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CAFITULDO I

INTRODUCCTION

I.l.Generalidades

La alta velocidad de crecimiento de las lLacterias y el
gran tamafio que alcanzan sus poblaciones las hacen especial-
mente sensitles a los cambios en el medio ambiente, es ldgico
suponer entonces que los organismos preservados a lo largo
del proceso evolutivo han desarrollado numerosos y refinados
mecanismos de control, que permitieron lograr una elevade
economia celular. Estos mecanismos operan a c¢istintos niveles,
como ser la actividacd enzimdtica, la velocidad de entrada
de los nretatolitos exfgenos, la expresfbn senética. En este
trabajo se ha estudiado un tipo de regulacidn que actfia
en el GGltimo nivel wmencionado.

La secuencia de amino4cidos de una proteina y por lo
tanto su estructura final (1), estd determinada por genes
llamados estructurales. Yo son ellos los Gnicos que se
encuentran en el ADN bacteriano. Existen penes para los ARN
de transferencia y ribosomal. Regiones que indican la inieia-
cidn y la terminacién de la sintesis del mensajero y t = ién
genes, llamados de control, que resulan la frecuencia a la

cual los fecnes estructurales se eXpresan..



I.,2,

Sistemas regulables, Operones.

La concentracidn intracelular de una gran parte de las
proteinas ccdificadas por los genes estructurales permanece
censtante ante una amplia gama de¢e variaciones en el medio
ambiente, Sin emlargo, ciertas enzimas especificas necesarias
para la utilizacién de una determinada fuente de earlono o
la sintesis de un aminofdcido aparecen an respuesta a una dada
condicidén ex8gena.

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

$,tvcshimurdmr. (3) de los genes responsables de dichas

enzimas, se puede ccnstatar que estdn agrupados en una misma
regidn cromoscmal, como en el caso de lactosa, galactosa,
triptofano, histidina. En los ejemplos scfialados anteriormen-
te, el nivel de todas las enzimas pertenecilentes al

mismo camino metatdlicc aumenta o decrece de acuerdo a un
camtio en el ambiente: presencia del azficar o aminc8cido
correspondiente.

Estos hechos pueden explicarse mediante el modelo del
operdn propuesto por Jaccl y Monod(h4).

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

rasa. En varios opcrcnes han sido identificadcs promotores




secundarios en el interior de los .mismos, pero cun una
afinidad por la pclimerasa muy reducido. Para regular la
frecuencia a la cual la pclimerasa transcrilba los genes
estructurales, hay una segunda regidn regulatcria que puede
ser de dos tipcs: en c¢l caso en el cual el estado natural
del operdn es cde permitir la transcripcién, el gen regulador
reciba el nombre de operador y de gen activador positivo
cuando, por el ccntrario, el operdén en si mismo est8 cerrado.
En el primer casc nos encontramos frente a un control negati-
vo y en ¢l segundo frente a un control pecsitivc, en ambos
cascs estdn invcolucrados una prcteina especifica y un
metatolito especifico., En la induccié&n coordinada de enzimas
(sistema lactecsa), la proteina, producto de un gen regula-
dor, llamada represor, se fija al cperador y es inactivada
por un determinado metakolitc (lactcsa y an&logos); en la
represidn ccordinada de enzimas (sistema triptofano) el
producto del gen reguladcr es activado para convertirse

en represor, por el producto final del camino bicsintétice
(triptofano), Cuando la regulacidn es positiva, la transcrip-
ciZn del operdn requierc una proteina regulatoria, activador,
que por su unidén al gen activador ;armite el pasaie <Je la p:limerds:
Este activider necesita la presencia de un efector adecuado
de manera que la induccidén b represidn del sistema pueda

ccurrir (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 sugtpato no corriente. Los sistemas represiktles, al ser
regulados por el producte final, impiden la preduccibn
innecesaria de las enzimes Ee un determinado camino tiosin-
tético,En este filtime caso fue demostrado (5) que la presen-
cia de un mecanismo represible concede una ventaja evolutiveae,
La pequefia eantidad de energia ahorrada por la represidn
de un operdn puede ser erucial para la sobtrevivencia de

un organismo,

I.3. El operdn lactosa en E.coli. (Fig.1)

El operbn lactosa de E'Eﬂii estf compuesto por tres
genes estructurales . ELl gemn é_codifica la enzima B-gelactosi-
dasa que hidroliza la lactosa em glucosa y galactesa, El
gen ¥ especifica la f-galactosil permeasa fmvolucrada en
el *ramsperte de la lactosa. EI producto del gen a es la
tiogalactésideo transacelilasa cuya funmcidn es desconocida.
La ARN polimerasa (ARN-P) se fija al promotor, p, e inilcia
la sintesis del mensajero en el sentico indicedo por las

flechas. La transcripcidn continua hasta que la polimerasa



Figura 1

La regidn lactosa de E.coli

El operén lactosa y el .gen regulador adyacente.

fA-galactosidasa f-galactbei tiogalactbsido
do permeasa transacetilasa
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alcanza el terminador, t .

El gen i que .codifica por el represor se transeribe
en el mismo sentido que el operdn lactosa (6). Pero la misma
polimerasa mo transcribe el operdn, Existe una sefial de
terminacidn entre ¢l gen i y el promctor (7). El represor
impide Ia sintesis del mensajero uniéndése al operador. La
interaccidn represor=-operador no ftiene lugar en presenéia
del inductor (I).

La induccidn del operdn por su inductor fisiclégiéd
aparente, sdlo ecurre si l1d enzima 8=galactosidasa e§
funcional. Esto se debe a que para provocar la induccién
la lactosa debe ser convertida en allo-lacfosa (8), adem&s
al menos que la (-glactésido permeasa mea activa, el
nivel intracelular de la lactosa cae por debajo del nivel
necesario para una induccidn continua. Estos inconveniénte
pueden evitarse utilizarse inductores gratuitos, que no son
sustratos del sistema, como el isopropil-- g-D. Ticgzlactédsido

(IPTC) .

I.4.. Control a nivel de traduccidn.

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

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




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

Sin embargo experiencias in vivc e in vitro sefialan

la existencia de un control a nivel de traduccién en distintos
sibtemas,

La superinfeccidn por Tl+ de E.coli infectado por fagos
ARN impide la traduccidn de su genona . Lsta inhibicidn
tiene lugar a nivel de los factores de iniciacidn de la bio-
sintesis de proteinas, especificamente F3(9).

Los sistermas mds detalladamente estudiados en cuanto
a este tipo de control son los fagos ARN de E.coli
QB, f,,R,, y MS,.

En estos fagos se observd un efecto de decodfdinacién,
es decir las tres proteinas codificadas por el genona no se
sintetizan en el mismo nfimero de moléculas. El ani&lisis de
la secuencia cde Lases de ng sefiala la posibilidad de 1la
formacidn de dolles cadenas parciales que impiden la fija-
cidén de los ribosamas, creando entonces sitios privilegiados
de iniciacidn (1C). Los fagos ARN han dado también la
evidencia de la regulacién de la traduccidn por ppboteinas
especificas. En efecto, la proteina de la capsicde se fija
especificamente en la secuencia comprendida entre la termina-
cidn de su correspondiente cistrdn y la iniciacidn del sulbsi-

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



Si ﬁien en tacterias se presenta una situacién distinta,
hay diferentes lineas de trabajo que safialan una regulacidn
de la traduccidn.

Camkios drasticos en las condiciones de represidn
de los sistemas triptofano y arginina evidenciabon que la
precsencia del producto final en esasd condicicnes provoca la
detencidn de la traduccidn del mensajerc preexistente (12,13),
Los resultades sefialalan la posilile existencia de una mclé-
cula regulatoria activa a nivel de traduccidn.

Conclusiones similares fueron ohtenidas por Mc Clellan
et al (14) sclkre el mismo operdén arginina,

El andlisis del modc d& accié&n &ctre E.cecli , de un
grupo de Lactericidas, lcs nitrqfuranos, permitid obtener
resul+tadcs muy valiosos en lo que concierne a la traduccidn
de mensajercs inducilles (15). Estos antilidticos Llo-
quean la sintesis de proteinas en la iniciacidn de la
traduccién . El1 efecto es diferente en cuanto a ccncentra-
cidn y periodo de latencia segflin se trate de enzimas induci-
tles (B -galactosidasa, galactcaquinasa) o de ctras enzimas
¢ proteinas celulares. La maquinaria traductora podria en-
tonces distinguir distintos mensajeros segfin las sefiales que
los mismes llevasen.

Tralajos recientes incdican la existencia de un control

poest-transcripcicnal cn la expresidn de los genes de transfe-



rencia del factor sexual F(1l€),

Elementos como la conformacién del mensajero, pcsibles
secuencias sefiales y ciertas prcteinas especificas
juefsuan un rol en la tracduccidn del mensaje pendtico. Sin
embarfo todavia no estd claro cual es el mecanismo que permita
una seleccién especifica de les mARN ¢ de un cistrdn de
un mensajerc pecligénico para provocar su traduccidn pre-

ferencial,

I.5. Represidn catalélica

Estudiando la sintesis de amino&cidos deaminasas, Epps
y Gale (17) sefialaron por primera vez el efectc de represiédn
ejercido por la pglucosa.

Fl efecto inhibkildor de este metaholito sobre la eintesis
cde 8~-galactesidasa fue puestc en evidencia por
HONOD(18), a partir de sus experiencias sobre la diauxia,
E.coli creciendo en un nedio que posee glucosa y lactosa
comc fuente de carbtono, produce muy poca B-galactosidasé.
L1 agetarse la glucosa del medio la velocidad diferencial
de sintesis de la enzima alcanza su méximo, para luego
producirse a una velocidad constante (19),

La fructcsa mancsa y otros ccmpuestos éjercen tamtién

este efecto solre una cierta cantidad de c¢nzimas inducibles,
fenbmeno que se englola Lajo el nomlre general de represidn

aatabdlica (27).




La acdicién de glucosa a E.coli, creciendo en presencia
de otra fuente de cartene, provoca una fuerte represidn
temporal de las enzimas del cperén .-lactosa; llamada
represidn transienta (31), la sintesis es luego reanudada
a una veleccidad menor, y nos encontramos entonces frente
a la represidn permanente, a la que se suelc referir habi-
tualmente con el nomire de represidn caraltdlica. Ambos efec-
tcs pueden ser parcialmente suprimidos por el agregado de
AMPc. La concentracidn de dichc nucledétido necesaria para
eliminar la represién transiente, es menor que la requerida

para la represidn permanente (22),.

I.6,0kjetivos de este traltajo

Una ée las primeras preguntas que se pueden hacer sclre
esta regulacidn es a que nivel de la Liosintesis de prcteinas
tiene lugar, ya sea en la transcripcidn del mensajero gemnStico
o en la traduccidn del mismo,

Estudios in viwo e in vitro sctre el efecto del AMPc

(23,24) mcstrarcon gue su lugar genético ée accidn es el
promotor lactosa y que existe una proteina llamada CRP(CAP)
esencial para la misma, El complejo CRP-AMPc es necesarioc
para la fijacidn de la polimerasa, fijaciém que seria impe-
dida por la glucosa al disminuir los niveles intracelulares

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



en esta regulacidén (25).

Del andlisis de estos resultados un mcdelo de ceontrol
transcripcional de la represién cataldlica parece imponerse.
Sin embargo algunas ccntradicciones impcrtantes permitie-
ron pensar que el ccntrol transcripcicnal no era . el
Ginico, ni quizads el esencial en el mantenimiento de la
represién catal:dlica:

1) Si bien el AMPc es indispensable para la transcripcidn
del mensajero lactecsa, y el agregado de AMPc exdgeno suprime
parcialmente la represiin catatdlica, no hay evidencias de
camlice significatives en la concentracidn de AMPc enddgeno
cuando se comparan cultivos crecidcs en distintas condicio-
nes de represi?n (26), ni se ha demcstrado una disminucidn
dr@stica del mismo, prr el agregado de glucesa, a un culti-
vo que crece en otra fuente de C (27).

2) Cfectos a nivel de traduccidn en la regulacidn por
caktalclitos han sido encontrados en distintos sistemas
(28,29) y en lactcsa 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) Mcses y Yudkin (33), en una aproximacidn genética
del probtlema, olservarcn gque cepas que llevan deleciones de
distinto tamafio en cualquiera de los extremos del operdn

lactesa. seguian sicendo sensitles a la represién catabdlica,



lo que excluye la posibilidad de un fnico ccntrol 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 fGltimos
afilos y discutidas anteriormente solre el papel jugado por la
traduccidn en la regulacidn de lcs procesos celulares,

Todos estos hechos nos llevarcn a investigar en que
medida existia una modulacidn a nivel de la traduccidn del
mensajero lactcsa en condiciones de represidn catatkdlica,

Para ellc se realizaron estudics cinéticos de 1la
traduccidn de dichc mensajero en distintas condicicnes de
represidn. Las condicicnes experimentales se eligieron de
manera de olservar sflamente el fendmenc de represién perma-
nente. E.coli no presenta represidn transiente cuando se
transfiere ‘de un medio cen glicerol (o succinico) a un medio
con glucosa (21), pero si cuando se agfrega glucosa a un
cultivo en glicercl. Se postuld tamlién una analogia con el
fendmeno de polaridad, para el cual se analizd el comporta-
miento del mensajero en mutantes supresoras .

Les resultados obtenidos ademds de comprolbar la existencia
de ese tipo de ccntrel y similitudes con efectos polares
sefalaron una estalbilidad inusual del mensajero.

Al disefiar experimentos para aclarar csta observacién



se puso en evidencia una nueva posibi;idad regulatoria relas
cionada con la proteccidn del mensajero en determinadas
condiciones experimentales. En efecto, la traduceidn del
mensajerc lactosa sintetizado a partgr de distintas uhidades
replicativas, f luego de diferentes c¢ondiciones de ayuneo
permitiercn poner en evidencia que dicha estabilidad era
debida a una localizacién empecial del ARNm y que su proceso

de traduccidn estalta ligadc a la replicacidn de su matrie

de ADN.

- 1% -



CAPITULO 1II

MATERIALES Y METODOS

IT.1. Cepas bacterianas

. IEEEE L T !
Cepas de Lscherichia c¢ola- Ki?
Tartla 1
Nomkre Genotipo Origen
3.000 HfrC thi Coleccidn Jacol-Monod
2.001 F thi,lecu,trec,lac Yl,strR " " "
2,0w0 F thi,his,arr,ade,lac Z,polar,
StrR 1" " 1
? + > 1 + " 1" "
R¥y/F'lac thi, L lac/F'lac
2x74/F'lac+ thi,his,arg, & lac /F'lac+ " "
37RS thi, his,arg,ade,lac Z pclar,
sup, str Lste traltajo
37R8F thi,bis,arg,ade,ilv,lac Z polar,
sup, strR . " "
II.2 Mediecs Tampones
ML triptona 1%
extracte de levadura 0,5%
ClNa 0,5%
H
P = 7,3

- 14 -




C1H,, 0,1%

9
Clda 0,05%
50,1, +7H,0 0,002%
PO, H, K 0,03%
PO, ENa,.12H,0 1,5%

Aminodcidos 0,01% ¢ hidratos de carbono
3,2% fueron agregados seglin fuese necesario,

Les medios s8lidos fuercn preparados por el agregado de agar

a una concentracidn final =1 5%

‘2 Tampdn fosfato de sodio (pk=7) CelM
B -¥Mercaptcetanol 0.1M
SO, Mg 1.10"%
€0, M _ 2,10 "y

I1,3 Aislamiento de mutantes~supresoras de la polaridad

Se utilizd el métcdo de seleccidn por melibiosa que permite

el crecimiento a 42°C dc aquellas bacterias que poseen
B - galactdsido permeasa activa y& que la a-galactésido

permeasa es termcsensitle, La cepa utilizada posee una muta-
cidén polar en Z .

108 células de un cultivo de una semana a temperatura
ambiente de 20wC, fueron semlradas en placas de medic minimo
”g adicionadas de 0,2% de melibiosa y los aminofcides necesa-

rios, Las placas fueron incuhadas 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 mismas se realizaron las mediciones de

8 -galactosidasa,C.R.M. (material de reaccidn cruzada ccntra

un suero anti- 8-galactcsidasa ) y permeasa. Como 20w0 posee

una mutacidn polar extrema en el gen Z , sbdlo aquellas

colon

ias que presentarcn @ -galactosidasa y C.R,M. negativos

y permeasa positiva fueron cocnsicderadas como mutantes supre-

soras

II.4., Tra

de la polaridad. (35)

. +
nsferencia de F'lac

Cultivos de una noche en ML de 2Cw0, 37R8 2x74 y

+ . . . . .
RV/F'lac fueron diluidos cinco veces en el mismo medio e incu-

bado

cen

incu

sele

lcs

s a 37°C durante dos horas con agitacidn suave.

.. , +
El cruce de realizd mezclando la cepa dadora, RV/F'lac ,
cada una de las cepas receptoras en relacidn 1/20 e
bando diez minutos a la misma temperatura sin agitacidén .
Lcs transconjugantes fermentadores de lactosa fueron
ccionados en placas de medio minimo adicionadas de lactosa,

aminodcidos necesarics y estreptomicina.

IT.5 Mapeo de las mutantes supresoras

ceon
a) o

Se realizé midiendo la frecuencia de cotransduccién

respectc al marcador isoleucina-valina.

(o]
v

H

btencién de mutantes 1

5

ml. de un cultivec 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 incub8 30'

a 37°C. Luego de separar el D.E.8 por decantacién,

el cultivo se centrifugd y el pellet fue

resuspendido en 5ml de Mg; 0,2ml1 de dicha resuspensidn
ce transfirieron a 10 ml de caldo nutritivo y se procedid
a la incubacidn durante 18 hs. con agitacidn a 37°C.
El cultive de una noche fue diluido diez veces y 0,1lml
se transfirieron a 10 ml de Mg adicionados de glucosa,
histidina, srzinine y adenina, mas penicilina a una
concentracidn final de 200 U/ml, Se incubd 6 hs. con
agitacidén 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 1las di-
0"%,1072

hl

luciones : 10°, 1 o1 . Las placas fueron incubadas
48 hs. a 37°C,

Las placas que contenian entre 20C y 50 colonias
fueron replicadas sobre Mg, glucosa, histidina,
arginina,adenina e incubadas 24 hs a 37¢C,

Lac clcnes.cve nodieron colonias en las placas sin

isoleucina y valina, fuercn purificadas dos veces r bre

medio completo, puestos en grilla y replicados sobre:



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

ii) Mg glucosa, histidina, arginina, adenina

iii) Mg melibiosa, histiding , arginina, adenina, isoleuci-
na, valina,

iv) M_, melibiosa, histidina, arginina, adenina

9
Las dos primeras placas fueron incubadas a 37°C y
las dos Gltimas a 42°C, Los clones que continuaron a

ser ilv y capaces de fermentar la melibiosa, fueron cémpro-
bados en sus otrcs caracteres y guardados en agar

nutritiyo puncidn., Unc de dichos clones 37R8f se eligid

para ccntinuar las experiencias.

b) Preparacidn de Eg.lisado transductor del fago P1Vip

E. coli K12 3000 protbétrofa cultivada en ML adicionado de
Cl2caa_una concentracidn 5.10—3H, hasta comienzo de la
fase estacionaria. Se procedid luego a la infeccidn por
un lisado de Pl en una relacién 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 Clzca a una concentracidén final
de 5.1073 n, Luego de 8 hs de incutacidn a 37°C, s¢ .«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
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presencia de CHCla.

¢) Trenc’ucci’n_de 37R8F

La cepa 37R8f se cultivd en ML adicicnado de Cl_Ca

3 M hasta comienzc de la fase

concentracién final 5,107
estacionaria. 06,5 ml del cultivc se incubaron con el
lisadc prerarado antericrmente, a multiplicidades de
infeccin: 1¢; 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 absorcién de m&s par-
ticulas de rago. Lcs cuatrc cultivos infectados fuercn

sembrados en placas de M glucosa, histidina, arginina,

g’
citrato de scdio (2 %) e incubtados a 37°C durante 48 hs,
Dcs controics con el lisado y el cultivo bacteriano
Ginicamente faeron realizados al mismo tiempo.

El nfimero de colonias por placa resulté proporcional

a la multiplicidad de infeccidn, 248 colonias fueron

purificadas en el mismc medio.

d) Frecuencia de marcadores no _‘seleccionados

Los clones elegidos fuercn puestos en grilla en el

mismo medio y se meplicaromn sobre:

i) M_ melibiosa, histidina, arginina, adenina
ii) M, glucosa, adenina, histidina

iii) K, glucosa, adenina, arginina



La primera placa se incubd a 42°C y las siguientes
a 37°C dvurante 24 hs, procediéndose luego & éonitdr 1lé&s
colonias para deterrinar la fzecuercia

TT1.5. BEFficiencia de la da2tn: af7: e la bfosfntesis de proteinas
* —— L —— ——————— — R —— S - = sl cal ————— .

-—-— -~ - —

Se midid por la inccrporac¢idn de aminodc¢idés radioacs
tivos en los cultivos: a) hambreados en aminodécidés,
b} aaicionados de cloranfenicol.
aY Un cultivo de 25 ml en fase exponencial de 200% en Mg
glucosa, t»c .»n. .~ y leoucina , se cdentrifugd, Lavé en
frio dos veces con medio minimo y se resuspendid en
My glucosa. A una alicuota de 10 ml se agregd 0.1 ml
de una solucidn d=»* 0, ml de L«Ieucina 1.L’C(SO uC) en
0.75 ml de scTucid: de L-leucina (450 ug/ml). La mezci-
se incubd a £7°C y muesiras de 1 ml fueron tomadas
durante 20 minutos a intervalos de 5.

Las muasstras fueron precipitadas por 0.1 ml de TC/
51%, calentadas 15 minutos a 90°C, colocadas en filfwrc
millipore, lavadas dos veces con TCA 5% y secadas. L=z
radioactivided er la fraccidn insoluble se midid en
un con*ador Nuclear Ciicago a flujo gaseoso.

Un experimento ¢ontrol fue realizado en un cui’ ’wvo
con los aminoacidos neccsarios

b,z 25 ml de un cultivo de 3000 en M, glucosa, se toma-

9

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




II1.7

II.8

agregd clecrafeniccl a concentracidn final de Sur/ml
y la ctra se utilizé cemc control, Se incubaron

5 minutos a 37°C y se prccedid al agregade de
L-leucina 14C siguiéndese el mismec prccedimiento

descripto en a).

Cinéticas de traduccidn

Se prepararon cultives en mecdio minimo con glucosa

o glicerol como fuente éde cartonc. Durante la fase de creci-
miento exponencial, la sintesis de proteinas y el crecimiento
fueron detenidos ya sea por ayuno en aminodcicos o adicidn
de doranfeniccl (5 yg/ml / 3.108 células), E1l cultive fue
entonces inducido por la adicidn de II'TG (iso-propol

- D Ticgalactdsido) a una cencentracién final de 5,10 "M,
Despfies de un periodc entre 2 a 5 minutos seg@in los casos,
el cultive fue rdpidamente enfriado, centrifugado, resuspendicc
en medio fresco y separado en dcs fracciones. A cada uno de
ellas se agrepgaron diferentes fuentes de carbone y se incubaﬁ

rcn a 37°C. Se tomaron muestracs a distintes intervales para

la medici3n del crecimiento y de Q- galactosidasa,

Cinéticas c¢e induccién

Dcs cultives separados fueron precrecidos en glieercl y
glucosa comc fucntes de carbono respectivamente, recolectados

Gdurante la fasc expcnencial y cada pellet ¢ivididc en dos
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fracciones y 1luego resuspendido en dos

medics conteniendo las fuentes de carbcno mencionadas ante-

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

intervalos para mcdicién del crecimiento y de R-galactosidasa,

II.9 Experimentcs de induccidn en distintas condiciones de ayuno.

Las distintas cepas de E., coli K12 fueron cultivadas
en Mg con glicerol y los amino&cidos necesarios. Durante 1la

fase de crecimiento expcnencial, las cé&lulas fueron centri-
fugadas a 5“C y resuspendidas en medio Mg libre de amino&ci-
dos y glicerol (ccndicidén AC ) o sdlamente de aminodcidos
(condicidén A”). Los cultivcs fueron llevados a 37°C e induci-
dos por adicidn de IFTG, S.lO—uM concentracién final, durante
5 minutos. El incductor fue eliminado por una nueva centri-
fugacidn a 5°C y el pellet fue lavado una vez con Mg con
(condicién A") ¢ sin glicercl. Las ltacterias fueron resus-
pendidas en medic de¢ crecimiento precalentado y agitadas

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

inductor se realizd por filtracién por millipora a tempera-

tura ambiente.

II1.10 Técnica de precipitacidn inmunollgica

Tocdas las ¢iluciones se hicieron en tampon PM2,y el



volumen final de la reaccibn se ajustd a 1 ml, El suero
anti- Q@-galactosidgsa de E.coll (suero de cebra), se
agregd en 0,25 ml de la dilucidn conveniente (depende de

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

en estudio, Les tubcs se taparon se agitaron y se incubaron
72 hs. a 4¢C, Despfiécs de la incubacidn se centrifugawgn,se

decantd el scbrenadante y se midid en este la actividad
enzimética resicdual por ml. Los controles consistieron en
tubos con diferentes cantidades de enzima y sin suero anti-
8 -galaetosicdasa,

Los resultacdos se representaron en un gr&fico en el cual
en ordenadas se colocé la actividad residual por ml y en
abcisas las wunidades de enzima agregadas por ml, Por
extrapolacibn an las abcisas se determin® el punto de
precipitacibén méxima.

Fara preparar los extractos enzimiticos, se inocularon
10C ml de Hg adicionado de glicerol y los aminclcidos nece-
sarios e IPTG 10°% M. Los cultivos se incubaron a 37°C
con agitacidn durante la noche., Las suspensiones Lacterianas
se centrifugaron 10 minutos a 10.000g a 4°C y los pellets

sec resuspendiercn en 5Sml de PM Las c&lulas se rompicron

2.
pcr tratamiento cen el oscilader sbnico.
Beanson a méxima salida, pcr periodos no mayores de &5

segundos a u4¢C,



Los restos celulares se eliminaron por centrifugacibn a
1500C g 5 minutos y se determind la actividad de @B-galactosi-

dasa en los extractos.

II.11 Determinacidn de B-galactosidasa

Los extractos enzimdticos se obtuviercn en tampdn PH2
luego de 3¢ seguncos de scnicacidn en una oscilador sénico
Beanson a m&xima salida. La rcaccién se 1llevd a calbc a 28¢°C
agregando a 1 ml de muestra en PH2’ 0,25 ml de ONPG
(o-nitrc fenil - B - D-galactcsida) disueltc en fecsfate de
sodic (pH=7) para alcanzar en ONPG y fosfato una concentracidn

final ée 2.10'3

My 0,1 respectivamente. La reace¢idn se detuvc
al tiempc adecuadc, por la adicién de 0.5 ml de carbonato
de scodic 1M, y la densidad dptica fue medicda a 420 Aam en un
espectrcfetémetro (3G).

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

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

aumentc de 1a alsorbancia del ONP a pH = 11 .

II-12 Determinacidén cde B-galactdsidc permeasa

El métogo que se uss® es el descripto por Kepes (77§
u L] > - i 4 - -
1 C- Yrimetil- 8- D-galactésido (TMG) se agregd a células
creciendo en fase logaritmica y a las cuales se preincubd

con clorafeniccl (1CG¢ 9y /ml), @ intervalcs se tcmaron muestras






CAPITULPO III

RESULTADOS

IITI.1. Traduccibn en diferentes medics

A fin de determinar a que nivel de la lLicsintesis
de proteinas se prcduce la regulacién pcr la glucosa el
primer pasc a realizar ccnsistid en separar las etapas de
transcripeidén y traduccién y observar la accidén de dicho
catabclito cuando estid presente en sdlo una de las mismas.
Para ellc se prccedid a inducir al mensajero lactosa
durante um parc cde la Lticsintesis de prcteinas. Dcs métodos
fuercn utilizadeos para prcducir diche blequeo:
1) El1 agregade de un antibidtico , cloranfenicol

2) Hambreadc en aminci&cidcs de una cepa auxdtrofa

En ambos casos se midid la eficiencia del Llcqueo por la
. .2 . 14 i .
incorpcracién de L-leucina C (II.€). E1 experimento se
realiz? en medic minime y se obtuvo en ambes casos 9C%
en la iInni>iciém de la inccrpcracidn . Cemc era de esperarse
la utilizacidn cde distintas fuentes de carlcric: glucosa,
glicercl o succinico , B¢ produjo ninguna variacién
sobtre el resultadc (fig.2 y 3).

La ccncentracidén de cloranfenicel demcstré ser critica.
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En efectc, si bien la eficiencia en el papo de la Licsintesis
de prcteinas para una gama comprendida entre 5 y 100 ug/ml

era la misma,para ccncentraciones mayores gque 10 wg/ml, una

vez reanudadc el crecimientc la deteccién de 8 -galactosidasa
era prfcticamente aula. Estc puede delerse, entre otras causas,
a una acci?n gecundaria del clcranfenicol a dichas
concentracicnes scbre el mensajero preformadc ¢ 4 la modifi-
caciZn de un posilkle sitio especifico en los ribcsomas u

ctrcs compenentes celulares para el reéconocimiehto de

ciertcs mensajercs.

Ccmo con concentraciones entre 5 y 10 ¥g/ml se obtenfanh
condiciones de bloqueo correctas se decidid
limitarse a las mismas para chservar la traduccibn del
mensajero . lactcsa en medios que ejercen distinta .represidn
catatdlica.

La primera experiencia fue llevada a cabo con la cepa
3000, protdtrofa, Un cultivo de la misma fue inducido durante
un bYloqueo de la sintesis de proteinas por cloranfenicol
y la prcduccidn de f-galactcsidasa fue medida en dos
medics diferentes que ejercen alta y baja represidn .catabd-
lica,gluccsa ysuccinico respectivamente (II- 7).

‘El resultadc de dichc experimento puede verse en .4 Sigu-
ra 4., Vemos que la eficiencia de la traduccidn es diferente
seglin sea la fuente de carbeno utilizada en.el medic. En el

casc en que la misma tiene un efecte catab®licoc bajo, -&cido
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succinico, la produccidn de R-palactosidasa alcanza

niveles mds elevados que cuando se utiliza glucosa (alta

represidn). Experimentos en los cuales se reemplazd el &ci-

do succinico por glicerol condujeron a resultados similares.
Para evaluar enrn qgue medida el método utilizado para dete-

ner la sintesis de proteinas influla en los resultados

oLtenidos, se realizd 21 mismo experimento utilizando esta

m

vez la cepa 2001, Auxdtrofa e induciendo duranrte el hamlkreado
de amino&cidos (I11.7).

El mismo resuvltadc gue en el caso de la cepa protdtrofa
fue oktenido (fig.S5).

Dos conclusiones surgen dec esta iltima experiencia,
primero que la traduccidn diferencial obtenida no depende del
método utilizado para tloquear la sintesis de proteinas y
segundo que la sintesis de R-galactosidasa no se deke
a una induccidn residual. En efecto, existe la posikilidad,
que a pecar de eliminar el inductor por centrifugacidn,
exista IPT6 intracelular incorporado por transporte activo,
Esta positilidad es desechada por la Gltima experiencia des-
cripta, ya que la cepa utilizada es mutante de R-palactosidc
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 reiniciacidn de la sintesis del mensajero lactosa,

Experiencias paralelas realizadas utilizando esta técnica
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permitieron constatar que el método de centrifugacidn utiliza-

do en este tralajo reproduce las mismas condiciones.

III.2Hutantes supresoras de la polaridad

De los c¢xperimentos anteriores se desprende, que en
nuestras condiciones experimentales, la regulacidn por cataloli-
tos actlia a nivei de la traduacidn del mcnsajero lactosa .

Tralajos anteriores (2G) sefialaron una decoordinacidn
en la sintesis de las enzimas del operdn lactosa en condicio-
nes de represidn cataldlica rmaxima, producida por un
aporte constantemcnte limitante de la fuente de nitrdgeno
(crecimiento lincal); la relacidn B-ralactosidasa/
transacetilasa se ve alterada en comparacidn a condiciones
de crecimientc exponencial, o crecimiento lineal limitado
por la fuente de carbdono.

Un posikle mecanismo para explicar este fendmeno
puede ser cimilar al postulado para explicar la polaridad
Morse et al (u4{). HMiraga ct 2 (41). En los operones
Lacterianos la aparicidn de un coddn sin sentido o la
insercidn de¢ un sefmente de ADN reduce la expresidn de los
genes distales del mismo operdn. Seglin los autores sefiala-
dos precedentemente la terminacidn prematura de la sintesis
de un _c.ipéptido originada por esas rutaciones, es debida al

desprendimiento de los riiosomas a nivel de las mismas.Dentro



de un gen estructural, el mensajero queda entonces expuesto
2 la degradacidén por nucleasas, al menos que la presencia
cercana de un coddn de iniciacidn permita la fijacidn de los
ribtosomas y por consiguiente la proteccidn 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 degradacidén 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 observd en las mismas
el comportamiento del mensajero lactosa en distintas
condiciones de represidn,.

El principio utilizado para wuislar este tipo de ﬁﬁtantes
es que siendo la a -~galactdsicae permeasa termosensible,
s6lo, la presencia de B-galactosido nermeasa rermite el
crecimientc de E.coli en melibiosa a temperaturas superiores
2 37°C . Siendo 20w0 una mutante polar extrem en Z
la expresidn de B-galactdsido permeasa se vc fuertemente
disminuida con respecto a la cepa protétrofa. Mutantes
supresoras de dicha mutacidn, al restaurar la expresidn de
los genes distales, permite al mismo tiempo el crecimiento

en melibiosa.




Fara distinguir entre los c¢lones seleccionados los pes
Yartantes de los supresores se procedid a la determinacién

de "B-galactosidasa, C.R.M. y B-galactbsido permeaso

Un clon, entre los 48 analizadcs que presenta 12% de
restauracién de la actividad de permeasa respecéto a la

cepa original, C.R.H. y B~galactosidasa negativos,37RS8,

fue considerada como mutante supresora y elegida para

continuar las experiencias.

La localizacidn de la mutaci&n fue realizada en la forma
descripta (II.5), olrteni&ndose por trahsduc¢cidn con el

fago P1 los siguientes rcsultados.

TABLA 2

Porcentaje marcador

nc seleccionado | o
5 , . : et .
' Marcador seleccionado . oEel 01s arg
Lo+
ilv 78% - =

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

de Taylor (2), anflogmmente a £u A .



III.3. Cintticas dc¢ traduccidn en las mutantes supresoras.

Para estudiar la expresidn de los genes lactosa en la
cepa 37R8 un episoma P'£23+ fue intrecducido (II.u4),

La traduaccidn del mensajero lactosa en funcidn del tiempo
fue analizada comc en los cascs anteriores, y los resultados

pueden verse en la figura 6. En ccndiciones de periodos

L

de induccié&n ccuteos, eficiencias similares en la produccidn
de f-galactosidasa fueron -ltenidcs .fTanto que la
traduccidn del mensajero se realizase en glucosa como en
glicercl. El resultadc nc se ve alterado por el método de
bloquec de la sintesis de proteinas. El1 experimento contrcl
realizade ccn la cepa parental 20w0/F'£3£+ coincide

con el de 1la cepa prectétrefa (fig.7).

3778 se comporta entcnces como una mutante resistente
a la represe¢idn cataltdlica. Sin emlargo cuando se utilizan
periodes de induccidn m&s largos los resultados difieren,
En efecto, la ciné&tica de traduccidn luego de una induccidn
de dos minutos (f:og.8) muestra que si bien durante el tiempo
correspondiente a una duplicacién de la DC 37R8 se comporta
como resistente a la represidn catabélica, pasado ese limite
la sintesis de 8 -galactosidasa s&lo tiene lugar en glicercl,
El compcrtamientio particuler de csta cepa llevd a la
necesicad de analizar er mas detalle la prcduccidn de enzima

para lc cual se analizaron cinéticas de induccidn.
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ITT.4

Cinéticas de induccidn
Las cin@ticas de induccidn de 37R8 fueron comparadas en
diferentes condiciones, tanto en los periddos -y  :re COmMoO

\

postinduccidn(II 2). Los resultados se encuentran en la
figura 9.

Si los precultivos fueron realizados en glicerol la
sintesis diferencial de B -glactosidasa no varia significa-
tivamente con las distintas fucentes de carbtono adicionadas
junto con el inductor. Por el centrario, si el precrecimiénto
tiene lugar en clucosa, una diferencia mucho m&s aprecia-

ble tiene lugar en la velacidad de sintesis enzimltica.

El expevimento control fue realizado con 20wO/F'£E£+
(fig.1C) y la sintes”s diferencial de [ -galactosidasa en
diferentes condiciones y diferentes cepas, tabtuladas en
la tanla g3 .

Tatla 3: Sintesis diferencial de R-galactosidasa (AZ/AB)
en glucocsa y glicerol luego de condiciones de precrecimiento

diferentes.



Precrccimientc en glucosea Precrecimiento en glicera’
Cepas - -— =
Induccidn Induccidn Induccidn Induccidn
en glucosa en glicerol en glucosa en glicerol
+
2 22/F'lac 5¢ 1.200 10¢ 1,720
37R&/F'lac” 1.000 W, o00 3,000 4,160

Se deduce de esta talla que si lien 37R8 presenta un
elevade nivel de resistencia a la represidn catatbdlica, los
resultados cl:tenidos luego de prcecrecimiento en glucosa sefia-

lan una resistencia sblc parcial, indicando que ciertos

elementos citopldsmaticos que no son r&pidamente recuperados
o sintetizados participan en esta regalacidn,

Los resultados obtenidos con la mutante 37R8, en 1lo
que, concierne a cinéticas de induccidn y de traduccidn,
prueban que, evidentemente, debe haber similitud entre
los meccanismos actuantes en polaridad y en represidn cata-

bélica.
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ITI. 5 Induccidn del mensajero lactosa en carencia de fuente de

\
carbono y de amino&cidos,

Desde las primeras cinéticas de traduccidn realizadas,
un hecho que l1llamd particulavmente la atencidn, fue la gran
estabilidad del mensajero lactosa, Dicho mensajero fue sinteti-
zado en ausencia de sintcsis de proteinas lograda por hambrea-
do en amino&cidos o por la adicidn dc un antibidtico, Fn esas
condicicnes, si bien la sin*esis de macromoléeculas se reduce
le transcripcidn continua tanto en cepas relajadas para la
sintesis de ARMm ccmo en cepas a control restringido (u45). De
esta manera se produce acumulacidn de mensajero, cuya tra-
duccidn se reanuda con el crccimiento.

Nakada et al (46) sefialaron que la presencia de una
fuente de carbono, en condicicnes de ayuno en amino&cidos,
impide la transcripcidn de los genes lactosa, Como en
nuestras experiencias, llevadas a cabo con fuente de carbono,
la transcripcidn tuvo lugar, se¢ procedid a variar las
condicioncs de ayunc para obsepvar el comportamiento del
mensajerc durante su postericr traducci®n, con vista a
aclarar estcs resultados diferentes y hallar una explicacién
a la alta estabilidad observada.

La induccidn de la cepa auxdtrofa 2001 en condiciones

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

- LY -



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

en funcidn del tiempo alcanza el plateau en 20 minutos.

III.6 Induccidn en zarencia de aminoicidos

E.coli 2001 se cultivd en medio minimo suplementado
con treonina leucina, y glicerol y la induccidn se reali-
zb esta vez sdlamente en carencia de aminoicidos (condicidn
A7) . En la figura 12 se observa el resultado de esta
expericncia, la sintesis enzimdtica se detiene luego de dos
tiempos de generacidn. Ll mismo experimento fue llevado
a cabo reemplaxando treonina y leucina por &cidos cdfesamino -,
y un resultado similar fue obtenida (fig.13).

La observacifn de ambos resultados, en condiéiones de
doble ayuno (fig.ll) y ayuno simple (fig.12), lleva a las
siguientes conclusiones : 1) al platéan 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, yririendc que cantidades
similares de mensajero han sido transcriptas en los dos
casos,

cvidentemente, en el primer caso, la traduccidn ocurre

inmediatamente una vez que el crecimiento se reanuda, mientras

- 45 -
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que, en el segundo caso, la cin&tica seguida es diferenté€.
Cuando se representa la velocidad de s!nfesis enzimitica y
la velocidad de cracimiento ambas presentan una gr&fica
muy similar.

Esta particularidad llev3 a pensar que con las condiciones
de carencia utilizadas en la induccidn (A ), la posterior
traduccidn del mensajero, pudiera estar acoplada a la
sintesis de macromcléculas, especialmente la replicacibn
del ALCM, ya que por efecto de la carencia en aminodcidos
la velociadad de la misma se ve disminuida y un porcentaje
de &cido nucleico se ve sustraido a la maguinaria replicativa
por el tiempo correspondiente hasta tres generaciones (M7i;

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

de dos unidades replicativas distintas: episoma y cromosoma.

ITI.7 Cin&ticas de traduccidn de genes lac cromosdmicos y

plasmidicos.

Dos cepas de E.coli fueron utilizadss para esta
experiencia, 2001 eon la deotacidn lac eromosdmica y

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

plédsmido, cuya integracidn es impedida por una delecidn 3ac

——

en el cromosoma bacteriano. Las condiciones del experimento



estdn descriptas anteriormente (II.9 condicidn A") y se
graficd la sintesis enzimética en funcién del crecimiento
bacteriano. Como se muestra en la figura l4 la cepa

F'lac’ tiene una produccién enzindtica mayor que la cepa

lac cromosdmica en una relacidn 3:1, Con un pl&smido F

la replicacibn tiene lugar dos o trcs veces por cada repli-
cacidn crcmosdmica (48) por lo cual se puzde pensar que
este hecho es el responsable de los resultados obtenidos,
y la diferencia en la velocidad de sintesis enzimética
puede dcberse:

1) diferencias en la concentracién del mensajero,

efecto "gene-dosage™

2) El reconocimiento del RNAm por la maquinaria tradué;

tora no 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 que para no perturbar la reinicia-
cidn de 1lcs ciclos de replicaci®n 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.
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En 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 c¢nzima (22 y 18 unidades para la dotacidn lactosa
episdmica ycr«mic”mica respectivamente), Las cinéticas de
traduccidn, sin enbtargo scn diferentes. In la figura 15
ce puede observar que en el casc de genes lac episdmicos,
la sintesis de R-galactosidasa se produjo en forma
disccntinua, y el plateau se alcanzé en 300 minutos,
en tantc que en el mismo pericdo la cepa lac cromosdmica
ha prcducido 1/3 de diche valor.

En gréficc semilogaritmico, se compararon la sintesis
enzimitica y el crecimiento lkacteriano. Para 2001 se cbservd
una velocidad similar en embos casos. Por otra parte para
2x74/F‘13£* la relacidn es 3:1., correspondiente a una onda
de produccidn enzimética. Tcdos estos datcs indican una
relaciln entre la traduccidn del mensajero y el mrcceso
de replicacidn. {Fig.1l€)

De lcs resultados presentadces se puede concluir que éen
cocndicicnes de ayunc en amino&cidcs y en presencia de fuente
dec cartcno existe sintesis de mensajero lactonsa, sin embargc,
la observacidn dec¢ la produccidn de B -galactosidasa a par-
tir de genes lac .ccalizados en distintas unidades replica-

tivas, indica que cuandc la induccidn se realiza en dichas



Figura 15:

Cing&ticas de traduccidn del mensajero lactosa
sintetizado durante condiciones simples de
ayuno (A~ ) por dos cepas que portan los deter-
minantes lac en diferentes estructuras repli-
cativas. o E.coli 2001 (liﬁ cromosdmico);

8 E.coli 2x 74 / F'lac’(lac plasmidico); fue-
ton inducidas 9 min y 3 minutos respectiva-
mente desplies de eliminar los amino&cidos por
filtracidn con Millipore. El lavado para la
remocidn del inductor y la resuspensidn en el
medio de crecimiento fueron hechos en medio
precalentado parz no perturlar el proceso

de replicacidn.
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condicicnes, una correspondencia entre la traduccibn del
mensajcro y la replicacién de su templado de ADN es la
respcnsable de las cinéticas obtenidas ,
El modelo que sugerimcs para explicar estos hechos
propone que, durante las condiciones de ayuno simple
el ARNm inducidc queda unidc a su tcmplado, y de esta
manera protegidc de la degradacidn, siendo traducido
cuando su matriz de ADN se replica.
Resultades dc¢ trabajos anteriores apoyan estae hip8tesis,
Mensajeros estables han sido encontrados en cruces
gentticos en condiciones de ayuno simple (condicién A7) y
no de ayuno doble (condicién AC”) (48). En distintos sistemas
se han é;fectado ARNm estabdles, siendc explicado dichu

estabtilidad por su unidn a ADN ¢ membranas (50,51).
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CAPITULO IV

RESUMEN , DISCUSIOMN , PERSPECTIVAS

£ resar de la vasta infermacidn acumulada sclre

la represifn catalélica, pocce se crnece schre su mecanismc
molecular, y las evicencias presentadas scn a menudo
contradictcrias. Coeme se ha mencionade antericrmente,

el AMPc y su jroteina recertcra actlian ccmec mediadores

de este¢ efectc, siendo su lugar pendtico de accidn

el promctcr lactcsa, Perc ciertas lineas cde investigacidn,
en distintes ccndicicnes experimentales, llevarcn a mostrar
que el fenémenc cde represidn y el rol del ANMPc en el mismo
nc pcdlan explicarse tetalmente ror un modelo de regulacidn
positiva. Por cecjemplo, la rerresidn cataldlica rpersiste

en mutantes de E.ccli cque llevan deleciones: de las regic-

nes que ccntrclan la transcrircifn en el sistema lactcesa
(33), lc cgue excluye la posililidad de una finica regulacidn
a nivel de la sintesis del mensajerc. Ademds cuando se

clserva la sintesis ».ciducnl ce 8 -ralactcsidasa,



luegc de lloquear la transcripcién por distintas inhilkide-
res, la adicidn de pglucosa produce una disminucidn de la
sintesis (37) y el agregadc de AMPc estimula la traduccidn
del mensajero lactosa (34).

En eete tralajo las etaras de transcripcidn y traduccidn
fueron separadas y se olservd la accibn producida per distin-
tos catalclitcs en esta Gltima. Los resultados olttenidos mues
tran elocuentementc que cuandc -l oc procesos estfn desaco-
rlados, la eficiencia diferente en la tradgccién del mensajero
lactosa derende de la fuente de carlono utilizada en dicha
etapa, El método utilizado para !locuear 1la hiosintesis
de proteinras nc influye sclre este resultado, si lien como
se cefiald antericrmente, la concentracidn de clorafenicol

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

duccidn de B-galactcsidasa.

En lrase a tralajos presentados anteriormente (2¢,52),
donde se ceffiald® una decocrdinaciln en la velocidad de
sintesis de las enzimas del cperdn lactc#a en condiciones
de fuente represidn cata'&lica, se pcstuld que en presencia
de gluccsa el I APN es ma@s activamente degradado, por lo
cual se pensé la pesibilidad de la existencia de un mecanismo
similar a' que orera en el fmnémenc de la polaridad, Es por

eso cue se decidi? c¢lservar el compcrtamientc del mensajero




lactosa en mutantes suprescras de la pclaridad del tipo
1A, En dichas mutantes el mensajerc es protegido

de la degradaciin prclatlemente por la falta de una

endcnucleasa involucrada en diche process. La mutante

37R8, cltenida a partir de una cepa pclar extrema

en el gen Z, comc las del tipo -4 A, mapea en las

proximidades del minutc 73 en el mapa de Taylor y rert- v~

la actividad de los genes distales del operdn lactosa

y nc de la (-galactcsidasa . Cuando se realizan las

cin&ticas de traduccidn en 37R8 se vi& cue el ARNm

lactosa se traduce en flucosa tan eficientemente

ccemoe en .slicercl, lc cque ccnfirma la hipétesis de

algtn mecanisme cem@Gn a la pelaridad y ¢ 1la represidn

catatdélica., Sin emlargc, es de natar que dicha mutante

escapa a esa refulacidn s®lc en determinadas ccndiciones.

En efectc, el resultado olLtenidc cuandc se somete

a la mutante a pulscs de induccidn m&s lergos, o las

cinéticas de induccién, luegc de precrecimiento en glucosa,

incdican que hay otros factores, cue delen jugar un rol en

esta regulacidn, comec ser la accesiltilidad del mensajerc

a las nucleasas, ¢ compcnentes citcplasmadtices cue nc scn

rapidamente recuperacdos ¢ sintetizades,
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En las condicicnes experimentales utilizadas la
traduccidn del mensajeroc es 1inesperadamente larga, dos
¢ tres generacicnes son necesarias para cobktener una
traduccidn cempleta., Las cinlticas cltenidas plantearon
la impertancia de la estalilidad del mensajero y es
pPor esc que se disefiarcen exrerimentos para elucidar
¢l proltlema. Se pensé Gue una peculiar lccalizacidén
del mansajerc era respcnsalle de este heche. Trabajos
antnrmiores {53,54) ecstaklecieron que el mensajerc
nociqnte puede estar distrituido en memkranas, unido
al 4DN y {o) a polisomas de donde se deduce que puede
ser degradadc de distintas maneras de acuerdc a su loca-
lizacidn,

El primer hechc olservado fue que las distintas cin&ticas
de traduccidn dependen de las condicicnes de ayuno durante
la induacidn, Nakaca et al (u46) sefialaron que la transcrip-
cién del mensajerc lactcsa nc tiene lutar en ayuno de
aminodcides y presencia 4e una fuente de carltonc . Si 1la
misma nc estZ presente la traduccidn del mensajero lactosa
occurre inmzdiatamente cuandc se restaura el crecimiento,
Este resultadc indica cue en condicicnes de :drlle ayuno
el mensajero permanece unido a rilcsonas y puede inieciarse

“1.{35). En este tralajo se diseflaron

Fie

gnsefutda la t: -7 :




experimentos que indicaron que la presencia de una fuente

de carbono determina una cinética particular con un largo
periodo de iztvencia . Es justamente ese periodo el

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

La velocidad de replicacidn de ADN se ve disminuida por
un ayuno previo en aminodcidos (47,56), es” sefiald la
posibilidad que la traduccidn del mensajero lactosa
estuviese ascciada a ese proceso. Los resultados obtenidos
en condicicnes de ayuno simple con dotacicnes lactosa llevadas
per distintas unidades replicativas confirmaron esta hipétesi.:.
Con un pléasmido F'£§S+ d=1 que existen tres copias
pcr cromcsoma u48,57), se constata que durante las dos
primeras generacicnes la produccidn enzimdtica de los genes
lac plasmidicos con respecto a los situados en el cromosoma
guarda una relacidn 3:1. E1 ARNm lactosa quedaria asociado
a ADN traduciéandose al producirse la replicacidn de su
templadc.

La existencia de ARNm de origen procaricte estables ha
sidc previamente sefilaiada (50; 51) y dicha estabilidad
explicada por la uni8n a ADNc nmembranas.

En este trabajo queda claramente demcstrado que existe
una regulacidn a nivel de traduccibén en la represidn catabcé-

lica y analogias con el fendmenc de pclaridad. Ademés se



seflala la impeortancia que la estalilidad del mensajero
juega en el procesc, estakilidad que depende de su peculiar
leocalizacidén,

Tedes lcs resultados oltenidos indican que la traduccidn
tiene un jeso no desprecialle emn el comtrol de la expresidn
genética, Contrariamente al control a nivel de tramnscrip-
cidn que se ha Jescripto en modelos moleculares para
algunos sistemas, en el caso del comtrol tramslacional
salvo para fagos ARN, la informacidn cLtenida no alcanzs
todavia a formularse en términos moleculares.

En sistemas procariotas existen evidencdas, como las
presentadas en este trabajo que seffalan el papel de la
traduccidn ep la modulacidén de la expresidn genética., Datos
csobre elementos citoplasm&ticos como factores de Iniciacidn
y factores de accplamiento, y seleccif&n de mensajeros por la
maquinaria traductiva, deben ser conocides para aclaravr
el mecanismos molecular de la represidn catabdlica y contri-
buir @ la elucidacidn del problema mids general del control
a nivel de traduccidn.

Recientemente varios resultados han aumentado la
informacidn schre este tama , El hallazgce de secuencias
en ¢l ARNr 16S, complementarias de las secuencias correspon-

dientes a los citios de unidn a riktosomas 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 ARNpr
16S, llamadas Shine-Dalgarno, se sefialaron también en un
fago ADN, Tu,(SQ). Yendo ailin més lejos en este tipo de
experimentos se encontrd (60) que la prssencia de
factores de¢ iniciacidn y de la proteina ribosomal 81.
favorecen en distintos grado la unidn a ribosomas de
los distintos cistrones de R17, siendo esta estimulacidn
indirectamente proporcional a la extensidn de la comple-
mentaridad AKNm-ARNr. De esta manera es posible que 1la
disponibilidad de factores de iniciacidn y proteinas
ribosomales afecten la especificidad de¢ la traduccidn.
Cualquier cambio cn el estado fisioldgico de una bacteria
podria entonces alterar su modc de traduccibn.

Una nueva forma de control translacional ha sido descrip-
ta para el represor del bacteriosago X 4 Una misma secuen-
cia de ADN podria ser transcripta con o sin su secuencia
de afinidad a ribesomas, segfin el promotor al cual se fijasec
la polimerasa dependiendo de este hecho la afectividad de
su traduccidén,(51).

Todos estos datos indican, nc sbdlamente la variedad de

posibilidades de¢ regulacidbn de la célula procariota, sino



tambi&n que no parece muy lejana la formulacién 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 regulacidn de la sintesis de las enzimas especificas se

cumple principalmente a nivel post-transcripcional.

e



1.

BIBLIOGRAFIA

ANFINSEN,C.D.1973 Principles that goveen the folding

of protein& chains.Science 181,223-230.

TAYLOR,A.L, 1570 Current linkage map of Escherichia coli.
Bact.Rev.84, 155-175,

SANDERSON,K,1972 Linkage map of Salmonelle typhimurium

Edition IV. lact.Rev.30 ,558-58€.
JACOB,F.and MONOD,J.19€1. Genetic regulatory mechanisms in
the synthesis of proteins .J.Mol.Biol.

3, 318-15€,

ZAMENHOF,S. and EICHHORN,H,P. 1967.Study of mi€robial
evelution through loss of kiosynthetic
functicns., Estaklisment of 'defective"

mutants. Nature (London) 21€, 45€-458,

KUMAR,S. and SZYGALSKI,W.19C9.0rientation of transcription of

the lac operon and its repressor gene

in Escherichia coli J.Mol. Iiol 4C,145-151.

MILLER,J.H, IPPEN,K, SCAIFE,J.G. and RECKWITK,J., 19€8,.

The promecter-operator region of the lac

operon of Escherichia coli J.Mol,Riol,

38,413-420
JOBE,A. and LDOURGEOIS,S., 1972. Lac repressor-operator
interacfion VI,The natural inducer of

the lac operon J.Mol.Riol.69, 397-408,



9. HKSU,W.and WEISS,S.E.

16,STEITZ,J.A. 1969 ,

11.SKOGERSON,H, ROUFE,D.

1969. Sclective translation of Tu
template RNA by ribosomes from TH

infected Escheriehia coli . Proc. Hob,

Acad.Sci,USA, 64, 345-351.

Folypeptide chain initiation. Nucleotide
seguences of the three riboscrel binding
sites in lhacteriophafge R17 RNA. M-ture
(London) 221. 957-964,

and LEDER,F. 1971, Characterization of
the initial peptide of QB RNA polymerase
and control of its synthesis.Proc.,Nat,

ficad.Sci.U.S.A. 68 , 276-279,

12.LAVALLE,R., and De HAUWER,L, 1970, Tryptophan messenger

13.LAVALLE,R.197C.

i4.MC CLELLAN, W.L., and

#rranslation in Escherichia coli J.Mol.

Diol. 51 , 435-ku7,

Regulation at the level of translation

in the anginine pathway of Escherichia

coli K., J.Mol.Bicl. 51, 449-u51.

12

VOGELL,H.J. 1572 Translational and
transcriptional compcnehts of repression

Ly arginine in Escherichia coli . Biochem

Biophys. Res. Ccmmun 55 , 1385-1389.

- 65 -



15.

HERRLICH,P, and SCHWEIGER,M. 1976, Nitrcfurans, a group of

Synfhetic antibiotics with a new mode of
action: Discrimination of specific messenger
RNA classes. Proc. Nat.Acad.Sci . U.S.A.

73, 3386-33¢90.

16, KENNEDY,N,REUTIN,L., ACHTMAN,M,, SKURRAY,R.,, RAHMSDORF,U.

17.

18.

19.

21,

and HERRLICH,P., (1977).Ccnjugation proteins encoded by the F

selx Factor.Nature (London) 27C, 586-585,

EPPS,H. and GALE,E.F.1942., The influence of the presence of

MONOD, J. 1 -u47.

EPSTEIN,W, ,HAONO,S.

MAGASANIK,5.1961,

glucose during growth on the ®wnzymic

activities of Escherichia coli, Compariscn

of the effect with that produced by
fermentation cf acids. Biochem.J.36,

€19-623.

The phemomenon of enzymatic acaztaticn,

Growth 11, 223-289.

and GROS,F.1966, Synthesis of enzymses"

of the lae operon during diamgxic

growth of Escherichija coli., Fiochem.

Biophys. Res. Commun 24, 588-592,
Cotabolite repressicn, Cold.Sprirg,

Harbor Symp.Quant.Biol, 26, 249-25€,

TYLER,B,,LOOMIS,W,F,J. and MAGASANIK,B,1967. Transient

repression of the lac operon J.Bacteriol
o4, 2001-2c11 ,



22. PERLMAN,R,, de CROMIRUGGHE,D. and PASTAN,I. 1969. Cyclie€
AMP Yerulates catabolite and transient

repression in E,coli Natureg223, 81C-812

23. PASTAN,I.ané PERLMAN,R. 19€8. The role of the lac promoter
locus in the refulation of B-falacto-
sidase synthesis by cyclie 3'.5' -ade
Rosine monophosphate. Proc.Nat.Acad.

Sci.U.S.A, €1, 133€-1342,

24, de CROMBURGGHE,B.,CHEN,B,, ANDERSON,¥W, ,NISSLEY,P., GCTTEEMAN,
M.,PASTAN,I. and PERLMAN,R. 1971.,lac DNA,RNA polymerase
and cyclie AMP receptor protein, cyclic
LMP,lac repressor and inducer are
the essential elements for controlled

lac transcription. Nature (London),

New Biol.231 139-142,
25, PETIT-KOSKAS,E, and gontesse,G, 1976. Stimulation in
Trans, of synthesis of E.coli gal
opercn enzymes Ly lamboid phages
during low catel'clite repression. Molec.

gen. Genet, 143 203-209,

Sn——

26, MAKHAN,R.and SUTHERLAND,E. 1965. Adenosine 3',5'~-phesptate

in Escherichia coli.J.Biol.Chem;ﬁuO,

1309-1312.



27. MAGASANIK,B. Glucose effects:Inducer exclusion and
repression,pp. 189-218, En: D,Zipsen and

J.R,Beckwith, The lac operon .New York:

Cold Spring Harbor Latoratory, 1970

28, HAUGE,J.H. MAC QUILLAN,A.M,, CLINE,A.,L, and HALVORSON,H.O.
1961, The effect of glucose repression on
the level ¢of riboscmal bound of a-glucosida-
se. Piochem. bicprhys. Res,Commun. S5, 267~

2€9.

29. KHAIRALLAH,E.A.and PITIT,H.C. 1967, 3',5'-cyclic AMP
and the release of polysome oflound proteins
in vitro .Biochem.biophys. Res.Commun.

29, 269-274

30. YUDKIN,M.D, and MOSES V, 1969. Catatolite repression of the
dac operon. Repression of treanslation ,
Bicchem.J.113, 423-427,.

31. ABOUD,M. and BURGER ,!11.1970. The effect of catabolite
repression and of cyclic 4'.5'-adenosine
monophosphate cn the Translation of the

lactose messenger RNA in Escherichia roli .,

Piochem. biophys.Res,Commun 38, 1022.1032,

32. PASTAN,I. and PERLMAN,R. 19€9. Stimulation of tryptophanase

synthesis in Escherichia coli bty 3',5'-

adenosine monophospate.J.,Bicl.Chem,224,

2226-2228,

- 63 -



33,

3.

35.

36.

37,

38.

39.

MOSES,V.

ABOUD,M.

and YUDKIN, M.D. 1968, Catabolite repression in

Escherichia coli . A study of two hypothesis

Bicchem,J. 110, 135-142,

and BURGFR,M. 1971. Acumulation of untranslated
lactose~-specific messenger ribonucleic
acid during catatolite repression in Esches

richia coli. Biochem, J. 122,219-224

BECKWITH,J. 1963, Restoration of operon activity by suppresscrs

Biochem.biophys. Actc(Amst) 7€, 162-164

HORIUCHI,T.,TOMIZAWA J.I. and NOVICK,A,1962 . Isolation and

XEPES,A.

properties of bLacteria capable of high rates
of B-galactosidase synthesis. Biochem
biophys. Acta (Amst) 55, 152-163

1960. Etur 2s cinétiques sup- la galactosid ¢ permé

ase d' Escherichia coli .Biochem.biophys.

Acta (Amst) 40, 70-72,

KAEMPFER,R.0.R. and MAGASANIX, B. 1967. Mechanism . of

f-galactosidase induction J.Mol.Biol,.27

475-479,.

SANCHEZ de RIVAS,C.1668 ., Etude de l'effet glucose sur 1!

opéron lactcse d'Lscherichia coli K12 .

These Université de Paris.



40, MORSE,D,E, and YANOFSKY,C. 1969, Pclarity in degradation

of .m RNA, Nature (Lond)224, 329-331,

41, HIRAGA,S, and YANOFSKY,C, 1972, Hyper-labile messehger RNA
in polar mutants of the tryptophan operon

of Escherichia coli J,Mcl.liol, 72, 103-

42, MORSE,D,E. aud PRIMAKOFF,P. 1970, Relief of polarity in

E.coli by su A , Nature (Lond),226, 28-32

43, KUWANO,M, SCHLESSINGLCR,D. and MORSE,D.E, 1971, Loss of
dispensable endomaclease activity in relief
of prlarity by su A Nature (Lo=d), New

Piol, 231, 21u4=

44, MORSE,D,E, and GUERTIN,M,1971, Regularion of mRNA utilization

and de ;radation by amincacid stavation

Nature (Lond)New,Biol, 232, 165

———

45, LAZZARIKI,R.A. and DALBERG,A.E. 1971, The ‘rontrol of
rilbonucleic acid synthesis during aminoacid

deprivation in Escherichia coli, J.Bioly,

Chem. 2u6, 420-429,

—

4C, NAKADA,D. and MAGASNIK. 5.19%4. The roles of induce# &nd
catabelite repressor in the synthesis of

B-galactosidase by Escheriachia coli , J,

Mol.Biol.8, 105-127,



b7,

48,

49.

50,

51.

52,

BILLEN,D, and HEWITT,R,19€C., Influence of starvation for

methionine and other aminoacids on
subsequent bacterial deoxiribonucleic acid

replication J. Lact. 92 , €69-€17,

PRITCHARD,R.H. ,CHANDLER,M.G, and COLLINS,J, 1975,

LEAL,J.(197C)

LEVY,S.DB.(1975)

SUMMER,W.C.(197¢C)

Independence of F replication and chromosome
replication in Escherichia coli , Mole,gen,

Gent.138, 143-155,

Effect of flucose starvation on the
expression of transferred tox genes in

Escherichia coli K zygotes Molec,gen,

12
Genet.147 , 53-58,

Very stable prokaryotic messenper RNA in
chromosomeless Escherichia coli minicells,
Proc.Nat.Acad,.Sci.(Wash) 72, 29nC-2904,

The process of infection with coliphare
T, I".Stability of RNA in bacteriophage-
infected c¢alls, J., Molec., Biol, 5C,671-

678’

CONTESSE,G. ,CREPIN,M.,, GROS,F.ULLMANN,A, and MONOD,J. On the

mechandsm of catabolite r~pression,
pp. 4C1i-41€¢, En: D.Zipser and J.R.DECKWITH,
The lac operon . New York: Cold Spring

Harbtor Lakoratory, 197°C.



53. GIERER,L. 1973 N NAmcent ribosomal and messenger RNA in
DNA-membrane- complexes of Escherichia coli

Molec.fen.Genet.125, 173-181.

54, RICHARDSON,J.P.1¢75 Attachment of nascent RNA molecules

to superhelical DNA,J.Molec,Biol,58,565-
57¢.

55. CURGO,C.CRAIG,E.SCHLESSINGER,D.,AFOLAYAN,A.1S671,

Polyribosome metabclimum in Escherichia-

coli starved for an aminoacid,." molec.

Biol.62 ., 525-535,

5¢. COPELAND,F.C.,PHILLIPS,S.F.,HMAO,M.W.H.197€. Effect of

aminoacid starvatrion en chromosome

replication in Bacillus subtilis.

Microbiolopy ed. D.Schlessinger,pp.
77-82.

57. FRAME,R.BISHOP,J.0.1971. The number of sex factors per
curomosome in Escherichia coli. Bio.
Chem. J. 121, 93-1C3.

58. SHINE,J. and DALGARNO,L.(1974) The 3'-Termincl sequence

of Escherichia coli 1€ S ribosomal RNA.

Complementzry to nonsen.e triplets
and riboscmes bindings sites. Proc.Nat.
Acad.Sci.U.S.A.71, 1342-1346,

59. SWELILIUS SURGER,5. and GOLD,L.(1S87€). & mutations thacx
confers temperature sensitivity c¢n
the translation of P11 B in bactericphare

Tu. J. meclec, Eiol. 173, €27-CuGC.



€C. STEITZ, KJ., WAHDA,A.,LAUGHREA,M. and MOORE,P.(1977)
Differential requirements for polypeptide
chain initiation complex formation at the

three bacteriophage R initiation regions,

17
Nucleic. Acid. Res. 4 , 1-15,

€1. HUMAYUN,Z., MEYER,B. ,SABER,R.,BACKMAN,K, and PTASHNE,H.
Transcriptional and translational control
of the A repressor pgene (¢ I).pp.67-73.
En D, Nierlich, W.Rutter and C.Fred Fox,
Mclecular mechanisms in the,control of gene
expression. fAcademia Press. Inc., New York



	Portada
	Agradecimientos
	Índice
	1. Introducción
	2. Materiales y Métodos
	3. Resultados
	4. Resumen, discusión y perspectivas.
	Bibliografía

