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IftRODUCCIOR 

' n n*cSgeno .. uno 4• loe elemento• in4iepensablee para 
la v14• celular. Loe microorganillllo• utilizan amonio 1 una 
gran.var1e4a4 4e compueeto• nitrogenado•, tanto or&'nicoa c~· 

ao inor-.U.coe, como fuente• 4• nitrcSgeno celular. !o4o• es­
to• coapue•to~ pue4en convertir•• por me4io• e1111im4ticoa a 
aaonio ( 30, 34) • La manera exacta 4e utilizar dichos compu•! 
to• ••una caracter!etica 4e cada organillllo ·c1e). 

ID lu enterobacteriu, ••f coao en laaqor!a 4• lo•º.!: 
ganiaoe, lo• aainollc14o• ~glutaaato, ~glutaaina 1 ~••Par! 

gina poHen un papel eeencial en la ••i•il•cicSn 4• nitrcSpnoa 
tocio •1 nitr.Spno ••1aila4o a partir 4• aaonio en e1 ·ae4io •!· -
tra al aetaboliemo celular coao el grupo amino del glutaaato 
o o•o el grupo aai4o de la glutmlinía o aeparagina (30, 34, 

• . 43, 44). ID lu reaccionH bioeinUUca•, glutaaato, glutaai-
na 1 aepartato son loa interae4iario• celular•.• cl&YH en la 

•fnte•i• 4• coapueeto• nitrogenado•1 a4•-'•• lo• tre• coapu•! 
to• •on t'cil.llente interconvertibl•• ·(26, 30, 44). 

· 11 6oido gluUaico no ecSlo proporciona todo o una por­

oi.Sn 41 •u eequeleto carbonado para la einte•i• de lo• aa1D,!! 
'oi4o• de la •faailia del 'cido glut6mico• (glutaaina, proli­
na 1 arginina) o para l• pneracicSn de energ!a en el ciclo 
del llciclo tricarboz!lico, •ino taabiln actda como un ¡rupo 
aaino clona4or en la a!nteai• 4e prúticaaente todos loe &aiD,!! 
·11ci40• mediante reaccionH ele tr&n8aainaci.Sn ( 44). A travla 
ele n conYtreicSn a glutuina J aepartato (26), puede oanali­

sar•• a otro• coapueeto•. 
11 srupo aai4o de la glutaaina ea utilisado en.la bio•f! 

.·.• 
. ··; 
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te818 4e aainoazdcaree, llllill0,Ci4oe, nucledti408 1 CO~&etoree 

(30, 43). 

11 aepartato participa taabiln, coao .. ino 4ona4or, en 

meroea• reacciones bioeintfticae (30). 
ne Hta aanere., l ... 1nteroODYH'8idn de · glutaato, glut~ 

.aiD& 1 a.•prtato, 11t•.e~~ua.JL ~Duna encruci3a4a 4on4e las 
Tia• aetalHSlicae del nitrdgeno 1 49 :carbohidrato• i~t•re•c­
tan. 

In la a9Jorla 4• lo• or88ni .. o•, lnclll,J•n4o lecherichia 
!2J! 1 otra• enterobacteria•, tr•• ensilla• ~u•aan un papel 
8lliJ importante en la bioelntHi• 4e glut ... to 1 glut .. iaa 
(26, 30, 43, 44)1 

11 glut-to pue41 prolluCirH ae4iante la .. ia&Cidn N• 

eluotin 4•1 2-oxoglutarato a trade ele una reaocidn r•••r•i­
bl• cataliu4a por la 4Hhidrogena•a glutiaica (IP"glut ... to1 
IADP+ 6xi4o-reducta•a, IO 1.4.1.4) (GDH)t 

· + + GDH 
2-txOGLU'fAIA!O + RH4 + IADPR + R 1 • L-GLÜ!AllA!O + R

2
0 + · ·-· 

La glut .. ina •• pro4uc14a por una reaccidn dnica catal1-
sa4a por la glutaaina •intetaea (IP"glut ... to1 .. onio lip•a, 
IO 6.3.1.2) (GS)a 

IP"GLU!.Alll!O + lfH4 + +. l'fP --2!,. L-GLU!AllI1'l + ADP + Pi 

Sin eabargo, algunos aicroorgeni•oa. carecen 4• la GDB 1 

la .. 1nacid~.del 2-o~ogl~tarato la ll••an a cabo a ezptnaa• 
elel grupo uido d• la glutuina (con el comeouent• sa•to PI'! 
no ele lfP). La glutuato •intaaa (~glutaaato1 IADP+ dxielo-
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reductaea, BO 1.4.1.3) (GOGAf) cata~iza.eeta reacci6n1 

2-0IOGLU'tARA!O + L-GLtl!.AllIHA ~ lfADPH + R+ Goa.A!f 2 L-GLtl!.UA'fO 

+ llADP+ + ~-

lata reacci6n ea utilizada taabUn en aucbo• orplli•o• 
cuaDllO el·aonio en el aedio HU en cantidadH liaitantee O 

cuan4o H euaini•trado lentaente por ia dHaminaci6n ens~ 

ttca·d• otra• ~ente• nitrogenada•. Bn tale• caeos, casi ~odo 
el aaonio que ·entra a la posa aetab6lica lo hace v!a os, deb,! 
do • que e•t• ensiaa po••• uma a.,or afinidad por el aaonio 

que la GDH (ad••'• el equilibrio de la reacci6n •e favorece 
teb14o a la hi4r61i•i• de A'fP) (30, 32). 

·-.a enterobacteria• ee ha eetablecido que la• enzima• ·llDH·­

·1 GOG.lf.puedln funcionar independientemente para proporcionar 

diciente ·glut .. ato pan crecer cu&ndo el uonio disponible 
• ••t' en exce•o. La• mutante• que carecen de GOGAf no crecen 

Cuan40 el .. onio eet' en ba~ae ConcentracionH O Cuando 88 Q 
nerado a partir de otras ~entes de nitr6geno. r.a1 mutante• 
que carecen de GDR crecen bien. en concentraciones altas 7 'ba­

~H 4• uonio o en otras tuentee de nitr6geno. tia p•rdida de 
.. bae actividade• •• nece.aria para producir un aux6trofo de 
l].utaaato (6, 9, 10). 

· IXi•ten otra• tora•• ~ara la obtenci6n de 1lutuato por 
la cflulaa como producto directo de la de!radaci6n de cierto• 
1aino6cidoe, a partir de loe grupos uino de otro• aainollcidoe 

1 2-oxoglutarato por una reacci6n de t~neaminaci6n 1, en au­

•inoia de GOllAf, por acci6n de la glutaainan sobre la gluta­

aina (43). 
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De eeta manera, la interacci6n existente entre GS, GDH 1 

0001! principalmente, determinar' lo• niveles de 2-oxoglutarato, 
glut .. ato ·J glutamina existentes dentro de la c•lula 1 por lo 
tanto, la disponibilidad del nitr6geno para el metabolinao C! 
lular. 

A continuaci6n se presenta una reviei6n sobre las deehi­
drogena••• glut~icae, con atenci6n eepecial a las de entero­
bacterias. 

A. DPOR'HNCIA 
La DBSHIDBOGBNASA GLU!AMICA, coao ee mencion6, cataliza 

la inttrconver•i6n de 2-oxogl.utarato 1 L-glutaaato en una re•! 
ci6n reversible que utiliza NlD (BC 1~4.1.2·~ o NADP (EC 1.4.1.4). 
Beta euiU puede funcionar tanto en aeiailad6n de amonio 
(que in4udabltmente .. el papel primal"io de la ensilla en nu­
aero•o• oraaniemoe) como· en la oxidaci6n de glut ... to (30, 41, 

43). 
'le claro qu•~·••t• enzima ea iaportante 1• ·que proporciona 

una ruta para la incorporaci6n de.nitr6get10"en compuesto• org! 
nicoe, por la poeici6n central que ocupan glutamato 1 2-oxogl.! 
tarato en el metabolismo celular 1 la 'habilidad de eeto• com­

"PU••to• de entrar en muchos tipos de v!ae. Por tanto, esta ea 
siu coMtiture un puente entre el metabol,ismo de carbohidra­
to• 1 el metabolismo de eaino,cidoe. 

H8J por lo m~noe tres tipos de GDHe la• cualee difieren 
en eu tlptcificidad por la coenzima• · aqu•llae que •on tepec! 

tic•• para a) RAD, para b) RADP 1 c) aqu•ll•• que pueden fun­

cionar .con ambo• cotactores. lucha• eepeciee contienen ambas 

J GDR• coenzima-especitica• (IDH-NAD 1·GnR-RADP). Aunque 1•• r••! 

1 
i 
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ctone• de las GDH-NAD 1 GDH-RADP son reversibles, ae le• ha 

at,ibufdo un determinado papel biol6gico. En microorgani.811108 

IAD dependientes, las GDHs parecen tener unatunci6n catab61! 
ca, aientraa que laa que utilizan NADP (en 1111 forma reducida) 

.trven primariamente para la bioafnteaia de glutaaato (JO, 41). 

18 eHncial ñotar que eataa ensiaa• varfan tambUn en 

·otra• propiedadea, por ejemplo, induccidn 1 reprea16n de su 

afnte•i• por metabolitoa, regulacidn de la actividad por nucle,! 

tido• purfnico• di 1 tritoatataclo• (ADP, A!P, GDP, GTP) 1 

otro• ligandoa, 1 en aua propiedades moleculares (41). 

B. DIS!RÍBUCIOR 

La• GDHa eat•n ampliamente 41•tribuf4aa,_ a6lo uno• cuan­
to• organi .. oa carecen de ellaa. •ientraa que las GDH• prove­

niente• de loa tejido• aniaale• pueden utili•ar tanto RAD como 
RADP, las enzimas de otros orfgenea ~••1 siempre son eapecfti­

oaa para una de esta• ooenziaaa (41). 

La• bacteria• entlricae poaeen a6lo una GDH-RADP depen­

'4ient• •.. Bn !• !2.ll 1 Sal.aionella t1phimurium Hta enzima ee a6-
lo bioaintltica, pero eetoa orpninoa puedenmetabolisar glu­
taaato.por otras rutas. lstudioa sobre mutante• de E. coli, 

' - -
·que crecen en medio mfnimo con glutamato como dnica fuente de 

carbono, 1111gieren que el glutamato ea utilizado principalmente 
por tranaaminaci6n con oxalacetato 1 el aapartato producido 

tona tumarato por accidn de una aapartaaa (30, 44). 

O. ODB!IOA Y REGULACION DZillA!ICA 
. . 

La regulaci6n de la bio1fnteai1 de amino•cid~a, en eate 
oa•o glutamato, ocurre • dos nivele11 a) regulacidn de la act! 

·¡ 
·¡ 
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Tidad enzim,tica o flujo metab6lico y b) regulaci6n de la s!a 

tHill de enzima O expreai.6n gfnica. 

Se han deacrito·diveraoa mecaniamoa regulador•• de repr! 

ai6n 1 atenuaci6a para laa v!aa bioaintfticas de ciertos am:i... 

no,ctdoa. En la mayor!~ de estas v!ae, loe amino•cidoe son 
uaacloe a6lo para a!ntesia de prote!nae. Loa amino•cidoe glut! 
aato 1 glutamina, sin embargo, difieren.de ellos debido a que 

aon uaacloa oomo donadores de grupos amino 1 &mido para otros 

coapueetoa nitrogenados, que a su ••• son necesario• para bi_q 
afnteaia de prote!nae. Por tanto, la regulaci6n de la• trea 

ensiaaa que eintethan glutaaato 1 glutamina puede tener alte 

11811 Car&Cter!atiCaa e~pecialea ade-611~ O en Tez de, loa ele­

aentoa de control comdn a otra• Tia• bioaintfticae (30, 44). 

ID muchos microorganismos la fol'llacidn de estas enzimas 

e•t' regulada por la disponibilidad de .. onio en el medio de 
cultiTo (30, 43). Bate control por nitr6geno de la a!ntesia 
de ensiaa (que no necesariamente ea el dnico) impide la pro­

duccidn innecesaria de enzima 1 el roapiaiento incontrolado 
de compuestos que pudieran ser de valor para la cf lula en aua 

prop~aitoa bioaintfticoa. 

lucho del trabajo fiaioldgtco y genftico que exemina la 
regulaci6n de la utilizacidn de nitrdgeno, ae ha enfocado a la 

enzima responsable de la bioafnteaie de giutamina (GS) -'• que 

a la• enzimas que bioBintetisan glutamato. Bat.o coll4ujo origl 

nalmente a Magaaanik 1 colaboradorea a fonular un aodelo (5, 
31) en el cual el principal.re8'Ílador de la aaiailaci6n de ni­

tr6pno era la GS. Poatularon que la GS era reaponaable no 11610· 

de la bioa!ntesi~ de glutamina 1 la aeillilaci6n de nitr6geno 

en glutamato, sino tambifn para la actiYacidn de la tranecri¡ 
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ci6n de operones tale• como l!!!1 1 .eut. En loe dl.timos seis aflos 
estudios realizados en !• !2!!• !• typhimurium, nebsiella !!­
rol!nes 7 !• pneumoniae, han demostrado que la GS no es la pr~ 
tefna reguladora 1 en su lugar se han considerado los produc­
to• 4e, al menos, seis genes especiticos (11.nP, clnG, glnD, 
glnB, gln! ., «lnL) ( 30,.. 

Las enzimas que sintetizan glutilmato, s~n embargo, ti~­
nen caracteristicas que hacen el estudio de su regulaci6n PI!! 
ticularaente interesante. 

In algunas bacterias, principalmente entre la• pertene­
cientes a las .enterobacterias, se ha estado estudiando la re­
gulaoi6n de la GDH por unaecanteao de represi6n-desrepreei6n 
(28, JO, 43). 

In .!· !Sl!• !• aeropnes '1 !• tnhimuri\111,. las autantH 
que carecen de ODH no requieren glut .. ato para vivir. DeriY&-

•' 

4o• de eetas autante• ~. que tienen una autaci6n adicional 
en alg\lno de los dos genes para GOOA! (gltB), son aux6trotae 
de glutaaato (6, 9, 10, JO, 43). La• cepas que contienen amba• 
autacionH (&!!!, gltB) se han utilizado para localizar el !.! 
ne ,E!! en el minuto 26. 7 del mapa de !• !2!!• Bl orden ,de los 

pnH H purB-.E!l!-trp en el cromosoma de .!• !21! ( J5), e;dhA­

l!:l-PlrP en !· aerogenes ( 4) ., !%!:!-pncA-.E!!a-n!!-trp en .§. !l­
pht11uri1.1111 (37). En estos organismos, 1 en!• pneumoniae, las 

J cepas que carecen de la activida4 de GDH no tienen un fenoti-
po t'oilmente discernibles talea autantH crecen tan bien co­-: 

¡ ao la cepa •ilveetre en concentraciones altas 1 ba~ae de aao-

nio J en alguna• otras fuentes de nitr6geno. La• cepas gltB 
crecen en medio mfnimo que.contensa altas concentracione• de 

. 
1 

aaonio ·pero son incapaces de crecer en ba;t_as concentraciones 
1 

_J 

·¡ 
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de .. onio o en una variedad de.otros compueetoe orc'nicoe co­

ao. dnica fuente de nitr6geno (fenotipo A•m-) (10, 35). •utan­

tee , .. - de 10.ebeiella no crecen en l mM de amonio como dnica 

fuente de nitr6geno, pero las mutantes Asa- de!• ~ si lo 

hacen 1 dejan de crecer a una concentraci·6n de 0.1 d de amo­

nio (la cepa silviatre de !• 12!! si crece a esta concentra­

ci6n, aunque lentamente) (30). 

11uJ utilisada en este trabajo fue la cepa de !• 12!!". " 
P1340, una doble mutante (e!!-1, 5ltB31) (6). Glut•ato, glu­

t•ina 1 aepartato, suplementan la auxotrot!a por glutuato 
que presenta esta cepa. De ellos, e6lo aspartato conduce a una 
velocidad normal de crecimiento semejante a la de la cepa •il 

vHtre, 1a que tanto glutaaato como glutamina son traneport~ 

dom •UJ lentamente a travle ee la membrana celular •. 

In J•. 12!!• la• Da
8 

para los eubetratoe ·de lae enzima• 

product~ra• de glutamato eon aproximadamente la• 1iguiente11 . 

(39, 41)1 

rm (,.µ.•) 

;'al": ... . . \. SUb•trato GDH GOCJAT 

2-oxoglutarato 640 36. 

amonio 1180 

glutaaina 300 
glutamato 1300 

IADPH 40 8.5 
IADP+ 42 

1 (La• conetantee del glut .. ato 1 NADP+ para GOCJA'f·no ee d! 
') 

terminaron porque la reacci6n ele uinaci6n ee virtualmente irr! 

¡ . ,eHible). 
_J 
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Bato• datos sugieren que en la• cflulae que crecen bajo 

condicione• limitantee de amonio, la GDH ea relativamente in! 
fectiva en la aeimilacidn de nitrdgeno. Loe valoree para 

GOGA! eon de 4 a 20 vece• m4e bajo• que loe correspondientes de 

GDR, lo cual es consistente con el papel •in vivo• propuesto 

para la GOGA! (24; 39, 41). 

In!• aerogenes (1 !• pne1111oniae) la GDH eet4 sujeta a 
una regulacidn mlQ' estrictas eu dntee'ie est• regulada por com 

. . ~ 

ponente• del eietema gln. Bn esta• bacteria• el nivel de GDH 

eat• inversamente relacionado al nivel de ~S1 ei crecen en una 

. fuente de nitr6geno limitante ee incrementa el nivel de GS 1 

di•inure el de GDH, ~o contrario sucede cuando crecen en una 
alta concentraci6n de amonio· (3, 10, 27; 30). 

In ••toe organismos una p•rdida de GOGA! parece interte• 
rir con la deerepresidn de GS a niveles bajo• de amonio, ade-
8'1, ion incapaces de utilisar como fuente de nitrdgeno amino-

4cido1 que son convertido• a glutamato, tales como histidina, 
] pero pueden usar glutamato como fuente de nitrdgeno. Por el 

contrario, la p•rdida de GDH no afecta el nivel de GS (10, 30). 

] 

i 
.J 

Mutante• de !• aerogenes que carecen de GS, contienen ª! 
to• niveles de GDH tanto en concentraciones limitantes como 

en exceso de 11111onio (~, 35). En mutantes en las cuales la GS 

eat• producida en altoa·niveles bajo todas las con4icionAe 

(os· constitutiva, fenotipo GlnO), loe nivel•• de GDH eet'n •! 
veramente reprimidos, aun con exceso de amonio en el_ medio, ~ 

la cepa•• fenoti~icamente Gdh-. Aei, una cepa GlnC que lleve 

una autacidn gltB (fenotipo Aem-) requiere glutwto para cr! 
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oer en medio m!nimo con glucosa 7 amonio, aun cuando genltic! 
aente sea ~·(3, 10, 35). 

In Htas mutantes (glnL, «1tB) (GlnC, Asm-) se han dete_! 
tado mutaciones m111 cercanas a ~. que rehabilitan a la dl!! 

la con la capacidad de producir GDH, independientemente de la 
autacicSn glnL (4, 30). Otros supresores de eete detecto tienen 
un.efecto pleiotrdpico1 la adquisicidn de la habilidad'piara 

producir GDH est' acompaftada por la inhabilidad de utilic.ar . . ' 

hi•tidina o prolina como fuente de nitrdpno (30). 
E• entonce• probable que independientemente 4e esta re@! · 

lacidn por el sistema gln, otro si~tema a~tde para regular 
lo• niveles de GDH en!• aeropnelll. El crecimiento.en histid,! 
na coao dnica fuente de carbono 7 nitrcSpnÓ conduce a una re,;. 

duccidn de 2 a 3 vece• en los niveles de GDH, aun cuando el n.! 
v•l de GS eea m111 ba~o (en cepa• silve1tres) o completamente 
aueente (en mutantes glnA) (30, 39). 

In !• 12!! poco ee conoce acerca de la regulacicSn de su 
GDR. En este organi11110 el nivel de GDH creciendo con o sin e! 
ce10 de amonio es el mi11110. En contraste, el· nivel de OS aume~ 
ta·cuando crece en fuente• pobres de nitrdgeno (amonio bajo, 
prolina, arginina, etc.) 'I di1111in111e cuando crece en amonio 
alto (30, 43). 

Lo• primeros estudio•, realizados conjuntamente .~on !• 
aeropnee, demostraron claramente que en !• 12!! la expreeidn 
4• .&!!! no ••t' bajo el control del sieteaa gln (el sistema gln 
tu• manejado en un principio como el modelo de regulacidn por 

GS 4• lagaeanik) (5, 31). Esto• traba~oe preliminar•• indica-
. ··. ' 

ban que la GS de !• !!!! ( os1) era capee de regular la expre-
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aidn de genes nativos en!• aero*'nes (GS-) tan bien como eu 

propia GSJ[ 05, 42). Ade•'•, que la as8 era tambUn capaz de I'! 
suiar loe genes de utilisacidn de hi•tidina (!!!!1) tanto de !• 
aerol'n•• como de !• tzphimurium cuando ••toe se encontraban 
en el ci toplaeu de !• !!!!! ( 7) • Bato• estudio• sugirieron in,! 
cial.iaente que la GS poeefa la habilidad de resuJ.ar la ezpreeidn 
de' loe gene• imolucradoe en la aeillilacidn de nitrcSpno (•o­
delO. cle !orie •apeanik) 1 que!•~ tiene.todo• loe oo._,o­
nent•• neceeario• para la regulacicSn de gen•• nativo•, de aquf 
que algdn(o•) otro(•) factor(••) tuera{n) reeponeabl•(•) de 
que la GDH1 no:eea reprimida cuando lo• nivelH de GS1 eetlb 
alto• (35) •. un lugar lcSgtco donde colocar eete tactor seda •n· 

la repcSn reguladora ele dhA de !• !2!!• . 
. otro• elato• reforzaban lo anteriora al. introducir un epi ... 

. . . -
1oma de !• ~ que contenp cdhA-!!:2 a la cepa de !• aeroe- . 
.D!! awrdtrota de glutuato ( GlnC, · Aa ~) 1 que adu'• ••• 'trp - , 

l .. excon3ugantee '!rp+ rano requieren de'glutamato para cre­

cer. Bato• elato• sugieren que al~ regicSn de control pr•••~ 
te en el •Pi•oma que lleva A'!!!! de !• !!!!! es la reeponeable 
de que la •fnteeie ele GDÍI no eea reprimida cuando el nivel de 

os ••t' alto (35). 
ID tnba3o• poeterioree ee ba ob .. nado tabifn que la 

afnte•i• de esta ensiu no ••t' afectada por autacionee 11n• 
(JO). 

Se poco probable que la GDH 3ueaue algiSn papel catabcSlico 

en ,1 • .uu, ra que cuando la• cflula• crecen en glutU.to re­

autta una repreeidn de ODH (1 una alta actividad de GS). La• 
autante• que carecen de ODH crecen, aunque lentaente, en gl.!! 

t ... to coao fuente de carbono (JO, 32, 35). 
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Pru•iner 1 colaboradores (36) encontraron que •i· en cult! 

Y08 de J• !21! lle adiciona AMPc, H incrementan 108 niYelH de 
GDR 1 GS 1 diemiDUJe el nivel de GOGA!. Betas alteraciones re­
quieren de pr~tefna receptora de AllPc (CRP). El cloraatenicol 
amala loe efecto• de AllPc, resultado que·eugtere que la efnte 
. . . . . -

•i• de protefnae •• nece•aria para qúe ocurran eeto• c .. bio• 
enl08 nivelee enzia,ticoe. Loe'efectoe de AJIPc sobre loe niY! 
lee de GDH, GS y GOGA! eon, por consiguiente, tanto de regul! 
ct6n positiva ·como de reguiaci6n negativa, 1 pueden tene~ ~· 
papel illportante en la regulaci6n celular' del aetabolieao de 
nitr6pno. Bn general, H ha obeenado que la• emimae bacte­

rian&8 que ••t'n bajo control positivo por AllPC eet•n eujet .. 
a repre•idn catab6lica por glucosa •. 

Bn cuanto a .§. tnhilluriwa, la dnteei• de GDH no ••t• 
afectada por. autacionee .gin- (9~ 20, 25, 30) (coao en!• !2!!>• 
·1n Hte orpniao la tunci.Síi de GDH ee intereeante debido a 
'que ••ta actividad enmi8'tica no varia durante el crecimiento 
celular en diterentee fuentee nitrogenadaea a eeaejansa de !• 
.2!!!• le efnteeie de GDH no e•t' reprimida en c•lulae preeen­
tH en medio• pobres de nitr6geno, 1 a diferencia de .!• sal!;·· 
1• GDH en J. tzphimurium no eet,·reprimida por glutamato (9, 
43). Sin embargo, el valor relativo de la• ma

8 
de ••ta enmiaa 

para 2-oxeglutarato ! glut ... to sugieren fuertemente que l•. 
GDR.de Salmonella posee e6lo capacidad bi~eintftica (41). 

1rtnch1e11 colaboradoree (38) analisaron en J. tTPhim11-

ri111 el efecto de lae mutaciones J:!!&l e lli!!.1504 sobre la r! 
placi6n de .las enmi•• GDH, GOGA! 1 as. Su• reeul,ado• de­
aue•tran que bajo lae condicione• eapleac!ae, la efnte•i• de e! 
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ta• ensiaa• ee dependiente del,pro~ucto del gene !!ll o de aJ: 
auna fuDci6n ••diada por fl; ••t• efecto •• particularmente 
d~tico·para la GDR. Encontraron t1111bifn que bajo cierta• 

ooa4ioione•, la• autante• !Y!!l504 aoetraban una deerepreeidn 
iaportante .-en la actividad euim,tica de GDR. 

181;1 aieao grupo clond en el pBR328 el .. ne ~ de !• 
tnhiaurim 1 ee obeend que la acti"(idad de GDH ee incrementa 

. de 30 • 100 vece• con re•pecto al nivel de las cllul•• baploi-

4••· cuando lu dlulu crecen en ••dio glucosa-aonio. La r! 
placida del gene clonado H refieja en nivtlH •'• bajo• de 
GDR in cllulae que crecen en triptona-extracto de levadura o 

·~ ••dio •upleaentado ~on glut .. ato 1 aepartato. Ad••'•; la• 
cllula•'que portan ••to• pl,emido• tienen ún requerimiento P"!: 
oial para ae·Úonina 1 litina, •Uliritndo una alteraci6n en el . 
nujo 4. ••t•'bolitoe • trav•• 4•1 ciclo del '°ido tricarbod~ 
lioo. 



14 

JIJS!IPICACION.DE LA TBSIS 

La aeimilacidn.de nitr6geno en compuestos ors'nicoe 1 el 

flu30 de eatoe metabolitos a trav•• de l•• diferente• vfae, ee 

•••noial para el crec:llliento celular. Por tanto, ee intere•8! 

te 1 conveniente bonocer a fondo estos aecanieaoe. 

De aquf •• desprende la laportancia de contar con loe IJ! 
nea ob3etoe .. 4e este eetudio en eieteue ·discreto• 1 de f'cii 

aanipulacidn. 

La reooabinaci6n •1n vitro• de 'cidoe nucleico• noe ofr! 

ce la poeibilidad de dieectar 1 aislar la• regt.onee del geno-· 

aa involucrada• e~ la aeillilacidn 7 metabolt .. o del nitrdgeno. 

Loe eetudio• que pueden entonces llevarse a cabo en este 

o .. ,o con cada gene particul~r, completan 1 facilitan la coa-­

preneidn d• lo• iaportant•• traba~o· tieiol6gt.coe 1 sen•ticoe • 

..toe eetudioe •• refieren a la orl8ftisacidn 1 caracteri1acidn 

fieica d•l gene, al ~li•i• de eu expreei6n en diferentes cos 

4ioionee fiaioldgt.cae 1 ambiente• genfticoa, a producir 1 1aft! 
.ltaar mutacion•• dirigida•, a deducir la• propiedades molecu­

lar•• de la prote!na codificada, entre otroe. 

A travle de todo eete tipo de experimento• puede llegar 

a ooaprencleree la regulacidn de la expreaidn gen•ttca 1 aodi­

ficar, 1i aa1 ee desea, ciertos aecani1aoe bjaico1 de la r•C!! 

laoidn'o e1tructura de la prote1na. 
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OBJltIVO 

La• cliferenoias en dntHi•, coaportamiento 1 propiecla-

4•• aolecularee de l•• GDRe ele di••r•o• origen•• eon aun po-· 
co coapren41d••· Por ello, H benlfico poder unipular 1 tr! 
'bajar.con lo. genes •i•lac!o• pro•enientee de diterenteil HP! 
ciH, con el fin de poder realisar un extenso Htudio coapa­

rati•o. 
n trabajo que H preeenta en Hta tHi•. Ht' entoca4o, 

a la caracterisaoi6n fi•ic• del gene que codifica para l• 
GDll de B. coli, lo que facilitar' el entender aejor, o lle­

Y&I' a cabo, di••r•o• ••tudioe a ni••l aolecular, fieiol611-
oo, ,.n1t1co 1 biotecnol6gico. 

l•t• trabajo fo,.a parte de un pro1ecto •UI' grande que 
88 realiH en colaboraci6n con el Centro .de IDHtipc16n ·~ 
bre Ji~aci6n ele litr6geno, de la UIAll, entocac!o a esclarecer 
lo• aeoani .. o• de a•i•ilaci6n 1 aetaboli .. o 4•1 nitr6geno en 
cliferente• organismos. 
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RBStJMBN DEL TRABAJO REALIZADO 

1 cont1nuaci6n se anezan las publicaciones en las que la 

autora·4e esta tesis. part1cip6 1 se enlista el trabajo con el 

que colabor6 en ella•a 

l. ·aonatrucci6n del plSP5 + 

2. Pur1f1caci6n de la GDH 1 obtenci6n de anticuerpos e! . 

peoificos dirigi4o• contra ella + 

3. todo• lo• ezperimentos que condujeron a la deaostra­
c16n de la presencia del gene estructural para la 

GDR en el p1'smi4o pRSP5 (7 en el pSAP.4) + 

4. aonatrucci6n del pSABl 1 pSAB4 (7 .algunos otro• pl•! 
alelo.• no mencionados en esta tesis) 

5. Oonatrucci6n. de los deriv•dos del pSAP.4 (pSAB41, .. 
pS.lB42, pSAl421 1 pSAB422) 

6. todo• lo• ezperimentos que condujeron a la• eviden­
cia• ele la posible localizaci6n del promotor( e•)·, 

d1recc16n de transcripci6n del gene Jl1!! 
7. Determ1naci6n de la secuencia nucleotfdica del frag­

aento HpaI-!!!11 del pSAB4, localizac16n de los sitio• 
ele restr1cci6n en esa regi6n de DNA, inferencia de la 

secuencia eminoacidica de la protefna 1 comparaci6n 

4• lata con la regi6~ emino-terainal de otras GDH•· 

+ Bn colaboraci6n con a., Sincbez Peeca4or. 



RBSUL'l'ADOS 

Antecedentes a 

B1 pl,111ido pRSPl fue aislado de un banco de genes de !• 
!!ll (11, 15, 16) 1 mostrd complementar la mutaci6n ~l en 
la cepa P1340. Este pl,1111ido contiene aproximadamente 4.6 Kd 

de DH croaoeomal de !• !21! 1:-12. 
Para localizar la regidn de DIA cromoeomal clonado en el 

pRIPl que complementa dicha mutacidn, se conetl'U1eron varios 

derivado• de 41. 

Ao LOOALIZACIOif DB LA REGIOK CRCBOSCllAL DBL PLASIIDO pRSPl 

QUI CCllPLBllBlftA LA llU'J!A~IOll 1'9-l Elf LA OBPA P.A.340 

1. Conetrucci6n de loe derivados del pRSPl 
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Dt acuerdo con el mapa de reetriccidn del pl'••! 
do pRSPl realizado previaaente en nuestro la~oratorio (Pig. 1, 

8'nchea·Peecador .!! !!:• 1982), se eu~clonaron diversos frag­
mento• dt eete.pl,smido en el vehfculo moleculf!U" pBR322. 

l.l B1 pl,smido pRSP4. se obtuvo eubclonando lar! 

.8idn !!2RI-B51II del pR.SPl (coordenada• 5.1 a 6.9) (Pig. 1, 
s•nchts Pescador .!! !!:• 1982) en el pBR322, restringido con 
la• enzima• EcoRI 1 ~t. Este nuevo pl,emido recombinante no 

·aoetr6 complementar la auxotrot!a por 'cido glut'81ico de la C! 
pa PA340. Ademie, el aúlieie electrotor4tico d.e las proteínas 

codificada• por 11, no mostraba la presencia de alguna pro­
tefna que correspondiera al peso molecular (PK) del mon611ero 

de la nDH purificada de .!• !!?!! (dato no mostrado). 

1.2 B1 pl,smido pRSP5 ee·conetr1116 al eubclonar en 

el pBR322 el fragmento EcoRI-PstI del pRSPl (coordenada• 5.1 1 
- - - . 

9.2/0) (Pig. 1, ~nchez Pescador.!!.!!• 1982) •. Este pl•••i4o. 
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•i fue capaz de complementar la.auxotrof!a por 4cido glutdm! 
co de la cepa PA340. 

otro pl,smido, el pRSP7, lleva el fragmento !22RI­

l!!J:I (coordenadas 5.1 1 5.7 del pRSPl) (Pig.l, S4nchez Pesca­

dor .!! !!• lq82) 1 tampoco fue capaz de complementar la auxo­

trot!a ~or glutamato de la cepa mencionada (~abla II, S'nehes 

PHoaclor_ ,!! !!• 1982). .. 

2. Oonetruccidn·de loa derivado• del pRSP5 

De acuerdo con loa resultados mencionados, había 

do• posibles localisacionea para el gene .s!!! (ver aeccidn B 

de. resultados) en el pRSPls una que el sitio reconocido por 

BglII formara parte del gene 1 la o~ra, que el gene ae local! 

sera entre loa sitios de reatriccidn de BglII 1 .f!!I (coorde­

nada• 6.9 • 9.2/0) en el pRSPl (Pig. 1, S4nchez Pescador !! !!• 
1982). 

2.1 Para discernir entre esta• posibilidades, ae 

mutagenisd "in vitro" el DNA del pRSP5 en el sitio de reatri! 

cidn de BglII por insercidn de un oligonucledtido. Para ello 

ee lineariz6 el pRSP5 con la enzim~ BglII, que genera extre­

mo• coheeivoa, 1 ae trat6 con nucleasa SI 1 con el fragmento 

11.enow de la polimeraaa I de DNA para producir extremos rasu­

rados. Se inaertd .en eee lugar ~ decanucledtido •intftico C! 
· 1• eecuencia ea reconocida por la' enzima Js.2RI. De esta mane­

ra •e conetruy6 el pSABl (Pig. 2, S4nchez Pescador et' al, 1982; 
. -- ' 

fig.2, Sanvicente 11 !!• 1983), que lleva dos sitio• de Js.2RI-. 

2.2 Por recircularizaci6n del fragmento grande de 

DlfA producido por la digeetidn con BcoRI del pSABl, ee obtuvo - .. 
el pSAB4 (fig. 2, S'nchez Peecador 11 !!• 1982; Pig. 2, san-

....... 
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Ticente .!! !!• 1983). Este pl,•midq contiene aproximad .. ente 
2.3 •d de DIA cromoeomal.· 

tanto el pSABl como el i>SAE4 complementan la 
autaci6n ~-1 de la cepa PA340 (tabla· Il>~nches Pescador 
et al, l982), lo que localiza al 8-ne estructural que co4iti -- .. ., . -
ca ~~a la GDH (Ter eeccidn B de resultado•) entre loe •itioe 
4e reatriccidn de BglII 1 ?!11 (coord.ena4ae 6.9 1 9.2/0) en 
•l pRSPl (Pig. 1, ~ches Pescador et al, 1982). 

. . --
B. llAfDRALIZl DE LA REGIOB CLORADA QUE COIPLJ!JIElf!A LA •uTA­

CIOK A'!!!-1 IN LA CEPA Pl340 

Con el fin de conocer ei la regidn de DNA cromoeomal 
clonada en •l pRSPl, 1 por coneig1.1iente en el. pRSP5, pSABl J 

pSAl4, que complementa la awrotrofia por glutamato en la cepa 

PA:340 era el gene Htructurl!ll que codifica para. la GDH de !• 
!21!• ad•-'• de determinar la ac~~idad especifica enzimitioa, 
ae realizaron divereoe enea.yo• bioqufmicoe con.la• proteinae 
codificadas por eetoe pl,emidoe (•intetisadae en un sistema de 

•inicllulae). 

3. Determinacidn de la aotivi~ad especifica de GDH 
Bn la tabla II (!Anchez Pescador!!!!• 1982) ee 

aueatran laa·actividadee especificas de GDH encontrada• en 
lo• extractos celulares de la cepa PA340 portando loe diver­
so• pl,emidoe conetl'Uidoa. Con loe pl'••idoe pRSPl, pR~5, 
pSABl 1 pSA!4, ee obeervd un aumento de aproximadamente 2.5 
Tecee en la actividad.especifica comparada con la encontrada 
en la ce~a silvestre CS520. 
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4. Electroforesis de las ~rote!naa codificadas por 

1011 pl,smidoa. 

Para analizar las prote!naa codificadas por 1011 

pl,smi4os pRSPl, pRSP5, pSABl 1 pSAB4, se tranafol'llld con ceda 

uno de ellos la cepa productora de minicllulaa, P678-54, y de 

igual manera con loa pl48111idoa que sirvieron como veh!culoa 

moleculares. Las minic•lulas purificadas de cada traneformante 

1e utilizan para sintetizar prote!nas en presencia de 35s-m~ti,g 
ntna. 

4.1 Electroforesis en una dimensi6n 

La• protefnas e~ntetizadas por las minicllu­

la• se analizaron electroforlticamente en base a sus PMs, 1 

ee encontrd que tanto el pRSPl, como el pRSP5, pSAEl 7 pSAE4, 

oocUfican para un poliplptido de aproximadamente 50 000 d que· 

ooaigra con. el mon6mero purificado de GDH (Piga. 3A y 3B, 38!! 
Yicente .!! !!• 1983). 

4.2 Blectroforellis en dos c!imen11iones 

Para analizar tambifn en base a su punto iso­
elfctrico a los poliplptidos co4ificados por estos pl,11mido11, 

•• efectud una electroforesis en dos dimensiones (siguiendo 

la tfcnica descrita por 0'1arrel) de los extractos rac!ioacti­

voe de las minicfluraa correspondientes, encontr,nclose que 

tubifn aq_uf existe. un poliiulptido que com.igra con el mondm! 

ro 'PUl'ificado de GDH (Pig~ 4, Sanvicente .!! !!:• 1983) 

5. Inmunoprecipitacidn espec!tica de la GDR 

5.1 Inmun~precipitactdn cualitativa 
Para verificar que el polipfptido de 50 000 d 

codificado por los pl,smidos pRSPl, pRSP5, 'pSABl 1 pSAB4 es 
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realmente el mondmero de GDH, se lle~6 a. cabo una inmunoprec!. 
pitacidn de la GDH codificada ·por estos pl,1911i~os. Se utili•! 

ron lo• extractos radioactivos de minicf lulae 1 anticuerpos e! 
pecificos anti-GDH. Se observcS que scSlo el poliplpt~do de .. 

50 000 d inmunoprecipita específicamente (Pig •. ~• Sanvicente 

et al, 19831 se muestra scSlo un dato representativo) •. 
-- • ' •• 4 •• 

5.2 Nivel de GDH producida por la cepa PA340 sola 

1 portando los diferentes pl6smidos recombi­
nantee 1 inmUnoprecipitacicSn electroforltica 

cuantitativa 

Con el fin de detectar si la cepa PA340 11inte­
ti1a alg4n antígeno que cruce con los anticuerpos específicos 

anti-GDH, 1 si dicha cepa transformada con·los diversos pl6s­

aido~ sintetiza m6s antlgeno GDH que la cepa silvestre CS520, 

se llevaron a cabo experimentos de inmunoelectroforesis cuan­

titativa utili1ando lo• extractos celular•• correspondientes. 
Se ob1erv6 que el extracto de la cepa silvestre presenta. un 

nivel de antígeno GDH menor, aproxiudame~te del 30", del ni­

vel presentado por las cepas PA340/pRSP5 1 PA340/pS.AB4. Inter1 
eantemente, el extracto de la éepa PA340 presentcS un nivel an 

. . -
) · tisfnico similar al de la cepa silvestre ( Pig. 6, Sanvicente 

!! !l· 1983). 

' . O. .LOCALIZACION DB LA RÉGION DB lNICIACION DI LA !RANSCRIP-
: 

CIOlf DBL GBNB ~ Y_DB'lERIINACION DB LA DIRBCCION DB 

\ !RAISCRIPCIOK DB ES!B GBNB 
_¡ 

De acuerdo con los re1ultados anter~oree, se ha locali~a4o 

_J al pn• J!!!! en.un fragmento de DRA de aproxiudaaente 2.3 • .: 
en el pl6smido pSAE4, fianqueado por· loe sitios de rHtriccicSn 

j 
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... 

de BcoRI 1 PatI (coordenadas 6.9 1 9.2/0 en el pRSPl). n ma-- - . . 

pa de reetriccidn de este fragmento en el pl,amido pSAE4 se 

muestra en la figura 3 (S4nchez Pescador.!!!!• 1982). Este 

coaprende do• sitios de HpaI, uno de S!I y otro de !!!!I• 

Cl)n·el fin de localizar la ~egi~n de iniciacidn de 

la tranecripcidn ~el gene ,S!!!! 1 conocer tambiln su direccidn 

de tranecripcidn, se contrUJeron vario• deriY&doa del pl,11111! 

do pSAE4. 

6. Conatruccidn de loa derivados del pSAB4 

6.l El pl,emido pSAE41 se con&tl'\11'6 aubclonando el 

fragmento !!!RI-,2!!I del pSAE4 (de l 000 pb en promedio) en el 

plb•ido pBB.322, digerido con las mi•aa en4onu.cleaaaa (Pig. 3, 

9'nchez Pescador.!!_!!, 1982). Bate pl,amido no fu.e capaz de 

co•plementar la mu.tacidn ~-·l en la cepa PA340 ni indu.30 la 

1!nte1i1 de algdn poliplptido de origen cromoaomal (linea b, 

Jig. 40' 9'nchez Pescador!!!!• 1982). 

6.2 El pl,amido pSAE42 •.e obtuvo al deletar el 

fragmento HpaI (de aproximadamente l 300 pb) del pSAB4 (Pig. 3, - . 
9'nchez Pescador!!!!• 19~2). Este pl4amido tampoco logr6 

complementar la au.xotrofia· por glu.tamato de la cepa PA340. El 

mli•i• elecitro(orltico de laa protdnaa codificada• por ··­
te pl,aaido mu.eetra un poliplptido de aproxillademente 9 000 d, 

. codificado por 'el DN• cro111oao111a1., que no •.inteti11& el pl,amido 

pa4re pSAE4 (lineas d y c, Pig. ·4·a, Séchez Peecador .!! !!• 
1982). Eeto sugiere que dicho polipfptido eatl.codificado por 

el gene ,a!!! truncado, lo que hace localizar la regidn donde •e 

inicia la tranacripcidn del gene a aproximadaaente 300 pb de 

uno de 101·do1 11itio1 de HpaI preeentee en el·pSAB4 (Pig. J,· 
9'nches~l'Hcador !! !!• 1982). •. 
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Para discernir entre estas dos posibles localiz! 
ci~nes de la regi6n donde ae inicia la tranacripcidn del gene 

~. se con•tf'U7eron pl4smidoa derivados del pSAE42. 

7. Derivac!oa del pSAB42 

7.1 Por delecidn de la regi6n comprendida entre 

101 •itioe de HpaI 1 ?!!I del pSAB42, se conetl"U1'd el pl•••! 
ao pSAB421 (Pig. 3, S'nchez Peecador !! !!• 1982). Para ello 
ee linearii6 el DNA del pSAB42 con la endonucleaea ,?llI, tr! 
t~olo deepufa con nucleaaa SI para eliminar loa extremos 

cohesivos generados. Se digtri6 posteriormente con la enzima 

HpaI·7 el tragmento grande de DNA •• recirculariz6 usando l! 

sa•a de DHA de ~4. 

7.2 Bl pl4amido pSAB422 fta, por otra parte, una 

·deleci6n del fragmento HeaI-J22RI del pl•amido pSAB42 (Pig. 3, 
9'nches Peecac!or .!! !!• 1982). Bate pl••mido ae obtuvo dee- .· · -

pu•• de·recircularizar el fragmento grande de DRA obtenido al 

tratar el pl••mido padre, pSAB42, con las enzima• .!t2RI, nu­
clea1a SI 1 HpaI ·, en eee 'orden. 

De' esto• dos derivado• del pSAB42, edlo el pSAB422 
tue capas de codificar para un poliplptido de origen cromo•o­
.. 1 que gruesamente comigra con el poliplptido codificado por 

·11 pl••mido padre (lfneae d, e 1 t, Pig. 4C, 9'nchez Pescador 

!! !!· 1982). 

De acuerdo con eetoa resultados, la regi6n donde 

ee inicia la transcripci6n del s-ne J.t!! se encontraría local! 

1ada a aproximadamente 300 pb del •itio de HpaI cercano a ?!!I 

en el pSAl4, 1 la direcci6n de transcripcidn ser{a en el ••~ 

~14o de P•tI·hacia !2,2RI e~ el pSAB4 (Pig.3, 8'nche• Pescador 

!! !!· 1982). " 
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D. D!!BRllI1'ACION DB LA SECUENCIA ?(UCLEMIDICA DEL PRAGllENTO 

RpaI-?!!I DEL PLASIIDO pSAB4 

8. Determinacidn de la secuencia nucleotídica 

Para demostrar enteramente la localizacidn del 

DIA donde ee inicia la tranecripcidn 1 la direccidn de trana­

cripcidn ·del gene~· ae decidid determinar la secuencia nu­

cleot!dica del fragmento ?!!I-RpaI, de 610 pb en promedio, d~l 

pSil4 (coordenad~.• 3.5 1 2.9) (Pig. 1, Valle .!! !);, 1983). P! 
ra ello ee clond eete fragmento, eliminando previamente loe 

enreaoe coheeivoe generado• por la digeetidn con ?!!,I, en el 

•itio de ~I del bacteridfago Kl3mp8, en la• do• orientacio-. 
ne• poeiblee. La secuencia nucleot{dica del trasaento se de­
teraind analisan4o las doe cadenas complementariae mediante " 

el altodo descrito por Sanger. De eeta manera ae obtuvo la •! 
ouencia_ del DNA de la regidn reguladora del gene .E!! de !• !2- · 
!! 1 de la regidn que codifica para el amino terminal de la 

protdna. 

9. ~li•i• 1 oaracter{eticaa de la secuencia nucle,2 
Udica obtenida· 

La •ecuencia obtenida se muestra en la figura 2 

(Valle et al, 1983). !n ella ee localizaron loe aitioe de rea -- . -
triocidn reconocidos por divereae endonucleaeae. Se intirid 

la eecuencia de aminodcidoa perteneciente al .. ino terminal 
de la proteína GDR 1 ee localizaron tree poeible• promotores 
(por comparacidn con la secuencia conaeneo) 1 alguna• otrae · 

lonáe de interle (Pi'g. 2, Valle .!! !!• 1983) • 

. , . :• 
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10. La l!lecuencia inferida de loe primero• 102 amin! 
Ccidoe de la GDH de !• .!!..!!!!• ee coapar6 con la• secuencia• 
conocida• de otras proteína• hom6logae (obtenida• por eecuen 

. -
·ciaci6n prot•ica); la• pertenecientes a Reuroepora craeea, 

bovino 1 pollo. En la tiglU'a 3 (Valle !!. !!• 1983) se muee- . 
. tra Hta coaparacidn (se omiti6 la. secuencia de la GDH de P! 
llo por ••r igual a la GDH bovina salvo en alguno• re•iduo•). 

In Hta coaparacidn se obeerva ctue la• GDH• de !• !21! 1 !• 
craHa eon •• •imilaree entre· •Í ctue la• GDH• de !· craHa 

1 bovino (ambo• eucariote•). 

'. 
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SUMMARY 

Plasmld pRSPI, lsolated from the Escltericltia coli gene bank of Clarkc and Carbon (1975), has been shown to 
complement the gd/1-l mutation that affects the synthcsis of glutamate dehydrogenase (GDH) in the E. col/ 
strain PA340. The GDH structural gene oí E. coli is prescnt on a.2 .3-Md DNA fragmcnt from the hybrid plasmid 
pRSPI and certaln of its derivatives. Polypeptidcs syntheslzed by minir.clls carrying some of thcse plasmids, 
enabled us to make a preliminary determinatlon of the directlon of transcription of the gdh gene on tite cloned 
fragments. 

INTRODUCTION · 

In E. col/, glutamate is predominantly synthesized: 
by two enzymes, GDH and GOGAT (Tyler, 1978). 
Enterlc bacteria 1acldng GDH do nót require glutamate . 
for growth. Such mutants grow like wlld·type strains 
whcn ellher high or low concentrallons of ammonla 
are used Ís a sole nllrogen source (Brenchley and 
Migasanik, 1974; Pahei et al., 1978). Mutan! strains 
lacking GOGAT can only grow wllhout glutamate 
when glucose-minirnal medium is supplemented wilh 

Abbreviatlons: Ap', amplcUJin resistance; bp, base pairs; 
GDH, glutamate dehydrogenase; GOGAT, glutamate syn· 
thase; kb or Kb, kDobase palrs; Md, megadaltons; SOS, 
IOdium dodecyl sulfate; Te', letrac!'clinc resistan ce. 

0378·119/8?/0000-0000/S02.7S © Elscvicr Biomcdical l'rcss 

· excess of ammonia. Double mutants lacking GDH and. 
GOGAT aclivilies ronnot utilize either hlgh or low 
concentrations of inorganic nitrogen and require 
glutamate for growth (Berberich, 1972). 

· To study the in vitro and In vivo expression and 
the regulaiion of the gdll. gene, we have isolated a 
hybrid plasmid from an ·E. coli ge"ii·~ bank of Ciark . 
and Carbon (1975), that complemented chromosomal 
mutatlons affecting GDH activity in the E. coli strain 
PA340. Plasmid pRSPI not only complemented the 
GDH defect hui increased the specific acfüily of the 
enzyme approxirnately 2.5-fold. 

Varlous rcstriclion enzyme-generated DNA frag­
ments from pRSPI were cloned in pBR322. Using 
different biochemical techniques we were able to 
dcmonstrate the pres~nce of lhe gJl}gene in pRSPI 



and ccrtain derh·alil'e plasmids. Sorne of lhesc plas· 
mids were used in miniceU expcrimcnls to ohtain 
preliminar)· information concerning the rclativc po· 
sition and the direction of transcription of thc gdil 
gene in pRSP1. 

MATElllAL A!\D METJIODS 

(a) Bacteri.11 strains and growth conditions 

The genotypes of the bacteria! strains used in this 
work are li;ted in Table l. CSS20, obtained from J. 
Carbon, was the E. coli strain uscd for the conslruc· 
lion of the gene bank (Clarke and Carbon, 1975). 

. Far mqst e~p.erimei:its the .!1.'N m\nimal .. mcdium was 
used (Cm11rrubias et al., 1980). Cultures far DNA 
extraclions were grown on M9 medium (MIUer, 1972). 
Transformations were performed as described by 
Cohen et al. (1972). 

(b) Plasmid DNA purification and enzyme reaction 
conditions 

Plasmid D!llA was prcpared by thc method of Bel· 
lach et al. (1976). 111e reaction conditions for the 

TABLEI 

Llst of sualns 
1 

various restriclion cnzymcs have becn prcviously 
reportcd (Bolivar et al., l977a). 

DNA ligations werc carried out in 66 mM Tris· 
HCI pH 7.6, 6.6 nL\I MgCI,. 10 m~I dithiotin<'itol and 
0.5 mM ATP, at 12°C for l2-24h. Sl nucleasc was 
utiii?.cd as pre•icmsly dcscribcd (Ullrich et al., J 977). 
EcoRJ linkcrs (dCCGAATTCGG), wcre ligated to 
blunt-cndcd DNA frngments as descrihcd b)' !lolivar 
and Backman (1979). 

(e) GOH acth"ity assays and enzymc purificalion 

The ammonia·dcpcndcnt actility of GDH was 
detcrmined as described by Co\'arrubias et al. (1980). 
GDH purification was carricd out as rcported by Sa­

. kamoto et al. (1978) . 

(d) lncorporation of radioactively labeled amino acids 
into minicells 

Minicells wcre isolated by three subsequent sucrose 
gradient ccntrifugations (Meagher et al., 1977). 2 mi 
of the minicell suspenslon werc incubated at 37ºC in 
the prcsencc of a mixture of 19 amino acids (no 
methionine) and 35S·laheled L·methlonine for 30 min 
with shaking. 

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--"~~ 

Strain 

CSS20 
PA340" 

P678·54 
MX729 
MX7291 
MX7292 
MX7293 
MX7294 
~IX729S 

MX7296 
MX7297 
MX7298 
MX7299 

Genotype 

Hf!C trpA58 mrtBI g/y VSO supFSB re/A 1 
F" /euB6 gdlr·I hisGI g/tB31 argHI thl·I ara-14 lacYI ga/·6ma/A1 

xy/.7 met·2 !OM2 AltA"rpsl.9 rupE44 
F· thr /eu thi·I supE lacY 1011A gal mal xyl ara mti mi11 
Same as PA340 but carr)•ing pRSPI 
Same as PA340 but carrying pRSN 

. Same a• PA340 but carrying pRSPS 
Same as PA340 but carrying pRSP7 
Sorne as PA340 but carrying pSAEI 
Same as PA340 but carrylng pSAE4 
Same as PA340 but catr)'in~ pSAE41 
Same a• PA340 but cam•ing pSAE42 
Same as PA340 but carrying pSAE421 
Same as PA340 but carrying pSAE422 

, .So urce. or Ref. 

Clarkc ahd Carbon (1975) 

B.l."Bachmann 
R. Talt 
Comrublas et al. ( 1980) 
This paper 
This paper 
This paper 
Thls papor 
Thi< p>per 
TI1is¡1:1pC'r 
This paper 

This rarer 
This papcr 

1 Strain PA34o is the .. me as CDJOO froin D.D. Sanwat's laboratory whkh has bcen 'hown to contain liothg/18 andgc/lr muta· 
tions (Berberich, 1972). PA340 m·rrts t.o ¡:lutamate prototroph)' al a frequency of 10-s ¡icr <ell (Pahcl et al., 1978), 



RESULTS 

(a) Cloning i11to pllll322 of \':trious restriction· 
gencratcd DNA fragments deriwd frum pRSPI 

Covarmbias et al. (1980) have reportcd the isola· 
tion of three ColEI -hybrid plasmids that comple-

lglll 

¡::~;-· 
-----------............... _ .... h-' 

mented g/11A, gdh and gltll mutations. One of these 
plasmids, pRSPI, complemcntcd thc gdlr·I mutatinn 
in thc strain PA340. A rcstrktion map ofthis plasmid 
is shown in Fig. 1. 

To localize the rcgion of the cloned chromosomal 
D!'lA scgmcnt from pRSPI that complcments the 

. ,,,, 

""' 

..,,, 
leeltl 

1111 
~ .. 

Flg. l. Di:!grammatic repmentotion oí the conslruclion of pRSPI deri..alives. The posilions oí thc variou• rcslrktion siles are 
drawn to scale. XX or XXX symbols repment the poly(An linkcr rcgionon pRSrl. 
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GDlt spccifk actMtie~ dctcrmincd h)' pbsmid pRSJ'J and a : b e 
derh·ati\·es 

----
Straln 8 l'lasmlJ GDll 

present specific acti\'ity b 

CS520 184.1 
PA~40 2 
MX729 pRSPI 448.6 
MX7291 pRSN 2 • 
MX7292 pRSl'5 450 
MX7293 pRSP7 2 
MX7294 pSAEI 460 
MX7295 pSAE4 455.S 
MX7296 pSAE41 3.1 
MX7297 pSAE42 l.S 

1 Cultures oí 100 mi werc grown to a denslty of 6 X l 08 

cell/ml on ¡;lucose·NN medium with 30 mM Nll4CI as tho 
nltrogen source for strains CSS20, MX729, MX7292, 

.. MX7294 and MX7295. Strains PA340, MX7291, MX7293, 
MX7296 and MX7297 wcrc pown In the r.ame mcdium sup­
plemented with 2 mg/ml glutamate. 
b µmol oí oxidized NADPH/mg protcin/min. 

gdll·l mutation in strain PA340, differcnt pRSPI DNA 
fragments were cloncd inlo the plasmld vehicle 
pBR322 (Bolívar et al., 1977b). One of lhese recom· 
binant plasmids, pRSP4, was constructcd by cloning 
the EcoRl-Bgnt fragment (coordinates 5.1 to 6.9) 
from pRSPI lnto pBR322 (EcoRl-BamHI digested). 
This recombinan! plasmid was not able to comple· 
ment the gdh-1 mutation from PA340. On the other 
hand, plasmid pRSPS, obtalncd by cloning the 4.1 · 
Md EcoRl-P.ltl fragment from pRSPI (Fig. 1), was 
able to complement the gd/J-1 mutation from PA340 
(Table 11). Another plasmid, pRSP7, a derivative of 
pRSP5 that carrics the EcoRl.Sall fmgment that 
spans from coordinate 5.1 to 5.7 in pRSPI was un­
able to complement tite gd/J-1 mutation from strain 
PA340(Table 11). . · 

(b) Derivatives of pRSPS 

According lo the above rcsults thcre were two pos· 
slble locations far the gd/1 gene in pRSPI. In one 
locatlon, the gd/1 gene could overlap the Bglll site 
of pRSPI. Allernatively, the entiregdll gene could be 
located betwcen !he Bgnt and I'stl siles (coordinates 
6.9 to9.2). 

,. 

1 .. 

b...J 
J 

.¡ 

\_.& .. 

Fig. 2. Agarose slab gel cleclrophomls oí pRSPS DNA 
cleavcd with Dglll ami EcoRI (lanc a). The gel atso shows 
the EcoRl-di,;cslion pattcms or pSAEt (Jane b) and pSAE4 
(lane e, par!Lll di¡¡cstion). 

To distingulsh between these two alternatlves, we 
decided to In vitro mutagenize pRSPS DNA by the 
insertion of a synthelic dccanucleotide EroRI 
"linker" into the unique Bg/11 site. The pRSP5 DNA 
was linearized with Bg/11 endonuclease and tite 
resulting DNA was then digested wlth SI nuclcase to 
climinatc the Bg/11 cohesive ends. To increase the 
efficiency of blunt-end linker addition, the SI· 
dlgested DNA was trcated with E. coli DNA poly· 
merase 1 (Klenow fragment). EcoRI linkers were 
ligated, and tite resulting DNA was used to transform 
E. coli PA340 cells. From this experlment we isolated 
plasmid pSAEI. As can be seen In Fig. 2 (laneb), this 
plasmid carried two. EcoRI sites;bowever, the smaller 
Eco Rl-generated frngtnent did not have the expected 
M, of approx. 1.S X 10• (tite original size for the 
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Bglll·I:coRI DNA fra¡;mcnt prcscnt in pRSPS, lanc a). 
\Ve believc that this dcletion was the result of exces· 
sive SI nuclease digestions of the Bg/11-linearized 
pRSPS DNA. Finally, be rccircularizin¡; the Jargest 
Eco RI DNA frn¡;ment from pSA E 1 , we obtained plas-
mid pSAE4 (Jane e). · . 

Sincc both pSAEI and pSAE4 plasmids comple­
mented the gdil-1 nmtation in PA340 wc concluded 
that the structural portian of the g<ll,r gene is locatcd 
between thc Bgíll and thc Pstl siles (coordinatcs 6.9 
to 9.2) in pRSPI. 

pSAEU ~12.§@~ . : . 

pSAEOt 

:· ·: 

pSAE 422 

! 

pSAE 41 
pBIU22 

(e) Dcrivativ~s of pSAE4 

Sincc thc GDll structural gene is locatrd inthe2.3· 
Md F!coRl-Psrl fragmcnt c:111icd by plasmid pSAE4, 
wc used a collcction of rcstriction endonuc)eases to 
further charactcrize this DNA fragment. As can be 

. sccn in Fig. 3, thcre are two /Jpal, one Chl and one 
P1•11J endonuclease substrate siles in the EcoRl·Pstl 
DNA scgmcnt. No X/Jo), Xmal, BstE, l/i11dlll or 
/'l'llJI siles were found. Two derivatives of pSAE4 
were constructcd using these data. One of them, plas· 

pBR322 

pBR322 

pBR322 

EcoRI 

o· z ' • 1 
1---+-~-+-~f---+~-+---<f---+l 

Fig. 3. R•strlctlon mop of pSAE4 and derivativos. The posilion of th• diffcrent endonurteose substrato sitos are d13wn to 1<ale; 
The heavy linod reiion of the pL1'mids rcprcscnts thc p!IR322 vector. Dcktions are rcprcscnted b)• dottcd rccton~lcs. 
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mid pSAE41, was cnginccrcd by inserling lhc EcolÜ· 
C/al fragment from pSAE4 (cocmlinalcs O to 1, Fig. 
3) into pBR>22 pro\iously digestcd wilh the s:une 
two cndonucleases. Plasmid pSAE42 was cnnstrucled 
by recircularizing the brge llpal frar,mcnt from 
pSAE4. None of these recombinant molcculcs was 
able to complement the gdh-1 mutation from l'A340. 

As shown in Fig. 3, two othcr plasmids were 
dcrived from pSAE42. Onc ofthcsc,namcd pSAE421, 
was constructed by digcsting pSAE4'.! wilh the restric­
tion enzyme l'stl, trcating the resulling linear DNA 
with SI nuclease fo!Iowed by a diec~lion with l/pal. 
The largest DNA fragm~nt was rccircularizcd using 
T4 D:-IA ligase. The otl1er plasmid derived from 
pSAE42, named pSAE422, was obtained aflcr 
digesting the parental plasmid with thc EcoRI endo­
nuclcase. 111e linear DNA was trcated, as in thc 
prevlous case, with SI nuclcase and then wilh lipa!. 
The largest DNA fragmcnt was also recirculari1.ed. 

· (d) Speciftc GI>H nctMties from rclls cnrrying pRSl'I 
and deri\'Btive plasmids 

The GDl-l·specific actility was determined in cell 
extracts from the PA340 strain carrying one of the · 
various constructed plasmids (Table 11). GDll activity 
measured in straln MX729, ns wc!l as in PA340 ce lis 
carrylng either pRSPS,pSAEI or pSAE4, was approx. 
2.S-fold hlgher than that obscrved for the wild·type 
straln CSS20. The GDH acti\ities of·PA340 ·cclls 
carrylng pRSP4, pRSP7, pSAE41 or pSAE42 were as 
low as those found in plasmid-free PA340 ceUs. 

, (e) S)·nthesis of GDH in rniniceUs 

To prove that the complete structural gene for 
glutamate dehydrogenai.e was present in pRSPI, 
pRSPS, pSAEI and pSAE4 but not in the other 
menÍioned plasmids, protein synthesis in the E. co/i 
mlnlcell systern was studied. The miniceli·producing 
strain P678-54 was transformed with each of these 
plasmids as well as with ColEI and pBR322. Purified 
miniceUs from stationary-phase cultures of each 
P678-54 transforman\ were allowed to synthesizc 
proteins in the presence of (35S]metltionine: Minl­
cells were lysed with SOS and proteins were separatcd 
electrophoreticaUy in a SDS·pol)'acrylamide slab gel. 
35S·labeled protelns were thcn ldentified by auto­
radiography. The results from thcsc experiments (Fig . 

4A), show lhat minicclls c:mying pRSl'I (!ane c) ami 
pRSl'5 (lanc e) synthcsizcd two hta\il)' labclcd poly· 
pcptidcs. Onc polypcpticle (M, = 50 OUOJ comi~rated 
with thc purilicd GDll monomcr (iane a), while thc 
othcr rnigratcd as an M1 = 40 000 polypeplide. Plas· 
mid pRSrl also cncoded for a polypeptide of upprox. 
M, 15000 that was not spccificd by pRsrs. lt is 
intcresting to mcntion that minice!ls carrying pRSP4 
did not synthesize lhe M, 50 000 ¡ieptide. lustrad, a 
polypcptide of approx. M, 40000 appcared in the 
gels (data not shown). On the othcr h:md, pRSP7 did 
not synthesizc any detectable chroinosoma!Iy codcd 
polypeptidc (Jane d). Plasmiu pSAEI codcd for two 
polypeplldcs, one of which is lhc M

1 
50000 GDH 

comigrating product (Fig. 4B, Jane a). lts /:"coRI 
recircularizcd pruduct, pSAE4, coded for only one 
polypcplidc that also comigrated with purified GDll 
mi:tnomcr (Fig. 48 lane d). Finally, Fig. 4C sh11ws tite 
polypeptides synthesized by minice!ls carrying plas­
mids ¡iSAE4 and ils dcrivatives, pSAE41, pSAE42, 
pSAE421 and pSAE422, 

Those results suggested that tite M, 50000 poly­
peptide specificd by pRSPI, pRSPS, pSAEI and 
pSAE1 is the GDll monomcr. llowever, to confirm 
this unequivocally, the plasmid-coded GDH·like poly­
peptidc was examincd by two.<Jimensional gel clectro­
pltoresis and by its immunological prÓperties. Radio· 
active cxlracts from minicclls carrying pRSP5 or 
pSAE4, wcre subjccted to a two·dimensiomil O'Far­
rell-type gel electrophoresis. This experiment sltowed 
that one 355-labeled pulypepti~e synthcsized from 
either plnsmid, comigrated with GDH purified mono­
mer (data not shown). Therefore, the plasmid­
encodcd polypeptide is similar to puri!ied GDH in 
both molecular weight and ch~rge. Furthennore, 
when radioactive minicells extracts carrying pRSPS, 
pSAE4 and pllR322 plasmids were independently 
treated with rabbit antiGDll gamma globulin only the 
M, 50 ooo 35S-labeled protcin from pSAE4 and 
pRSP5 extracts, which aglin comigrated wilh ¡1uri­
fied GDH monomer, was precipitatcd (data not 
shown). \Ve concluded from these results tlmt tite 
M1 50 000 plasmid-cncoded protein corresponds to 
tite GDH monomer. 

DISC'USSION 

The C\idcncc we ha ve presented demonstr:1tcs that 
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thc structural gene for thc glutamatc uehy<lrogenase 
monomcr from E. co/i is c:mieu by recombinan! 
plasmids pRSPJ, pRSl'S, pSAEI and pSAE4. As 
shown in Fig. 4, plasmid pRSPl carries a chromo· 
soma! DNA fragmcnt of approx. S Md that dirccts 
the synthesis of GDH anu two smalkr polypeptldcs . 

• Plasmid pRSPS also dirccts the synthesis of GDll and 
one of thc two polypcptides (11!, = 40000) coded by 
pRSPJ. Finally, plasmid pSAE4 only directs the syn· 
thesis of the GDH polypeptidc. The fact that the two 
smallcr polypeptidcs coded by pRSPI are not ¡•resent 
in cxtracts from minicells carrying pSAE4 and that 
thcse. polypepticlcs are not immunoprecipitated by 
antiserum against GDH, rules out the possibility that 
thcse polypcptides are degradation products of GDH. 

On the basis.of the rcsults prescnted in Flgs. 2, 3 
and 4, we have bcen able to localize the GDH slruc· 
tura! gene withln the 2.3 Md Bgíll·Pstl DNA fragment 
(coordinates 6.9-9.2) In pRSPI, that can be isolated 
asan EcoRl·l'sll DNA fragment from pSAE4. 

The rcsults shown In Fig. 4C lane d, demonstrated 
that plasmid pSAE42, a /lpal deletion of approx. 
1300 bp derived from pSAE4, did not synthesize a 
GDH comigrating product. lnstead, 1 new pol~·pep· 
tlde of approx. M, 9000 appcared. Since no other 
chromosomally coded polypeptldes are present In 
pSAE4 and pSAE42, it scems rcaÍonably possible 
that this ncw polypeptldc is being coded by a trun· 
catcd gdli gene. In agrecmcnt wlth these rcsults, the 
promoter for the gd/1 gene should be located about 
250 bp from one of the two J/pal lites prcsent In 
pSAE4 (Fig. 3). As shown in Fig. 4C, lane f, plasmld . 
pSÁE42 I , a dcletion dcrlvative of pSAE42 that lacks 
the DNA region bctween the //pal ami the Pstl sltes 
from pSAE42 (Fig. 3), does not syntheslze this M, 
9000 polypeptlde present In pSAE42. However, the 
polypeptide pattem of mlnlcells cirrying pSAE42Z, 
a deletion derivatlve of pSAE42 that lacks the Hpal· 
EcoRI region (Fig. 3), shows the presence of a poly­
JICptldc that roughly comigrates wlth the M, 9000 

Flg. 4. Autoradlo~raphs ar SDS·rotyarrrlamlde geh from 
rnlnlcells carr)·ing .arlous ptasmids: (A) ~ne b: Col El; tan• 
e: pRSPI; lanc d: pRSY7: lane e: pRSPS; lano r: p8Rll2. 
Tho arrow In lanc a shows .tho rosition of purllied GDH 
rnun~mcr. (D) Lano o: pSAEI: lane b: pBRl22: lane e: 
pDRSPS; l•ne d: pSAE4. Lane e showr lhe posllion o! mo· 
lecular wei~ht mork•rs. (C) Lane o: pDR322;l•n•b:pSAE41; 
lane e: pSAE4; lane d: pSAE42: lane e: pSAE422; lane f: 
pSAF.421. 



polypeptide. We believe that these rcsults indicate 
that the promoter of the GDH structur:il gene might 
be located about 250 bp frorn thc //pal site close to 
Pstl (coordinate 3, Fig. 3) in the pSAE4 1estriction 
map. This conclusion is supported by the fact lhat 
RNA polymerase binds to the llaclll restrlction frag· 

.menl that carries tliePstl site of pSAE4 (unpublished 
results). The diff~rence in the molecular wcight 
between the small (M, ""9000) protcins i:odcd by 
pSAE42 and pSAE422 could be explained by the fact 
that translation of !he products mighl tcrminale in 
different positions in these two plasmids. 

Although the relaxed replicaling plasmid pBR322 
is normally present in 15-20 copies per cell (Cavar· 
rubias et al., 1981), strains canyinggdlr• derivatives 
of pBR322 have GDH levels only about 2.5-fold 
hlgher than normal strains, whlch corresponds to the 
increasc in antigen concentration as detcrmined by 
quanlitative immunoelectrophoresis (data not shown). 
TIUs d!sproportionate increase in enzyme aclivily and 
antlgen !ere! with gene dosage could suggest that !he 
expression of gd/1 might be subjectcd to positive 
regulation by a factor present in limiling arnounts. 
We plan to investigate thls and other possibilities by 
using a coupled in vitro transcription and translation 
system In hope of identlfying this faclor(s). 

Finally, it is interesting to mentlon that detectable 
levels of GDH antlgen were synthcsized by the E. coli 
strain PA340 gltB31 gdlr·I. The leve! of thls antigcn 
was approximately the same as the wlld type strain 
used as control (data not shown). Thls result imlicates 
that the gdh·l mutation in the E. coli stra!n PA340 is 
a structural mutation. 
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EVIDENCIAS DIOQUIMICAS DE LA PRESENCIA DEL GENE 
~TRUCTURAL DE LA DESHIDHOGENASA GLUTA~llCA DE E. COL/ K-12 

EN PLASMIDOS nECmlBINANTES. 

Ea.v111ASANVICENTE. RA Y SANcn12PF.SCAD011 
FERNANDO VALLE. FRANCISCO BoUVAR 

ar,.n.-io le Ctnltico r Biol"K'º !ofoltt11/ar, Úfllro ü lnvatipdón 
.._ ln1eniuúi Ctnética y Biotccnaftwfa, UNAM 

04510 f,fúico, D. F. 

INTRODUCCIÓN 

En Eatlierichia coli y otras enterobacterias, 
lrn enzimas desempeñan un papel crucial 
en la asimilación de amonio en glutamnto y 
glutamina (19); estas enzimas son: 

1) De1hidrogenasa glutámica (GDH), (L. 
glutamnto: NADP+ oxidoreductasa, EC 
1.4.1.4.), que cataliza reversiblemente la 
reacción: 

Z..1 .. l.¡!11r1to + NH+ 4 + NADPH + H + ;! L-glo11mato + 
NADP + llf 

2) Clutamalo sintasa (GOGAT), (L. 
glutamato: NADP+ oxidorcductasa, EC 
1.4.13.), que cataliza irreversiblemente 
la reacción: 

2+ 
a.a .. 1.1arato + ~•t•mina + NADPll + 11+ s_. 2 l. 
p.1-10 + NADP t 1120 

3) Glutamino sintetasa, (GS), (L. 
glutamato: amonio ligasa, EC 6.3.12.), 
que cataliza la siguiente reacción: 

2+ 
l.clulamlto + Nll+ 4 + ATP ~!!!,_. 41011mina + ADP + Pi 

La1 bacterias entéricas que carecen de GDll 
Ílo necesitan ácido glutámico para crecer. 
Tales mutantes crecen· también, como la 
eepa 1ilve1tre en concentraciones altas y ha· 
ja1, de amonio (5, 15). Mutantes que care· 

Alnv-.: llr•hiclr1>fi••"• fl•tln1ic1: CDll: Clot1mato 1in· 
tlM: COCAT; Clul•mino "inlrt111a: GS: JahonH: 4; mtt:ad•ll• 
111: lLI¡ porto o1r """" pb¡ dodrcil 1ulf1to d< •odio: SOS. 

IOL t:STlill. ltf.ll. lllOL., MCX., 32: :12.;.i12, 1913. 

een de COCAT sólo pueden crecer sin 4cido 
glut4mico cuando el medio mínimo está SU· 

pleme11t1do con exceso de amonio. Las do· 
bles mutantes que carecen de GDll y GQ. 
GAT no pueden utilizar nitrógeno inor· 
g•nico 'f requieren glutamato para crecer 
(1). 

Covarrubias ti al (8) aislaron de un 
banco de genes de E. coli (6), un plásmido 
híbrido, el pHSPl, que mostró complcmen· 
lar la au1otrof!a por glutamato de la cepa 
pA340 de E. coli. Este plásmido contiene un 
fragmento de DNA cromosoma! de aproxi· 
madamente 4.6 Md. 

Se construyeron varios derivados de este 
plismido (18), de los cuales pllSP5, pSAEl 
y pSAE4 complementan dicha nuxotrof(a. 
El pRSP5, se con$truyó subclonando en el 
vehículo pDR322 (3, 4), el fragmento 
comprendido entre los sitios de Eco HI y 
P,tl (coordenadas 5.1 y 9.2/0) del pRSPl 
(Fig. 1). El plásmido pSAEI se obtuvo al in· 
seriar un oligonucleótido Fintético que con· 
tiene el sitio para la enzima F.co RI en el si· 
tio reconocido por la endonuclcasa llg! 11 
presente en el plásmido ¡iRSP5. 

A su vez, el plárn1ido pSAE-1 se obtuvo 
recircularizando el fragmento mayor obte· 
nido de la digestión con Eco RI del DNA del 
pSAEI. El plásmido pSAE4 contiene un 
fragmento de DNA cromosornal de aproxi· 
madamente 2.3 Md (18) (Fig. 2). 

Utili7.-ndo diferentes técnicas bioqufmi, 
cas demostramos, en este tr,almjo, la presen· 
cia del ~ene estructural para la CDH en di· 
cho1 pl'5midos recombinantes. 
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flt- I, Klfl 4.t pllSPI 1 altlMCi611 ... pllSPS. 

MATERIAL YMtrooos 

& Cepa bacteriana 

Loa genotipos de las cepas bacterinas utili· 
. udu se enlistan en el cuadro l. . 

6. ~ltdiin y condiciones de crecimiento 

• El medio l.uria (13), modificado por '3 omi· 
1i6n de glucosa, ae us6 como medio lrquido 
rico. En los experimentos de complementa· 
ci6n, ae uR6 medio mínimo NN (8). Para 
medio• •úlido1, te a1indió agar a una con· 
eentración final de 1.5%. Los antibiútieos 
se adicionaron a una concenlraci6n final de 

.. ........ ,. 

30 µg/ mi en el caso de tetraciclina y de 200 
¡.igl mi en el de estreptomicina. Para purifi. 
car el plásmido y para crecer la cepa produc. 
tora de minicélulas se utilizó el medio 

31 
CEPA 
CS520 

PA340 

CUADROl 

CE."'OTIPO 
HfrC1,,pA S8111t1Bl1lyJISO 
111pF58tt1A1 
F'IAr. l lru86 lf/A· l AUG 1 
111831ar1lll1Ai·I ani·l41aeYI 
¡r11l\6 mal Al .tyl· 7 1flll·2 I011 .42 
W W' rp1L91upE44 
F' 11ttlru 1Ai·l lllpElacY11111A 
pi 111.J "-"' ª"' llfll 111i11 

mínimo M9 (13). 
llevaron a cabo · 
rpm). 

C. ProcedimitntOI 

La transformacidr 
el método descrit 

J. Purificaciltt tlr 

La purificación d 
rfrctuó por el mf1 

'" F.ttlfl)'OA Je •c:ti 

La actividad de d 
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mínimo M9 (13). Todas las incubaciones se 
llevaron a cabo a 37°C con agitación (200 
rpm). 

,,, .. ,, 
IM~ '., ... , -~-~ .... 

amonio-dependiente (medida como m:\f de 
NADPll oxidado/minuto/miligramo de 
proteína), se determinó como lo describen 
Covarrubia~ et al. (8). 

f. l'rr111Jmción de antimerpos 1111ti-GDll e in· 
La tran1formación se lle\'Ó a cabo utilizando 11111noprrripitaci<H1 e$/H!c1Jit·a 
el m6todo descrito por Cohen et al. (7>. 

c. Prottdimicntos de transformación 

d. Purificotión del D.V..l del plásmido 

La purificación del D~A del pl4smido se 
efectuó por el método de Betlach et al. (2), 

e. En1a'"68 de áctia-idad de GIJll 

, La actividad de de1hidrogcn11sa glutiimica 

La preparación de anticuerpos anti· 
de1hidrogenasa glutámica se • logró si·. 
guiendo el método de loza)'& tt al. (11) (la 
GDll utilizada para ello se purificó por l'I 
método que reportan S:ikamoto el al. (17). 
l.01 exprrimr.nto~ de imnuno¡1rcci¡1itació11 
especifica se efct:tuaron de acuerdo con J>a. 
lacios t't al. (16) • 
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6· ~¡, de prolt1'nas en minice1uliu 

.... minicélulas se aislaron por centrifuga· 
ci6n en tres subsecuentes gradientes de sa· 
carosa (12). Dos mi de la suspensión de mi· 
nicflulas (O.O. = 0.2 a 620 nm), se incuba· 
ron a 37oC durante 30 min. eñ presencia de 
L-metionina 155 (50.200 mCi/ml) y los 19 
amin°'cidos restantes. La suspensión de 
minicélulas se centrifugó y el sedimiento se 
guarcl6 a -20"C. 

l. El«11o/omil 

La electroforesis en geles de poliacrilamida 
en preaencia de dodecil sulfato de sodio se 
efectu6 por el método reportado por 
Laemmli (10). Los experimentos de electro· 
foresi1 en dos dimensiones se llevaron a 
cabo seglln O'Farrel (14). 

i. /11111unoeltctroforesil cuantitativa 

La1 inmunoprecipitaciones cuantitativas se 
realinron como lo describen Weeke el al. 
(20) y Lozoya el al. ( 11). 

RESULTADOS 

A. Complementación de la actividad de GDH 

por los plásmidos rtcambinantes en la cepa 
PA340 

Los plásmidos pRSPl, pRSPS, pSAEl y 
pSAE4 complementan la auxotrofCa por 
glutámico de la cepa PA340 de E. coli. Se 
determinó la actividad específica de GDH 
en extractos celulares de la cepa P A3·10 con· · 
teniendo los diversos plásmidos y mostró 
ser aproximadamente 2.5 veces más alta 
que la observada en la cepa silvestre CS520 
(cuadro 2). 

B. Súatesil de proleúaas en minice1ula1 

Para saber si la complementación de la cepa 
PA340 por los plásmidos recombinantes ª" 
debe a la presencia del gene estructural para 
la deshidrogenasa glutámica, se estudió la 
sfr;lesis de protefnas codificadas por el 
pRSPS,pSAEl y pSAE4 en un sistema de 
minicélul11s. La cepa productora de mini· 
células, P67S.54, se transformó indepen· 
dientemente con cada uno de estos plásmi· 
dos y con ColEl y p81l322, que sirvierc:i 
como vehfculos moleculares. A las mini· 
células' purificadas de los cultivos en fase 
e1tacion1ria de cada transform·ante y de la 
cepa P67S.54 sin pl4smido se les permiti6 

CUADRO a 

Amno.1ots ESl'ECIF1c"s oEGDH DETE1u11:vADASEN LASCEP,,SPOR1.1001t,is DEL pRSPI 1· oF.RW .1oos. 

CEPA GENOTIPO RELEVANTE GDH 

CS520 ph+ llU 
PAMI ..... - 2 
PA340/pRSPI plh-1 .. h+ 441.6 
PA340/pRSP5 ph-/ph+ 450 
PA3401pSAEl ph-/ph+ 4'IO 
PA340/p.SAE4 ph-/ph+ 45.U 

S. cncieroun 100 mt'decultivo h11ta una den1idld de h IO'dlulu/mlen medio mlnimo NN con IS 
•M tle Nll.iCI como fuente de nitrógeno. . . a. actividad espedfiu de GUll eat4 dada en nanomole1 de NADPll oxidado/ mini m8 de prolelna. 

1intetiur protel 
tionina. Las mir 
y la1 protrfnas . 
mr.nte en un gel 
protrfnas maren 
autorradiografü 

Los resultadl' 
las minicélulas 
c) y el pRSPS r 
péptido1, uno d· 
gra con el ntor. 
(línea a); el otr· 
molecular m•s : 
40000d). El pl:.1.­
fica para un po 
se encuentra er 

El plbmido p 
~ptidos, uno d1 

--

r .. 1,-....,.,11 ................. 
•ll•ln ~ .. 11 ...... ,. 
tR~PI lllftN rl, pl~F 
- .... polirq•t 
l"""•>.,1111.122111 ... 11 .... _ ..... _, -
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Dall/IJltOGlNASA CLUTÁM)CA DI l. mu lt·ll 

airatetiar proteínas en presencia de ns me­
tionina. Las minicélulas se lisaron con SDS 
'1 111 proteínas se separaron electoforética· 
mente en un gel de poliacrilamida -SOS. Las 
proteínas marcas con "S 11e localizaron por 
a.utorradiograrra. 

Los multados muestran (Fig. 3A) que 
las minict!lulas que llC\•an el pRSPI (línea 
e) y el pRSPS (línea d) sintetizan dos poli. 
pfptidos, uno de los cuales (50000d) comi­
gra con el mon6mero purificado de GDH 
(ICnea a); el·otro polipéptido posee un peso 
molecular más pequeño (aproximadamente 
40000d). El plbmido pRSPl también codi· 
fica para un polipéptido de lSOOOd que no 
se encuentra en el pRSPS. 

El pl•amido pSAEl codifica para dos poli· 
pt!ptido1, uno de los cuale1 es el producto de 

e d. e 

-· 
- ( )e·.~ 

º\.. .. '~·-·~~ . .... 
Ga 

..... 
... l. A ......... 111 .. pltt• poliltrilt..W1.S~~-
n. ......... IMICldat con »s.nwttlnin1 lintelmdat •.u.;. 
dltolot ... u. ... 41lrttnln '"'"'idot .. f. Colt:I lllnn 61, 
,asrt (lllw ••• pRSl'S (llllH Ó), pBRl22 !ltntr ••• La línOI. 
_,. 11 potitiltl dtl .,nn6nmo pwrilitododt CllH. B. pSAEI 
ll•.,.•1.r8Rl:l2 Olm 6>. pll~l'S 1llntarl, 1iSAU Olnt• '>·La 
lllw1 _,. lllmmptfl4ien111,,_......,.....,,.411.., -

50000d que· comigra con el mon6mero de 
GDH y el otro es un peso molttular aproxi· 
mado de 27000d que probablemente pro· 
venga del gene truncado que codifica para la 
proteína de 40000d. El pl4sn1ido pSAE4, 
producto de la recirculación del fragmento 
mayor de Eco RI del plásmido pSAEl, codi· 
fica solamente para un polipéptido que tam· 
bién comigra eon el monómero purificado 
de GDH (Fig. ~B, ltneu a J d). 

a b e d e 

-· . ...-. SOK 

- .!!!§ ¡· _, -· 
10K 

Para demostrar concluaivamente que el 
poliP'ptido de 50000d codificado por 101 

p"8mido1 pRSPl, pRSP5, pSAEl y pSAE4 
•realmente el monómero de GDH,.se re•· 
liaron dos Hperimento1 diferentes. 

C. Eledloforem tn das dimensiones de 111 
ptottiru codificados par las plásmidas 

EltractOI radioactivos de minicflulas que 
llevan el pRSPS o el t>SAE4 se 1ometieron a 
una electroforesis en dos dimensiones. En 
eate experimento (Fig. 4), se muestra que el 
poliptlptico marcado con ª1S, sintetizado por 
cualquiera de los dos pl,amidos comigra 
con el mon6mero purificado de GDH • 

D. /n1111111apttcipitación tsp«fjica Je la GDll . 
codificada por ti pRSPS 

Extracloa radiactivos de minicflulas que 
llc\'an loa plásmidos pRS,PS y pllR322, se 
trataron independientemente con gamma 
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Autarr~l&dt b). u flecha inJi<a 11 puticMndrl .. n6ontN 
purit ....... CDH. 

globulina de conejo anii-GDH. Estos anti· 
cuerpos espectCicos sólo precipitaron el po­
lipfptido de 50000d marcado con 35S de loa 
extractos, el cual comigró nuevamente con 
el mon6mero purificado de GDH (fig. 5). 
Loa anticuerpos anti-GDH también precipi· 
taron el polipéptido marcado de 50000d pro· 
Teniente de los extractos de minicélul.as que 
llevaban el pSAE4. 

E. lnm1111oelrctrofort1iJ c11a11titativa 

Con el fin de inv"tigar si la cepa PA340 de 
E. toli n capaz de sintetizar algún antlgeno .ue cruce con los ·anticu~rpo1 específicos 

.a b e 

-

F',.;. $. l•.....,,..ipitad6n ,..mea dt la CDH ointlllM ·-
.. /\ " : \ 

{ \ 
. \ i 1 

l t,: \ ;:. r 
. .:-, 

, ·-· ,,,-.. 
1 • , 
\ '·- , 

" -·~ 

•. 11 .. • 11 
r~.6~~~Y<MlllÍMIÍN. . 
La in1nu•oekt1roforni1 cu1111i111iwe de CDll w lln6 1 tak n 
tllrKIM tlms dt prntrlu.a lulal) d11 .. crp .. • PAJ.IO, ~520. 
PA3IO!pRSP5 y P.U1o:pSAEI. El antfgtno CUll •• ct11ntilic6 
u11ndo UN curva 111.inJar dt conctntración de prorr'na rea1r111 
,,,. .. inmunoprecipilaci6n. t:I po10 • n1uetlra rl 111r1Clodt ll 
CSS20; el polO • muntra 11 Hlr1tto J1 la P.\J.W». Lo1 ealrKI• 
.. i. ..... PAJ.IOlpRSP5 1 PAJ.IOipSA&l w _,.,,. 111 i. ..... ,., ...,..,;.-.... 
1nti-GDH, y si las ct'pas PA340/pRSP5 y 
PA340/pSAE4 sintetizan más antígeno 
GDll que la cepa sih-estre (CS520), hicimOI 
experimento• · de inmunoelectroforeaia 

cuantitativa u: 
frrrntl'S cepas 
rn la figura 6 • 
CS5:!0 (línea . 
GDH aproxim 
presentado 

. PA3401pRSP.= 
mp«tivamen 
las ctlul11 de 
(Unta b) 11int1 
1ntr11rno GDH 

01sc1:s10N 

La evidencia : 
gene es1ructu1 
deshidrogenas• 
prrsrnte en I· 
pRSPI, pRSP.' 

Como se .n: 
plásmido pR5f 
D~A cromoso . 
~Id. dirige la s: 
polipéptidos r. 
pRSP5 tambié: 
de uno de 1011 e 
cados por el pR 
pSAE4116lo dir-. 
de GDH. El he• 
dos pequeñoa e 
•1tdn presenlt~ 
cflulas que lln 
lipfptido1 no 9· 

anticuerpo• cor: 
lidad de que e; 
dueto de la de11 

De acuerdo a 
en la .figur1 3, . 
rn dicha figura. 
¡:1•11r estructura . 
GDH en el frqr: 
rnlre 101 1itiot 
madamente 2.3 . 
daa 6.9.9.2). 
' El gene que 1 i 

de 40000d en el ! 
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cuantitativa utilizando extractos de estas di. 
ferentes cepas de f.'. coli. Como puede verse 
en la figura 6, el extracto de la CP(la sikestre 
CS520 (línea a) tiene un nivel de antígeno 
GDll aproximadamente del 30% del nivel 
presentado t.11 los extractos de la 
PA340/pRSP5 y PA340/pSAE4 (línea e, d, 
respectivamente). Es interesante notar que 
las células de la PA:i40 (gdh ·I gltl131) 
(lrnea b) sintetizan niveles detectables de 
antígeno G~H comparable al de. la CS520. 

OISCUSION 

La evidencia presentada muestra que el 
gene estructural para el mon6mero de la 
deahidrogenasa glutámica de E. coli está 
pre1entr. en los plásmidos recombinantes 
pRSPl, pRSP5, pSAEl y pSAE4. 

Como se muestra en la figura 3A,. el 
pl,8mido pRSPI, que lleva un fragmento de 
DNA cromosoma! de a.1iroximadamen1e 4.6 
Md, diri~e la s(ntesis de GDH y de otros dos 
polipEptidos más pequeños. El plásmido 
pRSP5 también diri¡;e la síntesis de GDH y 

·de uno de los otros dos polipéptidos codifi. 
cados por el 11RSPl. Finalmente el plásmido 
pSAE4 s61o dirige la síntesis del polipéptido 
de GDll. El hecho de que los dos polipépti· 
dos pt"qUeños codificados por el pRSPI no 
est•n presentes en los extractos de mini· 
cflulas que llevan el pSAE4 y que estos po· 
li~ptidos no son inmunoprecipitables por 
anticuerpos contra GDH, elimina la posibi· 
lid11d de que estos polipéptidos sean pro. 
dueto de la· degradación de GDll. 

De acuerdo a los re~uhados presentados 
en la figura 3, y otros datos no mostrados 
en dicha figura, hemos podido localizar el 
gene estructural que codifica para la enzima 
CDll en el fragmento de DNA comprrndido 
entre los sitios de //¡:/ 11 y /~,, 1 de aproxi· 
mad11111ente 2.3 Md en el pRSPl (coordena· 
da1 6. 9.9.2). 

El f!l'nc que codifira para el polipéptido 
ele 40000d en el pllSP l está localizado enlre 

los ~itios de Ero RI y Bgl 11 {coordenadas 
5.1 y 6.9); y el sene. o parte de él, que codi· 
Cica para el poli¡iéptido más peq11e1io en el 
pRSPl, está localizado entre la unión del 
vehículo molecular y el DNA cromosoma! 
(coordenada 4.2) y el sitio de f..'co RI locali· 
zado en la posición de 5.1 ~Id. i\demás .. la 
direcrión de transcripción del gene que co· 
difica para la proteína de 40000d en el 
pRSPl deberá proceder desde el sitio de Eco 
RI (coordenada 5.1) hacia el ijitio de Hgl 11 
(coordenada 6.9) en el pRSPI. . 

Al igual que los plásmidos de replicación 
relajada, el pBR322 está presente en 15·20 
copias por célula (9). Sin embargo, las célu. 
las que llevan plásmidos gdh + derivados 
del pBR322 ¡1osecn un menor mímero de 
copias por célula (R. L. Rodríguez, comuni. 
caeión personal) y presentan niveles de 
GDH (cantidad de antígeno y .actividad es. 
pecífica), alrededor de 2.5 veces más altos 
que la cepa silvestre. Un aspecto interc. 
sanie es investigar si el nivel de GDH co. 
rresponde o no a la dosis génica. 
· El hecho de que la cepa i> A3 IO d~· f.'. coli 

también sintetice un antígeno capaz de cru· 
zar con los anticuerpos específicos anti· 
GDH, sugiere que la mutación gd/1.1, pre· 
sente en esta cepa, sea una mutación en el 
gene estructural de GDH, de tal manera que 
la proteína sintetizada esté modificada pro· 
bablemente en un sólo aminoácido que nuli· 
fique su actividad como enzima pero que 
conserve sus propiedades antigénicas . 

RESU~IEN 

Utilizando pruebas de complementaci6n, 
tlectroforesis en una y dos .dimensiones e 
inmunoprecipitación es¡1ecffica, fue posible 
demostrar la presenria del gene estructural 
que codifica para la enzima de~hidro~cnasa 
glutabnica de E. co/i en cirrtos fragmentos 
de UNA del plásmido pHSl1l y en alguno• 
de sus derivado1. 
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SUMMAllY 

Plumid pRSPI, isolated from the Clarke 
11111 C.rbon E. coli gene bank, has been 
1hown to complement the gdh-1 mutation 
that 1ffect1 the synthesis of glutamate 
dehydrogenase in the E. coli strain P A340. 

Evidence is presented 
0

(slab gel 
electrophoresis in the prcsence of SDS, two 
dimension electrophorcsis and specific im· 
munoprecipitation) which demostrates 1he 
presence of the GDH structur11l gene from 
E. co/i in certain DNA fragments of the 
hybrid plasmid pRSPl and sorne of ita · 
derivative1. 
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IUMMARY 

A 610.bp DNA frqment carryina the promoter and llllÍllO-terminal codina rqion1 of the glutamate 
debycltopnue (ODH) structural gene from E1eli,,iclila co/i has been sequenced. The amino-terminal 
Mquence of the enzyme wu a1lo detennined to help localize the transcriptional and translational signals 
for thlt pne. Three po11ible promoten and a CRP bindina site were identiíied by concénsus criteria. The 
1111uence of 102 amino acid1 at the amino tenninus of the enzyme i1 compared with the amino acid 
Mquence fri>m other ODH enzyma. 

INTllODUCTION 

ODH (EC l.4.1.2-4) cataly1CS the interconver· 
aioD of •·ketoslutarate and L·glutantic acid: 

..at°""'"""' + NH3 + s• + NADPH • ,,.,,_,,+ NADp++ H.p. 

~: ATZ. anilino-thiuali-: 11p, 1tuepoin: car, 
cAMP ........ ptOtein; DTr, clillúothrcltol; GDH, .. M._te 

M>* a He: kb, kilobue pain; f, promoler, P'l'H. phmyl· 
dliallytleatoill; a11. ri"°-·binclina u11; SDS. IOlliUlll 
...,i11111 .... 

OJ11.lllt/IJ¡103.00 e 1913 Elle\'Ítr 5cience l'llblilllm l.V. 

Thil eniyme is importan! because of the central 
politioa in met1boli1m occupied by glutamate and 
•·ketotlutarate and their ability to enter into many 
typa of metabolic pathway1. opH and glutamine 
ayntJtewe provide a unique route for the incorpo­
ralion of ammonia into organic compounds, thus 
liakiq carbohydrate and amino acid metabolism. 

We have reeently reponed the conatruction of 
recomblnant plasmidl carryin1 the ODH struct• 
ural sene (1dll) from E. coli K-12. The use of 
minicelll carrying these plasmids enabled us to 
make the preliminary determination of the direc-. . . 
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,m ol U'UllCl'iption of the gdlt gene on the cloned 
fnpllat (Súlchez·Pacador et al., 1982). Wi; now 
dacribe tbe detailed mapping or the gdlt gene and 
tbl aiideotide scquence or ita promoter and 
llllÍllC>-tirminal codina reaion1. 

MATUIAL AND MnHoDS 

(1)11Cter1111 ................. 

AD INlccerial 1trainl were derivativa of E. colJ 
K·l2. A r«A- derivative of RRI (F- pro, lftl. tlli, 
llef, .. 14, p/K2. ¡¡yMS, mtl, 111pE44. lllllA-, 
fllL'llJ, Wlt, lvdM) and P678·54 (F-, tlir, lnt, 
tlll-1 1t11E. loe r. tOllA, mi11, mtl, ¡¡yl, ara) bave 
.,_. pmioudy describid (Rodripia et al., 1976), 
llcterlophap Ml3mp8 and the permiuive holt 
JMIOI (tlli, 111pE, 42(proA/B-lac) F' (tra036, 
lfOA/I lacZMl5, /ad') were obtained from S: 

· Mluill¡. Plumidl pBR322, pBR327, pSAfA and 
pSAE422 bave been delcribed (&olivar et al., 1977; 
.Solllr6ft et al., 1980; Súlc:hez·Pacador et al., 

. . . 1!112), 

,,,. mdoaucleue and T4 DNA liaue were 
purifled u dacribed by Greene et al. (1978) and 
Tlil et al. (1980). Olber rcstriction enzymea ( Sma 1, 
H,.11, Hpal, Clal, Taql) were obtained from 
lllhllCla llelearcb Laboratorin, lnc. S 1 nuclcue 
ud E. "'11 RNA polymerue were obtained from 
ICllluiaatr/Mannbeim. [a· 32 P)CTP and [35S)me­
lllloalne were obtained from the Radiochcmical 
C.trt (Amenbam). Enzymca and radiochemicab 
.....,,_ for DNA scquencin1 bave beaÍ de-
ICrilled (Meuiq el al., 1981 ). · 

Dielltioft of plumida and pbap DNA with 
llllriclioa endonucleua WU carried OUl U de­
ICrilJed by Bolivar et al. (1977). üsation of DNA 
fnplalll containin1 cobaive end1, tranaforma­
lioll ud lrlnlfection of competcnt cella were car­
rild out u delcribed by Davit e& al. ( 1980) and 
Mtuiaaetal.'(1981). 

Mink:c1ls were illllated by three subscquent 
sucrose sradient ccatrifusations (Meagher et al., 
1977). 2 mi of the millil:ell suspension (0.2 A620 .,.) 

were incubated al 3'79C iq the prcscnce of a mix· 
ture ol 19 amino acl4k (no methionine) and 2 f'I of. 
("S)metbionine (927 (Ci/mmol), for. 30 min with 
lbüins- Minicell1 wcre barvcsted by ccntrifup· 
tioa. and frozm at - :zo•c. 
~ were rempended in 50 f'I of lllllPlc 

buffer [101 pyccrot; 2.31 SDS, 0.0625 M Tris· 
HCI (pH 6.8). SI lf-mercaptoethanol) a~ boiled 2 
min before 1ubjeclÍJll lS ~I aliquo11 to ÍOI, SOS 
polyacrylamide gel clectrophorcsi1. 3'S.labeled 
plumid-coded protciu were identificd by autora· 
cliosraphy • 

(1) .. Yltro lrweri,dm ... Nllrtálall .......... ., ........ ,~. . ... 
Plumid pSAfA' DNA ~u ~i~téd ~ ~~;~\'.'. , 

tion wlth Hpall and aubjeéted to electrophorcsi1 
on a 7.5~ polyacrylamide slab gel. Tbe 361·bp · 
Hpoll frqmenl contlillin1 the gdlt promoter re­
IÍOll wu tlectroeluted from gel 1liccs. 

The tranllCription lllÍllluri (25 l'll contained 20 
mM Tris pH 8.0, IOmM MsCl 2, 0.1 mM EDTA, 
O. l mM DTT, SI ifyc.rot, 0.6 l'I RNA poly· 
merue and 0.25 pmol of DNA fraament. Incuba· . 
tions wcre carried out for 10 min at 37ºC. Reac· 

· dona were arrcsted by adding 5 l'I of formamide 
dye mix: 10 mM Na2 EDTA. 0.11 xylene cyanole, 
0.11 bromophenol blue and 951 dcionized for· 
mamide. Samplcl wcre immcdiately loaded on a 
polyacrylamide 7 M. uia slab gel and subjected to 
elcctrophorcsia. followed by autoradioaraphy. 

(f)DNA .... 1• .. 
The procedure delcribed by Hcideckcr et al. 

(1980) wu uacd to dllermine the nuclcotide • 
q.- of the 610.bp P1tl·Hpal frapilcnt ob­
llined from plumid pSAfA. Thi1 frasment wu 
cloncd into tbe Smal lite of tbe bacleriophqe 
Ml3mp8. 

,., ............... 
· The rana seven aftuo.lcrminal amino acid• of 

tb1 GDH previoully purified u deacribed by 

..... 

' ·) 



SüllllOIO et al. (l 978), were dctermined by ftlCllll 

ol u aulOlllatcd sequcnce analyzer Beckman 
Model I~ usina thc proaram 122974, with 1 M 
Quadlol. the ATZ dcrivatives were convcrted to 

P111 llld idcntificd in a Hcwlctt Packard 1084A 
. . l,llÜll a llP-18 column dcvclopcd with 0.01 M 

ICldium acetite pH 4.03 and a 90«¡ metbanol 
padieDL 

IUIUL11 

(1)A.-.1CW.....-..... lldolÍaldll-­
........ GDH 

'1111 ODH wu purificd to homopncity accord· 
illa to the proc:edure of Sakamoto et al. (l 978). 
1'111 prolcin wu 1ubjectcd to automatic Edman ...,.tion from thc amino tmninus, and the 

o 1 

leo 1 Clal Hpal 

, , 
,' , 

,,' 
1'. 

,, , 

1 

, , 
,' ,' 

1 

Hpal 

•• , 
.: '• • • . 
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followin¡ requcnce wu obtaincd: Mct·Asp-Gln· 
Thr·Tyr·Ser·Leu. By convening this amino acid 
aequcnce into a corrcspondin1 nucleotidc se-

. qucnce, we wcie &ble tó idcntify thc amino-tcnni- . 
nal codina rclion of gdll llld atablish its reading 
frame (see bclow) . 

• 

. Pnvious 1tudin have lhown that thc 3.5·kb 
r11l-EcoRI fra¡mcnt present in plumi~ pSAE4. 
coalaiu thc GDH 1tructural p. Wc have allO 
~llratcd that the ame i1 transcribcd from 
r1t1 to EcoRI, u shown in Fil- 1 (Sinchez· 
Ptlcador et al., 1982). lbis 3.5-kb DNA fra¡mmt 
wu mappcd more extenlively to facilitatc nucleo­
tidc MqueRcinl llUdiCI, 

We have abo previou1ly demon1tratcd. that the 
promoter of the GDH 1tructural ¡ene i1 located 

• • " kb 

pSAE4 

' ' ' \. 
' ' ' ' ' ', 

. ', 
', ', 

' ' , 
,' Hpall sau3A Taql . Hpall ', 

·"' 'i!!!! 
..... llllricliat_,ol_lli~I ........ ,s.\fA( ....... el 11., ltl2). Ttll pollliouoldll ~~ 
..,.. ~ ••.,. .... to ...... ne"""' boa..,... .. 1111 pltl122 -. Tlie..,...., .ctioli .aillitll'•1o.11p 
,,_.,...,,, ,,,._, cloMd ... 1111....S ia Mlllnpa. Thll - 4-tcl !he dil'ICliam ol tr-lipdoll ol IM iillt...,; Tlit ,,_...,. 
XXX ;....u 1111 poly(AT) npa. 11111 wu oriailllllY ~ iato ,..._ ,UPI, lhl ,._ ol pSAfA. .._ 1111 
---of 1111 .. c.ii .... .,.... by CluU llld Clrboa (1915) (UMlll&· .......... 1912). 
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c.tGGGTGGCAAAACTTTAGCGTCTCMiGTTATCCCATTTGGTTATGAGATTACTCKGTTATTAATTTGCTTKC 

. . . 
ftql. . . 

TCGGTCATTTTTTTCTTGCTTACCGTCACATTCTTGATGGTATAGfcGAAAACTGCAAAAGCACATGACATAAAC 

••t Asp Gin Thr Tyr ser Ltu Glu 
MCATAAGCACAATCGTATTAATATATAAGGGTTTTATATCT ATG GAT CAG ACA TAT TCT CTG GAG 

ler ... Ltu Asn Hh Vtl Gin Ly1 Ar1 Asp Pro Asn Gin Thr Glu Pht Ala Gin Ala 
~mmmw~w~~~ruww~~m~w~ 

+IH 

~=m~m=mmmmru=mrum=mm= 

Val T" Val Asp Asp Ar1 Asn Gin 111 Gin VII Asn Ar1 Ali Trp Ar1 VII Gin Phi 
m~rn~~~~™m™~~ru~mru~™~ 

.. ~· ler ler Ali 111 Gly Pro tyr Ly1 Gly Gly lltt Arl Pht Hh Pro ser VII Asn 
•m~m~rumw~~~~mw~~m~ 

~ G G G T G Ge A A A A e T T TA Ge G Te T G A G G T TA t""rc e A T T T G G T TA T 

- .... GAGATTACTCTCGTTATJ~AT!i!~L!TCCTGGGTCATTTTTTTC 

••• 

•• 
T t"!'c ' ' A e e G T e A e A T T e T T G A

0 'f G G T A T A G T e G A A A A e T G e A °f A A ·········· ... • ••• ••••••• 
" ... ,, ... 

G e A e A f G A e A T A A A e A A e A T A A G e A e A A T e ¿ YA f T A A T A T A T A A G ......... ............ ----~ . ..........._... ..._... ...... . 
•• Not Asp Gin 

GGTTTTATATCT ATG GAT CAG 
Pilo a.~....- of 1111 npon cornopGlldili1 eo lhl r1111 102 llllÍllO ICMll lllll tht coallOI "IÍOll of die ""'1 ..,. T1tl fin1 
..... ~is dlsipated + l. 11te location of - ol die IWUÍ<liOft clea•• s!lll is 11111 indalld. 11te nucltolide ....,.._ 
..... palilioll +t !O -192 illlpllldtli llelow. frib- lloul for die putatiw pnJlllOIMI rl. '2llld13 IN indi<atad hy hcavy 11-
..... llie ...-. 001 .... 1 dlnct nput ....,_. an illdicalld lltltulh die Mii- u: doulllt h- duhad u-. li- ol op111 

..... _. of filW drdls. Mol tina COlllpootd of ahtn11111d lílJld drcla lllCI duhn. 11te doubll-htaded arrow ( -97 eo - 761 abcwt 

.............. ..,;.....,..,,dyade,_,,,,. ....... llllli...........-ieo11W1111U•""""dalott1 ollorler~of ..... tce 

.,.. .,_., (palindromn). 
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about 250-300 bp from the Hpal site proximal to 
· ·t111 1111 lite (coordinate 3.2, Fig. 1 ), in the pSAE4 

Nllriction map (Sánchez-Pcscador el al., 1982). 
'l'hlnfore, to obtain the nucleótide sequence of the 
replatory elements and the amino acid terminal 
codiq repon of the gdll gene, we determined the 
aucleotide sequencc of the Pstl-Hpal fragment 
(coordinata 3.5 and 2.9)' from pSAE4. For thi1 
purpolC. the P11 I cohesive ends were removed with 
SI auclease and the frasment was cloned by blunt­
ead liplion in to the Sma 1 sile of the M l 3mp8, in 
tbe two pouible orientalions. 

1hc aucleolide sequence of the frapnent wu 
determined, by sequencing the two complemenwy 
1traadl; the mulling sequence is shown in Fia. 2. 
Slqucacin¡ from the Hpal end of the mlriclion 
fnpleat reveaJed the bqinning of the codina 
l'llÍCID of the 1dll gene, approx. 300 bp from this 
ead of the frqment. On the buis of the known M, 
of GDH (Sakamoto et al., 1975), this places the 
H,.l lite in the fint third of the gene. As expected, 
tbe llllJllCftt curies the oripnal poly(A) rqion 
11111 tbe 11tl lite that wu c~ted durina con-
1&ruclioa of plumid pRSPS, from which tbe gdll 
llD' wu obtaiaed (data not 1hown) (Clarke and 
Carboa, 1976; Covarrubiu et al., 1980; and 
SAacllezoPacador et al., 1982). 

Al ladicaled in Fi¡. 2, tbe amino aeid sequence, 
pmioully determined, • .,.. with the deduced 
llllÚIO ICid sequence for tbe amino terminal cod­
ina fllion. Precedin1 the tran1lalional inilialioa 

TAILEI 

c-....-compui- for 11uw....-.. 

203 

coclon (A TO, posilion + 1) is tlle sequence 
TAAGG centered at position -13. This site shows 
similarities to a consensus RBS sequence (Stormo 
et al., 1982) thai is complementary to the 3' end of 
the 16S riboiomal RNA (Shine and Dalpmo, 
1974). . 

Upstream from tbe RBS there are severa! arcas 
of iaierest that contain many direct repcat se­
quenc:a (Fig. 2), and a palindromic sequence 
(S'ATTMT) located at posilions -21 and -128. 
Otber rqions of interest are three pouible promo­
ten, PI, P2 and P3, and their usociated - 3S 

· bindin¡ rqions. Table 1 shows tbe sequence of 
tbese rqions and the consensus nuclcotide se­
quence for tbe bacteria) promoten. The consensus . 
nucleolide scquence for the CRP binding site (Ad­
hya et al., 1982) and a possible CRP. sequence fot 
gdli located bctwcen positions - 76 and - 90, are 
also shown in Table l. 

(e) MMlo llCN e ••rlroa wldl GCller ....... te ...,....,.._, 
GDH is onc of tbe most evolutionarily con~ · 

ICned enzymcs in aature (Smith et al., 1975). 
Tbercfore, we compared the sequence of the fint 
102 amino ICids of the E. coli enzyme, determined 
by nucleotide sequence, with the sequence of othcr 
ODH enzymes. Tbe comparison is prcsented in 
Fi¡. 3. • 

l'I, 1'2udl'J1ni,,,,,_,...like1111111111!* localtd 11IM5'tlldol1111 i"' pne (Fia. 2~ A+ T ,,.,_ .... won c.lcllllltd 1111-
.._ _.., IO +' far-" promol«, wilh pooilion + 1 ...... pullli ....... point far"" mllNA (MI Volleftwtidlr" ••.• 1979). 
•-CllP bindin, rqion (Adhyi 11 al., 1912) and 1lil9ilarnlioB111 the,,,. ...,.iatory ~ an llllown 11 llte llol.­
af 1111 Tallle. 

,._ -JSllllldi• l'!illllow'• • (A+T) .... .... 
,.. ATOACA "bp COTA1T ,,,, 
1'2 TAOTCO - 11 bp - TOACAT .... ,., 1TOC1T .. .., TATAOT 62.2 

e- Tl'OACA - ..... ,.,, - TATMT 

C-CD llilMliq ....,.: TO A.C ACA'jiTOT -a· ... : TO . A.e ACA1TCT A.O 

-.. · · ... 



• Ala Asp Ar¡ Glu Asp Asp Pro Asp Phe Phe Lys Met Val 
a Mtt Asp Gln Thr Tyr Ser Leu Glu Ser Phe Leu Asn His Val Gln 
• 

Glu Gly Phe Phe Asp Ar¡ Gly Ala Ser lle. Val Glu Asp Lys Leu 
Ly1 Ara Asp IPi01 Asn Gln Thr ~Ala ll:l'ñATil Val Ar¡ Jrrü1 
Sir A1n Leu~Ser Glu Phel!ll!!..!!!!IGlu~Tyr Lys El!!J 

IVail Glu Asp e•u Thr Ar¡ Gln Thr Gln Glu Gln Ar¡ Asn 
llaiJ Met Thr r e Trp Pro Phe lt'iül Glu Gln Asn frra 
Ltu Ala Tyr Glu Asn Ser SerlL&ulPhe Gln Lys Hislf.td 

Trp 
Gin lle 

Ar1 
11• 

Val ...., ...... ....,._ ...... __ 

Leu Glu Ar¡ Leu Val Glu ro u Ara lle lle Lys Pro J~;: Uili 
Thr Val Ala Ser lle · 

Leu .... ....,1.1.11:...:...:....::.r..:..;::.:.i~~ 

i · .... J, Amillll ldol ...-allllplriloas of 1he ~ l'tlÍIJll of boviM (1). E. <oll (E) 11111 N . .,.,,. (N) ODH 1111y-• 
....... ..._IN~ 111 lloaa. Aliplillal of llori8t Md N. _. amiao ..W ....w-1r11hoot nporlld by 11•-IMI el 

... (1'75). 

! 
' .i 

' ! 
--' 

J 

(., ........ .._..., .... al Nllrictklll .,........ 
...,...111es·-cd11...-a111ie,,..,._ 

To dÑnailll if iransc:riplion waa oripna1ing 
~ dal 5' non-codina felion of lhe gdli operan, 

in vilro 1ramcrip1ion experimenll were performed 
lllin1 diffcnnl m1riclion frapne1111. Fi1. 4, 1- b 
lhowl die in vi1ro uansc:riplion pallcrn of lile 
Hpoll·Hpall ( - 192 10 + 169, fi" 2) frqmenl. 
Lane e lhowa die &ran1Crip1ion of lhe - fna· 
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Fla. 4. la vilro llUll:ription lllina m1ric1ion rra.,.....11 derived 
r... plAM. Lut a: "P-i.beled Hi~U rra.,,..,.11 of pBll.322 
.... 11 N, _.... (lllft in bpl. Lane b: RNA produc11 
alllliMd lnllll uwmbln1 1 .l61·bp H,..11 frapnenl derived 
r... plAM. Lut e: RNA producll obllÍJled by rran1Cribin1 
11111 - fflllllllll but pmioualy di¡aled lrith Toql. Llnalh 
ol uu.ipla (116 llld 242) ia lplCified in nudeolidea. 

_, pmiously di¡ested with the endonuclease 
T4rfl (polilion - 71, Fi¡. 2). In both lanes. a 
prominent transcript correspondina to an RNA 
molecule of approll. 186 bases was observed. This 
molecJale hu the ellpected size for an RNA tran· 
ICript oripnatina from the PI promoter ( Fia. 2). 
la the c:oe of lane e, a transcript of about 242 
._ la miNin1. This su11e1ts that this RNA is 
Mina initiated at or near the Taql cleavqe lite. 
Fl¡. 4 abo rcveals two other minor transcripts 
cormpondin110 RNA molcculcs of 206 bases and. 
221 bues in len¡th. Neither of these transcripts is 
affectecl by Toql diaestion of lhe Hpall restriclion 
frqment. 

(t). Sylltlltsls ol tnineated GDH polypeptidel In ....... 
To determine if restriction fragmenls such as 

lhole elllmincd above could dircct the synthesis of 
trunc:ated gdlr polypeptides in minicells, the 
Hpall·Hpall (·192 to + 169, Fia. 2) and the 
Toql..Clal fragmenta ( - 71, fig. 2. to + 330 of 
pSAE422 (nol shown)), were cloned in both orlen· 
talionl in the C/al site of p8R327 using the ad· 
vantqe that the three eneymes leave the same 
ends. The resultin¡ plasmids, pHI, pH2, pTIO and 
pT20 (Fi¡. SA), wae then used to transfonn the 
minicell·producin¡ strain P678-S4. Plasmids 
pBR327 and pSAE422, a derivative of pSAE4 thal 
coda for a truncated GDH product of approll. M, 
13000 (Súlchu-Pescador et al., 1982) were alM> 
UNCI to transform 1'678-54. 

Fl¡. 58 shows that minicells carryina pH 1 and 
pH2 (lana e and f, respectively) synthesized a · 
polypeptide of approll. M, 7000, not presenl in 
cellt carryin¡ pBR327 (lane a). lt is importan! to 
emphuize that the Hpall·Hpall fragment is capa· 
ble of dircctins the synthesis of a truncatcd GDH 
polypeptide of the expected molecular mass ( M, 
7000) in bo1h orienlations. Also importan! is the 
fact th11 cells carryina pH2 synthesizc a more 
heavily labeled polypeptide than cells carryina 
pHI: we believe that this dilference is dueto the 
praeace of the strona "anti·tet" promoter (Stüber 
aad Bujard, 1981; Wcst et al., 1982) thal should 
increue tr111scrip1ion in pH 2 (Fis. SA). 

The sault1 of pTIO and pT20 are shown in 
laaes e aad d, respectively. lt can be seen that, 
while pT20 dirccts the synthesis of a polypeptide 
of the expccted molecular mass ( M, 13000), pTIO 
docs nol dirccl the synthesis of a similar poly­
peptide. These results indicale 1hat the informa· 
tion Jocated between positions + 1 and - 71 ( the 
Taql site) is not sufírcient lo promote ODH 
syn1hesi1. The polypeptide seen in lane d (pT20) is 
possibly the re1ult of 1r111scription initiating from 
the 1n1i-1e1 promoter. There is, however, a signifi· 
cant difference between the very stron¡¡ band seen 
in Fis. 58, lane d and the m111:h weaker 011e seen 
in Fis. 58, Jine f. lf both band11 are the result of 
transcription initiating from the anti·tet promoter, 
the diff~"" in inten•ity could he ellplained by 
lhe pouibility thal some of these truncated poly· 
peptidel are unstable. 
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DISCUSSION 

We haw previously reported the constNCtion 
ol ICWrll recombinant plasmids lhat carry the 
complete or different sections of the gdli gene. 
1'blle plasmids allowcd us to determine the direc· 
doo of tranllCription and the general location of 
die promoter region of this gene. In this repon, we 
deleribe the clonina and sequendng of a DNA 
hpnent that contains the promoter(s) as well as 
die llllino-terminal region of the gdli gene. 

Tbe illitiation codon for gdli is locatcd approx. 
JOO bp from the poly(A) region that was generated 
durina the con1tNCtion of the E. coli gene bank by 
Clarke and Carbon (1975) (Covarrubias et al., 
1980; Sinchcz·Pescador et al., 1982). A DNA &C­

ClUlllClf rnembling the consensus RBS can be found 
13 bp from the initial ATO (position - 13, Fia. 2; 
Sbine and Dataamo. 1981; Stormo et al., 1982). At 
poátiona -28, -S2 and -77, we were able to 
identify three sita that meet the minimum criteria 
for pr.X&ryotic: promoten. These criteria are the 
Pribaow box, the - 35 rqion and the purine 
lllldeotide at the point of transcriptional initia· 
tioD. Furthermo~. ali three siles were rich in A + T 
bue pain; over 601 of A + T is also characteristic: 
of bacterial promoten (Table 1). On the basis of 
CXllllinaua leCl\leDCC comparison, we have tenta· 
lively deaip11tcd these si tes as promoter 1 (PI), 
promoter 2 ( P2), and promoter 3 ( P3), respec­
lively. 

A eomparison of the promoter 1e11uences shown 
in Fi¡. 3 and the result1 of the in vitro transcrip­
tion experiments provide some interesting possibil· 
ilia ftllfding the transcriptional control of the 
""' pne. Por example, thc smallest and p:cdomi· 
IWlt NROff transcript seen in Fig. 4 corresponda 
to aa RNA molecule of approx. 186 bases, initiat· 
laa from position -17 (fig. 2). lnitiation of a 
tralilcript from this position is consistent with 
pu&ative promoter, PI. Furthermore, there are three 
millar trammpts whose e1timated sizel are 206 
....., 221 bases and 242 bases. The S' end of the 
unalleat of these transcripti corresponds to poli· 
tion - 39. Tbi1 places the 206·base transcript in 
froat of the Pribnow sequence for P2. The two 
..,..., of the minor transcripts have estimated 
leqths of 22g bases and 242 bases. which places 
their 5' ends at positions - 59 and - 73, a'Clpec• 

tiwly. In this. instance, the two transcripts are not 
plaeed appropriately with respect to the Pribnow 
box for P3. The 228·base transcript would have to 
initiate 12 bp in front of the Pribnow boll whilc 
the 242-base RNA would originate withing the 
Pribnow box itself. These inconsi1tencies can be 
explaincd in at least two ways. First, the estimates 
of ali in vitro transc:ripts may vary by ± S bases. 
Sec:ond, the scquence of the 5' region of the gdh 
gene may harbor promoters not identifiable by 
coasensus 1e11uence comparison. However, it 
should be remembcrcd that ali transcripts originate 
from a S6-bp region (positions - 17 to - 73) within 
the S' noncoding sequence and that the 242-base 
RNA is not transc:ribed from the Taql-Hpall sub­
frllJllC!lt (fig. 4, lane e). SI nuclease mappin1 
experimenta are currently underway to determine 
whicb of these transc:ripts is actually synthesiud in 
vivo. 

lt has been reportcd that cyclic AMP regulates 
the level of GDH and glutamine synthetase 
( Prusiner et al., 1972). lt should be noted that a 
possible CRP-binding site, which shows strong 
similarity with the consensus CRP binding (Adhya 
et al., 1982) can be found between position1 -76 
and - 99 (Fi1. 2). The presence of sucb a site 
sugats thlt transc:riptions from one or more of 
the putative promoters could be under carbon 
met1boli1m control. 

The naults presentcd in this paper do not allow 
ua to define which of the putative promoters is 
rnponsiblc for transcription of the gdli gene. 
However, con1idering the important role played by 
GDH at the "metabolic cross-roads" where 
nitropn is assimilatcd into organic: compounds, it 
is not difficult to imagine the ellpression of GDH 
bcina 1overncd by a complcll regulatory mecha· 
nism. Such mechanism could involve a system of 
mulliple promoters; where each promoter is sub­
ject to 1 different modc of regulation, depending 
on the metabolic conditions of the cell. 

GDH is one of the few enzymes c:apable of 
fixing anunonia into organic compounds. There­
fore, it is not surprising that GDH cnzymes from 
different orpnisms show some degree of conserva­
tion of amino acid sequenc:c. Jfowever, as can be 
seen in Fig. 3, the first 102 amino acid1 of the 
GDH enzyme from E. coli show only 181 homol· 
ogy to bovine. GDH. On the other hand, Nnro-
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"°"' 11141 E. coll emymes show approx. S6$ ho­
molo&Y with the highcst degree of homology (80$) 
besinaiq at the proline residue at position S6. 
Tbe ncent work of Mattaj et al. (1982) reported 
tbe amino acid sequence of E. co/i GDH from 
rllidua 56 10 164. They, too, identified a strong 
amino acid 11quenee homology (79$) between E. 
"1li 11141 NltlnJl/IOl'O in this region. Their compari· 
1011 o1 the E. coli GDH to bovine GDH revealed 
aaly 111 homolo¡y. This clearly indicates that lhe 
E. t:Oll and N""°1por" enzymes are more homolo-
111111 to ach othet than either is lo the bovine 
eazyme. 
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DISCUSION 

OoTarrubias .!! .!! (15, 16) reportaron el aislamiento 1 C! 
racterisacidn preliminar de tres pl,smidos h!bridos de ColEI 

(plCll, pRSPl 1 pRSP20) provenientes del banco de genes de !• 
!!ll ·construido por Clarke 1 Carbon (11). Bl p1'aido ·PACll 

ooaplementd do1 diferentes mutaciones en glnA, mientras que el 

pRSPl 1 el pRSP20 complementaron las mutaciones J!!!!-1 1 gltB)l, 

re'epecttvamente, en la c·epa· PA340 de !• !21! (ambas mutaciones 
. ' 

eon neceaarias para producir un auxdtrofo de glutamato) (6). 

se encontraron altos niveleil de actividad eepecitica enzim'­
'tica en las cepas complementadas. Las cepas aerodiploidee que 

lleTan 101 pl,amidos pRSPl 1 pRSP20 ~oseen una actividad esp! 

citic• para la GDH 1 la GOGA'f, respec.ti vamente, aproximadame!! .. 
te .2.5 veces.de aita que la que preeenta la cepa eilvestre 

CS520. Bvidenciae po1terior91 demostraron conclusivamente que 

lo• pl,saidos pACll 1 pRSP20 conten!an loe genes eetructura-
, . 

l•• para las en&imas GS 1 GOGA~, respectivamente (12, 14, 29). 

Para el caso del pl,•mido pRSPl, con el tin de eliminar 

la.po1ibilidad de que alguna otra regidn de DMA cromosoaal 

diferente del gene S,!! •ilvestrt .complementara la mutacidn 

(trane-dominancia), adeúe de las prueba• de complementacidn 

t determinacidn de la actividad espec!tica, se llevaron a C! 
bo experimento• de electrotoreeia en una 1 doe dimtnaionee e 

illllUllOprecipitacidn eepec!fica de lae prote!na• codificada• 

por loe pl,Bllidos en un ~tatema de minicllulas. Estos enea10• 

bioqu!micoe noe demueetran ~laraaente que •l gene eetructu-

_J ral para la GDH de E. coli eet• presente en el pRSPl (en un -- . 
1 

trapento de DNA cromosomal de aproximadamente 4.6 Md). Lo .. 
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aiemo es cierto para algunos derivados de este pl,smido1 pRSP'9 

pSAll 1 pSAB4. Bn estos derivados t .. biln se o~serva que el 

incremento en la actividad especifica de la enzima es de 2.5 

'HCH aproximad .. ente (Sanvicente .!! !!• 1983). 
Aunqueno hemos determinado el ndmero de copias de pl's­

aido por cllula, suponemos que estos pl,emidoe h{bridoa se 

preaentan en la cflula en un ndmero de copias similar al que 
preaenta el vehículo molecular del c~l provienen (15-20 co­

pÍa•/cflula) (13). !•to nos hablaría entonce• de una deepr~ 
porci6n entre dosis gfnica 1 actividad especifica, lo que nos 

lleva a pensar en un sistema de regulaci6n positiva mediado 

por un factor presente en cantidad•• limitantes. 

Por experimento• de iD11UDoelectrofore•i• cuantitativa, 

•• obetrTa que el nivel de actividad especifica correlaciona 
con la cantidad de enzima producida_ por la cflula mutante PO? 

. + • ta4ora del pl6eaido J!!!! • Por otro lado, tambi n fue posible 

detectar en la cepa PA340, la presencia de un antígeno q~e 

crusa con loa· anticuerpos especifico• anti-GDH 1 que adt8'• 

•• producido en cantidades similares al correspondiente ant! 
geno en la cepa silvestre CS520. Esto sugiere que la mutaci6n 
.a!l-1, hasta entoncee complet .. ente desconocida, cae dentro 

del gene e•tructural, nuli~icando la actividad enzim,tica de 

la prote!na codificada pero conservando sus propiedades ant! · 

gfn~ca• (Sanvicente .!! !l• 1983). 

!l .. ne .&'!!!! se localiza en un fr&&mento de aproximada­
aente 2.3 M4 en el pl,amido pSAB4, nanqueado por loa. sitios 

. . 
de reetricci6n de J!!.2RI (ante• !11II-en"el pRSPl 1 fRSP5) 1 

f•tI. Este fragmento representa un poco m6e del doble del 
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DlfA necesario para contener al gen~. 

Con el tin de encontrar la posicidn exacta del gene en 

e•e fragmento, localizar la regidn donde se inicia la tran! 

cripcidn,1 determinar su direccidn; se 11ev6 a cabo un ~ 

li•i• con enzimas de re~triccidn (mapeo ~1sico) del pSAB4, 

lo que nos permitid construir varios derivado• de este pl'e 
. ~ 

,_aic!o (pSAE41, pSAE42, pSAB421 1 pS.AB422) (S4nchez Pescador 

· .!! !!• 1982). Al observar las protdnas codificadas por ea-. 

toe pl••mid~s en un sistema de minicllulas, 1 por experime~ 

toe de uni6n de polimeraaa de llNA __ a fragmentos de DNA, se P.! 

do inferir la direccidn de tranacripcidn del gene 1 la pos! 

ci6n donde se inicia el gene estructural. Con estos dato• ae 

propuso·que la tranecripcidn se iniciarla a unas 300 pb , 

aproximadamente, del sitio de HpaI (coordenada 3, Pig. 3, 

8'nobH Pescador !! !h 1982) hacia PstI 1 que la tranecriJ 

ci6n procede desde ?!!I hacia !!!gRI en e1 pSAE4. Para corr~ 

borar eeta suposici6n, se decidid secuenciar e1 fragmento de 

RpaI a ?!!I de 610 pb en promedio, de dicho pl•smido. 

Para este fragmento se obtuvo una secuencia de 498 pb, 

el reeto comprende la regidn de poli A! que se incorpor6 al 

construir el banco de genes (11). 

11 an4li8i8 de la secuencia nucleot1dica obtenida pre­

senta las siguientes caracter1sticasa 

Se buscaron 1 encontraron en esta secuencia 4 ATG•, 7 

•dlo la tase de uno de ellos no presenta ningdn cod6n de 

terainaci6n. ·La comparaci6n de lo• primeros aaino,cido• co­

c!ificadoe en esta tase con la eecuencia obtenida de lo• pr! 

••roe 7 aaino4cidos pertenecientes a1 amino terminal· de la 
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proteína GDH de!•~ (efectuada en el.laboratorio del Dr. 
L. Po1111ani.del IIBM de la UNAM), resultcS eer campletamente 

hoacSlop. Esto indica que el coddn de iniciacidn del gene é 
•e localiza a 193 pb de la regicSn poli A (Pig. 2, Valle .!! _!!, 

1983). La secuencia de loa amino,cidos inferidos en eeta faee 

•• aueetra tambiln en la misma figura. La• otras eecuenciae 
inferida• son laa siguiente• (los ndmeroe en parlnteei• se 

refieren al primero 1 111.timo nuclecStido del codcSn)a 

l. (-149 ·a -84) Met-Arg-Leu-Leu-;.ser-r.eu-teu-Ile-CJá­

Phe-Pro-Gl1-ser-Phe-Phe-Ser-CJa-Leu­
Pro-Ser-Hi•-Str 

2. (-81 a -76) Ket-Val 

3. (-53 a -48) Met-!br 

Por comparacicSn con laa secuencia• consenso, pudieron d! 

teotar1e en la regicSn que antecide al A!G inicial (regicSn re 
. -

IQladora), un •itio probable de unicSn a riboeoma, tres po•i­

bl•• promotor•• (Pl, P2 1·P3) 1 un posible sitio de unicSn a 
CRP. Se encontraron tambiln en eea.regicSn, secuencia• repet! 

da• directas rodeando a los presunto• promotore1 (Pig. 2, V! 

]· 11• .!!!!· 1983). 

"1 

1 
_J 

J 

n Ht~io de la regi6n reguladora del gene .E)!, t~to 

4• B. coli coao de otros organi1moe, ee importante por va-- - . . 
riali rasone11 

i) Determinar ei la expresi6n de este gene e•t' regul! 
da por un mecanismo similar al de atenuacidn de la tranecri¡ 

clcSn que •• presenta en otro• operonee 4• bioe{nt••i• de am! 
no'cidoe, 

ii) Identificar la• probable• 1ecuenci•• nucleot{dicae 
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inYolucradas en el control por nitr6geno, un paso importante 
pai-a intentar comprender los mecanismos de este control a n,! 
'Hl molecular, .. ~ 

iii) Identificar algdn otro mecanismo regulador alternat,! 

•o inolucrado. . 
· Bl dlieis de la regidn reguladora de e!! se esd lle-

•ando a cabo en el laboratorio, •in embargo, ee interesante 

comentar que el an'lisi• nucleot!dico de esta regi6n no mo•­
trd contener ninguna de las caractedeticae típicae de la• 

regionee reguladora• de loe operonea de bioa!nteei• de aain~ 

'cido111 
1¡Ho contiene una secuencia típica de atenuacidn de la 

tranecripcidn (no ee encontraron secuencia• repetidas inver­

tid•• donde el DIA o el RNA pudieran formar estructura• ••-- . 
cunclariae de talio 1 a•a), 

2. Aunque existen tres 1ecuencia11 que potencialmente P! 

dieran. codificar para pequeftoe polip~ptidoe (pfptidoe l!der) 
ea ilÍprobable que alguna de esta• secuencias sea de tmportan 

cia en re8\llacic5n, 7a que 

a. !oda• ella• poseen un coddn de terminacidn antes ... 
del A!G inicial, 

b. Do• de ella• (1 1 2) e1t'n localizadas hacia el 

.extremo 5' de 101 tres probablee sitios de. iniciacidn de la 
tranacripci6n, por lo tanto, no aer!an tranecr.itae ni trad! 
cidaa, 

c. La tercera de la• eecuenciaa se encuentra despule 

del probable promotor P3, pero ea lll1J1' corta, 1Snicamente po­

eee 401 residuos de amino,cido111 1 

d. linguno de estos pfptidoe contiene codonee para 

glutamato. 
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Sato indica que la atenuacidn, mediada por la termina­

cidn prematura de la tranacripcidn, no es el mecanismo por el 

oual la ejcpresidn de este gene eet' regulada. 

Por otro lado. Riggins 7 Aaee (23) proponen que las ae­
ouenCia•.· con aimetrfa de imagen en el espejo identificadas 

lll la regidn reguladora de glnA, !!&!!. 1 dhuA de !• tnhimu­
J:!!!!, ••Un involucradas en el mecaniemo de regulacidn por .. 

mtrdpno (aietema gln) (loe genee que eetlln bajo el control 

. 4e 1ataa tres regionea e•t'n sujetos a la regulacidn por nl 

'tr6pno). BnJ. s.21! ae ha obaenado que el gene J!!!! no eetll 

'ba;to el control del e~eteu dn. Sin eabargo, en la eecuen-
01a ·obtenida de la regidn reguladora de eate 'gene, gruesame! 

ti •• puede observar una eiaetrfa de imagen .en el espejo 

(-24 a -41 7 -90 a -102), que pudiera tambiln considerarse 
'" 

ID el oontezto de un cierto control, diferente al que pre••.!! 
ta glnA. 

Particularmente interesante eerfa la comparacidn entre 
la• regionea reguladoras de loe. genea para GDH 1 aaparagina 

+ : ' 
BiDtetaaa NH4 . dependiente de !• !2!!• 1a que ambaa enzimas 

presentan ciertas semejanzas fieioldgicae, como lo ~· aeiml 
lar aonio cuando late ee encuentra en alta• concentraciones. 

!ambifn lo ea la comparacidn de la regidn reguladora del 8! 
DI J!!! de !• .!!!!! con la del correspondiente gene en otrae 
ezaterobacteriae, como!• t1phinnarium·(qu1 taapoco presenta 

regulacidn por .•l •i•t•• gln) o!• aerogenes (que ei la pr! 
aenta). 

~!· tzphimurium eziete adealla otro aspecto interesa.!! 
. - . . 

te, J,oa dato• arrojados por los eatudioa preliminares muta-
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tran que exiaten marcadas di:terencias con !• ~ en la expr! 
•i6n. cíe estos genes en dlulas mutantes portadoras de plis- · 

ai4o• hlbridoa ~+'·en§• typhimuriWll la actividad especl­
tica ensiútica se incrementa 30-100 veces,. y en .!• ~ a! 
lo 2.5 veces, con respecto al nivel d~ lae cflulaa haploidea 

(33). Al momento «esconosco ai en la mutante de~· typhilllurium 
. . + . 

1'0rtadora del pl,1911ido ~ , correlaciona el nivel de acti-
vidad eapecftica con cantidad·de encima, como sucede en ei 

ca•o de !· !21!,, 1 si el nlbnero de copias de pl••mido por e! 
lula ea ee11ejanh o ma:ror &l que se presenta en J. 121! (8! 
boa pliemidos híbridos~+ aon derivados del pBR). 

Haciendo el estudio comparativo ... extenso, pueden co! 

1'U'&rae con el gene ~ de !• !2ll otro• gente que no ae e! . 
cuentren bajo el control por el aiateaa Jln (del mismo 1 otro• 
aicroorsanismoe) u otrosoperonee de bioafntesia de amino­
•ctdo•. Beto ae facilitarla con las tlcnicaa computaricadaa. ,. 

ID el laboratorio se eet• llevando a cabo.el estudio, 

tanto "in vivo" como "in vitro•, de la tunci6n de loa poai­
'blH promotor•• Pl, P2 1 P3s tránecripcicSn de trapentoa·de 
DlfA, tuersa del promotor(es),·~liaia de la expreaidn y r! 
gulaci6n de genes (CmR, !c1 ) que se encuentran 'bajo control 

.. 

·del promotor(••) de ~probando diterentea fuentes de nitr,4 
geno 1 de carbono. 

01.araaente, el significado funcional de todas la• se­
cuencia• intereeantee encontrada• en la regidn reguladora, 

.. 
aguarda a eer resuelto. En un futuro se pretende analizarla• 
en detalle, por ejemplo, buscando posibles proteína• resuJ:! , 

doras 1 efectuar con ellas estudio• sobre 1nteracci6n pro-
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tefna-Dll, aislando mutantes apropiadas, .estableciendo el ª! 
do de regulacidn del sistema AIPc-CRP, etc.· 

Se~ posible tambiln hacer modificaciones o eubetituci! 
ne• en la regidn reguladora de ~ para ciertos fine• eepec! 
fiCHI 

lethilophilue methilotropu• ea un organiemo que •• uti­
lisa in4uetrialmente en la.produécidn de proteína unicelular 
a partir de aetanol, carece.naturalmente de GDR 1 sintetiza 

'cido glut'-ico a travle de la vfa GS-GOGA! (45). Se prete~ 

de introducir el gene .E!! de !• !2!! en !• methilotropu• P! 
ra ahorrarle un gasto de energía en la bioefnte•i• de giut! . 

.. to 1 de eeta manera incrementar la,produccidn de proteína 
unicelular, aumentando •u rendimiento. Empleando eeta biote! 
nolog!a, la Coilpaflía ICI ha losrado un aumento del 5~ en el 

rell4imlento .. (40). •'• aun, en el laboratorio se pretende au­
•entar la fuersa de tranecripcidn del gene .E!! dada por el 
proaotor(ee) natural(ee) •utitU,lr:.!olo por otro• promotores. 

Generalisando, el ~li•i• comparativo de la regidn de 
control (1 tambiln eetructural) de ~ de !• !!!! con otra• 
enterobacteriae primero, 1 con otros organismo• deepule, así 
oo•o lae diferencia• 1 eemejan1a~ en fisiología que presen­
ten dichos organismos, el aislamiento 1 estudio de proteína• 

. reculadora• (•ilveetree 1 mutantes), la obetrvacidn del com­
port .. iento de diversas cepa• mutantes, etc., no• llevar' al 

conocimiento fino de la regulacidn de dicho gene en cada ••­
pecie particular • 
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Otro tipo de intormaci6n inter~sante que ae puede obte­

ner del mi'liais de la secuencia nucleot!dica .de este gene, 

•• la que ae refiere a la estructura primaria de esta enzima 

(r gracia• al esclarecimiento de la estructura primaria, es 

po1ibl• realizar algunos estudios a nivel molecular). 

La GDH ea una de las pocas prote!naa capaces de ftjar 

aaonio en compue1tos or8'nicos. Por tanto, no ea sorprenden­

te que exista un alto grado de similitudes entre la• GDH• de 

diTersoa organismo• en lo que respecta, por ejemplo, a peso 

•olecular, estructura del olig6mero, i11111unoqu!mica, compoai­

ci6n 1 secuencia de amino•cidoa, estructura, etc. 

In general, la co111poaici6n de emino,cidoa entre varias 

GDH• analizadas ea extraordinariamente similar (1 distinta 

de 1'6 co111poaici6n de amino,cidoa dela mayoría de otras des-· 

hidropnaaaa), por ejemplo, la proporci6n de arginina a lis! 

na ea relativamente alta. Hasta el momento no •• han detec­

tado puentea diaulturo en ninguna GDH (no ee claro el papel 

catal!tico de loa grupos aulthidrilo de loa residuo• de Ci! 

te!na en la actividad de la enzima) (41). 

Por aecuenciaci6n de la regi6n de DMA (y su tranacriP­

ci6n al RIAlll correspondiente) que codifica para la porci6n 

amino terminal de la GDH de.!.• S!!!i• hemos interido la ae­
cuencia de los pri~eroa. l'llllino,cido1 de la prote!na (Valle 

et 9.1, 1982). -- . 
Por aecuenciaci6n de tragmentoa pept!dicoa. •• ha de­

terainado el ; .. orden de aaino,cidos de la• IJDHs de h!gado bo­

Tino, de h!gado de pollo 1 la• dos de !i !!:!!!! (1,,8, 22). 
In este trabajo hemos comparado la• secuencias de dicha• 



prote!nas, por lo que es conveniente.revisar un poco sobre 

ellas. 
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En las enterobacterias !• ~ y l!• typhimurium, ee han 

detectado GDHs m1.17 similar•• en sus propiedades moleculares. 

In 1u forma nativa, la GDH de !• ~ tiene un PM::'300 000 d 

.1 la de !• tiphimuriwn de 280 000 d, "I ambas conetit1.17en un 

o11g6mero (hedmero) formado por subunidadee iHnticae (apr,g 

xiudamente 50·000 1 46 700· t·por subunidad, reepectivllllleft-

i te) (41)¡,'' 

' ' ' _J 
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La GDH de hfgado de bovino posee un PM~332 000 d 1 con 

tiene tambi4n seis cadenas polipept{dicas id4nticas (55 390 d 

por eubunidad). La GDH de hfgado de pollo tiene tres residuos 

adicionales en el ••ino terminal de su cadena polipept{dica 

(41). 

· . In .!• .cra1111a, la GDH-NADP posee 48 residuos menos que 

la ensima bovina y est' tambi•n constituida en un hex,mero 

de.unidades iddnticas. Sin embargo~ el tamafto ·de la GDH-NAD 

(480 ooo·t) del mismo organismo, es llUJ diferente de los me!! 

cionados; esta enzima est' conformada en un tetr,mero de su~ 

unida4ee iddnticas (1, 22, 41). 

Las eni:imas de pollo 1 bovino exhiben una homolog!a mU1 

grandes en 500 amino,cidos que ambas enzimas poseen en comdn 

(que son el total de amino•cidos de la subunidad de GDH bo­

vina), existen sdlo 27 amino,cidns diferentes. 

Aunque la GDH-HADP de!• !!:!!!! ee ds corta que las e!! 

siaa• de vertebrados (bovino 1 pollo), existe una consid•r! 

.ble homología entre eetas protdnas, dependiendo e~ algdn 
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grado de la presencia de cierto ndmero de deslizamientos de 

unia protefna con respecto a la otra. Los residuos que por mo­

d ificaci6n química han mostrado influenciar la uni6n de regu­

ladores aloetlricos en la GDH bovina, han-sido todos encontr! 

do• en la regi6n carboxilo tel'lllinal. Ya que la GDH-NADP de l!• 
era••• no exhibe las respuestas alostlricas a ADP 1 GTP que 

exhiben las GDHs de los vertebrados, es 16gico suponer que 

las diferencias en secuencia deben ser m4s pronunciadas en es . -
ta regi6n. Los datos proporcionados por la comparaci6n de las 

secuencias de amino,cidos confirman esta suposici6ns esta co!! 

paraci6n revela que existe una significante homología partic~ 

larmente dentro de los primeros 220 residuos de la cadena de 

lfeurospora (donde se encuentran 55 residuos idlnticoa en un 

Hgmento de 82 residuos) • La homología es. menos sorprendente ....... 

en el re11to de la mol~cula, existiendo cortas regiones de id•!! 

tidad. Dentro de los límites impuestos por el alineamiento, 

la homología entre las GDHs de N. craesa (NADP dependiente) . . . . ~ 

1 de los vertebrados pollo 1 bovino es de.18.3~, y los amin! 

•cidoe diferentes que representan cambio de una sola base en 

au cod6n, constituyen el 41.8~ (41). 

11 examen de la naturaleza de loe residuos conservados 

en la GDH-NADP ~e !• craeaa y las enzimas de loe vertebrados 

(21 glicinas, 10 li•inaa, 8 alaninaa, 8 valinas, etc.), indi­

ca que al menos 2/3 p&l'tea de los residuo• idlnticos deben ser 

críticos para mantener la conformaci6n protlica mis que .para 

la cat,li•ia (41). 

Ad•-'• de estas identidadee aminoacídicae, •• obeerva un. 

gran ndmero de substitucionea altamente conaervativae, por · 

•3••'Plo, retienen cadenas laterales eimilaree, lo que tambiln . 
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101 hace suponer importantes para los efectos conformacionales 

•'* que para los catalíticos. 
De esta manera,· la informacidn concerniente a las estru~ 

turas primaria .y terciaria de las proteínas, ha indicado que 

la conservacidn de la estructura tridimensional entre enzimas . 
relacionadas es tal vez ~s importante que la retencidn estri,g 

ta de la secuencia (2,- 41). Esta estructura tridimensional d!, 

be estar involucrada en la funcidn, constituyendo as! un dom! 

nio, el cual a su vez puede estar subdividido en regiones ( 21). 

Estudios sobre variabilidad de la funcidn enzim4tica por 

aodificacidn qufmica de residuos, proteccidn a 4sta por unidn 

a substrato o coenzima, reemplazamiento• de amino4cidos en 

mutantes 1 sus revertantes, etc., proporcionan una definicidn· · 

clara del papel de ciertos residúoa. Todas las GDHs menciOft! 

das contienen un residuo de lisina activa (ndmero 126 en bo­

vino, 1~9 en pollo y 113 en Neurospora) que se asocia con 
. . . 

· unidn a substrato; este residuo est4.localizado en la parte 

de la secuencia que exhibe la aa1or homología, ·en el dominio 

de unidn a substrato (41). 

Bs sorprendente que no se encuentren coincidencia• de r! 

siduos de cilte1na, metionina, histi.dina 1 triptofano entre 

.las GDHs de Neurospora y de vertebrados. Esto no e•cluye, de 

ninguna manera, que tales residuos est4n localizados en el s! 

tio activo o participen en la acti~idad catalítica en estas 

enzimas homdlogas. Ya que las cadenas polipeptídicas son de 

diferentes lon~itudea, los residuos pueden asumir le. misma 

po•icidn en la estructura tridimensionál a pesar de las dif! 

rencias en secuencia (41). 

' ....... / 
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Bn eeta teeie eolamente se..l!.resenta la secuencia de 102 

ª.~no'c.tdoa, -pertenecientes al amino terminal, de la GDR de· 

!• ~· Teniendo en cuenta que el PM por subunidad es de 

50 000 d en promedio·, 1 asignando a cada amino4cido un pro­

medio de 110 d, esta aubunidad enzi~tica.constaria aproxi-

111.C!amente de 430 »eaiduoa de amino4cidoa, lo que ~ignifica 
¡ .. 

que ee ha determinado cerca de la cuarta parte de la secuen-

cia de la proteína. Para esta regicSn hemos encontrado una 
' 

gran homologia con las llDHa de pollo 1 bovino 1 con la GDH-
··· .. ,, .. ·'.. . . 

lfADP de N. crasaa· (Valle."e·t al, 1983). El an41isia comparati - . -- -
vo ee ha clasificado en tres tipos y loa resultados se resu­

menen la siguiente tabla_ (E~!• ~. Na!• craaaa, 

B • bovino)I 

IDINfIDAD 

!1' 

IB 

BB 

10 IDEMIDAD DISCREPANCIA 
carga o estructura 

dubio de una base aeme jante .. 

In la tabla se observa que al analizar loa tres aspecto• 

aim.alt,neuente, se preaenta Ún porcentaje 111B10r al 100~, 7a 

que ciertos elementos· se han contado dos veces, por cambio 

de una sola base en su coddn y por su polaridad o cadena l! 

teral. 

Por otra parte, las diferencias en longitud de segmentos 

internos que •• observan al comparar estas prote:(naa, refle­

jan ineercionea o delecionea de nucledtidoa en loe gen•• co- · 

rre1pondientea, que debieron haber ocurrido durante el proceeo 

~volutivo. 
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18 interesante notar que, por lo menos en esa regidn de 

102 amino,cidos, eziste mayor homología entre las GDHs de !• 
!2ll 1 !• crassa, que entre Escherichis y bovino o Neurospora [:. -;;-r 

1 bovino. Estos resultados deben tomarse con mucha cautela ya 

que no se est~ comparando las·secuencias· completas de las 

proteínas, sino sdlo una parte de ellas. Sin embargo, coincJ; 

den con el hecho de que tanto la GDH de !• ~ como la de 

!• crasea son NADP dependientes, 1 la GDH bovina tiene una 

especificidad dual por la coenzima {puede funcionar tanto con 

lfAD como con NADP) (41). 

Por analogía con las secuencias conocida• de GDH, es peI 

misible suponer que la de E. coli posea tambi4n un residuo - -
·activo de li•ina. En este trabajo nos~ logrd determinar la 

secuencia de anaino,cidos alrededor de este residuo (residuo 

ndaero 113 en Neurospora), pero se espera que la homologías! 
. . 

ga preeent,ndose fuertemente a lo largo de unos 100 residuos 

•••• 

le4iante el adlieie comparativo adecuado de laa prote,! 

nas de diferentes organismos, pueden establecerse las rela­

cione• gen4ticae (evolutivas) existentes entre ellos, 1a que 

.aqullla• constituyen el producto directo de traduccidn de 111,! 

terial gen4tico. (Sin embargo hay que recordar que este an4-

li•i• no es el dnico criterio para establecer l•s relaciones 

genltica•) • 

Son dtile• varios aspectos comparativo• de la estructu­

ra ~roteicas ensayos inmunoldgicoe de reactividad cruzada~ 

deterainacidn de diferencia• en movilidad electroforltica, 1 

para el caeo particular de .enzimas, especificidad de eubetr! 
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to, de coenzima, de modificadores ~loetfricoe; pero el aspe~ 

to al.e directo es la composición y secuencia de amino4cidoe 

(••tructura primaria) (19). 

De eeta manera, todo un programa de evolución de loe or!_! 

ni .. o• puede deearrollar•e sobre bases proteicas. Estos eet.!! 

dio• l• conciernen a la paleogenftica qu!mica, una nueva di! 

ciplina. 

Siendo las protefnae eubetancias complejas raramente eon 

id•nticae, pero en la m~orfa de la• prote!nas homdlogas est.!! 

diada•, ee ha observado que las estructuras t11rcisriae ae .. '·' 

coneervan, aun cuando.sus secuencia• contienen gran n'1mero de 

eub•titucionee de amino,cidoe (19, 41). Tal similitud de es­

tructura• •• un testimonio impresionante hacia la evolución 

te.todos los organismo• a partir de un ancestro(•) comdn(es), 

confirmando lo• criterios cl,eicos de evolucidn (mortoldgi­

coa, embrioldgicos, estudio• sobre tdeiles) (19). Resulta 

i•probable que doe organismos no relacionado• hubieran man!! 

factUJ'ado independientemente tales eetructUJ'ae similar•• y 

preeervarla• a travfs de la·eeleccidn natUJ'al. Por otro lado, 

la evolucidn gradual a partir de un ancestro comdn, a travfs 

d• •illone• de generaciones, proporciona una expl~cacidn con 

vincente para la• similitudes 1 diferencias entre las secuen 

cia• de amino,cidos de W'l8 misma prote!na. 

En el caso particular de GDH, se ha observado que todas 

l•• GDH• de estructura tridimensional conocida, poeeen·con­

formaciones similares para el dominio de unidn a coenzima 

(411, implicando un origen (gene ancestral) comdn para esta 

cla•• de enzima a pesar de las diter~ncias en especificidad 

de aubetrato 1 estructUJ'a de la suburiidad. 
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Hasta el momento no hemos realizado estudios sobre es­

tructura secundaria 1 terciaria de la GDH de ]• ~· Chou y 
Pasman (17) desarrollaron una fórmula que se utiliza para ca! 

cular la estructura secundaria m4s probable de una proteína · 

CQJa secuencia es conocida. Aunque el conocimiento de la es­

tl"Uctura primaria-proporciona informecidn respecto a las po­

sibles relaciones evolutivas, e~ conveniente aplicar estas r! 

glas empíricas de prediccidn. 

Bl grado de diferencia entre las especies presentes y el 

orden de su derivacidn a partir de ancestros comunes, genera! 

mente estdn representados por un ú-bol filogenftico. Es posi­

ble derivar tal ú-bol de los datos de secuencia de prote1nas. 

A fin de explotar las posibilidades en este campo, en el 

laboratorio intentamos establecer un programa de computadora 

para analizar las relaciones evolutivas entre prote1nas. Nos~ 

trol utilizamos como modelo el de las GDHs. Este es el trab.! 

jo·que esencialmente llevd a cabo Ja~me Lagdnez. Se utilizd 

un sistema similar al de Pitch 1 Margoliash par~ detectar la 

relacidn filogenltica. 

Se logr6 detectar autom,ticamente 101 deslizamientos 

(que representan deleciones o inserciones en el genoma) de 

·Una prote1na con respecto a la otra con el fin de encontrar 

••xtma identidad. Se determinó la distancia m1nima de muta­

ción entre las diferentes secuencias comparadas. Esta se d! 

fine como el ndmero de.bases que requieren ser reemplazadas 

para que una secuencia quede transforlll!.'lda en otra. Se enco!! 

tr6 que la distancia mínima de mutación entre !• !21! 1 !• 
crasea es 30~' menor· que la de Reurospora 1 bovino. Sin. e11-

bargo, "ara poder eetablecer·un ú-boi tilogenltico m's o 
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••no• real 1 preciso, e• neceear~o contar con la secuencia com 
pleta no de una, Bi~o de varias protein8a~·1 te~r en cuenta 

que lo que ee calcula ee la distancia minima de mutacidn 1 no 

la reali tampoco ha, que-olvidar que la velocidad de mutacidn 

4ifiere entre diferentes ramas filogenltic~s. 

In resumen, el estudio de la secuencia de amino,cidos de 

una proteína es parte de una serie de investi~cionee sobre 

e~trúctiira, f~cidn 1 regÜ].acidn, tanto como sus relaciones 

evolutivas. 

Bl hecho de que .las cadenas polipeptfdicas de lae ODH• de 

diferente origen tienen eitioa de unidn especifico• 1 disti~ 

to9 para coenzimas, eubetratoe, ADP 1 G!P, representa un in­

tere•ante desafio en la reeolucidn de dichos problemas. El 

. gran ndmero de otro• tipos de compuestos, por ejemplo hormo­

nas, que pueden unirse a la GDH e influenciar su actividad e.e 

•i9'tica (41) tambifn eon problemas interesantes, aunque el 

pspel fieioldgico de mucbae de esta• aubetanciae e•t' obsc! 

ro todavia. 

Ya q~e la GDH de ~· coli, de !• craeea 1 de alguno• 
otros organismo• no exhiben la respuesta reguladora de las 

ensiu• de vertebrado• con los nucledeido8·11urinico• di 1 tr! 

fosfatados, pueden servir como un modelo simplificado para 

el Htu4io de caracterfeticae estructurales importantes para 

1 • unt~ner la conformacidn 1 la. actividad eu!Jdtica. 

Con la secuencia completa del gene aJ!"J de la protdna 

4• !• !2!,! podrdn reali1aree loe e•tu4ios col'l"espondientes, 

tanto evolutivos como de contormacidn proteica, identifica-

¡ cidn de dominio• 1 residuos activo•, etc. 
J 
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CONCLUSION 

Gracie.e a lae t4cnicas de Ingeniería Gen4tica, ha sido 

1101ible aislar 7 clonar el gene _E!! de !• S!ll• Uno de loe o!! 

jetivoe de este proyecto es conocer la regulaci6n a la que e! . ... 
t• 1ujeta dicho gene. En'el laboratorio se empieza 7a a trab! 

jar en eate punto. Loe eetudios de regulaci6n ee her'n en e~-
. ' 

laboraci6n con el Centro de Inve1tigaci6n sobre Pijaci6n de . 

litr6geno. 

In vista de la gran identidad observada entre las GDHe 

de !• ~ 1 de !• craeea, podr' ser posible el aislamiento 

del gene estructural para la GDH-NADP de Neuroepora utiliza~ 

do como detector (un tragmento de) el gene de !• S!ll• De h! 

cho, e1toe experimentos se han estado realizando 1a pnr mi•! 

broa del citado Centro. Como en !• !!!!!• el aislamiento del 

gene !!,!! de Neuroepora tacilitar4 7 completar4 los estudios 

fi1iol6gico1·y genlticoe que conducir'n a la comprenei6n de 

1u tunci6n 1 su comportamiento. 

todo lito contribuir,, junto con los estudios llevados 

a cabo con otros genee del metabolismo nitrogenado, al es­

clarecimiento de loe mecanismos de aeimilaci6n y tlujo de n! 

tr6¡eno a travle de lae diterentee vías metab6licae. 
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