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En la actualidad, gracias a esta metodologia se ha podido 

determinar la secuencia nucleotídica 

virus y de un g1~an porcentage de 

del genoma de diferentes 

aleunos microrganismos. El 

análisis de dichas secuencias mediante programas de computadora, 

asi como experimentos de reasociaci6n de moléculas de DNA, han 

revelado que los organismos en general poseen secuencias únicas , 

constituyendo una parte importante del genoma (10, 11. 14). Sin 

embargo, los organismos eucariotes poseen un porcentaje elevado 

de su genoma como regiones de DNA que se repiten muchas veces. 

Por otro lado, dicha rei teraci6n del material genético, no h."a 

sido observada en organismos procariotes, cuya tendencia general 

en este aspecto es la de poseer un genoma de menor tamaf'io carente 

de secuencias altamente repetidas (14). 

1.2 Características de la secuencia REP 

A pesar de la tendencia general del genoma procarionte de no 

poseer secuencias altamente reiteradas. estudios recientes de los 

gen.:.rnns de Escherichia coli y Salmonella typhimurium ( 34, 74, 25. 

o'.·,> !1 ... 111 revelado la existencia de una secuencia palindrórnica 

excr.;i· .. -: i -.r .. 1lmente reiterada. Esta 

unJ.1. .. 1 palindrómica PU (25) o 

E:-:tr ··,::nic Palindromic sequence) 

secuencia se le ha denominado 

secuencia REP CRePetitive 

(74, 4), atendiendo al hecho de 

hab-.=r sido localizada exclusivamente en regiones extragénicas. 

Las características más importantes de estas secuencias, que son 

descrit~s en los articules que se anexan a la presente tesis. se 

mencionan continuación: 

- su longitud aproximada es de 35 pares de bases. 
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Aún Y cuando se han realizado diversas l:ittsquo.:I..:..'... .~on 

programas de computadora en bancos de datos de ácidos nucléicos, 

s910 ha sido posible encontrar secuencias REP en los ge11011i.;1s de 

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

- se encuentran al tarnente conservadas ya que difieren 1.1nas de 

otras en tan sólo unos cuantos pares de bases. 

III de Becerril et al., 1985). 

(ver tablas II y 

Se encuentran altamente reiteradas; se calcula que existan 

aproximadamente 500 copias de esta secuencia por genom8 (74) 

Están presentes en diferentes tipos de operones entre los 

cuales se encuentran catabólicos (~), biosintéticos (hi.§Q), de 

transporte CbisJ), 

(74) . 

respiratorios (ndhA), y regulatorios (trpR) 

. ''· - La orientación, posición y distribución de estas secuencias, 

parece no obedecer a ninguna regla conocida. 

En todos los genes que poseen secuencias REP en donde el 

término de la transcripción es conocido, éstas se encuentran 

formando parte del transcrito. 

Debido a su propiedad de palindromia, las secuenci<os REP 

poseen una alta capacidad para formar estructuras secL1nd.si : -'~ de 

tallo-asa (ver Fig 4. Becerril et al., 1985). Al pAt• • ·1· la 

palindromia es una propiedad importante en estas secu-:-ra. t... Asi 

lo indica el hecho de que a pesar de la aparente fle:-<ibi tic!-~, '!:n 

seis de las posiciones del consenso de esta secuencia, la 

capacidad del apareamiento de bases es mantenida (v1;-r tablas II y 

III de Becerril et al,, 1985 y Fig. 1 de Merino y Bolivar, 

19S7c),. Aón más, puede también observarse que cuando una de las 
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bases del primer brazo del palíndrome difiere del consenso, la 

base correspondiente en el segundo brazo también difiere; de tal. 

forma que su apareamiento sea posible (74), 

- Las secuencias REP existen en mono o multicopias ady¿u..::·~n tes,· 

en cuyo caso, estructuras secundarias al terna ti vas l:.U~:..d•~n_ -·ser 

formadas en los transcritos que las porten. 

de Becerril et al., 1985). 

(ver Fig. l"\.'éig/¡ 

Todas las secuencias REP hasta ahora reportadas son 

extragénicas (con excepcici6n de una secuencia REP ubicada en el 

gene estructural de la enzima ribonucle6sido difo~f ato reductasa 

CnrdA) de Escherichia coli, encontrada en el i"'lrr;:sente estudio. 

Ver Merino y Bolivar, 1987b y el capítulo V de esta tesis). 

En la mayoria de los casos, las secuencias REP estan 

ubicadas en la región 3' terminal del gene. 

cuando las secuencias REP se encuentran en regiones 

intercistrónicas ·de transcritos policistrónicos, la actividad 

especifica del producto peptídico de los genes que se encuentran 

antes de esta secuencia, es mayor respecto al producto génico de . 
·los cistrones ubicados despúes de la misma (74, 27, 28). 

- Deleciones de estas secuencias del extremo terminal 3' de un 

originan un decremento en su actividad especifica de gene, 

aproximadamente un 50?. (74, 4), 
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II ANTECEDENTES Y OBJETIVOS 

ANTECEDENTES: 

2.1 ~Qª!R1~§_fYn2!2n~~-ºg_1~-ª~2Y~n2!ª_HEf 

Actualmente no se conoce con certeza la posible función o 

funciones de la secuencia REP en el genoma procariote. No 

obstante. el al to grado de similitud entre él las, asi como el 

hecho de encontrarlas en tan alto número de copias, ha permitido 

pensar que este elemento pueda tener una func16n(es) celular(es) 

importante(s). Con el objeto de entender. dicha(s) función(es), se 

han formulado diversas hipótesis. A continuanción se mencionan 

algunas de éllas: 

~.1.1 BggyJ~~!én_Q~-1~-~~prg§!~D-~~n!gª 

Se ha propuesto que las secuencias REP pueden ser 11,, nuevo 

elemento de rea:ulaci6n considerando que alteran la concl.::; 1 ;. i'BCi6n 

del producto final de algunos genes que se encuentr.~11 en su 

vecindad (74, 4). se ha pensado que la capacidad de lZt se•:•i·;;oncia 

REP para formar estructuras secundarias estables, le permita 

alterar la estabilidad de los transcritos en los que se 

8ncuentra 1 al Eormar un bloque que impediria porci~lmente la 

degradación (en sentido 3'--->5') por algunas exonucleasas. Este 

planteamiento podria explicar el porque los elementos ~EP 

presentes en mRNA monocistrónicos se encuentran generalmente en 

el extremo terminal 3'. Los resultados de mapeo de protección del 

trancrito policistr6nico del operón de transporte de histidina en 

§ª!ffiQD§!!ª ~2~h!mYr!Ym. contra la acción de degradación de 



nucleasa Sl, apoyan la anterior hipótesis, ya que aproximadamente 

un 30~ de estos transcritos terminan en el extremo 3' de su 

segunda secuencia REP C74). 

Stern et al. , (1984) han propuesto que las secuencias REP 

pudieran tener un papel opuesto al de estabilizar al mRNA. 

Basados en el hecho de no haber encontrado secuencias REP en 

transcritos estables, han sugerido que REP puede dismJ.-,uir la 

estabilidad de los transcritos de los que forma parte, Jl ser 

sustrato de endonucleasas especificas (i.e. RNAs~r.l.L}. Sin 

embargo es conveniente aclarar que la bó.squeda por ~vmpu 1.c:icJora 

realizada en nuestro laboratorio en bancos de datos de secuencia::: 

nucleotidicas, ha permitido encotrar secuencias RE? en unidades 

transcripcionales estables, como lo son las del tyr-tRNA y supBE. 

~os resultados de dicha bó.squeda también han revelado que existen 

secuencias similares a REP (tipo-REP) formando parte de genes que 

codifican para las moléculas estables ile-tRNA de ~~~iJ!Y~ 

~H~~!~~~~ Y ~~Qh~~!9h!ª QQ~!, asi como los rRNA 165 Y 235 de 

~~Qh~~!gh!ª ~Q!! (Fig. 2 de Becerril et al., 1985). 

Higgins et al. (1982), han observado que cuando REP se 

encuentra en unidades transcripcionales policistr6nicas, la 

concentración del producto de los genes que se traducen después 

de esta secuencia, es.menor con relación a la de los que lo hacen 

antes de la misma. Lo anterior ha permitido pensar que REP 

pudiera orisinar tal diferencia al servir como un terminador 

parcial de la transcripción. Sin embargo, experimentos !D ~!~~Q 
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realizados con el oper6n de transporte de histidina en 2'-ª.lE!~D.§'11.§ 

:!:.~E!h!mY.!:!Ym, indican que no existe pausa o término de la 

transcripción en las secuencias REP (74). 

Nuestro grupo ha descrito que los 120 primeros nucleótidos a 

partir del codón de terminación del mRNA del gene gQb8, que 

incluyen a dos secuencias REP, pueden formar una estructura 

secundaria parecida a la del glu-tRNA (Becerril • et al. , 1985 l . 

Esta similitud permite suponer que dicha estructura pudiera ser 

reconocida por un tipo de proteina modificadora, tales como las 

que actúan sobre los tRNA, que alterara la tasa de traducción de 

sus correspondientes mRNAs. Existen datos que indican que la 

posible regulación del producto Final de genes cuyos tl'ansc,ritol'J 

tienen la capacidad de adoptar estructuras similares a las de 

~RNA, no es exclusiva del gene g~b8· Ames et al. ( 1) , han 

reportado que la regi6n lider del oper6n de histidina en 

§a!m2n§!!a ~~ehimY~iYm puede adoptar una estructura similar a la 

de su correspondiente tRNA, y han sugerido que dicha estructura 

pudiera estar involucrada· en la modulación de la transcripción de 

este oper6n, favoreciendo o impidiendo la estructura de 

atenuación del lider. Observaciones similaires han sido rep•:•rtados 

por Rufus y 3ulius (69) en el operón !!YQMgQ8 de ~§9~~~iQbi~ 

s2!!, §!!mgn~J:.!! !!!2t!!!!l!!!:~!:!!!!• Y ~!~!;?~!~!!~ ~~!:g&§!H~§, en donde la 

región lider del oper6n posee una similitud con la secu..;;ncta del 

Leu-tRNA. Paralelamente, estudios realizados por Haenni '"t al. 

(32), indican que el RNA de algunos virus, poseen secuencias 

.parecidas a las de los tRNAs que pudieran ser reconocidas y 

aminoacetiladas por enzimas de su hospedero. 
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lll hecho de que los rRNAs estén relacionados con la unión de 

proteinas ribosomales (62) y que las secuencias REP o tipo-REP se 

encuentren presentes. no sólo en moléculas de mRNA, si no también 

en moléculas de rRNA y tRNA, permite pensar que las secuencias 

REP pudieran interactuar con proteinas involucradas en los 

eventos de traducción (4). 

2.1.2 B§~rr~s!g§_~rºmºªºm2!~§-~_gi~~r~~QAQ_s~n!E~ 
Se ha pensado que, dada la gran similitid que poseen las 

secuencias REP entre si, éstas pudieran ser si ti os de 

recombinaci6n de rearreglos cromosomales, aumentando con éllo la 

posibilidad de generar diversidad en el genoma (34 1 74, 25). La 

única evidencia en tavor de esta hipótesis, es que ü) 1_.1:-:rmino 

del rearreglo cromosomal que incluye al oper6n biosint~tlco de 

'histidina en §.!!!!!!QI!~.lJ,J! j;;{l?.!!!!!!!!:t!!!!!!• esté ubicado ·~n l• 1·egi6n 

intercistr6nica .!!!~Q-.!!!~Q. 

REP (74), 

en donde se encuentra uno. neo.,;ttencia 

una posible alternativa de la función de las secuencia~ 

REP, es la de intervenir en la estructuración Y organización del 

genoma procarionte. Stern et al. (1994), han sugerido que las 

secuencias REP pudieran servir como sitio de unión de proteinas 

especificas que permitan anclar al cromosoma, o bien, delinearlo 

en dominios funcionales. Basados en que las tuerzas que permiten 

al cromosoma bacteriano poseer una estructura compacta son 

fundamentalmente interacciones ONA-RNA (62), estos autores ha~ 
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propuesto que la forma transcrita de REP pudiera contribuir a tal . 
interacción, hipótesis que es congruente con el dato experimental 

de que siempre se ha encontrado a REP formando parte de unidades 

transcripcionales. Recientemente, experimentos de prot~c .1 ón en 

contra de la acción de degradación de la exonucleasa lll. han 

proporcionado las primeras evidencias en favor de esta hip<'itesis, 

al demostrar que las secuencias REP son sitio de unión J1..:: r::1 J gunas 

proteinas asociadas al cromoide (26). 

2.1.4. QN~-~gg!~Sª-~D-~1-8ªD9IDª-QªºSªr!ªD2 

Finalmente, durante el desarrollo de esta tesis, Newbury et 

al. (59), han propuesto que las eecuencias REF no poseen ningt'ln 

papel celulor importante y que se han dispersado en el cromosoma 

mediante un fenómeno de convesrión génica mediado por mRNA. La 

¡>nterior hipótesis esté basa1da en dos diferentes tipos de 

evidencias. .La primera se refiere al hecho de no haber sido 

posible encontrar claramente alcuna función a las secuencias REP. 

La segunda evidencia esta basada en que la secuencia REP de 

algunos operones de 

operones homólocos de §§!ID2D~!1§ S~En~mYr4Ym, y viceversa. 

con el objeto de.entender el posible papel de lae secuencias 

REP en la estabilidad del mRNA Cver la sección 2.1.1 del capitulo 

II), a continuación se mencionan 

relacionados con dicho fenómeno. 

- 9 -
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Las propiedades básicas de la cinética de degradación de 

mRNA en bacterias fueron originalmente descritas por Kepes y 

colaboradores. Existen dos caracteristicas que pueden observars~ 

en este proceso de degradación: La primera se refiere a la 

pérdida de masa del mRNA que puede ser medida por el decremento 

del número de transcritos durante un intervalo determinado de 

tiempo. La segunda caracteristica es la pérdida de función o 

pérdida de capacidad del mRNA para dirigir la biosintesis de 

proteínas. Tanto la degradación de masa como la pérdida de 

función del mRNA, se caracterizan por seguir cinéticas de tipo 

exponencial (44 1 4&, 45, 35) . 

Se ha observado que la vida media de los transcritos de 

orcanismos eucariotes es relativamente larga respecto al tiempo 

de eu división celular, a diferencia de las vidas medias de los 

transcritos de los organismos procariotes1 que suelen ser 

significativamente menores (revisado en 49). Una consecuencia de 

la répida tasa de degradación del mRNA en organismos procariotes 

es que una gran porción de sus transcritos se encu1..:11 Lra en 

proceso de decaimiento. Asi por ejemplo, Kennell y Ric::1;121n han 

reportado que en cualquier momento, cerca de la miLud de los 

transcritos de beta-Galactosidasa en ~§.gh~r!gh!ª- c:~li se 

encuentran en proceso de degradación (42). 

En E.§Q!l~!:!Qh!~ .. QQ!.i, cada transcrito decae con una tasa 

especifica que puede variar desde 30 seg hasta 8 mina 37°C (8), 

40 seg a 20 mina 3o•c (61) y 6.5 min a 40 mina 1s•c (41). En 

la actualidad no se cuenta con ningún modelo que permita entender 

con claridad el fenómeno de degradación del mRNA que pueda 
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explicar las causas de tales diferencias. Algunos de los aspectos 

relevantes a este fenómeno que se han podido determinar, son los 

siguientes: 

- La tasa de degradación de un transcrito es independiente de su 

longitud (8). 

- La tasa de degradación de un mensajero no está relacionada con 

su posición en un 

- En general, la 

transcrito policistrónico (revisado 

vida mediaJ~os transcritos de fagos 

en 

es 

49). 

superior 

a la del mRNA de la bacteria hospedera, sin embargo es f 1" .•. uente 

que dichos transcritos puedan ser inactivados antes que .,1. mRNA 

sea totalmente degradado (revisado en 49). 

En general, mutaciones sin sentido en la región 5' tu1-minal 

de un un gene, originan un aumento en 1a tasa de degradación de sus 

transcritos correspondientes. Antibióticos que bloquean la 

~raducción tales como el cloramfenicol o el écido fusídico, 

comúnmente tienden a estabilizar al mRNA. Lo anteriormente 

expuesto sugiere que la res16n 5' del mRNA asociada a ribosomas, 

puede ser protecida de la degradación. De acuerdo a esta 

hipótesis, los transcritos con altas tasas de inicio de 

traducción son mas estables (revisado en 49). 

Actualmente no se ha determinado con exactitud las rutas de 

degradación del mRNA. Estas ~seri 
De un extremo d~l mRNA al otro, mediante la degradación 

exonucleolitica en sentido 3'-->5' o S'--)3'. 

Degradación endonucleolitica en cualquier sitio o en sitios 

especiíicos del transcrito. 

- cualquier combinación de los puntos anteriores. 
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2 • 3 1;'.'2!J<;:_'21II!'.l,!Q.Il!!'.9.L\1'2_!§._!l!l!I9.!!!9.I!LQ'2!!.!:!!Q!:Qíl'2!]é!/.9._Qs; 

g~~h@~!gh!ª gQl! ~=!g 

Trabajos realizados en el proyecto de investigación "Genes 

de:J Metabolismo Nitrogenado en g§~bac!9.tlif3. 9.!2J..! K-12 11 que ae 

111..:'-''""t a cabo en el laboratorio del Dr. Francisco Bolivar Zapata 

en el Centro de Investigación sobre Ineenieria Genética y 

Biotecnologia, UNAM, han detectado la presencia de dos secuencias 

REP en el ex~remo terminal 3' del eene estructural de la 

glutamato deshidrogenasa (&SbA>· Se ha determinado que delaciones 

de una de estas secuencias origina una disminución de la 

actividad especifica de la enzima GDH en aproximadamente un 50X 

(74). Al momento de iniciar el presente trabajo (octubre de 

1985)' no se conocia con exactitud la etapa en que se realizaba 

esta posible regulación. 

OBJETIVOS 

El presente proyecto de maestria tuvo como objetivo estudiar 

la(s) posible(s) funcion(es) de las secuencias REP en el 

cromosoma bacteriano, asi como el posible papel que tienen en la 

regulación diferencial de los genes en los que se encuentran, 

tomando com~ modelo de trabajo al gene estructural da glutamato 

deshidrogenasa (gQhA> de ~~~b~~!9b!ª 92!1 K-12 Y sus regiones 

aleda~as. cuyas características més importantes son las 

sj ?.Uicn tes: 

Posee dos secuencias REP en direcciones opuestas en su 

ex L 1·•::1110 terminal 3'. (4) . 
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La enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) ocupa un papel 

central en el metabolismo celular, ya que Permite la 

interconvers16n de alfa-cetoglÚtarato (que genera equivalentes 

reductores en el ciclo de Krebs) Y glutamato (que es donador 

primario de grupos amino para la síntesis de aminoácidos por 

transaminaci6n). Esta interconversi6n es un punto de cruce en el 

metabolismo nitrogenado y del carbono. 

El gene es;1truetural y regiones 

'clonados en un vehiculo molecular (19). 

que ¡_,flanquean, están 

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 expresión del gene. (80, 78). 

- La actividad de la enzima ODH puede ser medida con facilidad 

mediante la determinación de la tasa de oxidación de Nl\!)F·'H+. en 

.una mezcla de reacción que contiene alf'a-cetoglutara l,., ~: NH4 ... 

( 19). 

- La actividad específica del producto del gene ~9.bf\ d.ism.f.nuye 

en aproximadamente un SO~ cuando la segunda de sus secuGincl.as REP 

es eliminada su extremo terminal 3' (4). 
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III. HATBRIALBS Y HBTODOS: 

La mayor parte de 1os materiales y métodos empleados en el 

presente estudio, son descritos en las pub1icaciones que se 

anexan en el apéndice II. Estas comprenden: 

MATERIALES: 

- g~e~~-~-~~~~m!ge~: 

Descritos en la sección "MATERIALS ANO METl-IODS" inciso 

ºStrains and plasmids" del articulo de Becerril, et aJ.., 1985 y 

Sección "'EXPERIMENTAL ANO DISCUSSION" inciso "Construction and· 

mRNA characterization", de Merino et al., 19B7a. 

- tl~g!g~-g~_QY!~!YQ• 

Descritos en la Fig, 3 de Becerril, et al., 1985 y ~·ig. 2 de 

~erino, et al., 1997a. 

- §Qf:!:!1!!!:~: 

a) ª~D29•-9~_Q§~2~-g~_Ag!QQ§_DYE!~i9Q§: 

OenBank, versiones septiembre de 1984 y agosto de 1986. 

b> fr2S!:!!!~-g~-~2meY~~gg~~= 

Con el objeto de realizar el estudio teórico de las 

secuencias REP asi como el de otras secuencias altamente 

repetidas en el ge~oma bacteriano, fueron desarrollados los 

procramas de computadora "Localiza.REPs", "Elimina.redundancia", 

"Bó.squeda.Hash" y "Localiza.cadenas" cuyos listados se anexan en 

el apendice I. 
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- Mª!:Q!:!ª!:~ 

Computadora Burroughs 87800, 

Computadora Vax 11/780. 

Microcomputadora IBM Pe. 

METODOS: 

- I~ªn~~2~mª~!~rr= 

Las cepas de E§Sh~r!~h!ª ~QJ! utilizadas en e1 estudio, 

fueron transformadas según e1 método de echen et al. (17), que 

básicamente consiste en la permeabilización de la membrana por el 

tratamiento con CaCl 30mM, seguido de un choque térmico a 42ºc. 

- Q~t§tm!~§~!én_~§_!~-!~t!~!~!g_g§_!!-~n~!m!_2ºH: 

La actividad de la enzima GDH se cuantificó a partir de la 

tasa de oxidaei6n de NADPH se~ún la técnica reportada por 

covarrubias et al. (19). 

- Q~!§rmiDA9ién_g§_l§_~anZi9§9_g~_er2z~ina= 

La concentraci6n de proteina en el medio fué dete1·minada 

utilizando el colorante azul brillante de Coomassie 1"J --:~!50, de 

acuerdo al método descrito por Bradford (13). 

- E~~i(!2ª2!én_g~-ºlia_2~_e!~~m!92• 

El método utilizado para la purificación 

volúmenes crandes (comunmente mayores a 250 ml), 

lisis alcalina descrito por Maniatis et 
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amplificación del número de copias del plásmido se realizó en la 

fase logaritmica del cultivo mediante la adición del antibiótico 

bacterioestático cloranfenicol (16). 

- M!2rg~D§~~Q_Q~_QNA_Q~_EJª§ID!Qg: 

La obtención de D~A de plásmido de volumenes pequeños de 

cultivo (aproximadamente 3 ml), fué realizada por el método de la 

lisis alcalina descrito por Rodriguez y Tait (68). 

- gyªn!![!~ª~!én_Q~l-nYm~tQ_Q~_E!~2m!QQ§: 

Con el objeto de ajustar proporcionalmente los valores de las 

actividades de lei enzima GDH al número de copias de los ¡;.J ~·lHmidos 

pSAE4 y pBBS en las cepas transformadas, se tomaron all..:u•:•tas de 

dichas cepas que contuvieran el mismo número 

rosteriormente. las alicuotas fueron mezcladas, y de ~Jlas se 

obtuvo simultaneamente el DNA de ambos plásmidos. Dependiendo de 

-su tamano, los plésmidos fueron separados electro.foréticamente 

en un gel de aearosa al 1,;, El barrido dt:nsitométrico del 

negativo ·~de la f'otograf'ía del gel permitió calcular la canti.dr)d 

relativa del número de copias de un plásmido respecto al otro. 
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- f~~!f!g~g!én_g~!_B~~-tQt~!: 

Para extraer el RNA total de las cepas transformadas con los 

plásmidos pSAE4 y pBB5 se utilizó el método propuesto Por ·roung y· 

Furano (83), que consiste escencialmente en la degr..:idaci6-n 

específica de DNA mediante la utilización de DNAs.> libre de 

RNAsa. 

- gyªn!!f!gªg!én_º~-ª~~· 

La cantidad de RNA obtenida en la extracción fué determinada 

·a partir de las lecturas a 260 y 280 nm de acuerdo a lo reportado 

por Man1at1s et al. (53). La integridad del RNA fué verificada en 

geles desnaturalizantes de acrilamida 5% urea e M, tenidos con 

Bromuro de Etidio y observados en un transiluminador de luz 

ultravioleta (65). 

- E!~~~r2f2r~!!!_g~_BN~-~n_s~!~§_Q~-ªªªr2§ªLf2rmª!Q~biQ2: 

Con el objeto de separar el RNA total en base a su tamano, 

las muestras de RNA fueron desnaturalizadas· en una solución 2.2 M 

de formaldehido, so~ de formamida, 0.010 M NaiHPO~, 0.002 Na HPO~ 

a una temperatura de eo ºe durante s min. Posteriormente, 

colocadas en un gel de 1~ agarosa 2.2 M formaldehido y 

sometidas a un campo electroforético de 30 v durante 10 hrs de 

acuerdo a lo reportado por Lehrach et al. (48). 
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- tlª~~ªgº-~ªQ!Qª~~!YQ_QE_!~-~QUQ2_QE_Q~ft1 

El marcado radioactivo de la sonda de DNA C !"rag1uento del 

plásmido PBBS que incluyGi al gene completo de J39b~ > empleada en 

los experimentos de hibridizaci6n, fué. J. levado a cabo seeó.n el 

método de "Nick-tr·anslation" ( Translado de corte) , descrito por 

Rigby et al. ( 64) , Este método ha.ce uso de las propiedades 

endonucl.eoli ticas de la enzima DNAsa I para producir un mellado 

en una de las cadenas de ia sonda, alrededor del cual la enzima 

DNA polimerasa I 1 removerá nucleótidos que posteriormente serán 

reemplazados a part.ir de i1ucJ.eósidos, cuyos fosfatos alfa son 

radioctivos, El isótopo empleado en el marcado f\.lé alfa- 32P-CTP. 

- 8!~~!Q!~ªQ!Qn_g~-ª~!g2~_ngQ!§!QQ~: 

Después del fraccionamiento electroforético en gel 

desnaturalizante, el RNA es transferido a una membrana Cen la 

referencia 75 se presenta una revision del 

tipos de ellas) de acuerdo a lo reportado por 

uso de diferentes 

souther11 ( 73) . La 

prehibridizac16n, hibridizaci6n y 1avados fueron llevados a cabo 

de acuerdo a lo descrito por Maniatis et al. (53) y se describen 

en el pie de Fig. 

apénd.Íce I) . 

2 del articulo de lierino et al., 1987a. (ve1~ 

Q~~§rmin~~iQn_9~-!~-~§~~Qá1J9~9_9~1-mB~8-9§ gQb8: 
La determinación de la vida media del mRNA incluye en forma 

con Junta, casi todasas las 1netodoJ.ogias anteriormente señaladas. 

Psrt.icularmente la estabilidad de los mRNA ~9.bb transcritos de 

los plásmidos pSAE4 y pBBS fueron determinadas segó.n lo descrito 

- 18 -



en la F1g, 2. del articulo "Determ1nat1on of the half-11fe or 

sihA mRNA" de Merino et al. , 1987a. 
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IV-. RESULTADOS 

stern et al. 1984 (74), reportaron que deleciones de l~a 

secuencias REP del extremo terminal del gene h~?.~ de §ª!'!!2.ll'ª!!~ 

~~Rh!mY~!ym, origina un decremento en la actividad especifica d~ 

su producto en aproximadamente un so?.. En nuestro laboratorio 

hemos comprobado que ocurre un decremento similar en l.a actividad 

especifica de la enzima GDH cuando una de las dos secuencias REP 

originales es removida del extremo terminal 3' del gene s~h~· 

Con el objeto de estudiar la causa de tal decremento, la 

cepa de l!!!!ll!~r!i<l!!!! !lQ!! PA340 aux6trofa pare i:lutarnato, fué 

independientemente transformada con los plésrnidos pSAE4 y pees. 

El primero de estos plésmidos posee el gene gQh~ nativo y sus 

reciones flanqueadoras incluyendo a las dos secuencias REP en el 

extremo 3' terminal. El plasmido pBBS rué construido a partir del 

pl&smido pSAE4 mediante la deieci6n de la segunda de las 

secuencias REP <ver Fig. 3, Becerril et al., 1985: Fig. 1, Merino 

et al., 1987al. 

Las cepas transformadas fueron crecidas en medio mlnimo NN 

!!!Umplementado con 15 mM de NHrl como fuente de nitr6e81¡·_• hasta 

fase loaari tmica tardia. Ce cada uno de los cultivo~. ¡_ ueron 

tomados los vol~menes necesar~os para realizar 0...:11 forma 

simultAnea las determinaciones de la actividad específ lc.:-1 de- GDH 

Y la vida media de sus transcritos correspondientes. 
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Los resultados de la determinación de la actividad especifica 

se muestran en la tabla I de Becerril et al., 1985. 

con el objeto de abolir ·el inicio.de transcripción, se 

adicionó a los cultivos riíampicina en una concentración final de 

o.a mg/ml. Posteriormente, fueron tomadas alícuotas a intervalos 

de tiempo de 3 min, a lM que se determinó la cantidad de mRNA 

específico de gQQA. tal y como se describe en el pié de la Fig. 2 

del articulo de Merino et al., 19S7a. En esa figura se muestra 

uno de los autoradiogramas empleados en dicha cuantificación. La 

cinética de decradaci6n del mRNA de ;~bA transcritos de los 

plésmidos pSAE4 y pBBS, se muestra en la Fig, 3 del mismo 

articulo. 

4.2 ª~§9Y~ºª-EQr_9QmEY~aQgr~-9~-§~9Y~ngi~§_E~~: 

Con el objeto de 1ocalizar a las secuencias RE'P, t:11 .1·1uellos 

genes cuya secuencia nucleotidica ha sido reportada, se alabor6 

el programa de computadora 11 Localiza. REPs", cuyo listado :.:....: une:.:a 

en el apéndice I de esta tesis. Las secuencias REP asi 

.encontradas, se compilan en las tablas I, II y III de Becerril et 

al. • 1985 y en las fi.guras I y II de Merino y Bolivar, 1987c. Un 

estudio bibliocriafico de cada uno de los cenes encontrados en J.a 

b(lsqueda permi ti6 conocer los aspectos rel.evantes a las 

secuencias REP concernientes a dichos genes. Esta información se 

incluye en los piés de figuras y tablas antes mencionados. Es 

importante mencionar que a pesar de que la búsqueda de la 

secuencias REP se realizó en todas las secuencias de organismos 

procariotes y eucariotes compiladas en la base de datos aenBank, 
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lars secuencias REP encontradas en e~ estudio pertenecen 

exclusivamente a los genomas de ~§Qh~L!2h!ª QQ!! y §~!ffiQU~!!~ 

:!;:t!!h!!!!\!!:!\!!!! . 

La información generada en esta búsqueda permitió conoc~r 

los dif'erentes operones que poseen secuencias REP. J\l ¿·•n1os de 

estos operones se han secuenciado tanto en E§Qb~.r.!2.b.!E :.~··.l-~ como 

en otros organismos. El. estudio comparativo de las s~st1encias 

nueleotidicas de los operones !::E§!l-~D-ª:Q-.!:EQ.Q, del oper6n de 

biosintesis de metionina; asi como del oper6n ~lnALG.i._mostro que 

las secuencias REP del gene de un organismo de una especie, no se 

•ecuentran necesariamente en el gene homólogo del organismo de la 

otra especie, a~n y cuando dichos genes posean entre si una 

oimili tud .clobal muy i:r.,nde. El resul t"do de estas comparaciones 

se muestra en las figuras 1, 2 y 3, Durante el desarrollo de esta 

tesis, fueron publicados estudios comparativos similares a los 

anteriorm~nte mencionados, que concuerdan con los resultados 

mencionados (59, 23, 51). 
? 

cuando el erado de extringencia<de la b~squeda fué reducido, 

con el programa 11 Localiza.REPs" se encontraron secuencias muy 

parecidas al consenso de las secuencias REP a las cuales se les 

denominó secuencias tipo-REP. AOn y cuando la similitd con el 

consenso de las secuencias tipo-REP es menor, permitieron 

encontrar semejanzas interesantes con otros locus bacterianos, 

como .lo son los rRNA 16S y 23S de J!.!!.9.!l~!:!!lll!J:! ,gg!!, el ile-tRNA 

de l!.!!.9.!l~!:!.9.!l!J:! .9.9!! y §J:!.9!1!Y.!! §YQ~!!!.!! Cver t"bl" IV de Becerril 

et al,, 1985). También oe encontró que las dos secuencias REP del 

gene aQhA pueden formar parte de una estructura semejante a la 
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del Glu-tRNA, tal Y como se muestra en la Fig, 2 de Becerril et: 

,al., 1985. Finalmente, cabe mencionar que en algunos casos, la 

región que existe entre dos secuencias REP, es similar al sitio 

de pegado de la proteina regulatoria n~~f (2). 

Con el fin de observar la distribución de las secuencias REP 

en el cromosoma de ~§.gQ.§:r.!2h!ª gg!!, estas secuencias .fueron 

ubicadas en el mapa del cromosoma de g§gh~r.!gh!ª gQ!! que se 

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

diotribución que obedezca a alguna regla fécilmente detectable. 

4.3 ~Q~gy§:g~_egr._~gmeY~ªgg;r,~-ª~-2~r.g_~!eg_g~-§.~2Y~n2!ª~-r.~!~§:r.ªQª~ 
Con el fin de conocer si la secuencia REP es el único tipo 

de secuencia altamente reiterada dentro del genoma baceriano, y 

en caso de no ser asi, encontrar las similitudes y diferencias 

que otras posibles secuencias reiteradas pudieran compartir con 

REP, fueron desarrollados los programas "Elimina.redundanci8", 

"Bó.squeda.Hash" y "Localiza.cadenas", cuyos listados se anexan en 

el apédice I de esta tesis. El diagrama de flujo seguido en el 

estudio, se muestra en la figura s. 

Las secuencia nucleotidicas anelizadas en el e~t..11.Jlo se 

encuentran compiladas en la b8se de datos GenBank, verr;lón 44. o, 

corresponde a agosto de 1986 (84). En ocasiones. mas rle una 

entrada en esta base de datos, puede hacer referencia al mismo 

1ocus, tal como es el caso de la pub1ic8ción simultánea de una 

secuencias por dos autores diferentes. A continuación se 

ejemplifica tal duplicación: 

ECOGDHA g. 221! ggbA gene coding for NADP-specific glutamate 
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dehydrogenase. 1179bp 

ECOGDHA E· ~21! s9h8 gene encoding for NADP-dependent glutamate 

dehydrogenase. complete cds. 1902bp 

Como 

frecuencia 

esta 

real 

rei teraci6n de 

de aparición de 

la información modifica la 

secuencias que existen en el 

genoma, se elaboró el programa "Elimina.redundancia" que 

permite, dada una secuencia o fracción de élla. encontrar en su 

vecindad aquellas otras secuencias que posean un grado de 

similitud preestablecido. La restricción de solo buscar 

secuencias similares localmente, hizo posible reducir ei tiempo 

de procesador central de la computadora en varios •) t" i...~nes de 

magnitud. El resultado de este programa permitió ident.tr !.•:.:ir: 

a) secuencias de genes reportadas mas de Ullfl ·1~2. l~stas 

secuencias fueron ~ e1iminadas del Geneank para constrUil' un banco 

de 1nformaci6n no redundante. 

b) Secuencias de genes que se encuentran realmente 

duplicadas en el cromosoma. Tales son 1os casos de algunos genes 

de operones de t!INA y operones de genes ribosom•1les. 

c) Secuencias de genes que poseen una duplicación interna. 

Tal es el caso del gene de la ribonucleósido d1fosfato reductasa 

nt9~ de g~gh~t!9h!~ 9Ql! cuyo eMtremo 3' terminal posee una 

posible duplicación que inc1uye a dos secuencias 

de estas secuencias se encuentra adentro 

codificadora del sene. Estos resultados se 

articulo de Merino y Bolivar, 19B7b, que se 

apendice II de esta tesis. Este es el primer 
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s~cuencia REP localizada dentro de un gene estructural, así como 

el primer ejemplo de secuencias REP aparentemente gener.:1,;i,:-1s por. 

una duplicación genómica. 

Una vez que la base de datos fué depurada 1 se u t..Llizó el 

programa "Búsqueda. Hash" (ver apéndice I) para encontra1· .~1qu-::11as 

secuencias con al tas frecuencia de reiteración. De acuecto a una 

función "f" preestablecida, este ~rograma permite descomponer a 

una secuencia de longitud determinada llamada cadena, en uno y 

solo un nú.mero. Este número representa la posición "P" de un 

elemento dentro de un vector, en el que se contabiliza la 

aparición de cada cadena decodificada. La longitud "L" de las 

cadenas a decodificar, depende de la capacidad del procesador de 

la computador~ utilizada, asi como al número de elementos 

diferentes ºE" con la que se representa a la secuencia (E=4 parñ 

secuencias de DNA o RNA y E=20 para secuencias de aminoécidos). 

Debido a las anteriores restricciones, el tamano de las cadenas 

analizadas correspondió a un dodecAmero. 

una vez qo,ae conocidas las posici6nes de los elementos del 

vector con mayor valor, se aplicó le f"unción inversa de "f" para 

obtener la secuencia de las cadenas de mayor frecuencia de 

aparición. Estas cadenas de doce bases constituyeron la unidad 

minima de búsqueda de elemetos reiterados de mayor longidud. En 

ocaciones fué posible sobreponer la secuencia de dos o mas de 

ellos, dando origen a secuencias de mayor tamaí .. 1·: Estas 

secuencias f"ueron posteriormente buscadas en el banco ·J.· ...:la tos 

oeneank, haciendo uso del programa '1Localiza.cade11..1,:". Los 

resultados obtenidos fueron los siguientes: 
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a) Los programas "Elimina, redundancia 11
, "Búsqueda. Hash" y 

"Localiza. cadenas", fueron elaborados par· a encontrar cualquier 

secuencia altamente reiterada y con ellos fué posible localizar 

la mayoría de las secuencias REP previamente encontradas con el 

programa de bósqueda especifica "Localiza.REPs". 

b) No se encontró ninguna otra secuencia cuya frecuencia de 

aparición fuera tan alta como el de las secuencias REP. sin 

embarao, fué posible encontrar a una familia de secuencias 

palindr6micas extrscénicas constituida por terminadores 

rho-independientes bidireccionales que se muestra en la figura 3. 
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J 

<---REP-REP---m~~~-- --m~~~---m~!k--REP--m~!E--> 
--> e-- <--

gene reeulatorio del oper6n 
cistationina gama-sintasa 
aspartokinasa II-homoserina deshidrogenasa II 
s,10-metilenetetrahidrofolato reductasa 

fin ------------------------> 
E~c. TAAAGCAAAAAAGAGCGGCGCGGAGTGGAATCGCCT .•. GATGCGCTACGCTTATCAGGCCTACGTC 

1 1111 . 1111 111 11111 1 l 1111 : : : ·· 1 _" - 1 :.--/. --·1 --
S, t. . , TGATAGCAAAG .•• CATGCGG. TCAGAA. CGCCTCTGGCCGCGCT .... TTTTTl\f\•~GATTCCCC 

fi.nfin 

<---------------------------------~-E.e. ATATTGCAATTTATTGAATTTGCACGAACTTGTAGGCCGGATAAGOCGTTCACGCCGCATCCGGCA. 
l: 1 1 t 111 

S.t .....•........ TTGTA .•.• CACO 

!!. e 

10~ de transcripción de escape 
+--------------------------) 
t1 At2 

P1--P2--~e~Y--A---gu~q-+---~eQQ---REP-A--> 

' ' : 
<--

+----------------) sitio de procesamiento del mRNA 

proteina ri.bosomal 521 
DNA primase 

(50,000 
( so 
( 3,000 

copias de1 
" " 

subunidad Si•ma de RNA polimerasa n n 

<---------------------------------

producto) 
" ) 
" ) 

TAATCGGTAGGCCGGATCAGGCGTTACGCCOCACCCGGCACTAGGCCCTCTGCACAAACGCC 
111: 111: 11 l l : : 1 1:: 11 l: 

S, t ·TAATT,, , , , , , , • , , , , , , , , , , , .CGCCOCACAC ••.•.• , • ; •..••. GTATAAACGCC 
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!i:!!lA 
g!o!. 
a!oQ 

g!nll 

---------g!n~---REP-REP---g!nb---g!nQ----) 

glutamina sintasa 
represor de g!nA 
represor de g1n~ 

fin 

-- ) < --. 

E. C. GTCT AAGTGTTTTAGTTGCCGTGGAAACTTTTCGCCTGTClºCTCGCAGGCCTGGGATCG 
1 1 '1 1 ' 1 1 
1 1 '1 1 ' 1' 

S.t. GTTTAA •.•........... TCGTATATTAAAAATCCGACAAATTTCGCGTTGCTGCAA 
1 1 1'' t 1 1 1 - 1' 
• 1 1' 1 1 1 1 1 1' 

K. p. GTCTAA •.......•...... • TTTTGCTGlºAAATCCGCGGTATTCCGTGTTGTG .. • .. 

------------------------------------) E.e. GTGGCAAGCACATCACOCCGGATGCGACGCAAATGCGTCT'CATCCGGCCTACACGGTGA 

S. t. GGCAGCAACTGAGCACATCCCAGGAGCATAGATAGCGATGTGACTGGGGlº AAGC,¡iAAGG 
K. p. . .....•................................................ • ... 

<-----------------------------------
E.e. TGATGTGGTAGGCCGGAGCAGGTGAGTCGCTCTCCAACGTGAAGTTTGTCAGCTATCTG 

'1 1 ' 1 1 
1 1 ' ' 1 ' 

S.t. CAGCCAACGCAGCAGCAGCGTGAAGGCGTCAGGAGTTTTTGAGTTGCCGTGGAAACTTT 
'' ' '' ' K. p. • ..•...•......... GCGTGGGGTACCAAGGATGTTTT .. GTTGCCGl'GGAAACTl'T 

E. e. TAGCCCATCTCTGCATGGGCTTTTT'fCTCCGTCAATTCTCTGATGCTTCGCGCTTTT'fA 
1 1 1 1 1 1' 1 1 1 '1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1' 1 1' 1 1 1 1 1' 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1' 1 '1' 1 1 1 1 1 1 1 1 1' 1 1' 1 1 1 1 1 1' 1 1 1 1 1 1' 1 1 1 

S.t. CAGCCCATCCCAAGATGGGCTTTTTTCTCCACCAACAATCTGATCTCACGCGCTTTTTA 
1 1 1 1 1 1 1 1 ' '1 1 1 1' 1 1 1 1 1 1 1 1 1' '1 1 1' 1. 1 1 1 1' 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1' 1' 1 1 1 1 1' 1 1 '1' 1' 1' 1 1'' 1 1 1 1 1 

K.p. CAGCCCATCTCAGGATGGGCTTTTTTCTCCACCAACGCGCTGATCCCATGAGCTTTTTA 

'~~~;. 
E.C. TCCGTAAAAAGCTATAATGCACTAAAATGGTGCAACCTGTT CAGGAGACTGCTTTATG-

s.t. 

K.p. 

E.e. 
s.t. 
K.p. 

'' '1 1 1 1 1' 1 '1 1 1 1' 1 1 1 1 1 1 1 '1 1 '' 1 • 1 1 1 1' 1 1 1 1. 1. 1 1 1 1 
1 1.1 1 1 1 1 1 1 1 '1 1 1 1' 1 1 1 1 1 1 1 '1 1 '. 1 '1 '. '' '1 1 1' 1' 1 1 1 1 

GTGGTAAAAAGCTATAATGCACTAAAATGGTGCAACC'í'fTTCCAGGAGACTGCCGAA'fG 
'1 1 1 1 1 1' 1 1 1 1 1 1 1' 1 1 1 1 1 1 1 1'' 1 1 1 '1 '1 1 1 1 1' 1' 1' 1 1 '1 
'1 1 1 1''' 1 1 1 1 1 1 1' 1' 1 1 1 1 1 1' 1 '1 1 '1 '1 1' 1 1 1 1' 1. 1 • 1 1 

TTCATAAAAAGCTATACTGCACTAAAATGGTGCACTCTTTTTCAGGAGACTGTCGAATG 
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Qi~!!t!.2!:!~!Qn_9.!á_!ªº--§.2~!:!2n~!ª§._Bgf_.§!!J._@!_mfú~ª 
d .. ~t._9..!:Q!!!Q~Qfilª-º~ ~~9..h!i!!:!9..b.!~ 9..Q!!. 
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Banco de datos Programa 'Elimina 
con secuencias-----..redundancia local' 
redundantes 

Programa 'Codificación 
Hash del genoma' 

Programa 
"Localiza.cadenas" 

en el banco de datos 

Secuencias dupl.i .-.::.idas 
en el genom:. 

Secuencias C••n 
~--.,duplicación lnt~rna 

Banco de datos con 
secuencias no 

redundantes --· 
cadenas altamente 

-----. reiteradas 

Posición de las cadenas 
en relación al gene 

/ 
Construcción de 'palabras' 

de mayor longitud 

1 
An61isis y conclusiónes 
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1.-
2.-
3.-
4.­
s.-
6.-
7.-
8.-
9,-
10.-
11.-
12.-
13.-
14.-

1.-
2. -
3.-
4.-
5.-
6,-
7.­
e.-
9.-
10.-
11.-
12.-
13.-
14.-

consenso 
IEIDQ (proteina ribosomal L33) 
IE!tl (proteina ribosomal 59) 
rE~I (proteina ribosomal 520) 
§Y1A (supresor Lon) . 
IEQ9 Csubunidad beta de la RNA polimerasa) 
!ªE (proteina aceptora de metilo) 
Péptido lider del oper6n de leucina 
Péptido lider del oper6n de treonina 
Péptido lider del oper6n triptof ano 
Péptido lider del oper6n ilvGEDA 
Péptido lid"er del oper6n -c¡e-vai=:1.os tRNAs 
Péptido lider del oper6n 1!Yª 
Met-tRNA-f2 (metY) 

ce 
ttc 

acaa 
tgct 
ttcg 

atctgg 
catt 

ctsaca 
aatg 

ªªª" ttc 

gggggQQIIIIIITT 
QQ9QQQQIIIIIIBI!ª 
GQg_QQ!!IIIIIITa 
gg_QQQ!IIIIITaT 
OC OOQIIIIITTTT 
gg_QQQIIIIITTaT 

Qª~ g_QQQIITTIIaTTT 
SQQQ_QQ2IIIIIITaT 
8~QQQQQ2IIIIIITT 

aGCGOGcTTTTTTTTg 
gg~CsQQQQQJTTTTTTTg 

GQgQQQQIITTTTgTT 
gggQQQQIIIITcgTT gcgcaaaccg 

ttat CQQQOIIITITgTT 

Familia de terminadores rho-independientes bidireccio11aler:; 
de g~~b.~r.!9.h!~ 9.Q.!!. encontrados en la búsqueda por computadoJ·ó dw 
secuncias altamente reiteradas. Las bases identicas al consenso 
se se muestran en mayósculas. Las bases complementarias a cada 
uno de los lados del palin·drome se encuentran subralladas. 
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V. DISCUSION 

Análisis recientes del genoma procarionte revelaron la 

existencia de la secuencias REP. La estructura palindrórnica de 

estas secuencias, el alto grado de conservación entre ellas, asi 

como el gran nómero de veces en que se encuentran reiteradas, 

hacen de REP un elemento sin precedentes en el estudio del genoma 

bacteriano. Una de las propiedades inicialmente observadas de 

esta secuencia, fué su capacidad de al ter ar la concentr.:;·:: i -"'n del 

producto final de los genes en los que se encuen t 1·.-·. Esta 

capacidad de las secuencias REP, aunado al hecho de :.::n ·. ·:•ntrarla 

ampl1amente distribuida a lo largo de todo el genomr1, p'3'r1ni ti6 

proponerlas como un elemento novedoso de la regulación g<.:::n.ica. f\l 

.inicio del presente estudio (octubre de 1985} no se conoc.i.a con 

·exactitud los elementos involucrados en esta posible regulación. 

En nuestro laboratorio hemos reportado qu~ la deleción d~ 

una secuencias REP del extremo terminal 3' del gene S9b8 de 

~§.9.h~r.!gh~~ gg~!, origina una disminución de aproximadamente ur1 

50%, en la actividad especifica de la enzima GDH (Becerril et 

al., 1985). Con el objeto de identificar el nivel en el que se 

realizaba dicho decremento, fueron realizados estudios de 

estabilidad de RNA me.nsajero de gQb.A· Los resultados obtenidos en 

dicho estudio, revelaron que los transcritos de gQbA que poseen 

dos secuencias REP son aproximadamente dos veces rnAs estables que 

aquellos que s6lo poseen una de estas secuencias. Estos 
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resultados de estabilidad concuerdan con los recientemente 

obtenidos por Newbury et al. , en el óPe.rÓri de transporte de . ' 

La regulación de la estabilidad-- del mRNA ·puede ser un 

elemento importante en la e:-:preción génica. Nilsson et ~l. (60), 

han reportado que existen transcritos cuyas vidas medias variar. 

dependiendo de la velocid?d de crecimiento <2mes y~.§,:!;.), mient.ras 

que la estabilidad de otros permanece inalterada 

Resultados semejantes se han recientemente reportado en el cambio 

dependen de la concentración de la disponibilidad de las fuent.es 

de nitrógeno en el medio asi como de la cantidad de oxigeno 

disuelto en el medio {19). 

No obstante, es conveniente mencionar· que la estabilidad del 

mRNA no es el único factor limitante en la biosintesis de una 

proteina, y que a pesar de que un transcrito pueda ser 

estabilizado de su degradación 3'-->5'. no se excluye la 

posibilidad de que éste sea inactivado en su e>:tremo s • 

terminal. Aún y cuando no se ha demostrado conclusivamente la 

preSe~cia. de exonucleasas S'-->3'en 

existen diferentes razones que permiten pensar que tal dirección 

de degradación exonucleolitica esté presente en organismos 

procariotes, o que la inactivación endonucleolitica en el extremo 

5' terminal se lleve a cabo, como se mencionó en la sección 

"Estabilidad del mRNA bacteriano" d-::1. ca pi tulu :L 1 , una grar1 

porción de los transcritos <=:n organismos procariotes, se 

encuentran en· proceso de decaimiento. Seria metabólicamente poco 
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e~iciente que la célula sintetizara proteinas incompletas ele 

transcritos que hayan sido degradados a partir del extremo 3•. Lle 

forma contraria, transcritos degradados a partir del extremo s•, 

carecerian de las sefiales indispensables para el inicio de 

traducción. El hecho de que algunos transcritos de fagos sean 

degradados e inactivados a partir del extremo 3' (SO, 31, 71. 

33), puede deberse a la necesidad de una respuesta rápida para 

inactivar proteinas que intervienen en desiciones tales como la 

lisis o lisogenia. No obstante todo lo anterior, es importante 

senalar que se han reportado transcritos de E§Qb~~!gb!2 2Q!!. 

como el de 2meA (79) y el del mensajero polisistrónico de 

triptofano (SB), que decaen a partir de su extremo terminal 3'. 

Las secuencias REP no son loe ánicos eleme~tos capaces de 

estabilizar al mRNA. Actualmente se sabe que estructuras de tipo 

•tallo-asa ubicadas en el extremo 3' o S' de un transcrito, poseen 

la capacidad de estabilizarlo (6, 31, 33, so, sa, 71, 81, ~o>. No 

obstante, ninguno de estos elementos posee una secue11cia tan 

conservada, y en todos 1os casos sus tamafios ~.;011 1.-:n mucho 

inferiores a REP. Por lo anterior, es posible 1:u ... ;ns.::11· r1ue el 

efecto estabi1izador de las secuencias REP en el mHMli, nc1 eu 

necesariamente la ónica función de estas secuencias. Sin embargo 

esta propJ.edad pudo haber sido seleccionadada en el organismo 

para desemper1ar alaui:ia función metab6licamente importante. 

Por otro lado, es conveniente mencionar que el estudio 

comparativo de las secuencias nuc1eotidicas de operones de 

organismos de diferente especie, mostró que las secuencias REP de 

un organismo. (ver figuras 1, 2 y 3). no necesariamente se 
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e~cuentra en el gene homólogo de otro organismo. Aún más, pese a 

que entre dichos genes existan regiones de alta similitud al 

rededor de REF. s6lo diferir~n específicamente en la resion 

ocupada por la secuencia REF. Tal es el caso de la región 

intercistrónica a!n~-a!n~2 de g~sh~~!sh!ª s2!!. §ª!m2n~!!ª 

~~2h!m~~!Ym Y ~!~Q~!~!!ª en~YIDQ!l!ª~ (figura 3). se ha descrito 

que en esta región intercistr6nica, existen varios t::J.:=mentos 

indispensables para el control del oper6n que incluyen un posible 

terminador rho-independiente (47, 76, 51), un promotor para 

asi como su correspondiente sitio Shine-Dalgarn~:i ( 76. 51) , 

y el sitio de unión del represor codificado por g!nQ (21, 76, 52, 

29). Tal y como lo indican MacFarlane y Merrick (51), el hecho de 

que el oper6n l!!lA!!º se regule de forma muy parecida en estos 

tres organismos, pero que sin embargo, sólo el primero de ellos 

~posea un par_ de secuencias REP, permite pensar de que al menos 

en este caso, REP no posee un papel determinante 

de reeulación. conclusiones similares pueden 

en el · proceso 

obtenerse al 

analizar comparativamente las secuencias nucleotidicas de 

~§Qh~~!9b!~ 9Q!! Y §ª!filQil§!!ª ~xeh!mYt!Ym del oper6n 

~R§Y-9n~Q-tEQQ Y del oper6n de biosintesis de metionina. 

El estudio por co111putadora de secuencias altamente repetidas 

mostró que en el genoma de g~sh~~!Sh!~ ~2!! no existe ninguna 

otra secuencia. cuya frecuencia de aparición o erado de 

conservación sean tan altos como el de la secuencia REP. No 

obstante, fue posible detectar la existenCia de una familia de 

terminadores rho-independientes bidireccionales en la región 

lider de algunos operones biosintéticos, asi como en la región s• 
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de algunos operones que codifican para proteinas ribosomales {-ver 

figura 6). Los elementos de esta familia comparten- con -·1as 

ser palindrómico~;- ,Y-."_eX~r~~J~·i:_c;¿;~;-:· --~~-'.:,'-E~ _':~-~:·_ibi·;:; 
> 

secuencias REP el 

pensar que la propiedad de pai'indromia-~· >)~_~:.;;_~_:álnbQs·.·.:, }bá~-c;-~-~- ~S-té -. 
~ ,_ 

asociada COll la capacidad de 

estables, ya que como se mencionó en el 

f orritar ._:·,_e·s·"·t·ruct-u'r~~- ,_:5·ec-tin=d·ari;as 

-~:'~-~~'.~i.ri8"r~:~~i:rll': ,;;,~~;:_,~¡;i;-taritéc· 

algunos elementos REP puedan diferir d~_ .. _ !-~':_ .. -~~:-~-~~¿~~~~- ;~~:~·ris~:hs'o· d-e. 

REP en algunas de sus bases'· la capac~-~~--~;,---~~~; ;-~--p~-r~-~-~i~n-t~ ·ent'ri: 
. ·-~·· 

los brazos de sus palindromes se consei .. va·-/- ---
. __ - ~-- -- -~ ,_- ::- -,_._- -

Stern et al., han propuesto que-las secuencias REP pudieran 

haber sido originadas a pa~tir de algún tipo de secuencia de 
• 

inserción IS ( 74) . Es interesente notar que, pese a que en el 

estudio de computadora no se identificaron a ias secuencias de 

inserción IS como secuencias al 'tamerrta 

elementos comparten con las secuencias REP algunas propiedad.:s 

importantes: a) Al igual que las secuencias REP y la familia de 

terminadores rho-independientes bidireccionales antes 

mencionados, los extremos (también llamados brazos) de las 

secuencias de inserción IS, son secuencias repetidas invertidas. 

b) Se sabe que las secuencias IS son elementos capaces de 

proporcionar al organizmo diversidad en su genoma ya que al 

transponerse pueden causar delecic.nes, inversiones, inserciones o 

translocaciones de fragmentos de DNA. Dado el alto grado de 

similitud entre las secuencias REP,. se. ha propuesto que éstas 

pudieran estar involucradas en eventos de recombinación dando 

origen a cierto tipo de rearreglos cromosomales. e> Tanto las 

secu8ncias REP como las secuencias IS entre E§Sb§~!9bi§ ~91~ Y de 



-ª-ª'.!!DQ.O~!.!ª ~2.E.b!!!B:!!:!!:!l!!, no poseen posiciones equi va loan ti:~ tc:n sus 

mapas genómicos. (59, 23, 51,20). d) Tanto las secuencias de 

inserción IS como las secuencias REP se han propuesto como tipos 

de "DNA egoísta" en el genoma bacteriano (20 1 7t1). No obstante 

las anteriores similitudes entre estas dos secuencias, es claro 

que la frecuencia de aparición de las secuencias REP es varias 

veces superior al de las secuencia de inserción IS, y que dada 

su diferencia en tamaMo, organización y función, es dificil 

elaborar hipótesis verificables sobre el origen de estos dos 

elementos. 

A pesar de que diferentes programas con algoritmos de 

almacenamiento "Hash-coding" de computadora han sido 

desarrollados para el anlllisis de secuencias de tipo biológico 

(22, 37, 38, 39, 40, 24), los resultados del análisis de 

,secuencias reiteradas anteriormente expuestos son1 hasta lo que 

nosotros sabemos, los primeros de este tipo que se reportan en 

la 11 teratura. Debido al sran requerimiento de memoria que los 

programas de búsqueda Hash utilizan, sólo se han podido utilizar 

con éxito en genomas de tamafto pequefio, como son los de 

bacteriofagos y virus. Posiblemente esta sea la razón por 1 ,, que, 

a pesar de que algunos de estos programas fueran desar1··.·llados 

antes de la primera compilación de las secuencia::: EEP por 

bó:squeda directa en e"l ano de 1984 (74. 25), no fueran •.:op:ir:es de 

detectar· la existencia de esta secuencia reiterada o .:ilguna 

otra, como la de la familia de terminadores rho-independientes 

'bidireccionales antes mencionada. No obstante, la estrategia de 

encontrar secuencias de gran longitud a partir de unidades de 
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menor tamaffo que Eacili t6 el programa "Busqueda.Hash" 

desarrollado en esta tesis, que permitió encontrar la mayoria de 

las secuencias~ REP previamente ·localizadas com el programa de 

búsqueda di~~~~a "L~caliza.REPs". · 
- ',;-0¿!·:~':7... Es importante not'Br que los progranias "Elimina. redundancia". 

':>;;itjJ~:\:~'Búsqueda. Hash" y 11LOCaiiza. cadenas".' fueron elaborados con el 

~:·!~;i_?:~\·.~bJet~: de ~ncontrár .·.~É,.~:~l~t1~~ · · s~~-Uencia altamente reiterad a, Y 

que el hecho de haber encontrado a las secuencias REP, constituyó 

un control positivo de la capacidad de detección de los mismos. 

La información redundante en bancos de datos de secuencias 

de ácidos nucléicos y proteinas, dificulta el estudio comparativo 

de la información que en ellos se encuentra. En la act1id.lidad, 

son pocas las bases de· datos que han fijado su at~ti_ión en 

resolver este problema. Un ejemplo de este tipo de basP. de datos 

es el recientemente elaborado banco de 

PseqIP, del Instituto Pasteur, Francia (15). Debido al hecho de 

carecer una base.similar de secuencias de ácidos nucléicos, f'Ué 

necesario elaborar un banco de datos que contuviera las 

secuencias de los genes de g§~b~t!~h!ª ~Q!! en forma no 

redundante. Los resultados obtenidos en la elaboración de esta 

base demuestran que el algoritmo no exausti.vo del programa 

"BlJsqueda.localº, ~ermite ·eliminar una gran mayoría de la 

informacion redundante. 

una de las características mas importantes de la secuencias 

REP, Y que de hecho da ori¡:en a su nombre, es la de estar 

localizadas en las regiones extragénicas de los operones. No 

obstante, el estud~o de las secuencias altamente reiteradas en el 
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genoma de ª~s;h~!:!Qb!ª QQ!!, permitió encontrar a una secuencia 

REP en la región extructural del gene ribonucleósido difosfato 

reductasa t:!.!:Q8 (ver apéndice II). Este es el pr.1.mer, Y hasta el 

momento, el único reporte de una secuencia REP en la r1~."'": .1.on que 

codifica para una proteina. 

El hecho de encontrar comunmente a REP e11 r.:.:giones 

extragénicas, puede obedecer a diferentes causas. Posibl~mente, 

la presión de selección a la que está sujeta cualquier secuencia 

nucleotídica que codifica para una 

principales razones que explica la 

proteina, es 

imposibilidad 

una de las 

de que una 

secuencia altemente conservada se encuentre presente en un número 

muy grande de genes estructurales cuyos productos proteicos, 

en la mayoría de los casos, no poseen ninguna relación 

estructural o funcional entre si. Lo anterior no excluye la 

posibilidad de que, 

REP pudiera formar 

en un momento determinado, alguna secuencia 

parte de la región estructural de un gene, 

tal y como sucede con la primera de las cinco secuencias REP del 

gene DrQA· Es interesante observar que esta secuencia REP, poeee 

un menor grado de similitud con el consenso de REP, que 

cualquiera de las otras cuatro secuencias (ver apéndice II, 

fic:ura del articulo: "The ribonucleoside diphosphate reductase 

<n~ga> •ene of ~!~h@~!Qb!A 2Q!! carries a Repetiti.ve Extraaenic 

Palindromic (REP) sequence in it's 3' structural terminus''). 

Muy probablemente, cualquier elemento REP dentro de una región 

codificatante sujeta a presion selectiva, divergirá del 

consenso de las secuencias REP con mayor velocid ·. ,.l que 

cualquier otra secuencia REP libre de presiones d·:: esta 
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'irídole, de tal forme que las secuencias REP casi sienn::.re 

se localizarán 

estadisticamente 

extracénicamente o bién no será 

posible diferenciarlas de cualesquier otras 

secuencias azarosamente similares a REP. 

Mediante el programa de búsqueda directa "Localiza. REPs 11
, 

fué posible encontrar 82 secuencias REP, 23 de las cuales no 

habían sido previamente reportadas. La determinación de la 

posición de estas secuencias en el mapa del cromosoma de 

E§Qb~r!~b!ª ~Q11 (figura 4), permite observar que estos elementos 

se encuentran dispersos en todo el genoma, y que tal y como lo 

habian previamente seft8lado stern et al., su orientación, 

posición Y distribución de las secuencias REP, parece no obedecer 

a ninguna resla conocida (74), 

Ea importante mencionar que el estudio del gene nr9A de 

~§~h~r!~h!ª ~Q!!• que se incluye en el apéndice II de esta 

tesis, constituye el Unico ejemplo reportado de un gene que 

posee cinco secuencias REP. El análisis de la :;•0:,_-.:uencia 

nucleotidica de este gene, reveló que muy probablementú, dos de 

estas cinco secuencias REP, 

duplicación génica. Newbury 

propuesto e las secuencias 

fueron originadas o p.:i.rtt;· de una 

et al, (59), han r~cj-:=nt.':":'m<:!'nte 

REP como un nuevo tipo de 

"DNA-e~oista" en el eenoma procarionte, y postulan que REP se ha 

dispersado por todo el genoma mediante un mecanismo de 

"conversión a:énica mediado a nivel de mRNAº. Aún y. cuando lof; 

autores no describen con claridad este proceso, es posible pensar 

que en ceso de que éste existiera, no sería el único mecanismo 
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de las secuencias REP, Ya que involucrado en le generación 

even~os de duplicación génica, tal como el posiblemente acaecido 

en nt~A. pueden estar involucrados en tal tarea. 
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vrI. PROORAHAS DE COMPUTADORA DESARROLLADOS 

{********************************************************************} 
(t LOCALIZA CADENAS •} 
(* Este Programa permite localizar, dada una secuencias *} 
(' especifica, a sus identicas o similares dentro del banco •} 
{* de datos de écidos nucléicos Geneank. , *} 
{********************************************************************} 

type 
INDEX_TYP=file of byte; 
8ITE_TYP=array [1 .. 6] Of char; 
STRTYP=string[SO]; 

var 
RESP1 
SEC: array [1 .• 32760] of 
REP1,REP2: ·array[l. .2s,o .. 39] of 
WHY,SPACE:array[l .• 10] Of 
CONR,MATCH1 arraY[l •• 25] of 
DREP1 
DIVISION1 
ENTRADA1 
8TA1 array [1 .• 10] of 
ANNFILENUM,SEQFILENUM.8T1,8T2,8T3, 
FILEINFO.DIVNUM,TYPINFO,ECODE1 
RECORDLENGTH,FIRSTLINE,LASTLINE,SEQRECNUM, 
MIN,MA,PP,NUM,PRINCIPIO,FIN,OUMMY,D1,D2, 
03,04,SCORE1,SCORE2.SCO,ANNRECNUM,nbus, 
SEQRECLENGTH,ANNRECLENGTH,AA,A,8,C,D,E: 
LUG: array c1 .. 200J of 
INDEX,SEQUENCE: 
8ITARY1 
ADDRESS,8ASENUM,FROM,TW0,88: 
SALIDA: 
REP: 

Chór; 
char; 
Ghell' ¡ 
GhaJ•; 

in tegi;:t•: 
strin¡¡[50J; 
string(3J; 

string[HJ]; 
byte: 

byte; 

integer; 
integer; 

INDEX_TYP; 
81TE_TYP; 

real; 
text; 

boolean; 

(*********************************************************•••••••r•i '} 
(• Decodifica secuencia ') 
{******************************************************************1r) 

procedure PRINT(8ITE18ITE_TYP1var 
begin 

DONE 1 boolean l 1 

8ASENUM:=8ASENUM+1: 
NUM:=NUM+l: 

el se 
el se 
el se 
el se 
el se 

if 8ITE='ooooooo1• 
il BITE•'00000010' 
if 8ITE='00000100' 
if 8ITE•'00001000' 
if 8ITE•'00000101' 
if 8ITE•'00001111' 

then 
then 
"then 
then 
then 
then 

SEC[NUM] 1 ='a' 
SEC[NUM]:='c' 
SEC:[NUM]1='g' 
SEC[NUM]:c't' 
SEC[NUM] 11:11 'r' 
SEC[NUMJ:='n' 
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elBe if: BITEª'00001010' then SEC(NUM]1='Y' 
else if BITE='OOOOOOOO' then DONE:=true; 
if BASENUM=32660 then DONE:=true; 
if DONE then begin 

NUM:=NUM-1; 
BASENUM:=BASENUM-1; 

end: 
end; 

c·············································••:t&&at•&&aaa&•~··~·~··-} 
{* Descompone la información leida en forma compacta pará ·· ·>" •. ::•) 
{ • Para su posterior decodificación · · ·· · ·:•} 
{ ••••••••• * •••••••• * ••• ** ••••• * ••• * ............. :t s: * :t:• •• ,•. ·-· ª-~· •:•_:.1-·.1. !·.".:":.~) 

procedure INFLATEr 
var 

BT1 
A1 
S,C,D1 
BITARY1,BITARY2,BITARY31 
DONE: 

begin 
BASENUM1=01 
NUM:=O: 
A:=O: 
DONE:=false; 
repeat 

read(SEQUENCE,BT)1 
A:=A+2; 
for B1=1 to e do becin 

BITARY1[B]:•'0 1 1 
BITARY2(B]1='0'1 
BITARY3[B]1• 1 0 1 1 

end; 
for Br=e downto 1 do besin 

C:•1; 
for Dr=2 to e do C1=C*21 
if BT-C>=O then begin 

BITARY1(9-B]:='1'; 
BT: =BT-C: 

endr 
end: 
for B1a1 to 4 do begin 

BITARY2(B+4]1•BITARY1(B]¡ 
BITARY3(B+4]1=BITARY1(B+4]; 

end; 
PRINT(BITARY2,DONE)r 
PRINT(BITARY3,DONE)¡ 

until DONE¡ 
end; 

byte; 
real; 
integer; 
BITE_TYP1 
booleana 
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{"• •••••• * •••••• * •••• * * * * *. * * * * ••• *. * * * * * * ** * * .t * * *·.* * * •·•·• ~·-··~··*.* ._~::-:&.:l .t .... ~·}~ 
{ * Selecciona grupo de lectura · ·· _ :, _,·-·:., '- ·>. :. _*y 
{*************************************************•·····~·······~•:tt**} 

procedure GET_GROUP: 
begin 

assign(INDEX. 'G'+DIVISION+'.IDX'); 
reset ( INDEX) : 
read(INDEX,BT1,BT2)¡ 
RECORDLENGTH1=BT1+BT2'256: 
seek ( INDEX' B); 
read(INDEX,BT1,BT2): 
FIRSTLINE:=BT1+BT2*256: 
read(INDEX,BT1,BT2): 
LASTLINE:=BT1+BT2*2561 
reset ( INDEX) 1 

end: 

<····································································} < • Calcula apuntadores para lectura •} 
<·························~··········································> 
procedure FIND_POINTERS1 
begin 

read(INDEX,FILEINFO,DIVNUM); 
ANNFILENUM;=FILEINFO div 16; 
SEQFILENUM1•FILEINFO-ANNFILENUM*l61 
read(INDEX,BT1,BT2): 
SEQRECNUM:=BT1+BT2*256: 
read(INDEX,BT1,BT2): 
ANNRECNUM:=BT1+BT2*256: 
assisn ( SEQUENCE t 1 G 1 +OIVISION+chr ( SEQFILENUM+48) + •• SE(:> 1 

) : 

reset(SEQUENCE)1 
read(SEQUENCE,BT1,BT2); 
SEQRECLENGTH:=BT1+BT2*256; 
seek(SEQUENCE,5)1 
for A1•1 to 5 do begin 

read(SEQUBNCE,BT1)1 
end1 
reset(SEQUENCE)1 
ADDRESS1•(SEQRECNUM/1-1.0)*(SEQRECLENGTH/1)+21.01 
lonsseek(SEQUENCE,(ADDRESS-3))1 
read(SEQUENCE,TYPINF0)1 . 
longseek(SEQUENCE,ADDRESS): 

end; 
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<····································································> {* Cambia minóscUla por mayüscula *} 

<····································································> 
procedure UPER; 
be gin 

case SEC[o1+02J of 
'a': SEC[D1+02] :='A'; 
'c': SEC[01+02] :='C'; 
'g': SEC[01+02]:='G'; 
' t ' : SEC ( 01 +02] : =' T ' ; 

end; 
end: 

{ * * * * •• * * * * * .... * .... * *. *. * * *. * •••• * :t..*.* ::t. .. ***.* * •••• * *' 1 :t ·'- ,.- .. '- ,, f ... 't t .. :t .. ~~ j. 
{ * compara secuencias y escribe resultados en caso de i&üá.lda_d_ _ •r _ 
<·······················*•••t::t.tttt::t.•tt•tttt•t::t.::t.t:t.••::t.::t.:t..~~~1X~~~i.~·t_!**}_ 

procedure BUSQUEOA; 
begin 

Cor 041•1 to NBUS do begin 
wri te(' buscando a: •)o 
for 031=0 to CONR[04] do wr1te(REP1[04,03])o 
writeln1 
REP: =false; 
03:=0; 
PP:=O; 
Cor 011•NUM+1 TO NUM+20 do SEC[01]:=' .• ' 
Cor 01:•1 to NUM do begin 

SCOo=O; 
for 02:=0 to CONR[04] do 

iC (REP1[D4,02]•SEC[D1+D2]) or 
(REP2[04,02]•SEC[D1+D2]) then SCO:=SC0+1; 

if SCO>=MATCH[D4] then begin 
PP:=PP+1; 
LUG[PP]1•D11 
REPr•truer 
D3:=D3+1; 
for 021•0 to CONR[04] do begin 

if REP1[04,D2]=SEC[D1+02] then UPER; 
write(SEC[01+D2])o 
wr1te(SALIOA,SEC[D1+D2])o 

end: 
writeln(SALIDA) 1 
writeln1 

end1 
endi 
if rep then besin 

writeln(ENTRADA,' ',03)¡ 
writeln(SALIOA,ENTRAOA,' ',03)¡ 
for 01:=1 to PP do begin 

write(SALIOA,LUG[D1]:6,' ')¡ 
MINi•LUG[Dl]-30; 
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if MIN<1 then MIN1=11 
MA:=LUG[D1]+30; 
for D21=MIN to MA do write(SALIDA,SEC[D2JJ: 
wr1teln(SALIDA): 

end; 
writeln(SALIDA): 
writeln: 

end; 
end; 

end: 

{***********************•••·························~······~··~•i_1••) 
{ • Pregunta parametros de corrida •} 
<·································································••} 
procedure INICI01 
begin 

for SCORE11=1 to so do DREP[SCORE1]:=' • : 
NBUS:=01 
RESP1•'s'1 
while (RESP•'s') or (RESP='S') do begin 

write('Oeseas buscar alguna secuencia? '): 
readln e RESP) 1 
if (RESP='s') or (RESP•'s') then besin 

NBUS1=NBUS+l1 
for SCORE11•1 to ~o do DREP[SCORE1]r=' ., 
write('Secuencia a buscarr '); 
readlnCDREPJ1 
write('Score: '); 
readln(MATCH[NBUS])r 
SCORE1:=11 
while (DREP[SCORE1]<>' ')do begin 

REP1[NBUS,SCORE1-1l:=DREP[SCORE1]; 
case DREP[SCORE1] of . 

'a'r REP2[NBUS,SCORE1-1]:A'A'; 
'e': REP2[NSUS,SCORE1-1] 1=

1 C' r 
'g': REP2[NBUS,SCORE1-1J:~'G'; 
't'r REP2[NBUS,SCORE1-1)1m'T'1 

endr 
CONR[NBUS]1•SCORE1-11 
SCORE1:=SCORE1+1r 

endr 
end; 

endr 
write( 'Grupo ? 

(PRI,ROD,MAM,VRT,INV,PLN,ORG,BCT,RNA,VRL,PHG,SYN,UNA) '): 
readln(DIVISION)1 
write('Principio? ( => ) ',FIRSTLINE, 1 1 )1 
readln(PRINCIPIO); 
write( 'Fin ? ( <= ) 1 ,LASTLINE,' 1

); 

readln <FIN) 1 
end; 
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{••·································································> { • Programa Principal .. } 
(• Establece el orden de llamada de las diversas subrutinas '} 
<·······························································~~~·) 
begin 
INICIO; 

GET_GROUP; 
assign(SALIDA,'A:busca'); 
rewrite(SALIDA); 
writeln(SALIDA,DIVISION); 
writeln(SALIDA); 
for dummY1=PRINCIPIO to FIN do begin 

ADDRESS1•((DUMMY-1)/1)*(RECORDLENGTH/1)1 
longseek(INDEX,ADDRESS); 
for A•=l to 10 do read(INDEX,BTA[A]); 
for A1=1 to 10 do WHY[A]:=chr(BTA[AJ); 
ENTRADA1•WHY1 
writeln(DUMMY,' ',ENTRADA)¡ 
for A1=1 to (10-lensth(ENTRADA)) do SPACE[AJ:=' • : 
ENTRADA1=ENTRADA+SPACE1 
FIND_POINTERS; 
INFLATE1 
BUSQUEDA; 

end; 
close(SALIDA); 

end. 
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<···································································•} ( • LOCALIZA REPS •} 
{* Este programa localiza especificamente secuencias P.EP. -_*} ¡ 
{* El algoritmo del programa esta basado en programa Lo1..:,1\LlZA ,~} · . 1 
(* CADENAS descrito en el inciso 3, 4 .2. El listado del r•reograma, *) 1, 
( * solemente incluye aquellas subrutinas que son diferei-ites en -:•.) -
( • ambos programas. · ~} _." -1 { ...... *. * ••• *. *. * ••• * ....... *. * •• * * *. * •• * * * ... *. * * * * *" .. " ~ ' .. -' ' .. *. * .... ·•·-·-·.>:·; 
type 

INDEX_TYP=file of byte; 
BITE_TYP=array [1,.BJ of char; 
STRTYP=string[BOJ; 

var 
RESPI 
SEC1 array [1 •. 32760] of 
REP1,REP21 arraY[1. .2s.o,,,39] Of 
WHY,SPACE1array[1 •• 10J of 
CONR.MATCHI array[1,,25] Of 
DREP: 
DIVISION1 
ENTRADA• 
BTA1 array [1 •. 101 of 
ANNFILENUM,SEQFILENUM,BT1,BT2,BT3, 
FILEINFO,DIVNUM,TYPINFO,ECODE1 
RECORDLENGTH,FIRSTLINE,LASTLINE,SEQRECNUM, 
MIN,MA,PP,NUM,PRINCIPIO,FIN,DUMMY,D1,D2, 
D3,D4,SCORE1,SCORE2,SCO,ANNRECNUM,nbus, 
SEQRECLENGTH,ANNRECLENGTH,AA,A,B,C,D,Eo 
LUG: array [1 .• 2001 of 
INDEX,SEQUENCE1 
BITARY1 
ADDRESS,BASENUM,FROM,TWO,BB1 
SALIDA o 
REP1 

char; 
char; 
char; 
char; 

integer; 
string[SOJ; 
string[3J; 

string[10J; 
byte; 

byte o 

integer¡ 
integer; 

INDEX_TYP: 
BITE_TYP; 

real: 
te>Ct; 

boolean; 

<····································································> <• Decodifica secuencia •> 
<····································································> procedure PRINT(BITE18ITE_TYP1var DONE1boolean); 
{. Ver programa LOCALIZA CADENAS • } 

{*******************************************************~''*l*••*****} 
(* Descompone la 1nf'ormaci6n leida en forma compacta 1•.··, *} 
{ • para su posterior decodificación •} 
<···················································••k.j1' ·~*•••••••) 
procedure INFLATE; 
{. Ver programa LOCALIZA CADENAS • } 
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(*'*******************************************91J••····~-·~·•1••··11' 
{ * Selecciona grupo de lectura 
(*'******************************************~'~~**!********'' I~ 11 t • t 

procedure GllT_GROUP; 
<' - - ver programa LOCALIZA CADENAS ' ) 

- ;_;: 

{*••····*~·····~·······································i~·~ .. ~ 
{:t · ... >·· _:_: .. ' ·.Calcula apuntadores para lectura . _: ..... , ,. 
{*••~t!••··~·······••••************1**********************'** r· r: 1 1 

procedure FIND_POINTllRS' - - _- >: :_ 
(} Ver programa LOCALIZA CADENAS '-) 

{ •• ·-··-~ ~ * * * * * *. * * *. * * * * * * •• * * * *. * ••• *. * ••• * * * •• * •••• * * .......... *' .. * • •. 1 1 1' 
{' _- _ - cambia minúscula por rnáyúscula . . ' 
{**********'*************************************************~*!_~tl'll 
procedUre UPER; · 
{' ver proi!!l·arna LOCAL! ZA CADENAS '} 

<·~~~·•••*•*•············································-·········~··> ( 1 compara secuencias del banco de datos con las secuencias REP •¡ 
(' y escribe el resultado en caso de igualdad ') 
{' t~j t.tt••··············~········································••1) 
f)l"O<~i:;durc BUSQUEDA 1 
bc.r.:·r iJ 

nEr:-folse1 cREPl1=01 CREP21=01 CREP31=01 CREP41=0: PP1=Q: 
Cor D.t: =NUM+l TO NUM+20 do SEC[D1] t •'. ': 

for D!1=1 to NUM do begin 
;-,i::•:J 1 =O; 
for 02:=0 to 12 do if REP1[D2]•SEC[D1+D2] then SCO:u~• .. "· 
if SEC[D1+6]='a' then SC01•SCO+l1 
if SCO>•SCORE1 then begin 

PP:=PP+l; LUG[PPJ:=Dl; 
REP;=true1 cREP1:=cREP1+1; 
write(TEMPFILE,'En 1: •.sco:Z,. de 13'): 
for D21•0 to 12 do begin 

writeCtempfile,sec[d1+d2J)1 
if REP1[D2]•SllC[D1+D2] then UPER1 

end1 
writeln(tempfile>: 
if SEC[D1+6]a'a 1 then SEC[D1+6):• 1 A 1 ¡ 

end: 
end: 
for D1:=1 to NUM do begin 

seo: =O¡ 
for D:Z:•O to l:Z do if RllP2[D2]=SEC[D1+D2] ehen SCO:=SCO+l; 
if SEC[D1+6J='t' then SCO:=SCO+l; 
if SCO>=SCOR!ll then begin 
PP:•PP+l; LUG[PPJ:=Dl; 
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¡;¡,;p ¡=true 1 CREP21 •CREP2+11 
Hl'i te ( TEMPFILE' t En 2: 1 1seo:21 1 de 13 1 ) ; 
.Cor D2:=0 to 12.do begin 

write(tempfile,see[d1+d2J): 
if REP2[02l=SEC[01+02J then UPER: 

o::nd¡ 
writeln(tempfile) 1 
if SEC[01+6]='t' then SEC[D1+6]:='T'; 

end; 
end; 
IF REP THEN BEGIN 
for 01:•1 to NUM do begin. 

sco: ... o; 
for 02:=0 to 7 do if REP3[02J•SEC[01+02] then SCO:•SCO+l; 
if SEC[01+3]•'t' then SC01•SCO+l1 
if SCO>=SCORE2·then begin 

cREP3:•cREP3+1; 
for 021°0 to 7 do becin 

if REP3[02]•SEC[01+02] then UPERr 
end; 
if SEC[01+3J='t' then SEC[01+3J:='T': 

endr 
end; 
for 011°1 to NUM do begin 

SCOt=O; 
for 021•0 to 7 do if REP4[02]=SEC[01+02] then SCO:=SCO-o-1; 
if SECCD1+4l='a' then sco1=sco+11 
if SCO>•SCORE2 then begin 

cREP4i•cREP4+1¡ 
for 021•0 to 7 do besin 

if REP4[02J=SEC[01+02] then UPER: 
end¡ 
if SEC[D1+4]='a' then SEC[D1+4]1~ 1 A'1 

endr 
end; 

d2: =O: 
w1~ 1 teln ( ENTRYNAME. 1 1 

1 cREP11 1 1 
1 cREP2) 1 

writeln(TEMPFILE,ENTRYNAME,' ',cREPl,' ',cREP2)¡ 
for D1:•1 to PP do besin 

write(TEMPFILE 1 LUG[Dl]r6, 1 
'); 

11IN:=LUG[01]-70r if MIN<l then MIN1•1: 
M/\:=LUG[01]+70t 
for 021=MIN to MA do wr1te(TEMPFILE,SEC[02]) 1 
;iri teln ( TEMPFILEh 

end: 
writeln(TEMPFILE)¡ 

end; 
ENJJ1 
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: r0.'.<. 
.... 
'.l.•, 

{t••··············································~-~&J '. ' ~ ~ ........ ) 
{ • Establece los valores de los vectores REP1 y REP2 d-'; 1·.uerdo .-} 
(• al concenso de las secuencias REP '} 
caaaaaaattataatastaaa••tttttattaattttattat•tttttSSS•••~IJ~_I ,-. ·.~ _ ..... ,.. } .. 

procedure ATRIV; 
begin 
REP1[0] t='c' 1 REP1[1] :='t' 1 REP1(2] 1= 1 t' 1 REP1(3] 1= 1 a'; H.Jo;P1[4J 1e:i't~-­
REP1[5] :='c' ¡ REP1[6]:= 1 c 1

; REP1[7]:='g': REPl[S]:='g'; RE:P1[9]:='-C. 
REP1[10] :='c 1 ¡ REP1[11] :='t' ¡ REP1[12] :='a'; 
l\EP2[0]:='t'¡ REP2[l];='a'; REP2[2]:='e'; REP2[3]:='g'; REP2[·t;]':._=_-~-c- __ ; ,-_-_·: 

0

REPZ(S]:='c'; REP2[6]:='g'; REP2[7]:= 1 g'; REP2(8]:='a': REP2J9l:=~l:'.;­
REl='Z[10] :='a' 1 REP2[11] :•'a': REP2[12] r='g' 1 
REP3[0] 1='g' 1 REP3[1] 1a'c' 1 REP3[2] t='C' ¡ REP3[3] :='g' ¡ BllP3[4] :='H', 
RllP3[5]1='a'1 REP3[6]1='t'1 REP3[7]1='g' 1 
RE:P4[0]1='c 1 1 REP4[1]1a 1 a 1 1 REP4[2]1='t'1 REP4'(3]:='c'1 REP4[4]-1='c' 
Rt~P/1(S]:= 1 g'¡ REP4[6]:='g'¡ REP4[7]:a'c'r 
cnd: 

{l l 11 tt11:*********************••••••••••••••***•············••**1 tiª} 
{ t Pregunte Pare.metros de corrida • } 
(t•$t.S•••••*•·················································••t11~; 
p1·ncedure INICIO 1 
{' ver programa LOCALIZA CADENAS ') 

<·································································=· '{' Programa Principal ') 
{* Establece el orden de llamada de las diversas subrutinas ') 
<·························~···························~··········~·J} 
begin 

P'OUNC1=true1 
ATRIV1 
WRITE('orupo 1 (PRI,R0D;HAM,VRT,INV,PLN,ORG,BCT,RNA,VRL,PHG,SYN,UNA' 

1 ) 1 • 
readln(OIVISION)r 
OET_OROUP_AND_BNTRY_NAME_FROM_USER_AND_OPEN_INDEX_FILE1 
assign(TEMPFILE,'AtTRANS.SEQ') 1 . 
rewrite(TEMPFILE)r 
writeln(TEMPFILE. DIVISION) ·, 
writeln(TEMPFILE) 1 . 
write('Principio? ( => ) ',FIRSTLINE,' '); 
readln (PRINCIPIO) 1 •. 
write('Fin? ( <ª) ',LASTLINE, 1 1 )1 
readln(FIN) 1 
write('Scorel (max 13) ')1 
readln ( SCORE1) ' 
write('Score2 (max 9) '): 
readln ( SCOR!l2) 1 
for DUMMY:=PRINCIPIO TO FIN do begin 

ADDRllSS:=((DUMMY-1)/l)'(RECORDLENOTH/1); 
lon~seek(INDEX,ADDRESS)¡ 
for A:=l to 10 do read(:tNDEX,BTA[A]) 1 
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J 

.. 

for A1=1 to 10 do WHY(A] 1=chr(BTA(A])1 
ENTRYNAME:=WHYJ 
writeln(DUMMY,' ',ENTRYNAME)¡. ' 
for A:•1 to (10-length(ENTRYNAME)) do SPACE[A]:•' '1 
ENTRYNAME1•ENTRYNAME+SPACE1 
FIND_SEQUENCE_AND_ANNOTATION_FILES_AND_POSITION_POINTERS¡ 
INFLATEI 
BUSQUEDA1 

end1 
cloae(TEMPFILE)¡ 

end. 
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. 
7.3 frg~rgmg_~E!!m!ng_r~9Yn9gng!g~ 

{****••··················································•••\••••••••) 
{ • · ELIMINA, REDUNDANCIA • ' 
{ ~ Dada una secueñcia, ·este prograina permite encontrar a .. 
{' todas aquellas secuencias que, dentro de su vecindad, posean 'J 
{ 1 un grado de similitud preestablecido. ') 
(TTTTTTt••aaaaaaaaaSSSSSSSSaSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS~~-~XXS&S&aa,¡ 

program REDUNDAN¡ 

{* ciclos *} 
COll!'lt 

·.,1clos=30 ¡ 
long=16000; 
long2=32000; 
match=20; 

{* longitud de b[l *} 
{* loneitud de a[J •} 

<• numero de matches *} 

type veo• array [1 •• lonsl of byta1 
veo1 • array [~ •• lona2J.of byte; 

var b: veer 
a: vec1i 
letras,nombre: str1n:C26]¡ 
palabra: array[1,;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] :='a' i chr[99] :='e': chr[103] :a'g' ¡ chr[116] :='t' ¡ 
nombre:a'írecoli. '¡ . 
letras:a'abcdefghijklmnopqrstuwxyz'; 
asaign(entrada,'coli.seq'); 

· reset(entrada): 
read ( en.trada , b l ; . 
for r:=1 to long do·a[r+loncl1•b[rJ; 
n:•long div matohi 
for i: •1 to cioli:>"s élO be¡¡in 

if 1>25 then besin nombre[9J:=letras[i-25l; 
·nombre[10]:•nombre[9]¡ 

end . 
else nombre[9]1•1etra•C~J1 

assign(salida,nombre)¡ 
rewrite(salida)¡ 
writeln('empieza ciclo ',1,' ',nombre); 
writeln(salida,i,' ',nombre)¡ 
ro::.:ad(entrada,b); 
for r:=l to long do be~in a[r]:aa°[r+lon.g]¡ a[r+long]: -1-.r.1·J: _end¡ 
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writeln; 
for r:=l to long do a[long+rJ:=b[rJ: 
for j:=1 ton do begin 

mA TESIS. Nó ÍÉDÉ 
SWI DE LA BlllLlllTECA 

m:=j•match-match; 
for k:=~ to match do palabra(kJ:=aCm+k]; 
q:=m+matCh; o:=m+long-match¡ 
for L:=q to o do begin 

found:=íalse; p:=1; 
repeat 

if palabra[pJ=a[L+p) then p:=P+l else found:=true; 
.until (found) or (p>match); 
if not f ound then begin 

fór s:=1 to match do write(chr(palabra[s]])¡ 
writeln; 
for s:=1 to match do write(salida,chr[palabra[sJ]); 
writeln(salida); 

end; 
end: 

writeln('movimiento: ',j :5, 1 de ',n,' ) del c~cJ.o: 
1 

1 i:3, 

' , ciclos, ' ) ' ) : 
end: 
close(salida): 

end; 
··.end. 

. ( de 
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<···················~·····················~·····················•1t1t} 
{' BUSQUEDA.HASH. '} 
{ • A partir de una función biunivoca, este programa decodifica •-) 
{* las secuencias de ácidos nucléicos en números. Estos números '} 
{* indican la posición dentro de un vector en donde se calcúla l) 
{* frecuencia de aparición de elementos reiterados. ~) 

{****••······················································•••••*ik) 
program HASH 

{* Define parameros de tamaño de acuerdo a 1a capacidad *} 
{* del computador *} 

const MAX=-19873; 
MINc-32000; 
L=7: 

type 
EMPAC=PACKED array [MIN •. MAXJ Of byte; 
VECPAC=packed array [0 •. 16303] of byte; 

var INFILE: file of EMPAC; 
SALIDA: file of VECPAC; 
NOMBRES: array [0.,15) of string[10]; 
FR: array [1 .• 16] of integer; 
NUC: array [0 .. 3] of char; 
O: text1 
BASE: array [1 .. 161 of byte; 
A: EMPAC; 
B: VECPAC; 
CFR,SUPER,Al,A2,L1,J,X1,PO,V,MAX2,P,X,MAXI, 
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; 
SS,S: real; 
RESP1 char: 

procedure DESPLIEGA; 
begin 

Qz •Y div 
G: =Y div 
O: =Y div 
G:=Y diV 
Q: ~Y div 
O:=Y div 

end; 

40961 write(O,NUC[Q)); 
1024; write(O,NUC[Q]); 
2~e: writeCO,NUC[GJ); 
64; wr•ite(O,NUC[Q]); 
161 write(O,NUC[Q]); 
4; write(O,NUC[Q]); 

writeln(O,NUC[Y]); 

procedure BLANQUEA; 
be gin 

write(NUC[Q]); Y:=Y-Q*4096; 
write(NUC[O]); y =Y-Q*1024; 
write(NUC[OJ): y =Y-Q* 256; 
write(NUC[Q]); y =Y-Q* 64¡ 
write(NUC(Q]); y •Y-Q* 16; 
write(NUC[Q]); y =Y-Q* 4; 
writeln(NUC[Y]); 

NOMBRES[0]1='A'; NOMBRES[1]:='C'; NOMBRES[2]:='G'; NOMBRES[3]:='T'; 
Ll:=L-1; 
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.P0:=1 ¡ 
for I:=l to L-1 do begin 

PO:=P0*4; 
ex[L-IJ:=PO: 

end; 
ex[LJ:=l: 
MAX2:=MAX-2: 
x:=ex[1]*4; x1:=x-1; 
for v:=l to x do S[vJ:=O; 
for v:=o to 255 do count[vJ:=O: 
NUC[O) :='a'; NUC[l) :='e'; NUC[2] :='g'; NUC(3] :='t'; 
for v:=O to 63 do d[v,lJ:=O; 
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 d[v,1]:=3: 
i:=O; 
for v:=O to 255 do begin 

d[v,4]:=1; 
it=i+1; if im4 then i:=O; 

end; 
i:=O; j:=O; 
for v:=O to 255 do becin 

d[V,3J:=i: 
j:=j+l: if J=4 then begin J:=O: i:=i+l: end: 
if i=4 then i:•O: 

end; 
i:=O: J:=O: 
for v:=O to 255 do begin 

d[V,2] :l!:li; 
J:=J+l; if j=16 then begin j:=O; i:=i+l; end; 
if 1=4 then i:=O: 

end; 
end; 

{***************** programa principal •••••••••••••> 
begin 

blanQuea; 
assisnCinfile, 'lambda.COD'): 
reSl!T ( INFILE) 1 
assign(O,'lambda.frc')1· 
rewrite(O): 
resp:='s'; u2:=0; 
writeln; 
read(INFILE,A): 
close(infile); 
MÁXI:=O: 
a1:=m1n; a2:=min; 

{* realiza SUPER ciclos de calculo *} 
for SUPER:=O to 3 do begin 

a&&ign(SALIDA,NOMBRES[SUPERJ): 
rewrite(SALIDA): 

{* realiza MAX ciclos de calculo *} 
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,for v 1 =min to MAX2 do begin 
k:=01 a2:=a2+1; 

., 

{* decodifica cuatro elementos de tres bytes •> 
for J:=O to 2 do 

for p:=l to 4 do begin 
k:=k+l; 
base[kJ:=d[a(v+JJ,pJ: 

end; 

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

for i:=O to 3 do begin 
if base[lJ=SUPER then begin 

p:=O; 
a1:=a1+1; 
for j1•2 to L do p:=p+base[i+j]*ex[J-1]; 
B(P]:=B[P]+l: 
if MAXI<B[P] then MAXI1=B[PJ: 

end1 
end; 

end; 
write(SALIDA,b)1 

. c1ose(SALIDA) 1 
writeln('termine con ',NOMBRES(superJ): 

end1 
s:=O; se:=O; 

{• realiza·sUPER ciclos de calculo•} 

for SUPER:=O to 3 do begin 
assign(SALIDA,NOMBRES[SUPERJ): 
res et (SALIDA) : 
read(SALIDA,b): 
for 11=0 to xl do begin ss:=ss+B[iJ: count(B[iJJ:=c•"·unt[B[iJJ+l: 

end; 
close(SALIDA): 

end; 

{* desplegado de resultado *} 
for 1:=0 to MAXI do begin 
s:=s+count[1J*1: 
writeln(i:4,' ',count[i]); 
writeln(O,i:4,' ',count[i]); ---: 

end; l 
writeln('frecuencias acumuladas=' ,s,' ',ss,' a1= 1 ,a1, • a2~· ,a2)-: ·¡ 

writeln(O, 'frecuencias acumuladas=' ,s, • ',ss,' al=' ,al,' 
a2•',a2)1 

resp:•'S'; CFR:•O; 
while resp in r 1 s 1 

1 's' ] do begin 
write('deseas despleear alguna frecuencia? (S/N) '); read(resp); 
if resp in ['s','S'J then begin 

CFR: •CFR+ 11 
write(' cual frecuencia? '): readln(FR[CFRJ); 
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end1 
end: 

if CFR>O then begin 
{* rea11za SUPER e~clos de calculo •} 

for SUPER:=O to 3 do begin 
assign(SALIDA,NOMBRES[SUPER])¡ 
reset(SALIDA) 1 

read(SALIDA,b)1 . 
for J:=l to CFR do begin 

writeln(O, 'frecuencia: ',FRCJ-l > ¡ 
writeln(O, 'frecuencia: ',FR[J]); 
for p:=O to x1 do if L[PJ=FR[J] then begin 

write(O,p:7,' ',NUC[sui:ierl >; 
write(p:7,' ',NUC[super]); 
Y: =p; 
despliega; 

end; 
end: 
e lose (SALIDA) 1 

end; 
end¡ 
c1ose(O); 

END. 
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_¡ 

Gtnt. 37 ( 19115J 53-62 
Elsc\•icr 

GENE 1333 

Rcpctlth·c cxtragcnic palindromic (REP) scqucnccs In tite Escllcrichia coli gtflt,.f gene 

" 

(Rcgulntory nuclcotidc scqucnccs; n1RNA rolding; RNA rccognition; nitrogcn mctabolisn1; rccombinant 
DNA) 

H111t11~11r llcccrrll, Fcrnnndo Vnllc1 Enrh1uc Merino, 1.nurn H:lhn nnd Frnncisco llnllYnr• -

Cc11rrt1 rlc /11rcsrlgaci011 sobre l11gc11fcriti Gc11érlca y Blotcc110/ogia, U11frcrsfdnd A'nclo11n/ A111ó110ma tle ,\/é:rlco, Gucr1m1·aca. 
,\forc/íl$ f,\hlxlco) Tel. (9073)/72399 

(RccciH:d Fcbrunry lsl, 1985) 

1 (Rc\·Mon rcccl\·cd AprU ht, 1985) 
. .. {Acccptcd April l llh, 1985) 

l 
SUMMAJ(Y 

Dclctions of the 3' ílanking DNA rcgion of the glutnmnte dchydrogcnnse (GDH) structural gene front 
Escherichi<1 coli K-12, have bccn produced on n plasn1id lhat cnrrics thc complete gdhA gene. Thosc dclctions 

l includc pnrl of thc repctitivc extrugcnic pulindromic (REP) sequcnccs proposcd by Stcrn et ul. [Ccll 37 (1984) 
~-.. 1015-1026], as n novel und 111ujor fenture ofthc bacteria! gcno111e. Thc effect ofthcse dcletions on thc final 

GDH leve) in the ecll. hns becn dclermined. A broadcr compilntlon, nnnlysis nnd nlternntivc funetions of the :J REP scquenccs, is :ilso prcsented. 

J 
lNTRODUCflON 

Glutnrnntc dchydrogcnase (GDJ·J; EC 1.4.1.4) is 
nn importnnt cnzymc beenuse it providcs n route for 

"-~ lncorporntion ar nitrogcn inlo argnnic compounds 
nnd thus n link betwcen cnrbohydrnte nnd nn n1ctn­
balism (Tyler, 1978). \Ve hnvc previously reported 
thc IJNA scquenee af 1934 bp cansisling ar J 93 bp 

• Tl1 whom corrcspondcncc nnd rcprint rcquc~1s ~hould he 
nrnilcd 111 Apnr111tJo l'os111l 70-179, Mc!.~ko 0-1510 D.F. (Méidco). 

Ahbrf;l\·lnllans; nn,aminn m:id(s)¡ bp, bue pnlu: EtRr,cthidium 
hro111ldc: GDJI, glut11mn1c dchytJrogcnnsc; kb, kilobascs or 
l;ilobasc paln~ ORF. open rcndinc frnmc: NH mcdium, non­
nitroccn mlnimnl snlts mcdlum; nt, nuclcotidc(s): 11 , rcsls111m:c: 
REP scqucncc, rcpctitivc cxtrngcnlc p:ilindromic scqucncc 
(Stcrn et ni., 198-1); Te, tctrncyclinc. 

OJ7R·l l 19/85/S 0).JO O ] 985 r:Jsc\•Jcr Scicncc Publislu:rs 

upstrcum ofthe ATG sturt codon far thc E. co/i gdilA 
coding scqucncc, 1341 bp cncoding thc 447 nn ofthe 
GDl-1 111onon1cr nnd 400 bp da\vnstrcnm of this 
coding scqucncc (Vnllc et ni., 1984). \Ve pointed out 
lhut un RNA transcript carrying thc sequences 
locnted nt thc 3' end ofthc structural gene (npprox. 
200 bp), h:1s the potcntial to form diffcrent secondary 
structurcs; howcver. it is nol kno\Vn whcrc thc end 
of the GDJ·I trnnscription unit is locatcd. Onc of 
such sccondary structurcs beginning at position 1352 
(8 bp uner lheTAA codan} ofthcgdhA gene. showed 
u rc1n:irkablc homology (28 idcntitics out oí 29 bp), 
with the consensos scqucnee prapascd by Higgins 
et ul. (1982). ns o novel regulntory clemcnt of pro­
karyatic genes. 

Gilson el ni. (1984) hnvc rcported n fnmily of 
dispcrscd REP sequenees in E. co/i. Thcsc se-
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qucnccs, callcd palindromic units, huvc u conscnsus 
scqucncc sin1ilur to that of thc novel rcgulutory 
clcrncnt of l·liggins et al. ( 1982). Stcrn et. ul. (1984), 
huvc publishcd u slightly di!Tcrcnt consensos sc­
qucncc far this clcn1cnt, which hus bccn dcsign11tcd 
RllP scqucncc. Thi~ cxtrugcnic c\1:111c11t is ubout 
35 bp long, includcs un invcrtcd rcpcat und cun 
occur singly ar in 1nulliplc udjuccnt copies, prc­
don1inunlly with oppositc oricntations bctwccn any 
pair ofthc1n. Thc oricntution, position nnd distribu­
tion of REP scqucnccs do not sccnt to abey nny 
immcdiutcly obvious rule (Stcrn et ni .• 1984). 

In this pupcr, \VC rcport on thc locntion of two 
REP scqucnccs nt thc 3' cnd of tite gdhA gene of 
E. cof( K-12 that sho\V strong homology wilh thc 
conscnsus REP scqucncc (Stcrn et ul .. 1984). \Ve 
ulso rcport on thc construetion or scvcrnl plus1nids 
thut Cnrry dilfcrcnt dclctionS \Vhieh inludc purt DÍ thc 
E. coli gclltA REP sequcnccs nnd thc cITcct of thosc 
dclctions on thc final GDH lcvcJ in thc cdl. 

Flnully, a broudcr unulysis of the scqucnces dis­
·cusscd by Stcrn el ul. (1984), ulternativc possib\c 
functions, und thc compilntion und unulysis or ncw 
oncs, nrc prcscntcd. 

MATU!llt\LS ANI> Ml!TllODS 

(n) B11ctcrlul slruln!i und plusndds 

E. co/f struins HB101 ¡F-., lt.\'ClS20 (rjj nljj), 
recA 13, ura-14, proA 2, lucYI, ga/K2, rpsL20 (Sn1 1t), 
.xy/-5, 1111/-I, supE44, ;.-1 und thc gluturnutc uuxo­
troph PA340 (F-, lcuB6, gdh-1, hlsGl, gltB31, 
t1rgHl, 1/d-I, ara-14, locYl, ga/-6, 111a/A 1, xy/-1, 
111c1-2, tm1A2, ).1\ ).- , rpsL9, s11pE44), wcrc uscd to 
trunsforn1 p\nsmid constructions tts dcscribcd by 
Cohcn et ni. (1972). Plusmid pSAE4 hus bccn prcvi­
ously dcscribcd (Sunchcz-Pcseador el ul., 1982; 
Vullc et ul., 1983). 

(b) Enzymcs 

Slul nnd Nnll rcstriction cndonucleuscs werc pur­
chuscd from Ncw Englund Biolubs und uscd in 
conditions rceonunendcd by the supplicrs. T4 DNA 
lígasc \Vas purificd :ind u sed 11ccording to thc 1ncthod 
dcscribcd by Tuit et ul. ( 1980). 

(e) Plnsn1ld constructlons nnd copy numbcr c.>s1l-
111utlo11s 

Plus1nid pSÁE4, which carrics thc gdhA gene tmd 
ílanking DNA regio ns, \Vas digcstcd \vith thc rcstric­
tion cndonuc\cuscs Stul nr S111l + Nrul, us to dclctc 
1000 bp or 3000 bp, rcspcetivcly, fro1n the 3' end ar 
thc gene. Thc rcsuhing plus1nids werc initinlly chnr· 
m:tcrizcd by rcstrietion 1nupping or plusmid DNA 
nbtuincd fron1 1-IU 101 struin by thc rupid proccdurc 
of Rodrigucz und Tuit (1983), This DNA wus uscd 
to trunsronn thc PA340 strnin. 

Plusmid copy numbcr \\'US cstimutcd by cxtruetion 
ofplnsnlid DNA, clcaving at u single sitc, nnd sepa· 
rution on un ugnrosc gel. Aftcr c\cctrophorcsis, the 
gel \Vas stuincd with EtBr, photogruphcd, und thc 
DNA quuntlficd by dcnsiton1ctric scunning of thc 
ncgutivc. 

(d) Nuclcotldc sc1¡uc11ccs sc11rch 

'fhc nuelcotide scqucnccs scurch ofthc OcnBnnk 
dutubnsl! (Scptcmbcr, 1984), wus pcrformcd using u 
Burroughs B 7800 con1putcr \Vilh severa! progrums 
i111plc1uc11tcd in our luborutory. 

llESULTS 

(ta) Structurul chuructcrlstlcs In thc 3' DNA rcglon 
or thc gdl1A gene 

So1nc of tite palindro111ic scqucnccs occurfing at 
lhc 3' cnd of thc gclhA gene are prcscntcd in Fig. l. 
Thcy could form u tRNA-likc structurc (Fig. 2), with 
35% ar its nucleotidcs positioncd ns in thc E. co/I 
glutanu1tc tRNA (Sprinzi und Guuss, 1983), und 
including l\Vo opposing REP scqucnccs. Thcsc tWo 
scqucnccs, sturting ut positions 1353 und 1420 
(Fig. 1), huvc vcry strong homology \Vith thc consen­
sus REP sequcncc reportcd by Stcrn el ul. (1984), 
und us enn be sccn in Fig. 1, thc.'Y eun be foldcd int1>, 
~•I lcust, two udllitiunul mudes. 

(h) Construcllon of llEP dclciion ruulants 

Slcrn et u!. (1984) huvc proposcd that REP sc­
quenccs could be involvcd in thc rcgulution of gene 
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adhA ¡¡ene, whh 5' nnd 3' cnd~ lndicntcd. Tlu: c11p:111dcd aren cont:1ins thc nudcuth.lc scqucm:c (ns RNA), Umt codcs íor thc lnst thrcc 
nmlno oclds, thc stop codon nnd thc ncxt !Jl nuc\cotldu. Nuclcotldc scqucnccs nnd bnse numbcrins are írom Vnlle et o.l. (1984). Dclow 
this 1equcncc nrc lndicnted sc,·ernl pnlindromcs (conversen! :irrows), wldch nrc dlscussed In thc RESULTS, scctlon •· (b) Potcntlnl 
hnlrpin structurcs oíthc REP scqucnccs found nt thc 3' cnd oígdhA sene (nlthough it hns not bccn cstnb\ishcd thnt trnnscriptlon occurs 
throughout). Two pouib\c sccondnry structurcs (Al nnd (0) lmvc bccn rcprcscntcd with stcm nnd loops. Thcsc two scqucnccs cnn 
h)'hridlzc 10 lbrn1 nn nhcrnnti\'c 5\ruciurc C. Thc numbcr oí nt (out oí 33) thnt nrc conscrvcd bctwccn thc llEP conscnsus scqucnccs 
nnd REP 1>cq111:ncc1> in thc ¡:111111 sene, i5 indicntctl In parcnthcscs. 
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Fig. 2 A tRNA·likc structurc rcau\tlng írom íoldlngoft\11: RNA 
trnnscrlpt currylng 1hc fiut 120 nt 11Rcr TAA stop codon tfur 
numberlng scc FI~ 1).11111111 in c11m111un wilh g\111:1111:111: tltNA 
uppcur In buld churm:tcu. 'l'lu: locution uf ltEI' ~1a1111;1u.:cs un: 
lndicntctl by sulld lincs. 
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cxprcssion in proknryo1cs. In un cíl"ort to undcrstand 
Lhc possiblc role of lhis kind of scqucncc in thc 
rcgulntion of O Dl-1 conccntrution in thc buctcrinl 
ccll, wc dccidcd to dclctc ene of thcsc REP scqucnccs 
locutcd Ul thc 3' cnd of thc gtl/111 gene. This cxpcri-
1ncnt wns pcrforn1cd lttking udvnnta~c of tlu: prcs­
cncc oftwo unique Slul siles loeatcd ul thc 3' rcgion 
outsidc thc coding rcgion of thc clghA gene (positions 
1375 und 2375, Fig. 1), and a uniquc Nnll sitc 
lucutctl in thc ·rc•t gene oí thc cloning vchiclc 
pBR322 (Bolivnr el ul., 1977). Using this strntcgy, 
plus1nitls pBB5 11nd pBB6 wcrc Jcrivcd fro1n plus· 
1nid pSAE4. Thcsc two dcrivutives wcre eonstructed 
to pince difTcrcnt DN1\ scqucnccs tlo\vnstrcun1 of 
thc gt/1111 gene und so to uvoitl ovcrintcrpr1:tution of 
thc dntn. 

1ltc GDl·l-sp1..'Cific uetivitics, usins E. ct11i slruin 
P/\340 ns host, \Vcrc con1parcd far thcsc thrcc plus­
rnitls. Thc final GDJ-1 conccntrations are rcduccd to 
at 1nost 70',X, (usuu\ly 50%) by thc dclctions, ns 
co1npurud with cclls carrying pSAE4 (Fig. 3). 1t is 
intcrcsting to point out that this cfTcct is indcpcndcnt 
of thc growth mcdiun1. This rcsult is in ngrccmcnt 
with thc dutu rcportcd by Slcrn et 111. (1984), \Vho 
1,h:1nunstrntcd thut thc tlc\etian ofthc llEP scqucnces 
in thc llix.J-1' operan of Sa/11w11clla IJ'Jlhi1'111ri111u, 
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Fig. J, Physlc1tl mups ufthc plasmilbpSAE4, rBDS nnd pHíl6 lincinitcd ut lbc l's1l siti:. Thc dinhcd linu rcpn:scnt 1hc vcclorpDR322. 
1hc 1olid linc1 rcpreseUI E, r11/f ehromosomnl i11s'-'rls nnd thc lhkk b11rs indic11tc thc loeutiuns of thu }ltllrrl und TcK gcn1:s. TI te lmtchcd 
urc1t1 lndicutc ddu11:d fl.'lJiuus. Fur ODI 1 uss¡1ys. 5°1111 cuhurcs h1 thc s11pplc111c111cd NN mudiu wcrc cruwn u mil l>lutiunury phu~c uruJ 
used to determine tite spceilic nctivity. º!"he ummonia·dcpcndcnt uetivil)' uf ODJI wus t.lt:11:rn1i11,,,.J us dc:seribud by Covurrublus ct u\. 
(1980). Ccl\s wcrc grown In NN mcdium supph:mcntcd wi11t 1 mM or 15 mM Nll4CI us thc nitrogcn source, 11nd 11 mM glucosc or 
22 m~t g\yecrol, ns thc curbon soun:c. ,\bsolu1e vu\ucs ofODI 1 uctivity wcrc found to vury sli¡;July frum Juy to duy. l lowcvcr. thc rdutivu 
values for uny two plasmids ussuycd 011 1hc s:mtc day wcn.: co11s1:i111. Thcrcforc, \\'e cxpress :ill valucs us pcr~i:nta1:cs rulhcr lhan ln 
11b1olutc terms, Aceording to our cxpcriencc with 1hc GDll ussu)', dini:renccs in cxprcssion bctwccn plasmlds oflcss than ± 5'%, shuuld 
not be consldcr1:d to be signllicant. 
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·1 he lncatinn oí c:1ch REI' scqucm:c, wíth rcspcct In pro.dm:i/ sene (ncan:st idcntifü:d Sf.'m: In thc Rl!P 5c1¡ucm:cs n:lipecl lo l/1c dit~-crion 
oí transcriptinnJ, is indicatcd by hcavy arrows, whnsc dln:ctions indkatc thc oricnta!lon of such scqucnccs. Thc oricntation oí 
trilnscription is írom len 10 risht. Ench gene is rcprcscntcd by a box \1 ith ils namc includcd. In man y c:nscs, lt Is not known whcthcr 
ndditional downstrcam senes are prc5cnl. NI (non idcniifkd), indicatcs tlrnt an ORF and{or gene product c:dsts but its function is 
unknown. TI1osc mnrkcd wilh n5tcrlsks wcrc íound in thc prc5c111 study. S.t. mcans Salmour/la t)'phl111url11111. In thc case oí lilfG, onc 
ofthc REP scqucncc' b only pnrtinlly homolo¡;ou~ to 1he consenms (scc llil!¡;ings et ni., 1982), 111c incomplctc mtfA REP scqucncc, 
imllealcd by thc dnshcd nrrow, may cxtcnd rurthcr; additionnl scqucncc tinta nrc 001 n\'nilnb1c. Thcrc nrc nin e trnnscriptionnl unils whcre 
REf' has beco locnlcd n~ pml níthc mRNA: ¡:fJ•A, m11/1', 11/.<.I, m1M, /11c}',/o/,l, /r/.1G, ¡:/11Al.G nnd rpoD. Thc Jnst two wcrc dctcctcd in 
1111, i.1mly. 
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• 1/h11A (S.t.), is !he nnmc oílhc rc¡;ulnlnry rc¡¡inn oíthc S. IJ'pf1i11mri11111 hislidinc lrnnsport operan. In this ensc, REP scqucncc ovcrlnps 
wlth tite promolcr proposcd for /1W. 
h REP scqucncc is locntcd bctwccn f'ribnow box nnd thc initintion 1\ TG codon oí thc m·rD coding rc¡;ion • 
., lt hn1 not b1:en c&tnbli~hcd whcthcr n snrnll pu1lpeptidc b codcd by tite rc¡;ion bctwccn REP scqucncc nnd MI RNA. 
" REP scqu1:nccs nre locatcd nt thc J' cnd ofthc tltNA opi:rnn. This is onc nítwo c:tscs in which twn REf' hnvc beco íound lnndcmly 
rcpcn1cd. 
" REf' sct1ucnccs are lncntcd ni thc J' cnd 11ílhe tllNA npcron. 
r REP scqucnccs locntcd within thc lmcrcl~tronic rc¡;ion bctwcco t1m1I and tiraD genes oíthc araBAD o pe ron oí Snl111011dfi1 t)'pl1i11111rl11m 
L TI (Un et ni., 1985). Thls is nnothcr cnsc In which two REf' are tandcmly rcpcntcd. 
NA Nuclcolldc scqucnccs surrounding REP scqucnccs nrc nnt n\'ailnble (S1cm et ni., 1984). 
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Homology bc:twccn REJ> 1c:qucnc:c1 

·-·.-,. '. 

"'"º Seqmce ;>. ' .• e' ,e:~ • •'~ X '•· ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Consensus 

111alE 

'"" !.'I suce 
sdhA 12) 
MI RNA 
hlsG 
poi A 
glyA (\) 
qdhA 
qJnALG 

'"'" !'I hlsJ s.t.J 
lame 21 
gJnS 3) 
plsB 
mtlA 
fo JA 
lacY 
uvro 
tyr tRNA 
ndhA (2) 
ndhA (3) 
supBE tRHA. 
supBE tRNA 
araBAD (!) (S,t.) 

Nuc:lc:otlUc 1cque11cc1 or thc: con1cnsu5 ltEI' sc:¡¡ucncc cumparcd with tlu: ilEP scqucncc:s shown in Tnbh.: J. Thc: rli;htwartl arrow 
lmllc:nlcs lhc uricn1111!11n oí IU!I' sc1¡uc11cc:11 with rcspcc:t to thi: iJclllilkd pro:drm~ gc:m:. Tlu: numhc:rs in pan:n1hc~cs id1mtify ItHI' 
111:1111.:m,:cs iu lhu.~u units whcn: cxist muri: than twn ufthcm. ,\JI nuch:utidc Nct¡Ucncc d:tla :irc írom 01.!nllank (Sc¡1tcmhcr, J'Jll-IJ, c!ll.!cpt 
m11f/t, f1bG,.mrll und s11/1,1, whlch ar.: frum Sll.!nl .:t :11. (l\IH-IJ. 

dccreused thc final conccntrntion or the cnzy1ne 
codcd by thc gene locutcd upstrea1n or thc REP 
sequenccs. 

(e) Dctailcd analysls oí thc GcnDank 

Thcse rcsults lcd us to pccform a more detailcd 
study of REP and ncighboring scqucnccs. A con1-
putcr scarch of the GcnBunk dutubusc (Scptc1nbcr, 
1984), wus conductcd using thc 1nost conscrvcd 
scgmcnt of thc REP scqucncc: 

e 
S'-C'ITATCAGGCCTA-3' and its co1nplcmcn-

A 

tary nuclcotidc scqucncc, instcad of thc scqucncc 
uscd by Stcrn et ni. (1984). Thcsc rcscurchcrs rcport­
ed a series ar REP sClJUcnccs fro111 whicll u con­
scnsus \VUS dcrivcd. Our rcsults urc in ugrccmcnt 
with thcirs, although \Ve \\•ould Iikc to c1nphnsizc 

ccrtain ncw fcuturcs. In thosc trunscriptionnl units 
wherc REP hns bccn locntcd, nnd it is kno\vn whcrc 
transcription cnds (9 out of 25). REP is loculizcd 
\Vithin thc transeript. Thcrcforc, \Ve dccidcd to con1-
parc REP scqucnccs, taking into account thcir oricn­
tution towurd tite neurest idcntificd gene (proximal 
gene), in rclation to thc direction oftranscription. By 
such co1np:1rison \\'C wcrc :iblc lo udd uu extra buse 
to lhc proposcd conscnsus und wc ulso noliccd 
ccrt:iin fc:iturcs ut lhc central (nonpuiring) rcgion oí 
H.EP scquenccs. Thcsc rcsuhs ure prcscntcd in 
Tables l, 11 und 111. Table 1 shows the bacterinl 
lranscriptionul units in which REP scqucnccs havc 
bccn found. Thc REP copy nurnbcr, lhc oricntation 
\VÍth rcspcct lo the proxinud gcne, thc distancc front 
the stop cedan oíthis gene, und thc distuncc bctwcen 
H.EP scqucnccs, ttrc indicatcd. ll is iinport11nt lo 
noticc thul so111e or thcsc REP scqucnccs ovcrlup 
\Vith proposcd pron1oters, or are Jocutcd ut thc end 



T1\lll.I! 111 
l lornolng}· hch\1:1:11 REI' ~~°ilLICllC!:5 

llame Seque ne e 

G G T G T e 
Consensus GTAGGCC GATAAG CG Oto4nt e G e G CATC GGCA 

sucn (1) 
suco (3) 
sdhA ( 1) 
sdhA tJ) 
hlsJ 

''°º poi A 
glyA 
qdhA 
glnALG 
trpR ( 1) 
trpR (3) 
lame ( 11 
lamo (JI 
glnS (I) 
glnS (3) 
dhuA (S.t.) 
plsB 
ndhA ( 1) 
tyr tRNA 
HI RllA 
hlsG 
araDAD (2) (S.t) 
ar.tDAD (J} (S.t.) 

T A C 

G TA G A e e G G 11·1AAGGe11 'r 
G T A G G y_ e G G A T A A G G e G-C 
GTAGGCCTGATAAGACGC 
6TAGGCCTGATAAG CGC 
GTAGGCCGGGCAAGGC 
A e A G Ge e T GATA A G Te Ge 
ACGGGCCGGATA CGC 
GTAGGCCTGATAAG CGT 
GTAGGCCGGGCAAG CGC 
GTAGGCCGGAGCAGG T 
GTAGGCCTGATAAGACGT 
GTAGGCATGATAAGACGC 
CTGGGCCGGATAAGGCGT 
GTAGGCCGGATAAGGCGT 
CTATGCCGGATGG GGCGT 
GCAGGCCGGATAAGGCGT 
G T e G G e e T G ATT A ATG G e" e 
GTAGGCCTGAGAAG CGC 
GTGGGTCGGATAAGGCGT 
GTAGGTCGGATAAG CG 
GTAGGCCTGATAAG CGT 
GTAGGCCGGATAAGGCG 
GTAGGCCGAATAAGGCAT 
GTAGGCCGGATAA GCG 

- (A T 
A ~ 

-G CA A 

G G C A 
T T 
T T 
T T 

T C 
G A T 

ce 
A 
A 

A C A 

TT ATGTCGC CATCCGGCA 
AA GCGC CATCCC:GCA 

" 

Nuclcntldc 5cr;¡ucncc5 of thc complcmcntnry co115c1uus REr 5cqucnccs ami ofthc tnlll5Criptlonal unlls shown in Table l. TI1c symbo\s 
nrc H5 in Tnhlc 11. 

oí tRNA opcrons. Furthcrinorc, wc should likc to 
paint out thnt sorne of thc nc\V REP scqucnccs 
rcportcd hcre, nre not con1pletcly comptcmcntnry. 

This nc\v scarch nllo\ved us to identiíy 16 ne\v 
REP scqucnces, locnted in 9 trnnseriptionnl unhs 
(Tables JI and 111). Thc consensos REP sequence 
prcsentcd in Tnblc IJ, Is thnl proposed by Stern et ni. 
(1984), including nn ndditionnl bnse (T) nl thc 5' 
end; thc con1plcn1cntnry consensus REP scquencc 
prcscnted in Tnblc 111, includes an udditional busc 
(A) locnlizcd ut thc 3' end. Figure 4 shows two altcr­
nntive possibilitics in \Vhich thesc REP scquenccs 
can be structurcd. 

Anolhcr inlcrcsling poinl that c1ncrgcd íro111 this 
scnrch is the occurrencc oí REP-like sequenccs as 
part oí senes thnt encade stnblc RNAs (Table IV). 

\Vhen nnalysing thc DNA rcgions in the vicinity oí 
REP sequcnces, \VC notcd tlmt in thc DNA rcg;ion 
tocatcd bcl\veen thc two REP sequen ces oíthc g~1•.A, 
plsB and r-..11 RNA trnnscriptionnl units, tite DNA 

scquencc S' -GCAAA 11CAA TA TA TfGCA-3', 
is conserved. Further111ore, similor scquences nrc 
íound in gtlhA nnd g/11S nnd 11n1ong olhcr trnn­
scriptionul unils (not shown). f'inully, wc seurched 
íor this sequence in thc GcnBunk dntabnse, nnd 
found it in scveral pinces ineluding thc spnccr rcgion 
bct\veen thc SS RNA nnd \•al tRNA oí Bacil/us 
.nt/Jlilis (Green and Vold, 1983). 

DISCUSSION 

Deletion oí the l\\'O REP scquences in thc S. 
1J11/i/11111ri11111 /ii.ú-P operan (Stcrn et ni., 1984), and 
onc oí similar sequences in the 3' cnd oí the E. coll 
gdhA gene (this study), decreuse Lhe cxprcssion ofthc 
upstream gene. In thc case of the gt/llA gene, the 
dccreusc oí the relntivc GDH-spccific uctivity is 
independcnt oí plasn1id copy numbcr (not shown) 
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Fig. 4. Stcm uml Juop s1r11ctun:s llml cun bu putcnlially í11rn11:d 
wlthln thc REr conscn1us scquc11ccs. Struclurc:. A a111.I U, wcrc 
gcneratcd from conscnsus scqucnccs prcscnicd in Tublcs 11 nnd 
lll, rc1pcctlvcly. Struiaurc C •wus gcncmtcd by pnlrini; nructurcs 
A nnd D. Nuw tlmt thc palrcrJ rc¡:lons uf A ami n urc idcnth:ul; 
conscrved 1cqucm:cs CUAC und OUAO,found ut thc J' cml in 
A nnd ot thc S' cnd in U, ami u\so lhc ccmrul bubb\c un cuch 
struc1urc, confcr upun thcm dircctlonn1il)' with n:spcct 10 thc 
proximal sene. lt Is impurtunl to p9h1t out lhut lite IU:J• con1c11° 
sus scquence proposed by Stcrn el ul. ( 1'1114), is tlu: su111e us thc 
H.EP co11scn5us scqucncc In th\s figure (A untl ll), cxccpt that 
thcrc is un udditio11ul uridine nt 1hc S' 1:nd oí A u11du1111ddi1iunnl 
m.kuinc nt thc 3. 1md ur n. 

TAULEIV 

und ofgrowth n1cdiun1 (Fig. 3). This cffcct sccms to 
be .indcpcndcnt of thc scqucnccs locntcd do\Vn· 
strcum of thc dclctcd REP scqucncc (scc pDBS vs. 
pBB6; Fig. 3). 

Thc dctni\cd nnnlysis of thc GcnDunk datubusc 
hus ullowcd us ta incrcusc thc nun1bcr of rcportcd 
REP scqucnccs fron1 35 to 51 und thc numbcr of 
trunscriptionul units whcrc thcsc scqucnccs are pres· 
cnl fro111 16 to 25. More information \Vns obtnincd 
fro1n this unulysis. Thc conscnsus REP scqucncc 
wus incrcuscd fron1 32 to 33 bp (T;;1b\cs ll nnd lll), 
und wc a\so found thut, in thc conscnsus REP 
scqucnccs, thc loops hnvc u rcstrictcd sizc, 0-4 or 
0-6 bp. Anothcr intcrcsting piccc of inforn1ution, is 
thal in 2 ar thc 9 nc\v trnnscriptionul units rcportcd 
in this work, in \vhich IlEP hns bccn locntcd, thcsc 
typcs of scqucncc hnvc bccn found ovcrlnpping 
rcgulatory rcgions, ns in lhc cuse of c/1111t1, \Vhcrc n 
REP scqucncc ovcrlups with thc liisJ pro1noter 11nd 
111•rD, whcrc n REP scqucncc is loc;atcd bctwccn thc 
-1 O 11nd thc initial A. TG of thc coding scqucncc. lt 
is also intcrcsting thut llEP-likc scquc11ccs havc bccn 
found in slublc llNA spccics, such us thc 16S and 
23S rllNA. und u\so in tite lle tRNA (Tnblc IV). 

Stcrn et ul. (1984), havc proposcd scvcrul possiblc 
roles for H.E.P scqucnccs. Onc of thcn1 is thnt REP 
scqucnccs n1ay shnply havc 11 pnssivc role whcrc thc 
two invcrtcd scqucnccs n1uy serve as u block to 
3' -• 5' cxonuclcolytic nctivity at thc 1nRNA. leve!. 
A.ltcrnntivcly, REP scqucnccs muy urfcct gene ex· 
prcssion by uhcring n1H.NA. stability by scrving as u 

REl•-likc scqucnccs found :is p.1!t oí genes tlrnt codc for smblc RNA molceulcs 

Sequence 

···-········-·--··-·-·--·-·····-·-·-··--·--·-·--··-···········-·······-·--·-·········-·--······--····· 
G G T G e 

Conu!nsus r. • G G e r. • • • G e G o " • "' e G G e • T e G G e• 
' • e ' 

•• subt\lls tRIU\ 11. G ' • ' ' e e T G • T • • ri e G ~, e G e G ' ~ T ' ' ' ' C<1/I. (24) 

E. coll tRtlA 11 • G ' • ' ' e e T G • T A A G G ·G • 9 ' T e G ' T ' ' ' ' e ' 124) 
E. coll 165 RllA G T A G e e G G • T ' • G ctgca ' e G T e G A<l e e • ' (2~) 

E. col! "' RllA G T • • G e e T G ' • ' A G Ge G " G "' T Ga9')CA T e '" r. A 12'81 

Al thc right m11r¡;h1, in p:m.mthcscs, nrc ~pccilicd thc numbcrs oí bases {In cupitul lcttcu),out oíJJ, that ure homologous to the cu11~1msus 
REP sequcncc. Non ltomoloi.>0us buses un: in lowcr•cuse lettcrs. 



substrnte fer spr.cific cndonuclensc clcnvugc. Thcy 
nrguc thnt this could be thc case bcc:rnse such se­
qucnccs hud nol been found in stnblc RNA spccics, 
Howcvcr, our results show thnt, nt lcnst in ryr tRNA 
nnd .r11pBE tRNA transcriptional units (Table 1), 
REP scqucnces nrc prei;cnt, and nlso thnl REP-likc 
scquenccs \vcre dctccted in thc 165 nnd 235 nnd in 
the ilc tRNA (Table IV). \Ve bclievc thnt tite impor­
tnnce of finding REP sequcnccs nt thc cnd of tRNA 
operons, lies in thc fuct that, nt lenst for tyr tRNA 
und .s11pBE tRN/\ operons, REP scguenccs could 
not ensily be involvcd or rclntcd to RNA stnbility. 
Nevcrthcless, thc linding of this REP nnd of REP­
like scquenecs in opcrons thnt encade stable RNAs 
does not rule out tite possibility thnt such scquenccs 
nnd/or thc scquencc 5' -GCAAA TICAATA TA Tf­
GCA-3', Iocnted bel\vccn l\VO REP scqucnccs, 
could be involvcd in the proccssing of ccrtain mRNA 
molcculcs. This hypothcsis is supportcd by the fnct 
thnt, nt lcnst for onc case wherc this scquencc has 
been locutcd (bctween the 5S RN/\ und 1'(11 tRN/\ 
from /J •• t11'11i/Lr), it hns bcen proposed thut this 
scqucncc is in volved in the confonnntion of un RN/\ 
proccssing locus (Gcgenhcimer nnd Apirion, 1981). 

Thcrc nre olhcr possihlc roles for REP scqucnces. 
Onc or thcm is thnt thcy urc required to cndo'v 
spccificity far prolcin binding (5tern el ni., 1984). \Ve 
hnve alrcudy indicuted that, al Icast far ¡:dltA, these 
sequen ces could be structurcd ns part of1l tRNA-likc 
molcculc. Thls mlghl suggest thnl the moleculc could 
be rccognizcd by a tRNA-n1odifying-like enzyrne. 
Similar data hnvc bccn publlshcd by An1es el ni. 
(1983), wherc a tRNA-Iike structure has been found 
Os pnrt of thc lender rcgion of S. IJph/luur/11111 //Is 
opcron. As in tite cnsc of gdhA, there is nn importunl 
homology bct\vccn hls tRNA und thcir tRNA-likc 
molccule. They hnve also proposed thnl this tRN1\­
likc structurc might hnvc n rcgulntory function. 
Furthcrmore, tRNA-likc scqucnces hnvc bcen found 
in sevcrnl cuknryotic RNA viruscs und lhcy nrc 
reeognized und aminoacyluted by host enzymes, 
dcspite significnnt dcvintion from thc conscnsus 
tRN/\ structure (Hnenni et ni., 1982). 

An intcrcsting ulternalivc role far REP sequcnccs 
ns spccific protcin binding siles comes from thc fnct 
that thc REP-likc sequcnccs thut havc bccn found in 
thc 16S and 23S rRNAs (Table IV), havc alrendy 
becn lnvolvcd In thc binding of specific ribosomnl 
protcins. The REP-likc scqucncc ofthc 165 riboso-
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tnnl RNA intcracts \VÍlh thc 57 protein (Princc et ni., 
1983; Nollcr, 1984); and in the case of 23S riboso-
01111 RN A, the REP-likc i;cqucncc is pnrl of n strue· 
tural don1nin lhnt inlcrncts \\'Íth L7, LID, Ll l, L12, 
and EF-G protcins (Princc el ni., 1983). Therefore, 
nn intcrcsting possible role for REP sequcnces [not 
ineludcd among the i;cvcral nlternntive runctions 
proposed by Stern et ni. (1984)1, could be thnt these 
nucleolidc sequenccs do internct with spccific pro­
teii1s, not nccessarily nuclcascs, but \\1ith protcins of 
the general translation 1nnchincry of the ecll. This 
\vould explnin \Vhy thcy can be found not only in 
mRNA molceules, but nlso in stnblc 16S, 23S or 
tRNA molecules. \Ve would Iikc to hypothcsize thnt 
by lhc intcructions of thcsc REP scqucnccs \Vith 
spccific modifying cnzyn1es nnd/or spccific riboso­
mnl protcins, the rntc oftrnnslntion nnd/or dcgrndn­
tion of ccrtnin mRNA n10Iceules could be modu­
lntcd. 

Finnlly, nn nltcrnnlive role far REP scqucnccs hns 
nlrcudy been cxposed by 5tcrn et ni. (1984). They 
have proposcd thnt REP scgucnccs could be involv· 
ed in chromoson1c structure nnd orgnnizntion, pos­
sibly scrving as a binding site far spccific protcins. 
Such protcins n1ay anchor the DNA or muy serve to 
delinentc structural ar functional do1nnins. Howcvcr, 
this propasa! could be structured in a difTcrcnl wny: 
it has bccn demonstrntcd that REP is pnrt of thosc 
RN/\ trnnscripls where this sequcncc has bccn 
scnrchcd far, thus strongly suggcsting that thc trnn­
scriplion of this kind of scquence is important. 

\Vorcel nnd Burgi (1972) hnve shown thnt the 
forces \Vhich crentc und stubilize thc ralded bncteriul 
chromosontc are due mninly to RNA-DNA intcr· 
uctions. Thcrcfore, it is possible lhut thc lrun­
scription ofREP sequenccs in RNA could eontribute 
to thcse: RNA-DNA interactions. 
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A dclction th:\t rc1no\'cS: onc rc¡lctitivc cxlrnncnic palin<lromlc"scqucncc downstrcwn ur thc structural gene 
of Escl1eric/Jfa coli g1utmnntc dch)'drogcnusc, reduces l\YOfold the hnlf-Hfc of gdlut mRNA. 

INTRODUCflON 

A novel fcnturc of thc E. cali tuld Saf111011clla 
ljtplllt1111ri11111 gcno1ncs is the prcscncc or numcrous 
copies of thc REP sequcncc (Higgins et nl., 1982; 
Stcm et ru., 1984; Gilson et o.l., 1984; Becerril et o.l.1 

1985; Ncwbury et ni., 1987). As fur ns it is kno\\'n, 
ull REP scq ucnccs nrc in cxtrngenic regions nnd 
n1ost or thc1n nrc locntcd nt the 3' tcmtlnus of u 
Mruclt1r11l gene (Stcm et ni., 1984). Tilis 35-bp 

Curtl!J/l1J111/ci1u /IJ; F. Dulh'ar, Apdo. Postal 
0

510-J, CUcrn::r.vnc:i, 
Mori:\us C.I'. G2270 lMéxico) Tel. (5273) 11·23·99, • 

-'1.i.,,.,+uhms: hp, b;:uc p11lr(1); 111fK, aaiactoJ;in:uc s1ruc1ura.I 
··~pu•: Gl>IJ, i:lu11111rn1c dch)'drogcnasc¡ gd/IA, ODJI slructura.I 

t ·o.-¡ kb, 1000 bp; nt, nuclco1ldc(1); R, rcsis1Ímcc¡ REP, rcpcll· 
,¡.,, r.J;lr:1¡:1:11lc pallndroinlc 1cquencc¡ SOS, sod[um dodcc)'( 
~11lí~1"¡ YSC, 0,15 t.1 Nact, 0.015 M NDJ •cilralc, pH 7.Ci¡ Te, 
,,.u:ocycllni:; ( ], dcslsnatc1 plasmld•Cllrricr 11u1c. 

scqucncc has a highly conscrvcd dyad symmctry 
\Yhich coutd pcrmit thc formation of a stcm-and-loop 
structurc in its corrcsponding RNA transcript. This 
clcmcnl cun occur singly or in juxtaposed copic:s 
scpnratcd by lcss then 25 bp; in tbis ca.se, altema.tive 
sccondnry structurcs eould be formcd (Hlgglns et al,1 

1982). 
Thc function of REP scqucnccs is stiU not clcar: 

Sincc it is prcscnt in such a lnrgc nun1bcr ofcopies 
pcr chromosomc n.nd is hlghly conscrved in se· 
qucncc, ~he. clcmcnl c"ould have nn import.anl 
ruticlio·n rOr thc·ccll'and severa! possiblc roles havc 
bccn proposcd. Thu .first ene suites that REP 
scqucnccs 1n11y be involvcd in chromosomc strUcturc 
und orgWlizution (Stt:m et aJ., 1984). rlbc sccond 
hypothesis supposcs that thc REP clcmcnt could 
pluy a role in chron1osomnl rcarrangcmcnts and 
gcncrnllon ofgcnctlc dlvcrslly (Hlggins et aJ., 1982· 
Stern et ul., 1984; Gllson et al., 1984)'. As lhe thirJ 

Ul7H·lll9/17/SOJ,,0 C 15'11 Ehavlcr Sd1nu f'ubU1hna U.V. (Dlom~~al.Dlvhlon) 
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ultcrnativc, it has bccn proposcd (liiggins et uJ., 
1982; Stcrn et ul., 1984; Gilson et ul., 1984: Plamunn 
and Stnuffcr, 1985¡ Becerril et al., 1985) and rcccntly 
dcmonstratcd (Ncwbury et al., 1987) that this elc­
n1cnt mny Plso be involvcd in thc rcgulation of gene 
exprcssion. Finally, Ncwbury et al. (1987) huvc 
proposcd that REP scqucnccs mny be a prokaryotic 
cquivulcnt of 'scUish' rcpctitivc DNA. 

Conccrning thc third hypolhcsls, Higglns et ol. 
(1982) :lnd Stcrn et al. (1984) havc suggcstcd thnt 
RE.1> scqucnccs could affcct gene cxprcssion by 
11hcring 1nRNA stnbility, acting as a banicr to 
3' -• S' cxonuclcolytic dcgradation of thc mRNA 
(t,tt'zcron et al., 1976), as a conscqucncc of thcir 
sccondnry (stem~nnd-loop) structurc. Subsequently, 
i1 l1ns bi..-en rcportcd that thc deletion of onc (Becerril 
el ni., 1985) or two (Stcm et ol., 1984) of thcse 
downstrcnm clcmcnt1, or tho iasertlon or diffcrcnt 
scqucnccs bctwccn lhem (Plamann and Stauffer, 
1985). reduces thc cxprcsslon ofthc upstrcnm gene 
product. In a rcccnt papcr, Ncv .. bury et al. (1987) 
hnvc dcmonstratcd that thls cffcct is mcdlatcd al the 

o 

pSAE4 

lcvcl ofmRNA stability, The REJI clcmcnt sccms to 
stnbilizc, in o.general fushion, lhc trunscript upstrcam 
from it. ln a prc\'Íous papcr, our group rcportcd that 
in E. col!, GDH gene exprcssion is rcduccd :ilmost 
50% whcn one ofthe two 3' REP scqucnces ofthc 
gdM gene is removed (Becerril et ni., 1985). To 
determine whethcr this dccrensc is also mcdiatcd b)' 
nn alterntion of thc hnlf·life of gdhA mRNA, wc 
analyzcd thc mRNA stabllity of this transcript. 

EXPERIMENTAL ANO DISCUSSION 

(a) Plasmld construclions and mRNA characterlza .. 
tlon 

Thc plasmJd pBBS wns constructcd by deletion of 
a .l·kb Stul-Stul DNA fragmcnt from plasmid 
pSAE4 (Fig. l). As sccn in Fig, 2, thc gdM mRNA 
transcrlpu obtaincd írom both thci;c plasmids are 
approximatcly thc samc size (approx. 1600 nt). Tile 

• • • 7 

•• 

Pstl S!ul Stul E'col Hlndm N,ul ' Ps11 

LI --·· --~"'~-___l_, _ _JIG~!!IJ!lllSlllllJ!illsc:: _______________ j 
· gdllA /s. ~ Tc

11 

~i~ 
pBB5 

Nrul Pst 1 < . - _________________ J 

Fl¡. l. Physletd mops o(l!nc1uizcd pl11.1mld1 pSAEA and pBBS carryln¡ lhc ln111r:11dNt ¡ene and fl11nkln¡ rc¡lons. Plasmld pBBS w111 
consuuc1ed from phumld rSAE4 by 11 dclctlon oí a 1-kb S1ul 0 S1ul DNA fragmcn1 whh:h lncludcs lhc sccond REP scqucncc (open 
lcftward arrow; DccCrril el al., 19!15}. Thc duhcd Unes rc:preacnl tlu: vector pDR3l2 (Dollvarcl 111., 1977; Dalb.6.s et al., 1986), thc solid 
Unes tho E. r:olf chromosomol lnscn and thc lhlck ban lndkatc 1hc location oftho 1dM and Tc" acnn. Thc hatehcd arc11 lndica1cs thc 
Stul·Stul dclellc111. 111c exp1mded arca contalns lhc REP scqucnccs and thclr orientatlons, rcprcJCntcd by anows. 
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Fi¡. 2. Dc:tcrmlna1ion oíthc h:ilí·liíc oí 1dhA mRNA. Thc ¡lutamatc auxotroph 1traln PA340 (Cov:i.rrublu et al., 1980), wns uansíormcd 
cithcr v.i1h plumld pSAE4 (Sanchcz•Pcsc::idor el al., 1982; Valle et al., 1983), whJch curies thc lntact ¡dhA ¡ene includin¡ thc oriJina.1 
J'.flo.nkln¡ rcaion, or with pDBS (Bcet:rrll et aJ., 1985). In 1hl1plumld1hc dina! REP clemen1 was dclctcd from the scqucncc fia.nkln11 
1hc tdhA ¡ene (F/¡. J}. Tr:aniíormnnu wcrc ¡rown to late axponcnd1I phuo In NN mlnlmal mcdlum (Co\•arrubl:u et al., 1980) 
supplc:mcntcd v.ith 15 mt.1 NH.a 111 nltro¡cn so urce, 11nd l l mM ¡lucosc as carbon so urce. ARcr thc addillon offií11mplc:in (0.8 ma'ml), 
10111) RNA wa1 bohued (Young and Furano, 19!1I)111 in1cn•llls (3 mln), clcctrophorcscd on a 1 ~ a¡uosc-2.2 t.f íormnldchydc ¡el (ot 

10 h at 30 V (Lehrach et al., 15177) and then transrcrred ovc:mlaht onto nltroc:clluloac mcmbranc1 (Sou1hem, 15175}. Prehybridlzatlcn 
wa1 pcñormcd at .(!"C for 4 h In • burrer contllinlng 5 x SSC, !10~ fonnamldc, 1 mM EDTA, 10 mM Tris pH 8, 10 x Denhardt'I 
1olullon (DenharcU, 1966) and ISOµg/ml ofcalfthymu1 DNA. A fra,¡mcnt ofthc pBB!I plumld, CarQin¡ the complete gdM ¡ene, was 
nlck·tranallncd accordlng to Rl¡b)' et al. (1977) and used as a up.111bclcd probo. Hybrldlzation wu carrlcd ou1 for 12 h al 42"C 1ning 
the prehlbrldazatlon buff'Ci: ml•cd llith the probe. Thcn thc filtcr1 wcrc succeulvely washed (twice for 20 mln) llith~ 2 x SSC, 0.1 ~ SOS 
al room tcmpcraturc:.O.l x SSC,O.l~ SOS at 48"C; IUld 0.1 x SSC at 64"C. The e•po1urc offahcn to X•ra)· filmt wu done at -70'C 
for 24 h u1ln1 an lntcn1iryina scrccn (Swanstrom and Shank, 1978). To dclcrmino tho posltion oftho 2JS and 165 rRNA, Ollera wcrc 
1111lncd wilh mcthyknc bluc. Lane1 1-4 1how gd/iA tronscrlpts carrylng only one REP scqucncc (from plasmld pBlJ!I} corrcipandini: 
to 0,3,6 nml 9 111ln,1csp:ctlvely,allcr thc 11ddltlon ofrifampldn. Lanc1 5-8 show tr11nscript1carrying1wo RI!I' scqucncc1 (from plumtd 
¡1SAl!4) corrcspomifn¡ 10 the samc times as above. Half·llvcs wcrc dclcrmlncd by dcnsltomctrk analysla ofthc: 11utoradlo¡ram and 
sclmlll:itlon countlng oflhc h}•brldlzalJan b1U1d1 {lc:C Table l and Fl¡. J). 

111inhnu1n si7.c for n trnnscript including thc 63 nt or 
thc gdhA Jcadcr scqucncc (L. Riba, personal com· 
1nunicntion) nnd thc 1441 nt ofthc coding scqucncc 
uf this cnzyn1e (Valle et al., 1984), is 1504 nt. The 
~hnilar sizc of thc gdM trnnscript from both plas· 
1nitls, suggcsts that the ends of the transcripts are 
vcry n'.'.ar 1hc REP scqucncc. 

(h) mHNA stnblllty 

Thc 1nRNA half-llfe mcasurcmcnts dcmonstrate 
ili:1t thc gd/ul. mRNA canying thc two original REP 
scqucnccs is abaut 50% more stablc lhM the gdhA. 
n1RNA cnrrying only onc REP (Fig. 3). Thcse rcsults 
nrc consistcnt with thc lcvcls of GDH activi1y 
obtaincd far cach strain (Table 1). Thcsc data sup· 
pon thc hypothcsis that REP scqucnccs may alfcct 
sene cxprcssion by altcrins mRNA stability. A 
1in1ilar effcct on mRNA stability has bccn prcviausly 
dcmon11ratcd far sc'vcral opcron1 whcrc two REP 
scqucnccs wcrc addcd or rcmOvcd (Ncwbury et· al., 
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1987). Thc prcscnl rcsults dcmonstrat~ thn( rcmov· 
ing onc of thc two REP scqucnces at thc 3' end of 
a gene is sufficicnt lo reduce thc stabilily of lhe 

TABLE 1 

ODH 1pcciric actlvity 11.nd gdhA mRNA half.lifc 

Hon[ptumld) • SpcclOc actlvity KdliA mRNA half·llfe• 
ofOOH" 

PAJ40(pSAE4J 
PA340(pBB!IJ 

• Sce Flg. l. 

100,... 
52% 

4 mln (100~) 
2 mln (!10~) 

"To mcasurc thc GDH cnzymc actlvlly, !l·ml cultures ofstraln 
PAJ40 contalning pl:ismlds pSAE4 or pDD!I wcrc ¡rown to lale 
caponcnlial pha1c: In NN mc:dium 1upplcmc:nted with ISmM 
NH.a and 11 mM ¡lucosc, and ODH wat euayed as ducribcd 
by Cov1UT11bla1 el al. (1980). Absolu1c valuc1 of ODH·spcclflc 
actlvl1ywcrcfound 10 vory sll¡htl)' fromday lo day, Howcvcr, the 
reluivc \•alucs for the two plumids u1•ycd In the 1am1 eapc:ri· 
mcnt wcre ciJn1tan1. Thc:rcfore, lh1 valuet ue préscnted In % 
ra1hc:r than In ebsolutc: tenn1. 
• Sec lc¡cnd1 lo Fl¡s. 2 ond 3. 
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Fi¡. J. Dc¡radatlon kiiunics or ¡dAA mRNA. mRNA halMlvcs 
wcrc ca1culatcd rrom lcut-squucs-nncd plou oíthc loaarithmtc 

1 • valuc oflhc bands' lnlcnslly a1ain11 ttme, by bolh dcnsltomeuic 
scannln¡ or lhc x•ray film Jnd 1cln\lllal1oa cowatlna or the 
hybrldlu.tlan band11bown tn Fl¡. 2. The iunouo.u Ofhybldl&ated 
probcs uc cxprnscd tn rcladve tcnn1. HaU'.Uvu wcre ¡raphl· 
cali)'C:ilculatcd (dllshcd Unes). and approdma1t1yeorre1pond to 
r1p • 4 mio forthc PA340{pSAE411dlvl mRNA and l•p • 2 mln 
ror thc PA340[pDBS) 1dhA ltanscrip\. Thc data shown in thls 
{i¡urc havc bc:cn obto.lncd from thc avcra¡cd \'lllucs of thrce 
indcpc:ndcnt c11pcrimcnts. Sta.ndud dcviatlons lll"C rcprcscntcd 
by vcrtlco.l llncs. 

corrcsponding trnn&crlpt. Stcm et ni. (1984) havc 
dcmonstratcd lhat inscrtion or a single copy of lhc 
REP sequcncc causes a rcduclion in gnlnctokinase 
aclivi'ly when it is upstrcnm from thc ga/K gene. Wc 
belicve thnt this cffcct is not ncccssnrily rclated to thc 
mRNA stnbilizatian cffcct observcd whcn R.EP se· 
quenccs are placed downstrcam from a gene. 

lt is known that huirpln structures 1ocatcd cithcr 
al thc 3' ar S' cnd ofvarious genes can stabilizc thcir 
RNA transcripls (Lozeron et ol., 1976; Guamcros 
el nJ.,º1982; Schmcissner et al., 1984; Hayashi ond 
1-lnyashi, 1985; Matt et al., 1985; Wang ond Chong, 
1986; llclui;co el ni., 1985; Gorski el ni., 1985). 
HO\\'C\'cr, nene or these scqucnccs secm to posscss 
such n !urge or highly conscrvcd pallndromic se• 
qucnct! ns thc 1lEP clcmcnt. lt has also bccn rcportcd 
lb.al 11\lllngcncsis on thc n·anking regions ar certnin 

(i EN 02128/4 

1 \('\ 

genes moy co.usc a modification in mRNA stubi\ily 
(Gcorgc nnd Mellan, 1986). With all thcsc cvidcnccs, 
wc tcnd to ug:rcc whh Stcrn et al. (1984), rlumann 
and Stauffcr (1985) and Ncwbury et al. (1987) lnj~c: 
proposition that thc REP cfft1:t stabilhy on mRNA·­
may not be thc primury function of this clemcnt. 
However, in c¡<rtuin situutions this propcrty of REP 
sequences could have bcen selccted by the orga.nism 
to serve a ph)'Sialagical function. 

ACKNOWLEDOEMENTS 

This work was partlally supported by grnnt 
PCCBNAL·022584 from The Consejo Na.cionu.I de 
Ciencia y Tccnologla (CONACyT), México. 
E. Merino v.•ns supportcd by a fellowshlp fram thc 
CONACyT, M!xico. 

REFERENCES 

Balbb, P., SobCron, X., Merino, E., Zurita, M., Lomcll, H .. 
Vallc, f., Aaru, N. and Ballvar, F.: Phumld vector pBR322 
and tu 1pcclal·purposc dcriv1ulvi:1 - a rcvicw. Oenc 50 
0986) 3-40, 

B~rril. B., Valle, f., Merino. E., Rlba, L. and Bollvar, f.: 
Rcpclltlvc c111ragcnlc pallndromlc (Rl!P) scqucnccs In 1hc 
Eschtrichla coll it!M ¡cnc. Ocnc 37 ll985) SJ-62. 

Bcluco, J.O., Bcatty, J.T., Adams, C.W., van Gcb:i.in, A. a.nd 
Cohen, S.N.: DUfcren1liU cxprculon oípho\OS)'Olhcsls aencs 
tn R. cops11lara rcsults Crom sc¡mcntal dlffcrcnccs ln st11bl\11y 
whhln lhc palyclstronlc r.rcA tr1mscript. Ccll <10 (1985) 
171-181. 

Dcluco,J.O., Nl111on, Q,, van Oabcln, A. and Cohcn, S,N,: The 
stabllhy of E. colJ acnc uanscrlpts Is dependen\ on detcrml· 
nanu locallzed to speclfic mRNA sc¡:incnu. Ce\l 46 (1986) 
245-251. 

Bolivar, f., Rodri¡uez, R.L., Orccnc, PJ., Bcll:sch, M.C., 
Heyneker, H.1-. Boyer, H.W., Crasa, J.U. and Falkow, S.: 
Con1truc1lon and ch1nc1cri%atlon or ncw clon\ng vehlclci, 
U. A multipurposc c\onin¡ systcm. Gene 2 0977) 95-113. 

Blundell, M. and Kcnnell, O.: Evidencc rar cndonuclcol)1lc 
1n1ck in dceay ar lac mcucnaer RNA In E1clitriclila coll. J. 
Mol. Dial. 83 (1914) 143-161, 

Cuvarrubia1, A.A., S~chci:01'c:sc11dur, R., Osario, A., Dol!vur, f. 
11nt1 Dasuarrachcll, F.: ColEI hybrid plasmids contalnlng· 
EicMrldila &oJJ 1enc1 tnvolvcd In lhe blo1ynlhc1h or 
slutamato and ¡lutamlnc. Pla1mld 3 (1980) 150!164. 

Denhardt, o.T.: A mcmbranc fllter tcclmiquc for lhe detecllon 
or complcmentary DNA. Dlochcm. Dlophys." Res. Commun. 
23 (1966) 641-646. 



,, 

(' / ,, .,.) 

1 
1 
o 

Gcorgc, S.E. and fl.lclton, T.: Oonlns and mol!!eu/ar charactcr• 
ization of csm muta1ions allo"ins u:prculon of catabolhc• 
rcprcss/blcopcrons In lhc abscncc ofc11n~cnou1 t"yclic AMI'. 
J, lhu:lcrio/, 166 (1986) .533-5 .. 0. 

Gibon, E., Otmcnt,J-M., Drul!ag, D. and Hofnunfl, M.:A family 
o( dbpcrscd rcpc1hivc cxtra¡cnlc paJlndromlc DNA sc­
qucnccs in E. col/, EMBO J, 3 (198.CJ 1417-1421. 

Gorskl, K., Roch, J-M .. Prcntkl, P. and Ktl•ch, U.M.: Thc 
stabll/1y of bactcriopha¡eT4 acneJ1 mRNA: a S' lcadcr 
sequcnce thatcan atablllu: mRNA tranactfpts, Ccll 43(1985) 
461-469. 

Guarncro1, O., Montllflcz, C., Hcmandcz., T. and Coun, D.: 
Posttra.nscriptlonaJ control or bactcriopha¡c A fllt ¡ene tll• 
prcssfon from a 1llc distal to thc sene. Proc. NatL Acad. Sd.' 
USA 19 (1982) 238-242. 

Hl¡gins, C.F., Amc1, G.F•L., Bame1, W.M., Cemen1,J-~f. and 
Hornun¡, M.: A novel ln1crclstronle rc¡ulatol")' cJement or 
prokar¡olic opcrons. Nalure 298 (1982) 760-762. 

Hayashf, M.N. and Hayuhf, M.: ~cd DNA 1cqucnc.1 °1hat 
determine mllNA 1tabi11l)' of ble1erlopha1e ~Xl74 In \ivo. 
are tunc1lonal. Nucl. Acld1 Rea. 13 (198SJ .!1937-5941. 

Lchrach, H., Diamond, D., Wor.ncy, J.M. and Bocdlker, H.: 
RNA molccularwcl¡hl detcnnln1tlon1 by ¡el eleetrophwe1ls 
under dcnaturln& condltlon1: a critkal ru11anilnádon. 
Dfocl1emlstr)' 16 (1977) 4743-47.!ll. 

Lozcron, H.A., Dahlbcr¡, I.E. and Sr.ybal1ki, W.: Proceulng or 
thc ml,for tcn .... ..ro mRNA orco!lpha¡c JambdL Virolo¡y 7 J 
(1976) 262-277. • 

Manlatil, T., Fritsch, E.F. and Sambrook,I.: Molecular Con In¡. 
A Laboratoey ManuaJ.Cold SpringHarbor Laboratory, Cold 
Sprin¡ Harbor, NY, 1982. 

~fott,J.E., Oalloway, J.L. and PJau, T.: M1tur1tlon o( Esch'ttdifa 
ttJ/ftr,yptophan operan mRNA:cvfdencc ror l' uonuclcol)11c 
proccsslnc ancr rho-dcpcndcnt tcnninallon. EMBO J. 4 
(1985) 1887-1891. 

Nowbul')', S.F., Smlth, N.H., Robln1on, E.C., Hlle1, l.D. and 
Hlgln1, C.F.: S11blllzaUon ot tramlatlonally active mRNA 
by prokaryotlc REP 1cqucnCOJ. Cell 48 (1987) 297-JIO, 

GEN02128/S 

i'lamann, M.O. and Staufrcr, O.V,: Charactcrizatlon or a 
t'lr-11ctlng regul:ilory mutn1fon 1ha1 ma¡u at thc dl11al end or 
1he E.JrArrirJ1/a t'Oll 1tl,1'A sene. J. Dac1erlol. ltil (198.SJ 
650-6.Sol. 

Rlsby, P.W J., Dlcckmann, M., Rhodes, C. and Dcrg, i'.: Labcling 
deo.t)Tibonuclcic a cid tohlgh srecilic acthi1y In \•ltro by nick 
1r11n1l1tlon with DNA pnlymcruc J. J. '-fol. Dio!. 113 (1977J 
237-:!.!ll. 

Sanchcr.•Pcscador, R., Sanvlccnlc, E., Valle, F. and Dolh.,u, F.: 
Rccomblnant plumlds carl)ing the glutamalc dchydro­
scn.,c structural ¡:ene rrom E.rditrlchla cal! K·l2. Ocne 17 
(1911::!.J 1-8. 

Schmeluner, U., McKcnney, K., Roscnbcrc, '-f. 11nd Coun, O.: 
Rcmo\•al or a tcrrnlnator structure by RNA ptocculn¡¡ 
rc¡ulates lnt ¡ene cxpreulon. J. Mol. Dio). 176 (1984J 39-.SJ. 

Sou1hcm, E.1-f.: Dctection or 1peclfic scquences anmng DNA 
l'i"agmcnts scpar11tcd by ¡:el elcctrophore1is. J, Mor. !li:Jl. 9S 
(1975J .S03-SJ7, 

S111m, MJ,, Ames, O.F•L, Snilth, N.11., Robfn)uu, r:.c. t.nd 
lllgcins, C.F.: Rcpcdth•c exlra;cnic 1nlini.lro111k ~-· 1 ~.u~cs: 
a majar componcni ofthe b11c1cri:tl ccnomc. c~u J 1 ¡ IY8·1J 
JOl.!l-1026. 

s~·anatrom, R. and Shank, P.R.: X-r11y i1111:11~irrii1~ ~crccns 

grctt!l)' enhancc lhc dctectlt1n by autormllu,_:r;,phy 111 thc 
radioactlvc lsolopcs JJp and lllSJ, Anal, Uiocl1cm. liG ( l~/8J 
184-192. 

\'al/e, F., Becerril, B., Chcn, E., Sccburg, J',, Jlcyncl.:c:r, IJ, m1d 
Dolh'ar, F.: Complete nucleot!dc scqucncc or thc clutamnte 
dehydrogenuc ¡ene from Esdiufchfa en/{ K-12. Gene 27 
(1984) 193-199. 

Won¡, H.C. and Ch11ns, S.: tdcntlílcatlon or 11 po1l1Jvc rclro• 
ro¡ulator that 11ablllz.e1 mRNAs In b11c1cria. l'ruc, Natl. 
Acad. Sel. USA 8J (1986) 3233-3237, 

Youn¡, F.S. and Furano, A. V.: Rei:uh11!on or 1hc syn1hell1 o( 
E. coH elongatlon (actor Tu, Ccll :!•I (1981) 695-706. 

Communlcated by z. Hr11dctnA. 



A compilation of Repetitivc Palindromic (REP) Sequences 

. . 
Enrique Merino and Francisco Bolivar 

Centro de Investigación sobre Ingeníeria Genética y Biotecnolog!a. 
Universidad Nacional Autonoma de México. Cuernavaca, Morelos, México 

• To whom correapondence and reprint requests should be addressed at 
Apdo. Postal 510-3, Cucrnavaca, Morelos C.P. 62270 (México). 



A novc1 faature of the Escherichia ~ and Salmonella typhimurium 
gl!11oml!s is the presence of a highly conserved extragenic palindromic (REP) 
fll'.!q1tc.ncc, found in more than 25% of the operons where it has been searchcd 
fr>r. Thc main features of the REP sequencee havo been previouely described 
(1, 2, 3, 4, 5, 6). In arder to perform an updated compilation of the REP 
scqucnces, we searched for the most conservad segment of this element 
(5 '-C'rTATCAGGCCTAC-3 1 ) and its complementary nucleotide sequence on the 
Genllank data base (release 44.0). We found 21 new REP sequences in 11 
different operons. These data increase the number of reported REP sequences 
to 83. 
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Figure.!• Location of· REP sequenccs. The position of each REP sequence 
with respect to the upstream proximal gene is representad by an arrow (not 
to scale) which direction indicates thc orientation of such sequence. All 
the sequences are from Escherichia col.i 1 except those from Salmonell.a 
typhimurium that marked with (St). ~~ 

a This REP sequence overlaps the proposed prometer for h!!d.· 
b A del.etion that removes the sccond REP scquence downstrco.m of the 

structural gene 1 reduces twofold the GOH-specific activity (4). dueto a 
decrease of the gdhA mRNA half-life (6). 

e The intercietronic glnA-slnL regions from Escherichie .9..2.!!• Salmonella 
tYphimurium and Klebsiella pneumoniae are highly homologous among them. 
nevertheless 1 only the intercistronic region from Escherichia ~ 
carries REP sequences (5 1 8 1 9). 

d The first REP sequence is located at 51 bp from the end of the gln tRNA 
operan. 

e An insertion of Mu eta phage between the ~ translation stop codon and 
the REP sequences 1 reduces the serine hydroxymethyltransferase activity 
to 30% of the normal value (11). 

f A deletion that removcs the two REP scquences from thc intergenic 
~-hisQ region, reduces tho level of the !!!.§.:[ produce by about 50% (2) 
due to a dcstabilization cffcct at thc mRNA leve1 (5). 

g On1y thc first hnlf of the second REP scquencc has been reported. 
h Escherichia coli DNA region localizcd 3.3 kb downstream of thc ~ 

gene (22). --
i Despite sequence conservation between the !!!E.:[ genes from Escherichia 

,Eill and Salmonella typhimurium, there are not REP sequences downstream 
the ~gene from 'ª'· typhimurium (5 1 14 1 23). 

j It has not been established whether a small polypcptide is encoded by 
the region between REP sequences and MlRNA. 

k The reportad sequence ende at the second half of the REP sequence (24). 
1 Delet~on of the REP sequences upstream the structural gene, plays no ro1e 

in che expression of purF (17); 
m Despite sequence conservation between the rpoD genes f rom Eacherichia 
~ and Salmonella typhimurium 1 there is only one REP sequence 
downetream the rpoD gene from the first organism (5 1 18). 

n In th~a case, the distance was considered from the end of the spot42. 
There is an unidentified gene reading towards spot42 1 localizad 20 pb 
from·REP sequencee. 

o There is an open reading frame (ORF127) in opposite orientation of the 
chreonine operen. Thc stop codon of this putativa gene is loceted 12 pb 
from the first REP sequence. 

p REP aequences localized at the 3' end of the !X.!:, tRNA operen. 
q The first REP sequence is located bctwecn Che Pribnow box and the 

initiatiori ATG codon of the ~ coding region. 

P This column indicates the references where a palindromic 
has been reportad as REP elcment or abares homology with 
nucleoc~de sequences are from GenBank data base (ralease 
hisG, sucB, and sdhA (2) and metJ (14). 

x SeparatiO'ñ dietañCe'S are indicated in base paira. 
~- REP sequences found in this study. 
+ REP sequences~that have been described but not previously 
? The function of the gene product has not been identified. 
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Fi2ure 2. Homology between REP sequences. All the sequences 
incl.uded in the present compilat:f.on differ in no more than ten errors 
(mismatch, deletion of insertion) w:f.th respect to the consensus and 
are grouped according to their orientation. The bases which match the 
conseneus sequence are indicated in capital letters. The numbers in 
parentheseg indicate the relativa position of the REP eequences with 
respect to the upstream proximal gene (see F:f.g. 1). The nomenclatura 
is as in Fig. l. 
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Thc prcscnce of a repetitiva cxtragcnic palindromic (REP) sequence 
in thc Escherichia coli and Salmonella tYphimurium genomes has been 
recently reported (1, 2, 3). The main features of this element, also 
called PU palidromic unit, have becn previously described (1, 2, J, 4, 5 1 

G, 7, 8, 9). Onc of them is thot nll copies, so far idontificd, are located 
in extragenic, nontranslated regions. We present here the first example of 
a REP sequence localized within a structural gene: the ribonucleoside 
dipJaosphote reductose nrdA gene of E. coli K-12, which is part of thl! 
!!!.&AD operen. -- - --

Pigurc ·1cgcnd, l'lu.! DNA nuclcot:ldc sequcnce corresponding to the 3 1 terminus 
of the ~ gene has been aligned in arder to show a putativa duplicated 
DNA rcgion, prcviously reportad by Carlson et al. as direct repeat 
sequences (10). Astcriks indicate idcntical bases in the alignment. Arrows 
raprcscnt tíu.? position and orientation of thc REP clemants found in this 
study. Duscs that match thc REP"'consensus (2, 3, 4) are in capital letters, 
'!'he omino acid scquence of thc COOH-terminal rogion of the nrdA encoded 
protcin iu in1licntcd nbovc ita corrcsponding nucleotide scqüeñCe. Thc 
numcrotion wns tolccn from Curlson et al (10). 

Ca.rlson et ul. (10) hove recently reported the nucleotide sequence of 
thc. nrdA gene nn ita 3 1 flanking rcgion (Figure). They reported the 
prt:!S~ of thrcc directed repeat sequences at the 3 1 end of this gene. A 
computar search for REP sequences madc in the present study, let us to 
:i.dcutJ.fy fivc REP scquences in this ·DNA region (Figure). This is the only 
Ht:!llr?, thuo far dcscribed, thnt carries fivc REP copies at ita 3 1 terminal 
1-.•g·I 1111. 

lt: 1.u notcworth that tho first REP sequence is l.ocatcd insido the 
tir 1·11~1:ur11.l ~ gene (Figure). '.l.'his REP element ex:hibits leas similnrity to 
1:11.· lO<;P consensus sequence (2, 3, 4), than any of thc othcr four REP · 
111..!•J11unccs .locnl.ized outside the structural gene. This divergence might be 
duu t:o a seloctive pressur.e in arder to keep the functionnlity of the nrdA 
ceded protcin. ---



An additional intcrestring feature is that usually not conserved ínter 
REP DNA sequences, ns well as the 11 loop11 forming regions of these REP 
sequences, are highly conservad in this case. Newbury et al. (6) havc 
proposed that REP acquenccs bccame sprcad throughout the genome by a 
11 selfish11 procese, poeeibly RNA-mediated gene convereion. However, thc data 
preecni:ed in this paper suggcst that at 1east for the nrdA gene this is not 
thc case, whcrc a possible duplication of its 3 1 terminus region, 
nppnrently gcncratcd two REP scqucnccs. 
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