A
UMIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO j?

ESTUDICO DE LAS SECUENCIAS PALINDROMICAS REPETIDAS
EXTRAGENICAS (REP) EN EL GENOMA PROCARIONTE.

Tesis que presenta Enrique Merino Pérez
para obtener el grado de Maestro en

Invegtiracidn Bilomeédica Basica

Cuernavaca, Mor. 1988.

TESIS CoN - o
FALLA [E ORIGEN




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



TESIS CON FALLA DE ORIGEN



FR———— Rt o

I.- INTRODUCCION L T
1.1 Ing=nieria Ge=nética . . e e e e e

B S
"1.2 Caracteristicas de la ssc u~nu1a REPfgu; Pl e el 2
II.-  ANTECEDENTES ¥ OBJETIVOS
Antecedentcs R IR
2.1 Pesibles funciones de la sscuencia REP . ; ,'-,3‘1§__Q;;

2.1,1 Begulacion de la expresidn g&nica -.
2.1.2 Rearreglos cromoscmales Yy dlvwrsidad genlca
2.1.2 Egstructura v organizacion d=l cromosaoma. .k
2.1.4 DNA sgoista =n &l genoma bacterianc . . ..
2.2 Estabilidad del mRNA bacteriano . . e el
2.3 Gene estructural de la glutamato dcshidrogcnas-
Escherichia coli R-12 . . . . . . . . .o, o plaen

objetives . . . . .
III.- MATERIALES ¥ METODOS ., . . . . . . . . . .

Iv. RESULTADOS

.1 Actividad especifica de la enzima: GDH y
del mRNA de gdha . . . . . . . L
2 Busqgueda por computadora de aecuenrias ‘RE

.2 Busqueda por computadora d= otras -SPCUcnuiaS
relgevadas & . 0 0 L L. L0 L e e

PoI ]

Do

V.-  DISCUSION . . . . « . . . . .
VI.— BIBLIOGRAFIA . . . . . . + .

- Ap=ndice’I., PROGRAMAS DE COMPUTADORA
1 Programa 'Lecaliza.cadenas‘ .5
.2 Programa 'Localiza.REPs' .

3 Programa 'Elimina. redundancia
4 Programa 'Busqueda.Hash'

VII.- Apendice IT., PUBLICACIONES -



I.- INTRODUCCION : _ SRS ,
1.1 Ingenieria Gendgtica . . . R T U THTPIPI S BN
1.2 Caracteristicas de la upcucnula_RﬁP L O A~

II.- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS
Antecedentes et
2.1 Posibles funciones de la s=cuencia REP.:

2.1.1 Regulaciédn de la expresion génica 000
2.1,2 Rearreglos cromosomales vy divalsidad ge
2 1.3 Estructura v organizaclan d=1 cromoscom

. .1.4 DNA egeoista =n el genoma bactcriano
2. 2 Estabilidad del mRNA bacteriano ..

2.3 Gsne estructural de la glutamato dushidroge

‘-

Escherichia celi R-12 . . . . o .00
Ob jcthuS e e e e e e e IR
IIT.- MATERIALES Y METODOS T
Iv. RESULTADOS

4.1 Actividad especifica de la enzima GDH v astabilidad_u ‘
del mRNA de gdhA . . . B ] o R

4.2 Busqueda por computadora de Sucupnrias REP . ...;{_. 2t

4.3 Bisqueda por computadora de otras secuencias ' R

reiTeradasS . . . . . 4 4 4 e e e e e e e e e eBE T

V.-  DISCUSION . . . . . « « . . . . 35

VI.- BIBLIOGRAFIA . . . « « « « « « o + v . ..:,.f.;ff;:. Caln

VII.- Apendice’I. PROGRAMAS DE COMPUTADORA DESARROLLADOS e
7.1 Programa 'Localiza.cadenas' . . . . o . oL a8
7.2 Programa 'Localiza.REPs' . . . o o B
7.3 Programa 'Elimina.redundancia’'. e BY
7.4 o

Programa ‘Busqueda. Hash' i;;}:. S8BT

VII.- Apendice II. PUBLICACIONES - . .{65-



En l1a actualidad, graclas a esta metcdologia se ha podido
determinar la secuencila nucleotidica del genoma de diferentes
virus y de un gran porcentage de algunos microrganismos. E1
anadlisis de dichas secuencias mediante programas de computadora,
asi como experimentos de reasociacidn de moléculas de DNA, han
reveladc que los corganismos en general poseen secuenclas unicas
constituyendo una parte importante del gencna (10, 11, 14). Sin
embarge, los organismos eucariotes poseen un porcentaje elevado
de su genoma como regiones de DNA que se repiten muchas veces.
Por otro lado, dicha reiteracién del material genético, no ha
sido observada en organismos procariotes, cuya tendenciaz general
en este aspecto es la de peseer un genoma de menor tamafio carente

de secuencias altamente repetidas (14).

1.2 Caracteristicas de la secuancia REP
A pesar de la tendencia general del genoma procarionte de no

posa=1 secuchcias altamente reiteradas, estudloes reclentes de los

genomas Jde Escherichia coli y Salmopelila typhimurium (34, 74, 25,

4) i revelado la existencla de una secuencla palindrémica
erncaraisnalmente reiterada. Esta secuencia se le ha denominado
urii«el palindrémica PU (25) o] secuencla REP (Repetitive

Extv »z:pnic Palindromic sequence) ﬁ74. 4), atendiendo al hecho de
haberr side localizada exclusivamente en regilones extrageénicas,
Las caracteristicas mas importantes de estas secuencias, que son
descritas en los articulos que se anexan a la presente tesis, se
mencionan continuacién:

- Su longitud aproximada es de 35 pares de bases. T
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-~ Aln ¥ cuande se han realizadeo diversas busquedss con

.

programas de computadora en bancos de datos de Acidos nucleicos,.t

s6lo ha sido posible encontrar secuencias REP en los genonas de

Escherichia coli y Salmopella typhimurium (74, 25, 27, 28).

- Se encuentran altamente congervacdas ya que dirfleren unag de
otras en tan sélo unos cuantos pares de bagses. (ver.tablas I1 v
III de Becerril et al., 1985).

- Se encuentran altamente reiteradas; se calcula que existan
aproximadamente 500 copias de esta secuencia por genoma (74)

- Estéan presentes en diferentes tipos de operones entre los
cuales ge encuentran catabélicos (lacY), blosintéticos (hisG), de
transporte (hisJd), respiratorios (ndhA), ¥y regulatorios (trpR)
(74).

- La orientacién, posicién y distribucidn de estas secuencias,
parece no obedecer a ninguna regla conocida,

- En todos los genes que poseen secuencias REP en donde el
términe de la transcripceidn es conocido, éstas se encuentran
formando parte del transcrito.

- Debido a su propledad de palindromia,  las secuencias REP

poseen una alta capacidad para formar estructuras secUndas: . de
tallo~asa {(ver Fig 4, Becerril et al.,, 1983). Al pat. . - la
palindromia es una propiledad importante en estas secusnd .. . Asi

lo indica el hecho de que a pesar de la aparente flexiiilidad =n
sals de las posiciones del consenso de esta secuencia, la
capacidad del apareamliento de bases es mantenida (ver tablas IT y
1iI de Becerril et al,, 1985 vy Fig. 1 de Merine v Bolivar,

1987c),. Atn mas, puede también observarse gque cuando una de las



. t .
'

bages del primer braze del palindrome difiere del__consens¢;51§;¥ '7

-

base correspondiente en el segundo brazo también _difiére{fﬁélﬁal'

forma que su apareamiento sea posible (74),

- Las secuenclas REP existen en mono o NUIti°°p13$_deau{”*

en cuyo caso, estructuras secundarilas alternativas & puicden ‘ser: o

formadas en los transcrltos que las porten. (ver-Fig.: f‘? fié a-
de Becerril et al., 1985). ' o
‘ - Todas las secuencias REP hasta ahora repqrtadas.$on"
e;tragénices {con excepcicién de una secuencla REF ubicada en el
gene estructural de le enzima rilbonucledsido difozfato reductasa
{nrdA}) de Escherichia <¢oli, encontrada en 21 presente estﬁdio.
Ver Merino-y Bolivar, 1987b ¥ el capitulo V de esta tesls), |

- En la mavoria de los casos, las secuencias REP estan
ubicadas en la regién 3' terminal del gene.

- Cuando las secuencias REP se encuentran eh regiones
intercistrénicas ‘de transcritos polleistrénicos, la actividad
especifica del producto peptidico de los genes que se encusntran
antes de esta secuencia, es mayor respecto al producto génico de
f}ios cistrones ublcados despues de la misma (74, 27, 28B).

- Deleciones de estas secuenclas del extremo terminal 3' de un
gene, originan un decremente en su actividad especifica de

aproximadamente un 50% (74, 4).



II ANTECEDENTES Y CBJETIVOS

ANTECEDENTES :

2.1 Posibles.funciones de la secuencia REP

Actualmente no sSe conoce con certeza la posible funcidn o
funciones de la secuencia REF en el gencma procariote. No
cbstante, el alto gradoc de similitud entre ¢llas, asi como el
hecho de encontrarlas en tan alto ntmero de copias, ha permitido
- pensar qua este elemento pueda tener una funciénf{es) celular(es)
importante(s). Con el objato de entender dicha(s) funcién(es), se
han formulado diversas hipétesis. A continuancién se mencionan

algunas de éllas:

2.1.1 Regulacién de la_expresion_génica

Se ha propuesto gque las secuencias REP pueden ser ' nuevo
elemento de regulacidodn considerando que alteran la concuiitiaclédn
del producto final de algunos Eenes que se encuenbl'an  en su

vecindad (74, 4). Se ha pensado que la capacldad de la mecnencla
REP para formar estructuras secundarias estables, le permita
alterar la estabilidad de los transcritos en los que se&
encuentra, al formar un blogue gue impedirizs parcilalmente la
-degradacidn (en sentido 3'---35') por algunas exonucleasas., Este
planteamiento podria explicar el porque los elementos RIEP
_presentes en mRNA monocistrénicos se encuentran generalmente en
el extremo terminal 3'. Los resultades de mapeo de proteccidn del
trancrito policistrénico del operén de transporte de histidina en

Salmonella typhimurium, contra la accién de degradacién de
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nucleasa S1, apoyan la anterior hipétesis, ya que aproximadamente
un 302 de estos transcritos terminan en el extreme 3' de su
pegunda mecuencia REP (74).

Stern et al., {1984) han propuesto que las secuencias REP
pudieran tener un papel opuesto al de estabilizar al mRNA.
Basadoe en el hecho de no haber encontrado secuencias REP en
transeritos estables, han sugerido que REP puede dismiiuir la
estabilidad de 1los transcritos de 1los que forma parte, al ser
sustrato de endonucleasas especificas {(1.e. RNAsarTlIl)!. Sin
embargo es conveniente aclarar gue la busqueda por cumpuLadora
realizada en nuestro laboratorioc en bancos de datos de secuencia=z
nucleotidicas, ha permitido encotrar secuencias REP en unidades
Eranscripcionales estables, como lo son las del tyr-tRNA y sSupBE.
Los resultados de dicha busqueda también han revelado que existen
secuencias similares a REP (tipo-REF) formando parte de genes que
codlfican para las moléculas estables lle-tRNA de Bacillius
subtillis ¥ Escherichia ¢oll, asi como los rRNA 165 y 235 de

Escherichia coli (Fig. 2 de Becerril et al., 1985).

Higgins et al. ({1982}, han observade que cuando REP se
_encuentra en unidades transcripciconales policistrénicas, ia
concentracién del preducte de los genes que se traducen después
de esta secuencia, es menor con relacién a la de los gue lo hacen
antes de la misma. Lo anterior ha permitide pensar que REP
pudiera originar tal diferencia al servir como un terminador

parcial de la transcripeidn. Sin embarge, experimentos in vitre



typhimurium, indican que no existe pausa o términe de la
transcripcidén en las secuencias REP (74).

' Nueetro grupo ha descrito que los 120 primeros nucledtidos a
partir del coddén de terminacién del mRNA del gene gdha, que
incluyen a dos secuencias REP, pueden formar una estructura
secundaria parecida a la del glu-tRNA (Becerril e% al., 1985}).

Esta similitud permite suponer que dicha estructura pudiera ser
reconocida por un tipco de proteina modificadoera, tales como las
que actuan sobre los tRNA, que alterara la tasa de traducclédn de
sus correspondientes mRNAs, Existen datos que indican que la
posible regulacién del producte final de genes cuyves trangoeritos
tlenen 1la capacidad de adoptar estructuras similares a las de
'janA. no es exclusiva del gene gdha, Ames et al. (1), han
" reportado que la regién 1lider del operén de histidina en
Salnmonetla typhlmuprlum pﬁede adoptar una estructura similar & 1a
de su correspondiente tRNA, y han sugeridoc que dicha estructura
pudiera estar involucrada en la modulacién de la transcripcion de
este operon, favoreciende o©  impidiende 1la estructura de
~atenuacién del lider. Observaclones similares h;n side reportados

por Rufus y Julius (69) en el operdn 1lvGMEDA de Eschurichia

regiédn lider del operdn posee una similitud con la secusncia del
Leu-tRNA. Paralelamente, estudios realiZados por Haenni =t al.
(32), 4indican que el RNA de algunos virus. poseen sSecuencilas
parecidas a lag de los tRNAE que pudieran ser reconocidas y

amincacetiladas por enzimas de su hospedero.




) El hecho de que los rRNAs estén relaclionados con la unién de
pProteinas ribosomaies {62) ¥ que las secuencias REP o tipo-REP se
encuentren presentes, no s56lco en moléculas de mRNA, =51 no también
en moléculas de rRNA y tRNA, permite pensar gque las secuencias
REFP pudieran interactuar con proteinas 1inveolucradas en los

eventos de traduccidn (45.

Se ha pensado que, . dada la gran similitid que poseen las
secuencias REP entre 81, éstas pudieran ser sitlos de
recomblnacién de rearreglos cromosomales, aumentande con &llo 1la
posibilidad de generar diversidad en el genoma (24, 74, 25). La
unica evidencia en favor de ests hipdtesls, e= que <)l carmino
del rearreglo cromosomal que 1incluye al operédén blosintétlco de
histidina en Salmonella typhimurium, estd ubicado =n la regidn

intercistrénica hisG-hisD, en donde se encuentra una secuzncla

REFP {(74).

Una posible alternativa de la funcién de las secuenciar
REP, es la de intervenir en la estructuracién v organizacién del
genoma procarionte., Stern et al, (1984), han sugerido que las
sécuencias REP pudieran servir come sitio de unién de proteinas
especificas que permitan anclar al cromosoma, o blen, delinearlc
en dominios funcionales, Basados en que las fuerzas que permiten
al cromosoma bacteriano posesr una estructura conmpacta son

fundamentalmente interacciones DNA-RNA (82), estos autores han
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Prropuesto que la forma transcrita de REP pudiera contribuir a tal
in%eraccién. hipétesis que es congruente con el dato experimental
de que siempre se ha encontradc a REP formandeo parte de unidades
trangcripcionales. Recientemente, experimentes de protec _adn en
contra de la accidédn de degradacién de la exonucleasa Lli. han
proporcionado las priﬁeras evidencias en favor de esta hipatesis,
al demostrar que las secuencias REP son sitic de unién Jde alzunas

proteinas asocladas al cromoide (26).

Finalmente, durante el desarrollo de esta tesis, Newbury et
al. {59}, hgn propuesto que las secuencias REP no poseen ningun
papel celdlar importante vy que se han dispersado en el cromosoma
mediante un fenémeno de <¢onvesrion génica mediado por mRNA. La
gnteriocr hilpédtesis estA basagda en dos diferentes tipos de
evidencias. La primera se refiere al hecho de no haber sido
posible encontrar claramente alguna funcién a las secuencias REP,

La segunda evidencia esta basada en que la secuencia REP de

" algunos operones de Escherichia c¢oll, estAdn ausentes en los

'-j operones homélogos de Salmonella typhimurium, v viceversa.

2.2. Estpbllidad _del pmRNA bpcteriano

Con el objeto de entender el posible papel de las secuencias
~REP en la estabilidad del mRNA (ver la seccidn 2.1.1 del capitulo
I1), a continuacién se mencionan algunos de los aspectos

relacionados con dicho fendmeno.



Las propiedades bésicas de 1la cinética de dégfadacién de
mRhA en bacterias fueron originalmente descritas por Kepes vy
colaboradores, Existen dos caracteristicas que pueden observarse
en este proceso de degradacién: La primera se refiere a la
pérdida de masa del mRNA que puede ser medida por el decremento
del numero de transcrites durante un intervalec determinado de
tiempo. La segunda caracteristica ez la pérdida de funcién o
pérdida dé capacidad del mRANA para dirigir la biosgintesis de
proteinas. Tante la degradacién de masa como la pérdida de
funcién del mRNA, se caracterizan por seguir cinéticas de tipo
exponencial (44, 46, 45, 35).

Se ha observado que la vida media de 1los transcritos de
organismos eucariotés - es relativamente larga respecto al tiempo
de su divisién celular, a diferencia de las vidas medias de los
transcritos de los organismos procariotes, que Ssuelen ser
mignificativamente mencres (revisado en 49). Una congecuencla de
la raApida tasa de degradacién del mRNA en organismos procariotes
es gque una gran porcioéon de sus transcritos =se encuunira en
procaso de decaimiento. Asi por ejemplo, Kennell y Ricznan han
reportado que en cualquier momento, carca de la wiiad de los
transcrites de beta-Galactosidasa en  Egcherichia o2l se
encuentran en proceso de degradacién (42).

En Escherichia coli, cada transcrito decae con una tasa

.

especifica que puede variar desde 30 seg hasta 8 min a 37° (8),
40 seg a 20 min a 309 (61) y 6.5 min a 40 min a 15°C (41), En
la actualidad no se cuenta con ningun modelo que permita entender

con claridad el fendtmeno de degradaciétn del mRNA que pueda
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explicar las causas de tales diferencias. Algunos de los aspectos
relevantes a este fendmeno que se han podido determinar, son los
sigulentes:

~ L& tasa de degradacién de un transcrito es independiente de su
longitud (8&8).

- La tasa de degradacién de un mensalero no estéd relacionada con
s5u posicidén en un transcrito policistrdnico (revisado en 49).

- En general, la vida mediaégos transcritos de fagos es superior
a la del mRNA de la bacteria hospedera, sin embargo es [ ..u=nte
gue dichos transcritos puedan ser inactivados antes que -1 mRNA
sea totalmente degradado (revisado en 49).

- En general, mutaciones sin sentido en la regién 5' turminal
de un un gene, originan un aumento en la tasa de degradacidn de sus
transcritos correspondientes. Antlbléticos gue bloquean 1la
traduccién tales come el cloramfenicol o el 4cido fusidico,
cominmente tlenden a establlizar al mRNA. Lo anteriormente
a@xpuestc Buglere que la residén 5' del mRNA asocliada a ribosomas,
puede ser pfotegida de la degradaclén., De acuerdo a esta
hipétesis, loé transeritos con altas tasas de ipiclo de
traducclidén son mas estables (revisado en 49).

Actualmente no sSe ha deterq;nado con exactitud 1las rutas de
degradacion del mRNA. Estas g%ﬁg:bser:

- Pe un extremo del mRNA &l otro., medisnte la degradacién
escnucleclitica en sentido 3'--35' o 5'-=33°',

- Dpegradacién endonucleolitica en cualquier sitiec o en sitics
" especificos del transcrito.

- Cualquier combinacidén de'los puntos anteriores.



2.3

Fone_oetrustural de la_glutamato deshidrogenasa de

Eccherichia coli K-12

Trabajos realizados en el proyecto de investigacién 'Genes
dcl  Metabolismo Nitrogenado en Egcherichia coli K-12" que se
llu:va a cabo en el laboratorioc del Dr. Francisco Bolivar Zapata
en el Centro de Investigacié4n sobre Ingenieria Genética vy
Blotecnologia, UNAM, han detectado la presencla de dos secuenclas
REF en el extremo terminal 3' del gene estructural de la
glutameto deshidrogenasa'(ggng). Sé ha determinado que deleciones
de ﬁna de estas secuencias origina una dieminucién de l1a
actividad especifica de la enzima GDH en aproximadamente un s0%
{74) . Al momento de iniclar el presente trabajo (octubre de

1985}, no se conocia con exactitud la etapa en que se realizaba

esta posible regulacidén.

QBJETIVOS
El presente proyecto de maestria tuvo come objetivo estudiar
la(s) pogible(s) funcion(es) de las secuencias REP en el
cromesoma bacteriano, asi como el posible papel que tienen en la
regulacién diferencial de los genes en los que sSe encuentran,
tomando coms modelo de trabajo al gene estructural de glutawato
deshidrogenasa (gdhA} de Escherichia coli K-12 y sus regiones
aledafas, cuyas caracteristicas mas importantes son 1aé
siguientes:
-~ Posee dos secuencias REP en direccicones opuestag en Bu

extianoe terminal 3'. (4).
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-~ La enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) oc¢upa un papel
cehtral en el metabolismo celular, va que permite la
interconversién de alfa-cetoglutarato (que genera equivalentes
reductores en el c¢icleo de Krebs) ¥y glutamato (que es donador
primarico de grupos amino para la sintesis de aminoécidos poi
transaminacidén). Esta lnterconversién es un punto de cruce en el
metabolismo nitrogenado y del carbono.

- El gene esq#tructural y regiones que lp flangquean, estan
“elonados en un vehiculo molecular (19).

-~ Se ha determinado la secuencia completa del gene y regiones
que la flanquean, asi como también las posibles regiones
involucradas en la regulacion de la expresién del gene. (BC, 78).

- La actividad de la enzima GDH puede ser medida con facilidad
mediante la determinacién de la tasa de oxidacidén de MADFH+, en
una mezcla de reaccidn que contiene alfa~cetoglutarat. v NH4+
(19). |

- La actividad especifica del producto del gene gdha Jdisminuye

en aproximadamente un 503 cuande la segunda de sus secuenclas REP

es eliminada su extremo terminal 3' (4).

- 13 -



I1I. MATERIALES Y METODOS:
La mayof parte de los materlales y métodos empleados en el
presente estudio, son desgritos en lags publicaciones que se

anexXan en el apéndice II. Estas comprenden:

MATERIALES:

- Cepas_ ¥ _Plasmidos:

Degcritos en la seccidn "MATERIALS AND METHOLS' inciso

"Straing and plasmids" del articulo de Becerril, et al., 1985 9

Seccién "EXPERIMENTAL AND DISCUSSION" inciso ‘'Construction ancl -

mRNA characterization", de Merino et al., 1987a.

pescritos en la Fig, 3 de Becerril, et al., 1985 y Fig. 2 de

Merino, et al., 1987a.

i e o e e i e e i e 2

GenBank, versiones septiembre dea 1984 y agosto de 1986.

Con el objeto de realizar el estudio tedrico de las
;aecuencias REP asi como el de otras secuenclas altamente
.fepatidas en.-el genoma bacteriano, fueron desarrollados los

programas de computadora "Localiza.REPs", "Elimina.redundancia®”,
"Busqueda.Hash" y "Locaiiza.cadenas" cuyos limtados se anexan en

el apendice I.
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— Hardware
Computadora Burroughs B7800,
. Computadora Vax 11/780.

Microcomputadora IBM Pc.
METODOS:

- Transformacion:

Las cepas de Escherichia coli utilizadas en el estudio,

fuercon transformadas segin el métode de Cohen et al. {(17), que
basicamente consiste en la permeabilizacién de la membrana por el

tratamiento con CaCl 30mM, seguido de un chogque térmico a 42°cC.

- Determinacién de_la_sctividad de_ la_enzima GDH:

. La actividad de la  enzima GDH se cuantificd a partir de la

tasa de oxidaclién de NADPH sesgin la técnica réportada por

Covarrubias et al., (19).

- Determinacion de 1a cantidad de proteipa:
La concentracién de proteina en el medio fue determinada
utilizando &1 colerante azul brillante de Coomassie -250, de

acuerde al método descrito por Bradford (13},

] El matode utilizado para la purificacién de plasmido de

velumenes grandes {(comunmente mavores a 250 ml), fue el de 1la

limis alcalina descrito por Maniatis et al. (53). La
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amplificacidén del numero de copias del pléasmlido =s=e realizé en la
fase logaritmica del cultivo mediante la adicién del antibiédtico

bactericestatico cloranfenicol (16).

~ Microensayo_de_ DNA_de_pléasmido:

La obtencién de DNA de plasmido de volumenes pequefios de
cultiveo (aproximadamente 3 ml), fué realizada por el método de la

lisis alcalina descrito por Rodriguez y Tait (68).

Con el objeto de ajustar preoporcionalmente los valorcs <de2 las
actividades de la enzima GDH al nimero de coplas de los plasmidos
PSAE4 vy pBB5 en las cepas transformadas, se tomaron alicuotas de
dichas cepas que contuvieran el mismo numero der ealulas,
Postericrmente, las alicuotas fueron mezZcladas, VY de cllas so
obtuvo simultaneamente el DNA de ambos plasmidos. Dependiendo de
su tamafio, los plasmidos fueron separadoes electroforéticamente
en un gel de agarosa al 1%, E! barrido densitométrico del
negativo‘aﬁxde la fotografia del gel permitid calcular la cantidad

relativa del numerc de copias de un plasmideo respecto al otro,
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- Purificacidén _del RNA'total:

Para extraer el RNA total de las cepas transformadas con los -

plasmidos pSAE4 vy pBES se utilizé el método propuesto por roung.y .

Furano (83), que consliste escencialmente en la degradéc16h15';f

especifica de DNA mediante la utilizacién de DNAsa llbre de

RNA=a.

- cuantificacién de RNA:

La cantidad de RNA obtenida en la e#traccién fué determinada
-& partir de las lecturas a 260 y 280 nm de acuerdo a lo reportado
_por HManlatis et al. (53). La integridad del RNA fue verificada en
geles desnaturalizantes de acrilamida 5% urea B M, tefiidos con
Bromure de Etidic y cbservados en un transiluminador de luz

ultravioleta (65).

- Electroforesis de RNA_en_ geles de agarosa/formaldehido:

Con el obleto de separar el RNA total en base a su tamafio,
las muestras de RNA fueron desnaturalizadas en una solucién 2.2 M
-Tdb formaldehido, 50% de formamida, 0.018 M Na ,HFOy, 0,002 Na HFO.
a una temperatura -dé &0 oc dufante 5 min. Posteriormente,
colocadas =n un gel de 1% agarosa - 2.2 M formaldehido y
sometidas a un campo electroforéatico de 3¢ V durante 10 hrs de

acuerdo a lo reportado por Lehrach et al. (48),
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El marcado radicactive de la sonda de DNA (rragmenfo del

plazmido pBEB5 que incluyve al gene completo de gdhAl empleada en

los experimentos de hibridizacidn, fué . llevado a cabo segdan 1
método de "Nick-translation” {Tranzlado de corte). descrito por
Rigby et al. (64)., Este m2todo hace uso de las propiedades

endonucleoliticas de la enzima DNAsa I para producir un mellado
en una de las cadenas de la sonda, alrededor del cual la enzima
DNA peolimerasa I, removerd nucledtidos que posteriormente serin
reemplazados a partir de nuclebdsidos, cuyos fosfatos alfa son

_ raedioctivos., El i1sétopo empleado en 2l marcado fué alfa 32P-CTP.

- Hibridizacién_de_acides nucléicos:

pespués del fraccionamiento electrofordtico en gel
desnaturalizante, el ENA ez transferide a una membrana (en la
referencia 7% se presenta una revision del uso de diferentes
tipop do allae) de acusrdo a lo reportado por Southern (73). La
prehibridizaciéon, hibridizacién y lavados fueron llevados a cabe
de acuerdo a lq descrito por Maniatis et al. (53) y se describen
en el pie de Flg. 2 del articulo de Merino et al., 1987a (ver

apéndice I).

- Determinacién_de la_estabilidacd del mRNA_de gdha:

La determinacidén de la vida media del mRNA incluye en forma
conjunta, casi todasas las metodologias anteriormente sefialadas.
Particularmente la estabilidad de 1os mRNA gdhA transcritos de

los plasmidos pSAE4 Yy pBB5S fueron determinadas segin le descrito
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en la Fig. 2. del articulc "pPetermination of the half-life of .
gdhA mRNA" de Merino et al., 1987a.
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IV-. RESULTADOS

4,1, Actividad_especifica_de la_enzima GDH y

estabilidad del mRNA_de gdhA:

\ Stern et al. 1984 (74), reportaron que deleciones de las
secuencias REP del extreﬁo terminal del gene hisd de Salmonella
typhimurium, origina un decremento en la actividad especifica de
su producto en aproximadamente un 50%. En nuestro laboratorio
hemos comprobado que ocurre un decremento similar en la actividad
especifica de la enzima GDH cuando una de las dos secuenclas REP
originales es femovida del extremo terminal 3' del gene gdhA.

Con ol obleto de estudiar la causa de tal decremento, la
cepa de Escherichia coli PA340 auxétrofa para glutamato, fué
independientemente transformada con los plasmidos pSAE4 v pBBS,

;;El primero de estos plasmidos posee el gene gdhA nativeo vy sus

. reglones flanqueadoras incluvendo a las dos secuencias REP en el

:; " axtreme 3' terminal. E1 pl&smidé pBBSs fué construido a partir del
v plasmido pSAE4 mediante 1la delecién de la segunda de las
secuencias REP (ver Filg. 3, Becerril et al., 1985; Fig. 1, Merino

et al., 1987a).

Las cepas transformadas fueron crecidas en medlioc minimo NN

sumpleméntado coen 15 mM de NHycl como fuente de nitrégen. hasta
fase logaritmica tardia. De cada uno de 1les cultives, Luaeren
tomados los volumenes necesarlios para realizar o forma
simulténea las determinacicones de la actividad especifica e GDH

¥ la vida media de sus transcritos correspondientes.
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* Los resultados de la determinacién de la actividad especifica
se muestran en la tabla I de Becerril et al., 1985,

Con el objeto de abolir -el iniclo.de transcripcilén, se
adicloné a los cultivos rifampicina en una concentracidn final de
0.8 mg/ml. Posteriormente, fuaron tomadas alicuotas a intervalqs
de tiempo de 3 min., a lag que se determind la cantidad de mRNA
especifico de gdhA, tgl ¥y como se describe en el pié de la Fig. 2
del articule de Merino et al., 1987a. En esa flgura s5e muestra
uno de loe autoradiogramas empleados en dicha cuantificacién. La
cinética de degradacidn del mRNA de gdhA transcritos de los
plasmidoé rSAE4 y pBBS, se muestra en la Fig. 3 del miemo

articulo.

4,2 Busquede_por_computadora de secuencias_REP:

.

Con el objeto de localizar a las secuencilas REP, wn .vcjuellos
genes cuya secuencia nuclectidica ha sido reportada, so clabord
el programa de computadora "Localliza.REPS", cuyo listado soe anexa
en el apéndice 1I ‘de esta tesis. Las secuencias REP asi
encontradas, se complilan en las tablas I, II v I1IXI de Becerril et
al., 1985 y en las figuras I y II de Merino y Bolivar, 1987c. Un
estudio bibliografico de cada uno de los genes encontrados en la
btisqueda permitié conocer los aspactos relevantes a las
secuencias REP concernientes a dichos genes. Esta informacidn sec
Iincluye en los plés de figuras y tablas antes mencionados. E=
importante mencicnar que a pesar de que la busqueda de la
secuencias REP se realizé en todas las secuenclias de organismos

procariotes y eucariotes compiladas en la base de datos GenBank,
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las secuenclias HEP encontradas en el estudio pertenecen

excluslvamente a los genomas de Escherichia coli vy Salmonella

—_———rm e il

La informacién generada en esta busqueda permitié conocer
los diferentes operones gque poseen secuencilas REP. Al:qmos de
aestos operches se han secuenclado tanto en Escherichia o-li como
en otros organismos. El. estudio comparativo de las secuencilas
nucleotidicas de 1los operones rpsU-dnaG-rpobd, del opceron de
biomsintesis de metionina; asi comc dgl operén g;gﬁ;g;_mostro que
las secuencias REP del gene de un organismo de una especie, no se
‘ecuentran necesariamente en el gene homélogo del organisme de la
- otra especie, aun y cuande dichos genes posean entre si una
similitud global muy srande, El resultado de estas comparacicones
se muestra en las filguras 1, 2 ¥y 3. Durante el desarrollc de esta
‘tesis. fueron publicados estudios comperativos similares a los
anteriormente mencionados, d9que concuerdan con los resultados
mencionados (59, 23, 51).

Cuando el grado de extringencia,de la busqueda fué reducido,
con el programa “Localiza.REPs" se encontraron secuencias muy
paraecidas al consenso de las secuenclas REP & las cuales se les
denomind mecuencias tipo-REP, AlUn vy cuando la similitd con el
- consenso de las secuencias tipo-REP es menor, permitiercn
encontrar semedanzﬁil inferesantas cen otros locus bacterianos,
como lo son los rRNA 165 y 235 de Escherichia gcoli, el ile-tRNA

et al.,, 1985), También se encontré que las dog secuencias HEP del

gene gdhA pueden formar parte de una estructura semejante a la
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del Glu-tRNA, tal ¥ come se muestra en la Fig, 2 de Becerril et
al., 1985, Finalmente, cabe mencionar que en algunos casos, la
regién que existe entre dos secuencias REP, es similar al sitiq :
de.pegado de la proteina regulatoria ptrc (2).

Con el fin de observar la distribucilén de las secuencias RER

en el cromosoma de Escherichia coll. estas secuencias fueron

ubicadas en el mapa del cromosoma de Escherichia coli que se

= AR

muestra en la figura 4. Como puede observarse, no existe una

distribucién que obedezca a alguna regla facilmente detectable.

4.3 Bsqueda por_ computadora de otro_tipo _de_secuenclas reiteradas

Con el fin de c¢onocer si la secuencla REP es el unico tipo

de secuencia altamente reiterada dentro del genoma baceriano, y

‘en caso de no ser asi, encontrar las similitudes y diferencias
Eue otras posibles secuenclas reiteradas pudieran compartir con
REP, fueron desarrollados los programas "Elimina.redundancia™,
"Bisqueda.Hash" y “Locallza,cadenas", cuyos listados se anexan en
el apédice I de esta tesis. El diagrama de flujo seguido en el
estudic, se muestra en la figura 5.

Las secuencia nucleotidicas analizadas en el es.udio se
encuentran compiladas en la base de datos GenBank, versldn 44,0,
corresponde a agosto de 1986 (84). En ocasiones, was cde una
entrada en esta base de datos, puede hacer referencia al mismo
locus, tal como e= el caso de la publicaciédn simultdnea de una
'aecuencias por dos autores diferentes. A continuacién se
aejenplifica tal duplicacién:

ECOGDHA E. ég;; 8dhA gene coding for NADP-specific glutamate
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. dehydrogenase., 1179bp
ECOGDHA E. coll gdhA gene encoding for NADP—dependent glutamate
dehydrogenase. Complete cds, 1902bp

Como esta relteraclién de la informacidn modifica 1la
frecuenclia real de aparicién de secuenclas qQue existen en el
genomnma, se elaboréd ei pProgramna "Elimina.redundancia" gue
permite, dada una secuencia o fraccién de é¢lla, encontrar en su
vecindad aquellas otras secuenclas que posean un grado de
similitud rpreestablecido. La restriccidén de solo buscar
secuenclas similares localmente, hizo posible reducir c! riempo
de procesador central de la computadora en varios ordenes de
magnltud., El1 resultado de este programa permiti¢d identificar:

a) Secuencias de genes reportadas mas de una veZ. Estés. _
secuencias fueron elon eliminadas del GenBank para construlr un banco7
de informacién no redundante. _

. b) Sacuencias de genes que sBe encuentran realmente
duplicadas en el cromoscoma. Tales son los casos de algunos genes
de operones de tRNA y operones de genes ribosomales.

c) Secuenclas de genes due poseen una duplicaciédn interna.
Tal es el caso del gene de la ribonucledside difosfato reductasa

nrdA de Escherichia colli cuyo extremo 3' terminal posee una

posible duplicacidn que incluve a dos secuencias REP. La primera
de estas secuencihs se encuentra adentro de la regidn
codificadora del gene., Estos resultados se describen en el
articulo de Merine y Bolivar, 1987b, que se incluye en el

apendice II de esta tesls., Este es5 el primer reporte de uns

- 24 -




secuencia REP localizada dentro de un gene estructural, asi como
el primer ejemplo de secuencias REP aparentemente generadas por.
una duplicacién genémica.

Una vez que la bhase de datos fué depurada, se uiilizd el
programa 'Busqueda.Hash" (ver apéndice I) para encontrar aqusllas
secuenclas con altas frecuencia de reiteracién. be acuedo a una
funcion "£'" preestableclda, este programa permite descomponer a
Lna secuencia de longitud determinada llamada cadena, an uno v
solo un numere. Este numero representa la pozslcién "P" de un
elementoe dentre de un vector, en el que =g contabiliza la
aparicién de cada cadena decodificada. La longitud "L" de las
cadenas a decodificar, depende de la capacidad del procesador de
la computadora wutilizada, asi como al namere de elementos
diferentes “E" con la que se representa a la secuencla (E=4 para
éecuencias dae DNA © RNA ¥ E=20 para secuencias de aminoacidos).
Debido a las anteriores restricciones, el tamafic de las cedenas
analizadas correspondié a un dodecamero.

Una vez que conocldas las posiclénes de los elementos del
vector con mayor valer, ﬁe aplicd la funcidn inversa de "f'" para
' obtener la secuencia de ‘1as cadenas de mayor frecuencla de
aparicisén, Estas cadenas de doce bases constituyveron la unidad
minima de buisqueda de elemetos relterados de mavor longidud, En

ocaciones fué posible'sobreponer la secuencia de dos o mas de

ellos, dande origen a secuenclias de maveor tamahs. Estas
secuencias fueron posteriormente buscadas en el banco 1: Jdatos
GenBank, haciende uso del pregrama ‘‘Localiza,cadetia:". Los

resultados obtenidos fueron los siguientes:
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* @a) Los programas "Elimina,.redundancia", "Busqueda.Hash" v
"Localiza.cadenas", fuercon elaborados para encontrar cualguier
secuencia altamente relterada vy con ellos fué posible locallzar
la mavoria de las secuenclas REP previamente encontradas con el
programa de busqueda especiflca "Locallza.REPs".

b) No se encontrd ninguna otra secuencia cuya frecuencia de
aparicién fuera tan alta como el de 1las secuencias REP. Sin
embargo, fué posible encontrar a una familia de secuencias

tpalindfbmicas extragénicas constituida por  terminadores

urlrho-independientes bidireccionales que Se muestra en la figura 3,
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Elgura i, operdn_de bilosintesis de_meticonina,

¢—-=-REP-REP=---metj-- --metp-- L--REP--metF-
-_— (- =
metd gene regulatorioc del operén
metB cistationina gama-sintasa
metlh aspartokinasa II-homoserina deshidrogenasa II
metE S.,10-metllenetetrahidrofolate reductasa
metd S
] £in emrmee | e e >

E.¢. TAAAGCAAAAAAGAGCGGCGCGGAGTGGAATCGCCT. .. GATGCGCTACGCTTATCAGGGCTACGTC +

! e il RN R -
5.t. ..TGATAGCAAAG.. ,CATGCGG,TCAGAA.CGCCTCTGGCCGCGCT.

£finfin

E.C. ATATTGCAATTTATTGAATTTGCACGAACTTGTAGGCCGGATAAGGCGTTCACGCCGCATGCGGCA

Illl ‘]'
$.€. ..vvever.....TTGTA....CACG

Figura z. ‘Operdén rpsU-dnaG-rpo

D

-

10% de transcripclidn de escape

e e e e e 3
t

]

ti “t2

Cm—

sitlio de procesamiento del mANA

rpsY  proteina ribosomal 821 (50,000 copias del producto)
dnaG DNA primasa ( S0 W 4
rPoD subunidad Sigma de RNA polimerasa [ 2,000 " " “ 3

E.c TAATCGGTAGGCCGGATCAGGCGTTACGGCGCACCCGGCACTAGGCCCTCTGCACAAACGCC
SRARE EEEEERRN IRIRERRRRR

S.t TAATT.....................CGCCGCACAC...............GTATAAACGCG
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E.c.
S.t.

K.p.

E.c,
sS.t.
K.p.

E.C.
S.t.

K.p.

= . L.t itak-4—

————————— glna ——-REP REP———glnL———glnu-—-—:
: L == (=, .
glutamina sintasa
represor de glpA
represor de glna

fin
GTCTAAGTGTTTTAGTTGCCGTGGAAACTTTTCGCCTGTCTCTGGCAGGCCTGGGAICG
[ ) [ )
[ | T i I
GTTTAA..............TCGTATATTAAAAATCCGACAAATTTCGCGTTGCTGCAA
11 111 '
it 111

GTCTAA................TTTTGCTGlAAAICCGCGGTATTCCGTGTTGTG."..

GTGGCAAGCACATCACGCCGGATGCGACGCAAATGCGTCTFATCCGGCCFACACGGTGA_

GGCAGCAACTGAGCACATCCCAGGAGCATAGATAGCGATGTGACTGGGG1AAGCGAAGG

L A I L L ) L I L T T T e T I P I e

TGATGTGGTAGGCCGGAGCAGGTGAGTCGCTCTCCAACGTGAAGTTTGTCAGCfATCTG

CAGCGAACGCAGCAGCAGCGTGAAGGGGTCAGGAGTTTTTGAGTTGCCGTGGAAACTTT

l I l l

.........;.-.... GCGTGGGGTACCAAGGATGTTTT GTTGCCGIGGAAACTlT

TAGCCCATCTCTGCATGGGCTTTTTTCTCCGTCAATTCTCTGATGCTTCGCUCTTTTfA

lll!'llll Illllll.ll.llllt lll [ B I I | [} lllll'll
1 s 6 ot ] L I B | ] lll‘l'l

CAGCCCATCCCAAGATGGGCTTTTTTCTCCACCAACAATbTGATCTCACGCGCTTTTTA

L T O I O T R Y | | T R I R I L R N A ) 1 LI T I | [ I T I R I )
L2 I I I I B S | L2 T I T T I B I B I I ') l(l LI I I | LI I I B I B |

CAGCCCATCTCAGGATGUGCTTTTTTCTCCACCAACGOGCTGATCCCATGAGCTTTTTA

dera

TCCGTAAAAAGCTATAATGCACTAAAATGGTGCAACCTGTT CAGGAGACTGCTTTATG

[ A ) LN DI I I I B | | S T I R O L T R A B Ill
lIi.lII!I‘l. ll.l.llllllllllll lll.llllllllll ]

GTGGTAAAAAGCTATAATGCACTAAAATGGTGCAACCTTTTCCAGGAGACTGCCGAATG

ll.lllllllll [ N R B A N L] Illl!llll IlI
1 1 L T N R I SN N IO IO A IO I O A A B B O | lllllllllllll

1 L]
TTCATAAAAAGCTATACTGCACTAAAATGGTGCACTCTfTTTCAUGAGACTGTCGAATG

Escherichia coll
Salmonella tyvphimuriun
Klebsiella pneunoniae




Figura, 4. Piztribuclén de las’ s'edtlenci-aé'-' REP_en_el t.n'a'Ea
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[

refteradas_en bance _de_datos.

Secuencias duplicadas
en el genom:

Banco de datos Programa ‘'Elimina Secuenciag ¢on
con secuenciag.—..—y redundancia local’ duplicacién interna
redundantes

Banco de datos con
secuenclas no

redundantes
/‘

Programa 'Codificacién cadenas altamente
Hash del genoma' -+ . reiteradas

Programa Pogicidén de las cadenas
YLocaliza.cadenas" ——m en relacidn al gene
en =) banco de datos

construccién de 'palabras’
) de mayor longitud

" Analisis y conclusidénes
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Figura ,6. Familia_de terminadores rho-independientes

bidireccionales
1.- cConsenso
Z2,- rpmG {proteina ribosomal L33)
3.- rplM {proteina ribosomal 59}
4.~ rpsl (protelna ribosomal S20)

5.,~ sulA (supresor Lon) )
6.~ rpof (subunidad beta de la RNA polimerasa)
7.- tap (proteina aceptora de metilo)

8.- Péptido lider del operén de leucina

9.- Péaptido lider del operén de treconina

10.- Péptido lider del operédn triptofanc

1i.- Péptido lider del operédn 1lvGEDA

12. -~ Péptido lider del operédn de varios tRNAs
13.~ pPeptido lider del operén ilvB

14 .- Met-tRNA-f2 (metY)

1.- AAAAAACCCCGCC GGCGGGGTTTITTITT
2,=- LaacAAAAAACECCGCC cc GGCGGOGTITITTETEA
3.- AAAAAACCC_ GC tte GGC_GGGTTTITITa
b= AAAAARCCC GC gcaa Ge_GGGLtTTTITTaT
5.~ BAAAAAC GG . tget - @€ GGGTTTIITTTIT
6.~ tAAAAACCE GG - ‘ tteg GC_GGATTTITTTaT
7=, AAtBAACCC G atE stctgg cat C _GGGITTTITaTTT
e.- AHAAAASCS _CSGERS catt BcGC_GGATTTTTITAT
9. - AAAAAARCCC GCac ctgaca BXGCGGGeITTITITT
10.~ tACCCABCCCGCCE aatg BGCGGGeTTTTTITTE
11.- TAABACCCCCGCace gaaa EELCCGGGGGTITTTITTTE
12.- tTLgAACCCCGC tte GUCGGGGTTTTTTETT
13.- ccAAAACECCACCE gcgcaaaccg  GGCOGGGITTTTcETT
14 .~ AtAAABCCCCGat ttat CGGGGTTITITETT

Familia de terminadores rho-independientes bidireccionalers

—_—_—meemLnalns Eonn

secuncias altamente reiteradas, Las bases identicas al consenso
se sea mnuestran en mayusculas. Las bases complementarias a cada
uno de los lados del palindrome se encuentran subralladas.
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V. DISCUSION

Analisis recientes del genoma procarionte revelaron la
exlstencia de la secuencias REP. La estructura palindromica de
estas secuencias, el alto grado de conservacién entre ellas, asi
como el gran numero de veées en que se encuentran reiteradas,
hacen de REP un elementco sin precedentes en el estudioc del sgenoma
bacteriano, Una de las propiedades inicialmente observadas de
esta secuencia, fué su capacidad de alterar la concentrasisn del
producto flnal de los genes en los 4que se encuehli-a. Esta
capacidad de las secuencias REP, aunado al hecho de =n.ontrarla
ampliamente distribuida a lo largo de tedo el geneomn, prermitid -
proponerlas como un elementc novedoso de la regulacidn génica. Al
Anicio del prasente estudio {(occtubre de 1985) no se conocia con
‘egactitud los elementos involucrados en esta posible regulaciédn,

En nuestro laboratorio hemos reportado que 1la delecidn de
una secuencias REP del extremo terminal 3' del gene gdha de

Escherichia c¢coli, origina una disminucién de aproximadamenfe un

50%, en la actividad especifica de 1la enzima GDH (Becerril et
al., 1985). Con el objeto de identificar el nivel =2n el gue se
realizaba dicho decremento, fueron realizados estudios de
establlidad de RNA mensajeroc de gdhA. Los resultados obtenidos en
dicho estudio, revelaron que los transcritos de gdhA que poseen

dos secuencias REP son aproximadamenté dos veces mas estables que

aquellos que sdlo poseen una de estas secuencias. Estos
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resultados de estabilidad concuerdanf con | -los recientemente

obtenidos por Newbury et al.. en el dg;ltfén5porte_de

=t A

NECES

La regulacién de 1a estébilidéd’@eiii@Rungfﬁuéde ser un
elemento importante en la expreclén gén;cﬁl5ﬁﬁiisésn'etzai.-(66).
han reportado que existen transcritos cﬁyaé vidas medias varian
dependiendo de la velocidad de crecimiento {ompA y cat), mientras
que la estabilidad de otros permanece inaltefada {lip v bla)l,.

Resultados semejantes se han recientemente reportado <n £l cambio

de estabilidad de <transcritos en Klebsiella pneumeoniaes, que

dependen de la concentracién de la disponibilidad de las fuentes
de nitrégeno en el medico asi come de 1l1la cantidad de oxigeno
disuelto en el medio (18). .

No obstante, es conveniente mencicnar que la estabilidad del
MRNA no es el unice factor limitante en la biosintesis de una
proteina, ¥ que a pesar de que un transcrite pueda ser
estabiliéado de su degradacién At-->5", ne se excluye 1la
posibilidad de que déste sea inactivade en su extreme 5°
terminal,. AUn ¥ cuando no se ha demostrado conclusivamente la
preéepcia. de exonucleasas 5'--323'en Escherichia coli (12},
existen diferentes razones qua permiten pensalr que tal direccidn
de degradacién exonucleclitica este presente en organismos
procarlotes, o que la inactivacién endonucleolitica en el exdtrenmnc
'S* terminal se lleve a cabo. <Como s& menciond en la secclon
_"Egtabilidad del mRNA bacterianc" 4zl capitulo Ii, ﬁha'gran
porcién de los transcritos en organismos procariotes, se

encuentran en proceso de decaimiento. Seria metabdlicamente poco



eficiente que 1la célula sintetizara proteinas Incompletas cde
transcritos que hayan sido degradados a partir del extremeo 3'. D=
forma contraria, <transcritos degradados a partir del extremo s',
carecerian de 1las seflales indispensables para el inicio de
traduccién. El hecho de que algunos transcritos de fagos sean
degradados e lnactivados a partir del extremo 3' (S0, 231, 71,
23), puede deberse a la necesi@ad de una respuesta rapida para
inactivar proteinas que intervienen en desiciones tales como la

liegis © lisogenia. No obstante todo lo anterior, es importante

Escherichia coli,

sefialar que se han reportado transcritos de
como el de ompA (79) . y el del mensalerc polisistrénico de

triptofane (58}, que decaan a partir de su extremo terminal 3°'.

Las secuencias REP no son los unicom elementos capaces de

estabilizar al mENA. Actualmente se sabe que estructuras de tipo

rtallo-asa ublcadas en el extremoc 3' o 5' de un transcrito, poseen

la capacidad de estabilizarlo (6, 31, 233, 50, 58, 71, 81, R0), No

obstante, ninguno de estos elementos posee una secuencia tan

conservada, Vv en todos los casos sus tanmafios son  «n mucho

inferiores a REP. Por lo anterior, es posible panzar que el

efecto estabilizador de las secuenciss REP en el mRMNA, no es

necesarlamente la Unica funcién de estas secuencias. Sin embargo

3

easta propledad pudo haber sido seleccionadada en el organismo
para desempefiar alguna funcidn metabdlicamente importante.
Por otro lado, es conveniente mencicnar que a) estudio

comparativoe de 1las secuencias nucleotidicas de operones de

organismos de diferente especie, mostré que las secuencias REP de

un organismo. (ver figuras 1, 2 ¥ 3, no necesariamente se



\

encuentra en el gene homologo de otro organismo. Aun mas, pese a
que entre dichos genes existan regiones de alta similitud al
rededor de REP, sélo diferiran especificamente en la regién
ocupada por la secuencia REPL Tal es el caso de 1la regiédn

intercistronica glnA-glnl.G de Escherichia coll, Salmonells

typhimurium v Klebsiella pneumoniae (flgura 3). Se ha descrito
que en esta regiédn intercistrénica, existen varios clamentos
indispensables para el control del operdn que incluyen unr posible
terminador rho-independiente (47, 76, 5S1), un pronotor para
glnLG, asi como su correspondiente sitioc Shine-Dalgarne (76,51},
y el sitiec de unién del represor codificado por glnc (21, 76, 52,
.29). Tal vy ¢como lo indican MécFarlane vy Merrick (51), el hecho de
que el operén gK1lnALG se regule de forma muy parecida en estos
tres organismos, pero que sin embargo, sélo el primero de ellos
‘bosea un par de secuencias REP, permite pensar de que al menos
en este caso, REP no posee un papel determinante en el proceso
de regulacién. Conclusiones similares pueden obtenerse al

analizar comparativamente las secuenclas nucleotidicas de

Escherichia - ¢coli v Salmonella typhimurium del operdn

rpeU-dnag-rpopd vy del operédn de bilosintesis de metionina.
El astudic por computadoira de secuenclas altamente repetidas

mostré que en el genoma de Escherichis coll no existe ninguna

u"‘otra secuencia. cuva frecuencia de aparicién o grado de

i

conservacién sean tan altos como el de la secuencia REP. No
obstante, fué posible detectar la existencia de una familia de
terminadores rho-independientes bidireccionales en 1a regiédn

lider de algunos operones blosintéticos, asi como en la reglén 5°*
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de algunos operones que codifican para prbteinas'ﬁibosomaléé'(Qeﬁ.-
figura 6)., Los elementos d#ﬁ eéta“ Eomparten el s
secuenclas REP €l
pensar que la prop;edad de pullndromia.
asoclada con la capacidad de _fo;mg'
estables, ya que como s& manciond gh"éi,
algunos elementos REP puedan dlferir de'“

REFP e&n algunas de sus bases, 1la capacidad de apareamlﬂnto'jeqtre-'

los brazos de sus palindromes se conScrva.

Stern et al., han proPuasto que las secuencias REP pudleran
haber sido originadas a partir de ‘nlgun tipo de secuencla de
insercitén IS (74). Es interesenté notar :que,  bese a qLe en al
estudio de computadora no se identificaron & las secuencias de
- inserclion IS <¢omo sscuenclas altaments reiteradasg.  GEROR
2lementos comparten con las segusncias REP algunas propiedadses
importantes: a) Al igual qu= las secusncias REP y la familia de
terminadores " rho-independientes bidireccionales antes
mencionados, los extremos ({también llamados brazes) de las
secuencias de insercidén IS, son secusncilas repetidas invertidas.
b} Se sabe dque las secuencias IS son elementos capaces de
proporcionar al organizmo diversidad en =su  genoma va gue al
transponerse puseden causar deleciones, inversiones, inserciones o
translocacilones de fragmentos de DNA. Dade =1 alto grade de
similitud entre las secuencias REP,. se ha propussto qus éstas
pudieran estar invelucradas en eventos de recombinacién dando

origen a clerto tipo de rearreglos cromosomalss. ¢} Tanto las




Saimenella typhimurium, no poseen posiciones equivalentes un.sus
mapag genémicos. (59, 23, 51,20). d) Tanto las secuencias de
inserciédn IS como las secuenclas REP se han propuesto como tipos
de  "DNA egolsta" en el genoma bacteriano (20,74). No obsténte
las anteriores similitudes entre estas dog secuencias, es claro
que 1a frecuencia de apéricién de las secuencias REP es varias
veces superior al de las secuencia de insercidn IS, Y que dada
su diferencia en tamafie, organizacién y funclén, es dificil
elaborar hipétesis verificables sobre el origen de estos dos
elementes.
A pesar de que diferentes programas con algoritmos de
almacenamiento "Hash-coding" de computadora han sido
_,Qesarrollados para el anadllsis de secuencias de tipo blolégico
zf(22. a7, 38, 39, 40, 24), los resultados del anallsis de
'secuencias reiteradas anteriormente expuestos son, hasta lo que
nosotros sabemos, iou primeros de este tipo que se reportan en
la literatura. Debido al gran requerimiento de memoria que 1los
programas de busqueda Hash utilizan, sélo se han podido utilizar
con éxité en genomas de tamafio pequefic, como son los de
bacteriofagos y virus. Poslblemente esta sea la razoéon por 1a que,
a pesar de que algunos de estos programas fueran desari--llados
antes da la primera compllacién de 1las secuenclas IEP por
bisqueda directa en el afic de 1984 (74, 25), no fueran capnrcas de
detectar' la existencia de esta secuencia reiterada o alguna
otra, como la de la familia de terminaderes rho-independientes
‘bidirecciconales antes mencionada. No obstante, la estrategia de

encontrar secuencias de gran longitud a partir de unidades de
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menor tamafio qQue facilits el programa "Busqueda.Hash"
desarrollado en esta tesis, gue permitidé encontrar la mayoria de
las secuengias{ REP.previamenté'localizadas com el programa de
~ busqueda dirééfa'"Lbééliza.REPs“f

Es importante noéhf que los programas “Elimina.redundancia",

.cadenas” ‘ fueron elaborados con el

TR

'Busqueda ,Hash" y,ﬁ&bééiiza
o’ de .n '”Jf 'i'éécuéﬁcia altamente relterada, v
que el hecho de haber encontrado a las secuencias REP, constituyé
un control positivo dé la capaclidad de deteccién de los mismos.
La informacién redundante en bancos de datos de secuencias
de Acildos nucléiceos y proteinas, dificulta el estudio comparative

da la informacién que en ellos se encuentra. En la acunalidad,

son pocas las bases de- datos que han fijJado su at=n.idn en

resolver easte problema. Un ejemplc de este tipo de base de datos

es el reclentemente elaborado banco de secuencias de proieinas

PseqlIP, del Instituto Pasteur, Francile (15). Debido al hecho de

carecer una base .gimilar de secuencias de &cidos nucléicos, fué
necesario elaboraf. un banco de dates que contuviera las
Eecuencias de los genes de Escherichia coli en forma no
redundante. Los resultados obtenidos en 1la elaboracidn de est=
base denuestran que el salgoritme no exaustive del programa
“PBlisgueda.local®, permite eliminar una gran mayoria de 1la
informacion radundante.

Una de las caracteristicas mas importantes de la secuencias
REP, ¥ 4que de hecho da origen a su nombre, es la de estar
localizadas en 1las regicnes extragénices de los opercnes., No

- obstante, el éstudio de las secuencias altamente reijiteradas en el



genoma de Escherichia colil, permitld encontrar a una secuencia

REP en la regién extructural del gene ribonucleédsido difosfato
reductasa nrdA (ver apéndice II), Este es el primer, ¥ hasta el
momento, el G4nico reporte de una secuencia REP en la ra:ion que
codifica para una proteina.

El hecho de enéontrar comunmente a REP =n r=giones
extragénicas, puede obedecer a diferentes causas. Posiblemnente,
la presién de seleccidn a la que estd suleta cualquier secuencia
nucleotidica que codifica para una proteina, es 'una de las
‘principales razones que explica la imﬁosibilidad de «que unpa
secuencia altamente conservada se encuentre presente en un numero
‘muy grande de  genes estructurales cuyos productos proteicos,
en 1la mayoria de los cascs, ne poseen ninguna relacién
egtructural o funcional entre si. Lo anterior no excluye la
‘posibilidad de que, en un momentco determinado, alguna secuencia
REP pudiera formar parte de la regién estructural de un gene,
tal vy como sucede con la primera de las cinco secuencias REP del
gene nrdA. Es interesante observar que esta secuenciea REP, posee
un menor grado de similitud con el consenso de REP, que
cualquiera de las otras cuatrc secuencias (ver apéndice II,
" figura del articulo: "The_ ribonuclecside diphosphate reductase
(nrdA) sena of Escherichia  coli carries a Repetitive Extragenic
Palindromic (REP) sequence in it's 3' structural terminus").
Muy probablemente, cualquier elementc REF dentro de una regién
codificatante sujeta a presion selectiva, divergirsd del
consenso de las secuenclas REP con nmayor velocid =l que

cualgquier otra sacuencia REP libre de presionaes {1z esta
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‘indole, de tal forma - que las secuenclas REP casi siémpre
se localizaran extragénicamente o bién no sers
estadigticamente posible diferenciarlas de ctlalesquler otras
secuencias azarbsamente similares a REP.

Mediante el programa de busqueda directa "Locallza.REPs",
fué posible encontrar 82 secuencias REP, 23 de las cuales no
habian sido previamente reportadas. La determinacién de 1la
posicién de estas secuencias en el mapa del cromosoma de
Escherichia coli (figura 4}, permite observar que estos elementos
se encuentran dispersoes en tédo el gsnoma, Yy que tal ¥y como lo
habian previamente sefialade sStern et 61.. su orientacidn,
B posicién v distribucién de 1as secuencias REP, parece no obedecer
a ninguna resgla conocida (74).

Es importante mencionar que el estudlio del gene nrda de

Escherichia coli, que se incluve en el apéndice II de esta

tesis, constituye el udnico elemplo reportado de un gsne que
posee cinco secuenclas REP. El1 analisis de Jla rcecuencila
nucleotidica de este gene, reveld que muy probablementc, dos de
estas c¢inco secuencias REP, fueron originades o partiis de una
duplicacién génica. Newbury et al. (5%8), han recizentemente
propuesto a las secuenclas REP c¢omo un nuevo tipo de
"bNA-egoista" eh el gencma procarlonte, v postulan que REP se ha
dispersado por tod§ el genoma mediante un mecanismo de
"conversién génica mediado a nivel de mRNA". Aun vy cuando los
autores no describen con claridad este procesc, es posible pensar

que en caso de que éste existiera, no seria el Gnico mecanismo
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involucrade en 1la generaclén de las secuencias REP, vya que
aeaventos de duplicecidn génica, tal como el posiblemente acaecido

" en nrdA, pueden estar involucrados en tal tarea.

—40_



VITI. BIBLIOORAFIA

i,~- Ames, B.W., Tsang, T.H., Buck, M. and Christman, M.i.: The
leader mRNA of the histidine attenuator reglon rasembles
tRNA-His: Posible regulatory implications. Proc. Natl. Acad. Seil,
USA B0 (1983) 5240-5242,

2,- Ames, G,F,-L., and Nikalide, K.: Nitrogen roezulation in
Salmonella typhimurium, Identification of ntrC protein-binding

site and definition of a consensus binding sequence. EMBO J. 4
{1985) 539-547. .

3.- Avery, ©., McLead, C.M. and McCarthy, M.J.: Studies on the
chemical nature of the substance inducing transformation of
Pheumococaal tvypes. EXpet. Med., 79 (1944) 137-158.

4,- Becerril, B., Valle, F., Merino, E,, Riba, L. and Bolivar.
F,: Repetitive extragenic palindromic (REP) =equences in the
Escherichla coll gdhA g#ene. Gene 37 (1985) 53-62.

5.- Becerril, B.: Estudlic vy caracterizacién de las regiones
regulatorlas del gene que codifica para la enzima glutamato
deshidrogenasa de Escherichia coll K-12., Tesls Doctoral. UNAM.
1986,

6,~ Belasce, J.G., Beatty, J.T,. Adams, ¢.W., von Gabain, A.
and Cohen, &.N.: Differentlal expression of photosynthesls genes
in R. capsulata results from segmentﬂl differences in stability

7.- Belasco, J.G., Nilesson,G.,, von Gabain, A, and Cohen, S.N,
The stabllity of E. egll gene transcripts 1s dependent on
determinants localized to specific¢c mRNA segments., Cell 46 (1986)
' 245-251,

8.,- 8Blundell, M., Craig.,  E. -and Kennell, D.: Decay Rates of
Different mRNA in E. ¢olil and models of Decay. Nature New Blol,
238 (1972) 46~49,

9,- BPBolivar, ¥F. and Backman, K. En Methods in Enzymology {(Wu,
R., eds.) Academic Press, Mew York, NY. Vol. 68 (1979) pp.
245-268,

10,- Bolton et al,,  carnegle Inst, Wash. Year Book 62, 303
(1963)

11.,~- Bolton et al., Carnegie Inst. Wash. Year Book 632, sus (1964)
12.- Bothwell, A.L.M. and Apirion, P.: Blochem, Biopil.w.:. Res.

Commun, 44 (1971) B844-851,

- 41 -



1¥.- Pradferd, M.1 A repid and sensitive method for the
cuantification of micrograms quantities of protein vtilizing the
principle of protein-dye binding., Analyt. Bilochem. 72 (1978)
248-254.

14.- Britten, R.J. and Kohene, D.E,: Repeated sequences 1in DNA,
Sclence 161 (1968) 529-540.

15,~- gClaverie, J.M. and Bricault, L.: PseqIP: A Nonredundant and
Exhaustive Protein Sequence Data Bank Generated From 4 Major
Existing Collecions. PROTEINS: Structure, Function, and Genetics.
1 (1986} 60-65. .

16.- ¢Clewell, D,: Nature of ColEi plasmid recombination in the
presence of cloranphenicol, J. Bacteriol, 110 (1972) 667-676.

17, -~ Cohen, 5.,N.. Chang, A.C.Y. and HSU, L.: Genetic
transformation of Emcherichia coll by R factor DNA. Proc. Natl.
Acad, Sci., USA 69 (1972) 2110-2114,

i8.~ .gollins, J.J., - Roberts, G.P. and winston, J.B.:
Posttranscriptional control of Klebsiella pneumconiae pif mRNA

la,~- Covarrubias, A.A,, Sanchez-Pescador, R.. Osorio, A.,
Bolivar, F. and Bastarrachea, F.: ColEl hybrid plasmids
containing Escherichia coll sgenes involved in the blosynthesis

‘of glutamate and glutamine. Plasmid 3 (1980) 150-164.

20, ~ ‘Deconier, R.C.: Locaticon of Native Insertion zduence
Elements. En Escherichia coll and gSalmonella tvphimurium.
Cellular and Molecular Biolesy. {Ingraham, J.L., Brooks, K.,
Magasanlk, B., Schaechter, M. and Umbarger, E., Eds.) aAm=1rican
Soclety for Microbiclogy. Washington., D.,G, vol 2, (1987) pp.
982-989.,

21.- Didon, R.: Tandenm prometers determine regulation of the

Klebsiella Pneumoniae glutamine synthetase (glnA) sen=s. Nucl,

Acids. Res, 12 (1984) 7811-7830.

'22,- pumas, J.P. and Ninio, 7.: Efficient algorithms for folding
and comparing nucleic acids sequences, Nuclelc Acids Res. 10
{1982) 197-206.

23.- Erdie¢kson, 8.D., Burteon, Z.F,, Watanable, IK.K. and Burges,
R.R.: Nucleotide sequence of the rpsu-dnat-rpob operon from
Samonella typhimurium and a comparison of this sequence with the

24,- Fondarat, ¢., Dessen, P. and Le Beux, P.: Principle of
codification for quik comparisons with the entire biomolecule
databanks and associated programs in FORTRAN 77. Nucleic Acids
Research. 14 (1986) 197-204.

- 42 -



25%.~- Gilson., E.. &lement, J.-M., Brutlag,D. and Hofnuns, M.: A
family of disperse drepetitive extragenic palindromic DNA
seduences in E, coli. EMBO J., 3 (19B4) 1417-1421,

26,.—- Gilson, E., Perrin, D., Clément, J.M., Szmelcman, 5., Dassa,
E., Hoffnung, M.: Palindromiec units (P.U.s) from E. colil as
binding sites for a chromoid assoclated protein. FEBS Lett. 206
(1986) 323-328.

27.- Gilsen, E., <Clément, J.M., Perrin, 9. and Hofnung, M.:
Palindreomic units: a case of highly repetitive DNA sequences 1in
bacteria. Trends Genet., 3 (1987) 226-220.

35.- @Gilson, E., Perrin, b., Saurin, ¥W. and Hofnung, M.: species
Specificity Palindromic Units. J. Mol. Evol. 25 (198B7) 1371 -473.

29.- Ginsburg, A.: Glutamine synthetase of Escherichia coll: some

physical and chemical properties., aAdv. Protein Chenmn.. 26 [1982)
1-79; )

20.~ @orskl,K., Rech, J.-M., Prentki, P. and Krisch, H.4.: The
stability of bacteriophage T4 Bene 32 mMRNA: a 5' leader
Sequence that can stabilize mRNA transcripts. Cell 43 {(1985)
461 ~469. ’

31.- Guarnercs, G,, Montanez, C,, Hernandez, 7T. and Court, D.:
Postranscriptional control of bacteriophage int gene expression
‘from a site distal to the gene. Proc. Natl, Acad. Sci. USa 7¢
(1982} 238-242.

32.- Heemi, A., Joshi, 5. and chempeville, F., in CoHn, W. E.
(Ed.), Pogress Iin Nucleic Acids Research and Molecular Biology.
Acdemic Press, New York, 1582, pp. 85-102.

33,- Hayashi, M.N. and Havashi, M.: Cloned DNA Bsedquences that
determine mRNA stability of bacteriophage X174 1in vivo are
functional. Nucl. Aclids Res. 13 (1985) 5937-5948,

34, - Higginsnc-l"-. AmeS| GuFl_Lon Barnes, W.H-. Clement. JoM.
and Hofnung, M.: A novel intercistronic regulatory element of
prokarvotic opercons, Nature 298 (1982) 760-762,

35.- Jacquet, M. and Kepes, A.: Initiation, Elongation and
Inactivation of lac messenger RNA in Escherichia coll studlied by

J. Mol. Biol. 60 (1971) 453~472.

36.- Kahn, M., Kolter, R., Thomas, C.,, Flgurski. D.. Mever, R..
Ramaut, E. and Helinski, D. (1979) in Methods in Enzymology (Wu,
R.. eds.) vol. &8, pp. 268-280, Academic Fress, Mewy York, NY,

37.- Karlin, sS., Ghandour, G., 0st, F. Tavare, 5. and Korn, L.J.:

New approaches for computer analysis of nucleic acids sequences.
Proc. Natl. Acad. Sci. Usa 80 (1983) 5660-5664,

- 43 =



-

28, - Karlin, 5. and Ghandeur, G.: Comparative statistics rfor DNA
and protein sequences: Single sequence analysis. Proe, Natl,
Acad. Scil. USA B2 (1985) 5800-5804, :

39.- Karlin, 8. and Ghandour, G.: Comparative statistics for DNA.
and pretein sequences: Multiple sequence analysis. Proc. Natl.,
Acad. Sci, USA 82 (1985) 6180-6190,

40,- Karlin., S.: Significant potential secondary structures in
the Epsteln~Barr virus genome, Proc. Natl. Acad., Sci. USA az
{1986) 6915-6%919.

41.- Kennell, D. and Bicknell.: Decay of messenger ribonucleic
aclds from the lactose operon of Escherichip c¢oll as function of
growth temperature. J. Mcl, Bloel., 74 (1973) 21-31,

42.- Kennell, D, and Riezman, H.: Transcription and Translation
Initlation Frecuencles of the Escherichia c¢coll 1lac operon. J.
Mol. Biol, 114 (1977) 1-21.

43,- Kennell., D,: The instability of megsenger RNA in bacteria,
en Maximizing Gene Expression. Reznikoff, W. and Gold, L. eds,
Butterworths Boston, 1986,

G - Kepes, A.: Kinetics of induced enzyme synthesis,

- - Petermination ¢of the mean life of galactosldase specific-specific
*  hessenger RNA., Blochim. Bicphys. Acta 76 (1963) 293-309

”45.- Kepes, A. and Beguin, &.: Peptide chaln initiaticn and

growth in induced svnthesis of beta-galactosidase. Biochim,
Biophys., Acta 123 (1966) 546-560.

46,- Kepes, A.: Sequentlal transcription and translation in the
lactose operon of Escherichia c¢oll. Blochim. Blophys. Acta 138
{1967) 107-123,

47 .- Krajewska-Grynkiewicz, K. and Kustu, S8.: Mol. Gen. denet.
193 (1984) 135-142, .

48,- Lehrach, H,. Dismond,D,, VWoznev, J.M, and Boedtker, I : RNA
molecular weight determinations by gmel electrophoresis under
denaturing conditions. a critical reexamination. Bilochenl h-rv 16
(1977} 4743-4751.

49,~ Littauer, U.Z. {(1982) Prog. Nucl. Acids. Hez. Mel. Biol,
27:53-83.

$0.- LoZeron, H.A., Dahlberg, J.E. and sSzybalski, W.: Processing

of the maljlor leftward mRNA of coliphage lambda. Virolegy 71
(1976) 262-277.

- 44 -



5l - MaeFarlane, S.A. and Merrick, M,: The nucleotide sequence of
the nitrogen regulation gene ntrB and the glna-ntrBC intergenic

reglon of Klebsiella pneumoniae. Nucl. Acids Res. 13 (1985S)
7591-7606.,

52.~ MacNeil, T., MacNell, D. and Tyler, B.: Flinhe Structure
Deletion Map and Complementation Analysis of the glna-glnL-glngG
region in Escherichia c¢oli. J. Bacteriecl., 150 (1982) 1302-1313,

53.- Maniatis, T., Fritsch, E.F. and Sambreook, J.: in Molecular
¢loning. A laboratory manual. Cold Spring Harbord Lab., 19382,

54.- Maxan, A.M. and Gilbert, 'W.: A new method for sequencing
DNA. Proc, Acad. Sci. USA. 74 (1977) 560-564.

55.- Merinc, E., Becerril, B., Vvalle, F. and Bolivar, F.:
Deletion of a repetitive extragenlce palindromic (REP) sequence
dounstream of the structural gene of Escherichia coli glutamate

dehydrogenase affaects the stabjlity of 1ts mRERNA. Gene 58 (1987a)
311-314,.

56.- Merino, E. y Bollivar, F.: The ribonucleoside diph-rrhate
reductase (nrdA) gene of Escherichia c¢oli carries a Reapztitive

Extragenic Palindromlc (REP) sequence 1In 1it's 3' stioctural
terminus. Nucl, Acids Res. (1987b})}. En revisidn,

57.- Merino, E. ¥y Beolivar F.: A compllation of kepaztitive
‘Palindromic (REP) sequences. Nucl. Aclids Res. (iga7.y. En
revisién,

58,- Mott, J.,E.., OGalloway, J.L. and Platt, T.: Maturation of

Escherlchia coll tryptoprhan operon mRNA: evidence for 3!
exonucleoclytic procesging after rho-dependent termination. EMBO
J. 4 (1985) 1887-1891,

59,~ Newbury, S.F., Smith, N.H., Robinson, E.C., Hlles, I.DP. and
Higgins, C.F.: Stabilizatlion of Translationally Activr mRNA by
Prokariotic REP sequences. Cell 48 (1987) 297-310.

60,.- Nilssen, ¢., Belas¢co, J.,G., Cohen, S.N.: Growth-rate
dependent regulation of mRNA stablility in Escherichia celdi.
Nature 212 (1984} 75-77.

61 .- Pedersen, S. and Reeh, 5.: Functicnal mRNA Half Lives in E.
coll, Mol, Gen, Genet, 166 (1978) 329-336,

62,- Prince,, J.B., Gutell, R.R. and Gatett, R.A.t A consensus
model of the Escherichia coll ribosome, Trends Biochem. Sci. 8
(1983} 359-363,. '

63.- Riba, L.: Caracterlizacién y estudio de la regiédn
flanqueadeora 3' del gene gque codifica para la enzima Glutamato
Deshidrogrnasa en Escherichia coll K-12. Tesls Profecional. UNAM.

1985, .

- 45 -



&4,- Rigby, P.W.J.. Dieckmann, M., Rhodes, €. and Berg., P.:
Labeling deoxyribonucleic acid to high specifiec activity ip
vitre by nick translation with DNA polymerase I. J. Mol. Biol.,

113 (1977) 237-251

65.- Redinders, L., 8leocef, P., Silva, J. and Borst, I".: Gel
electrophoresis of RNA under denaturing conditions. vicchim.
Biophys. Acta 324 (1973) 320-333,

66,~ Roberts, R.J.:Restriction endconucleases. Crit. Rev. Biuschem.
4 (1976) 123-164,

67.—- Roberts, R.J.: The role of restriction endonucleases in
Genetic Engeneering: (1977} 1in Recomblnant Molecules: Impact on
Science and Soclety. Eds. Beers, R.F, Jr. and Bassett, E.G.,
‘Raven Press, New York, NY,

, 88,~ Rodriguez, R.L, and Tait, R.C.: Reccmbinant DNA techniques.
“Addison-Wesley, Regding. MA., 1983, pp. 50-51,

69,- Rufus, M.W. and Julius, H.J.: Qommon Evolutionary Origin of
the 1lvGMEDA Attenuation Locus and Leu-tRNA-1 in Egcherichia

goll. J. Bacteriol. 169 (1987) 2893-2895,

70.- Sanger, F. and  Coulson, A.: J. Mol. Bilecl.,, 94 (1975}
441-448,
71.- 8Schmeissner, U,, McKenney, K.. Rosenberg, M. and court,

D,: Removal of a terminator structure by RNA precessing regulates
int gene expression. J., Mel., Biol, 176 (1984) 39-53,

72.- 8Smith, H. (1979) in Methods in Enzymelogy (CGrossman, L. and
Moldave, K,, eds,) Vvol. 65, pp. 560-580, Academlc Press, New
York. NY.

. 73.- Southern, E.M.: Detection of specific sequences among DNA

- fragments separated by gel electrophoresis. J. Mol., Bioecl. 98
(1978) 503-517,

74,- Stern, M.J., Ames. G.F.-L., Smith, N,H., Robinson, E.C,
and Higgins, C.F.: Repetitive extragenic palindromic sequences:
a major compoenent of the bacterial genome., Cell 37 (1984) 1015-
1026. -

75.- Thomas, White, R. and Davis., R.: Hybridization of ENA to
double-strand DNA: Formatlon of R-loops, Proc, Natl. Acad. Sel.
USA. 73 (1976) 2294-2298,

76.~ Usno-Nishio, S. Manso, 8., Reitzer, L.J. and Magas::...i:, B.
Identification and Regulation of the glinl Operator-Frumaster of
the Complex glnALG OPeron of Escherichia c¢oli.J. Bactws=riol. 160

(1984} 379-2384,

- 46 -




-

77:- Valle, #., Ppanvigente, E,, Seeburg, P.. Covarruvias, a.,.
Rodriguez, R.L. and Bolivar, F.: Nucleotlide sequence of the
promoter and aminco-terminal c¢oding region of the glutemate
dehydrogenase structural gene of Escherichia coli. Gene 23 (1983)
199-209,

78,- valle, F., Becerril, B., Chen, E.. Secburg, P.. Heyneker, H.
and Bollvar, F.: Complete nucleotide sequence of the glutamate
dehydrogenase gene from Escherichia coll K-12. Gene 27
{(1984) 193-199.

79.- von Gabain, A., Belasco, J.G, Schottel, J.L., Chang, A.C.Y.
and Cohen, S.N.: Decay of mRNA in Escherichia coli: Investigation
of the fate of speclific segments of transcripts., Proec. Natl.
Acad. Scil, USA., 80 (1983} 653-657,

80,~ Watscn, J.D. and Crick, F.H.C.: Nature, 17 (1953) 737-738,.

81.- Wong, H.C. and Chang, S5.: Identification of a positive
retroregulater that stabllizes mRNAS in bacteria. Prcc. Natl.

- acad, Sci. USBA 83 (1986) 3233-3237.

B82.- Worcel, A. and Burgl, E.: On the structure of the folded
chromosome of Escherichia coli. J., Mol. Bilol. 71 (1972) 127-147.

83.,- Young, F.5. and Furano, A.V.: Regulation of the syntesis of
E. ¢oll elongation factor Tu. Cell 24 (1981) 695-706,

84.- The GenBank Genetlic Sequence Data Bank: Floppy Diskette
User's Guide. Release 44.0. Augost, 1986. National Institues of
Health., Departmen of Health an Human Services for the Genetic
Sequence pata Bank. Cambridge, USA.

- 47 -



VI1, PHOURAMAB DE COMPUTADORA DEBARROLLADOS

7.1 Programa 'Localiza cadenas’

.

{Stittttt!‘tttt‘ttttttt‘tt*ttt‘tt#t*#t838“3ttttttttttttltttxtttitttt}‘

{* LOCALIZA CADENAS i *}
{t Este programa permite localizar, dada una secuencias ) -
{* especifica., a sus identicas ¢ similares dentro del banco . - *}
{* de datos de Acidos nucléicos GenBank. ' *}

{Sttt!tlltltltslttllltlt!llsttlllt!l!t!t!t!!tll!t*titill!tlltllll!t!t}

type
INDEX_TYP=file of byte;
BITE_TYP=array [1..8] of char;
STRTYP=string(80];

var
RESP!: CGlraa g
SEC: array [1,.32760] of char;
REP1,REP2: -arravyl1..25,0,.39] of ) cheu
WHY, SPACE:array[1..10] of char:
CONR,MATCH: arrav(i1..25] of integs=r;
DREP: string(501;
DIVISION: string(3);
ENTRADA: ’ stringf{i10];
BTA: array [1,.,10] of byte:
ANNFILENUM, SEQFILENUM, BT1, BT2,BT3,
FILEINFQ,DIVNUM,TYPINFO ,ECODE!: byte;
RECORDLENGTH,FIRSTLINE,LASTLINE, SEQRECNUM,
MIN,MA,PP,NUM,PRINCIPIQ,.FIN,DUMMY.D1,D2,
D3,D4,5COREL, SCOREZ, SCQ, ANNRECNUM, nbus ,
SEQRECLENGTH, ANNRECLENGTH, AA,A,.B,C,D,E: integer;
LUG: array [1,.200] of ~integer:
INDEX ,SEQUENCE: INDEX_TYP;
BITARY: BITE_TYP;
ADDRESS, BASENUM, FROM, THWO,BB: real;
SALIDA: text;
REP: boolean;

Decodifica secuencia

{ltttiltt‘*‘.“‘tt‘l!tt!ll‘.t*ttttttlttt’tttttlttt**ltltt*ttttttsttil}

(t8tt.-lttitt..‘*ttlttt'tttlt*‘tl.tttttttttttttttttttttttltlittttti1x}

procadure PRINT{BITE:BITE_TYP:var DONE:boolean):

begin
BASENUM: =BASENUM+1:
NUM: =NUM+1;

if BITE='Q0000001' then SEC[NUM]:='a"'
else if BITE='00000010' then SEC[NUM]:='c¢'
else if BITE='(Q000010C0' then SEC[NUMl:i='g'
else if BITE='00001000' then SECI[NUM]:='t'
@lse if BITE='Q0000101' then SEC[NUM]:='r'
else if BITE-'OOQOilli' then SECINUM]):='n'
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" elpa if BITE=S'QQQODi010' then SEG[NUM] ="y’
else 1f BITE='00000000' then DONE:=true;
i1f BASENUM=32680 then DONE:=true;
if DONE then begin .

NUM:=NUM-1.,
BASENUM;: =BASENUM-1;
end;
end;

.

{lltlttttllltl!tllltXlt!l!!tl‘ttttlttttttllt‘ttt)lltlILA&&JJI}ti;

{* Pescompone la informacidn leida en forma compacta par

{* rara su posterior decodificacidn
{tzttill8:!l!tttttt!ltttit!ttttt!ttt!ttttlltsltt:t!ilttttllttttJl

procedure INFLATE:

var -
BT byte:
At real;
B,C,Di integer;
BITARY1,BITARYZ, BITARY3: BITE_TYP;
DONE : boolean;

begin
BASENUM: =0;
NUM:=0;
=0;
' DONE:=false;
repeat
read { SEQUENCE ,BT); .
Ai=A+2;
for B:=1 to 8 do begin
BITARY1[B):='0",
BITARYZ[B]IH'O':
BITARY3[Bl:='0";
end;
for B:;=8 downto 1 do besin
Crml;
for D=2 to B do Ci1=C*2;
if BT-C»=0 then begin
BITARY1[9-B]l:='1";
BT:=BT-C;
end;
end;
for Bi=l to 4 do begin
BITARYZ2[B+4] 1=BITARY1[B];
BITARY2[B+4]:=BITARY1(B+4];
and ;
PRINT(BITARY2,DONE)
PRINT(BITARY3,DONE) ;
until DONE.
end;
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procedure GET_GROUP; S *‘f
begin :
asslgn(INDEX, 'G'+DIVISION+"',.IDX"' )
reset (INDEX);
read ( INDEX,BT1,BTZ2);
RECORDLENGTH:=BT1+BT2*256:
seek (INDEX,8);
read (INDEX,BT1,BT2};
FIRSTLINE :=BT1+BTZ2*256;
read (INDEX,BT1,BT2);
LASTLINE:=BT1+BT2%*256;
reset(INDEX);
end;

{#.t.‘t!#‘tt!"ttt“tti“““‘ttt‘t‘!‘tlt‘ttll‘-t‘tttttttl*lttﬂ!.lttt‘!}

{* Calcula apuntadeores para lectura *
{iltt‘tttttt‘tlt!ttt*ttttlltstttt‘tatttttttttttt:tt‘t!#t!tttttttltt!t}

procedure FIND_FOINTERS;
begin
read{INDEX,FILEINFO,DIVNUM) ;
ANNFILENUM:=FILEINFQ div 16;
SEQFILENUM; =FILEINFO-ANNFILENUM*16;
read (INDEX,BT1,BT2);
SEQRECNUM: =BT1+BT2*256;
read (INDEX,BT1,BT2);
ANNRECNUM: =aBT1+BT2*256;
assign (SEQUENCE, 'G'+DIVISION+chr (SEQFILENUM+48) + ' . 5EG' )
reset (SEQUENCE) ;
read (SEQUENCE,BT1,BT2);
SEQRECLENGTH: =BT1+BT2*256;
seak ( SEQUENCE,S)
for A=l to S do begin
read(SEQUENCE.Bri)l
end; :
reset (SEQUENCE)
ADDRESS:=({SEQRECNUM/1~-1, 0)‘(SEQRECLENGTH/1}+21 0;
longsaak ( SEQUENCE, (ADDRESS-3) } i ‘
raad ( SEQUENCE, TYPINFOQ) ; )
dlongseek(SEQUENGE.ADDRESS);
end;

.= 50 =



{O0000000300000200200000800400208200 00208 2020808202220 888022842)

{* Cambia minuscula por maytscula *)
{tlttt’t!!tittttttttt.t#tl!t“‘t!‘l‘ttt*ti!l#ttttt#tttntt!!!itstt_ttt#}

procedure UPER;
begin
case SEGCI[Di+D2] of
‘a': SECI[D1+D2]:='A"

'e': SBECID14D2):='C"';
'g': SECID1+4D2]:='G"';
*t': SECID1+D2]:='T';
end;
end;

{s:ttatttastataastttattt::t:tttttxzz::zz::tzxgtasz:xg.1151i41xt?iiai}=f”

{* Compara secuencias y escribe resultados en caso de igualdad =< #} -
(t".t!tttl8‘t'l8ltttlttttt‘i‘ttttt‘ttttttttltt!tat"x‘.t:t.t.:a;;x11'71.st'_l':,.{'t'f._ti_-}"— o

procedure BUSGUEDA;
beegin .
for Daim=i to NBUS do begin
write({'buscando a: '):
for D3:1=0 to CONR[D4] do write{REP1[D4,D3]);:
writeln:
REP:=false;
D3:=20;
' PP:=0;
for Dil:=NUMs1 TQ NUM+20 do SEC[D1l:=',';:
for Di:=1 to NUM do begin
SC0:=0;
for D2:=0 to CONRI[D4] do
1f (REP1[D4,D2]1=SEC[D1+D2]}) or
(REPZID4 ,D21=s5EC[D1+D2]) then 3C0Q:=3C0+1;
if SCO>=sMATCHID4] then begin
PP:=PP+1;
LUGIPP]):=D1;
REPi=true;
D3:=D3+1;
for DZ2:1=0 to CONR[D4] do besgin
if REP1[D#4,D2)=SEC[D1+D2] then UPER:
write(SEC[D1+4D2]};
" write(SALIDA,SEC[D1+D2]1);
and ¢ ..
writeln({SALIDA);
writeln:
end:
end;
if rep then begi
wrilteln(ENTRADA,' °',D3});
writeln(SALIDA,ENTRADA,' ',D3);
for Di:=1 to PP do begin
urite(SALIDA,LUGID1]:6,' ')
MIN:=LUG[D1]-30;
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- 1f MIN¢i1 then MINI=1: )
MA:=LUG[D1]+30; i
for D2:=MIN to MA do write(SALIDA SEc[D°])
writeln(SALIDA)
end;
writeln(SALIDA):
writeln;
end;
end;
end ;

{##ttttttt“‘!t!ttttt**tttttt%##.ttt't*ttttttt*t*ttt*ttttt‘tt*}*s1#‘}

{* Pregunta parametros de corrida R ¥}
{l“t‘*3‘ttt#‘.tttt#ttttttttttttttt#ttt‘ttttat#ttt‘!!!tta#::tttttltt}

procedure INICIOQ;
begin
for SCORE1l:=1 tc 50 do DREP[SCOREL]:=' ';
NBUS:=0
RESP:='g"';
while (RESP='s') or (RESP='58'} do besgin
write('Daseas buscar alguna secuencla? '):
readln(RESP)
if (RESP='s'} or (RESP='S') then begin
NBUS :=NBUS+1;
for 500R31:-1 to 50 do DREPISCORE1L]:1=' *;
write('Secuaencia a buscar: ')
readln(DREP):
write('Score: ')
readln(MATCHINBUS] )¢
SCORE1:=1;
while (DREP[SCORE1]¢>' ') do begin
REPL1INBUS,SCORE1-1] : =DREP[SCORE1];
case DREP[SGOREi] of
'a REP2[NBUS, SCORE1- -1]:= A';
'c* : REP2[NBUS,ECOREL1-1):="'C"
'g'x REP2[NBUS,SCORE1-1]:='G"';
't': REPZ2I[NBUS,SCORE1-1]:='T";
end;
CONR{NBUS] : =SCORE1-1;
SCORE1==SGORE1+1:
end;
end;
end;
) -uritu( Grupo ?
(PRI ,ROD,MAM,VRT, INV,PLN,QORG,BCT, RNA, VRL, PHG ,SYN,UNA} ')' : v

readln(DIVISION) ¢
urite('Principio 7 ( =» ) ', FIRSTLINE,' ")
readln(PRINCIPIO) ;
write('Fin ¥ ( <= ) ',LASTLINE,' 'Y
readln(FIN):

end;
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{'.3“t‘t#‘tt‘.Otl#‘!ltttti“8&383*3&3#32'&‘tttitittltitttttt“tlttl"t}

{* Programa Principal L
{* Establece el orden de llamada de las diversas subrutinas )
{ttt!tt'ltttl!l!!l!tt!ltt!stt!tlt!!ll!tttt!lt!l!!tl!lllll’ltl!llg.l.n 4+ -}
begin
INICIO;

GET_GROQUP

ass1gn(SALIDA, 'A:busca’):

rewrite(SALIDA);

writeln(SALIDA,DIVISION};

writeln(SALIDA). :

for dummy:=PRINCIPICQ to FIN do pegin
ADDRESS: = ( {DUMMY -~ 1)/1)‘(RECORDLENGTH/1):.
longseek ( INDEX,ADDRESS) ¢
for A:=1 o 10 do¢ read{INDEX,BTA[Al);
for A:=1 to 10 do WHY[A]-=chr(BTA[A 1)
ENTRADA : =sWHY
writeln(DUMMY, ENTRADA). .
for Ai1=1 to (10 1ensth(ENTBADA)) do SPAGE[A]'=' '
ENTRADA : sENTRADA+SPACE | -
FIND_POINTERS;
INFLATE;
BUSQUEDA ;

end;

close{SALIDA):

end,

.
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7.2 Programa_'Localiza REPs'

{"#‘t#’t#t#lt#‘tttfi*’t‘*#ﬁ"i#t‘#tttt*ttt#t*ttt#ttit#t:st*tttttatit} f

{* LOCALIZA REPS

{* Este programa localiza especificamente secuenciaf REP.
{* El algoritmo del progrema esta basado en programa LOUGALLZA -7 .1
{* CADENAS descrito en el incisce 3.4.2. E1 listado del prrograms. -:
(* solamente 1lncluye aquellas subrutinas que son diferentes en.”

(* ambos programas.
{***!ttztt#ttttttt*tttil’t’Sttt!tttttlttttltttti!tilIIAtlalllttil!t!!

type
INDEX_TYP=flle of byte:
BITE_TYP=array [1..8] of char;
STRTYP=string(g80];

wvar .
REBP1 : char;
SEC: array [1..32760] of char; . -
REP1,REP2: array[1..25.0..39] of " char;
WHY ,SPACE:arrayll.,.10] of char;
CONR,MATCH: array([i..25] of integer;
DREP: stringl(so0l;
DIVISION: stringl(3];
ENTRADA: string(i1o0];:
BTA: array [(1..10] of byte:
ANNFILENUM,SEQFILENUM,BT1,BT2, BT2, o

* FILEINFO,DIVNUM, TYPINFQ, EGODE: byte;
RECORDLENGTH,FIRSTLINE, LASTLINE, SEQRECNUM.

MIN,MA,FP, NUM PRINCIPIO FIN,DUMMY,D1,D2,
Da.D4.SCOEEl.SCOREZ.SCO.ANNRECNUM.nbus.

SEQRECLENGTH , ANNRECLENGTH,AA,A,B,C,D,E! integer;
LUG: array [1..200] of integer:;
INDEX , SEQUENCE: INDEX_TYF;
BITARY: BITE_TYP;
ADDRESS, BASENUM , FROM, TWO ,BB: real:
SALIDA: text;
REP! boocleans

{ltttt*t.tt.‘!’t.ttlt“lt‘ttttttt.tt‘tttittt!tttttttltt#‘t!ti!llttttt}

{* Pacodifica secuencia 3}
{tttttttttt!t.ittttlttttttt#Sttttttt.tttttttttttttttt#t‘itllltlSllt“}

procedure PRINT(BITE:BITE_TYP:vVar DONE:boclean):
ver programa LOCALIZA CADENAS 3

{0.&‘0‘*3‘.“‘lttt‘i"“*“l““it‘tt.t‘tti#tﬁt*l##tttt:t1|xtttttttt$}

{* Dascompone la informaciédn leida en forma compacta 1w . £}
*

para su posterior decodificacidn t}
{itltl‘It*lt‘litltt!.t*tt#**tt#tt*t!ttttl*ttttttttttltkj1n-nltttitttt}

procedure INFLATE;
{* Ver programa LOCALIZA CADENAS )
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{33#31**t#ti*ttt*tttt:!#*##ttt:##3*“‘*38*3*!‘iiIlJ}l38|3183$131Il;'
{* : Selecclona grupo de lectura :
'(tttt*tt*#t*ttt##t****ttlttt*33#*#&!*33*23:3:101Lti#iitttittllllll

i procedure GDT GROUP'
) : “Ver programa LOCALIZA CADENAS

. {t!&!lt’ ‘*tt'l'ltt*‘tl*tttttt!jl*tt*““*t—*““*"&‘t‘xttki

: S ".Caleula apuntadores para lectura
 {ttrtktttittttttttt#ttt**tttttttttttttttt:tttttt!ttt*tt*tttrt
“Procudure "FIND_POINTERS; :
. Ver programa LOCALIZA CADENAS

f{ttttt#ttttt#t;ttttt:tttt:ttt:ttt:tttttt:tt:st*ttt:tttttttztt

R 5 o cambla minuscula por mayuscula
'%{titttttt#ttttttttttttttttt*tttttt*ttttstxtt‘tt:ttttttttttttttttlryl

. Procedure UPER-
e e

Ver programa LOCALIZA CADENAS S ey
{*i#lt*t*ittttt‘ttt#tt#ttttt8tttttt::tttttttttt#taltttttttsttttttat

'(' compara secuencias del banco de datos con las secuencias REP

' y escribe el resultad¢e en casc de igualdad
{ltliIttti!t!ttttt#‘#*‘#t#tt*t‘t#t#*tt#t*tt*‘l*tt#ittt.tt!t!!tzstt?

')
1}
1}
*)'
procodure BUSQUEDA;

buﬁin
REM: ~false; cREP1:=0; ¢REP2:=0; cREP3:1=0{ CREP41=0; FP:1=0;
for DL:=NUM+1 TO NUM+20 do SECIRP1]:='.'; :
for Dli=1 to NUM do begin
SO R0
for DP2:=0 to 12 do 1f REPL[DZ2]1=sEC[D1+R2] then SCO:r=& .
1f SECIDi+6]='a' then SCQ:1=5C0+1;
1f SCOs=3COREL then bkegin
PP:=PP+1; LUG[PP]:=D1;
REP:=true; cREP1:=CcREP1+1: :
write{TEMPFILE,'En 1: ',sc0:2,' de 13'):
for D2:=0 t¢ 12 do begin
write(tempflle,secldi+d2]};
if REPl[DZ]"SEC[Dl+D2] then UPER;

end;
writeln(tempfile);
if SEC[D1+6])='a' then SEC[D1+6}:='A';
end
and ;
for D1:=1 to NUM do begin
5C0:=0;

for DP2:=0 to 12 do if HREP2([D2]=SEC[Di+D2] then sco--sco+1-
1f SEC[D1+6]l='t' then S5SCQ:=SCQ+1;

if S5SCOI»=SCOREl then begin

PP:=PP+1; LUGIFP]:=D1;
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RlaPi=true] GREP21=CREPZ2+1
urlte (TEMPFILE, 'En 2;: ',sc0:2,' de 13');
for D2:=0 to 12 do bagin
urite(tempfile,sec[di+dz2]);
éf REP2[DP2]=SEC[D1+D2] then UPER-
I
Hriteln(tempfile);
if SEC[D1+6])='t*' then SEC[D1+6]z='T'-
and;
end ;
IF REP THEN BEGIN
for Dil:=21 to NUM do begin.
SC0:a0;
for D2:=0 to 7 do if REPS[DZ]'SEG[D1+D2] then SCO:=8C0+1;
if SEC[D1+3]='t' then SCO:i=SCO+1;
if SCO»=SCOREZ then begin
cREP3:=cREP3+1; ’
for D2:=0 to 7 do begin
if REP3[D2)]=SEC[D1+D2)] then UPER;

aend;
if SEC{D1+3])='t' then SEC[D1+3):='T';
end; .
end;
for Dil:mi to NUM do begin
SC0O:1=03

for D21=0 to 7 do if REP4[D2])=SEC[D1+D2] then SC0:=5C0w1;
, Af SEC[Di+4]='a’ then SCO:1=SCO+1;
* 1f SCO>»=SCOREZ then begin
cREP4 ; =cREP4+1;
for D2:1wQ to 7 do begin
if REP4[D2]=SEC[D1+D2] then UPER;

end;
if SEC[D1+4]='a' then SEC[Di+4]i='A'}
end;
end;
d2:=0;
writeln (ENTRYNAME, ' ' ,¢REP1,"' ' .CREPZ2}:
vwriteln(TEMPFILE,ENTRYNAME, ' ' ,cREP1,"' ' . CREP2);
for Dl:=1 to PP do bemin
write(TEMPFILE,LUGID1]:6," ');
MIN:=LUG[D1]-70; 1f MIN¢1 then MIN:=1;
MA:=LUG[DP11+70
for D21=MIN to MA do write(TEMPFILE,BECIDZ]});:
uriteln(TEMPFILE)
and;
writeln(TEMPFILE):
and;
ENID .
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{* Establece los valores de los vectores REP1 y REP2 - . uerdo_jf}.y

{* ' al concenso de las secuencias REP
{ttttt!lltltttttttttt*‘ttt##!ltl!t#tl!ttt!tl#tittlkA-ll-tiJJ [} lttttt#ll}" -

procedure ATRIV;:

begin TR
REP1{0)i='c'| REPL1[1):='t'; REPi[2]:1='t" REP1[311= a'y REPL{4)im'EY:
REPL[S]:="c"; REP1[6]:='c'; REP1[7]):='g'; REP1[8]):='g"'; REP1[93~
REPL[10):='c'; REPi[111:='t'; REP1[12]:='a'; :
JREP2[0]:="t'; REP2[1]:="a'; REP2[21:='8'; REP2([3]):= a H REP2[4]L-
‘REP2[5):='c'; REP2([6]:='g'; REP2[7]:='g"' REPz[B]-: a'; REP2[9]=='L‘
REPz[10].=‘a': REPZ[11]:='a’ REFZ[iZ]:B g’ RERCRNLE
REP3[0]:='g'1 REP3[1)1='c'; REP3[fZ2]:='Cc’; REPS[S] 's'; REP3[41:= B
REP3([S5):='a'; REP3[6li='t't REP3[7]1="8"} A
REP4([0):='c'; REP4[1]:="'a'; REP4{2]:="'t"; REP4{3]:="¢c' | REP4[4]1='c"' .
REP4[5]:="'g"': REP4[6]l:='g'; REP4[7]}:='c"y :
and ' S
{!s!l8l1tttttttil#tttt#t*#ttttttttttsttt'&tt!ttittttattttttttt-t!ti'rIl}:
(! Pregunta parametros de corrida )
{r'Lt*ttttt#‘t’ittt.t“tt“ti‘t.i.‘.‘.t#‘.$3$‘ltisltitlt$tttltt$1lr';'
procedure INICIO; .

RS _ Ver programa LOCALIZA CADENAS : )y
{!ttttast#tt‘ttttl'tt#latttttt't*tttt‘ttttttt##lttttttttttlttlttll:l-j
ot Programa Principal N
{* Establece el orden de llamada de las diversas subrutinas 1)
{ttt#i‘ts#t.ttt#t.*tt#3!‘8..*“0tt‘tt#t‘t*‘ttt*#t‘tt!‘atsastaztts%AJ}

4. . begin

FOQUND:1=true;
ATRIV
)WRITE( grupo. ? (PRI ROD.MAM.VHT INV PLN.ORG BCT ,RNA, VRL, PHG, SYN,UNA"
‘)i .
readln(DIVISION)I
GET_GROUP_AND_ENTRY_ NAME FROM USER LAND_OPEN_ INDEX _FILE;
assign(TEMPFILE, 'A: TRANS.SEQ') :
rewrite (TEMPFILE) i
writeln{TEMPFILE, DIVISION)I
writeln{TEMPFILE)
write('Principlio ? ( =y ) ',FIRSTLINE,' '};
readln({PRINCIPIO) - ‘
write('Fin ? ( <= ) ', LASTLINE,' ')}
readln{FIN);
write('sScorel (max 13) '}):
readln(sSCOREL)
write{''scorez (max 8) ');
readln(SCOREZ) ; .
for DUMMY:=PRINCIPIO TO FIN do begin .
ADDRESS:=( (DUMMY~-1) /1) *{RECORDLENGTH/1):
longseek (INDEX , ADDRESS) ;
for A:=1 to 10 do read(INDEx BTALA]l) . .
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* far A=l to 10 do WHY{Al:=chr{(BTA[A]l)};

ENTRYNAME-nWHY;
writeln(DUMMY, +ENTRYNAME) ; .
for A:=l to (10~ lensth(ENTRYNAME)) do SPACE[A]l:="' 'y
ENTRYNAME : =ENTRYNAME+SPACE ;
FIND_SEGUENCE_AND_ ANNOTATION FILES_AND_POSITION_ POINTERS ;
INFLATEI
BUSQUEDA )

end;

close({TEMPFILE) ;

end.
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3 Programa_'Elimina_redundancia’

- BLIMINA.REDUNDANCIA

Dada una secuencia, este programa permite encontrar a
todas aquellas secuencias que, dentro de su vecindad, posean

un grado de similitud preestablecido.

program REDUNDAN;

conat

ciclos=30; {* ciclos ¥*)}

long=16000; {* longitud de bI[] *}
long2=32000; {* longitud de all *}
match=20; {* numero de matches *}

" type vec = array [1..longl of byte;

vacl = array [l..long2).of byte;

var b: veog;

. a: vecl;
letras,nombre: stringl26];
palabra: array(l..match] of byte;
i,j,k,L,m,n,o,p,q,r,s: integer;
entrada: file of vec;
salida: text;
found: boolean;
chr: array([97..116] of char;

begin

chr(97]l:='a'; chrl[99]l:='c'; chrli103]:='g'; chrlii6l:="'t

nombre:s'frecoll. 'y
letras: -'abcdefghijklmnopqrstuwxyz'-
assign(entrada,'coli.saq'); .

- reget{entrada);

read{entrada,b); .
for r:=1 to 1ong do- a[r+1on=]:-b[r],
n:=long div match;
for i:=i to ciclos do bazin :
if 1,25 then begin nombre[9]~=letrasti -28];
© 'nombrea(io]:=nombre[9];
and .
else nombrc[O]n-letran[iJ;
asgign(salida,nombre);
rewrita(salida). .
uriteln('empieza ciclo ',%i,' ',nombre);
vriteln(salida,i,' ',nombre);
raad({entrada, b),

for r:=1 to long do begin atr}-sa[r+long}. a{r+long]:

' - 59 -

h[r];_end;
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writeln; m nE I.A BiﬂLi!ﬂEL‘l

for r:=1 to long do a[long+rl:=bfr):
for 3J:=1 to n do begin

',1:3,

t.cleclos,' )"

m:=j*match-match;
for k:=1 to match do palabra[k]'"a[m+kl.
q:=m+match; o:=m+long-match;
for L:=gq to ¢ do begin
found :=false; 1=1;
repeat
if palabralpl=afL+p] then p:=p+1 else found:=true;
-until {(found} or (p>match};
if not found then begin
for s:=1 to match do write(chr[palabra[s]]),
writeln; -
for sms:=l to match do write(salida, chr[palabra[s]]).
writeln{salida}; ’
end;
end;
writeln{'movimiento: ‘. d:5," { de

end;
close({salide);

- and;

. end,

) - ‘del ¢éicio:

Y (as
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{!ttlttttttlt!‘ttllt!!lt:ttﬂttttltiAzttttt*ttt!tt:lttlltl!t*ii‘ll!Ilt}

{r BUSGQUEDA .HASH .

{* A partir de una funcién bilunivoca, este programa decodifica
{* las secuencias de acidos nucléiceos en numeros. Estos numeros
{* indican la posicién dentro de un vector en donde se calclla
{* frecuencia de aparicién de elementos relterados.

'}
£}
'y
'3
+)

{titltz!!!!!l!tl!llllt!l!!lltl!!tttll!tl!‘tl‘tll!.!!tlx‘ttt!lttit!*it}

“program HASH

{* Define parameros de tamafio de acuerdo a la capacidad *}
{* del computador : *}

const MAX=-19873;
MIN=-32000;
L=7;
type
EMPAC=PACKED array [MIN..MAX] of byte;
VECPAC=packed array [0..16383] of byte:

var INFILE: fille of EMPAC;
SALIDA: file of VECPAC;
NOMBRES: array [0..15] of stringl(10];
FR: array [1..16] of integer:
NUC: array (0..3] of char;

O: taxt;

BASE: array [1..16] of byte;
A: EMPAC;

B: VECPAC;

CFR,SUPER,A1,A2,L1,J,X1 ,PO,V, MAX2, P, X, MAXT,
I.Y,U1,U2,K,Q: integer;
EX: array (1..7] of integer;
' D: array [0,.255,1,.4] of byte;
COUNT: array([0..63] of real;:
85,5: real;
RESP: char;

procedure DESPLIEGA;
begin
QrwyY div 40967 write(Q,NUC[Q});
Q:=Y div 1024; write(O,NUC[Q]); write(NUC[Q]); Y:=Y-@*1024;
=Y div  256; write(o,NUc[@)); write(NUC{@l); Y:=¥Y-Q* 256;
Q:=Y div 64;: write(o,NUCLR]);: write(NUCI[G]}): Y:=¥Y-Q* 64;
Q:=Y div 16; write(o,NUCI®]}; write(NuCiql); Y:=¥-Q* 16;
1) }i :
1): Y1

write{NUCIQ]); Y:=Y-Q*4096;

Q:=Y div 4; write(O,NUC(Q Yi=Y-G* 4;
wuriteln{(o,NUC[Y Yi

write(NUC[a)
writeln(NUC[
end;

procedure BLANGQUEA;

begin _
NOMBRES[OQI:="A'; NOMBRES[1]:='C'; NOMBRES[Z2]:='G': NOMBRES[3]:
Li:=L~1;
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JFOr=1; .
for I:=1 to L-1 deo begin
PO:=PO*4;
ex[L-1]:=F0;
end;
exfL]l:=1;
MAX2: =MAX-2;
®:=ex[1])*4; X1:=%-1;
for v:=1 to x do Blv]:=0; :
for vi=0 to 255 do count[v]:= R v
NUC[O]):='a'; NUC[1):='c'; NUCI[2]:='gE'; :NUC[3]:="'t"';
for v:=0 to 63 do dlv,1]:=0; R .
for v:=64 to 127 do d[v 1]:=1;
for v:=127 to 191 do d[v 1) =2,
for v:=192 to 255 do dlv,1]:=3;

1:=0;
for v:=0 to 255 do begin
’ div,4):=1;
i:=i+1: if i=4 then 1:=0;
end;
1:=20; J:=0;
for v:=0 to 255 do begin _
J.-J+1- if 3=4 then begin 1: i:=1i+1; end;
if i=4 then 1:=0; T T
end;
:=0; J:=0;
., for v:=0 to 255 do begin
dlv,2):=i;

J:=d+1; 41f J=16 then begin Je:=0; d:=1+1; end:
if i=4 then 1i:=0;

end;
end;
{EEFLEEXATLETLEXELS programa principal *tssszxsxsxxey}

"' begin

blanQuea;

assign(infile, 'lambda.COD"');

raSET(INFILE):

asnign(o.'lambda.frc Y

rewrite(o).

resp:='s"’ uZ:=0;

writeln;

read(INFILE,A);
cloma{infile)};
MAXI:=0;

ai:=min; aZ:=min;

{* realiza SUPER ciclos de calculo *}
for SUPER:n0 to 3 do begin
assign(SALIDA,NOMBRES[SUPER]) ;
rewrite(SALIDA);

{* realiza MAX ciclog de calcule *}
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+ for vi=min to MAX2 do begin
ki=0; a2:=a2+1;

{* decodifica cuatro elementos de tres bytes *}
for j:=0 to 2 do
for p:=1 to 4 do begin

k:=k+1;
baselk]:=dlalv+il.pl;
end:;

{* calcula posicion y agrega unidad para cuatro elementos del byte .°

for 1:=20 to 3 do begin
if base[1])=SUPER then begin
p: =0¢
al:=al+1;
for J:=2 to L do p:=p+base[i+J]'ex[J 11¢
B{P):=BiP]+1; .
if MAXI«BI[P] then MAXI:=B[P]:
end;
end;
end;
write(sSALIDA,.b);
close(SALIDAJ: :
writeln('termine con ' NOMBRES[superl]):
end
=0 58:=20}

{t realiza SUPER clclos de calculo *}

for SUPER:=0 to 3 do besin
assign{SALIDA, NOMBRES[SUPER]};
reset (SALIDA) ; o
read(SALIDA,b) ; : T
for 1:=0 to %1 do begin ss5:=ss+Bl[1]; count(Bli]]l:=ccunc[BLi])l+1;

.

end;
close(SALIDA);
and

{* desplegado de resultadec *}
for 1:=0 to MAXI do begin
si=g+count(1]1*1;
writeln(i:4,"' t,eount[il):
writeln(o,1:4," ‘,eountlil); _
end; ' e
writeln( frecuencias acumuladas=',s,' *',s5,' atit=',al,' a2=',a2);

writeln{(o, 'frecuenclias acumuladas=",s," '.es,' - al='.sl,"

azo' a2}, ' ’ : - :
resp:='s'; CFR:=0;

while resp in ['S','s'] do begin R

write('deseas desplegar alguna frecuencia? (S/N) '); read(resp);

if resp in (['s','S'] then begin _ ;

CFRi1=CFR+1; ‘ A

write("’ Cual frecuencia? '); readln{FR[CFR]);
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end;
end;

if CFR»0 then begin
{* realiza SUPER ciclos de celculo *}

for SUPER:=0 to 3 do begin
assign(SALIDA,NOMBRESI{SUPER]);
reset (SALIDA) ;
read (SALIDA,b): |
for j:=1 to CFR do begin

writeln(O, 'frecuencia: *',FR[J1)};
writeln(o, 'frecuencia: ' ,FR[J]);
for p:=0 to %1 do if L[(PI1=FR[J] then begin
write(Q,p:7,"' '  NUC[superl}: _
write(p:7.' '.NUC[super]):
Yi=p3
despliega;
aend;
end;
close (SALIDA);
and ;
end;
close{0);

END.
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. Repetitive extragentc palindromic (REP) sequences in the Escherichia coli gdhtA gene

{Regulatory nucleolide sequences; mRNA folding; RNA recognition; nitrogen metabolism; recombinant

DNA}

Baltiznr Becerril, Fernando Valle, Enrigue Merino, Lauwrn Ribn nnd Francisco Bolivar®.
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U Marelos (Aféxico) Tel, (9073)172399 :
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(Revision reecived April 15t, 1985)
{Accepted April 11th, 1985)

SUMMARY

Dclctions of the 3° flanking DNA region of the glutamate dehydrogenase (GDH) structural gene from
Escherichia coli K-12, have been produced on a plasmid that carries the complete gditd gene. Those delctions
include part of the repetitive extragenic palindromic (REP) sequences proposed by Stern et al. [Cell 37 {1984)
1015-1026], as a novel and major feature of the bacterial genome. The effect of these deletions on the fingl
GDH level in the eell, has been determined. A broader compilation, analysis and alternative [unctions of the

REDP sequences, is also presented.

INTRODUCTION

Glutamate dehydrogenase (GDH; EC 1.4,1.4) is
an important enzyme because it provides a route for
tncorporation of nitrogen into organic compounds
and thus g link between carbohydrate and aa meta-
bolism (Tyler, 1978). We have previously reported
the DNA scquenec of 1934 bp consisling of 193 bp

* To whom correspondence and reprint requests should he
muniled al Apartado Postal 70479, México 04510 D.F. (Méxica).

Alibreviations; an, amine acid(s); bp, base pairs; EtBr, cthidium
bramide; GDH, glutamate dehydrogenase; kb, kilobases or
kilobase pairsy ORF. apen reading framey NH tedium, non-
nitrogen minininl salts mediem; nt, nuclcotide(s): ®, resistance;
REP sequence, repelitive extrogenic palindromic scquence
(Stern et al., 1984); Te, tetraeycline.

MITR-1119/85¢8 03,30 © 1985 Elsevler Science Publishers

upstreum of the ATG sturt codon for the £. coli gdhA
coding sequence, 1341 bp encoding the 447 an of the
GDH monomer and 400 bp downstream of this
coding sequence (Valle et ol., 1984). We pointed out
thut an RNA transcript carrying the scquences
located at the 3' end of the structural gene (approx.
200 bp), has the potential to form different secondary
structures; however, il is not known where the end
of the GDH transcription unit is located, One of
such sceondary structures beginning at position 1352
{8 bp aherthe TAA codan) of the gdfid pene, showed
u remarkable homology (28 identities out of 29 bp),
with the consensus sequence proposed by Higgins
el al. {1982), as a novel regulatory clement of pro-
karyotic genes,

Gilson ctal. (1984) have reported a Family of
dispersed REP sequences in E. cofi. These se-
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quences, calicd palindromic units, have a consensus
scquence similar to that of the novel regulutory
clement of Hipgins ot al. (1983). Stern et al. {1984),
have published o slightly different consensus se-
quence for this element, which has been designated
REP sequence, This extrogenic clement is sbout
35 bp long, includes an inverted repeat and can
occur singly or in mulliple adjacent copies, pre-
dominantly with opposite oricntations between any
pair of them. The orientation, position and distribu-
tion of REP sequences do not scem to obey any
immediately obvious rule (Stern et al,, 1984),

In this paper, we report on the location of Lwo
REP scquences at the 3 end of the gdld pene of
E. colt K-12 that show strong homology wilh the
consensus REP sequence (Stern clal,, 1984). We
also report on the construction of several plusmids
that carry dilferent deletions which inlude part of the
E. coli gcdhA REP sequences and the effect of those
deletions on the final GDH level in the cull,

Finnlly, a broader analysis of the scquences dis-

~cussed by Stern et al. (1984), alternative possible
funclions, and the compilution and analysis of new
ones, are presented.

MATERIALS AND MUETHODS
{n) Bacterinl strains and plasmids

E. colf strains HB101 [F~, hsdS20 (ry mz),
recA 13, ara-14, proA2, lacY\, galK 2, rpsL20 (Sm™),
xyl-5, mf-1, supE44, 17 and the ghutamate auxo-
troph PAMO (F-, leuB6, gdh-1, hisGl, ghtBI,
argH 1, thi-l, ara-14, lacY1, gol-6, maldl, xyl-7,
mei-2, tonA2, M L0, mpsL9, supE44), were used to
transform plosmid constructions ns described by
Cohen ct nl. (1972). Plusmid pSAE4 has been previ-
ously described {Sanchez-Pescndor etal, 1982;
Valle ct al,, 1983

{b) Enzymes

St and Nl restriclion endonuclenses were pur-
chased from New England Biolubs and used in
conditions recommended by the suppliers. T4 DNA
ligase was purificd and used according to the nethod
described by Tait et ol, (1980).

(¢) Plasmid constructions and copy number osti-
mations

Plasmid pSAE4, which carries the gdhd gene and
Manking DNA regions, was digested with the restric-
tion endonuelenses Sl or Sl -+ Nrel, as to delete
1000 bp or 3000 bp, respectively, Mrom the 37 end of
the gene. The resulting plasmids were initially char-
aeterized by restriction mupping of plasmid DNA
oblained lrom HRB 101 strain by the rapid procedure
of Rodriguez and Tait (1983), This DNA was used
1o transform the PA340 strain.

Plasmid copy number was estimated by exiraction
of plasmid DNA, cleaving at a single site, and sepu-
ration on an agarose gel. After electrophoresis, the
gel was stained with EtBr, photograplied, and the
DNA quantified by densilometric scanning af the
negutive.

(d) Nucleotide sequences senreh

The nueleotide sequences scarch of the GenBank
datnbase (Scptember, 1984), was performed using o
Burroughs B 7800 computer with several programs
implemented in our laborutory.

RESULTS

{n} Structural characteristics in the 3° DNA region
of the gdhd gene

Some of the palindromic sequences occurring at
the 3° end of the gdfid genc are presented in Fig. 1.
They could form a tRNA-like structure (Fig, 2), with
35% of its nucleolides positioned as in the £, cofi
glutamute tRNA (Sprinzi und Gauss, 1983), and
including two opposing REP sequences. These two
sequonces, starting ot positions 1353 and 1420
(Fig. 1), huve very strong homology with the consen-
sus REP sequence reported by Stern el al. {1984),
and as cun be seen in Fig. 1, they cun be folded into,
uf least, two ndditionat modes.

(h) Construction of REP deletion mulants

Stern et ol (1984) have proposed that REP se-
quences could be involved in the regulution of gene
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Fig. 1. Charneleristics of the 3' end of the gditd gene, (a) Physical map of the plasmid pSAEdS lincarized a1 Psil gite. The dashed line
represents the veetor plR322, the salid fine represents an £. cofi chromosamal insert, and the thick bar represents the location of the
RifhA gene, with 5° and 3* ends indicated. The expanded area contains the nucleotide sequence (as RNA), that codes for the last three
amino acids, the stop codon and the next 132 nuelcotides. Nucleotide sequences and base numbering are from Valle ct al. {1984). Below
this sequence are indicated several palindromes (convergent arrows), which are discussed in the RESULTS, section a. (b) Potentinl
hairpin structures of e REP sequences found at the 3’ end of gdhd gene (aithough it has not been established that transcription ocecurs
throughout). Twa possible secondary structures (A) and (B) have been represented with stem and loops. These two sequences can
hybridize 1o form an altcruntive structure C. The number of nt {nut of 33} that are conserved between the REP cansensus scquences
and REP sequences in the gdd gene, is indicated in parentheses.
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expression in prokaryoles, In an e¢ffort 1o understand
the possible role of this kind of sequence in the
regilation of GDH concentration in the bacterial
cell, we decided to delete one of these REP sequences
locuted aL the 37 end ol the gdiid genc, This experi-
ment was performed tnking ndvantage of the pres-
ence ol twe unigue Sinl sites located ut the 3° region
outside the coding region of the dgiid genc (positions
1375 und 2375, Fip. 1), and 2 unique Nl site
locuted in the Te'" gene of the cloning vchicle
pBR322 (Bolivar ct al., 1977). Using this strategy,
plosmids pBBS und pBB6 were derived from plas-
mid pSAE4, These two derivatives were constructed
to place different DNA sequences downstrenm of
the gdhA gene and so 1o avoid overinlerpretation of
the data.

The GDH-specific uctivilies, using E. coli strain
PA34D as host, were compared lor these three plas-
mids. The final GDH concentrations ure reduced lo
ut most 70%, (usunlly 50%) by the deletions, as
compared with cells carrying pSAE4 (Fig. 1), 1t is
interesting to point out that this efTect is independent
of the growth medium. This result is in agreement
with the data reported by Stern et ul. (1984), who
demuonstrated thot the deletion of the REP sequences
in the fiv/-P operon of Sulmanclla typlimuriun,
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15 mM NH,CY Tml HHGI 1B mM MLl ImM KR CL
4 limMglucors +llmMglucase 422mM ghyeaet +22mM glycargl

1000 1000 1000 100.0
pBB5 a2.2 824 477 8587
pREG LL% 4 100 roo 530

Fig. 3. Physical maps of the plasmids pSAES, pBBS5 and pBB6 linearized at the Pl site. The dushed lines represent the vector pBR321,
the salid lines represeut £, colf chromosomal inserts and the thick bars indicate the tocations of the gdahed and Te® genes. The hatched
areas indicatc deleted regions. For GINY ussays, 5-m eoliures in the supplemented NN medin were grown until stativaury phuse and
used to detcrmine the specifie activity. ‘Vhe ammonia-dependunt uetivity of GDIL was determined as deseribed by Covurrubias ot al,
(1980) Cells were grown in NN medium supplemented with 1 md or 15 mb NEH,CL as the nitrogen source, und 11 mbl glugose or
22 mM glycernl, ns the earbon source, Absolute values of GDI activity were found to vary slightly leam day to day, However, the relutive
values for any two plasiids gssayed on the sume day were constant, Therefore, we express all values as percentagpes rather than in
absolute teems, According to our experience with the GDH nssay, differences in cxpression between plasmids of less than £ 5% should

aot be copsidered to be significant,
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TABLE!

Locatinm of REDP seguenves

I e Tocation of each RIEP sequence, with respect to proximal gene (rearest idemtified geae to the REP sequences respect to the direetion
of transcription), is indicated by heavy arrows, whose dircetions indieste the orientation of such sequences. The arientation of
transcription is from Iefl to right, Each gene is represented by a box with its name included. In many cases, il Is not known whether
additional downstream genes are present, (NI (non jdentificd), indicates that an ORF andfor gene product cxists but its function is
unknown. Those marked with asterisks were found in the present study. 5.t micans Salmonella typhinturiiun, In the case of hisG, one
of the REP scquences is only partially homologous to the consensus (see Higgings et al,, 1982). The incomplcte rfd REP scquence,
indicated by the dashed arrow, may extend further; additional sequence data are not avaitible. There are nine transcriptional units where
REP has been located s part of the mRNA: gled, nedE, hisd, milA, lacY. fold. hisG, glaALG and rped), The last two were detected in
thiv stuly.

Distance from Separalion belween
Name end codon REP seguences

orol 49 —
A ~[mir ) me=pe-<da: 4l -

talh {Tof . 24 -
lacY lacY 9 —
weatsn ~{oETmew—{mas a -
*1paD —{Tps0_J—{croG_}—{rpcD_ }—femm—— 3 -

"wrd —— sy —{C ] b -
MiRHA T e Y 35,
spota2 ({47} — e -] 50 25
hsulst} b5l ey —{ 5G| vt —{HF__}—- 47 20
msGI51) G | oemndp s —{ 010 }—{ i€ j—{ B} & ) 25
glyh ~[ giyA__}— oy ff— 36 : s

“supBE IRNA d 5
"1y RHA — Py TNA]— [y TROA ) - el ofp— - - - e 13
"gaha ——— (A — el -~ 9 34
‘gnaLG (502"} ey —{ G} —{§G}——— 59 14
*pisD —-—1'3‘_?5:}—' 12 A6
lom3 (R {68 ) — -L»hm— 9 a4
PoNA noha ﬁ— 12 14
o WER : -’i’-b«d—’-————— 4 1526

gns TR} e — -—bi—-‘l__sl— 20 30.35
sahA m —bi— NA NA
such W—#h ﬂ— NA NA
*raEANIS )Y [ orafy ] F—umn“‘} #h h [TorabT] 1441} 8.1

* dhud (8.1}, is the name of the regulalary region af the S, yphimurfon histidine transport operon, In this case, REP sequence overlaps
with the promoter proposed for fict,

" REP scqucrnce is located between Pribnow box and the initiation ATG codon of the wrD coding region.

“ It has not been cstablished whether n small polipeptide is coded by the region between REP sequenee and M1 RNA.

4 REP sequences ure located at the 3 end of the IRNA operon. This is one of two cases in which two REP have been found tandemly
repeated.

® REP scquences arc located at the 37 end of the LIRNA operon.

! REP scquences lacated within the intercistranic region between arad and araD genes of the araffAD operon of Safmonclio typhimuriun:
LTI (Lin ct al., 1985). This is another case in which two REP are tandemly repeated.

MNA Nucleotide sequences surrounding REP sequences are not available (Stern et al., 1984).
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TADLE 1] _
Homelogy between REP scquences

Name
A
Consensus €
R
matE SBCCGRATGEE L
sucuszg GCCTGATGCGAC
sucB (4 GCCTGATGTIGAC
sdhA (2) GCCGGATGCG. .C:
M1 RMA TGCCGGBBATGHBCGOC
hisG CG6CCTGATOGRD . C
palA TGCCTGATGCE €
glyA(H TGCCGGEATGCGGC:
gdh "TGCCTGAT GGC
qlnM.G CGCCGGATGECGAC
trpR (2} TGCCGGATGCGGCE
hisd {5.t.) TGCCTGATG GGC
lamd (2) CGCCTGATGCGAC
gins (3} TGCLCTGATGCG C
plsB TGCCGGATGCGGC
mtia TGCCTGATGLG C
folA CGCCBGATGCEGAC
lacy TGTCGGATGCGGC
uyrp TGGBCGG6A G GGC
tyr tRKA TGCCCGAT GGC
ndhA (2) TGCCTGATGCG €
ndhA (3} TGGCGGATGTGGC
supBE tRNl TGTCGAATGCOGAT
SupBE TGTCGGATGLCGAC
araBAD“)(St.J TGCLCGE TGGL AC

G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
A
A
G
G

MO HO=NAO0 AOOAOO N =

¢
A
.C.6 -G C6-6CCTACL
GCG AT CAGGCCTAC
6T.6, TCAGGCLETAC
A6 ATECGECCTAC,
€6 AT CCTGCETAC
G.C ATCIATGGCICT,ATE
ATGET  T.TATCAGGCCAAC
ACECETT-ATC-L.66CCTAL:
ACG - CTT:ATCAGGCE TAC
GEOTCTTATCCGEGCCTAC
CAGGCCTTATCCGTLCTAL
GTG CGTGTCAGGCCTARG
GEGTCTTATCAGBGCLTAC
ACG CTTATCAGGCCTAC
ACGCLCTTATCCGGCCTTC
GCG CTTATCAGGCCTACL
GCETCTTATCCGOGCCTTC
ACGE CTITATCCGACCAAC
GCG6 CTTCTCLCGECCAAC
ACGT TTA CGGEGC C TAC
TCTTATCAGGCCTAC
ACGCCTCATCCGCCETTG
ACGTICTTATCC
GCGICTTATCCGACCTAC
GCGT TTA CGGECCTAC

Nucleotide sequences of the consensus REP sequence compared with the REP sequences shown in Table I, The rightward arrow
indicates the orfentution of REP sequences with respect to the identificd proxined gene. The nombers in parentheses identify REP
seguenees in thase onits where exist more than two af thens, All oudeotide sequence data gee fron Gealiank (September, 1984, except

il s G snelt and sdh g, which are fram Sterst et al, (JUBA),

decreased the final concentration of the enzyme
coded by the pene located upstream of the REP
scquences.

{c) Detailed analysis of the GenBank

These results led us 1o peeform a more detailed
study of REP and neighboring scquences. A com-
puter search of the GenBunk databuse (September,
1984), wus conducted using the most conserved
segment of the REP sequence:

C
5'-CTTATC£GGCCT A~3' and its complemen-

tary nucleotide sequence, instend of the sequence
used by Stern et al. (1984). These rescarchers report-
ed a serics of REP sequences from whiel a con-
sensus was derived. Our resulls are in agreement
with theirs, although we would like to emphasize

certain new features, In those ranseciptional units
whiere REP lins been located, and it is known where
trunseription ends (9 out of 25), REP is loculized
within the transeript. Therefore, we decided to com-
pare REP scquences, taking into aecount their orien-
tution toward the nearest identificd gene {proximal
gene}, in relation to the direction of transeription. By
such comparison we were able to add an extra buse
to the proposed consensus and we ulso noticed
certnin features at the central (nonpairing) region of
REP sequences. These resulls are presented in
Tables I, 11 and 111, Table I shows the bacterial
trunscriptiona! units in which REP sequences have
been found, The REP copy number, the orientation
witl: respect to the proximal gene, the distance from
the stop codon of this gene, and the distance between
REP sequences, are indicated, It is important to
notice that some of these REP sequences overlup
with proposed promoters, or are located ot the end
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Hama Sequence

ford
ot ke ] At md b et = C1 0 ] €t d =

bbbbbhb}bn:bb'b>ﬂ>>bh>>>>>_

-
oo dbon athinhoh

hisG
araBAD (2)
araDAD (3}

COOOAONOACaNONanA>FAIOND
PRy e e g gy T e
BPRBBOARORIROI IR RO
OEOOOONON-RDONOOnOAODON0
21511 1 Ll TRz Lo Lo T T YA T - T T Y 2 T Y B
nnnn-—q-annnnnnnnnnnnnnnnﬂn'
OEOACONNOONOROMAAONOANONO
OOO—Oa—-RRRO==NO=-D=-G=~4—00
OFOAOOOODOGDaOONRGAGDHON
>>>>>>>>>>b>>>>n>>>g>>>?
T e

(s.t)
{s.t.)

G 6 T S LT c
GTAGGCC GATAAG CG .Otodm. CG-CG CATC
T AL LA e A

~D OO

[T =1l R g ]
GAAOOOOEDNRAND oo00connoo

OFoOooOOEODOoO0D aoos. Doo>

[~ 4]

T ITCCGGC
[ TLLC6 AT
c .- “T:-CAGGC
c - . ‘TCAGGC -
o A TiCCGGC G
C - GCA o TCAGGCA
C : Civ ALY T'CCGGCA
T T RTA S GERG “T:CAGGCA
C . A 6:C [ C:~" CCG6GCA
T . .GAGT . GC LT.C: CAAC: GIGAA.
T LT BRS  R  I CATCAGGCA
C GGCA "GCGTCGE CATCAGGCG
T TT " ACGCCE "CATTCGGCA
T T. ACGCLG "CATCCGGCA
T T - ACGTECHE CATCCGGCA
T T "GCGLCG . CATCCOGGCA
C GAT A GTLG. CATC GGAA
c C6 €6 CATCAGGECT
T [ ACGCCG CATCCGACA
A A 6 CG CATCCGACAKA
T A A G CG CATCAGGCA
T TT ATGTCGC CATCCGGCA
AA GCOGC CATCCGGCA

Nucleatide sequences of the complementary consensus REP sequences and of the transeriptional upits shown in Table 1. The symbols

are o8 in Table (1,

of tRNA opcrons. Furthermore, we should like to
point oul that some of the new REP sequences
reported liere, are not complelely complementary.

‘This new scarch allowed us to identily 16 new
REP scquences, located in 9 transeriptional units
(Tables I1 and 1FI). The consensus REP sequence
presented in Table 11, is that proposed by Stern et al.
{1984), including an additional base (T) nt the 5°
end; the complementary consensus REP scquence
presented in Tuble 111, includes an addilional base
{A) localized at the 3 end. Figure 4 shows lwo alter-
native possibilities in which these REP sequences
can be structured.

Another inleresting point that emerged from this
scarch is the occurrence of REP-like sequences as
part of genes that encode siable RNASs (Table 1V).

\When analysing the DNA repions in the vicinity of
REP sequences, we noted that in the DNA region
located between the two REP sequences of the gy,
pisB and M1 RNA transcriptional units, the DINA

scquence 5'—-GCAAATTCAATATATTGCA~3',
is conserved. Furthermore, similar sequences are
found in gihdA and gliS and among olher tran-
scriptional units (not shown), Finally, we scarched
for this sequence in the GenBank database, and
found it in several places including the spacer region
between the 58 RNA and val \RNA of Bacillus
subrilis (Green and Vold, 1983).

DISCUSSION

Decletion of the two REP scquences in the S,
gyphimurium hisJ-P operon (Stern et al., 1984), and
one of similar sequences in the 3' end of the E, coli
mithA gene (this study), deercase the expression of the
upstream gene. In the case of the gdhd gene, the
decrense of the relalive GDH-specific activity is
independent of plasmid copy number {(not shown)
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Fig. 4. Stem and Toop struetures thas can be potentially furmed
within the REP consensus seguences. Struciures A and B, were
generated from consensus sequences prescated in Tubles 1] ond
111, respectively. Structure Cwas gencruted by poiring structures
A ond B. Now that the paired regions of A and I8 are idemlenl;
canserved sequences CUAC and GUAG, found ut the 3° end in
A nnd at the 5 end in B, und ulso the central bubble on cuch
structire, confer upan them directionality with respect o the
proximal gene. It s important o point ont that the REP copsen.
sus stquence proposed by Stern et al. (1984), is the suaie us the
REP consensus sequence in this figure (A and B), excepr that
there is an additional uridine at the 5* e of A nnd an additional
adenine at the 3° vd of B,

TABLE 1V

and of growth medium (Fig. 3). This cficet seems 10
be .independent of the sequences locoted downe
strenmn of the deleted REP sequence (sec pBBS vs,
pBB6; Fig. 3}

The detailed analysis of the GenBank datobase
his uflowed us to {nerense the number of reported
REP scquences from 35 to 531 and the number of
transcriptional units where these sequences are pres-
ent from 16 1o 25, More information was obtained
from this snulysis. The consensus REP sequence
was increased from 32 to 33 bp (Tables 1 and 1),
and we also found that, in the consensus REP
sequences, the loops have o restricted size, 0-4 or
0~6 bp. Another inleresting picce of information, is
that in 2 of the 9 new transcriptional units reported
in this work, in which REP has been located, these
types of sequence hive been found overlapping
repulatory regions, as in the cuse of dhid, where a
REP sequence overlups with the his/ promoter and
werD, where 0 REP sequence is located between the
=10 and the initial ATG of the coding sequence. It
is nlso interesting thut REP-like sequences have been
found in stpble RNA species, such as the 165 and
238 rRNA nnd also in the fle tRNA (Table IV).

Stern et al. (1984), have proposcd several possible
roles for REP sequences. One of them is that REP
sequences may simply have a passive role where the
two inverted sequences may serve as u block to
3 = 5' exonucleolytic activity at the mRNA level,
Alternatively, REP sequences may affecl gene ex-
pression by ahering mRNA stability by servingas o

REP-like sequences found as part of genes that code for stuble RNA molecules -

Hame Sequence

P L L L L L L T T Ty T e

. G -
_Gonsensus RTAGGLC G
8. subtlifs tAKA {le &
£. coli tRKEA {le G
E. colf 165 RNA G
E. €01t 235 RNA - G

) g L L CHA (24
g9t tcaAald)
CCatgal{2s)
CCtG 6 A (28]

ctyeca
gt

- e LD

At the right margin, in parentheses, are specified the numbers ofbages {in capital letters), out of 33, that ure lomaologous (o the consensus

REF sequence. Non homologous bases are inn lower-case fetlers.



substrate for specific endonuclease cleavage. They
arguc that this could be the case because such se-
quences had nol heen found in stable RNA specics,
Howcver, our results show that, at least in e tRNA
and supRE tRNA ranscriptional units (Table I),
REP scquences are present, and also that REP-like
sequences were detected in the 16S and 238 and in
the ife t(RNA (Table IV). We believe that the impor-
tance of inding REP scquences ol the end of LIRNA
operons, lies in the fact (hat, at least for g IRNA
and supBE IRNA operons, REP sequences could
not easily be involved or related to RNA stability.
Nevertheless, the finding of this REP and of REP-
like sequences in operons that encode stable RNAs
does nol rule oul the possibility that such sequences
andfor the sequence 5'=GCAAATTCAATATATT-
GCA-3', located between two REP sequences,
eould beinvolved in the processing of certain mRNA
melceules. This hypothesis is supported by the fact
that, at least for one case where this scquence has
been located (between the 58 RNA and vaf IRNA
fraom 8B, subiifis), it has been proposed that this
sequence is involved in the conformation of tn RNA
pracessing locus (Gegenheimer and Apirion, 1981).

There are other possible roles lor REI” sequences.
One ol them is that they are required to endow
specificity for protein binding (Stern ct al., 1984). Wc
have already indicated that, at least for gedhd, these
sequences could be structured as part of L IRNA-like
maolecule. This might suggest that the molecule could
be recognized by a tRNA-modifying-like enzyme,
Similar data have been published by Ames etal.
{1983), where a t(RNA-like structure has been found
ds part of the leader region of 8. pyphimurivm his
operon. As in the case of gdiiA, there is an imporuant
homology between fiis tIRNA and their tRNA-like
molecule. They have also proposcd that this tIRNA-
like structure might have a regulatory funclion.
Furthermore, tRNA-like scquences have been found
in several cukaryotic RNA viruses and they are
recopnized and aminoacylated by host cnzynies,
despite significant deviation from the consensus
tRNA structure (Haenni et al., 1982).

An interesting alternalive role for REP sequences
as specilic protein binding sitcs comes from the fact
that the REP-like sequences that have been found in
the 165 and 23S rRNAs (Table IV}, have alrendy
been involved In the binding of specific ribosomal
proteins. The REP-like sequence ol the 168 ribaso-

Gl

mal RNA interacts with the S7 protein (Prince ct al.,
1983; Noller, 1984); and in the ease of 23S riboso-
mal RN A, the REP-like sequence is part of a struc-
tural domain that interacts with L7, L10, L1, L12,
and EF-G proleins (Prince ct al., 1983). Therclore,
an interesting possible role for REP scquences [not
included among the several allernative Tunctions
proposed by Stern et al. {1984)], could be that these
nucleotide sequences do interact with specific pro-
teins, ot necessacily nucleases, but with protelns of
the gencral translation machinery of thie cell. This
would explain why they can be found not only in
mRNA molecules, but also in stable 168, 238 or
tRNA molecules. We would Iike to hypothesize that
by the interactions of these REP sequences with
specific modifying enzymes andfer specific riboso-
munl proteins, the rate of translation andfor degradn-
tion of certain mRNA molecules could be meodu-
lated.

Finally, an alternative role lfor REP sequences has
alrcudy been exposcd by Stern et al. (1984). They
have proposcd that REP sequences could be involv-
ed in chromosome structure and organization, pos-
sibly serving as a binding sile for specific proteins.
Such proteins may anchor the DNA or may scrve Lo
delincate structural or funclional domains. However,
this proposal could be structured in a different way:
it has been demonstrated that REP is part of those
IRNA tronscripts where this sequence has been
searched for, thus strongly sugpesting that the tran-
scription of this kind of sequence is important.

Woreel and Burgi (1972) have shown that the
forces which create and stabilize the folded bacterial
chromosome are due mainly to RNA-DNA inter-
actions, Therefore, it is possible that the tran-
seription of REP sequences in RNA could contribute
to these RNA=DNA interactions.
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Deletion of a repetitive extragenic palindromic (REP) sequence downstream from the structural gene
of Escherfchia coll glutamate dehydrogenase affects the stability of Its mRNA :
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A deletion that removes one repetitive extragenic p.:lmdromic‘st.qucncc downstream of the structural gene
of Escherichia coli glutnmnte dehiydropenanse, reduces twolold the half-life of gdhd mRNA.

INTRODUCTION

A novel Tenture of the E. ecoli und Salmonclla
typhinrien genomes is the presence of numerous
copies of the REP scquence (Higgins ctal,, 1982;
Stemn et al., 19845 Gilson et al., 1984; Becerril et al,,
1985; Newbury et al,, 1987). As for as it is known,
ull REP sequences arc in extragenic regions and

most of them are focnted at the 3° terminus of u -~

structurnl gene (Stern et al, 1984). This 35-bp

Correspandence to; T, Bolivar, Apde, Postal '510-3, Cuernavaca,
Muorelus C1, 62270 (México) Tel, (5273) 17:23.99, !

Abeeviytlons: by, base pair(s); pof&, gelactabinuse structural
Teen-y G plutumate dehiydregenase; gdhid, GDI structural
ko kb, 1000 bps w1, nucleotidels); ®, resistance; REP, repetis
tive extragenle palindromie scquence; SDS, sodlum dodecyl
sulfaie; ¥§C, 0,15 M NoCl, 0.015 M Nuy +citrate, pH 7.6; Tc,
tetacyeling [ ], designates plasmid-carricr stale,

scquence has a highly conserved dyad symmetry

which could permit the formation of a stem-and-loop

struclure in its corresponding RNA transcript. This

clement can occur singly or in juxitaposed copics

scparated by less then 25 bp; in this case, alternative

sccondary struclures could be formed (Higgins et al,,
1982).

‘The function of REP sequences is still not clear,
Since it is present in such a large number of copias
per chromosome and is highly conserved in se-
quence, the element could have an important
furiction for the cell ‘and several possible roles have
been proposed. The first one slates that REP
sequences tnity be involved in chromosome striclure
und organization (Stemn ct al,, 1984). The sccond
hypothesis supposes that the REP clement could
ploy a role in chromosomal rearrangements and
gencration of genetic diversity (Higgins et al,, 1982;
Stern et ul,, 1984; Gilson ct al,, 1984). As lhc third

UITE-1119/81/501.30 © 1987 Blaovier Sclence Pubtlshers BV, (Tlamedlcal Division)



alternative, it has been proposed (Hipgins ot al.,
1982; Stern et ul., 1984; Gilson et ul,, 1984; Plamunn
and Stauffer, 1985; Becerril et al,, 1985) and recently
demonstrated {Newbury cf al., 1987) that this cle-
ment may alsa be involved in the reguiation of gene
cxpression. Finally, Newbury ctal. (1987) have
proposed that REP scquences may be a prokaryotic
cquivalent of ‘sclfish’ repetitive DNA.

Concerning the third hypothesis, Higgins et al,
(1982) and Stern ct a). (1984) have suggesied that
REP scquences could affect gene cxpression by
nitering mRNA stability, acling as a barrier 1o
3' =+ 5 cxonucleolytic degradation of the mRNA
(Ldzeron ctal., 1976), a5 a consequence of their
sccondary (stem-and-loop) structure. Subsequently,
it hns been reported that the deletion of one (Beeerril
ctal., 1985) or two (Stemn etal., 1984) of these
dawnstrenm elements, or the insertion of different
seuences between them (Plamann and Staufler,
1985), reduces the expression of the upstream gene
praduct. In a recent paper, Newbury ol al. (1987)
linve demonstrated that this effect s mediated at the

level of mRNA stability, The RED clement seems 1o
siabilize, in a general fashion, the trunseripl upstream
from it. In a previous paper, our group reporied that
in E. colf, GDH gene expression is reduced almost
50%, when one of the two 3* REP sequences of the
gdhA gene is removed (Becerrl etal., 1985). To
determine whether this decrease is also mediated by
an alteration of the holf-life of gdhd MRNA, we
analyzed the mRNA stability of this transcript.

EXPERIMENTAL AND DISCUSSION

{(a) Plasmid constructions and mRNA characteriza-
tion

The plasmid pBBS5 was constructed by deletion of
a kb Surl-Srl DNA fragment from plasmid
PSAEA (Fig. 1), As seen in Fig, 2, the gdhd mRNA
transcripts obtained from both these plasmids are
approximately the same size {approx. 1600 nt). The

4 L] [ T
1 N 1 J wb

Fig. 1. Phyaical mops of lincarized plasmids pSAEA and pBBS carrying the jntact gdkA gens and flanking reglons, Plosmid pBBS was
construcied from plasinid pSAE4 by a deletion of o 1-kb Swl-Stul DNA fragment which includes the second REP sequence {open
lefiward arrows Boccrril ¢l al., 1985) The dashed lines fepresent the vector pDRIZ2 (Bolivar ct al.,, 1977; Balbas ct al., 1986), the sulid
lines the £, coll chromosomial insert and the thick bars indicate the location of the gdid and Tc™ genes. The hatched area indicates the
Stul-Stl deletion. The cxpanded ares contains the REP sequences and thelr orieniations, represented by arrows.
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Fig. 2. Determination ofthe halflife of gdhd mRNA. The glulamate auxctroph strain PAJ40 (Covarrubias et al., 1980), was \ransformed
ejther with plasmid pSAE4 (Sanchez-Fescadar i al., 1952; Valle et al,, 1983), which carrics the intact gdhd gene including the original
3*-Nanking region, or with pBBS (Becer! et al., 1985). In this plasmid the disral REP ¢lement was deleted from the sequence anking
the gdhd gene (Flg. 1), Transformants were grown io lale expanential phase in NN minimal medium (Covarrublas ctal., 1580)
supplemented with 15 M NH,CI a5 nitrogen source, and 11 mM glucose as carbon source, Afler the addiiion ef rifempicin (0.8 mp'ml),
toiz] RNA was isolsted (Young and Furano, 19%1) ot imervals {3 min), clectrophoresed on a 13 agarose-2.2 M fermaldehyde gel for
10h st 30 ¥ (Lehrach el al., 1977) and then transfecred overnight onto nitrocellulose membrancs (Southern, 1975). Prehybridization
wat performed at 42°C for 4 h in & buller comulning 5 x S5C, 50%, formamide, 1 mM EDTA, 10 mM Tris pH 8, 10 x Denhardr's
solution (Denhardt, 1966) and 150 pg/ml of call thymus DNA. A fragment of the pBE S5 plesmid, carrying the complete gdhd gone, was
nick-transiaied according 1o Rigby et al (1977) and uscd as a **P-labeled probe. Hybridization was carried out for 12 h a1 42°C using
the prehibridazavion buffer, mixcd with the probe. Then the fMliers were successively washed (twice for 20 min) withi2 % 55C,0.1%; SDS
at room temperature; 0.1 x 55C, 0,127 5DS at 48°C; and 0.1 x S5C a1 64*C. The exposure of filtors to x-ray fitms was done at =70*C
for 24 b using an intensifying screen (Swanstrom and Shank, 1978). To deteemine the position of the 235 and 165 rRNA, filters were
sinined with methylene blue. Lanes I~4 show gdhdt transcripts carrying only one REP sequence (from plasmid pRES) correspanding
100,3,6 and ¥ ki, cespeeiively,aler the additlon of fifampicin. Lanes $-8 show Lranseripts carrying two REP sequences {from plasmid
pSAE4) corresponding to the same tmes as abave. Halllives were detcrmined by densitometric apalysis of the autoradlogram and
scimiillation counting of the hybridization bands {1ce Table ! and Fig. 3).

winimum size for a transeript including the 63 nt of
the gdhA leader sequence (L. Riba, personal com-
munication} and the 1441 nt of the coding sequence
of this ecnzyme (Valle ct al.,, 1984), is 1504 nt. The

- similar size of the gd#d transcript from both plas-
1ids, supgests that the ends of the transcripts are
very neur the REP sequence.

(h) mRNA stability

The mRNA helf-life measurements demonstrate

that the gdhid mRNA carrying the two original REP
sequences is about 507, more stable than the gdhd
mRNA carrying only onc REP (Fig. 3). These results
are consistent with the levels of GDH activity
obtained for cach strain (Table I), These data sup-
port the hypothesis that REF sequences may aflect
gene expression by altering mRNA  stability, A
similar cifect on mRNA stability has been previously
demonstrated for several operons where iwo REP
scquences were added or removed (Newbury et-al,,
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1987), The present results demonstratg thal remov-
ing one of the two REP scquences at the 3’ end of
a pene is suflicient 1o reduce the stability of the

TABLE I
GDH specific activity and gdh4d mRNA halflife

Specific aclivity  gdhd mRNA hzlflife®

of GDH*

Host[plasmld)*

4 min (100%)

PAMO[pSAE4]  100%,
2 min {50%)

PA340[pBES) 529

* See Fig. L.

® To measure the GDH enzyme activiy, 5-ml cultures of strain
PA340 contalning plasmids pSAE4 or pBB5 were grown to lale
exponential phasc in NN medium supplemented with 15 mM
NH,Cland 11 mM glucose, and GDH was assoyed as described
by Covarrublas ot al. (1980} Absolute values of GDH-specilic
setivity were found to vary siightly lrom day (o doy. However, the
relative valucs for the two plasmids assayed In the same exper.
ment were constant. Therefore, the values are prédsented in %
rather than in absolulc lerms,

* See legends to Figs. 2 and 3.
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_Fig. 3. Degradation kinotics of gdhd mRNA. mRNA hall-lives
_were calculated {rom least-squarcs-filted plats of the logasithmic

' value of the bands’ inlensity againm time, by both densiiomerric
scanhing of the x.pay film and scintillation counting of the
hybridization bands shown in Fig. 2. The amounts of hybldizated
probes aye cxpresscd in relutive tenns, Half-lives were graphl-
cally calculnted (doshed lines), and opproximately correapond 10
0 = & min for the PA340[pSAEA] gdhd mRNA and 1, = 2 min
for the PA340{pBB5] gdhd transcripl. The data shown [n this
figure have been obtalned rom the averaged valuer of threo
independent cxperiments, Standard deviatons arc rop d
by vertical lnes.

corresponding transcript, Stern et al. (1984) have
demonstrated that inscriion of a single copy of the
REP sequence causes a reduction in galnctokinase
activity when it is upstream from the gafK gene. We
believe that this effect is not necessarily related 1o the
mRNA stabilization cifect observed wien REDP se-
quences are placed downstream from a gene.

1t is known that hairpin structures located cither
atthe ¥ or 5' end of various genes can stabitize their
RMNA transcripts (Lozeron et ol., 1976; Guameros
ct a},," 1982 Schmeissner ¢t al., 1984; Hayashi and
Hayashi, 1985; Mou ¢t al,, 1985; Wong and Chang,
1986; Belusco et ul, 1985; Gorski ctal., 1985).
However, none of these sequences seem 10 possess
such a lurge or highly conserved palindromic se-
quence as the REP clement. It has also been reported
that mutagenesis on the flanking regions of certain

GEN 02128/4
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" genes may ¢ouse o modification in mRNA stability

(George and Melton, 1986). With all these evidences,
we tend o agree with Stern et al, (1984), Plumann
“and Staufler (1985) and Newbury ct al, (1987) int lht.‘
proposition that the REP cffect swability on mRNA
may not be the primary funciion of this ciement.
However, in cflnnin situations this propeny of REP
sequences could have been selected by the organism
10 serve a physiological function.
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A novel foature of the Escherichia coli and Salmonella typhimurium
penones 1s the presence of a highly consexved extragenic palindromic (REP)
saquence, found in more than 25% of the operons where it has been searched
for. The main features of the REP sequences have been previously described
(L, 2, 3, 4, 5, 6). In order to perform an updated compilation of the REP
sequences, we searched for the most conserved segment of this elenent
(5'~CTTATCAGGCCTAC-3') and its complementary nucleotide sequence on the
GenBank data base (release 44.0). We found 21 new REP sequences in 11
different operona. These data increase the number of reported REP sequences
to 83.
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Figure 1. Location of REP sequences. The position of each REP sequence
with respect to the upstream proximal gene is represented by an arrow (not
to scale) which direction indicates the orientation of such sequence. All
the gequences are from Escherichla coli, except those from Salmonella
typhimurium that marked with (St).

& This REP sequence overlaps the proposed promoter for hisJ.

b A deletion that removes the second REP sequence downstream of the
structural gene, reduces twofold the GDH-specific activity (4), due to a
decrease of the gdhA mRNA half-life (6).

¢ Tha intercistronic glnA-glnL reglons from Escherichia coli, Salmonella
typhimurfum and Klebsiella pneumoniae are highly homelogeus among them,
nevertheless, only the intercistronic region from Escherichia zoli

. carries REP sedquences (5,8,9).

. 4@ The first REP sequence is located at 51 bp from the end of the gln tRNA
operon,

e An insertion of Mu cts phage between the glyA translatlon stop codon and
the REP sequences, reduces the serine hydroxymethyltransferase activicy
to 30% of the normal value (ll).

£ A deletion that removes the two REP gequences from the intergenic

hisJ-hisQ region, reduces the level of the hisJ preduct by about 50% (2)

due to a destabilization effect at the mRNA level (5).

Only the first half of the second REP sequence has been reported.

Escherichia coli DNA region localized 3,3 kb downstream of the lach

gene (22).

i Despite sequence conservation between the metJ genes from Escherichia
coll and Salmonella typhimurium, there are not REP sequences downstream
the mett gene from §. typhimurium (5,14,23),

jJ It has not been established whether a small polypeptide is encoded by
the region between REP gequences and MIRNA.

k The reported sequence ends at the second half of the REP sequence {24).

1 Deletion of the REP sequences upstream the structural gene, plays nec role
in cthe expression of purF (17).

m Despite sequence conservation between the rpoD genes from Eacherichin
coll and Salmonella typhimurium, there is only one REP sequence
downstream the rpoP gene from the first organism (5,18).

n In thig case, the distance was considered from the end of the spot42,
There is an unidentified gene reading towards spot42, localized 20 pb
from REP sequences.

o There is an open reading frame (ORF127) in opposite orientation of the
threonine operon. The stop codon of this putative gene is located 12 pb
from the first REP sequence.

p REP sequences localized at the 3" end of the tyr tRNA operon.

q The first REP sequence is located between the Pribnow box and the
initiation ATG codon of the uvrD coding region.

=N

¢ This column indicates the references where a palindromic sequence

has been reported 2s REP element or shares homolegy with it. Al the
nuclaotide saquences are from GenBank data base (release 44.0) except
hiaG, sueB, and sdhA (2) and mecJ (14).

Separation distances are indicated in base pairs.

REP sequences found in this study.

REP sequences” that have been described but not previously compiled,
The function of the gene product has not been ildentified,
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All the sequences
The numbers in
with

ffer in no more than ten errors

(mismatch, deletionof insertion) with respect to the consensus and
The bases which match the

are indicated in capital letters.

sequences.
perentheses indicate the relative position of the REP mequences

Homology between REP
included in the present compilation di

Figure 2.
respact to the upstream proximal gene (see Fig. l). The nomenclature

are grouped according to thelr orilentation.
is as in Fig. L.

consenaus saquence
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The ribonucleoside diphosphate reductase (nrdA) gene of Escherichia coldi
carries a Repetitive Extragenic Palindromic (REP) sequence in its 3!

gtructural terminus.

Enrique Merino and Francisco Bolivar®

Centro de Investigacién sobre Ingenicrifa Genética y Blotecnologla
Universidad Nacional Autonoms de México. Cuernavaca, Morelos, México

*To whom correspondence and reprint requests should be addressed at Apdo.
Postal 510-3, Cuernavaca, Horelos GC.P. 62270 (México).



The presence of A repetitive extragenic palindromic (REP) sequence
in the Egcherichia coli and Salmonella typhimurium genomes has been
recently reported (1, 2, 3). The main features of this element, also
called PU palidromic unit, have been previously described (1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9). One of them is that all coples, sc far identified, are located
in extragenic, nontranslated regions. We present here the first example of
a REP sequence localized within a structural gene: the ribonucleeoside
diphosphate reductase nrdA gene of E. eoli K-12, which is part of the

nrdAB operon.

5793 T pndAL . LK R LI P OV R LG Laond ” 5073
TGC , BOAT. cm..tumﬂmcﬂ.wncuuclcwg. gumammumunmc YECLGCCTECOATCA ccgqg
WA wAkk & REAXERARARER Y nnn-nlnnnn »

mcmmmamucmnmos..mcugc:qun:nmmummcmammm CaGOATCCOGCTaaaATCECTTATECGECE T
5933

5874
Figure'legcnd. The DNA nucleotlde sequence corresponding to the 3' terminus
of the nrdA gene has been aligned in order to show a putative duplicated
DNA region, previously reported by Carlson et al. as direct repeat
sequences (10). Asteriks indiecate identical bases in the alignment. Arrows
represent thie pogition and orientation of the REP elements found in this
study. Bases that match the REP’ ‘consensus (2, 3, 4) are in capital letters,
I'he amino acid sequence of the COOH-terminal region of the nrdA ancoded
protedn is indicated above its corresponding nucleotide sequence. The
numeration was toiten from Carlson et al (10).

Carlseon ¢t al. (10) have recently reported the nucleotide sequence of
the nrdA gene an its 3' flanking region (Figure). They reported the
prLacnce of three directed repeat segquences at the 3' end of this gene., A
computer search for REP sequences made in the present study, let us to
identlfy Five REP sequences in thds DNA region (Figure). This is the only

genn, thug far deseribed, that carries five REP copiles at its 3' terminal

regylon,

1t ius noteworth that the first REP sequence is located inside the
atraerural nrdA gene (Figure). This REP element exhibita less similarity to
Lh REP consensus sequence (2, 3, 4), than any of the other four REP -
suquences locallzed cuteide the structural gene. This divergence might be
due to a selective preasure in order to keep the functionality of the nrdA
codad protein.



An additional interestring feature is that usually not conserved inter
REP DNA sequences, as well as the "loop" forming regilons of these REP
sequences, are highly censerved in this casge, Newbury et al. (6) have
propoged that REP scquences became spread throughout the genome by a
"selfish" process, possibly RNA-mediated gene converslon. However, the data
presented in this paper suggest that at least for the nrdA gene this is not
the case, where a possible duplication of its 3' terminus region,
apparcntly gencerated two REP scequences.
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