nuclear cuinago a flujo gaseoso»

Un experimento control fue realiiado en-un CLÏ'Ïvo
con los aminoácidos necesarios

bZDa 25 ml de un cultivo de 3000 en M9 gTUÓOSGyse foma­

ron dos alicuotas dc 10 ml ,.a una de Ias duaïes se



II.7

II.8

agregó clorafenicol a concentración final de 5UF/ml

y la otra se utilizó comocontrol. Se incubaron

5 minutos a 37°C y se procedió al agregado de
14L-leucina C siguiéndose el mismoprocedimiento

descripto en a).

Cinéticas de traducción

Se prepararon cultivos en medio minimo con glucosa

o glicerol comofuente de carbono. Durante la fase de creci­

miento eXponencial, la sintesis de proteinas y el crecimiento

fueron detenidos ya sea por ayuno en aminoácidos o adición
8de doranfenicol (5 ug/ml / 3.10 células). El cultivo fue

entonces inducido por la adición de ÍLTG (iso-propol

HM.B- D Tiogalaotósido) a una concentración final de 5.10­

Despües de un periodo entre 2 a 5 minutos según los casos,

el cultivo fue rápidamente enfriado, centrifugado, resuspendido

en medio fresco y separado en dos fracciones. A cada uno de

ellas se agregaron diferentes fuentes de carbono y se incubaf
ron a 37°C. Se tomaron mUestras a distintos intervalos para

la medición del crecimiento y de B- galactosidasa.

Cinéticas ¿e inducción

Dos cultivos separados fueron precrecidos en rlieercl y

glucosa comofuentes de carbono respectivamente, recolectados

pelletdurante la fasc exponencial y cada dividido en dos



fracciones y luego resuspendido en dos
medios conteniendo las fuentes de carbono mencionadas ante­

. -u ., . .riormente e IPTG (10 Mconcentrac1on final). Los cultivos

se agitaron a 37°C y se tomaron muestras a distintos

intervalos para medición del crecimiento y de B-galactosidasa.

II.9 Experimentos de inducción en distintas condiciones de ayuno.

Las distintas cepas de E. coli K12fueron cultivadas

en Mgcon glicerol y los aminoácidos necesarios. Durante la
fase de crecimiento exponencial, las células fueron centri­

fugadas a 5°C y resuspendidas en medio M9libre de aminoáci­
dos y glicerol (condición AC_) o sólamente de aminoácidos

(condición A_). Los cultivos fueron llevados a 37°C e induci­

dos por adición de IPTG, 5.10-HMconcentración final, durante

5 minutos. El inductor fue eliminado por una nueva centri­

fugación a SCCy el pellet fue lavado una vez con M9 con
(condición A_) o sin glicerol. Las bacterias fueron resus­

pendidas en medio de crecimiento precalentado y agitadas

a 37°C . A tiempos diferentes se tomaron muestras para medida

del crecimiento y ensayo de a- galactosidasa. Cuandolas

condiciones del experimento lo reclamaban la eliminación del

inductor se realizó por filtración por millipora a tempera­
tura ambiente.

II.10 Técnica de precipitación inmunológica

Todas las diluciones se hicieron en tampon PM2,y el



volumen final de la reacción se ajustó a l ml. El suero

anti- B-palactosidgsa de B.coli (suero de cabra), se

agregó en 0,25 ml de la dilución conveniente (depende de

su titulo) y se agrega la cantidad de B- galactosidasa

en estudio. Los tubos se taparon se agitaron y se incubaron

72 hs. a H‘C. Después de la incubación se centrífugaagn,se

decantó el sobrenndante y se midió en este la actividad

enzimática residual por ml. Los controles consistieron en

tubos con diferentes cantidades de enzima y sin suero anti­

B —galactosi¿asa.

Los resultados se representaron en un gráfico en el cual

en ordenadas se colocó la actividad residual por ml y en

abcisas las unidades de enzima agregadas por ml. Por

extrapolación an las abcisas se determinó el punto de

precipitación máxima.

Para preparar los extractos enzimátiCOs, se inocularon

100 ml de Hg adicionado de glicerol y los aminoácidos nece­
sarios e IPTG 10'" M. Los cultivos se incubaron a 37°C

con agitación durante la noche. Las suspensiones bacterianas

se centrifugaron 10 minutos a 10.000g a HCCy los pellets

se reSuspendieron en 5m1 de PM2. Las células se rompieton
por tratamiento con el oscilador sónico.

Beanson a máxima salida, por periodos no mayores de HS

Segundos a 40€.



Los restos celulares se eliminaron por centrifugación a

15000 g 5 minutos y se determinó la actividad de B-galactosi­

dasa en los extractos.

II.ll Determinaciónde B-galactosidasa

Los extractos enzimáticos se obtuvieron en tampón PH2
luego de 30 segundos de sonicación en una oscilador sónico

Beanson a máxima salida. La reacción se llevó a cabo a 28°C

agregando a l m1 de muestra en PM2, 0,25 ml de ONPG
(o-nitrofenil - S - D-galactcsidfl) disuelto en fosfato de

sodio (pH=7) para alcanzar en ONPGy fosfato una concentración

final de 2.10'3 H y 0,1H respectivamente. La reacción se detuvc

al tiempo adecuado, por la adición de 0.5 ml de carbonato

de sodio 1M, y la densidad óptica fue medida a “20 nm en un

esPectrofotómetro (36).

Una unidad de enzima se iguala a 1 nm de ONPGhidrolizadol

min a 28°C , pH: 7 y 0,5 cm de camino óptico. Las absorban­

cias fueron corregidas para un camino óptico de 1 cm y el

aumento de la absorbancia del ONPa pH = ll .

11‘12 Determinación de B-galactósidc permeasa

El método que se usó es el descripto por Kepet (5”!
u ' ‘ I I / Ó fi1 C- :Érimetil- B- D-galact051do (TMG)se agrego a celulas

creciendo en fase logaritmica y a las cuales se preíncubó

con clorafenicol (lot qg/ml), a intervalos se tomaronmuestras





C A P I T U L O III

RESULTADOS

III.l. Traducción EBdiferentes medios

A fin de determinar a que nivel de la Liosintesis

de proteinas se produce la regulación por la glucosa el

primer pasc a realizar consistió en separar las etapas de

transcripción y traducción y observar la acción de dicho

catabclito cuando está presente en sólo una de las mismas.

Para ellc se procedió a inducir a1 mensajero lactosa

durante un paro de la biosintesis de proteinas. Dos métodos

fueron utilizados para producir dicho bloqueo:

l) El agregado de un antibiótico , cloranfenicol

2) Hambreado en aminoácidos de una cepaauxótrofa

En ambos casos se midió la eficiencia del bloqueo por 1a
. .. . 14 _ .1ncorporac1on de L-leuc1na C (II76). El experimento se

realizó en medio minimo y se obtuvo en ambos casos 90%

en la inhízición de la inccrpcración . Comoera de esperarse

la utilización de distintas fuentes de carbono: glucosa,

glicerol o succinico , no produjo ninguna variación

sobre el resultado (fig.2 y 3).
La concentración de cloranfenicol demostró ser critica,
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En efecto, si bien la eficiencia en el pafio de la bicsintesis

de proteinas para una gama comprendida entre 5 y lOO ug/ml

era la misma,para concentraciones mayores que lO ug/ml¿ una

vez reanudado el crecimiento la detección de fi pgalactosidaSa

era prácticamente nula, Esto puede deberse, entre otras causas,

a una acciñnsecundarïa del clcranfenicol a dichas

concentraciones sobre el mensajero preformado o a la modifiF

cación de un posible sitio específico en los riboeomas u

"otros componentes celulares para el reconocimiento de

ciertos mensajeros,

Comocon concentraciones entre 5 y lO ug/mlse obtenían

condiciones de bloqueo correctas se decidió

limitarse a las mismaspara observar la traducción del

mensajero_.lactosa en-medios que ejercen distinta represión
catabólica.

La primera experiencia fue llevada a cabo con la eepa

3000,-protótrofa..Un cultivo de la mismafue inducido durante

un bloqueo de la síntesis de proteínas por cloranfenicol

y la producción de fi-galactosidasa fue -medida en dos

medios diferentes que ejercen alta y baja represión catabóe

lica,glucosa ysuccïnico respectivamente (II- 7),
:El_resultado de dicho experimento puede verse en_ia-figu­

ra u. Vemosque la eficiencia de la traducción es diferente

según sea la fuente de carbono utilizada en.el.medio.-En el

caso en que la mismatiene un efecto catabólico ban,-ácido
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succïnico, la producción de B-palactosidasa alcanza

niveles más elevados que cuando se utiliza glucosa (alta

represión). Experimentos en los cuales se reemplazó el áci­

do succïnico por glicerol condujeron a resultados similares.

Para evaluar en que medida el método utilizado para dete­

ner la sintesis de proteínas influía en los resultados

obtenidos, se realizó el mismoexperimento utilizando esta

vez la cepa 2061, Auxótrofa e induciendo durante el hambreado

de aminoácidos (11.7).

El mismoresultado que en el caso de la cepa protótrofa

fue obtenido (fig.5).

Dos conclusiones surgen de esta última experiencia,

primero que la traducción diferencial obtenida no depende del

métodoutilizado para bloquear la síntesis de proteínas y

segundo que la síntesis de B-galactosidasa no se debe

a una inducción residual. En efecto, existe la posibilidad,

que a pesar de eliminar el inductor por centrifugación,

exista IPTGintracelular incorporado por transporte activo.

Esta posibilidad es desechada por la última experiencia des­

cripta, ya que la cepa utilizada es mutante de B-galactosidc

permeasa, no permitiendo la acumulación activa de IPTG.

Trabajos de Kaempfer et al (38) han demostrado que cuando

se eliminó el inductor mediante filtración por millipore, se

impide una reiniciación de la sintesis del mensajero lactosaa

Experiencias paralelas realizadas utilizando esta técnica
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permitieron constatar que el métodode centrifugación utiliza­

do en este tralajo reproduce las mismas condiciones.

III.2Hutantes sgpresoras de la polaridad

De los experimentos anteriores se desprende, que en

nuestras condiciones experimentales, la regulación por cataboli­

tos actüa a nivel de la traduación del mensajero lactosa .

Traïajos anteriores (39) señalaron una decoordinación

en la sintesis de las enzimas del operón lactosa en condicio­

nes de represión cataLólica máxima, producida por un

aporte constantemente limitante de la fuente de nitrógeno

(crecimiento lineal); la relación B-falactosidasa/
transacetilasa se ve alterada en comparación a condiciones

de crecimiento exponencial, o crecimiento lineal limitado

por la fuente de carbono.

Un posible mecanismo para explicar este fenómeno

puede ser similar al postulado para explicar la polaridad

Morse et al (HC), Hiraga ct al (H1). En los operones

Lacterianos la aparición de un codóh sin sentido o la

inserción de un segmento de ADNreduce la expresión de los

genes distales del mismooperón. Según los autores señala­

dos precedentemente la terminación prematura de la sintesis

de un ,oLipeptido originada por esas mutaciones, es debida al

desprendimiento de los ritosomas a nivel de las mismasvDentro



de un gen estructural, el mensajero queda entonces expuesto

a la degradación por nucleasas, al menos que la presencia

cercana de un codón de iniciación permita la fijación de los

ribosomas y por consiguiente la protección del mensajero
distal.

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

polaridad puede ser suprimida. El gen su A es considerado

responsable de la sintesis de una endonucleasa esencial

para la degradación del mensajero no traducido, pero disPen­

sable para el crecimiento normal (38,32).

En vista de comprobar si en ambos fenómenos estaban

involucrados mecanismossimilares, se aislaron mutantes

supresoraa de la polaridad (11.3) y se observó en las mismas

el comportamientodel mensajero lactosa en distintas

condiciones de represión.

El principio utilizado para uislar este tipo de mutantes

es que siendo la a -galactósi¿n permeasa termosensible,

sólo, la presencia de B-galactosido permeasa permite el

crecimiento de B.coli en melibiosa a temperaturas superiores

a 37°C . Siendo 20m0 una mutante polar extrema en g

la expresión de B-galactósido permeasa se Vc fuertemente

disminuida con respecto a la cepa protótrofa. Mutantes

supresoras de dicha mutación, al restaurar la expresión de

los genes distales, permite al mismotiempo el crecimiento
en melibiosa.



Para distinguir entre los clones Seleccionados los res

(ertñntesde los supresores se procedió a la determinación

de ‘g-galactosidasa, C.R.H. y Bagalacfósido permeaso

Un clon, entre los #8 analizados que presenta 12%de

restauración de la actividad de permeasa respecto a la

cepa original, C.R.H. y B—ga1actosidasa negativ05,37R8,

fue considerada comomutante supresora y elegida para

continuar las experiencias.
La localización de la mutación fue realiZada en 1a forma

descripta (11.5), oFteniéndOSe por transdudción con el

fago PI los siguientes resultados.

TABLA. g

Porcentaje marcador
no seleccionad9‘_

r - ,. + . tMarcador seleccionado z le mis» arg.

ÍIv+ 789

La mutación supresora es Contransducible con ¿}v, Io

que le sitúa en las proximidades del minuto 73 en el mapa

de Taylor (2), análogamente a En A .



III.3. Cinéticas de traducción en las mutantes supresoras.

Para estudiar la expresión de los genes lactosa en la
. , + . .cepa 37R8 un episoma F lac fue introdueido (II.u).

La traduacción del mensajero lactosa en función del tiempo

fue analizada comoen los casos anteriores, y los resultados

pueden verse en la figura 6. En condiciones de periodos

de inïuccién ccrtos, eficiencias similares en la producción

de B-galactosidasa fueron ¡ltenidos .Tanto que la

traducción del mensajero se realizase en glucosa comoen

glicerol. El resultado no se ve alterado por el método de

bloqueo de la sintesis de proteínas. El experimento control
. i + . .realizado ccn la cepa parental 20m0/Flac c01nc1de

con el de la cepa protctrcfa (fig.7);

3798 se comporta entonces comouna mutante resistente

a la represeión catabólica. Sin embargocuando se utilizan

periodos de inducción más largos los resultados difieren.

En efecto, la cinética de traducción luego de una inducción

de dos minutos (f;g.8) muestra que si bien durante el tiempo

correspondiente a una duplicación de la D0 37R8 se comporta

comoresistente a la represión catabólica, pasado ese límite

la síntesis de 3 —galactosidasa sólo tiene lugar en glicercl.

El comportamiento particular de esta cepa llevó a la

necesidad de analizar en más detalle 1a producción de enzima

para lc cual se analizaron cinéticas de inducción.
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III.“ Cinéticas de inducción

Las cinéticas de inducción de 3738 fueron comparadas en

diferentes condiciones, tanto en los periodos "f.‘:re como

postinducciñn(II 8). Los resultados se encuentran en la

figura 9.

Si los precultivos fueron realizados en glicerol la
sintesis diferencial de B —glactosidasano varia significa­
tivamente con las distintas fuentes de carbono adicionadas

junto con el inductor. Por el contrario, si el precrecimiento

tiene lugar en glucosa, una diferencia muchomás aprecia­

ble tiene lugar en la velocidad de síntesis enzimática.

El experimento control fue realizado con 20mO/F'lgs+

(fig¡lC) y la síntes’a diferencial de g —galactosidasa en

diferentes condiciones y diferentes cepas, tabuladas en

la tabla 3.

Tabla 3: Sintesis diferencial de B-galactosidasa (AZ/AB)

en glucosa y glicerol luego de condiciones de precrecimiento
diferentes.



Precre imicnto en glucosa Precrecimiento en gliceref
Cepas —————---——u-— —— - ­

Inducción Inducción Inducción Inducción
en glucosa en glicerol en glucosa en glicerol

2ÍJT/F'lac+ 5x 3.900 100 1.790

37R8/F'1ac+ 1.coo u.ooc 3.000 u.1oo

Se deduce de esta talla que si bien 37R8 presenta un

elevado nivel de resistencia a la represión catahólica, lo"o

resultados oLienidos luego de precrecimiento en glucosa seña­

lan una resistencia sólc parcial, indicando que ciertos
elementos citoplásmaticos que no son rápidamente recuperados

o sintetizados participan en esta regulación1

Los resultados obtenidos con la mutante 37R8, en lo

que, concierne a cinéticas de inducción y de traducción,

prueban que, evidentemente, debe haber similitud entre

los mecanismosactuantes en polaridad y en represión cata­
bólica.
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III.
U1 Inducción del mensajero lactosa en carencia de fuente de

\
garbono y de aminoácidos.

Desde las primeras cinéticas de traducción realizadas,

un hecho que llamó particularmente la atención, fue la gran

estabilidad del mensajero lactosa, Dicho mensajero fue sinteti­

zado en ausencia de sintcsis de proteinas lograda por hambrea­

do en aminoácidos o por la adición de un antibiótico. En esas

condiciones, si bien la sintesis de macromolGCulasse reduce

la transcripción continua tanto en cepas relajadas para la

sintesis de ARNmcomo en cepas a control restringido (H5). De

esta manera se produce acumulación de mensajero, cuya tra­

ducción se reanuda con el crecimiento.

Nakada et al (46) señalaron que la presencia de una

fuente de carbono, en condiciones de ayuno en aminoácidos,

impide la transcripción de los genes lactosa. Comoen

nuestras experiencias, llevadas a cabo con fuente de carbono,

la transcripción tuvo lugar, se procedió a variar las

condiciones de ayuno para observar el comportamiento del

mensajero durante su posterior traducción, con vista a

aclarar estes resultados diferentes y hallar una explicación
a la alta estabilidad observada.

La inducción de la cepa auxótrofa 2001 en condiciones

de doble ayuno, se realizó de la forma descripta (II.9) y el

_ un _



resultado que se observa en la figura ll, coincide con los

descriptos anteriormente (46). La traducción del mens;_

jero lactosa, medida comoactividad de B-galoctosidasa

en función del tiempo alcanza el plateau en 20 minutos.

III.6 Inducción en carencia de aminoácidos

E.c0ii 2001 se cultivó en medio minimo suplementado

con treonina leucina, y glicerol y la inducción se reali­
zó esta vez sólamente en carencia de aminoácidos (condición

A_) . En la figura 12 se observa el resultado de esta

experiencia, la sintesis enzimática se detiene luego de dos

tiempos de generación. El mismo experimento fue llevado

a cabo reemplazando treonina y leucina por ácidos dásamino 4

y un resultado similar fue obtenida (fig.13)a

La observación de ambos resultados, en condiciones de

doble ayuno (fig.ll) y ayuno simple (fig.12), lleva a las

siguientes conclusiones : l) al flatéau se alcanza en un
periodo de tiempo del orden de diez veces menor cuando la

fuente de carbono está ausenteí 2) La cantidad total de

enzima producida es equivalente,¿ufiriendc que cantidades
similares de mensajero han sido transcriptas en lós dos
casos.

Evidentemente, en el primer caso, la traducción ocurre

inmediatamente una vez que el crecimiento se reanuda, mientras
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que, en el segundo caso, la cinética seguida es diferentec
Cuandose representa la velocidad de sintesis enzimática y

la velocidad de crecimiento ambas presentan una gráfica

muy similar.

Esta particularidad llevó a pensar que con las condiciones

de carencia utilizadas en la inducción (A-), la posterior

traducción del mensajero, pudiera estar acoplada a la

sintesis de macromoléculas, especialmente la replicación

del ADN,ya que por efecto de la carencia en aminoácidos

la velociadad de la misma se ve disminuida y un porcentaje

de ácido nucleico se ve sustraido a la maquinaria replicativa

por el tiempo correspondiente hasta tres generaciones (H7i;

Para probar esta hipótesis se procedió a estudiar

la traducción del mensajero lactosa transcripto a partir

de dos unidades replicativas distintas: episoma y cromosoma.

III.7 Cinéticas de traducción de genes lac cromosómicos y

plasmidicos.

Dos cepas de E.coli fueron utilizadas para esta

experiencia, 2001 eon la dotación las eromosómicay

2x74/P'líí+ en el cual los ¿enga las son llevados en un

plásmido, cuya integración es impedida por una delecíón ¿gg
en el cromosomabacteriano. Las condiciones del experimento



están descriptas anteriormente (11.9 condición A-) y se

grafico la sintesis enzimática en función del crecimiento

bacteriano. Comose muestra en la figura 1a la cepa

F'lac+tiene una producción enzimática mayor que la cepa

las cromosómica en una relación 3:1. Con un plásmido F

la replicación tiene lugar dos o tres veces por cada repli­

cación cromosomica (48) por lo cual se puede pensar que

este hecho es el responsable de los resultados obtenidos,

y la diferencia en la velocidad de sintesis enzimática

puede deberse:

l) diferencias en la concentración del mensajero,

efecto "gene-dosage"

2) El reconocimiento del RNAmpor la maquinaria traduc;

tora no es el mismo en los dos casos;

Pero decidir entre las dos hipótesis se realizó el mismo

experiemento pero variando los tiempos de inducción en

una relación 3:1 de manera de obteaer cantidades similares

de mensajero transcripto.

Es importante remarcar que para no perturbar la reinicia­

ción de los ciclos de replicación una vez reanudado el

crecimiento, las condiciones de ayuno fueron logradas por

filtración por millipore y los lavados y la resuspensión

se realizaron con medio precalentado a 37°C.
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En las condiciones experimentales utilizadas, cantidades

similares de ARNmlactosa fueron obtenidas ya que la medi­

ción en cultivos de doce horas indicó valores casi iguales

de enzima (22 y 18 unidades para la dotación lactosa

episómica ycromco‘micarespectivamente). Las cinéticas de

traducción, sin embargoson diferentes. En la figura 15

se puede observar que en el caso de genes lag_ episómicos,

la sintesis de B-galactosidasa se produjo en forma

discontinua, y el plateau se alcanzó en 300 minutos,

en tanto que en el mismo período la cepa las cromosómica

ha producido 1/3 de dicho valor.

En gráfico semilogaritmico, se compararonla sintesis

enzimática y el crecimiento bacteriano. Para 2001 se observó

una velocidad similar en amboscasos. Por otra parte para

2x74/F‘l32+ la relación es 321., correspondiente a una onda
de producción enzimática. Todos estos datcs indican una

relación entre la traducción del mensajero y el proceso

de replicación.(Fig.16)
De los resultados presentados se puede concluir que en

condiciones de ayuno en aminoácidos y en presencia de fuente

de carbono existe sintesis de mensajero lactosa, sin embargC,

la observación dc la producción de B -galactosidasa a par­

tir de genes las Localizados en distintas unidades replica­
tivas,indïca que cuando la inducción se realiza en dichas



Figura 15: Cinéticas de traducción del mensajero lactosa

sintetizado durante condiciones simples de

ayuno (A_) por dos cepas que portan los deter­

minantes lag_en diferentes estructuras repli­

cativas. ó B.coli 2001 (las cromosómico);

AE.coli 2x 7h / F'líg+(lgg plasmídico); fue­
ton inducidas 9 min y 3 minutos respectiva­

mente despües de eliminar los aminoácidos por

filtración con Millipore. El lavado para la

remoción del inductor y la resuspensión en el
medio de crecimiento fueron hechos en medio

precalentado para no perturbar el proceso

de replicación.

- 53'­



15Figura

¡OL­

LIa

:E\3

PLos
mmem0«om_mm¡Q-q

no no

S3



"P
.51. .' I 1.:). .¡Í

:dgiQéxperi

ïifléáéïgpeb



16uraFi

.r­

1p

0040A_E\:VmanmÏomÉmuKh

min

51%



condiciones, una correspondencia entre la traducción del

mensajero y la replicación de su templado de ADNes la

responsable de las cinéticas obtenidas .

El modelo que sugerimos para explicar estos hechos

propone que, durante las condiciones de ayuno simple

el ARNminducido queda unido a su templado, y de esta

manera protegido de la degradación, siendo traducido

cuando su matriz de ADNse replica.

Resultados dc trabajos anteriores apoyan esta hipótesis,

Mensajeros estables han sido encontrados en cruces

genéticos en condiciones de ayuno simple (condición A_) y

no de ayuno doble (condición AC-) (ua). En distintos sistemas
se han detectado ARNmestables, siendo explicado dicha

estabilidad por su unión a ADNc membranas (50,51).



C A P I T U L 0 IV

RESUMEN , DISCUSION , PERSPECTIVAS

A yesar de la vasta informacion acumulada sorre

la represion catabElica, poco se conoce sokre su mecanismo

molecular, y las evidencias presentadas son a menudo

contradictorias. Comose ha mencionado anteriormente,

el AHPcy su yroteina receptora actúan como mediadores

de este efecto, siendo su lugar genético de acción

el promotor lactosa. Pero ciertas lineas de investigación,

en distintas condiciones experimentales, llevaron a mostrar

que el fenómeno de represión y el rol del AMPcen el mismo

no podian explicarse totalmente {or un modelo de regulación

positiva. Por ejemplo, la represión catarólica persiste
en mutantes de E.coli que llevan delecíones' de las regio­

nes que controlan la transcripción en el sistema lactosa

(33), lc que excluye 1a posibilidad de una única regulación

a nivel de la sintesis del mensajero. Ademáscuando se

Clserva la síntesis residual de B -galactosidasa,



luegc de Iloquear la transcripción por distintas inhihÍdOr

res, la adición de glucosa produce una disminución de la

sintesis (30) y el agregado de AMPcestimula la traducción

del mensajero lactosa (3M).

En este traïajo las etaras de transcripción y traducción

fueron separadas y se olservó la acción producida por distin­
tos catalolitos en esta última. Los resultados ohtenidos mues

tran elocuentemente que cuando :uíoa procesos están desaco­

plados, la eficiencia diferente en la traducción del mensajero
lactosa depende de la fuente de carLono utilizada en dicha

etapa. El métodoutilizado para Iloquear la biosïntesis

de proteinas no influye sclre este resultado, si bien como

se señaló anteriormente, la concentración de clorafenicol

(5 ug/ml) resultó critico para olservar la posterior pro­

ducción de B-galactosidasa.

En base a trabajos presentados anteriormente (33,52),
donde se señaló una decocrdinacién en la velocidad de

sintesis de las enzimas del operón lactoáa en condiciones

de fuente represión catarolica, se postuló que en presencia

de glucosa el m APNes más activamente degradado, por lo

cual se pensó la posibilidad de la existencia de un mecanismo

similar a1 que opera en el fenómeno de la polaridad. Es por

eso que se decidi? olservar el comportamiento del menSajero



lactosa en mutantes supreSoras de la polaridad del tipo

. :uA. En dichas mutantes el mensajero es protegido

de la degradación probablemente por la falta de una

endonucleasa involucrada en dicho proceso. La mutante

37R8, oltenida a partir de una cepa polar extrema

en el gen g, como las del tipo I ¿E_É, mapea en las

proximidades del minuto 73 en el mapa de Taylor y rert'wrï

la actividad de los genes distales del operón lactosa

y nc de la G-galactosidasa . Cuando se realizan las

cinéticas de traducción en 37R8 se vió que el ARNm

lactosa se traduce en glucosa tan eficientemente

comoen Lalicercl, lc que confirma la hipótesis de

algún mecanismo común a la polaridad y L la represión

catatólica. Sin emlargo, es de notar que dicha mutante

escapa a esa regulación solo en determinadas condiciones.

En efecto, el resultado obtenido cuando se somete

a la mutante a pulsos de inducción más largos, o las

cinéticas de inducción, luego de precrecimiento en glucosa,

indican que hay otros factores, que deïen jugar un rol en

esta regulación, comoser la accesibilidad del mensajero

a las nucleasas, o componentes citoplasmáticos que nc son

rápidamente recuperados o sintetizados.



En las condiciones experimentales utilizadas la

traducción del mensajero es inesperadamente larga, dos

o tres generaciones son necesarias para obtener una

traduccion Completa. Las cinéticas cltenidas plantearon

la importancia de la estabilidad del mensajero y es

por eso que se diseñaron experimentos para elucidar

el problema. Se pensó que una peculiar localización

del mensajero era responsaLle de este hecho. Trabajos

anteriores (53,54) establecieron que el mensajero

naci=nto puede estar distribuido en membranas, unido

al ADNy (o) a polisomns de donde se deducs que puede

ser degradado de distintas maneras de acuerdo a su loca­
lización.

El primer hecho observado fue que las distintas cinéticas

de traducción dependen de las condiciones de ayuno durante

la induación. Nakaóaet al (#6) señalaron que la transcrip­

ción del mensajero lactosa no tiene lufiar en ayuno de

aminoácidos y presencia de una fuente de carbono . Si la

mismano está presente la traducción del mensajero lactosa
ocurre inmediatamente cuando se restaura el crecimiento.

Este resultado indica que en condiciones de doble ayuno

el mensajero permanece unido a rihosonas y puede iniciarse

ensepuida la trz”" ;i*L(35). En este tralajo se diseñaron



experimentos que indicaron que la presencia de una fuente

de carbono determina una cinética particular con un largo

periodo de latencia . Bs justamente ese período el
que explica la discrepancia con los datos señalados anterior­

mente que señalaban ausencia de transcripción.

La velocidad de replicación de ADNse ve disminuida por

un ayuno previo en aminoácidos (H7,56), es" señaló la

posibilidad que la traducción del mensajero lactosa

estuviese asociada a ese proceso. Los resultados obtenidos

en condiciones de ayuno simple con dotaciones lactosa llevadas

por distintas unidades replicativas confirmaronesta hipótesis.

Con un plásmido F'lag+ del que existen tres copias

por cromosoma 'u8,57), se constata que durante las dos

primeras generaciones la producción enzimática de los genes

lao plasmídicos con respecto a los situados en el cromosoma

guarda una relación 3:1. El ARNmlactosa quedaria asociado

a ADNtraduciéndose al producirse la replicación de su

templado.

La existencia de ARNmde origen procariote estables ha

sido previamente señalada (50; 51) y dicha estabilidad

explicada por la unión a ADNo membranas.

En este trabajo queda claramente demostrado que existe

una regulación a nivel de traducción en la represión catabó­

lica y analogías con el fenómeno de polaridad. Ademásse



Señala la importancia que la estabilidad del mensajero

juega en el proceso, estabilidad que depende de su peculiar
localización.

Todos los resultados obtenidos indican que la traducción

tiene un Peso no desprecialle en el control de la expresión

genética. Contrariamente al control a nivel de transcrip­

ción que se ha descripto en modelos moleculares para

algunos sistemas, en el caso del control translacional

salvo para fagos ARN,la información obtenida no alcanza

todavia a formularse en términos moleculares.

En sistemas procariotas existen evidencias, comolas

presentadas en este trabajo que señalan el papel de la

traducción en la modulación de la expresión genética. Datos

sobre elementos citoplasmáticos comofactores de iniciación

y factores de acoplamiento, y selección de mensaíeros por la

maquinaria traductiva, deben ser conocidos para acIarar

el mecanismosmolecular de la represión catabálíca y contri«

buir a la elucidación del problema más general del control
a nivel de traducción”

Recientemente varios resultados han-aumentado la

información sobre este tema . El hallazgo de secuencias

en el ARNr1-68hcomplementarias de las secuencias corresponw

dientes.a los sitios de unión a ribosomas en varios-fagos



ARN(58), señala el reconocimiento de mensajeros por la

maquinaria traductora mediante una interacción ARN-ARN.

Evidencias de secuencias complementarias a las del ARNr

168, llamadas Shine-Dalgarno, se señalaron también en un

fago ADN,Tu,(59). Yendo aún más lejos en este tipo de

experimentos se encontró (60) que la presencia de

factores de iniciación y de la proteina ribosomal 81,
favorecen en distintos grado la unión a ribosomas de

los distintos cistrones de R17, siendo esta estimulación
indirectamente proporcional a la extensión de la comple­

mentaridad ARNm-ARNr.De esta manera es posible que la

disponibilidad de factores de iniciación y proteinas

ribosomales afecten la especificidad de la traducción.

Cualquier cambio en el estado fisiológico de una bacteria

podria entonces alterar su modode traducción.

Una nueva forma de control translacional ha sido descrip­

ta para el represor del bacteriofago .A . Una misma secuen­

cia de ADNpodría ser transcripta con o sin su secuencia

de afinidad a ribesomas, según el promotor al cual se fijase

la polimerasa dependiendo de este hecho la afectividad de

su traducción.(61).

Todos estos datos indican, no sólamente la variedad de

posibilidades de regulación de la célula procariota, sino



también que no parece muy lejana la formulación de modelos

moleculares de control translacional. La necesidad de poder

establecerlos en sistemas procariotas es de gran importancia

dado que se puede especular que en las células eucariotas,

donde la vida media del mensajero es relativamente larga,

la regulación de la sintesis de las enzimas especificas Se

cumpleprincipalmente a nivel post-transcripcional.

KM ¿»Mew
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