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GLOSARIO Y ABREVIATURAS

A = Ampere o Amperio.

AMP AﬁP, ATP = Adenosin moneo, di y trifosfato.

ARNm, ARNt, ARNr = Acido ribonucleico mensajero, de transferencia y
ribosomal. ’

°c=

Temperatura en grados Celsius (centigrados).

d(A,G,C,T)TP. = Desoxi (adenosina, guanésina.citosina,timidina) trifosfato.

DPC = Dietil-pirocarbonato.

EDTA = Acido etilen-diamino-tetracético.

]
GDH = Glutamato deshidrogenasa. .

GOGAT = Glutamato sintasa
GS = Glutamino sintetasa.
gdhA = Gene que codifica para 1la enzima glutamato deshidrogenasa.
g'l n A = " " " L1} " "
gits

gdhl
nasa.

) Glutamino sintetasa. )

Locus génét1co que codifica para 1a enzima glutamato sintasa. i
Alelo mutante del gene que codifica para la glutamato deshidroge-

Aparentemente se trata de una mutacidén puntual.

gl1tB31l=Alelo mutante del locus genético que codifica para la glutamato

sintasa. Aparentemente se trata de una eliminacidén total de lTos genes de
la GOGAT.

Kb = Kilopares de bases, kilobases.

Ky = Constante cinética de Michaelis-Menten.

M = Concentracién molar, molaridad.

p = Micro (107%). p1 = microlitre (107%1). m = mi1i (1073)

nif = Genes relacionados con la fijacidn de nitrdgeno.

nifA = Gene que codifica para un activador de l1os genes nif. ' !
n-i.FL = L1} ” " 1] " repreSOr " [1} " n

ntrA = glnF = Gene que codifica para un regulador positivo de 1os -
operones bajo control por nitrégeno.

ntrB = glnt = Gene que codifica para un regulador negativo de los -
o

perones bajo control por nitrégeno.



ntrC = glnG = Gene que codifica para una protefna con una funcidn
regulatoria dual, es decir, como represor o activador, directa o
indirectamente.

pb = pares de bases.

pmole = picomole (10’12mo1)

32p - Is6topo radiactivo del fésforo.
Pi = Fosfato inorgdnico 1libre (HP04-).
rpm = Revoluciones por minuto.

Subunidad sigma (0-) = Subunidad regulatoria de la ARN polimerasa.
SDS = Dodecil-sulfato-de sodio. :

TR Resistencia a 1a Tetraciclina.

V/V = Volumen a volumen.

U = Unidad de actividad espec¥fica.

VvV = Vo1t o Voltio.

Vols. = Volimenes.

-

="prima".

]
= minutos.

h = Horas.

nm = nanometros (10-9m).

Ci = Curie o Curio.

CH3HgOH = Hidr&xido de metil-mercurio.
mA = miliamperes. .

NaOAc = Acetato de sodio.

NADPH = Forma reducida del Nico;inamida—adehih-dinuc1e6tido—fosfato.

NaDpt =. =« oxidada _ " "
NADH = Forma reducida del Nicotinamida-adenin-dinucleotido.

naDt = " ‘oxidada "
NN = Medio mTnimo de sales no suplementado.



RESUMEN

Mediante las té&cnicas descritas por Heidecker et al., 1980 y Messing -
et al., 1981, se determiné la secuencia nucleotidica de un fragmento de ADN cromo-
somal de Escherichia coli K-12, el cual porta el gene que codifica para 1a enzima
glutamato deshidrogenasa (GDH) y sus regiones flanqueadoras 5' y 3°'.

Un andlisis de la secuencia correspondiente a los 200 pares de bases an-

teriores al coddn de iniciacidn permitidé detectar la presencia de varios posibles
promotores.

Por medio de l1a técnica de extensién de primero, se demostrd que sd6lo uno
de ellos es funcional en las condiciones metabdlicas ensayadas,

tanto en plasmido
como en cromosoma.

La utilizacion de esta té&cnica para el mapeo del promotor en
pldsmidos a los que se les modificé la regidén regulatoria 5' del gene de la GDH,

usando diferentes enzimas de restriccidn, permitid concluir que s6l1o un promotor
es funcional.

E1 andlisis de la regién comprendida en los 200 pares de bases posterio-
res al codén de terminacidén, reveld que un transcrito que porte esta regién, pu--
diera tener la capacidad de formar diversas estructuras secundarias. Entre ellas,
se encuentra un par de secuencias denominadas en 1a Titeratura secuencias extra--

génicas palindrémicas repetitivas (secuencias REP), propuestas como un aspecto
novedoso y relevante del genoma bacteriano.

Se produjeron diferentes deleciones de 1a regibén flanqueadora 3' del ge-
ne de 1a GDH en un plasmido que porta el gene completo. Estas deleciones +incluyen
parte de las secuencias REP. Se determind el efecto de dichas deleciones sobre la
concentracidén final de 1a GDH intracelular.

También se presenta una compilacién de secuencias REP que amplia las re-
portadas, asi como un andlisis y posibles funciones de esas secuencias.



SUMMARY

A chromosomal DNA segment carrying the coding and flanking regions
of the glutamate dehydrogenase (GDH) gene from Escherichia coli K-12
has been sequenced :

The existence of various possible promoters has been revealed by
an analysis of the 200 bp before the initiation codon.

It has been demonstrated by primer extension that only one of -
those possible promoters is functional at least in the assayed meta-
bolic conditions, either in plasmid or chromosome.

The analysis. - of the région comprised of 200 bp after stop codon
has permitted to propose that an RNA transcript carrying these se-
quences, has the potential to form different secondary structures.
Between them, a pair of sequences denominated in the literature as
repetitive extragenic palindromic (REP) sequences and proposed as
a.novel and mayor feature of the bacterial genome, was found.

Deletions of the 3' flanking DNA region of the glutamate dehy-
drogenase structural gene have been produced on a plasmid that -
carries the complete gene. The effect of these deletions on the -
final GDH intracelular level, has been determined. A broader com-
pilation, analysis and alternative functions of the REP sequences,
is also presented.



INTRODUCCION.

El nitrdgeno és uno de los elementos que han sido
seleccionados por 'a naturaleza para formar parte de las moleculas
organicas (Wald, G.y 1962). Siendo éste un elemento esenclal -para la
sfnteéig de las moléaculas nitrogenadas, ha =sido de fundamental
impor-tancia que los sistemas bidlogicos hayan desarollado mecanlsmos
eficientes de asimilacibn Y distribucidon del niltrdgeno det medio

circundante.

Los microorganismos utilizan al 16n amonio (NH';

gran variedad de compuestos ni traogenados como fuentes de ni trdgeno.

? y una

€1 rango de posibilidades de utilizacion abarca desde compuestos
inor‘g;n lcos como el nitrdgeno atmostérico (N2 M Y el nitrato, hasta
compuestos Qr‘g%nicos comple.jos taltes comno amino3cidos (histidina,
prolina, arqginina) Y otros. Todos estos compuestos pueden ser

-
convertidos en amonio por medio de enzimas espectitficas.

Los mecan i smos de asimlilacidn Y distribucidn de
ni trﬁ:fgeno han sido estudiados en los mi croor'*gan ismos con clierto
detalle. Se sabe que estos crecen Yy se mantienen en un- medio mfnimo
conteniendo glucosa Y amonio como dnicas fuentes de carbono .y

nltro'geno reapectivamente (Tyler, B., 1978).

En estas condiciones de crecimiento, los productos
primar-ios de l1a aslmllaclo’n del nltro’geno, son el glutamato Y 1a
glutamina. Estos J1timos ocupan posiciones centrales en el

metabolismo Iintermediario (Stewart et at., 1980)>.
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En Escher ichia col i, el Qlutamato es sintetizado

predominantemente por dos enzimas, 1la glutamato deshidrogenasa (GOH,
L.~ glutamato: NADP oxido reductasa, EC 1.4.1.4.) Y 1a glutamato
sintasa (GOGAT, L— glutamatos NAOP o’xldo reductasa, EC (2.6.1.195),
‘mientras que la glutamina es sintetizada por 1a glutamino sintetasa
(GBS, v- glutamato amonio Vigasa, €C H.3.1.2.>. tLas reaccliones
catalizadas por estas enzimas son respectivamente:

-+~ - GDH
e cetoglutarato + NH + NADPH + H ————e L— glutamato «+
4

e
NADP -+ H O.
a2

“+ BGOGAT
X cetoglutarato + L- glutamina + NADPH + H ———eeee i

-+
2 L—- glutamato + NADP + H O. Zn
2

+ GS
L— glutamato + NH -+ ATP — t— glutamina + ADP + Pi.
L ++
Me

La glutamato deshidrogenasa ' (6DH)Y), Juega wn papel
central en al metabol ismo, en virtud de que es la responsable de la
interconversion de o¢ cetoglutarato y glutamato, s i tuandose esta
reaccion en un pl..lnto de cruce entre el metabol ismo ni trogenado y el de
carbohidratos. Por un lado, el glutamato es el donador primario de
grupos amino para la aflntesis de amlinodcidos por eransamlnaclén. Yy por

otro, el otcetoglutarato entra al ciclo de Krebs, generando

equivalentes reductores (Prussiner et al., 1972).

Experimentos hechos en K. aerogenes y K. pneumoniae,

indican que existe una cor'r'elaclo;t entre los niveles de 6S Y 12

s{ntesis de otras enzimas involucradas en el metabolismo nitrogenado



(Brenchley E} al.y, 19733 Prival et El" 19733%

Streitcher et ale, 19763y
Tyler, B., 19783y Clarke, P.H., 1979).

Cuando Eb aerogenes es creclida

en  un medio winimo contenliendo glucosa Y un exceso de amonlio, el

glutamato es sintetizado a través de la GOHy y bajo estas condiciones,
Tlas actividades de 1a GBS y la GOGAT son bajas (Brenchley et al.,

19733
Prival et al., 1973). Si

el suministro de amonio es bajo, ta GOH ©a

KH alta para este \.'ntlmo. siendo
incorporado por el par G8-COGAT,

inactiva debido a que posee una

entonces

Yya qQue en el caso de la GS,
ésta posee una Ky balja para el amonio. En estas condiclones

de baljo
amonio, los niveles de G8 son altos.
Por otro lado, cuando el gene estructural de l1a 68 (gin

A) de E. coli, es Introducido en el citopltasma de una cepa de K.
aerogenes con una mutaciéh

en glinA, da como resultado l1a efntesis

normal de GDH. Estos datos indican que 1a GS de E. coli, es

capaz de
regular la expresl&h del gene gdhA de E& aerogenes. (Streltcher et
ale, 1976).

En ese mismo sentido, algunos experimentos indican

L
guardan relacion con

que
los nivelea de @GS

los niveles de enzimnas

reguladas por rapresl&ﬁ catabdl ica Yy que estan involucradas en

compueatos niltrogenados,

histidina. Por ejemplo, en

1a
degradacléﬁ de -’

tales como L~ prolina y -

condiciones de alta expreslah de G6S

{glucosa + amonio bajo), dichas enzimas son gaintetizadas répldamente

en ausencia de AMP c{clico.

Todas lTas observac iones anter lores indtcan que la

glutamino sintetasa, como entidad protelica, regqula la expresiéh de los
genes que codiflican tanto para GDH, como para algunas otras enzimas

involucradas en el maetaboliamo nltrogenado de K. aerogenes.



Si bien esto funcliona asf{ en K. aerogenes y K.
pneumnoniae, 1a sltuacléh ea diferente en Eb Egll, en donde los niveles
de GDH no se alteran significativamente en condicliones de crecimiento
en alta o balja concentraciéﬁ de amonio (1%SmM o 1 mM respectivamente),
no obstante la variacion ‘en Tos niveles de GBS (Streitcher 23.21..

1978).

La falta de regulacléh de EEDA por pagte de Gs en Eé
EEﬂJ Y algunos otros datos ralacionados, condujeron a Pahel Eﬁ.ﬂl”
(1978), a proponer que la regléh promotor—operador del gene EEEA de E:
Egli, deber{a ser diferente a la del de_E: aeroqgenes e insensible a la

- Ld
regulacion por nitrogeno.

Sin embargo, otros grupos han reportado que en_E: coli,
los niveles de GDH varfan de acuaerdo con los niveles de amonlio
(Varrichio, Foy 1969; Senior, P.J., 1975). Aun méﬁ. Senior (1975) ha
reportado que l1os niveles de GDH en Eb coll W, son mas altos en un
culttivo contfnuo en presencilia de concentraciones 1imitantes de amonio,
que en condicjiones no l1imitantes. Esto Jltlmo va en desacuerdo total

con 10 reportado por los otros grupos.

Datos no publicados obtenidos en nuestro 1aboratorio
(Becerril,B8), indican que céiutas de j& EE!J, cepas CSS5S20 y RR1,
crecldas en condiciones en las que 1 amonio resulta ser un elemento
Timi tante, presentan una actividad de GO dos veces mayor qua en

exceso de amonio. Estos datos estdn de acuerdo con los pub) licados por

Senior (1975).

Senior (1975) propone en su dlscusléh. que 1a GDH de

L L
E. coli, podrfa funcionar en l1a direcclion catabolica, en condiciones



—

de Iimltacléh de amonio, proporcionando amonio a partir de glutamato.

Si analizamoa esta prop6QICIéh en Puncléh de laa Kyque presenta esta

enzima, comparéndolas con las de una GOH esencialmente bloslntétlca,

tal como la de Salmonella &t

himurium, veremos que la GOH de E. col i

podr-fa funcionar in vivo en ambos sentidos.
Km CaM )

Escherichia coll Savymonella typhimurilium

{(Sakamoto 2t al., 1975) (Coulton y Kapoor, 1973)

o cetoglutarato 0.640 4.000
+
NH 1.100 ’ 0.290
q
NADPH : 0.040 0.019
glutamato 1.300 S50 . 000
-
NADP 0.042 0.013

De hecho, existe un reporte en el cual se demuestra

aque 1ta GDH de E. coli, puede funcionar in vitro en 1a direccidn
catabdllica con concentraciones Olslolégicas de glutamato (Veronesse et

al., 1975, a diferencia de 1a G6DH de S. typhimurium, va cual es

esencialmente blosintdtica (Coulton Yy Kapoor, 1973).

Regresando a la regulacién de las vfas de

&,
asimilacion de amonio, es importante mencionar que al igual

niveles de AMP cfclico afectan la

que los

L d 4
expresion de un buen numnero de

operones involucrados @en 1'a asimilacicdn de carbono, reclentemente se
han publicado una serie de evidenclias que apuntan hacia Ya existencia
de un sistema regulatorio que controla ta expresién de varios operones

involucrados en 1a asimitacidn Yy distribucidn de nitrégeno en las



enterohbacterlias. (MecNei VvV et 215 1982y Merrick, 1982).

ha sido 1lamado Control por Nltrébeno (Merrick, 1982).

Dicho s lilstema

Un nimero considerable de experimentos hechos en 8.

typhimur-ium, E. coli, K. pneumoniae y K. aerogenes,
— —_— e — —_— ——

han permlitido

”
plantear un modelo para explicar el control por nitrogeno (Kustu et

31., 19793 Pahel y Tyler, 19793 Magasanik y Stadtman,

et al., 1981 MachNell et al., 19823y Merrick, M. Jd.,

19803 McFarland
1982).

Un esquema que muestra tal modelo em el siguilente:

. (ginG) (gint) (ginA)
nfrA nuc nteB Gs
(gInF) - =* - P o P

n " —t ) PR |

Operones
bajo control
de nitrdgeno

\/LL

ACTIVADOR ©&

REPRESOR.



En este  modelo, el producto de) gene ntrC (gInBG),

Par-ece ser una protefna que se une al ADN y activa la transcrlpcldﬁ de

Tos operones baldo control por nltrébeno. EY producto del gene ntrB

(ginl), puede tambien interacclonar con el ADN, funcionando como un

represor convencional o bien puede modificar al activador (producto de

_ntrc). €1 producto de ntrA (ginF), parecer{a ser un raegulador positivo

capaz de formar un activador funcional junto con el producto de nterC

(9ginBG). Evidencias recilientes, Indican que e1 producto de ntra (ginfF),
un nuevo factor sigma () de 1a ARN polimerasa tanto en Salmonella

typhinmurium (Hirschman et al. 19835),

es

como en Escherichia coli (Hunt 4

Magasanik, 198%5).

’
Debido a que 1os promotores bajo control por nitrogeno

difieren radicalmente de l1a secuencla consenso establecida para 1a

mayor {a de los promotores de_E: coli, se ha sugerido que ellos sean

reconoc idos por su proplio factor g- (de Brul jn y Ausubel, 1983).

Se ha demostrado que con un molde de ADN

superenrrol lado, el nuevo factor sigma con - tan asd10 el ndcleo de 1a

ARN pol imerasa y 1os cuatro rlbonucleétldos, es capaz de iniclar 1a

transcrlpcldﬁ en los sitios especrflcos, determinados por los

promotores correspondientes (Hunt y Magasanik, 1985).

La secuencla consenso propuesta para los promnotores

balo control por nitrdgeno (Ausubel, F.M., 1984):c

+1
~C-T—-B-G-Y¥—-A—~Y—R-N-T~T-G—-C~A-N -N-,
P &6—11



(donde Yepirimidina, R= purina y el nucled%ldo +1, indica el sitio de
inicio de l1a transcrlpclén), puede definir el sitio de reconociniento

para 1a variante de ARN pol imerasa.

E) sistema regulatorio ntrB — Eﬁfc' en el cual un sé\o
operéh codi flca para un represor y un activador respectivamente, es
raro entre l1os sistemas regulatorlios hasta ahora descritos. Solamente
ae conoce otro ejemplo semejante, y se trata preclsémente de otra vfa
que Iinvolucra al nltrégeno. FTal es el caso de la requ]aclén de los
genes nlf que Intervienen en 1a QIJacléh del nltrogé%o atmosﬁé?lco ew
5: aerogenes. Dichos genes.son regulados por los productQB ﬂlfL y nifA
qQue actdan como represor y activador respectivamente (Merrick, M.Jd.,

1982)..

La seme janza entre los sistemas antes mencionados, va
mis alla de la sinple estructura del aperéﬁ ya que como se menc lond
anterlormente, se ha reportado la existenclia de una secuencla

T consaervada en la reglén regulatoria de los operones que se sabe estan
controlados por el mecanismo general de activacidn por ntrA — ntrt. De
especial lnterés es el hecho de que el producto.de nifA (activador de
1os genes nif), puede sustitoir al .producto del gene 22:0. para
activar loas promotores de algunos genes Involucrados en la asimllacléh
de nltr&heno. inciuyendo Yos promotores de ElfL' ElﬂA y del gene de l1a

nitrogenasa (nifH) de Rhizobium meliloti (Ow et al., 1983).

si bien este panorama de la regu]aciéﬁ de las vias de
asimilacidn Y distribucidn de amon lo opera ain amb iguedad en E&

typhimurium, K. pneumoniae y_ﬁ: aerogenes, otro parece ser el caso en

Escherichia coli, en donde existe controversia al menos de como S

1leva a cabo l1a regula:lda del gene que codifica para GDH.



tUna evaluacléh. crftica de lawm publ icaciones acerca de

1a regulaciéh del gene gdhA de.E: coll, indica que l1os datos s0n mas

bien escasos y contradictorios.

En Punél&% de la- importancia de la enzima glutamato

deshidrogenasa en el maetabolismo nltrogenado de Escherichia colil y 1a

atencl&h que reclentemente ha adqquirido en el camnpo de 1a

Blotecnotogfa (Windass et al., 1980)>, una Investlgacléﬁ que pretendé‘

conocer €1 (1os) mecanismo(s) de regu\acléh del gene gdhA es necesaria

Y Justificable. Es en este sentido que el presente trabajo se enfoca,

o’
ya cdque forma parte de un proyecto que pretende conocer 1la regulacion

del gene estructural que coditica para 1a enzima GDH de Escherichia

coli K-12.
——

L.a estrategla inicial que se escogl& para desarrollar

ta Investlgacl&% fue la sigulente:s

1.~ Alsltamiento y clona:léﬁ del gene estructural y

raegiones €flanqueadoras S y 3‘.

2.— Determinacidn de la direcclén de l1a trans:ripcién

del gene en el €fragmento clonado.

3. - Secuenclaci&h nuc\eot{dlca del gene Y de las

regliones que Yo flanquean.

4.~ Identificacidn b4 caracterlzaclén de las reglones de

r-qulncléh del gene.

S.— Emtudio de los mecanlismos de

ragulacléh de ia
expraclén del gene.
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L.as tres pr ineros puntos han sido reportados en ta

literatura por nuestro laboratorio (Covarrublas et at., 1980% Sanchez
Pescador et al., 19825 Sanvicente et al., 19835 Valle et al., 1983;

Valle et 21.. 1984). €1 desarrotllo del presente - proyecto pretende

completar el punto 4 e iniciar l1os estudios sobre el punto 5.

€1 estado actual del conociniento de 1a zona de

Pegulacléﬁ 5’ del gene gdhA es el siguiente:

€1l an;llsis de la secuencia <200 pb) de l1a reglé%
inmediatamente anterior al cud&h de Inlclaclén (Fig. 1), permltlJ
proponer 1a exiatencla de tres posibles promotores por criterios de
secuencia consenso (Valle et al., 1983). Estos supuestos promotores se
denominaron PL, P2 y P3 en relacicdn al orden que guardan con respecto

a la metionina inicial, siendo P1 el ma3s cercano.

Con base en loa repor tes recientes de secuenclas
consenso de los promotores de E. col i (Hawley y McClure, 1983y
McClure, 19853 Galas Eﬁ al, 19685), el promotor que mas sa apega al

consenso es el supuesto promotor P3.

Estudios de transcrlp:léh in vitro, indican que el
fr-agmento Taql — Hpall (Fig. 1), une a 1a ARN polimerasa. EI promotor

presente en este caso serfa P1 (Valle et al., 1983).

Por otro Yado, en exper limentos L2 !lzg, el fragmento
Hpall — Hpall clonado en el sitio de Cilal del PBEBR327, ensayado en
mlnlcélulas, produce un pébtldo de &3 amlnosﬁldos independientemente
de 1a orlantaclé% (Valle et al., 1983). Estos datos indican - que este
fragmento caontiene un promotor propio. Sin embargo, esto no sucede caon

el fragmento Taql - Hpall clonado y ensayado de Ya misma manera, es



Fig. 1. A).— Becuencia nucleotidica de 1a regl&h correspondiente a los
primeros 102 aminoacidos y a la r-eglo'n de control del gene gﬁA. €1 primer
nucleotido codiflcante se designa como +1. Tambien se Iindica 1a locallza:iéﬁ
de algunos sitios de restriccidn. De las posiciones +34 a +54, se presenta la
secuencia ded oligonu:leétido utilizado como “primer" en el mapeo del
promotor (ver Materiales y Métodos). B).—~ Secuencia nucleoctidica expandida de
la region —192 a +2 en l1la que se Iindican las ca.Jas de Pribnow de los
supuestos promotores P1,P2 y P33, como V1 fneas gruesas sobre la secuencia.
DebaJjo de ésta, se indican diferentes secuenclas repetidas directas como:s

1 fneas doblos, punteadas, de clrculos 1lenos, vacfos y compuestas. La flecha
de doble punta (97 a —-76), Indica la secuencia que conforma un posible sitio
de union a CRP, mientras que las flechas convergentes denotan secuencias

pallndréﬁlcas. Adaptada de Valle et al., 1983.
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’
declir, no se produce ningun pébtldo. El fenémeno de que las
condicliones de transcrlpcléﬁ in vitro puedan ser diferentes in vivo,

ests'reportado en 1a literatura (Rosenberg y Court, 1979).

L d
Eatudios preliminares de mapeo por digestion con
nucleasa S1, indican que baJjo condiciones de crecimiento en alta
- ”
concentracion de amonio, 1a transcripcion se inicita en el supuesto

promotor 3 (Valle et -al., 1983).

Los datos anteriores ' ‘sugieren que la regl6ﬁ comprendida

entre Hpall — Taql, es esenclal para la exprasioﬁ del gene.

Ademga ae los tres posibles promotores, dentro de 1a
regldh reqgqulatoria, se detectan una serle de Qecuencias repatidas
directas que podrfan ser sitios de interacciéh con protefnas
regulatorias vy/0 dominios estructurales que le confirieran una
arqultectura especial a) ADN y que €sta tuviera alguna influencia

sobre la regulacl&ﬁ del gene.

En esta misma regléﬁ. entre los promotores 3 y 2, se
encuaentra un posible sitio de lnteraccid& con CRP (CA% catabolite gene
activating protein). La partlclpacléh de CRP en la regu]a:léﬁ de gdhA

’
esta documentada en 1a literatura (Prussiner et al., 1972).

En condiciones de crecimiento en alta concentracidﬁ de
amonio, todo parcce indicar que el promotor 3 es funcional. La
ublcaciéh del sitio de CRP sobrelapado con e} ~35 de este supuest
pPromotor, Iindlica que por 1o menos en esa condlcléh metabéllca, la
actlvacldh por CRP no es clara ya que no se han detectado transcritos
que inicien en P2 o P1L. Sin embargo, en otras condiciones metabélicas

P2 o P1 podrfan ser activados por dicha protefna.
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Otra caracterf{stica Iinteresante de este gene es, que
carece de las  seanales tfpicas de atenuacidn de 1a transcripclda

presentes en var ios operones de bioslntesis de amlnogﬁidos (Yanofsky,

C., 1981),

OBJETIVOS
En e1 presente trabaljo, se planea caracterizar las regliones
requlatorlas S Y 3’ del gene 229A. eEn 1o que resbecta a la reglé%
regulatoria S se pretende mapear el (Yos) promotor (es) que
funclionai(n) balJo determinadas condiclones metabglicas. De l1a regldﬁ
regulatoria 37 se Pplanea conocer de que manera participan 1as
secuenciaas nucleotfdicas con simetrfa de diada presentes en cesa regid%

£lanqueadora en la regu\aclén del gene.

MATERIALES Y METODOS.

(=) material util izado en este trabajo, se describe en las
publ lcaciones que ae anexan. Los métodos que se enlistan bambl‘h han

sido descritos previamente en esas publicaciones.
ot Dlgestléﬁ de dcidos nuciefcos con enzimas de restrlccléh.
- Clonacléﬁ de fragmentos de restriceion.
~ Crecimlento de leerentés cepas en diferentes medlos.
—~ Secuenciacidn de ADN en fago M13. Metodo de Sanger.

had M.dlcléﬁ de 1a actividad especf?lca de GOH.

Determinac idn del nimero relativo de coplias de plssmldo.
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Aquel los métodos no inclulidos en las publicaciones mencionadas,

me detallan a continuacions

I
al.— Purificacion de ARN total. El1 metodo seqguido en esta parte

fue proporcionado amablemente por 1a Ora. Alejandra Covarrubias del
’ ’
Centro de Investigacion sobre FiJacion de Nithébeno, U.N.A-M.,

Cuernavaca, Morelos.

Mataraces con SO ml. de medio ‘’NN-‘’ suplementado con 1 ™M o 15
mM de NH4CI como fuente de nltrébeno Y Qlucosa 11 mM o glicerol 22 mM
cono fuente de carbono, fueron inoculados con una alfcuota de un
cultivo de 1a noche anterior.. La densidad ébtlca inicial se aJustJ' a

0.1 lefda a 620 nm.

4 - .
Las celulas fueron colectadas en 1a fase exponencial temprana. Se
cosecharon al fcuotas de 25 ml en un tubo Corex, centrifugando 30
saegundos a 10,000 rpm en un rotor JA20 (Beckmnan Instruments),

deteniendo el rotor 1o mis rébldamente posible.

Se decantd’ET sobrenadante y se colocé'el tubo inmediatamente en

un bano de hielo seco.

El botdn de células se ﬁesu-pendl&ten 3 m) de solucion de limis
(acetato de saodio 20 mM pH S.5, EDTA 1 mM,-SDS 0.5%), validndose de
una pipeta Pasteur invertida. Se proslgulé la lisis calentando a 70 °cC

durante 40—-460 segundos en bano Mar fa.

Transcurr ido el tiempo de 18 lislis, se aﬁadié lnmedlatamante un
volumen (3 ml) de fenol saturado (NaOAc 20 mM  pH S.95, EOTA tmM),

previamente calentado a &65°C .
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Se mezclaron las fases en un bafo con agltacldﬁ (65’3, 300 rpm),

durante 10 minutos.

-

Se centrlﬁugé’a 8,000 rpm durante 5’ para separar las fases, en

un rotor JS13 (Beckman Instruments).

rd
Se paso el sobrenadante a otro tubo Corex y se repitié'la

” -
extraccion con fenol, dos veces mas.

4 ”
t.a fase acuosa de la ultima extraccioﬂ se preciplto con 0.1
valdmenes de NaOQAc 3M pPH S.95 y 2.5 volJﬁenes de etanol absoluto,

dejando precipitar el ARN de 2 horas a toda la noche a —207C.

Se centri?ugg-a 8,000 rpm durante 45 minutos en un rotor JS13 v

’
se decanto el sobrenadante.

’ ”
E) ARN se secd en una camara de vac{o o con una corriente suave

de ailre ¢fi1ltrado.

El precipitado de ARN, se resuspendld'en 500)41 de agua tratada
con dletil p lrocarbonato (DPC) a1l 0.07% V/V. La concentracldﬁ, y ta
aparente pureza de la preparacl&h, se determinaron mediante el uso de
una dilucion adecuada Yy la obtencld& de la relacldh de absorbanclas a

260 y 280 nm. Una unlda¢ 6btlca de absorbancla a 240 nm equivale a una

concentracion de 40 Pq/ml.

La . integridad del ARN de las preparaciones anteriores, se
determing visuaimente, corriendo una muestra del ARN en un gel de

agarosa al 1.5% con amortiguador E (borato de sodio SinM, sul fato de

sodio 10 mM, dcido bdrico S mM pH 8.2), contenliendo 5 mM de hldroxido

de metlt—mercurio (CH3HgOH) .
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S-10 19 de ARN,  se Ylevaron a wun volumen de 15 ,.n con

amor t ilguador € Y s adlclono’ un volumen - igual de CH3HgOH 10 mM,

gQlicerol 10%, azd1l de bromofenol 0.5%.

£l gel se corrico a 30 WVolta (50- mA), durante 14 horas a

-
temperatura amb lente con recirculacion de) amortiguador, en una

L4
campana de aextraccion.

- ’
El gel se tino sumergiendolo 30’ en una solucidn que contenfa NHga

[»4] 0.5N vy despua's 10’ en 2 mercaptoetanol S mM, bromuro de etidio 0.5 |

pHo/mi.

7
Se iTunino el gel en un transiluminador de Tuz W y se hizo una

lnspecclo’n visual de la integridad de 103 ARN ribosomales 23, 16 y
Ss.
32

’, ’
b).— Marcale de ol lgonucleétldoa con P. Este metodo tambien
S

fue proporcionado amablemente por la Ora. AlelJandra Covarrubias.

Para marcar el oligonucl eo’t ido se usol la sigulente mezcla de

rd
reacclion:

.

15 picomoles de ol lgonuclec;tldc; (3.5 pmoles/pl = 4.3 u1)

5,.1! dae amotiguador para Cinasa del fago T4 (Tris—HCY SO mM,
pH 7.6, MgCY 5 10 mM, 2 mercaptoetanol 10 mM)

10 pn de[x32f»] ATP (Amersham, 7000 Ci/mmol, 1OuCi/pi= 100uCi)’
5'31 de Cinasa del fago T4 (Amersham, 3 U/}.ﬂ )

25.7 ,Jl de agua, para un total de SO ’.l‘-

Se lncubcf 1a rea:clo’n una hora a 37°C y se lnactlvc{ 1a enzima

r
calentando 1a mezcla de reaccion a bs'c durante 10 minutos.
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La eflciencia relativa - del marcaje Y la Iintegridad de)

ol Igonucleétldo e determinaron cuando se corrid una alfcuota de 1a

mezcla de reaccion en un gel de acrilamida al 20% y urea 8 M, usando
como marcador un ol lgonucleét!do de tamano conocido iguaimente
marcado. Se cubrlcf el gel con una pel fcula sensible a los rayos X, se
puso a exponer en una carpata radi ogr-a’? ica con pantalla
Iintensiflcadora, durante 2 horas, al cabo de las cuales la pe) {cul al

fue revelada.

c).— Extensloln de pr{mero. E) protocolo seqguldo fue el repor-tado
e

’ —
por Leon @t al (198%5), con pequenas modli flicaclones.

Para JYa implementacl o’n da esta metodolog fa sy fue necesaria la

sfntesia qufmica de un ollgonuclec'ﬂ:ldo da ADN, el cual E=2 =)

r'd
< discne de
tal

manera que fuera complementario a una secuencia del! ARN mensalero
aspec feico de GDH, distante en aproximadamente 90 nuc) edtidos del

supuasto extremo S terminal (ver Fig. 1). Este o) igc;xnuc:'lec’:b‘odo fue

sintaetizado por 1a 8ilol. LLaura Riba, siguiendo el me’todo del \‘.r*ie'st:er
en fase sdYida ’ balJo 1a asesorfla del OFB Mario Alberto Cuevas en l1a
Unidad de Sfnteais Qufmica de Macromonl e’cu] as el Centiro de

4
Inves\:igacio’n sabr-e Irugenler-fa Genetica y Blotecnolog (a-, U.N.A. M.
s
€1 nuch:ol!:id-'r as{ disefado fue un Stlamero con l'a secuenciai
S5 6 TCBCGCTYTTTTGOBACATGGBTYT 3

4
€1 protocolo seguido para la tecnica de extenslo’n de prfmer-o fuea

el siguiente:s

S0—~-100 ug de ARN total, se mezclaron con 0.1 -— 1 pmole de

’
ol igonuclieotido marcado con 32P ATP, en un tubo Eppendor® de 1.5 ml.
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La mezcla se preclplté con 0.1 voldmenes de NaDAc aM Y 2.5 voils.

de etanol absoluto. Se puso 10-20’ en hielo seco.

Se centriPugJ'a 12,000 rpm durante 157 en una microcentr {fuga

Beckman.

7
Se descartJ el sobrenadante y se seco el precipitado en una

d
camara con vac fo.

Se resuspendld’en 3 rl de Tris—-HCY SO M, pH 8.3, 2 Pl EDTA 3 mv
Y a.7,n de agua.

, U4

Se hirvio durante S5’ y se congelo inmediatamente en hielo seco.
” .

Se descongaelo a temperatura ambiente durante 45 minutos.

Se Incubd’eﬁ bano Marfa.a 43°C durante 3 horas y se agregaron:

1 g1 Tris-HCl 1M, pH 8.3

2 pl MgCi12 0.1M

1 F‘ dTTP 20 mi

1 Pl dCTP 20 mM

1 F‘ dGTP 20 miM

1 1 dATP 20 mM
0.8 FI KCy 1M
0.4 P\ DTT (ditiotrelitol), O.2M
1-3 g1 agua

1525 U transcriptasa reversa (3-95 P\, S U‘p\.
Biotec).

’ -
S8e incubo en bafio Mar{a a 43°C durante 30-45 minutos.

Prome

s
v
i
;
]
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’
Se hirvio durante S minutos.

4
Se agrego 1 Fl de ARNasa A (Sigma Chemlical, Co., 10 mg/ml), se

Ld 4
1levo a IOO‘FI con agua y se incubo i hora a a37°%c.
Se extrajo con un volumen de fenol saturado con agua.

. B .
Se recupero la fase acuosa Yy se agregaron S P‘ de ARN¢C (1
Pglul).
Se preclplté' con 0.1 vo]dﬁenes de NaOAc 3M Y 2.5 vols. de

etanol.

4 . :
Se lavo 2 veces con 250 Pl de etanol 70%.

4
Se seco; se resuspendlo’en SAF‘ de agqua y se agregaron S ,J‘ de

mezcla de detencion (stop mix), de secuencila (formamida 0%,

xllencianol 0.027%, azdl de bromofenol 0.02%)

Se hlrvlé 2-3 minutos, se puso inmediatamente en un bano de hielo
de agua y se corrleron l1as muestras en un gel de secuenclia (acrilamida

al &7, urea 8M).

En ambos extremos del gel se corrieron secuencias nucleotfdicas

conoc idas, para determinar con preclsléﬁ el tamano de las bandas del

ADNc .

[- B nutagéhesls de la reoléh regulatcrla. E) desarrollo de esta
R

metodologra. es una cantribucloa original del autor de esta tesis.

Las manipulaciones de Ta rcgl&ﬁ regulatorlia se hicleron en el

’ .
plasmido PSAE422 (SJB:haz—Pescador et al, 1982), el cual es un
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’
der ivado del pBR322. A este Jltlmo, se le cambio la reglda comprendida

entre Pstl - EcoRl, por un fragmento dae tamano equlvalente, que porta

1a regldh regulatoria del gene gdhA y la secuencla que codifica para

loa primeros 102 amlnoé&idos de 'a GDOH <(Fig. 2).

La razones para usar el plsgmlda PSAEA22, fueron por un lado que

au secuancla nucleotl{dica es conocida Y por otro, que los patrones

restrlccléﬁ fueron los adecuados para distinguir ribldamente las

clonas deseadas.

Las manipulaciones fueron las siguientes:

1.— Se tomé'ventaJa de l'a presencla de una secuencia reconocida

por e endonuclieasa de restricclion Tagl (T/CGA,
altio de

Filg.1), en Ya cual el

corte involucra a 1a T de la posiclén -8 de la regloa de -10
(calJa de Pribnow),.del supuesto promotor 3.

L 4
Se hizo una dlgestléh parcial del plé&mldo con Taql, se purlfico

1a banda de plgémldo lineal y se puso a pol imerizar en presencia de

los cuatro deoxlnucleétldos Y -2] fragmanto Klenow de 1a ADN

polimnerasa.

. ” : .
Despues de polimerizar el plasmido, se 1|gd'a s{ mismno y se usd

para transformar l'a cepa PA340 (gdh-—1, gltsB31).

E1 resultado de esta manipulacidﬁ fue la intrnducciﬁh de un par

de bases entre el —10 del supuesto promotor ¥y 21 sitio de Inicio de la
tranm:rlpclnﬁ. al cambliar @) sitio de Taql (T‘CGA)Y, por un sitio de

Nrul (TCG’CGA). E1} plégmido generado se llamg‘pSAE430(Flg.2).

.
La seleccion de 'a clona esperada se basé en l1a bdsqueda, entre

las resistentes a tatracliclina,

de aquella que tuviera dos bandas de
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Fig. 2. Mutagenesis por Insercl&h de oligonucleotidos de 1tla

regidh regulatoria del gene ggnﬁ. Los detalles exper inentales estaﬁ

dados en Materliales Y Métodos. La ¢figura muestra un mapa fflsico del

plé%mldo PSAE4 1 inearizado con Pstl (A), en donde se indican alyqgunos

sitios de restrlccldh. Las 1 {neas gruesas indican los genes de 2229 Y
R

Te- . €En este Jltlmo se indica el sitio de Nrul. Un mapa ff{sico del

p15§mldo l1inearizado con EcoRl se nmnuestra en (B), en donde se

esquemnatl za 1a construccl&h del plé%mido PSAE4L22 (Séhchez—Pescador et
gl., 1982). E) é;ea sombreada representa la weglén deletada durante
dicha construccidn. La flecha con doble punta representa la regl&h
correspondiente al p\é%mido PSAEAR22 y la

1{nea gruesa ad vehf&ula‘
PBR322.

Debaljo del mapa, una ampllelcacléh de la reglén regulatoria vy
1a regléﬁ que codifica para los primeros 102 amlnoécldos. La flecha

indica 1a direccidn vy el altio de inicio de 1la traduccléh. Un esquema

de lYas manipulaciones de la regi&ﬁ regulatoria se muestran en (C), en

donde se representa Jnlcamente la regiéﬁ Hpall-Hpall y los sitlios

manipulados (Taqu“y EcoRII1). Ltos nﬁmeras entre los slitios de

restriccidn indican 1a distancia entre ellos en pares de bases. La

flecha indica Y'o mismo que en (B). Debajo de los mapas de restric:lén

e indican las secuenclias nucleat{dicas relevantes. Se encuentran

subrayados los sitios de Taql (pSAE422), Nrul (pSAEA30), mono *1inker®

de EcoRI (pPSAE432) y el di "linker" (pSAEA33). Las flechas verticales

indican el sitlio de inicio de la transcrlp:léﬁ determinada en los

aexper imentos de extensidn de pr {maro (ver Materlales Yy Méhodos, b

Resul tados)d.



ro
-
Ln
L«
-
Fo
Lo
Le

kb
Pl Stut . S1ul EcoRT Mind Il WNeu T Pstl
RE i
GON JC B kY I PSAE4
8 ' i 3 4 % i 3
pSAE 422 g
EcoRl Clal Hpal Hpal Petl pBR322 EcoR1
L i 1 1 :
S Pl pSAES4
/./,./ ’ . EcoRil T~
- Hpul! cuSIA Toq‘ l Mpclll4 ~—
gdh
Cc
HpalIl Eco RII TJaq 1 Sau 3A Hpo 11
p SAE 422 | 72 p 48 1 72 \ 168 1
T CGAAAACTGCAAlAA
¢ ! GDH > |
Nru 1
P SAE 430 [ | 1 1 N
TCG' CGAAAACTGCAAAA
Un “linker"
PSAE432 | ! Eeq Rl | I
TCGCCGAATTCGGCGAAAACTGCAAAA
Dos ‘“linkers *
Eco R1
PSAE 433 | 1 1 1 1
TCGCCGAATTCGGCCGAATTCAGGCGAAAACTGCAAAA
LL]
Varios Un "linker "
. “linkers ** Eco RI
PSAEA442 | Eco R1 | ! i
Ve
7

7

[]
i
1
HpaI1 Eco BRI /,’ Sau 3A Hpa 11
B ) :

PSAEA42 |__ Lo




22
Nrul, uno de 2850 y otra de 1350 pb que son los tamanos esperados en
funcidn de 1a presencia de un sitilo dJnico de esta mnzima a 1350 pb del |
sitio original de Taql de la r'-egloln regulatoria del gene agdhA en el

pla’smldo PSAEAR2. Dicho sitio Unico se localiza en la coordenada 972

’ s
del plasmido pBR322, qquedando dentro de l1a reglion que codiflica para la

resiastencla a tetracliclina (Fig.2A).

2.— La siguiente manlpula:lo‘n conslstic; en 1a modlf’h:acloln del

nuevo sitio de Nrul, mediante 1a Incor‘-poracio’n en él, de un adaptador

sintético de ADN, portador de un sltio de reconocimiento para la
endonucleasa de restriccidn EcoRlI. Este adaptador fue amablemente
proporcionado por el ﬁr. Xavier Soberdn (Depar*famento de @Gendtica Y
Biologfla Molecular, Centro de Investlgaclc’»n sobre Ingenierfa Gendtica

y Biotecnologfa, U.N.A.M., Cuernavaca, Morelos).

Par-a realizar dlicha manlpulaclo’n. se hizo una dlgestlén parcial
del plasmido pSAEA30 con Nrul. Se purifico la banda 1lineal y se puso a
Vigar en presencia de un exceso de "1 inkers" de Eco RI. El producto de

Ld
'a reaccidn anterior se uso para transformar 1a cepa HB1O1l.

I ’
La selecclon de 14 clona deseada, se baso en la b\:squeda entre
lass resistentes a teraciclina, de aquella que tuviera un =310 sitio de

Nrul ¥y que tuviera un sitio de EcoRI, a 1350 pb del de MN~-ul.,

Para estser seguros de que estuviera presente un solo "1inker* de
’
Eco RI, se pur‘-iPico' el ADN el pYasmido esperado Yy o2 dlgirlé |
4
extons i vanente con Eco RI, se puri?icc: Ya banda l1ipesy, s ligoa, Yy se

4
usBso para transformar la cepa PA340.
P4
. Las clonas del plasmido esperado, que portan ma's de una mcﬂécu]a

L 4
del adaptador sintetico ("linker"), se pueden diastinguir porque 2
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Ld
moleculas de) adaptador que se 1igan contiguamente, generamn un slitio

adicional de corte para 1a endonucleasa de restriccidn Haelll.

4 4
Basandose en esgte argumento, se selecciono una de estas clonas, se

’ ’
purifico el ADN del pl alsmldo Yy Sa@ uso para btransformar Ya epa PA3A0,

L4
AV plasnido portacdor de una sola

mol e‘cu]a de adaptador se e

rd
11amo pSAEA32 y al que porta mgs de una, se le llamo‘ PSAEA33(Fig.2).

3. E1 ob jetivo de la siguiente manlpu]ag:io‘n conslsbio’ en

insertar una mole’cu\a del adaptador en 21 slitio de Eco RII, distante

SO pb hacila arriba del sltio nuevo de EcoRI en el pla'smldo pSAE4A32.

La estrategla conslstlo‘ an hacer una digestlo'n parcial del

pla:smldn PSAE432 con la endonucleasa de restrlccio’n BstNI, la cual es

’
un isoesquizomero de EcoRIIl.

'd
La razon de usar BsthNI en lugar de EcoRll, fue que esta L’l\tlma

reqQquiere que el sitlio que reconoce es!‘.e’ metllado, haclendo necesaria

1a pur‘lFlcaclo'n del p\a’smldo de una cepa que metile los sitios de

EcoRII en el p\a’amldo.

L4
Una vez obtenida la digestion parcial, se pur-th:o’ la banda

1ineal y se puso a polimerizar en presencia del fragmento Klenow de 1a

’
ADN polinerasa y los cuatro deoxinuclieotidos.

rd
€1 producto de 1a polimerizaclion se puso a Vigar en presencia de

’
un exceso de "1inkers" de EcoRl. Esta mezcla de ligamiento, Se uso

para transformar la caepa PA340.

’ ’
La seleccion de 1a clona esperada consistio en localizar de entre

las resistenteas a tetraciclina, a aquella que diera una banda de SO

s
pPb, por efecto de l1a digestion con EcoR1l. E1 p\s’:smldo selecclionado fue
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Ylamado pSAEA442.,

4.- L.a Jltlma mnnlpulacl&h conslstl&’ en elliminar 1a reql&h
comprendida entre EcoRII Y Taql de l1a reglén regutatoria del gene

gdhh, es decir, la secuencia que contiene al supuesto promotor P3.

La estrateglia para raalizar esta manipulacléh consistl&
sinplemente, en digerir extensivamente al p15§m|do PSAE442 con EcoRI,
purificar 1a banda grande y ponerla a l1igar contra af mlsma. €1

’
producto de a mezcla de ligamiento se uso para transformar la cepa

PA340.

s
La seleccion de la clona se llmlté a localizar entre las
- L4
reslistentes a tetraciclina, a aquella que tuviera un solo aitio de

EcoRI. E1 p15€mido asf{ seleccionado fue 1lamado PSAE A az,

RESULTADOS.

k4
Los resultados seran presentados en dos partes, una en 1o
referenta a 1a reglék flanqueadora S’ del gene v la otra
correspondiente a la regléﬁ flanqueadora 3’, haciendo entre ambas, una

breve referencla a la parte estructural del gene.

rd
Las estrategias Inicliales para secuenciar la region regulatoria
L d
S’ del gene gdhaA, y la reglon que codifica para los primneros 102

s
aminocacidos de l'a enzima GDH de Escherichia colil, han sido reportados:

con anterioridad  (Valle et al., 1983’3 tamblé& sae han reportado Ya
e, -

-ubclonncléa de dlvnrso-*fr‘ﬁm-nto- portadores de distintas partes de
P — .
1a region regulatoria S y el anéllsls de la capacidad de dichos

7 ’
fragmentos para promover la expresion de este y otros genes | vitro e

in vivo (Valle et al., 19833 Valle, 1984).

{.
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Region regulatoria 5’ (Mapeo de) promotor).

»

En base al anéllsls de 1a secuencla nucleot{dica de 1a regléﬁ

regulatoria b4 los exper inentos iniclales encaminados a mapear el

promotor, la descripcléﬂ de los cuales ha sldo menc ijonada en 1a

lntraducci&h, decidf realizar tal mapeo, de manera fina. Para cumplir

rd
con este objetivo, se hizo uso de Ta metodologfa de extension de

“"primer" (ver Materlales y Métodos).

rd
Las condiciones iniciales baJjo las cuales se mapeo el promotor

fueron a partir de ARN total aextrafldo de las cepas CS320 (gdhA+) b4
7’
PA340 (gdhA-), transformada con el plasmido PSAE4 (gdhA+,
rd .
Sanchez—-Pescador et al., 1982)(Fig. 2), creclidas en madio m{nimo NN

suplementado con glucosa (11 mM) o glicerol (22 mM) como fuente de

carbono y NHdpl 1 mM o 15 mM como fuente de nltréﬁeno.

Los resultados de~este exper imento se muestran en 1a £ lgura 3.

rd
Log pPrineros cuatro b4 los ultimos cuvatro carriles, marcados como

"GATC"”, muestran una secuencia nuc) eotfdica conocida, la cual sirve

para precisar el tamano de las bandas de los ADNc, en los carriles

exper imentales (A-H). I-K, son carriles de control. El punto precliso

de inicio fue localizado a partir de la determinacidn del tamano de l1a

banda mayor-itarlia. Como se conoce el punto en el que se inicia la

L s
extension del ol igonuclieotido que sirve comno pr(mero {en este caso el

’ .
21amero descrlto en Materiales y Métodos), Yy se puede preclsar el

— 7
tamano de la banda mayoritarlia antes mencionada, automaticamente se

conoce el sitio en donde 1a transcriptasa reversa deJlJa de incorporar

4
nucleoctidoss este punto correasponde al extremo S’ del mensa.jero de
GDH. En

l1a
. rd
la vecindad de 5-8 nucleotidos hacia arriba de este punto en

1la msecuencla, debe encontrarse el —-10 del promotor (Hawley y McClure,



Fig. 3. Mapeo del promotor del gene _g_d_t_':A. LLos detalles experlimentales esta’n
dados en Materiales y Me’todos. !"-_‘.sta figura muestra los resultados de la
extenslo’n de “primer" usando ARN extrafdo de las cepas PA340/pSAE4. y CSS20
crecldas en dil ferentes condiciones metabc:l icas. El carril denominado p,
corresponde al pl a,smldo PBR322 digerido con Hpall y marcado con 32 p. se
muestran las bandas de 110 y 122 pb. Los carriles marcados como GATC
representan la secuencilia nucleot fdica del fago Mi3mpi8 utillizada como
marcador de peso molecular. E1 carril A corresponde al ADNc sintetizado al
usar comno molde ARN extrafldo de la cepa PA340/pSAEA4 crecida en medio “NN®
suplementado con glucosa y NH4Ct 1S5 mM. Carril 8, glucosa vy NH4C1 1 mM.
Carril €, glicerol y NH4C'| 15 M. Carril D, glicerol y NH4C'I 1 mM. Los
carriles £E-H, mnuestran los ADNc respectivos de la cepa CSS520. Despue’s de una
correccic:’l'\ de 2 bases en tndés los casos, la banda mas intensa ubica el
Iinicio de la transcrlpclof-; en la poslclo’n —-63 de 1a flgura 1. Los carrilles
I1-K, representan controles Internos. Carril I, ca?dlclones del carril A,
aexcaepto que el ARN total-es reamplazaaé por ARN de transferencla. Carril J,.

no contiene “primer“. Carril K, no 1leva ARN de nlngu’n tipo.
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1983).

Como se puede ver en esta €igura, en todas las condiciones
metabdlicas probadas se produce una banda mayoritaria, 1a cual
corresponde, en base a las secuenclas puestas de ambos lados, a un
tamano de 117 nucleétldos. " Tomando en consideracicn que el
o1lgnnuc1e5¥ido que se uso como prfmero es un alsmero, Tos 96
nucleé&ldos que fueron Incorporados en el ADNCc, peémlten ublcar el
inicio de 1a transcripcl&h en el nucle&kldo -63 (B6), dado que e)
extremo 304 del o\lgonucl.d@{do se ubica en la"poslcléh +32. La
numeracicon toma como - referencia la A de) triplete ATE, la cual es
conasiderada +1. Hacla arriba J;’esta A 1a numeracidn es -— n Yy hacia

abajo + n, donde n es cualquler nimero (Fig.1).

Los datos presentados en la figqura 3, permiten ubicar el Inicio
de t1a tranacrlpcidﬁ enfrente del promotor 3. Es interesante hacer
fnotar que tanto en condiciones de crecimiento en glucosa o glicerol
como fuente de carbono y en exceso (15 mM) [~] lTimitante (1 mM1) el
amonio, =me use el mlismo promotor tanto en la cepa sllvestre (CSS20),

comno en la cepa con plé%mldo (PA340/pSAEAa )Y, para promover el gene

adhA.

Para estar seguros de que el promotor 3 es el Gnico funclonal a)
menos en l1a condlciéh de glucosa—-alto amonlo, se reallzaron una serle
de manipulaciones en dicho promotor (ver Materlales y Métodas). Se
purlflcé el ARN total de las cepas portadoras de los plgsmldos

producto de las manipulacliones y se hizo extensidn de prfmera.

tos raeaul tados de asnas manipulaciones se presentan en la fligura

4. Como se puede observar, al ligual que en 1a £igura 3, en ambos



Fig. 4. Extensin’n de "prlmer;" usando ARN total de las cepas gque pnrtan l
’pla'smldos con modificaciones de 1a reglo’n regulatoria del gene Eﬂ-nh. Las
indicaciones relaclionadas con‘_qs_ta figura, son las mismas que para la Ff§a3.
Carril A, corresponde al ADNc slnteflzado a partir del ARN extrafdo de 1a
cepa que porta el pla’smldo PSAEA442. Carril B, pSAEA AZ2. Earril Cy, PSAEAR22.
Carril O, pSAEA430. Carril €, pPSAEA4A32. Carrlil F, pSAE433. Carril G, pPSAEA33j

es este caso 1a nmuestra fue tratada con NaOH en lugar.de ARNasa (ver
Materiales y Me’\:odos). Logs carriles H-J4 son carriles de control como en la
flgura 3. Los detalles experimentales estdn dados en Materiales y Mé&todos y
en la fligura 2.
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extremos de los carriles exper inentales (A-G), Y los carriles de

control (H-J), se encusntran los carriles qua parmi ten Yeer una

secuencla nuclteotfdica conocida Y asfl poder precisar el tamano de las

bandas mayoritarias.

En el carri) C . se observa una banda mayoritaria de 1317

nucleétidos que corresponde al ADNc obtenido al usar como molde el

tr-anscr i to original, provenliente del (=2} a’sm ido PSAEA22. La

7’
transcripcl&h en este caso 8@ Iniclia en 21 nucleotido —-63 (GB) (Fig.

1). EV' carril D , muestra que e} ADNC migra comno =i tuviera S5-6

nuc\eétldos mé%. €En rste caso el transcrito proviena del pl;smldo

PSAE430, el cual tiene una insercicdh de un par de bases entre ia

M L4
posicléﬁ de — 7 del promotor y @1 Inicio original de la trangcripclion

(Fig.2). E1 tamaifio de este nuevo ADNc, ublica el nuevo sitlio de

iniclo
de la transcrlpclak an el trecho de As que se encuen tran
inmediatamente hacia arnlbamndal —lnlclo original. El nuevo Iinicio

podr(é ser 1a primera o la segunda de esas Adeninas (ver Filig. 2).

En el carril E , se muestra el tamano del ADNc producido al usar

como templado 1 transcrito sintetizado a partir del plgémido PSAEA4A32.

En este caso, 1a diferencia con respecto al p\gémldo anterior
(PpSAEA430), es la \nsercid% dae una mo\é&u\a de ADN sintdtico de 10 pb.

La diferenclia de tamano obtenida, fue exactamente de 10 nuc\eétidos

con respecto al ADNc del carril anterlior. En funcidn de la secuencia

de de:anucIeé&ldo usado en esta insercion (5" CC 6 A AT T C 6 G

a3‘’y, el nuaevo sitio de iniclio de l1a transcrlpcién es ahora cualquliera

de las dos As del decanucledtido.

El siguiente carril (F), corresponde al ADNc sintetizado a partir

del transcrito provenliente del pI;gmldo PSAE433, el cual porta una
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L4
moldcula adiclional del decs - wcleotido arriba menclonado, es decir en

4
lugar de una, tiene 2 molecul =s adyacentes.

. s .
La prediccion en este caso es que si Ya transcripcion se inicia
7
en cualquiera de las As del =Secanuclieotido, entonces 1a diferencia de

- o
tamano con respecto al carril anterior debe ser de 10 nucleotidos qQue
es el tamano de la secuencla interpuesta con rel aclo’n al nuevo Iiniclo,

L
es decir, una mole,cula den decanucleétido. La predicclion es cierta
dado que Ya diferencia de

tamanos es efectivamente 10 nucledtidos

entre el ADNc que se muestra =n este carril con respecto al anterior.

€En el carril B, sSe muestra el resul tado de 1la extensio’n de

pr fmero realizada tomando com> molde el transcrlto

produc ido por el
k4
plasmido pSAE Aaz. En este

caso Nno se observa ninguna banda, 1o cual
7’
era de esperarse dado que el Dlasmido tiene eliminado el promotor (ver

'
Materiales v Metodos), Y Por tanto no se produce transcr-ito

espec{fico.

En el carril Ay se muestra el resul tado obtenido con el
transcrito producido por el gl a’sm ido pSAEA4AR, el cual ademéfs de portar
un "linker" de EcoRl en la region de —10 del promotor, tarr;bie'n porta
var los *l1inkers™ iguales en el sitio de EcoR11 de 1a reg\o’n
regulatorlia (Figuras 1 y 2). La predlccio’n en esta ocasio’n, es que si
la region aledana al sitio de EcoRI1l, no tiene influencia sobre l1a
expreslc‘n del gene, 1 ADNc producido debe ser del mismo tamaino que el
del pl a,sm| do pSAEA32, o sea €1 que se uso’ para generar el pSAE442 (ver

Materiales y Métodos ).

No cbstante que se produce el ADNc del tamafo

predicho, 1la intensidad de 1a banda es muy inferior a 1'a esperada, 1o

cual podr {a indicar que la manipulacicﬁ—\ del sitio de EcoRII, pueda

tener algun efecto sobre la expregio’n del gene -gdhA. <
poAuddd
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En resumen los resultados obtenidos con la imp\ementacldﬁ de la

’ i
tecnica de extension de prfmero, permi ten asegurar que al menos en las

condicliones metabé\lcas probadas la transcrlp:ldﬁ del gene gdhA, es

iniciada enfrente del promotor 3. Esta aﬁlrmacléh se der iva del hecho

de que independiente de la manipulacldﬁ que se haga hacila abajo de 1a

ca.ta de Pribnow (region de - 10), la transcrlpcld& sliempre se Inicla

rd
dentro de los 5-8 nucledtidos hacia abajo de la T de dicha region de

Ll Ld
control. Esta observaclon esta de acuerdo con 1o que se ha encontrado

rd
tanto Iin vivo como in vitro para un numero importante de genes (Hawley

y McClure, 1983), es decir, 1 sitio de Iinicio de 1ta transcrlpcié& se

encuentra dentro de tos S-8 nuc\eé‘ldas hacia aba.Jo de T de lta

poslcldﬁ -8 de@ la cala de Pribnow.

Reglon estructural del gene gdhA.

a).—- Sacuenclia nucteotfdica y de aminoac idos

i

tUn mapa de reztrl:cl&% £ino del gene gdhA de Escherichia coll
L

K-12, Se presenta en 1a figura 1 de la publicacldﬁ correspondiente

(Valle et al., 1984). El fragmento ClalI—-Pstl del p\d;mldo PSAEA4, fue

r'd
digerido con las enzimas de restriccion Haelll, Hpall, o Sau3A, y los

fragmentos de ADN obtenlidos se clonaron en el fago Mi3np7 en el sitio

de Clal (fragmnentos generados por Hpall y Taql), en B8amH! (fragmentos

generados por Sau3A), o en Smal (fragmentos generados por Haelll). Los

fagos recombinantes fueron utilizados para determinar la secuenclia del
ADN, por el método de Sanger, seqﬁh los procedimientos reportados por

He ldecker et at. (19681) y Measing et al. (1980).

En 1a figura 2 de esta misma publlcacléE (Valle et al., 1984), se

presenta la secuencla nucleotfidica del gene estructural y sus reqiones
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Fig. 1. Physical map of the linear form (EcoR! cut) of plasmid pSAE4. The horizontal dashed line represents the vector pBR322, and
the thick bar represents the location of the gdhA gene with 3° and 5° ends indicated at the lower part. Different DNA fragments from
the pt id were subj d to seq analysis with the strategy indicated in the lower portion of the figure.
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-

cotide sequence of the gdhA gene from E. coli K-12.

Numbering of residues begins with the first A of the initial ATG
methionine codon. A possible ribosome binding site at positions
-15 to -11 is underlined.
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Table I

Codon usage frequency in the gdhAd gene from E. coli K-12

Arg

CGC -~
CGT -
CGA -
GG -
AGG -
AGA —

CTG -
CTT -
CTA -
TTA -
CTC -
TTG -

AGC -
TCA -
TCT -
TCC -~
AGT -
TCG -~

12

[-N-N-CN )

-

L -

--ihuno

Ala GCC - 16

GCA - 10
GTC — 8
GCG - 13

Gly GGC - 22

GGT — 21
GGG - 4
GGA -~ 2

Pro CCG - 12

«~ ccc - o
.ccr - 2
CCA - 1

Thr ACC - 11
ACT — 6
ACA - 4
ACG — 1

lle

Asp

Cys

Gln

GTG
GTC
GTT
GTA

ATC
ATT
ATA

AAC
AAT

GAT
GAC

TGC
TGT

CAG

Gl

Lys

Phe

Tyr

Trp

wwn

GAA - 23
GAG- 8
CAT - 6
CAC — 4
AAA — 18
AAG - 4
TTC - 11
TIT — 11
TAT —~

TAC —

ATG — 18
TGT ~ 5
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Fig. 3. Comparison of amino acid sequences of the GDH monomer from £. coll (E), N. crassa (N), bovine (B) and chicken liver (C).
Numbering refers to the £. colf sequence. Data for sources other than £. coll are from Blumenthal et al. (1975). Identical amino acid
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specific substitutions are shown.
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flanqueadoras S Y 3. Deba.jo de la secuencia nucleotfdica de Va

7 ’
region estructural se presenta la secuencia de aminoacidos deducida a

partir de la secuencia de nucleétidos.

’
€l analisis de 'a secuencia nucleotfdica nos permltlo’ encontrar

un frente de lectura abierto que intcia con el triplete ATG

(metionina)d v termina con el triplete TAA. Este frente de lectura de

1442 pb, codifica para 447 aminodcidos. EV Peso moltecular calculado
para el wondmero de la enzima a partir de l1a secuencia, es de 48,58%2.95
Y esta' de acuerdo con los valores reportados previamente basados en

Id
mobilidades electroforeticas relativas (Sakamoto et al., 1975).

bY).— Frecuencia de uso de codones.

En 1a tabla I de este mismo ar*tl'culo, se presentan los datos de

1a frecuencia de uso de codones. Como se puede ver, hay un cierto uso

pretferencial de codones, que es similar al de aquellos genes cuyos ARN

mensajeros son traducidos eficientemente (GrosJean y Flers, 19823 Gouy
y Gautier, 1932). .
c).— Comparacio’n entre las secuencias

GOHs .

s .
de aminoacidos de diversas

En 1a f£igura 3. del artfculo en que se reportcf la secuenctita

nuclieotidica del gene gdhA, se presenta una comparaci o’n entre 1a

secuencia de atninoa’cidc!s de 1a GDH de Escherichia coli deducida a

partir de 1a secuencia del gene, Y 1as partes correspondientes de

otras secuencias de las GDHs de otros organismos. Esta figura, muestra

que los moncmeros de las GDOHs NADP —dependientes de E. coll y N. crassa

r'd
tilienen aproximadamente el mismo numero de residuos (450), mientras que

’ 4
los dos monomer-os NAD—-dependientes estan compuestos dé S01 restduos.
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’ ’

Aun még, lTos monomneros de las GDHs de E. coli y N. crassa, son mas
L

homologos entre af que con los mon&%eros de las GDHs

NAD—-dependientes.

P
. Region flanqueadora 3’ del gene gdhA.

a).— Caracterfaticas estructurales.

e

Un angllsls por computndorn.’en @l que se hizo. hna‘“bﬁiquedanwde
ascecuenc i as con slmetrfa de . dfada en una regldh de aproxlmadamente 200
pb, posterlor al triplete de termlnaclon, reve\o que un ARNm que porte
esta reglon, puede formar diferentes estructuras estables dea
tallo~asa. Una de ellas, una estructura estable de tallo—-asa, 1a cual
empicecza en ) nucledtido 87 después del coddn de terminac ion (UAA)DY,
tiene las caracter{sticas generales de un terminador rho-independiente
(Adhya b Got tesman, 19783 Holmes'ss él" 1983). Un esquema de este

posible terminador se presenta en 1a figura S del presente trabajo.

Las otras secuencias pa‘lndréﬁlcas relevantes que se encuentran
en Ta regldﬁ flanqueadora 3’ del gene Eﬂﬁﬁ' se presentan en 1'a figura
1 del artficulo que se anexa, referente a l'as secuencilas REP del gena
(Becerril et al., 1985). Estas secuenclas, pueden formar una
estructura parecida a un ARNt. Un esquema de esta di1tima estructura,
se presenta en la figura 2 de tla publlcacl&h. Es importante recalcar
que el 35% de sus nucleé@!dos se encuentran ublcados en posiciones
hnmé]ngas a las del ARNt para glutamato de E coli (Sprinzi y BGauss,
19683)%, ¥y que incluye a las dos scuencias REP opuestas. Eatas dos
secuenclas, enpezando en las posiciones 1353 y 1420 (ver figura 1,
Becerril et al., 1985), son marcadamente homélogas a las secuencias

REP consenso reportadas pof Stern et al. (1984), y como se puede
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AAGC-GAGUAUUUA

Figura 5. Esquema de un posible terminador rho-ﬁ’ndependiente
aportado por la secuencia nucleotidica que se inicia en la -

posicidn 85 a partir del codén de terminacidn del gene gdhA.
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Fig. 2. A tRNA-like structure resulting from folding of the RNA
transcript carrying the first 120 nt after TAA stop codon (for
numbering sce Fig. 1). The nt in common with glutamate tRNA
appear in bold characters. The location of REP sequences are
indicated by solid lines.
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apreciar en 1a figura 1, ellas pueden ser estructuradas al menos en

doa formas alternativas.

| <3 I Construccldﬁ de mutantes por de\eclék de REP.

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

estar involucradas en 1a requlacl&%-de a expreslé& gené%lca de los

procar iotes. En un esfuerzo por entender el

posible papel de esta
clase de secuenclas en la regulaciéh de la concentra:ldﬁ de 1a GDH en

1a céaula bacteriana, decidimos elimninar una de estas gsecuenc ias REP

lTocalizadas en 1a regidﬁ flanqueadora 3 de gene QdhA. Este

exper imento se rea\lzé tomando ventaJja de la presencla de

dos sitios
Unicos de 8Stul

local izados en esta regldﬁ flanqueadora, fuera de 1a

regldﬁ codl ficadara del gene qgdhA (posiciones 1375 y 2375,

Fig. 1), b4
un sitio Jn!co

de Nrul en e\bqene de resistencia a tetraciclina d;l

vehiculo de clonaciog pBR322 (Bolivar et 3l:, 1977). Usando eesta
estrategia, se derivaron los pISEmidos pBES vy pPBBS6 a partir ded
p\é%mido PSAEA. Eatos dos derlivados fueron construilidos con ) obJjeto
de poner diferentes secuencias de ADN hacia abaJo éel gene Egnﬁ y de
esta manera evitar una

|nterpretacl6k Incorraecta de l1os resul tados. Se

compararon las actividades de Ya GDH sintetizada a partir de estos

tres p\é%midas, usando como hospedero 1a cepa PA3A40.

concentracliones finales de 1a GDM,

Las

fueron reducidas al menos un 30%

(generalmente SO%L), por efecto de las deleclones, al compararlas con
1a de células que portan el plasmido pSAE4 (Fig. 3, publicacion REPs
de gdhéy, Becearril et al., 19685). €Es Iinteresante puntualizar que este

efecto es independiente del medio de creciniento. Estos resultados:

Cd
estan de acuerdo con los

<1984),

resultados reportados por Stern et al.

qu ienes demostraron que al eliminar las secuencias REP en
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Fig. 3. Physical maps of the plasmids pSAE4, pBB5 and pBB6 linearized at the Psrl site. The dashed tines represent the vector pBR322,
the solid lines represent E. coli chromosomal inserts and the thick bars indicate the locations of the gdhd and Tc® genes. The hatched
areas indicate delcted regions. For GDH assays, 5-ml cultures in the supplemented NN media were grown until stationary phase and
used to determine the specific activity. The ammonia-dependent activity of GDH was determined as described by Covarrubias et al.
{1980). Cells were grown in NN medium supplemented with 1 mM or 15 mM NH,Cl as the nitrogen source, and 11 mM glucose or
22 mM glycerol, as the carbon source. Absolute values of GDH activity were found to vary slightly from day to day. However, the relative
values (or any two plasmids assayed on the same day were constant. Therefore, we express all values as percentages rather than in

absolute terms. According to our expcrience with the GDH assay, differences in expression between plasmids of less than + 5% should
not be idered to be signifi
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Vs
el operon hisJ-P de Salmonella typhimur ium, disnminuye 1a

rd
concentracion de la enzima codliticada por el gene localizado hactia

arriba de las secuenclias REP.

cda— Ané\lsis detallado del banco de secuenclas (GenBank).
Estos resultados nos 1levaron a implementar un estudio m;s

detallado de las secuencias REP Yy Ssus secuencias aledafas. Una

’
busqueda por computadora en el banco de datos GenBank (septiembre,
1984), se realizd usando el segmento mé; conservado de la

REP:

secuencia

c ,

S/-CTTATC GGCCTA-37 Y Ssu secuencia complementaria, en lugar de la

A

usada por Stern et al. (1984). Estos investigadores reportaron una

L4
serie de secuencias REP de las cuales se derivo un consensos nuestros

resul) tados concuerdan con los sSuUyOs. Sin embargo, Nnos gustar fa

enfatizar ciertos aspectos novedosos. En aquellas unidades
transcripcionales en las que REP ha sido localizada, y se sabe donde
termina la transcrlpclé% (9 de 25), REP esté' locallizada dentro del
tr-anscrito. Con base  en este ceriterio, decld{mos comnparar las
secuenc ias REP, tomando e:téon;ideragldﬁ su orlentacldﬁ con respecto
al gene \denti?lcado mé% pro&imu {(gene proxlmal); én relacloﬁ a la
dlreccidﬁ de transcripcldﬁ. Medliante tal comparacldﬁ fuimos capaces de
agregar una base extra al consenso propuesto y tambié& pudimos notar
clertos aspectos de la ragi&% central (no apareada) de
REP.

las secuencias

Estos resultados se presentan en las Tablas 1,11 % 111 de 1a

r'd
publ icacion antes referida. La Tabla 8 muestra las un idades

transcripcionales bacterlanas en las cuales se han encontrado las
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TABLE}
Laocation of REP scquences

The location of each REP scquence, with respect 1o proximal gene (nearest identified gene to the REP sequences respect 1o the direction
of transcription). is indicated by hcavy arrows, whose directions indicate the oricntation of such sequences. The orientation of
transcription is from left to right. Each gene is represented by a box with its name included. In many cases, it is not known whether
additional downstream genes are present. N1 (non identified), indicaies that an ORF and/or 3ene product exists but its function is
unknown. Those marked with asterisks were found in the present study. S.t. means Sab le In the case of AisG, one
of the REP sequences is only partially h )] to the (sce Higgi et al., 1982). The incomplete mtl4 REP scquence,
indicated by the dashed arrow, may extend further; additional sequence data are not available. There are nine wranscriptional units where

REP has been located as pan of the mRNA: glyA, malE, hisJ, milA, lacY, fou hisG, ginALG and vpoD The last two were detected in
this study.

Name .
oroG
miA '
folA
tocY 9
"grwalSst) e
*rpoD 3
“uwrD gy D _}— b —
MIRNA ™M1} i< 3 35
spota2 . - ~{poia__}{spotaz s N7 60 25
hisJ(St) Tusd el o Y hsM tuse a7 20
msG(S1) rsG - — {rsD hesC hsB §--- 6 . .25

qlyA —owa 3 - < 36 . 35

®supBE 1RNA TRNA } - andp o . 5 -
1yr 1RNA —{iy7 TRNA}—{iyr 1RNA | ey o : ST
qanA {gaRA"} - —————— 9 34
“gnaLG (gind ] Tl 1 gt} 59 e
“pisB 12 36
lomB -] 7.4
ndhA 12 14
wpR 4 15,26
ginS 20 30,35
sahA NA NAa
sucB T S T : = = = Na Na
“oroBATNS 1) [ TTEE T} oA - gt —{ 551 ) @t e
* dhud (S.1.), is the name of the rcgulatory region of the S. yphi it histidine port operon. In this case, REP sequence overlaps
with the promoter proposed for hisJ. *
® REP is ¥ d

Pribnow box and the initiation ATG codon of the uwD coding region.
< It has not been established whether a small polipeptide is coded by the region between REP sequence and M1 RNA.

¢ REP scquences are located at the 3° end of the tRNA opcron. This is one of two cases in which two REP have been found tandemly
repeated.

* REP sequences arc locaied at the 3° end of the tRNA operon.

f REP scquences located within the intercisironic region between ara4 and araD genes of the araBAD operon of Salmonella typhimurium
LT1 (Lin et al.. 1985). This is another case in which two REP are tandemly repeated.

NA N q surr ding REP are pot ilable (Stemn ct al., 1984).

Frdong
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secuenc lias REP. El nﬁhern de copias de las secuenclias REP, la
orlentaci6a con respecto al gene proximal la distancia desde e) codoh
de terminacidn de este gene ¥y l1a distanclia entre las secuenclas REP,
estaﬁ indicadas en esta Tabla. Es Importante hacer notar que algunas
de estas secuenclas REP sobrelapan con promotores propuestos, o esték
local izadas al final de operones qQue codlflican para ARNts. Ademsg, nos
gustar fa puntuallizar que algunas de las secuenc ias REP nuevas aqul

presentadas, no son del todo complementarias.

Esta nueva bdgqueda nos permltlJ identificar 16 nuevas secuenclas
REP, locallzadas en 9 unidades transcripclionales (Tablas II y IIIl). La
secuencla REP consenso presentada en 'a Tabla I, es la propuaesta por
Stern et El' (1984), una base adiclonal (T), en al extremo S la
secuencla REP consenso complementaria presentada en la Tabla III,
incluye una base adicional (A) localizada en el extremo 3‘’. La figura
4 nmuestra dos pnslbl;ldades'altqrnatlvns en la que estas secuencias

REP se pueden estructurar. o

e P

Otro aspecto Interéiante que ;; ;ndérlvd'de esta

e

bJBquedav a-wala

e -

Lo e aFus < e
existencia de secuenclas tipo REP formando parte de genes que

codifican para ARNs estables (Tabla 1IV).

Cuando se analizaron las regiones de ADN en la vec indad de las
secuencias REP, notamos que en las secuencias de las unidades
transcripcionales de gle, plaB b4 M1ARN, 1a secuenciazs
5/ -GCAAATTCAATATATTGCA-3, se encuentra conservada. Aun mé%.“sa'han
encontrado secuencias similares en ggnﬁ Y 212? Y entre otras unidades
transcripcionales (no mostradas). Finalmente, buscamos esta secuencia
en el banco de Bsecuencias, Y 1a encontramos en algunos sitios

incltuyendo 1a regidﬁ espaciadora entre el ARN 58 y e1 ARNt de valina
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TABLEII

Sequence

Name

GGCCTAC

(3]

CTTATC

o

o

©

L]

0 to6 nt cG
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d with the REP scquences shown in Table I. The rightward arrow

of the REP

N

REP

> 4

heses identi

s in par

b

dentified proximal gene. The
tide sequence data are from GenBank (Sep

to the

h

14

wi

indicates the orientation of REP

, 1984),

All nucleo

sequences in those un

ts wherc cxist more than two of them.

malE, hisG, sucB and sdha

(1984).

which are from Stern et al.
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TABLE Il

Homology between REP sequences

Sequence

OLILIICOLLLI L S g
w7 UDULULLULKLLLLLLILULL LU
m.. GAGGGGGGGmGGGGGGGGAAG (.10
=z VLLVLVLBVLLVLVVLVLLVLYL wo
v < LUCCUCUIL CquULLU quug LU
;- YUuLLLLLLLLLUFVLLULLLL wu
Lo Sd o oY S Sy Ll Y ey e e oY T eee,

CLLLCCC CCCCCLCCCLLL <
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. o

cGG6CcaA

CATC

- (5]
~000vs 8 Tpuvovooovoe ©
[SISTSTTYEIE) cccccccccccccc 1%
Q= UOORURE U X%}
Quvvoow oo VBVVVOVVVLVY V©
y VU VYLLL U 1)
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COBEVCBBVVYLBLLBLVBLYYL

GTAGGCE

gins

dhuA (S.t.)
plsB

ndhA (1)
tyr tRNA
M1 RNA
hisG
araBAD
araBAD

' Consensus

in Table 1. The symbols

+

units

ary REP and of the tr

of the

Table I1.

are as in



Fig. 4. Stem and loop structures that can be potentially formed

within the REP consensus sequences. Structures A and B, were
generated from consensus sequences presented in Tables IT and

1, respectively. Structure C was generated by pairing structures

A and B. Notc that the paired regions of A and B are identical;

. conserved scquences CUAC and GUAG, found at the 3 end in
A and at the 5° end in B, and also the central bubble on cach

' structure, confer upon them directionality with respect to the
proximal gene. It is important 1o point out that the REP consen-

sus sequence proposcd by Stern et al. (1984), is the same as the

REP conscnsus sequence in this figure (A and B), except that
thereis an additional uridine at the 5°*
: adcenine at the 3’ end of B.

end of A and an additional

TABLE 1V )
REP-like sequences found as part of gencs that code for stable RNA molecules
Name Sequence .
- - c
T G s T e coca
- a c G €CG6G CATC
Consensus 6 TAGGECC T GATAAG " [ c 0 to n~t A c a
t t CgA (24)
B. subtilis tRNA ile G cAcGCCTGATAAG CG T 9 : 5 g : 2 z : : : : N ch oo
. A AGG G T Q
. 1 RNA ile G cAGGCCTGAT . .
Z :::i :65 RNA 6 TAGTtCCGGATTL GG aG T ctygca ACGTCG AcT C C ; :;. g9 . ::B))
E‘ coli 235 RNA G TAaGCCTGegAAGGCGT gt G CtG T GaggCA T C Ct
At the right margin, in par heses, are specified the b

s of bases (in capital letters), out of 33, that are homologous to the consensus

REP Non h, 1 bases are in lower-case letters.
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de Bacillus subtilis (Bre'el;'i'
R,

e

Nuestro -~ - 1aborator ha reportado Ta " clonacicn

(Sdnchez—Pescador et al, 1982), la secuencia de la regloﬂ regulatoria
Yy la r-eglc./n del gene que codiflica para enzima glutamato deshidrogenasa

de Escherichlia coli K—-12 (Valle et al., 19833 1984). Tamblef'\ sa ha

propuesto Tla existencia de tres posibles promotores, un posible sitilio

de unlof-u a CRP y un probable sitio de unlo?l al ribosoma (Valle et al,

-—
1983).
7
Con el proposito de caracterizar tanto estructuralmente
”
como a nivel de regulaclo’n este gene, se determino Ssu secuencla

nuclteotidica. La secuencia de amlnoa‘:idos deducida a partir de 1la
nuctleotidica, revelo una protefna constitulda por 447 residuos de
aminoa’cldo, con un peso molecular de 4858%9.5 Daltones, lo cual esta’ de
acuerdo con 1os datos de peso molecular reportados para esta proterna

(Sakamoto et al, 1975).

EN a,naII isis de la frecuencila de uso de codones muestra'
que se usan preferenclalmente ciertos tripleteas y otros son evi tados.
En este sentido es notorio que los tripletes CGa, AGA, Cua, GGG, GGA,
AUA, son pra::tlcamenta excluidos. Ea Iimportante hacer notar que estos
tripletes han sido prop‘uestos como modul adores de 1a traducclo’n de

algunos genes y que losr,ARN“r’penfsﬁa_Je_rgvs de genes, que por su Funclof-u.es

vital que sean tradd"c"iaq _rn’p}dlmente, evitan e} uso de dichos

S L R OO Lo L e
tripletes (GrosJean y F.i '1982;"‘: G\auy\-'y»' Gautier;>1982).

’
El ana"llsls global de la estrategia de codificacion de

este gene sugiere que el ARNm para la GDH de E. coli, se traduce con
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una alta eficiencia y que se comporta muy similarmente a los de

proteinas muy abundantes en la célura. Todo 1o anterior podr-n’a suger ir

L L4
'a existencia de una presion de seleccion hacia este gene, aunque esto

parece ser contrario a Yo esperado,

vya que se ha demostrado que cepas

de E: coli gdh— no presentan un fenotipo claro y que parece ser un

gene dispensable (Tyler, 1978).

rd
La secuencia de aminoa’cidos del monomero de 'a GDH de E.

”
col i se comparo con 1as

secuencias de otras GDHs. Con 1 $£in de

.. .
obtener maxima homolog |’a,

fue necesario introducir espacios en las
secuenclias. Con Tos 1imites impuestos por este alineamiento, podemos
observar una excelente homolog fa entre Yas secuencias de E. col} Y N.

crassae. =1 examen de estos datos indica que muchos de los residuos

conservados probablemente tienen una importancia conformacional me’\s
que catalitica como ha sido suger ido por Smith et alt (1975). vy
Blumenthal et al (1975). Por ejemplo la mayor ifa de 1os 37 residuos de
glicina conservados- entre N. crassa vy E_. coli deben ser Iimportantes
para Ya conformaci on s Ya qQue se ha demostrado que R os resliduos de

glicina se encuentran generalmente en porciones no helicoidales de las
protefnas.

’
La mayor homcﬂogfa entre estas cuatro proteinas se

encuentra en la primera mitad del mono’mero. Esta SECcio’n de 1a
prote {na incluye un residuo de Vlisina altamente reactiva (BElumenthal

7
et al, 1975) en 1la poslcic‘n 128 de la secuencia de E. coli. Tambien

4
incluye probablemente la reglon involucrada en la unio’n del
N 4
a@cetnglutarato y en l1a actividad catal ftica. Estas suposiciones estan
4
apoyadas por estudios de modificacion quinmica y mutantes (Brett

19763 Juirliard

= 1o
:

o

Y Smith, 1979; Habertand y Smith, 1980; Austen
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1980; Ashby et adl, 1981).

PSR S

P4 - ¢
Ademas de. las identidades observadas, un gran numero de

los substitutos pr.lent;n mismo cari&t.r' de hidrofobicidad y

s

E-éas observaclones

coeficiente de accesibilidad (Cld et a1, 19827
sugieren que estas protefnas pueden ser mas homéaogas entre sf a nivel
tridimensional que a nivel de su secuencia de aminodcidos. En este
sentido y utilizando e método de Cid et al, (1982) para 1a predicclgn

de estructura secundaria de protefnas, hemos encontrado que en algunas

I
regiones donde 1a secuencia de aminocacidos entre E, coli vy bovino no
se conserva {(pero s ) se conserva entre N. crassa y E. coll), ambas
—_— =L 8229 —_— —
proteinas pueden formar 1a misma estructura secundaria {(datos no

mostrados).

Regid% de regulaci&% S7.

EY anéllsis de la secuencla (aproximadamente 200 pb) de
1a regiéﬁ Inmediatamente anterior al coddh de iniciacidn del gene
(Fig. 1 de esta Tesis), ha permitido proponer la existencia de tres
posibles promotores por criterios de secuencia consenso (Valle et al,
12983). Estos supuestos promotores han sido denominados Pl, P2 y P3, en
relacld& al orden que qQuardan con respecto a la metionina Inlcial,

siendo P1 el mas cercano.

Estudios de transcripcion 12 vitro, indican que el
fragmento Taql- Hpall (Fig.1), une ARN " polimerasa. El promotor

presente en este caso 1*(Valle ot a1, 1983,

exper imnentos in wvivo, el fragmento

Hpall-Hpall, clomnado en el sitlo de Clal del plasmido pBR327, ensayado

" 4 ’
en minicelulas da un peptido de &3 amln.é&ldos independientemnente de

{



l1a Drlentacioa en 'a que se F=ya clonado (Valle et al o 1983). Ectos

datos indican que este fr zgmento contiene un promotor propio. Sin
emnbargo, esto no sucede con €1 fragmento Taql-Hpall clonado y ensayado

~ b
de 1a misma manera, es decir, no se produce ningdn peptido.

Estudios preliminares de mapeo por nucleasa S1, indican

. - . 7
que baJo condiciones de crec-cimiento en alta concentracion de amonio,

la transcripciéﬁ es iniciada enfrente del supuesto promotor 3 {(Valle
et 1, 1983).
rd

Los datos ante- iores sugieren que la region comprendida
entre Hpall y Taql (Fig.1), es esencial para 1a expresiék del gene
qgdhA.
pShmtiy

Otros aspectos importantes de l1a regiéh regulatoria

involucran a una serie de secJoencias repetidas directas, las cuates

e . e R
odr- Tan ser sitios de int=raccion con roteinas regulatorias /o
P

conformar domninios estructurales que le confirieran una arqui tectura

especial al ADN Y qQue es<a tuviera alguna influencia sobre l1a
’
Pegulacida de la expresion del gene. Recientemente, se ha reportado la

4
participacion de una serie de S secuencilias repetidas directas

localizadas en 1a regiéﬁ inmediatamente hacia arriba del promotor 2

Ld U
del operon gInALG de Salmonella typhimurium, en la conformac ion de

I'd 4
iguail numero de sitios de interaccion con el producto po]ipeptfdico

del gene ginG (ntrct) (Hirschmsn et al, 1985).

Ld
Otra caracteristica importante de l1a region regultatoria

es que tomando como referencia al sitio de TaqlX (#ig.l), hacia arriba

4
de este sitio, se encuentra una region rica en Ts Y hacia abajo de

dicho sitio, una rica en As. Esta caracteristica podrfg influir en ta
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arquitectura del ADN.

Se ha propuesto que la secuencia C—-A(5-6)~T presente con
una cierta periodicidad Induce un combamiento o doblamiento en el ADN
(Marini et al, 19823 Wu y Crothers, 1984). Varlantes de esta secuencia
se encuentran hacia abalJo del sitio de Taql, sugiriendo que esta
heginﬁ podria tener algdn tipo de combamiento y que de alguna manera

afectara la expreslda del gene gdhA.

Identi?lcaci&% del promotor.

’

Los resul tados de 1os experimentos de extension de
prfhero, sug il eren fuertemente que al menos en condiclones de
crecimiento en glicerol o glucosa como fuente de carbono y 1 mM o 1S

mM NH4C| como fuente delnltrébeno, el promotor 3 es funcional tanto en

cromosoma como en plasmldo (€SS20 comp.r-da con PA340/pBAE4). ‘Por un

Fan e

e : :
1ado, en todas las condlclonas antc- m nclonadaﬁ sa detecta el milsmo

sitio de inicio de la'ﬁ -crlp:lon (band. d. ADNc de 117 nucl.otldol
Fig. 3), tanto en la cepa silvestre (CSSEQ), como en 1a cepa con
p15%mido (PA340/pSAE4). Por otro lado, las manipulacliones hechas en la
regiéh regulatoria, es &ecir, l1a Insercldﬁ de un par de bases en Taqfl,
uno Y dos adaptadores slnté¥lcos de EcoRl en el nuevo sitio de Nrul,
en las cuales el inicio de la transcrlpclda se ve modificado por ta
incorporaciéh de distintas secuencias interpuestas entre el —-10 del
promotor 3 ¥y el Inicio de la transcrlpcicfn ariginal, permiten afirmnar
que el promotor 3 es e) Jhlco funcional, al menos en las condiciones

ensayadas.

Esta aflrmnclén se der lva tanto del hecho de que

independientemente de las condiciones de crecimiento ensayadasn, la



tr'anscr*ipcic"l se inicia en el mismo sitilo (frente al promotor 3), va
sea en pla’smido o en cromosoma. Asf{ mismo, |ndependiéntemente de las
manipulaciones realizadas, la transcrlpcio’n s iemnpre se inicia dentro
de to S—-8 nucliedtidos hacia abajo de 1a T en la pcnslcicfn —8 de este

b s
promotor. Esta observacion esta de acuerdo con los datos reportados

4
tanto in Yitro como i vivo para un numero importante de genes de E.
coli (Hawley y McClure, 1983), es decir, el sitio de inicio de 1a
L 7
transcripcion se encuentra generalmente dentro de los $-8 nucleoctidos

7
hacia abajo de 1a T en la posicion —8 de 1a caja de Pribrow.

4
Finalmente, el hecho de que al! eliminar 1a region que

compr-ende a estite promotor (EcoRII-Taql), no se detecte n ingt:n

. - L4
transcrito, confirma nuestra afirmacion.

Un punto ma’s que nNnos gustar s comentar con respecto a l1a
r-eglc:'l regulator-ia es l1a observaciof‘n de que ta inser-cio’n de varios
;"I inkers* de EcoR1 en el sitio de EcoRII, no modifica el sitio de
inicio de 1la transcri-pclo’n con respecto a Ya manlpulacio’n hecha en el

p'la’E'-mldD padre (PpSAEA32 comparado con pSAE442;3; Fig. 4). Este resultado

L
sugliere que l1a reglo’n del sitio de EcoRIl, no esta involucrada de

rd
manera importante en el inicio de la transcripcion a partir del
promotor 3. Sin embargo, es Importante hacer notar que 1a intensidad
de YTa banda es menor que 10 que se esperaba. Esto podr ia indicar que

L4 -
se esta teniendo un efecto parcial sobre la transcripcion del gene

gdhA a partir del promotor 3.

Para continuar con el estudio de este posible efecto,

actualmente se esta' manipulando el pla;',mido que 1leva el gene completo
-

(pSAE4), con el ob jeto de reproducir la manipulacion, es decir, la

-
insercion de varios "linkers" de EcoRl en 1 sitio de ‘EcoRIl de 1a
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, .
region regulatoria del gene, y determinar el nivel de transcrito l

especf{fico, la actividad espec{fica d@ GDH, @1 nimero de coplas del

rd . A
plasmido, para saber 2 que nivel se gpt-r(- afectando l1a oxpra-léﬁ de)

gene, si es que reaealmente se esti’af.cfando de manera importante.
et Avind ; 2

€1 Jltlmo punto a conslderar referente

L
a 1la region

regultatoria es el relativo al posible sitio de unidh a CRP,

sobrelapado con el —35 del promotor 3 (Fig. 1). La partlcipacléﬁ de

rd
CRP en la regulacldﬁ positiva del gene gdhA de E. coll esta reportada

ern 1a literatura (Prussiner gﬁ El' 1972).

Dado que 1a reacciog catalizada por la GDH, involucra

tanto al metabolismo de nltrdaeno como al da carbohidratos serf{a de

esperar que el gene que codifica para estdh enzima estuviera regulado

por CRP.

Ya ha sido discutido que al menos en las condiciones de

crecimiento ensayadas en el presente trabajo, todo parece indicar que

el promotor P3 es el Unico funcional, al menos en 1a condiciones

metabélicas probadas. La ublcacldﬁ del sitio de CRP sobrelapado con 1

-35 de este promotor indica que al menos en esas condiciones

metabéllcas, ta actlvacld& por CRP no es clara, en funcicon de que no

se han detectado transcritos que Iiniclen en P2 o P1. Sin embargo, no
Pd
se descarta 1'a posibilidad de que en otras condiciones metabolicas P2
© Pl puedan ser utiltlizados.
si [ 2<] fuers e} Jﬁlga “prcmotor funcional, ®l efecto ™
e . A . L P
activador de CRP se podrfa~expllcar en funcicn de qQue se ha demostrado

qQue el complejo CRP—AMPc, puede funcionar como

activador a) elercer
L4
una funcion de

antiterminador (Guidi et al, 1984). Una explicacién
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alternativa para el efecto activador de CRP, es que se pueda pegar al

mismo sitio que la ARN polimerasa pero en l1a cara contraria del ADN.

En este sentido, ha sido demostrado que el producto pol Ipe’ptidico del

gene CIl! del fago lambda activa ciertos promotores de e’s!:e, cuando se

une en la otra cara del ADN con respecto a ta ARN pol inerasa (Ho et
4
al, 1983). Aun mas, existe al menos otro caso en el que un sitio de
CRP sobrelapas el -35 del promotor y tiene un papel de actlivador (Musso
et al, 1977).
Region f)anqueadora 3’.
En ana"l isis de aproximadamente 800 Pb despue's del

4 rd
triplete de terminacion del gene estructural gdhA,; no revelo ningun

-
frente amplio de Yectura que permitiera Ta codi ficacion de otro

pol ipe'ptido, ‘o cual sugiere que este gene Nno forma parte de un

rd
operon. Rasado en este supuesto, es de esperarse la existencia de un

. N ”~
terminador de la transcripcion.

-, .
E1 analisis de e secuencia de los primeros 200 pb de

td
esta region flanqueadora 3‘ del gene gdhA, revela qQue un transcrito

qQue porte esta secuencila, tendr{a 1a capacidad potencial de formar

diversas estructuras secundarias. Una de eltltas, una estructura estable

” rd
de tallo y asa, empezando a 87 bases despues del codon de ter‘minac:io'n
(Fig.5S?, tieme las caracteristicas de un terminador rho independiente
(Adhya y Gottesman, 1978; Holmes et a1, 1983).
Otras estructuras alternativas son las siguientess
Empezando a =] nucl eo’t idos dESpUE’S del ccdo’n de

r 4
terminacion, se

7
encuentra unasecuencia marcadamente homologa (28 de 29 identidades),

con 1la secuencia consenso propuesta por Higgins et al., (1982), como
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un elemento regulatorio novedoso de los genes procar lotes. Esta

secuencia tambléﬁ tiene ta capaclidad potencial de for-mar una

estructura de talloesasa en el ARNm.

Recientemente, Gilson et 21..(1984), han repor tado

familia de secuencias pallndréhlcas dispersas en el genoma de €. coltli

e

. -”
Y E: typhimur ium. Estas secuencias 1Tlamadas unidades palindromicas,

tienen una secuencia consenso alimilar a 1a del aelemento regulatorio

“"novedoso" de Higgins et al., (1982).

Por otro lado. 8tern et al., (1984)>, han publ icado

una

secuencia consenso llgeramente diferente. para ese elemento, 1a cual ha

Wi""'?" - _._\.M.JHL v

Dicho elemento ext;agenlco es de éir%dedor deJGS nuclectidos de

largo, incluye una secuencia repetida Y puede ocurrir en cdﬁlaﬁ

’
adyacentes multiples, con orientaciones generalemente opuestas entre

cualquier par de ellas. Aparentemente 1a orientacldh. paslcidk Y

P4
distribucion de las secuencias REP, no siguen una regla clara (Stern

et a1, 1984).

Con estas propiedades de las secuencias REP, se buscaron otras de

rd
ellas en el gene gdhA y se encontro una segunda secuencilia REP, en

sentido opuesto a la primera y separadas entre el por 34 bases (ver

Fig. 1, publicacioﬁ sobre REP)., Esta Jltlma secuencla REP oS menos

, - .
homdloga que l1a primera, en relacion a Va secuencia consenso reportada

por stcern ot a%., (19684). Estas dos secuencias REP de gdhA, pueden

arreglarse al menos en dos estructuras alternativas, cada una por

separado o apareadas en una sola estructura, con un tallo de 27 pb.
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Otra secuencia qQue destaca es una que tiene Ya capacidad
potencial de formar una estructura semedJante a un ARNt, Es notable que
en esta J\tima secuencia de 110 nucleo‘:idas, 40 de ellos se encuentran
en posiciones homo’!ogas a las del ARNC de gluta’mico de _l-'-_‘_._ col i

(Fig.2)(Sprinzi et 21, 1983).

Stern et al., (1984), han propuesto qQque las secuenclias REP,
podr(an eastar involucradas en l1a regulaclcﬁ'! de Ya e:zpreslor‘i gene(:lca

en los procariotes.

Con el objeto de entender el papel de las secuencias REP en la

deter-minacicﬁ'\ de la ccncentracio’n £inal de 1a GDH en 1a cell ulta
Ld .

bacteriana, se decidio quitar la segunda secuencia REP. Este

exper imento se real izo’ tomando ventaja de la presencia de dos sttios
Unicos de Stul, Tocalizados a 35 y 1035 nucledt idos poster iores al
codo’n de ter-mlnacio’n Yy un sitio dnico de Nrul situado al f£inal detl
gene de resistencia a tetraciclina del pla’smido PSAE4, el cual porta

el gene gdhA y sus regiones flanqueadoras 5’ vy 3’.
e

rd =
Mediante Y'a digestion con estas enzimas fue posible quitar 1000

y 3000 pb de ADN del pla’smido pPSAE4. Ambos fragmentos incluyen la

segunda secuencia REP.

Al determinar l1a actividad especifica de Ya GDH en tas cérulas
que portan los pl asmidos der ivados por digestidon, se pudo observar un
decremento de dicha actividad al menos de un 30% (generalmente S0%4),
independientemente de 1a composic‘o’n del medio, ndmnero de copias del
[=} a’smldn vy secuenclias hacia abaljo de l1a primera secuencia REP (Fig. 3,

publ icacion sobre REP).
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Resultados similares fueron obtenidos por Stern et alt., (1984),
cuando quitaron laas dosg wmsecuenclias REP del operéh hisJ-P del

cromosoma de S. typhimurium.
—_—

Otro dato similar se obtuve al efectuar una eliminacidnde las

secuenctas REP del gene glyA de E: coll (Plaman y Stauffer, 198%), en
rd

donde tambien encuentvran una disminuclda de la actividad espechlca

del producto pollpeptrdlco codl ficado por el gene que s encuentra

hacia arriba de las secuenclias REP (giyA).

Los datos anter iores podrran apoyar la idea de que en el caso de
las eliminaciones de la segunda secuencia REP del gene gggh,estarfan
tenliendo un efecto sobre la estabilidad del mensajJero de 1a GOH.
Resul tados prel ininares en EEEA indican que este es 1 caso. 8in
embargo no se descarta la posibilidad de que al mismo tlenmnpo laas
secuencias REP, puedan estar cgmpllendu otros papeles en la regu]acléh

del gene gdhA.

tna explicacion alternativa para ‘a dlsmlnuclaa de la actividad

especi ¢ ica, es que e} érgnscr ito que carece de 1a segunda sacuencla

L > .
REP, sea traducido f?qf[;lcntemnnte. Esta -uposlcléh obliga a

pensar que las secuenéiap ﬁEP

de) mensajJero Pavuréclendoib entrada del ribosoma Qﬂque-cuanddxse

. o
quitan "ambas o© ‘solo una de ellas, asta interaccion quede

desfavorecida..

SI la vida me&l- del mensajero es dependiente de 1a establilidad u

otra propitedad de 1as estructuras de tallo-asa, entonces esto abre l1a

Pposibll idad de que las secuencias REP sean tan importantes como 1a

>
fuerza de un promotor, para determinar 1a concentracion f£inal de una

Interacclonar con la reglon S°°
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Pd
proteina.

Pl
Interesantemente, la conservacion de la secuencia nuclectf{dica de

las secuencias REP tanto en €. col i como S. typhimnur fum, es muy

pronunciada. Si cuatlquier estructura de tallo-asa es suficiente para

estabilizar un transcrito, entonces es diffcil expl icar por-que’ se ha

conservado l1a secuencia.

4
Nuestro interes por entender Ya importancia de la existencia de
T4
las secuencias REP, nos condujo a hacer una busqueda de estas
secuencias en el banco

de secuencias (GenBank database, septiembre

19843, usando para ello 1a parte mas conservada de 1a secuencia

consenso reportada por Stern et al., (1984):

—

c
S CTTATC 66GCCTAC 3’ vy su secuencia complementaria.
A

rd Cd
Esta busqueda revelo 1a existencia de %$1 secuencias REP en 25

unidades transcripcionales de un total de =£ 400,000 pb de E. coll v S.

typhinurium, analizadas.

. ’
Mas inFDrmacior’\ fue obtenida de este amalisis. La secuencia REP

.’
consenso fue incrementada de 32 a 33 pb y tambien encontramos que en

las secuencias REP consenso, las asas tlenen un tamano restringido 0-—-4

o O0—-4& pb. Otra parte importante de inf‘-ormaclo’n es que en 2 de 4

unidades transcripcionales nuevas presentadas en el trabajo sobre REP,

en las cuales estas secuencias han sido localizadas, estos tipos de

secuenclas han sido encontradas sobrelapando regiones regulatorias,

comno en el caso de dhuA, donde una secuencia REP sobrelapa con e1

promotor de hisJd y uvrD, donde una secuencia REP esta localizada entre

L4
el —10 y el ATG inicial de l1a seceuencia codi ficadora. Es tambien
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interesante que” secuencias tipo REP han sido encontradas en especies
de ARNs estables tales como 103 ARNsS ribosomales 16 y 23 g Y tambien

en el ARNt de isoleucina de E. col}) v B. subtilis.

Stern et al., (1984) han propuesto algunos posibles papeles para
las secuencias REP. Uno de 1105 ) cual ya ha sido discutido V1 fneas
arriba es el que puedan tener simplemente un papel pasivo donde Vas
dos secuencias invertidas puedan servir como una ban-rrer-a contra la
actividad exonucieolitica 3 ——» 5’ a nivel de ARNm. Alternativamente,
1las secuencias REP pueden afectar la expreslo’n ge’nlca por medio de la
alteracion de la estabilidad del ARNm sirviendo como un sustrato
easpecifico para la ruptura endonucleol ftica. Ellos argumentan que este
podria ser el caso porque tales secuenclas no hab fan sido encontradas

en especies estables de ARN. 8in embargo, nuestros resul tados muestran
R Cy AR TRP AR (RS- D . .

o t'rawrv\lc:r_lpc ] on_ales qque caodifican para .los

tpus: o

que alt menos en las un‘lda'd

..,
ARNts de tirosina secuencilias REP- esta’n presentes y

tambie/n que secuenclas tipo REP, fueron encontradas en los ARN
ribosomales 16 b 23S b4 en el ARNt de iIsoleucina. Creemos que l1a
importancia de encontrar secuencilias REP al £final de operones que
codifican para ARNs de transferencia, recae sobre el hecho de que, a)l
menos en 10s c:aso-s de los operones de los ARNs de transferencia de
tirosina b4 S_u_pBE. las secuencias REP no podr {an involucrarse
Pa’ci!mente o relacionarse con la estabilidad del ARN. No obstante, el
hallazgo de estas secuencias REP Yy tipo .REP, en los operones que
codifican para ARNs estables no elimina V1a posibilidad de que tales
secuencias y/0 Ta secuencia 5 GCAAATTCAATATATTGCA 3’, localilzada
entre dos secuencilias REP, podr fan estar Iinvolucradas en el
procesamiento de ciertas mcﬂef:ulas de ARN mensajero. Esta htpc’)tesls

. .
esta avalada por el hecho de que al menos para un  caso, donde esta



secuencia ha sido localizada entre 1os genes que codifican para el ARN

5SS y 21 ARNt de valina de Bacillus subtilis,

rd
secuencia esta involucrada

se ha propuesto que esta

rd
en la conformacion de un Tocus de

procesamiento (Gegenheimer y Apirion, 1981).

Hay otros posibles papeles para Yas secuencias REP. Uno de elloe

o~
es que sean requeridas para proporcionar especificidad para 1a union

der prote(nas (Stern et al, 1984). ¥Ya se ha indicado tambié&. que al

- . '
menos en el caso de gdhA, estas secuencias podrian estructurarse como
po el

parte de una rm:ne’cu]a parecida a un ARNt. Esto suger-irra que la
7
molecula podrfa ser reconocida por una enzima del tipo modificadora de

ARNt. Datos similares han sido publicados por Ames et al., (19837, en
,
el sentido de que una estructura parecida a un ARNt se encontro
rd
formando parte de Ta region 1i{der dei

’
operon his de Salmonella
I'd
typhimurium. Como en el caso de gdhA, hay umna homologia importante

entre el ARNt de histidina vy la secuencia de l'a estructura tipo

ARNL .

E11os han propuesto que esta estructura tipo ARNt pudiera tener alguna
’ P

funcion regulatoria. Aun mas, secuencias tipo ARNE han sido

encontradas en algunos Vvirus eucariotes de ARN y estos son reconocidos

7 /
Yy aminoacilados por lYas enzimas del huesped, a pesar de una desviacion

significativa de 1a estructura consenso del ARNL (Haenn i t al.,

=L
1982).

un papel alternativo interesante para las secuencias REP como

*,
sitios e«speci’?icos de union de protefnas, se deriva del hecho de que

las secuencias ¢tipo RE@ qQue han sido encontradas en los ARNs

»,
ribosomales 16 vy 23s, ya han sido involucradas en 1a unlion de

protefnas ribosomales especrfica:- La  secuencia tipo REP del ARN

ribosomal 168, interacciona con la protefna S7 (Prince {et al, 19833
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Noller, 19884)3 Yy en el caso del! ARN ribosomal 235 la secuencia tipo

REP ws parltse de un dominio estructural que interaccliona con las

pl’”C)\‘.EJI,naS L7, .10, L1y, L.12 yv el €factor de elongacion 6 (Prince et

_é_l_l., 1983)Y. Por lo tanto, un posible papel interesante para las

secuencias REP ((no Iincluida entre las posibles funciones alternativas

propuestas por Stern et e_l_, $1984)Y), pudiera ser que estas secuencias

nucleotidicas interaccionaran con prote fnas espec f?lcas. no

necesaramnente nucleasas sino protefnas de la maquinaria general de

e’ ’
tr‘-aduc:cics’n de la celula. Esto podr fa expl icar porque ellas se

rd 4
encuentran no solamente en moleculas de ARN mensaljero, sino tamblien en

ARNs estables tales como 1Tos ARNs ribosomales 16 y 23S o en mcﬂe’:u] as

de ARME. Nos gushar-fa suger Ir que mediante 1a interacclr:n de estas'

saocuenc ias REP con enzimas modilflcadoras espec feicas y/0 prote fhas

ribosomales especi{ficas, se .pudlera modular la velocidad de 1a

’
tr-aduc:«:io'n y/0 degradacion de ciertas mola’culas de ARN mensajero.

Otro papel al ternat.lvo qQque tamble’n ha sido propuesto por Stern at

ale, (1984), es la puslble partlclpaclon de las secuencias REP en ’Ia

Pl SRl e R -
estructuracion y orqanlzaclon del | cromosoma. poslblemente

slrvlendo

comno sltlos de unlan para

proternas espec fficas. Tales proternas

pudieran anclarse al ADN o pudieran saervir para del inear dominios

estructurales (=} funcionales. Sin embargo, esta propuesta puede

estructur-arse de una manera dlferente:s ha sido demostr-ado que las

secuencltas REFP forman parte de aquellos transcritos en 1os que se las

L
na buscado, sugiriendo que la transcripcion de eatas secuencias es

inmpor-tante (Becerril et al., 1985).

Worce Y Burgl, (1972), han demostrado que las fuerzas que

. L4
mantienen 1a estructuracion Y estabilizan ta arqui tectura del
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cromosoma bacter iano enrrol 1ado, se deben fundamentalmente a las
interacciones entre ADN vy ARN. Por tanto, eas posible que 1a

’
transcripcion de las secuenc lias REP pudiera contribulr a estas

interacciones.

Finalmente,

Pd
estas secuencl.l estan

relac ionadas con bactariano (Bl\-on at al,

1984; Stern gj han abﬁervado Cclerta
homologfa entre las secuencias REP y la secuencia del extremo S5’ de
l1os secuencias de lnserci&% IS10R e 1S810L as{ cowo con algunos
transposones. Se argumenta que las secuencias REP podrran promover
rearreglos entre reglones distantes de)l genoma. Adicionalmente, Stern
et al., han obtenido algunas evidencias acerca de 1a recombinacléh
entre las secuenclias REP presentes en p]égmido Y Cromosond. Estos
autores Sugferen que estas secuencilias pudilieran promover rearreglos
genéhicos que afectar fan tanto l1a expresié% como Ya evo\ucld; de los

genes .

PERSPECTIVAS.
A continuacidén se puntualizan algunos aspectos que serdn tomados
en consideracidn en las investigaciones futuras sobre el gene gdhA:

En 1o que respecta a la regidn flanqueadora 5', se planea hacer uso l
de mutantes deficientes en la adenilato ciclasa (cya” ) ¥/0°CRP(crp”),
con el objeto de demostrar la influencia de la proteina CRP sobre 1la
expresién del gene.

Por otro lado, se harin mapeos de promotor en condiciones meta-
b61icas diferentes a las que ya han sido probadas, con la dintencidn
de conocer si sélo functgga el promotor ya mapeado o si existen -
otros promotores funcionales.;

NEL

P
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También, se harin estudios de la posible influencia de las secuen-
cias aledafias al sitio de Taql, sobre el doblamiento del ADN, tema que
cobra cada dia una mayor atencién -en - los estudios de la importancia
de 1a arquitectura del ADN en la posible regulacidén de Tlos genes.

En lo referente a la regién flanqueadora 3' se contempla precisar
el efecto de 1as deleciones de Tas secuencias REP sobre 1a estabilidad
del mensajero de Ta GDH.

Otro punto relacionado que se estudiard es l1a posible participa-
de 1la ARNasa I1I1 en el procesamiento del mensajero de 1la GDH.

Por otra parte, se tiene previsto estudiar Ta posible participa-
cién de las secuencias REP en la estructuracidon del cromosoma.

Se planea también estudiar dentro de 10 posible, que tan amplia-
mente distribuidas se encuentran l1as secuencias REP entre las bacterias,
y especular sobre sus posibles implicaciones evolutivas.

[ -

| Jo 4

1
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SUMMARY

A 2.3-kb Pst1-Clal chromosomal DNA segment, carrying the complete coding region of the glutamate
dehydrogenase (GDH) structural gene from Escherichia coli K-12, has been sequenced. The complete amino
. acid sequence (447 rcsxdues) of the GDH monomer has been deduced, and comparisons are made wuh reported

ammo acu:l sequcnces “of GDH from ‘other orgamsms. )
. IR E 2 22 105

L-Glutamate dehydrogenases (EC 1.4.1.24),as a
class, catalyze the interconversion of «-ketoglutarate
and L-glutamic acid:

a-ketoglutarate + NH, ™~
+ NAD(P)H==L-glutamate NAD(P)* + H,O

These enzymes provide a route for incorporation
of nitrogen into organic compounds, and thus a link
between carbohydrate and amino acid metabolism.

There are at least three types of GDHs, which
differ in coenzyme specificity: those specific for

1 Dedicated to the memory of Ahmad I. Bukhari.

** To whom correspondence and reprint rcquests should be
mailed.

Abbreviations: bp, base pairs; GDH, gl dchyd
kb, kilobases or kilobase pairs.

0378-1119/84/$03.00 © 1984 Elscvier Science Publishers
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en.hcr NADH or .NADPH and those that can
function with both. It is essential to note, howcver
that these enzymes vary not only in coenzyme speci-
ficity but also in other properties, e.g., induction and
repression of synthesis by metabolites, regulation of
activity by purine nucleotide di- and triphosphate
(ADP, GDP, ATP, GTP), and other ligands and
also in molecular properties (Smith et al., 1975). A
number of reports have appeared in the literature
which accentuated these differences, and it is now
clear that the role these enzymes play in metabolic
processes may vary from organism to organism.

GDHs show an unusually strong degree of se-
quence conservation, as demonstrated by amino
acid sequence comparisons of various purified en-
zymes from different organisms (Julliard and Smith,
1979). Also, strong similarities have been reported
between the prokaryotic E. coli and the eukaryotic
Neurospora crassa NADP-dependent GDHs (Mattaj
et al., 1982; Valle et al., 1983).

oare S
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We have previously reported the nucleotide se-
quence of the regulatory and amino-terminal coding
regions of the E. coli gdhA gene (Valle et al., 1983).
In this paper, we report the complete nucleotide
sequence of this gene and its flanking regions. Amino
acid sequence comparisons between the E. coli
GDH deduced sequence and the enzyme sequences
from other organisms are also presented.

MATERIALS AND METHODS

(a) Bacterial strains, pl ids and ph:

Bacteriophage M13mp7 and its permissive host
IM101 [thi, supE A(proAB-lac) ¥’ (traD36, proAB,
lacZM15, lacI?)] were obtained from J. Messing.
Plasmid pSAE4 has been previously described

» 1983).

(Sanchez-Pescador et al., 1982; Valle et al.

EcoRT Hindl BamHI Soft Aval pmt e
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Fig. 1. Physical map of the linear form (£coRI cut) of plasmid pSAE4. The hori dashed line rep the vector pBR322, and
the thick bar represents thc location of the gdhA gene with 3° and 5’ ends indicated at the lower part. Different DNA fragments from
the p id were subj d to lysis with the strategy indicated in the lower portion of the figure.

(b) Enzymecs

Restriction enzymes:
Taql, Hpal Hincll an
BRL. Inc. Pst1, Baml!
purified according to
Greene et al. (1978) ar

(¢) Nucleotide sequenc:

Procedures describe
and Messing et al. (19¢
nucleotide sequences ©
cloned in M13mp7. 1-.
DNA fragiments, denv
cloned into the M13mg
with Hincll, Acel, oo
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(b) Enzymes

Restriction enzymes Hpall, Haelll, Clal, Sau3A.,
Taql, Hpal Hincll and Accl were obtained from
BRL, Inc. PstI, BamHI and T4 DNA ligase were
purified according to.the methods described by -
Greene et al. (1978) and Talt Ked al. (1980).'f7 i = ‘“f’

(©) Nucleotlde

Proccdures descnbed b, iHe: e_c'kef
“and Messing et al. (1981) Wete used t6°
nucleotide sequences of various restriction fragments
cloned in M13mp7. Haelll, Hpall, Tagl or Sau3A
DNA fragments, derived from plasmid pSAE4, were
cloned into the M13mp7 vector cleaved, respectively,
with Hincll, Accl, Accl and BamHI.

RESULTS

(a) Nucleotide sequence of the gdhA gene from E. coli
K-12

A detailed restriction map of the gdhd gene of
E. coli K-12 is presented in Fig. 1. The Clal-Pst1
fragment from plasmid pSAE4 was digested with
Haelll, Hpall, Taql or Sau3A endonuclease, and
the DNA fragments obtained were cloned into the
phage M13mp7 as described by Heidecker et al.
(1980). A collection of various recombinant DNA
clones was used to obtain the nucleotide sequence
presented in Fig. 2. This figure shows the nucleotide
sequence of the noncoding strand of the gdhd gene
and its flanking regions. The ino acid seq of
the GDH monomer, as deduced from the nucleotide
sequence of the gene, is also presented. The calculat-
ed M, of the enzyme monomer was determined to be
48 589.5 and is in agreement with previously reported
values based on relative electrophoretic mobilities
(Sakamoto et al., 1975).

(b) GDH ami

acid seq comparisons
A comparison between the GDH amino acid
sequence deduced from the E. coll geno soquence,
with the corresponding parts of published amino
acid sequences . of .GDHs from other organisms
(Julliard and Smith 1979), is shown in Fig. 3. Ascan h
%,
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Fig. 2. Nucleotide sequence of the gdhA gene from E. coli K-12.
Numbering of residues begins with the first A of the initial ATG
methionine codon. A possible rib site at

=15 to -11 is underlined.

. be seen in this figure, the E. coli and N. crassa
NADP-dependent GDH monomers have approxi-
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Fig. 3. Comparison of amino acid sequences of the GDH monomer from E. coli (E), N. crassa (N), bovine (B) and chicken liver (C).

Numbering refers to the E. coli sequence. Data for sources other than E. coll are from Blumenthal et al. (1975). Identical amino acid

sequences are boxed. The

of the

specific substitutions are shown.
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2 Table 1

Codon usage frequency in the gdk4 gene from E. coli K-12

Arg CGC - 12 Ala GCC - 16 Val GTG - 9 Glu GAA - 23
CGT - 9 GCA ~ 10 GTC - 8 GAG- 8
CGA - 1 GTC - 8 GTT - 16 -
CcGG - 0 GCG - 13 GTA - 4 His CAT — 6
AGG - 0 . cac - 4
AGA - 0 Gly GGC- 22 lle ATC - 12

. GGT — 21 ATT - 4
Leu, CTG — 18 GGG 4 ATA — 1 Lys :22 i
2 CTIT - -6 GGA - 2 2
-CTA —- 3 Asn AAC - 9
STTA - 1 AAT - 8 Phe TTC = 11
icrc - 6 Pro CCG - 12 TIT - 11
TITTG - 1 ccec - o Asp GAT - 14 :
. cCT - 2 GAC — 5 :
X CCA - 1 Tyr TAT - 5

Ser  AGC —~ 6 TAC - 5§
TCA — 5 s TGC - 3
TCT - 4 The ACC - 11 TGT - 1
TCC — 5§ ACT — 6 Met ATG - 18
AGT - 1 ACA - 4 Gln CAG - 15
TCG ~ 1 ACG — 1 CAA - 8 Trp TGT - §

mately the same number of residues (450), while the
two NADP-dependent monomers are composed of
501 residues. Furthermore, the E. coli and N. crassa
GDH monomers are more homologous to each

other than to the NADH-dependent GDH mon-
omers.

{c) Codon usage frequency

Table I shows the codon usage frequency of the
gdhAd gene. As can be seen, there is preferential
codon usage, similar to those genes whose mRNAs
are efficiently tr lated (Grosj and Fiers, 19823

: ‘Gouy and Gautier, 1982)....s 17 18 oo’ 57} .::urns 'rm

‘We have reported the cloning and nucleotide se-
quence of the regulatory and amino-~terminal coding
region of the gdhA gene from E. coli K-12 (Valle
et al., 1983). We have described the presence, at the
5’ end of the gene, of three putative promoters and
a putative ribosome-binding site for this gene. Un-
published results, using S1 nuclease mapping, indi-
cate that under high-ammonium growth conditions,

man; 1978; Holmes ct al.. 1983).

transcription is initiated from putative promoter P3
(Valle, F., Becerril, B. and Bolivar, F., manuscript in
preparation). Another interesting characteristic of
this gene is that it lacks the typical transcriptional
attenuation regulatory features present in variolis
amino acid biosynthetic operons (Yanofsky, 1981).

The nucleotide sequence of the gdiA gene, pres-
ented in Fig.2, shows an open reading frame
containing 1341 bp starting with an ATG at position
+ 1 and ending with a TAA triplet. This region can
encode for a polypeptide chain 447 amino acids long.
Examination of the DNA sequence at the 3’ end of
the structural gene (approx. 200 bp) reveals an RNA'
transcript carrying this region with the capacity to
: form different secondary structures. One of them, a
lmble stem and loop structure 87 nuclcotidesafter

PPty

T he UAA stop codon, has the general characteristics™ -
L
of rho-

tor (Adhya and Gottes-
.nﬂmnun“ il

- Higgins et al. (1982) have recently proposed a
novel regulatory element of prokaryotic genes. This
element consists of a long dyad symmetry which,
once transcribed, could form an exceptionally stable
stem-loop structure with a stem of up to 36 bp. In
this region, smaller palindromic units some of which
overlap with the main symmetry, are also found. The
nucleotide sequence of this element is greatly con-
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served and has been localized at intercistronic

oy

- regions of several E. coli operons and also following %

the #pR gene. In this regard it is interesting to
mention that, beginning at position 1352 (8 bp aft
the TAA codon) of the gdhA gene, it is possible t
find the same kind of structure with remarkable
homology (28 of 29 identities) with the consensus
sequence proposed by Higgins et al. (1983) (Fig. 2).
Experiments designed to determine whether this
region acts in the regulation of this gene are currently
underway. It is also important to mention that
analysis of approx. 800 bp at the 3’ region of the
gdhA structural gene did not reveal any long open
reading frame in any of the three phases. This sug-
gests that the gdhd4 gene of E. coli is not part of a
classical bacterial operon.

The amino acid sequence of the E. coli glutamate
dehydrogenase (NADP-dependent) monomer re-
ported here is compared, in Fig. 3, with the se-
quences of the GDH monomers from N. crassa, and
bovine and chicken liver. To obtain maximal homol-
ogy, it was necessary to introduce small gaps in the
sequences, Within the limits imposed by these align-
ments, we can see excellent sequence conservation
among the GDH monomers from E. coli and
N. crassa. Less homology is observed between the
bovine and E. coli proteins. Examination of these
data indicates that many of these residues are pro-
bably conserved for conformational importance as
opposed to catalytic effects (Blumenthal etal.,
1975). For example, as pointed out by Blumenthal
et al. (1975), the majority of the conserved glycine
residues between these GDH monomers must be
important for conformation, since it is well known
that glycine residues are generally present in nonheli-
cal portions of the protein structure.

The greatest homology among the four proteins is
found in the amino-terminal half of the monomers.
This section of the protein, which includes a highly
reactive lysine residue (Blumenthal et al., 1975) at
the amino acid position 128 of the E. coli sequence,
probably includes the residues involved in the binding

of a-ketoglutarate, and in catalytic activity.: These
.+ propositions are supported by chemical modification
studies and the properties of mutational.:variants-

(Brett et al., 1976; Julliard and Smith, 1979; Haber-

land and Smith, 1980 Austen et al., 1980 Ashby

et al., 1981). T
In addmon to the observed identities, a numbcr of

£SIA TESS
BE

SR

msubsutuuons in the sequence conserve the same
: character ot' bulk hydrophobnclty and accessibility
,eodnelont (Cid ull

'1982). Thess observations
uggest  that” dxese Proteins could be even more

than in their > acid seqq . In this regard,
using the method described by Cid et al. (1982) for
the prediction of protein secondary structure, we
have found that in some regions, where the amino
acid sequence is not conserved between the E. coli
and the bovine GDH monomers (but conserved
between E. coli and N. crassa), both proteins could
form the same secondary structure (data not shown).

Table I shows the codon usage frequency of the
E. coli gdhA gene. As can be seen, there are certain
codons that are infrequently utilized and others such
as CGG, CCC, AGA and AGG that are not used at
all. It has been proposed that some of these codons
may act as modulators of mRNA translation in
E. coli (Grosjean and Fiers, 1982). The absence of
these codons in the gdhA4 gene of E. coli may indicate
the existence of strong evolutionary pressure for
maximal expression of this gene. Ikemura (1981) has
proposed a balance between selection for optimal
codons and the mutational process such that, when
a gene does not have a high translational rate, selec-
tive pressure is weak and the mutational process may
blur its effect. On the other hand, for highly express-
ed genes, the pressure is stronger and optimization
occurs. However, the notion that the gdhd gene is
under a strong evolutionary pressure is not supported
by the fact that this gene does not appear to be
absolutely necessary for the growth of E. coli cells. It
has been shown that glutamate can be synthesized by
the glutamate synthase enzyme, and gdh~ cells do
not appear to be at a metabolic disadvantage.
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SUMMARY

Deletions of the 3° flanking DNA region of the glutamate dehydrogenase (GIDH) structural gene from
Escherichia coli K-12, have been produced on a plasmid that carries the complete gdh4 gene. Those deletions
include part of the repetitive extragenic palindromic (REP) sequences proposed by Stern et al. [Cell 37 (1984)
1015-1026], as a novel and major feature of the bacterial genome. The effect of these deletions on the final
GDH level in the cell, has been determined. A broader compilation, analysis and alternative functions of the

REP sequences, is also presented.

INTRODUCTION

Glutamate dehydrogenase (GDH; EC 1.4.1.4) is
an important enzyme because it provides a route for
incorporation of nitrogen into organic compounds
and thus a link between carbohydrate and aa meta-
bolism (Tyler, 1978). We have previously reported
the DNA sequence of 1934 bp consisting of 193 bp

* To whom correspondence and reprint requests should be
mailed at Apartado Postal 70479, México 04510 D.F. (México).

Abbreviations: aa, amino acid(s): bp, base pairs; EtBr, ethidium
bromide; GDH, glutamate dchydrogenase: kb, kilobases or
kilobase pairs: ORF. open reading frame: NH medium, non-
nitrogen minimal salts medium; nt, nucleotide(s): ®, resistance;
REP scquence.
(Stern et al,, 1984): Tc, tetracycline.

0378-1119/85/S 03.30 © 1985 Elscvicr Science Publishers

repetitive extragenic palindromic sequence

upstream of the ATG start codon for the E. coli gdhA
coding sequence, 1341 bp encoding the 447 aa of the
GDH monomer and 400 bp downswream of this
coding scquence (Valle et al., 1984). We pointed out
that an RNA transcript carrying the sequences
located at the 3° end of the structural gene (approx.
200 bp). has the potential to form different secondary
structures; however, it is not known where the end
of the GDH transcription unit is located. One of
such secondary structures beginning at position 1352
(8 bp after the TAA codon) of the gdhA gene, showed
a remarkable homology (28 identities out of 29 bp),
with the conscnsus sequence proposed by Higgins
ct al. (1982), as a novel regulatory element of pro-
karyotic genes.

Gilson et al. (1984) have reported a family of
dispersed REP scquences in E. coli. These se-
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quences, called palindromic units. 1:zve a consensus
sequence similar to that of the movel regulatory
clement of Higgins et al. (1982). S..=mn et al. (1984),
have published a slightly differem: consensus se-
quence for this element, which haz been designated
REP sequence. This extragenic «izment is about
35bp long, includes an inverteé¢ repeat and can
occur singly or in multiple adjac:zat copies, pre-
dominantly with opposite orientatit>as between any
pair of them. The orientation, posizion and distribu-
tion of REP sequences do not sezzm to obey any
immediately obvious rule (Stern ex zl., 1984).

In this paper, we report on the iocation of two
REP sequences at the 3° end of w2 gdh4 gene of
E. coli K-12 that show strong hcz—dlogy with the
consensus REP scquence (Stern 2t 31, 1984). We
also report on the construction of xzveral plasmids
that carry different deletions which =!ude part of the
E. coli gdh4 REP scquences and tz = effect of those
deletions on the final GDH level iz the ccll.

Finally, a broader analysis of tk'z sequences dis-
cussed by Stern et al. (1984), altz—=ative possible
functions, and the compilation anc znalysis of new
ones, are presented.

MATERIALS AND METHODS
(a) Bacterial strains and plasmids

E. coli strains HB101 [F-, A 520 (rg mg),
recA13, ara-14, proA2, lacYl, galK~ rpsL 20 (SmR),
xyl-5, mil-1, supE44, 2~ ] and the z_atamate auxo-
troph PA340 (F~, leuB6, gdh-1. %isG1l, gltB31,
argH 1, thi-1, ara-14, lacYl, gal-€. rmal4l, xyl-7,
mer-2, tonA2, AR, i, ripsL9, supE4— . were used to
transform plasmid constructions =: described by
Cohen ct al. (1972). Plasmid pSAE-+ Zas been previ-
ously described (Sanchez-Pescadas:r etal, 1982;
Valle et al., 1983).

(b) Enzymes

St and Nrud restriction endonucuzzses were pur-
chased from New England Biolaz: and used in
conditions recommended by the sur= Zers. T4 DNA
ligase was purified and used accordiz_: 10 the method
described by Tait et al. (1980).

{c) Plasmid constructions and copy number cesti-
mations

Plasmid pSAE4, which carries the gdh4 gene and
flanking DNA regions, was digested with the restric-
tion endonucleases Sruwl or Stel + Nrul, as 1o delete
1000 bp or 3000 bp, respectively, from the 3° end of
the gene. The resulting plasmids were initially char-
acterized by restriction mapping of plasmid DNA
obtained from HB101 strain by the rapid procedure
of Rodriguez and Tait (1983). This DNA was used
to transform the PA340 strain.

Plasmid copy number was cstimated by extraction
of plasmid DNA, cleaving at a single site, and sepa-
ration on an agarosc gel. After electrophoresis, the
gel was stained with EtBr, photographed. and the
DNA quantified by densitometric scanning of the
negative.

(d) Nucleotide sequences search

The nucleotide sequences search of the GenBank
database (September, 1984), was performed using a
Burroughs B 7800 computer with several programs
implemented in our laboratory.

RESULTS

(a) Structural characteristics in the 3° DNA region
of the gdhA gene

Some of the palindromic sequences occurring at
the 3° end of the gd/14 gene are presented in Fig. 1.
They could form a tRNA-like structure (Fig. 2), with
359, of its nucleotides positioned as in the E. coli
glutamate tRNA (Sprinzi and Gauss, 1983), and
including two opposing REP sequences. These two
sequences, starting at positions 1353 and 1420
(Fig. 1), have very strong homology with the consen-
sus REP sequence reported by Stern et al. (1984),
and as can be seen in Fig. 1. they can be folded into,
at least, two additional modes.

(b) Construction of REP deletion mutants

Stern ct al. (1984) have proposed that REP se-
quences could be involved in the regulation of gene
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Fig. . Characteristics of the 3° end of the gdhA gene. (a) Physical map of the plasmid pSAE4 lincarized at Psel site. The dashed line
represents the vector pBR322, the solid line represents an E. coli chromosomal insert, and the thick bar represents the location of the
wedh.d pene, with 53° and 37 ends indicated. The expanded area contains the nucleotide sequence (as RNA), that codes for the last three
amino acids, the stop codon and the next 132 nucleotides. Nucleotide sequences and base numbering are from Valle et al. (1984). Below
this sequence are indicated several palindromes (convergent arrows), which are discussed in the RESULTS, section a. (b) Potential
hairpin structures of the REP sequences found at the 3° end of gdhA gene (although it has not been established that transceription occurs
throughout). Two possible sccondary structures (A) and (B) have been represented with stem and loops. These two sequences ¢an

hybridize to form an alternative structure C. The number of nt (out of 33) that are conserved between the REP consensus scquences
and REP scquences in the gdfg gene, is indicated in parenthesces.
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expression in prokaryotes. In an effort to understiind
the possible role of this kind of sequence i the
regulation of GDH concentration in the bhacterial
cell, we decided to delcte onc of these REP sequences
located at the 3’ end of the gdhA4 gene. This experi-
ment was performed taking advantage of the pres-
ence of two unique Sru] sites Jocated at the 3° region
outside the coding region of the dg24 gene (positions
1375 and 2375, Fig. 1), and a unique Nrul site
located in the Tc® gene of the cloning vehicle
pPBR322 (Bolivar et al., 1977). Using this strategy.
plasmids pBBS5 and pBB6 were derived from plas-
mid pSAE4. These two derivatives were constructed
to place different DNA sequences downstream of
the gdhA gene and so to avoid overinterpretation of
the data.

The GDH-specific activities, using £. coli strain
PA340 as host, were compared for these threc plas-
mids. The final GDH concentrations are reduced to
at most 70Y%, (usually 50%) by the deletions, as
compared with cells carrying pSAE4 (Fig. 3). It is
intercsting to point out that this effect is independent
of the growth medium. This result is in agreement
with the data reported by Stern et al. (1984), who
demonstrated that the deletion of the REP sequences
in the hisJ-P opcron of Salmonella typhimurium,

GOH octivity (%)

Culture  canditions
TmM NHC1

15 MM NH,C1 15 MM NHCI 1mM NHC1

PstT StuI Stul EcoRI HindIl ol PstT + 11mM glucose + IlmMglucose +22mM glyceroi +22 mM glycerol
L:Z_G'DH ﬂ | J-:_II%,—!%..P_B_R.SZ_E _________ JpSAE4 [X-Y-X-3 1000 1000 1000
PStT EcoRI_HindII _NruX PstT
e ___ = B =y loss  saz s arr

GOH T PBR322 . X
Pst I F:|s|I

3
e 5.7 700 700 530
'GDH tc* PBR322 pBBE

Fig. 3. Physical maps of the plasmids pSAE4, pBBS and pBB6 lincarized at the Pssl site. The dashed lines represent the vector pBR322,
the solid lines represent £. coli chromosomal inserts and the thick bars indicate the locations of the gdhi4 and Tc® genes. The hatched
arecas indicate deleted regions. For GDH assays, 5-ml cultures in the supplemented NN media were grown until stationary phase and
used to determine the specific activity. The ammonia-dependent activity of GDH was determined as described by Covarrubias et al.
(1980). Cells were grown in NN medium supplemented with 1 mM or 15 mM NH,Cl as the nitrogen source, and 11 mM glucose or
22 mM glycerol, as the carbon source. Absolute values of GDH activity were found to vary slightly from day to day. However, the relative
values for any two plasmids assayed on the same day were constant. Therefore, we express all values as percentages rather than in
absolute terms. According to our experience with the GDH assay, differences in expression between plasmids of less than * 59, should

not be considered 10 be significant.
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TABLE !
focation of REP sequences

The location of each REP sequence, with respect to proximal gene (nearest identified gene to the REP sequences respect to the direction
of transcription), is indicated by heavy arrows, whose directions indi the ori i of such The orientation of
transcription is from left to right. Each gene is represented by a box with its name included. In many cases, it is not known whether
additiona) downstream genes are present. NI (non identified), indicates that an ORF and/or gene product exists but its function is
unknown. Those marked with asterisks were found in the present study. S.t. means Salmonella typhimurium. In the case of 4isG, one
of the REP sequences is only partially homologous to the consensus (sec Higgings et al., 1982). The incomplete nulit REP sequence,
indicated by the dashed arrow, may extend further; additional sequence data are not available. There are nine transcriptional units where

REP has been located as part of the mRNA: glvA. malE. his]. mtlA. lacY. folA. hisG. ginALG and rpoD. The last two were detected in
this study.

Distance from Separation between
Name end codon REP sequences

oroG 49 —_

mtA a1 —_—

tola 24 —

ocY 9 —
“anuatsn —{orgT Q{5 - a -

“rooD 3 - -

“uvrD »—{ B - 5 -

MIRNA - {1 L < 35

spotaz ~{soia _{sporazt —af { NI} &0 25

rusJ(St) ~Thsd el g msQ fush a7 20
nisG(S) L H5G T el e — 1150 }{_ris€ +{reB_} 6 2s

ghya Gy A T S—— 36 35

"supBE IRNA T T—HBnRNA }—gin tRNA } . - a 5

“1yr tANA fyr TRNA > e '3

“gana —{§aRA -l 9 34

“GmALG L GnA | — iy L inGs 59 1a

“oisB ————— {8} > i2 36

tamB o G TP N oy W 714

ndhA G = m z = 3 12 1a i
roR —{ER o a 15,26

gns [R5 g Sy s { RT_}— 20 3035

sana (a7 {05 | - i nNa Na

sucB Such 5 - = e —  NA NA
SoraBADIS 1) -TaraB Y 141y 6,11

2 dhud (S.1.), is the name of the regulatory region of the 8. nyphirnuritm histidine transport operon. In this case, REP scquence overlaps
with the promoter proposced for Ais/.

® REP sequence is located between Pribnow box and the initiation ATG codon of the wvrD coding region.

< It has not been established whether a small polipeptide is coded by the region between REP sequence and M1 RNAL

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

* REP sequences are located at the 37 end of the tRNA operon.

' REP sequences located within the intercistronic region between urad and araD gencs of the araBAD operon of Salmaonella tvphinuriunt
LTI (Lin ct al,, 1985). This is another case in which two REP are tandemly repuated.

N Nucleotide sequences surrounding REP sequences are not available (Stern et all, 19343).
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TABLE 11

Homology between REP scquences
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REP seq

compared with the REP sequences

shown in Table I. The rightward arrow

indicates the orientation of REP sequences with respect to the identified proximal pene. The numbers in parentheses identify REP
sequences in those units where cxist more than 1wo of them. All nucleotide sequence data are from GenBank (September, 1984), except

malE. hisG. sucB and sdhA4, which are from Stern et al. (1983),

decrcased the final concentration of the enzyme
coded by the gene located upsiream of the REP
sequences.

(c) Detailed analysis of the GenBank

These results led us to perform a more detailed
study of REP and necighboring sequences. A com-
puter scarch of the GenBank database (September,
1984), was conducted using the most conserved
segment of the REP sequence:

C
5'—CI'I‘ATC£GGCCTA—3’ and its complemen-

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

certain new features. In those transcriptional units
where REP has been located, and it is known where
transcription ends (9 out of 25). REP is localized
within the transcript. Therefore, we decided to com-
pare REP sequences, taking into account their orien-
tation toward the nearest identified gene (proximal
genc), in relation to the direction of transcription. By
such comparison we were able to add an extra base
to the proposed consensus and we also noticed
certain features at the central (nonpairing) region of
REP sequences. These results are presented in
Tables I, II and II1. Table] shows the bacterial
transcriptional units in which REP sequences have
been found. The REP copy number, the orientation
with respect to the proximal gene, the distance from
the stop codon of this gene, and the distance between
REP sequences, are indicated. It is important to
notice that some of these REP scquences overlap
with proposed promoters, or are located at the end
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are as in Table I1.

of tRNA operons. Furthermore, we should like to
point out that some of the new REP sequences
reported here, are not completely complementary.

This new search allowed us to identify 16 new
REP sequences, located in 9 transcriptional units
(Tables Il and I1l1). The consensus REP sequence
presented in Table 11, is that proposed by Stern et al.
(1984), including an additional base (T) at the 5°
end: the complementary consensus REP sequence
presented in Table [, includes an additional base
(A)localized at the 3° end. Figure 4 shows two alter-
native possibilities in which these REP sequences
can be structured.

Another interesting point that emerged from this
search is the occurrence of REP-like sequences as
part of genes that encode stable RNAs (Table IV).

When analysing the DNA regions in the vicinity of
REP scquences, we noted that in the DNA region
located between the two REP scequences of the g,
pisB and M1 RNA transcriptional units, the DNA

and of the transcriptional units shown in Table I. The symbols

sequence 5 ~-GCAAATTCAATATATTGCA-3",

is conserved. Furthermore, similar sequences are
found in gdhd and ginS and among other tran-
scriptional units (not shown). Finally, we searched
for this sequence in the GenBank database, and
found it in several places including the spacer region
between the 5SS RNA and val tRNA of Bacillus
subtilis (Green and Vold, 1983).

DISCUSSION

Deletion of the two REP sequences in the S.
yphimurium hisJ-P operon (Stern et al,, 1984), and
one of similar sequences in the 3° end of the £. coli
gdhA gene (this study), decrease the expression of the
upstream gene. In the case of the gdid genc, the
decrease of the relative GDH-specific activity is
independent of plasmid copy number (not shown)
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. . 2nd of growth medium (Fig. 3). This effect svems to

: be .independent of the sequences located down-
strcam of the deleted REP sequence (see pBBS vs.
pBB6; Fig. 3).

The dectailed analysis of the GenBank database
has allowed us to increase the number of reported
REP scquences from 35 1o 51 and the number of
transcriptional units where these sequences are pres-
ent from 16 to 25. More information was obtained

: g8 from this analysis. The consensus REP sequence
.,'o :' ’n‘-. . :‘o ': ". '-_ : .: :. was increased from 32 to 33 bp (Tables I1 and 111),
seee I SR . VoCs«Go a and we also found that, in the consensus REP
vegige vegees &e sequences, the loops have a restricted size, 0—4 or
2 aefiau segtou oS b ops have a T - O
Gec G-C c-g - p. Another intercsting piece of information. is
‘éu .,:" ﬁu_ng -~ §E§ that in 2 of the 9 new transcriptional units reported
gz_g aw vel, . in this work, in which REP has been located, these
U°§:§° a ve §§°‘ g;gc- types of sequence ha.vc been found overlapping
uéiccuac GUAaGGER s regulatory regions. as in the case of dhud, where a
REP sequence overlaps with the AisJ promoter and
‘A B Cc wvrD, where a REP sequence is located between the
Fig. 4. Stem and loop structures that be potentially formed —10 and the initial ATG of the coding sequence. It
within the REP consensus sequences. actures A and B, were is also interesting that REP-like sequences have been
generated from consensus sequences pr=sented in Tables 11 and found in stable RNA species, such as the 16S and
111, respectively. Structure C was gene d by pairing structures 23S rRNA and also in the ile tRNA (Table 1V).
A and B. Note that the paired regions '— ,: and B are identical; Stern et al. (1984), have proposcd several possible
conserved sequences CUAC and GUA T-. found at the 3" end in R
A and at the 5’ end in B, and also th =ntral bubble on ecach roles for REP se.qucnces. One of 1:hcm is that REP
structurc. confer upon them directio; - with respect to the sequences may simply have a passive role where the
proximal gene. It is important to point that the REP consen-

two inverted scquences may serve as a block to

3' — 5’ exonucleolytic activity at the mRNA level.
“ and B), except that Alternatively. REP sequences may affect gene ex-
=:2 of A and an additional pression by altering mRNA stability by serving as a

sus scquence proposed by Stern etal. . . -34), is the same as the
REP consensus scquence in this figu
there is an additionaluridine at the 5°
adenine at the 3’ end of B.

TABLE 1V

REP-like sequences found as part of z=aes that code for stable RNA molecules

Name Sequenc=

Consensus

N AAG C 0 to 4 m c6 co cartc GG C A
T A A c
B. subtilis tRKA ile 6 c A CCTGATAAG CGT g ACGTCEG g Tagtt Cgr (2a)
€. coli tRNA ile G c A CCTGATAAGG 6T AQa G TECG 9 T gaottcC AL(28)
€. coli 165 RHKA GTA CCGGATt 66GatG T ctgeca ACGTECG AcT € C a t g A& (25)
E. coli 235 RNA 6T A CCTGecgAAGGCGT gt G CtG T GaggCA T C CtG G A (28)

Atthe right margin, in parcntheses, are :oecified the numbers of bases (in capital letters), out of 33, that are homologous to the consensus
REP sequence. Non homologous bases =2re in lower-case letters.
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substrate for specific endonuclease cleavage. They
arguec that this could be the case because such se-
quences had not been found in stable RNA species.
However, our results show that, at least in gr tRNA
and supBE tRNA transcriptional units (TableI),
REP scquences are present, and also that REP-like
sequences were detected in the 16S and 23S and in
the ile tRNA (Table IV). We believe that the impor-
tance of finding REP sequences at the end of tRNA
operons, lies in the fact that, at least for syr tRNA
and supBE tRNA operons, REP sequences could
not easily be involved or related to RINA stability.
Nevertheless, the finding of this REP and of REP-
like sequences in operons that encode stable RNAs
doces not rule out the possibility that such sequences
and/or the sequence 5' -~ GCAAATTCAATATATT-
GCA-3’, located between two REP sequences,
could be involved in the processing of certain mRNA
molecules. This hypothesis is supported by the fact
that, at lcast for one case where this sequence has
been located (between the 58S RNA and val tRNA
from B. subtilis), it has been proposed that this
sequence is involved in the conformation of an RNA
processing locus (Gegenheimer and Apirion, 1981).

There arc other possible roles for REP sequences.
One of them is that they are required to endow
specificity for protein binding (Stern et al., 1984). We
have already indicated that, at least for gdhd, these

sequences could be st.ruclured as part of a tRNA-like .

molecule. This might suggest that the molecule could
be recognized by a tRNA-mod:fymg— ike enzyme™

Similar data have been” pubhshed _by,l Ames ctal -
has been found

(1983), where a tRNA-like’ structure has R

as part of the leader region of -S.+ Hphipurium _ his
operon. As in the case of gdhA, there is an important
homology between his tRNA and their tRNA-like
molecule. They have also proposed that this tRNA-
like structure might have a regulatory function.
Furthermore, tRNA-like sequences have been found
in several eukaryotic RNA viruses and they are
recognized and aminoacylated by host enzymes,
despite significant deviation from the consensus
tRNA structure (Haenni et al., 1982).

An interesting alternative role for REP sequences
as specific protein binding sites comes from the fact
that the REP-like sequences that have been found in
the 16S and 23S rRNAs (Table IV), have already
been involved in the binding of specific ribosomal
proteins. The REP-like sequence of the 168 riboso-
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mal RNA interacts with the S7 protein (Prince et al.,
1983; Noller, 1984); and in the case of 23S riboso-
mal RNA, the REP-like sequence is part of a struc-|
tural domain that interacts with L7, L10, L11, L12,
and EF-G proteins (Prince et al., 1983). Therefore,
an interesting possible role for REP sequences [not
included among the several alternative functions
proposed by Stern et al. (1984)], could be that these
nucleotide sequences do interact with specific pro-
teins, not 1 but with proteins of
the general translation machinery of the cell. This
would explain why they can be found not only in
mRNA molecules, but also in stable 16S, 23S or
tRNA molecules. We would like to hypothesize that
by the interactions of these REP sequences with
specific modifying enzymes and/or specific riboso-
mal proteins, the rate of translation and/or degrada-
tion of certain mRNA molecules could be modu-
lated.

Finally, an alternative role for REP sequences hlas
already been exposed by Stern et al. (1984). Th'ey
have proposed that REP sequences could be involv-
ed in chromosome structure and organization, pos-
sibly serving as a binding site for specific proteins.
Such proteins may anchor the DNA or may serve to
delineate structural or functional domains. However,
this proposal could be structured in a different way:
it has been demonstrated that REP is part of those|
RNA transcripts where this sequence has . been
e searched for, thus strongly suggesting that the tran-
L scnpuon of this kind of sequence is important.

- Worcel and Burgi (1972) have shown that the
<. forces which create and stabilize the folded bacterial
. Q _chromosome are due mainly to RNA-DNA inter-

" Tactions. Therefore, it is possible that the tran-

scription of REP sequences in RNA could contribute
to these RNA—-DNA interactions.

ily mu
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