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GLOSARIO Y ABREVIATURAS 

A = Ampere o Amperio. 

AMP, ADP, ATP = Adcnosin mono, di y trifosfato. 
ARNm, ARNt• ARNr s Acido ribonucleico mensajero, de transferencia y 

ribosomal. 

C =Temperatura en grados Celsius (centigrados). 

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

DPC = Dietil-pirocarbonato. 

EDTA = Acido etilen-diamino-tetracético. 

GDH = Glutamato deshidrogenasa. 

GOGAT = Glutamato sintasa 
GS = Glutamino sintetasa. 
~A Gene que codifica para la enzima glutamato deshidrogenasa. 

Glutamino sintetasa. 
Locus genético que codifica para la enzima glutamato sintasa. 
Alelo mutante de1 gene que codifica para la glutamato deshidroge-

nasa. Aparentemente se trata de una mutación puntual. 
~B31=Alelo mutante del 1ocus genético que codifica para la glutamato 
sintasa. Aparentemente se trata de una eliminación total de los genes de 
la GOGAT. 
Kb = Kilopares de bases. kilobases. 
KM = Constante cinética de Michaelis-Menten. 

M ConcentraciSn molar. molaridad. 
f Micro (10- 6 ). pl = microlitro {10- 6 1). m = mili (10- 3 ) 

nif = Genes relacionados con la fijación de nitrógeno. 
nifA Gene que codifica para un activador de los genes nif. 
nifL " represor 

ntrA SJ..l1lF Gene que codifica para un regulador positivo de los 
operones bajo control por nitrógeno. 
ntrB = .9..!.!lL = Gene que codifica para un regulador negativo de los 

operones bajo control por nitrógeno. 



ntrC = .al.!!.G = Gene que codifica para una protefna con una función 
regulatoria dual. es decir. como represor·o activador. directa o 
indirectamente. 
pb = pa~es de bases. 
pmole = picomole (lo-12mol) 
32P = Isótopo radiactivo del fósforo. 
Pi = Fosfato in6rgánico libre (HPo 4 •). 

rpm = Revoluciones por minuto. 
Subunidad sigma ((f") = Subunidad regulatoria de la ARN polimerasa. 
sos Dodecil-sulfato-de sodio. 
TcR = Resistencia a la Tetraciclina. 
V/V = Volumen a volumen. 
U = Unidad de actividad especffica. 
V = Volt o Voltio. 
Vol s. = Volúmenes • 
.. ="prima". 

= minutos. 
h = Horas. 
nm nanometros (io- 9 m). 

Ci Curie o Curio. 
CH 3 Hg0H = Hidróxido de metil-mercurio. 
mA = miliamperes. 
NaOAc Acetato de sodio. 
NADPH Forma reducida del N1cot1nam1da-adenfn-dinucleótido-fosfato. 
NADP+ oxidada 
NADH Forma reducida del Nicotinamida-adenln-dinucleotido. 
N AD+ = ·ox1 dada " " 
NN = Medio mfnimo de sales no suplementado. 

:.· 
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RESUMEN 
Mediante las técnicas descritas por Heidecker et~-. 1980 y Messing 

~-1_~ •• 1981, se determinó la secuencia nucleotídica de un fragmento de ADN cromo­
somal de Escherichia coli K-12, el cual porta el gene que codifica para la enzima 
glutamato deshidrogenasa (GDH) y sus regiones flanqueadoras 5' y 3'. 

Un análisis de la secuencia correspondiente a los 200 pares de bases an­
teriores al codón de iniciación permitió detectar la presencia de varios posibles 
promotores. 

Por medio de la técnica de extensión de primero, se demostró que sólo uno 
de ellos es funcional en las condiciones metabólicas ensayadas, tanto en plásmido 
~orno en cromosoma. La utilización de esta técnica para el mapeo del promotor en 
plásmidos a los que se les modificó la región regulatoria 5' del gene de la GDH, 
usando diferentes enzimas de restricción, permitió concluir que sólo un promotor 
es funcional. 

El análisis de la región comprendida en los 200 pares de bases posterio­
res al codón de terminación, reveló que un transcrito que porte esta región, pu-­
diera tener la capacidad de formar diversas estructuras secundarias. Entre ellas, 
se encuentra un par de secuencias denominadas en la literatura secuencias extra-­
génicas palindrómicas repetitivas (secuencias REP), propuestas como un aspecto 
novedoso y relevante del genoma bacteriano. 

Se produjeron diferentes deleciones de la región flanqueadora 3' del ge­
ne de la GDH en un plásmido que porta el gene completo. Estas deleciones incluyen 
parte de las secuencias REP. Se determinó el efecto de dichas deleciones sobre la 
concentración final de la GJH intracelular. 

También se presenta una compilación de secuenci~s REP que amplía las re­
portadas, así como un análisis 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
bol ic conditions. either in plasmid or chromosome. 

The analysis of the region comprised of 200 bp after stop codon 
has permitted to propose that an RNA transcript carrying these se­
quences 0 has the potential to form different secondary structures. 
Between them. a pair of sequences denominated in the literature as 
repetitive extr~genic 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. 

H 



1 

J:NTROOUCCJ:ON. 

El nltr6geno es uno de los elementos que han sido 

selec:clonados por la naturaleza para f'orrnar parte da las mol écu l <C-.s 

orgánicas <Wald, G., 1962>. Siendo ~&te un elemento esencial ·para la 

síntesis de la• moléculas nitrogenadas, ha sido- da f'undamen ta 1 

1mportanc1 a que los sistemas bl&loglcos hayan desarollado mecanismos 

ef'lc:lentes de aslmllacl~n y dlstrlbucl&n del nitrógeno del medio 

circundante. 

Los rn 1c:roorgan1 eano~. ut 11 1 zan a 1 1 on amen 1 o <NH~ > y una 

gran variedad da compuestos nitrogenados corno Fuentes de n 1 trÓgeno. 

El rango de pos 1 b 1 1 1 dad es de utlllzac:IÓn abarca desde compuestos 

lnorg-'nlcos corno el nitrógeno atmosférico <N2 > y el nitrato, hasta 

compuestos orgánicos cornpleJos tales cerno ami no~c Idos <h 1 st Id 1 na, 

prol lna, arglnlna> y otros. Todos estos compuestos pueden ser 

convertidos en amonio por medio de enzimas especÍf'lcas. 

Los mecanismos de aslml lacl&'n y d 1 s.tr lbuc IÓn de 

n 1 trÓgeno han sido estudiados en los microorganismos con cierto 

detalle. Se saba qua estos crecen y se mantienen en un- medio mínimo 

conteniendo glucosa y amonio corno Únicas fuentes de carbono . y 
, 

nltrogeno respectivamente <Tyler, e., 1978>. 

En estas condiciones de crecimiento, 1 os produc tosl 

primario• de la aslmllacl~n del 

glutamlna. Estos ~ltlmos 

, 
nltrogeno, son el 

ocupan posiciones 

metabolismo lntermadlarlo <Stewart ~ :!..!·• 1980>. 

glutamato y 
1 '" 

centrales en 
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En Escherlchla e:!.l...l· el glutamato es sintetizado 

predominantemente por dos enzimas, la glutamato deshldrogenasa <GOH, 

L- glutamato: NADP ~xldo reduc:tasa, EC 1.4.1.4.) y la glutamato 

<GOGAT, L- g 1 u tarnato1 NAOP Óxido reductasa, EC <2.6.1.15), 

·mientras que la glutamina es sintetizada por la glutamlno sintetasa 

L- glutamato amonio 1 lgaosa, EC 6.3. 1.2. ). Las reacciones 

catallzadas por estas enzimas son respectivamente: 

GOH + 
O(. cetoglutarato + NH 

4 

+ 
+ NADPH + H L- glutamato + 

+ 
NADP + H O. 

2 
+ 

o< cetoglutarato + L- glutamlna + NAOPH + H 

+ 
2 L- glutamato + NAOP 

+ 

+ H O. 
2 

GS 

GOGAT 

++ 
Zn 

L- glutamato + NH + ATP 
4 

L- glutarnlna + ADP +PI. 

La glutamato 

++ 
Me 

deshldrogenasa <GDH >,· Juega un papel 

central en el metabolismo, en virtud de que es la responsable de la 

lnterconverslÓn da "' cetoglutarato y glutarnato, sltuandose esta 

reaccl~n en un punto de cruce entre al matabol lsmo nitrogenado y al da 

car-bohldratos. Por un lado, el glutamato es el donador primario de 

grupos amino para la sínta•I• da amlno¿cldos por tr-ansamlnacl6n, y por 

otro, el o<. cetog 1 utarato entra al ciclo de Kr-ebs, generando 

equlval•nt•• r•ductor•• <Pru••ln•r ~ ~·• 1972>. 

lnd lean 

síntesis 

Experimentos hechos 
, 

que existe una correlaclon 

en K• aeroganes y K· pneumon 1 ae, 

entre los nivelas de as y 1 .,. 

de otras enzimas Involucradas en el metabolismo nitrogenado 
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<Brenchley !!,!: ~·• 19731 Prlval ~ ~·· 1973¡ Streltcher !!,.!' =..!.·• 19761 

Tyler• e .• 19781 Clarke• P.H., 1979>. Cuando K. aerogene9 eg crecida 

en un medio mínimo conteniendo glucosa y un exceso de amonio, 

glutamato es glntetlzado a trav~• de la GOH1 y bajo estag condiciones, 

las actividades de la GS y la GOGAT son bajas <Brenchley et al •• 1973¡ 

Prlval et al •• 1973>. SI el suministro de amonio eg bajo, la GOH 
, 

1 nact lva debido a que posee una Kl'\alta para este ultimo, siendo 

entonce• Incorporado por el par GS-GOGAT, ya qua en el caso da la GS 1 , 
esta posee una K"' baja para el amor.-lo. En estas condiciones de bajo 

amonio, los niveles de GS son altos. 

Por otro lado, cuando el gene estructural de la GS <2.!!:!_ 

A> de~- S2ll• es Introducido en el cltop1asma de una cepa de K. 

aeY.ogenes con una 
, 

mutacton en .2..!!!A• da como resultado la srntesls 

normal da GOH. Estos datos Indican que la GS de§..• 52.l.!• es capaz 

regular la 

al., 1976>. 

los niveles 

expresión del gene ~A de K. aerogenes. <Stre 1 tcher et 

En ese mismo sentido, algunos experimentos Indican que 

de GS guardan 
, 

ralac\on con los niveles de enzlrnas 

reguladas por represión catab~llca y que está'n Involucradas en la 

degradacl&n de cornpue1>1tos nltrogenados, tales como L- prollna y L-

hlstldlna. Por ejemplo, en condiciones de alta expresión de GS 

<glucoga + amonio bajo>, dichas enzimas son sintetizada• r•pldamente 

en ausencia de AMP cíclico. 

Todas las observaciones anteriores Indican que 

glutamlno •lntetasa, como entidad protelca, regula la expresl&n de los 

genes que codifican tanto para GOH, ·como para a 1 gunas otras enz 1 mas 

Involucradas en el metabolismo nitrogenado de K. aerogeneg. 
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SI bien esto f'unclon• así en aerogenets 

pneumonlae, la sltuacld'n es dlf'erente en~ ~· en donde 109 niveles 

de GDH no se alteran significativamente en condiciones de crecimiento 

en alta o baja concentracld'n de amonio <l5mH o l mM re'!Spec t 1 varnen te>, 

no obstante la variación ·en 1 os n 1 veles de GS < Stre 1 tcher ~ ,!!l • , 

1976). 

La 
, 

falta de regulaclon de gdhA por parte de GS en E. 

col 1 y algunos otros datos relacionados, conduJeron a Pahel ~!!..!.·• 

< 1978 >, a proponer que 1 a reg 1 Ón promotor-operador del gene ~A de E. 

~· debería •er dlf'erente a la del de K. aerogenes e Insensible a la 

regulaci~n por nitr~geno. 

Sin embargo, otro& grupos han reportado que en E. ~· 

los nivelas da GDH varfan da acuerdo con los niveles da amonio 

<Varrlchlo, F.• 1969; Sen 1 or, P. J., 1975 >. Aun mC:s, Sen 1 or < 1975 > hal 

reportado que los niveles de GDH en~· ~ W, son 
, 

mas altos en un 

cultivo contÍnuo en presencia de concentraciones 1 lmltantes de amonio, 

que en cond le.Iones no 1 lml tantas. Esto .;1 timo va en desacuerdo total 

con lo reportado por lbs otros grupos. 

Datos no publicado& obtenidos en nuestro laboratorio 

<Becerr 11, B>, Indican que de E. ~· cepas CS520 y RRt, 

crecidas en condiciones en la• que el amonio resulta ser un elemento 

1 1 rnl tan te, presentan una act lvldad de GOH dos veces rnayor que en 

exceso de amonio. Estos dato& están de acuerdo con lo& publ lcados por 

Sen 1 or < 1975 > • 

Senior <1975) 
, 

propone en su dlscuslon, que la GDH de 

E. ~· podrra f'unclonar en la dlreccld'n catabÓl lea, en condiciones 
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da llmltacl~n de amonio, proporcionando amonio a partir de glutamato. 

presenta esta 

enz lma, cornpará'ndcl as con las de una GOH esencialmente bloslnt~tlca,¡ 

tal como la de Salmonella typhlmurlum, veremos qua la GOH de E. 

podría funcionar J.!!.~ en ambo& sentidos. 

Escherlchla S.2ll 

<Sakamoto ~ ~- • 19715> 

""- cetogl u tara to 0.640 

+ 
NH 

4 

NADPH 

glutamato 

+ 
NADP 

De 

1.100 

0.040 

1.300 

0.042 

hecho, exista 

<mM> 

Salmonella typhlmurlum 

<Coulton y Kapoor, 1973> 

4.000 

0.290 

0.019 

50.000 

0.013 

un reporta en al cual se dernuastra 

que la GDl-l da.§._.. ~ • puede funcionar ~en la d lrecc 1 d'n 

catab~llca con concentraclona• •lslol¿'glcas da glutarnato <Varonessa ~ 

~-· 1975>, a diferencia de la GDH.da ~ typhlmurlurn, la cual as 

as.anclalmanta bloslnt.;tlca <Coulton y Kapoor, 1973>. 

Regresando a la ragulacl&n da 1 as vras da 
I 

aslmllaclon da amonio, as Importante mencionar qua al Igual qua los 

niveles de AMP ctcllco afectan la expresión da un buen 
, 

nurnero da 

op•ron•• Involucrado• en la aslmllaci&n de carbono, recientemente sel 

han publicado una serle de evidencias que apuntan hacia la existencia 

de un •l•tama regulatorlo qua controla la axpresl~n de varios operonas 

Involucrados .en la aslml lacl~n y dlstrlbucl&n de nltr~gano en las 
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enterobacterlas. <McNell ~ !!..!.• 19821 Marrlck, 1982>. 

ha sido llamado Control por Nltr~geno <Merrlck, 1982). 

Dicho sistema 

Un 
, 

nurnero considerable de experimentos hechos en~ 

typhlmurlum, E. ~· K. pneumonlae y K. aerogenes, han permitido 

plantear un modelo para expl lcar el control 
, 

por nltrogeno <Kustu ~ 

~-· 1979t Pahel y Tyler, 19791 Magasanlk y Stadtman, 19801 

~ .2.!. • 19811 MacNe 11 ~ !!,.! • • 19821 Merr 1 ck_, M. J.• 19B? >. 

McFarland 

Un esquema que muestra tal modelo e~ el siguientes 

(Jl!!:!G) 

mi:c 
(~L) C!i!!!A) 
!!!!B GS 

----------------P l ..--------P2 

Operones 
bojo control 
de nltróoeno 

p 

~VAO~--JRE-1_. -=---=-~ -=--==--~ 
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En este modelo, el producto gene !!.E:;C .<QlnB>, I 
P.,...-=• •ar una protefna que se une al AON y activa la transcrlpcl&'n da 

los operones baJo control por nitrógeno. El producto del gene ~B 

puede tamblO:n Interaccionar con el ADN, 9unclonando como un 

represor convencional o bien puede modlf lcar al actlvador <producto de 

~e>. El producto da ~A <~F>, paracar(a ser un regulador positivo 

capaz de formar un actlvador funcional Junto con el producto de 

CglnG>. Evld&nefa• recientes, Indican que el producto da ~A <2.!!!f'>• 

es un nuevo factor sigma <•>de la ARN pollmerasa tanto en Salmonella 

typhlmurlum <Hlrschman .!!_!: ~· 1985>, como en Escherlchla ~ <Hunt y 

Magasanlk, 1985). 

, 
Debido a que lo& promotores baJo control por nltrogeno 

dl91eren radicalmente de la secuencia consenso establecida para 

mayoría de los promotores de ~- ~· se ha sugerido que el 1 os sean 

reconocidos por su propio factor ~<de BrulJn y Ausubel, 1983>. 

Se ha demostrado que con un mol de de ADN 

suparenrrollado, el nuevo factor sigma con tan s~lo el n~cleo da la 

ARN pollmerasa y los cuatro rlbonucle6tldos, es capaz de Iniciar la 

transcr lpc 1 Ón en los sitios espec(flcos, determinados por los 

promotores correspondientes <Hunt y Magasanlk, 1985). 

La secuencia consenso propuesta para los promotores\ 

ba.Jo control 
, 

por nltrogeno <Auaubel, F.M., 1984>• 

+1 
-C-T-G-0-V-A-Y-R-N-T-T-G-C-A-N -N-, 

4 6-11 
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, 
(donde V=plrlmldlna, R= purlna y el nucleotldo +1, Indica el sitio de 

Inicio de la transcrlpcl~n>, puede dePlnlr el sitio da reconoc 1rn1 en to 

para la variante de ARN pol lmerasa. 

I 
El sistema regulatorlo"!!!.!:.B ·- !!.!!:"C• en el cual un so.lo 

" operan codi t'lca para un represor y un actlvador respectivamente, es 

raro entre los sistemas regulatcrlcs hasta ahora descritos. Solamente 

•e conoce otro eJemplo .semeJante, y se trata precisamente de otra vfa 

que involucra al nitr&geno. Tal es el caso de la regulacic5n de los 

genes !!..!..! que intervienen en la PiJacl~n del 
, , 

ni trogeno atmost'erlco enl 

1 os productc:is .!!..!..,!L y !!.!.!A ~- aerogenea. Dichos genes son reQulados por 

.qua act&an como represor y actlvador respectivamente <Merrlck, M. J • • 

1992). 

La semeJanza entre los sistemas antes mencionados, va 
, 

mas a11.: de la simple estructura del 

anter 1 ormente, se ha reportado 

, 
operen ya que como mencionó 

la exlstencfa de una secuencia 

conservada en la reglc5n regulatorla de los operones qua se sabe 
. 

es tan 

controlados por el mecanismo general de actlvac1Jn por ~A - .J:!..!!:C. De 

especial intar~s es al hecho de qua el producto da !!.!_!A (actlvador de 

1 os genes !!...!...!' > • puede sustituir al .producto del gene ~e, para 

activar los promotores de algunos genes Involucrados en la aslmllacl~n 

de nltr~geno, Incluyendo los promotores de !!...!..fL, glnA y del gene de la 

nltrogenasa <~H> de Rhlzoblum mal llotl (Ot., ~ :..!·, 1993>. 

SI bien , " este panorama de la regulaclon de las v1as de 

asimllacl~n y dlstrlbuc1c5n da amonio opera sin amblguedad en ~ 

typhlmurlum, K. pneumon 1 ae y ~ aerogenes, otro parece ser el caso en 

Escherlchla ~· en donde existe controversia al menos de como 

lleva a cabo la regulacio'n del gene que codl~lca para GDH. 
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Una evaluacl~n. crrt1ca de la• publicaciones acerca de 

la regulacl~n del gene gdhA de~- .!:.2!.!.• Indica que los datos 

bien escasos y contradictorios. 

~on " mas 

En 
, 

funclon de 1• Importancia de la enzima Qlutamato 

de•hldrogena•a en el mataboll•mo nitrogenado de E•cherlchla coll y la 
, 

atenclon que recientemente adqul"r Ido en el campo de 

Blotecnolog(a <Wlndass ~ il· • 1980>. una 
, 

lnvetStlgaclon que pratendá· 
, 

conocer el (los) mecanlsmo<s> de regulaclon del gene ~A es necesaria 

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

ya tjue forma parte de un proyecto que pretende conocer la 
, 

r-egul ac 1 on 

del gene estructural que codifica para la enzima GOH de Escherlchla 

~ K-12. 

, 
La estrategia Inicial que se escoglo 

" la lnvestlgaclon fue la siguientes 

1. - Aislamiento y 

reglones flanqueadoras 5' y 3'. 

.. 
clonaclon del 

2.- Determlnaclc;n de la dlreccl~n de 

del gene en el fragmento clonado. 

:3. - " Secuenclaclon 

reglones qua lo flanquean. 

" nucleotldlca del 

para de&arrol 1 ar 

gene.estructural y 

la transcr 1 pe 1 c5n 

gene y de 

4.- ldentlf lcacl~n y caracterlzacl~n de las reglones de 

regulacl¿n del gene. 

!5.- E•tudlo de lo• mecanismos -expra•lon del gana. 

de " regulaclon d• l• 
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Los tres primeros puntos han sido reportados en la 

literatura por nuestro laboratorio <Covarrublas ~ :!..!•• l980i sa'nchez 

Pescador 1982; Sanvlcente !U' 2..l·• 1983; Valle~ 2.1•• 1983; 

Val le 2,!:_ :!..!.·, 1984>. El desarrollo del presente proyecto pretenda 

completar el punto 4 e Iniciar lo• estudios sobre el punto 5. 

El astado actual del conocimiento de la zona de 
, 

regulaclon 5' del gene ~A es el siguiente& 

, 
El anal lsls de 

Inmediatamente anterior al 

la secuencia (200 

" codon de 
, 

lnlclaclon 

pb> de 

<Flg. 

,; 
la reglen 

1 >, perm 1t1 Ó 

proponer la existencia de tres posibles promotoras por criterios 

secuencia consenso <Valla~!!..!•• 1983>. Estos supuestos promotores se 

denominaron Pl, P2 y P3 en relación al orden que guardan con respecto 

a la metlonlna Inicial, siendo P1 el 
, 

mas cercano. 

Con base en los reportes recientes da secuencias 

consenso da los promotores da E. <Hawley y McClure, 19831 

McClura, 19851 Galas ~ !!.!.• 1985), al promotor que 

consenso es el supuesto promotor P3. 

.. 
mas se apega al 

Estudios de 
. ,; 

transcrlpclon vltro, Indican que el 

Pragmento Taql Hpall <Flg. 1>, una a la ARN pol lrnerasa. El promotor 

presente en este caso sería P1 <Valla et al., 1983>. 

Por otro lado, en exper 1 mentes !_!! ~· el Pragrnento 

Hpall - Hpall clonado en el &ltlo de Clal del pBR327, ensayado en 

mlnlc~lula-a, produce un pá'p t 1 do de 63 am 1 no;{c 1 dos 1 ndepend 1 en temen te 

de la orientación <Valle~.!!.!•• 1983>. Estos datos Indican que este 

Pragmento contiene un promotor propio. Sin embargo,esto no suceda con 

el "ragmento Taql Hpall clonado y ensayado de la misma manera, es 



Flg. 1. A>.- Secuencia nucleot(dlca de la regici"n correspondiente a los 

pr 1 meros 102 aro 1no.;c1 dos y a 1 a reg 1 d"n da control del gene gdhA. El pr 1 roer 
,. 

nucleotldo codlflcante se designa como +1. T arnb 1 .,;'n se - , 
Indica la locallzaclon 

de algunos sitios de restricción. De las posiciones +34 a +54, se presenta la 

secuencia del o1 lgonucle~tldo utll Izado como "primer" en el mapeo del 

promotor <ver Materiales y M~todos>. B>.- Secuencia nucleot(dlca expandida de 

la reglen -192 a +9 en la que se Indican las caJas de Prlbnow de los 

supuestos promotores Pl,P2 y P3, como l(neas gruesas sobre 1a secuencia. 

DebaJo de 
, 
esta, se Indican diferentes secuencias repetidas directas corno: 

l(naa• doblas, punteadas, da cfrculo• llenos, vacfos y compuestas. La Plecha 

de doble punta <-97 a -76>, Indica la secuQncla que conforma un posible sitio 
, 

da unlon a CRP, mientras qua las Plechas convergentes denotan secuencias 

pa11ndr~mlca&. Adaptada de Valle !Ü .!!J..•• 1983. 



-192 - -- - -- - - - -
-120 

.HpaII EcoRII 
A ¿CCCCTCCCAAAACTTTAGCGTCTCAGGTTATCGCATTTGCTTATG~~TTACTCTCGTTATTAATTTGCTTTCC 11 

· TaqI -s9 -59 
T"GGGTCATTTTTTTCTTGCTTACCGTCACATTCTTGATGGT AT AGTCGAAAACTGCAAAAGCACA TGACA T AAAC 

•• ,sau3A 
Met: Asp Gln Thr Tyr Ser Leu Glu 

AACATAACCACAATCGTATTAATATATAAGGGTTTi_:ATATCT ATG GAT CAG ACA TAT TCT CTG GAG 

Ser Phc Lcu Asn His Val Gln Lys Ar& Asp Pro Asn Gln Thr Glu Phe Ala Gln Ala 
TCA TTC CTC AAC CAT GTC CAA AAG CGC GAC CCG AAT CAA ACC GAG TTC GCG CAA GCC 

3'1TTG GTA CAG GTT TTC GCG CTG( 5' 

Val Ar¡¡ Glu Val Mct Thr Thr Leu Trp Pro Phe Leu Glu Gln Asn. Pro Lys Tyr Ar& 
GTT CCT GAA GTA ATG ACC ACA CTC TGG CCT H'f>"fiT lfTT GAA CAA AAT CCA AAA TAT CGC 

• •••• Gln Mct Ser Lcu Leu Glu Ar¡¡ Leu Val Glu Pro Glu Ar¡¡ Val lle Gln Phe Arg Val 
"CAG ATG TCA TTA CTG GAG CGT CTG GTT GAA CCG GAG CGC GTG ATC CAG TTT CGC GTG 

Val Trp Val Asp Asp Ara Asn Gln lle Gln Val Asn Arg Ala Trp Arg Val Gln Phe 
GTA TCC GTT GAT CAT CGC AAC CAG ATA CAG GTC AAC CGT GCA TGG CGT GTG CAG TTC 

Hpal 

Ser Ser Ala lle Gly Pro Tyr Lys Gly Gly Met: Arg Phe His Pro Ser \'al 1 Asn 
AGC TCT GCC ATC GGC CCG TAC AAA GGC GGT ATG CGC TTC CAT CCG TCA GTT AAC 

B Cª'::ª G G G T G G C A A A A C T T T A G C G T C T G A G G T T A T-a~o G C A T T T G G T T 1 T 

-a.o -aao 
G A G A T T A e T e T e G T T A T T A A T T T G e T T T e e T G G G T e A T T T T T T T e --------- TaqI • • • 

Pa 
T T-18°c T T A e e G T e A e A T T e T T G A-'°rº G G T A T A G T e G A A A A e T G e A-~o A A 
---------- ººº . . .. ...... 

p a -•O p, -110 
G A e A T A A A e A A e A T A A G e A e A A T e G T A T T A A T A T A T A A e 

ºººººººººººº 

•• 
,; G T 1' T T ,\ TA T L: T A~l~tc GA~pT cGinG 



decir, no se produce pé'pt 1 do. El 
, 

fenomeno de 

condiciones de transcrlpcl~n ..!..!! ~puedan ser diferentes 

esta'reportado en la literatura <Rosenberg y Court, 1979). 

12 

que las 

In vivo, 
-1 

Estudios preliminares de mapeo por 
, 

d lgestlon con 

nucleasa Sl, Indican que baJo condiciones de crecimiento en alta , 
concentraclon de amonio, la transcrlpcl~n se Inicia en el supuesto 

promotor 3 <Val le ~·!!J.· 9 1983). 

Los datos anterlores•sugleren que la reglcfn comprendida 
, 

entre HpaII - Taql, es esancl•l ~ara la expreslon del gene. 

, 
Ademas de los tres posibles promotorem, dentro de la 

reg 1 cin regulatorla, se detectan una serle de secuencias repetidas 

directas que podr (an ser sitios de 1 n tarace 1 ó'n con protet'nas 

regulatorlas y/o dominios estructurales que le conf' 1 r leran una 

arquitectura especial al ADN y 

sobre la regulacldn del gene. 

En esta misma 

encuentra un posible sitio de 

que ésta tuviera alguna Influencia 

regló'n, entre los promotores 3 y 2, se 
, 

lnteracclon con CRP (CAP9 catabol i 'te •.)ene 

actlvatlng proteln>. La par t 1e1pac1 &'n da CRP 
, 

en la regulaclon de gdhA -, 
esta documentada en 1 a 1 1 ter a 'tura <?russ l ner et ..:!.!.· • 1972 >. 

En cond 1 e Iones de cree lmlento en al ta concentrac i o'n de 

amonio, todo parece Indicar qua el promotor 3 es funcional. La 

ublcaciÓn del sitlc de CRP 5obrelapado con el -35 de este 
1

supuestl 

cond le 1 ó'n rnetabo 1 i ca, 1 a promotor, Indica qua por lo menas en esa 
, 

actlvaclon por CRP no es clara ya que no se han detectado transcritos 

que Inicien en P2 o Pl. Sin embargo, en otras condiciones rnetab~llcas 

P.2 o P1 podrt'an ser activados por dicha protet'na. 
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Otra 

carece de las señales t (p lea• de 

Interesante 

a tenuac 1 &'n 

de este gene es, que 

de la transcrlpcló"n 

presentes en varios operones de blosfntesls de amlno~cldos <Yanofsky, 

c.. 1981 >. 

OBJETIVOS 

En el presente trabaJo, se planea caracterizar las reglones 

regulatorlas 5' y 3' del gene 2.!!!!A· En 

mapear el 

lo que respecta a la reglo'n 

5' se pretende <los> promotor<es> que ~egulatorla 

f'u1,c 1 ona <n > baJo determinada• condiciones metab~licas. Da 
., 

la reglan 

regulatoria 3' se planea conocer de que roan era participan las 

.secuencias nucleot(dlcas con slrnetr(a de drada 

f'l<1nqueadora en la regulacl&n del gene. 

, 
presentes en esa reglen 

MATERIALES Y METOOOS. 

El material utll Izado en este traba Jo, se describe en las 

publicaciones que se anexan. Los m~todos que se enl lstan 

s 1 do descr 1 tos prev 1 amente en esas pub1· 1cae1 enes. 

\:arnb 1 ~n 

Olge.st 1Ón de ~e 1 dos nucl e feos con enz 1 mas de restr lec l .;n. 

Clonacl~n de fragmentos de re&trlccl~n. 

Crecimiento de dlf'erentes cepa• en dlf'erente.s medios. 

Secuenciacl~n de AON en fago H13. H;todo de Sanger. 

Medición d• la actividad especrf'lca de GDH. 

- Determlnacl~n del 
, , 

numero relativo de coplas de plasmldo. 
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Aquellos 
, 

rnetodos no Incluidos en las publicaciones mencionadas, 

we detallan a contlnuaclon1 

, 
a>.- Purlflcaclon de ARN total. El metodo seguido en esta parte 

f'ue proporcionado amablemente por la Dra. A1aJandra Covarrublas del 

Centro de 

Cuernavaca, 

, 
Investlgaclon 

More1os. 

sobre 
, 

FIJaclon de "' Nltrogeno, U. N.A. M., 1 

Mataraces con 50 ml. de medio ''NN'' suplementado con 1 mM o 15 
, 

mM de NH
4
c1 como Puente da nltrogeno y glucosa 11 .mM o gl lcerol 22 mM 

como fuente de carbono, fueron Inoculados con una alfcuota de un 

cultivo da la noche anterior.. La densidad ~ptlca l~lclal sa 

O. 1 lefda a 620 nm. 

a 

Las c~lulas fueron colectadas en la Pase exponencial temprana. Se 

cosecharon al (cuotas de 25 ml en un tubo Corex, centrlf'ugando 30 

segundos a 10,000 rpm en un rotor JA20 <Beckman Instruments>, 

deten 1 ende el rotor 1 o más rá'p 1 damente pos 1b1 e. 

" " Se decan•o el sobrenadante y &e coloco el tubo Inmediatamente en 

un baño de hielo seco. 

El botón de c.;lulas 
, 

se resuspendlo· en 3 ml " de aoluclon de 1 isl& 

<acetato de sodio 20 mM pH 5.3, EOTA l mM, SOS 0.5Y.>, val l~ndose de 

una pipeta Pasteur Invertida. Se proslgulci la lisis calentando a 70 ºe 

durante 40-60 segundos en baño María. 

Transcurr 1 do el tiempo de la 11&1&, se añadiÓ Inmediatamente un 

volumen (3 rnl > da Penol saturado <NaOAc 

previamente calentado a 65•c 

20 mM pH 5.5, EOTA 1mM> • 
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Se mezclaron la• f'ases en un baño con agltaclc'n <bs•c, 300 rpm>, 

durante 10 minuto•. 

, 
Se centrifugo a S,000 rpm durante 5' para separar las fases, en 

un rotor JS13 <Beckman lnstruments>. 

Se 
,,,. 

paso el aobrenadante • otro tubo Cor ex y &e rep i t 1 a' 1 a 
, .. 

extracclon con Penol, dos veces mas. 

La fase acuosa de la 
, 
ultima extracclo~ 

, 
se preclp 1 ta' con o. l 

vo1.1menes de NaOAc 3M pH 3.3 y 2.3 volumenes da etanol absoluto, 

dejando precipitar el ARN de 2 horas a toda la noche a -2o•c. 

, 
Se centrlPugo a e,ooo rpm durante 45 minutos en un rotor JS13 

se decanto' el sobrenadante. 

El ARN se sec~ en una c~mara de vacío o con una corriente suave 

de aire Plltrado. 

.1 

dletll plrocarbonato 

se resuspendlo en 500 ,JJl de agua ,tratada! 

<DPC> al 0.07% V/V. La concentraclon, y la 

El precipitado de ARN, 

con 

aparente pureza de la preparac¡Ón, se determinaron mediante el uso de 

una dllucldn adecuada y la obtenclo"'n de la relaclo'n de absorbanclas a 

260 y 280 nrn. Una un 1 dad Ópt 1 ca de ab&Órbanc 1 a a 260 nm equ 1va1 e a una 

concentraclon de 40 pg/ml. 

·La .... J ntegr 1 dad del ARN de las preparac 1 ones anteriores, &Et 

datarmln~ visualmente, corriendo una muestra del ARN en un gal da 

agarosa •1 1.5% con amortiguador E (borato de sodio 5rnM, &ulf'ato de 

sodio 10 mM, ~cldo b~rlco 5 mM pH B.2>, conteniendo 5 mM de hldro"'xldo 

de rnet 1 1-mercur1 o <CH3HgOH >. 
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de &e lleveron a un volumen de con 3-10 po 
amor t; 1 guador E se 

, 
adiciono un volumen Igual da CH3HgOH 10 mM, 

glicerol lOY., az~l de bromofenol 0.5%. 

El gel se 
, 

corrlo a 

temperatura ambiente 
, 

campana de axtracclon. 

con 

30 Volts (50- mA>, 
, 

reclrculaclon del 

durante 14 horas 

arnort 1 guador, en 

El gel se tlñ~ sumergl~ndolo 30' en una solucl~n que contenfa 
, 

a 

una 

Cl 0.5N y daspues 10' en 2 mercapt:oetanol 5 mM, bromuro de etldlo o.s 
pg/ml. 

Se 
, 

Ilumino el gel en un tr•n•llumlnador de luz UV y se hizo una 
, 

ln111pecclon 

5S. 

visual de la Integridad da los ARN rlbosomales 23, 16 y 

b).- MarcaJe de ollgonucle~tldos con 
32 

P. Este 
, 

metodo 
, 

tamblen 

fue proporcionado amablemente por la Ora. AleJandra Covarrublas. 

Para 
, 

reacclon1 

marcar el ollgonucle~tldo se 
, 

uso la siguiente mezcla de 

, 
15 plcomoles de ol IQonucleotldo (3.5 pmoles/J-'l = 4.3pl > 

Spl da amotlguador para Clnasa del Pago T4 <Trls-HCl 50 mM, 

pH 7.6, MgCl 2 10 mM, 2 mercaptoetanol 10 mM> 

da(j32P] ÁTP <Amersh•"'• 7000 Cl/mmol, 10pC1 /}-'1"'" 100uCI) .1 10 ,..., 

5p1 de Clnase del <Amersham, 3 U/pl > 
as. 7 J-' 1 de· agu• 9 para un tata 1 da 50 p 1 • 

Se 1 ncubc::' la reacc 1 C:n una hora a 37•c y &e 1nact1 v~ 1 a enzima 
I • calentando la mezcla de reaccion a 6S e durante 10 minutos. 



• 

17 

La ef'lclencla relativa del marca Je y la Integridad del 

ollgonucle~tldo 9& determinaron cuando se corrió una al (cuota de la 

mezcla de reacclo'n en un gal de acrllamlda al 20% y urea e M, usando 

como marcador un 
, 

ollgonuclaotldo da tamaño conocido Igualmente 

marcado. Se cubrtc' el gel con un• pel(cula san&lble a les rayes X, &e 

puso a exponer en una carpeta 
, 

rad 1ograf'1 ca con panta11 a 

lntenslf'lcadora, 

f'ua revelada. 

durante 2 horas, al cabo de las cualaa la película¡ 

c>.- Extensl~n de prÍmaro. El protocolo seguido f'ue el , reportado 

por Leon ~ _:,! < 198!5 > • con pequeñas mod 1f'1cae1 ones. 

Para .1 a 
, 

lmplementaclon da ea ta metodolog(a, f'ue necaaarla la 

s(ntesls quf'mlca de un ol lgonucle&tldo de l\ON, el cual t:.Slseho' da 

tal manera qu&1 f'uera complementario a una secuencia del ARN mensaJero 

egpecff'lco de GDH 1 distante en aprox 1 madarnen te 90 nuc 1 e.Ít 1 dos del 

supuesto extremo 15' terminal <ver Flg. 1l. EstE:> c.>llgonuclec'.tido f'ue 

slnt•.?tlzado por la Blol. Laura Rlba, siguiendo el me"todo del tr i.Íster 

era f'ase s~llda, baJo 1 a asesor (a del OFB Mar 1 o Al bertc• Cuevas en 1 a 

Unidad de s(ntesl• OuÍmlca de 
, 

Macrorno 1 ecu l ,,.,. dt~l Cen,;ro 

Investlgacio'n sobre lngenler-f'a Gene'tlca y Blotecnolog(a·, U.N.A.M. 

' El Pue un 2 larnero con 1 "~ secuenc ¡as 

5' G T e G e G e T T T T G e A e A T G G T T 3' 

de 

El protocolo seguido para la te'cnlca de extenslo'n de prÍrnero f'ue 

el siguientes 

50-100pg da ARN total, se mezclaron 

ollgonucle~tldo marcado con 32 P ATP, en un 

con o. 1 1 

tubo Eppandorf' de 

pmole de 

1. 5 ml • 
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La rnezcla se prec:lplt~ con 0.1 vol~rnenes de NaOAc SM y 2.5 vol&. 

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

, 
Se centrifugo a 12,000 rprn durante 15' una rn 1 c:roc:en tr r fuga 

Beckman. 

Se 
, 

descarto el y se sec.Í el precipitado en una 

c~mara con vacío. 

, 
Se resuspendlo en 1 pl de Trls-HC1 50 rnM, pH e.s, 2 ~1 EDTA 1 rnM 

y 2. 7 pl de agua. 

, , 
Se hlrvlo durante 5' y se congelo Inmediatamente en hielo seco. 

, 
Se descongelo a temperatura ambiente durante 45 minutos. 

Se Incubo' e~ baño Mar(a·• 43°C durante~ horas y se agregaron: 

l pl Trls-HC1 lM, pH 8.3 

2 ,.., MQC12 o. lM 

l pl dTTP 20 mM 

1 pl dCTP 20 mM 

l pl dGTP ªº rnM 

1 pl dATP 20 mM 

o.e pl KCl lM 

0.4 ,_.1 OTT <dltlotreltol ) ' o.aM 

l-3 ~1 agua 

15-25 u transcrlptasa reversa (3-5 fl 1 • 5 U/f'l • 

Blotac>. 

Se Incubo' en baño Mar(a • 43°c durante 30-45 minutos. 

Promr 
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, 
Se hlrvlo durante ~ minutos. 

Se 
, 

agrego 1 pl de ARNasa A CS lgrna Chern leal, Ca., 10 mg/rnl >, se , 
1 levo a 100 r' con agua y se lncub6 1 ho~a a 37°c. 

Se extraJo con un volumen da •enol saturado con agua. 

S• recuperci 1 a •••• acuosa y •a agregaron da ARNt (1 

pg/ul >. 

Se 
, 

precipito con 0.1 
, 

volumenes de NaOAc 3M y 2.~ vals. de 

etanol. 

, 
Se lavo 2 veces con 250 pl de etanol 70'Y.. 

, , 
Se seco, se resuspendlo en 3 ~1 de agua y se agregaron 5 pl 

mezcla de 
, 

detenclon <stop mlx>, de secuencia 

xllenclanol 0.02%, azÜl da bromo~enol 0.02Y.> 

<f'ormamlda 

da 

90Y., 

Se hlr-vl~ 2-3 rnlnutos, se puso inmediatamente en un baño de hielo 

de agua y se corrieron las muestras en un gel de secuencia <acrllamlda 

al b'Y. 1 urea BM>. 

En ambos extremos del gel se corrieron secuencias nucleot(dlcas 

conocidas, para determinar con precisión el tamaño de las bandas del¡ 

ADNc. 

d).- Mutage'nesl& 
, 

de la reglan regulatorla. El desarrol 1 o de esta 

rnetodol og ra, , 
es una contrlbuclon original del autor da asta tesis. 

Las manlpulaclon•• de la reglÓn regulatorla se hicieron en el , 
plasmldo pSAE422 

, . 
<Sanchaz-Pascador .!!..!:., ~· 1982). al cual EtB un 
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, ,,, ,,, 
derivado del pBR322. A este ultimo. se le cambio la reglen comprendida 

entre Pstl - EcoRI, por un fragmento de tamaño equlvalenta 0 que porta 

la reglÓn regulatorla del gene ~A y la secuencia que codifica para 

lo• primeros 
, 

102 amlnoacldos de la GOH <Flg. 2). 

La razones para usar el pl~smldo pSAE422 1 fueron por un lado que 

su secuencia nucleotÍdlca es conocida y por otro, que los patronas da 

restr 1 ce 1 Ón f'ueron los adecuados par~ distinguir ra'p 1 damente las 

clonas deseadas. 

Las manipulaciones fueron las siguientes• 

, 
l.- Se tomo ventaJa de la pre•encla da una secuencia reconocida 

por la endonucleasa de restrlcclon Taql <T'CGA, Flg.l>, en la cual al 

sitio de corte Involucra a la T de • la poslclon -a de 
, 

la reglen da -10 

<caJa de Prlbnow>,.del supuesto promotor 3. 

Se hizo una dlga•ttC:n parcial del pl~•mido con Taql, 
,, 

se purl f'lco 

la banda de pl~smldo 1 lneal y se puso a pollmerlzar en presencia 

los cuatro 

pol 1 rnerasa. 

, 
deoxlnuclaotldos 

Despues de pollmerlzar el 

para transformar la cepa PA340 

y el Pragmento Kl eno1" de 

, 
plasmldo 0 se 1 1 ge;{ a s f m 1 srno y 

g 1 tB31 >. -

la 

se 

de 

AON 

, 
uso 

El resultado de esta manlpulacio'n ~ue la introduccio'n de un par 

de bases entre el -10 del supuesto promotor y el sitio de Inicio de la 
, 

tranmcrlpclon, al cambiar al sitio de Taql <T'CGA>, por un sitio de 

Nrul <TCG'CGA>. El pla'smldo generado se 
, 

llamo pSAE430<Flg.2>. 

La 
,,, 

selacclon de la clona esperada se bas~ en la b~squeda, entre 

las resistentes a tetraclcllna, da aquella que tuviera dos bandas da 



Flg. 2. 
, 

Mutagenesls por 
, 

lnserclon de 
,, 

ollgonucleotldo& de la 
, 

reglan regulatorla del gene gdhA. Lo9 detalles experimentales 
, 

astan 

dados en Material e& y M_;todcs. Lea fl l gura muestra un rnapa .P (s l co del 
, 

plasmldo pSAE4 llnearlzado con Pstl <A> 1 en donde se Indican algunos 
, 

sitios de restrlcclon. 

Te·~ En 
I 

este ul t lmo 

p 1 á"srn 1 do 1 1 near 1 za do 

Las 1 (nea& gruesas 1nd1 can 1 os genes de ~ y 

se Indica el sitio de Nrul. Un mapa PÍslco del 

con EcoRl muestra en <B>' en donde se 

esquema t 1 za la construcc 1 o'n del pl C:srn 1 do pSAE422 
, 

<Sanchez-Pescador ~ 
, 

.2..!·• 1902>. El area sombreada representa la regl~n delatada durante 

dicha construcc 1 é"n. La Plecha con doble punta representa la reglé"n 

correspondiente al plá'&mldo pSAE422 y la 1 fnea gruesa al vehículo¡ 

pBR322. Debajo del mapa, una ampllPlcaclé"n de la regl~n regulatorla y 

la regl~n que codlf'lca para los primeros 102 
, 

amlnoacldos. La f'lecha 

Indica la dlreccl~n y el sitio de Inicio de la traduccl~n. Un esquema 

de las manipulaciones de la reglc:'n regulatorla se muestran en <C>, en 

donde se representa 

manipulados 

restrlccl¿n 

<Taq'l y 

Indican 

, 
unlcamente 

EcoR'l 'l >. 

la 

Los 

la dl•tancla 

, 
reglan Hpall-Hpall y los sitios 
, 

numeres entre lo& sitios de 

entre ellos en pares de bases. La 

f'lecha Indica lo mismo que en <B>. Debajo de los rnapas de 
, 

restrlcclon 

lnd lean las secuencla'!S nucleotÍdlcas relevantes. Se encuentran 

subrayados los sitios de Taq'l <pSAE422>, Nru'l <pSAE430>, mono "llnker" 

de EcoRl (pSAE432) y el di "llnker" <pSAE433). Las Plechas vert.lcales 

Indican el sitio de Inicio da la transcrlpcl&n determinada en los 

experimentos da extensl&n de prfmero <ver Materiales y Mi: todos, y 

Resul ta dos>. 
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Nru'l, d~ 2850 y otra de 1350 pb que son loa tamaños esperados en 

func: 1 Ón de 1 a presenc 1 a de un s 1t1 o tin 1 c:o de esta •:.nz 1 ma a 1350 pb del 

sitio original de Taq'l de la reglo"n regulatorla del 
, 

pla"Bmldo pSAE422. Dicho sitio ~nlc:o se localiza , , en 

gene en el 

1 a c:oor·denada 972 

del plasrnido pBR322, quedando dentro de la reglen que codifica para la 

resistencia a tetraclc:llna <Flg.2A>. 

.. , 
2.- La siguiente manlpulaclon conslstlo en la 

, 
rnodlflcaclon del 

nuevo sitio de NruI, mediante la 
, , 

lnc:orporac:lon en el, de un adaptador 

slnt~tlco de ADN, portador de un sitio de reconocimiento para la 

endonuc 1 easa de res tr 1 ce 1 Ón EcoRI. Este adaptador fue amablemente 
, 

proporcionado por el Dr. Xavler Soberon <Departamento de Beni:t lea yl 
Biología Molecular, Centro de Investlgacl&n sobre Ingeniería Ben~tlca 

y Blotec:nologfa, U.N.A.M., Cuernavaca, Morelos>. 

Para real Izar dicha manlpulaclo'n, se hizo una digestión parcial 

del plá"smldo pSAE4SO con.Nrul. 
, 

Se purifico la banda 1 lneal y se puso a 

ligar en pre<aencla de un exceso de "llnkers" de Eco RI. El producto da 

la reacción anterior 
, 

se uso para transformar 1 a cepo HB101. 

La 
, 

salecclcn de la clona deseada, 
, , 

se baso en la busqueda entre 

las resistentes a teraclcllna, de aquella que tuviera un a~lo sitio d~ 

NruI y que tuviera un sitio de EcoRI, a 1350 pb del de Nr1.1I. 

Eco 

P~r~ est~r seguros d• que estuviera presente un solo "llnker" de 

Rl, se purlflcr{ el ADN del 
, 

pl asrn 1 d.:> esper-ado 
, 

y s~ dlglrlo 
, , 

extonslvemente con Eco Rl, &e purifico la ban~~ 1 ln~~1. se 1 lga, y se , 
uso para tr.'.'ln•;;forrnar 1 a cepa PA340. 

Las 
, .. , 

clonas del platsmldo esperado, que portan mas do una rnolecula 

del 
, 

adaptador •lntatlco <" 1 1 nkar" > • se pueden distinguir porque 2 
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, 
rnoleculas del adaptador que se ligan contiguamente, generan un sitio 

adicional de corta para la endonuc 1 aa"Sa de restr-1ce1 Ón HaaIIl. 
, , 

Basandose en este argumento, se selecciono una de estas clonas, se , , , 
purl f'lco el AON del pla•mldo y 15& uso para tr.'\nsf'ormar ,,, ""?pa Pf\3'\0. 

, 
Al plasrnldo portador de una sola 

,, 
rnolecul a de adaptador se , 

llarn~ pSAE432 y al que porta m~• da una, se le 1 arna pSAE433 <F 1 g. 2 >. 

3.- El objetive de la siguiente 
, 

manlpulac;:lon 
, 

ccnslstlo en 

Insertar una 
, 

molecula del adaptador en e·1 · s 1 t 1 o de Eco RII, distante 

50 pb hacia arriba del eltlo nuevo de EcoRl en el pl:smldo pSAE432. 

La e.atratagla 
, 

conslstlo en hacer una d 1 ges t; 1 C::n parcial del , , 
plasmldo pSAE432 con la endonuclea&a de re&trlcclon BstNI, la cual es 

, 
un lsoesqulzomero de EcoRII. 

La 
, 

razon de usar BstNI en lugar de EcoRII, fue que esta ~ltlma 

requiere que el sitio qua reconoce ast~ metllado, haciendo necesaria 

la 
, 

purlflcaclon del 
, 

plasmldo de una cepa que metlle los sitios de 
, 

EcoRII en el plasmldo. 

Una vez obtenida la 
, 

dlge&tlon parcial, se 
, 

purifico la banda 

lneal y se puso a pol lmerlzar en presencia del Pragmento Kleno1o1 de la , 
ADN pol lrnerasa y loa cuatro deoxlnucleotldos. 

, 
El producto de la pollmerlzaclon ge puso a lgar en presencia de 

un exceso de "1 1 nkers" de EcoRI. Esta mezcla de 

p•r• transformar la capa PA340. 

, ,, 

l 1garn1 en to, se 
,, 

uso 

La selecclon de la clona esperada conslstlo en local Izar de entre 

las resistentes a tetraclcllna, a aquella que diera una banda de 501 
pb, 

,, 
por efecto de la dlgestlon con EcoRI. El " plasmldo seleccionado fue 



llamado pSAE442. 

4.- La 
, 
ultima 

, 
manlpulaclon " conslstlo en 

" 
el lmlnar la 

24 

, 
raQlon 

comprend 1 da entre EcoRI I y TaqI de la reglen regulatorla del gene 

gdhA, es decir, la secuencia que contiene al supuesto promotor P3. -
La estrategia para realizar esta 

, 
manlpulaclon 
, 

, 
consl'!&tlo 

simplemente, en digerir extensivamente al plasmldo pSAE442 con EcoRI, 

purificar la banda grande y 

producto de la 

PA340. 

, 
La selecclon 

mezcla de 

de la 

ponerla a 1 lgar contra rn 1 sma. El 
, 

1 lgamlento se uso para transf'orrnar la cepa 

clona se 
, 

limito a 1 ocal 1 zar entre las 

resistentes a tetraclcl lna, a aquella que tuviera un s~lo sitio da 

EcoRI. El plci'srnldo as( seleccionado f'ue llamado pSAE A42. 

RESULTADOS. 

Los resultados 
, 

seran presentados en dos partes, una en lo 

referente a la 

correspondiente a 

, 
reglen 

1 a reQ 1C:n 

flanqueadora 5' del gene y la otra
1 flanqueadora 3', haciendo entre ambas, una 

breve referencia a la parta estructural del gene. 

Las estrategias Iniciales para secuenciar la 
, 

, 
reglen regulatorla 

5' del gene ~A, y la reglen qua codifica para los primeros 102 , 
arnlnoacldos de la enzima GDH da Escharlchla s..el..!• han sido reportados 

con anterioridad <Valle et .!.! . 1 1983) 1 tamble'n se han repo~tado la 
/ ~---Íl!:'Dll.:11¡""7;~ .... ,' ' 

aubclonaclon de dlveraoavfragmentos portadores de distintas parte• de , 
la 

, 
·reglen regulatorla y el anallsls de la capacidad da dichos 

fragmentos para promover 
, , 

la exprealon de este y otros genes In vitre e 

In vivo <Val le~=..!,.•, 19831 Val le, 1984>. 

I · 
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Reglen regulatorla S' <Mapeo del promotor>. 

En base al an~llsls de la secuencia nuc l eot (d 1 ca de la reg 1&'n 

regulatorla y los experimentos Iniciales encaminados a rnapear el 

promotor, la descripción de los cuales ha sido mencionada en la 

1ntroducc1 ó'n, decidí realizar tal map•o, da rnanera f'lna. Para cumplir 

con este obJetlvo, se hizo uso da la 

"pr-1 mer- 11 
, 

<ver Materiales y Metodo&). 

... 
metodologla de 

... 
extenslon 

,, 

da 

Las condiciones Iniciales baJo las cuales se mapeo el promotor 

f'ueron a partir da ARN total axtra(do de las cepas 

PA340 transf'ormada con el 
,, 

plasmldo 

sa'nchez-Pe•cador J!j: .:!J •, 1982> <Flg. 2) 1 cree Idas en medio rnfn lmo "NN .. 

suplementado con gluco•a <11 mH> o glicerol <22 mM> como f'uanta da 
, 

carbono y NH IF-1 1 mH o 15 mH como f'uanta da nltrogeno. 

Los resultados de-este experimento se muestran en la f'lgura 3. 

Los primeros cuatro y los ii1tlmos cuatro carriles, marcados como 

"GATC", muestran una secuencia nucleotfdlca conocida, la cual sirve 

para prec,lsar el tamaño de las bandas de los AONc, en los carriles 

experimentales <A-H>. 1:-K, son carriles de control. El punto prec l so 

de Inicio f'ue local Izado a partir de la determinación del tamaño de la 

banda mayor 1 tar 1 a. Como se conoce el punto en el que se Inicia la 

extenslc:i'n del ol lgonucle~tldo que sirve corno pr(mero <en este caso el 
/ 

21amero descrl to en Materiales y 
, 

Metodos>, y se puede precisar el 

tamaño de la banda mayoritaria antes mencionada, 
,,, 

automat 1 carnente se 

conoce el sitio en donde la tran•crlptasa reversa deJa de Incorporar , 
nucleotldos1 aste punto corresponda al extremo S' del mensaJero de la , 
GDH. En la vecindad des-e nucleotldos hacia arriba de este punto en 

1 a 15ecuenc 1 a, debe encontrar'3e el -10 del prornotor <Ha,.,l ey y McClure, 
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, 
Flg. !3. Mapeo del promotor del gene ~A. Los detalles experimentales estan , 
dados en Materiales y Matados. Esta Plgura muestra los resultados de la , 
extenslon de "primer" usando ARN extraído de las cepas PA340/pSAE4.y CS'520 

, 
crecidas en dlPerentes condiciones metabollcas. El carril denominado p, 

corresponde al p l á'srn 1 do pBR322 d 1 ger 1 do con Hpa 1 I y marcado con 3 2 P. Se 

muestran las bandas de 110 y 122 pb. Los carriles marcados como BATC 

representan la secuencia nucleot(dlca del f'ago M13rnp18 utilizada corno 

marcador de paso molecular. El carril A corresponde al ADNc sintetizado al 

usar corno molde ARN extra(do de la cepa PA340/pSAE4 crecida en medio "NN" 

suplementado con glucosa y NH4Cl 15 rnM. Carril B, glucosa y NH 4c1 l rnM. 

Carril C, glicerol y NH 4 c1 15mM. Carril O, glicerol yNH
4

c1 1 mM. Los 
, 

carriles E-H, muestran los AONc respectivos de la cepa CS520. Oespues de una 

correccio""n de 2 base& en todos los ca&o& 9 la banda m~& intensa ubica el 

Inicio de la transcrlpclo~ en la poslclo'n -63 de la •lgura 1. Los carriles 

I-K, representan control•• Internos. Carril 1, condicione& del carril A, 

excepto qua el ARN total-es reemplazado por ARN de transPerencla. Carril J, 

no contiene "primer". Carril K, no lleva ARN de nlngifn tipo. 



-!~ 

.... ... 
¡t-·~ · 1f: -

p G A T e 

-
-·~-- -

·.~,, 
-;.. _~ 

·..-im ·-· 

...-....-. 

ABCDEFGH I J K 
. . . -

12'2 

A T e p 

- -· 



27 

1983). 

Como se puede ver en esta f lgura, en todas las condiciones 

metab~llcas probadas •a produce una banda mayoritaria, la c:ua 11 
corresponde, en base a las secuencia• puestas de arnbos lados, a un 

tamaño de 117 
,, 

nucleotldos. Tomando en cons 1derac1 o'n qua el , 
ollgonucleotldo que se 

, 
uso como prfmero es un 21-tmero, los 96 

, 
nucleotldos que fueron Incorporados en el AONc, perml ten ubicar el 

Inicio de la transcr l pe 1 D'n en el 
, 

nucleotldo -63 <G>, dado que el 

extremo 3'0H del ol lgonuclaó'tl.do se ubica en la·· poslcl&'n +32. La 

numerac 1 d'n toma como ·· referenc 1 a la A del trlplet• ATG, la cual es 

considerada +1. Hacia arriba dé esta A la nurneracl&n es -

abajo + n, donde n es cualquier 
, 

numero <Flg.1>. 

n y hacia 

Los datos presentados en la figura 3 1 permiten ubicar el Inicio 

de 1 a transcr 1 pe 1 cfr., enfrente del promotor 3. Es Interesante hacer 

notar que tanto en condiciones de creclmlen.to en glucosa o gl lcercl 

cerno fuente de carbono y en exceso <15 mM> e llmltante <1 mM) el 

amonio, se use el mismo promotor tanto en la cepa silvestre <CS520), 

cerno en 1 a cepa con p 1cÍsm1 do <PA340/pSAE4 > • para promover el gene 

~A. 

Para estar seguros de que el promotor 3 es el Único funcional al 
, 

rnencs en la condlclcn de glucosa-alto amonio, se realizaren una serle 

de manipulaciones en dicho 

purlf'lc~ el ARN total de 1 a5 

promotor <ver Materiales y M~todos). Se 

cepas portadoras de los 
, 

pla5mldos 

producto de las rnanlpulaclones y se hizo extensl~n de prfmero. 

Lo• resultados da asas manipulaciones se pre•entan en la f'lgura 

4. Como se puede observar, al Igual que en la figura 3, en ambos 



. ~· -~·-· -

Flg. 4. ExtenslC:n de "primer" usando ARN total de la& cepa& que portan 
,, , 

plasmldos con modl•lcaclones de la reglen regulatorla del gene ~A. Las 

Indicaciones relacionada& con asta f'lgura, son la& mlsm·as que para la F:f9-.3,. 

Carril A, corresponde al ADNc sintetizado a partir del ARN extraído da la 

cepa que porta el plá"smldo pSAE442. Carril B, pSAE.442. Carril e, pSAE422. 

Carril O, pSAE430. Carril E, pSAE432. Carril F 1 pSAE433. Carril G 1 pSAE4321 

es este caso la muestra f'ue tratada con NaOH en lugar .. de ARNasa <ver 

Materiales y Métodos>. Los carriles H-J son carriles de control corno en la 

figura S. Los detalles experimentales está"n dados en Materiales y M~todos y 

en la f'lgura 2. 
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extremos de los carr l les experimentales <A-G>, y los carriles de 

control <H-J>, se encuentran los carr l les que perrnl ten leer una 

secuencia nucleotfdlca conocida y así poder precisar el tamaño de las 

b~nd~s mayoritarias. 

En el carr 11 e se observa una banda mayor 1 tar I a de 117 

nucl eÓt 1 dos qua corresponde al ADNc obtenido a1 usar como molde el 

transcr I to c1r 1 g lnal • proveniente del pla'smldo pSAE422. La 
, , 

transcr 1pe1 on en este caso ..aa nucleotldo -b3 (G) <Fig. 

como s 1 tuv 1 era 5-bl 
Inicia en el 

1). El carril o muestra que el AD Ne migra 
, 

nuc1eotldos 
, 

rnas. En caso el transcrito proviene de1 p11smldo 

pSAE430, el cual tiene una lnserclo'n de un par 

pos i c 1 o'n da - 7 del promotor y al 1n1c1 o or 1g1na1 

de bases entre 
., 

da la transcrlpclon 

<Flg.2>. El tamaño de este .. nuevo ADNc, ubica el nuevo sitio de Inicio 

de la 
., . 

transcr lpc Ion en el trecho da que se encuentran 

Inmediatamente hacia arrlb~-del Inicio ~rlglnal. El nuevo Inicio 

podr(a ser la primara o la segunda de esas Adenlnas <ver Flg. 2>. 

En el carril E • se muestra el tamaño del ADNc producido al usar 

como templado el transcrito sintetizado a partir del p1~srnldo pSAE432. 

En este caso, la d 1f'erenc1 a con respecto pl .fsm 1 do anterior 

<pSAE430>, es la lnsercio'n da una mol~cula de AON slnt~tlco de 10 pb. 

La dlf'erenc:la de tamaño obtenida, fue exactamente de 10 nuclebtldos 

con respecto al AONc del carril anterior. En f'uncl&n de la secuencia 

del 
, 

decanucleotldo usado en esta lnserc lo'n (5' e e G A A T T e G G 

3' ) . el nuevo sitio da Inicio da la tran..acripclÓn es ahora cualquiera 

de las do& A& del decanucleÓtldo. 

El siguiente carril <F>, corresponde al ADNc sintetizado a partir 

del transcrito proveniente de1 p1~smldo pSAE433 0 el cual porta una 
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, 
mole'cul a adicional del deca~ucleotldo arriba mencionado, es decir en 

, 
lugar de una, tiene 2 molecul as adyacentes. 

, , 
La predicclon en este caso es que si la transcrlpcion se Inicia 

en cualquiera de las As del 

tamaño con respecto al carrl 1 

es el tamaRo de la secuencia 

, 
~ecanucleotido, entonces la diferencia de 

,, 
anterior debe ser de 10 nucleotldos que 

interpuesta con relacio'n al nuevo Inicio, 
, , 

es decir, una 
, 

molecula del decanucleotido. La predicclon es cierta 

dado que la diferencia de tamaños es e~ectivamente 10 nuc 1 ecit 1 dos 

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

En el carr 11 B, se rr1uestra el resu 1 tado de " la extenslon de 

pr (mero real 1 zada tornando com•=> mol de el transcrito producido por el 
, 

plasmldo pSAE A42. En este 

era de esperarse dado que el 

Materiales 

espec Íf i co. 

En el 

y 
, 

Me todos>, y 

carr 11 A, se 

=aso no se observa ninguna banda, lo cual 

:>la"smldo tiene el lrnlnado el promotor <ver 

tanto produce transcrito 

muestra el resultado obtenido con el 

transcr l to produc t do por el p 1 .á'srn l do pSAE442, el cua 1 adern~s de portar""" 

un "llnker" de EcoRl en la reglan de -10 del promotor. 

varios "1 lnkers" Iguales en el sitio de EcoRll 

, 
tamblen 

de la 

porta 
, 

reglen 

regulatorla <Figuras 1 y 2>. La predlcc\Ón en esta ocasio'n, es que si 

la reglen aledaña al sitio de EcoRII, no tiene Influencia sobre la 

expres l ~n del gene., el ADNc: F :-oduc: ido debe ser del rn l smo tama'ño que el 
,, , 

del plasmido pSAE432• o sea el que se uso para generar el pSAE442 <ver 
, 

Materiales y Metodos >. No c~stante que se produce el ADNc del tamaRo 

predicho• la Intensidad de la banda es muy inferior a la esperada, lo 

cual podr (a 
, 

Indicar que la ma~ipulaclon del 
, 

sitio 

tener algun efecto sobre la e-xpreslon del gene·~A-

de EcoRI 1, pueda 
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En resumen los resultados obtenido& con la lmplementaclé'n de la 

tO:cnlca de extensldn de pr(mero, permiten asegurar qua al meno9 en 1.:.s 

condicionas metab611cas probadas la tran&crlpclci'n del gene ~· es 

Iniciada enfrente del promotor 3. E•ta aflrmaclÓn se deriva del hecho 

de que Independiente de la manlpulacló"n que se haga hacia abaJo de la 

ca Ja de Pr lbnot., <reglen de - 10) 1 la 
, 

transcrlpclon siempre se Inicia 

dentro de los 5-B nuc1eC:t1dos hacia abaJo de la T de dicha 
, 

re4¡1lon de 

control. Esta observaclon esta de acuerdo con lo que se ha encontrado , , 1 

, 
tanto .!..!!. ~ como .!.!::! ~ para un numero Importante de genes <Hawley 

y McClure, 1983) 1 es decir, el sitio da 
, 

Inicio da la transcrlpclon se 

encuentra dentro de los s-e nucle~tldos hacia aba Jo de T de la , 
poslclon -e de la caJa de Prlbnot.,. 

Reglen estructural del gene gdhA. 

a>. - Sacuenc 1 a nucleot fd lea y de amlnoa'c Idos 

, 
Un mapa de restrlcclon fino del gene de Escherlchla 

K-12~ se presenta 

<Valle~.!!..!•• 1984>. 

en la f lgura l de la publ lcaclÓn correspondiente 

El .f'ragmento Cl al-Pstl del pl a~m 1 do pSAE4 1 f'ue 
, 

digerido con las enzimas de restrlcclon HaelIIi HpaII, o Sau3A 1 y los 

i'ragrnentos de ADN obtenidos se clonaron en el f'ago Ml3rnp7 en el sitio 

de Clal <fragmentos generados por Hpall y Taql>, en BamHI (fragmentos 

generados por Sau3A>, o en Smal (fragmentos generado• por Haelll>. Los 

fagos recomb 1 nantes f'ueron u t 1 1 1 zados para· determ 1 nar la secuenc 1 a del 

ADN, por el m~todo de Sanger, seg~n los procedimientos reportados 

Heldecker ~ ~· (1981> y Me•slng ~_!!..!· <1980). 

par 

En la figura 2 de esta mlsrna publlcaclo'n <Valle~~·• 1984) 1 se 

presenta la secuencia nucleotÍdlca del gene estructural y sus reglones 
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9.HoeJl Y•Taq'I '= HpaI. T = Sau3A 

Fig. l. Physical map ofthe linenr form (EcoRI cut) oíplasmid pSAE4. Thc horizontal dashcd linc rcprcscnts the vector pBR322. :ind 
the thick bar represcnts the locntion ofthc gdhA gene with 3º and s• cnds indicated at thc lowcr part. Diffcrcnt DNA fragmc::ms from 
the pla•mid. w•r• aubjcc:ted to ••'lu•nc:e anal)'•i•. with th• atratca indicatod in tho lowcr portion of thc fiaure. 
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Table 1 
¡ 1 Codon usagc frcqucncy in the gdhA .@COC from E. coli. K-12 ,.,..J 

Arg CGC- 12 Ala GCC - 16 Val GTG- 9 Glu GAA- 23 - CGT - 9 GCA - 10 GTC- 8 GAG- 8 
1 ' lot CGA- 1 GTC - 8 GTT- 16 

CGG- o GCG- 13 GTA- 4 His CAT - 6 - AGG- o CAC- 4 

i AGA- o Gly GGC- 22 lle ATC - 12 ,.._.. 
GGT- 21 ATT - 4 

Leu CTG - 18 ATA - 1 Lys AAA- 18 
GGG- 4 .... CTT - 6 AAG- 4 
GGA- 2 

h CTA - 3 Asn AAC- 9 
TTA - 1 AAT- 8 Phc TTC 11 
CTC - 6 Pro CCG - 12 m 11 

D TTG - 1 ... ccc - o Asp GAT- 14 
CCT 2 GAC- 5 
CCA - 1 Tyr TAT- 5 

Ser AGC- 6 TAC - 5 - TCA - 5 Cys TGC- 3 
1 ¡ TCT - 4 Thr ACC - 11 TGT -

TCC - 5 ACT - 6 Mct ATG- 18 

AGT- ACA - 4 Gin CAG- 15 

-¡ TCG- ACG- 1 CAA - 8 Trp TGT- 5 

__¡ 
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flanqueadoras 5' y 3'. Deba Jo de la secuencia nucleotrdica de la 

reglÓn estructural se presenta la secuencia de amlnoO:cldos deducida a 
, 

partir de la secuencia de nucleotldos. 

, 
El ana'1 lsls de la secuencia nucleotfdlca nos permltlo encontrar 

un frente de lectura abierto que Inicia con el triplete ATG 

(metlonlna> y termina con el trlplete TAA. Este frente de lectura de 

14-41 pb, codifica para 447 ami no.Ic idos. El peso molecular calculado 

para el mon&nero de la enzima a partir de la secuencia, es de 48,589.5 

y 
, 

esta de acuerdo con los valores reportados previamente basados en 
, 

mobilldades electrof'oreticas relativas <Sal<amoto ~ !!.l·• 1975>. 

b>.- Frecuencia de uso de codones. 

En la tabla I de este mismo art(culo, se presentan los datos de 

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

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

rnensaJeros son traducidos eficientemente <GrosJean y Flers, 1982• Gouy 

y Gau t 1 er , 1 982 ) • 

c >. - Comparac 1 Ón entre las secuenc 1 as de am 1 no.:c idos de diversas 

GOHs. 

En la figura 3, del art (culo en que se reportó la secuencia 

nucleot(dica del gene ~A, se presenta una 
, 

comparaclon entre la 

secuencia de 
, 

arn i noac idos de la GOH de Escher i ch 1 a ~ deduc 1 da a 

partir de la secuencia del gene, y las partes correspondientes de 

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

que 1 os rnoncirneros de las GOHs NAOP-dependientes de E. ~ y..!::!.: cr-assa 
, 

tienen aproximadamente el mismo numero de residuos <450), mientras que 

los dos 
, , < 

monomeros NAO-dependientes estan compuestos de 501 reslduos. 
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,,, 
"' Aun mas, los manomeros de las GDHs de §..:_ ~ y N. crassa, son 

,,, 
rnas , 

homologas entre 

NAO-dependientes. 

,,, 

.( qua con lo• 

Reglan flanqueadora 3' del gene ~A-

a>.- Caractarfstlcas estructural••· 

, 
monomaro• de las GDHsl 

Un •n~l l&I& por comput• .. dora,·"en al que se hizo. un• -·b&fsqueda~•rde 

secuencias con .simetría de .. dr:.·da .en una regld"n de aproximadamente 200 

pb, posterior al 
.,., .... 

revel·~, q~e u;, ARNm que porte 
. . , 

trlplete de termlnaclon, 

esta reg 1o'n, puede Por mar dlf'erentas a111tructuras estables da 

tallo-asa. Una de ellas, una estructura estable de tallo-asa, la cual 

empieza en el nucle~tldo 87 después del codó'n de term 1 nac 1 Ón <UAA >, 

tiene las característica& generales de un terminador !:.!:!..2.-independiente 

(Adhya y Gottesrnan, 1978¡ Holmes~ ~·· 1983). Un esquema de este 

posible terminador se presenta en la figura 5 del presente trabajo. 

Las otras secuencias pallndra'mlcas relevantes que se encuentran 

en la reglé'n flanqueadora 3' del Qene ~A, se presentan en la figura 

1 del artículo que se anexa, ref'erente a las secuencias REP 

<Becerril =..!.·. 1985). Estas tsecuenclas, 

estructura parecida a un ARNt. Un esquema de esta 

pueden 

~ltlma 

del geno 

formar una 

estructura, 

se presenta en· la figura 2 de la publ lcaclc:'n. Ea Importante recalcar 
, 

que el 35~ da sus nucleotidos se encuentran ubicados en posiciones 

horn6'1 ogas a las del ARNt para glutamato de~~ <Sprlnzl y Bauss,I 

1983>, y que Incluya • 1•• dos scuancla• REP opuestas. Estas dos 

secuencias, empezando en las posiciones 13S3 y 1420 <ver figura 1, 

Becerril~..:!...!.·• 1985>, son marcadamente hom~logas a las secuencias 

REP con sanso reportadas por Btern ·et al. <1984>, y como se puede 
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Figura 5. Esquema de un posible terminador rho-independiente 

aportado por la secuencia nucleotídica que se inicia en la -

posición 85 a partir del codón de terminación del gene .9.2..!!_A. 
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apreciar en la figura 1 9 ellas pueden ser estructuradas 

dos t'orrnas al ternat lvas. 

, ~ 

b).- Construcclon de mutantes por delecion de REP. 

al 

41 

menos en 

Stern et .!!..!..· <1984>, han propuesto qua las secuencias REP podr(an 
, , , 

estar involucradas en la raQUl•clon de la exprealon genetica de los\ 

procarlotes. En un est'uerzo por entender el posible papel de esta 

clase de secuencias en la regulación de la concentracio'n de la BDH en 
, 

la celula bacteriana, decidimos eliminar una de estas secuencias REP 

localizadas en la reglo'n flanqueadora 3' del gene 

experimento se raallz¿ tomando ventaJa da la presencia da 

~- Este 

dos sitios , 
unico• da Stul localizados en esta reglo"'n flanqueadora, fuera de la 

, 
reglen codificadora del gene ~A <posiciones 137S y 2375 9 Flg. 1) 9 y 

un sitio ~nico de Nrul en el gene de resistencia a tetraclcllna del 

veh(culo de clonaclo~ pBR322 <Bol 1 var et =.!_·, 1977>. U•ando esta 

estrategia, se derivaron los p l cfsm idos pBB5 y pBB6 a partir del , 
plasrnldo pSAE4. Estos dos derivados t'ueron construidos con el obJato 

de poner diferentes secuencias de AON hacia abaJo del gene ~A y de 

esta manera evitar una lnterpretacló'n incorrecta de les resultados. Se 

compararen las actividades de la GDH sintetizada a partir de estos 

tres 
, 

p 1 asrn idos, usando corno hospedero la cepa PA340. Las 

concentraciones finales de la BDH, t'ueron reducidas al menos un 30% 

(generalmente 50%), por et'ecto de las deleclcnes, al compararlas con 

la de c~lulas que portan el pl~smldo pSAE4 <Flg. 3, 
, 

publlcaclon REPs 

da ~A, Becarr 11 .!!.!1_ ~-, 19SS >. E• Interesante puntual 1 zar qua asta 

efecto es Independiente del medio de crecimiento. Estos resultados· 

esta~ de acuerdo con los ra•ultados reportados por Stern ~ !!..!_• 
<1984>, quienes demostraren que al eliminar la• •ecuenclas REP 
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el 
~ 

operen 
, de Salmanalla typhlmurlum, 

concentraclon de la enzima codificada por el gene 

disminuye 

localizado 

la 

hacia 

arr Iba de las secuenc 1 as REP. 

c>.- An~llsls detallado del banco de secuencias <GenBank>. 

Estos resu 1 tado'5 nos 1 levaron a Implementar un 
, 

estudio rnas 

detal 1 ado de las secuencias REP y sus secuencias aledañas. Una , 
bus queda por computadora en el banco de datos GanBank <septiembre, 

1984) 9 se real 1 zcf usando el 
... 

segmento mas conservado de la secuencia 

REP: 

e 
5'-CTTATC GGCCTA-3' y su secuencia complementarla, en lugar de la 

A 

usada por Stern (1984>. Estos Investigadores reportaron una¡ 
, 

serle de secuencias REP de 1 as cual es se derivo un consenso¡ nuestros 

r-esul tados concuerdan con los suyos. Sin embargo, nos gustar ra 
enf'atlzar ciertos aspectos novedosos. En aquel las unidades 

transcrlpclonales en 1 as que REP ha s 1 do 1 ocal 1 za da, y se s<1be donde 

term 1 na la transcr 1pe1 é'n (9 da 25 > • REP está" 1oca1 1 zada dentro del 

transcr 1 to. Con base en este criterio, decidirnos comparar las 

secuencias REP, 
...... _.. ¡-.r• ,,,,. • , 

tomando en conslderaclon su arlantaclan con respecta 
, 

mas 
... ... 

al gene Identificado proxlmo (gene proximal>, en relaclon a la 

di rece i o'n de transcr i pe 1 o~. Med 1 ante ta 1 ccrnparac 1 ó"n 9u i mes capaces de 
... 

agregar una base extra al consenso propuesto y tamblen 
, 

pudimos notar 

e ler-tos aspectos de la reglen central <no apareada> de las secuencias 

REP. Estos resultados se presentan en las Tablas X 9 IX y III de Ja 

publ 1cae1 o'n antes referida. La Tabla l muestra las unidades 

transcrlpclonales bacterianas en las cuales se han encontrado las 



TABLE! 
1..u:;ui1111 uf KEP ~ci..¡ucm:c-!'4 

Thc locution urc.:ach REP sc1.1uc.:ncc. with rcspcct lo proximal gene (ncarcst idcntificd gene to thc REP scqucnccs rcspcct to thc dirc:ction 
of transcription). is indicatcd by hcavy arrows. whoac dircctions indicatc thc oricntation of such scqucnccs. Thc oricntation of 
transcription is from lcft to right. Each gene is rcprcscntcd by a box with its narnc includcd. In many cases. it is not kno\\-n whcthcr 
additiona1 downstrcam genes are prcscnt. NI (non idcntificd). indicatcs that an ORF and/or gene product cxists but its function is 
unknown. Thosc markcd with astcrisks wcrc found in thc prcscnt study. S.t. mcans Salmon~lla typldmwriwm. In thc case of hisG. onc 
ofthc REP scqucnccs is only partially homologous to thc conscnsus (scc Higings et al .• 1982). Tbc incomplctc rntlA REP scqucncc. 
indica\.Cd by thc dashcd arrow. may cxtcnd furt.hcr; additional sequcnce data are nat availablc. "Jbcrc are nine transcriptional units wherc 
REP has bccn locatcd as pan af thc mRNA: ,1'/yAI. malE. lt.W. nulA. lacY.folA. lt.isG. •bt.AILG and ~. 'lbc lut. t.wa wcre dctcctcd in 
this study. 

~ ..... 1 _;·. 

Na me 
· . .- .. .. Distance fram 

endcodan 
Separation between 

REP se~es 

mtlA 

lolA 

locY 

•dtlJA(SU 

•,po0 
uwD 

MIRNA 

spot42 

hisJ(St) 

h1sG(Stl 

QlyA 

•supBE tRNA 

•1yr tRNA 

.QdhA 
0

<¡4nALG 

"plsB 

lomB 

ndhA 

t•pR 

QlnS 

sdhA 

sucB 

·oro8A[J(5t) 

49 

41 
·~..:·,, .. 

----{ tolA 24 

~~9 
·~······ 

3 

b 

60 

47 

6 

36 

d 

9 

59 

12 

9 

12 

4 

20 

NA 

NA 
14(f) 

35 

25 

20 

25 

35 

5 

13 

34 

14 

36 

7,14 

14 

15,26 

30.35 

NA 

NA 

6.11 

• dhuA ($.t.). is thc namc afthc rcgulatory rcgion ofthc S. 1yphimur;um histidinc transpon operan. In this case. REP scqucnc:c ovcrlaps 
with lhc promotcr proposcd for hW. ' 
b REP scqucncc is Jocatcd b~twccn Pribnow box and thc initiation ATG codon ar .me uvrD codina region. 
e Jt hns not bccn cstablishcd whcthcr a small polipcptidc is codcd by thc rcgion bctwccn REP scqucncc and M 1 RNA. 
d REP scqucnccs are Jocatcd at thc 3' cnd ofthc tRNA operan. This is onc oftwo c:ascs in which two REP bavc bccn found tandcmly 
rcpcatcd. 
• REP scqucnccs are locatcd at. the 3 • cnd of thc tllNA operan. 
r REP scqucnccs locatcd within thc intcrcisuonie rcaion bctwccn araA and araD acnea o!thc aroBAID operan or Saünonella 1yphún11rlurn 
L Tl (Lin et al •• J98S). "Iñis is anothcr case in which two REP are tandcmJy rcpcatccL 
NA Nuclcotidc scqucnccs surroundina REP sequcneca are oot availablc (Stcrn el al.. 1984). 

·,~~--



secuencias REP. 
,; 

El 
, 

nurnero de 

45 

coplas de las secuencias REP, 1 a 

orlentaclon con respecto al gene proximal la distancia desda el codó'n 

de terrn 1 nac l d'n de este gene y la distancia entre las secuencias REP, 
,, 

estan Indicadas en esta Tabla. Es Importante hacer notar que algunas 

de estas secuénclas REP sobrelapan con promotores propuestos, o están 
, 

1oca1 1 zadas a 1 f' l n.a 1 de operones que cod 1 f' 1 can para ARNt•. Ademas• nos 

gustar(a puntualizar que algunas de las secuenc 1 as ·REP nuevas aqu( 

presentadas, no son del todo complementarlas. 

, , 
Esta nueva busqueda nos permltlo ldantlf'lcar 16 nuevas secuencias 

REP, local Izadas en 9 unidades transcrlpclonales <Tablas II y III>. La 

secuencia REP consenso presentada en la Tabla 11, es la propuesta peri 

Stern ~ ~- <1984>, una base adicional <T>, en el extremo 5, 1 la 

secuencia REP consenso complementarla presentada en la Tabla 111, 

Incluye una basa adicional <A> localizada en el extremo 3'. La f'lgura 

4 muestra dos posibilidades ·alternativas en la que estas secuencia• 

REP se pueden estructur~r. 
t-··~ ;· ~ •. 

\!;- . 

Otro aspecto Interesante que.~ • .;·· d~r 1 vÓ de b..f squeda es la 
'"-1>~~-.-·.}: .• ·. 

existencia de secuencias tipo REP parte da genes que 

codlf'lcan para ARNs estables <Tabla IV>. 

Cuando se analizare~ las reglones de ADN en la vecindad de las 

secuencias REP, notamos que en las secuencias de las unidades 

transcrlpclonales de 2...!2:A• y M1ARN, la secuencia: 

5'-GCAAATTCAATATATTGCA-3', se encuentra conservada. Aun más, ··se ·han 

encontrado secuencias similares en ~A y ~S y entre otras unidades 

transcrlpclonales <no mostradas>. Finalmente, buscamos esta secuencia 

en el banco de secuencias, y la encontramos en algunos sitios 

Incluyendo la 
, 

reglan espaciadora entre el ARN 58 y el ARNt de val lna 
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TABLE 11 

Homology bctwccn REP scqucnccs 

Mame 

Consensus 

mal E 
sucB (2) 
sucB (4) 
sdhA (Z) 
MI RNA 
hlsG 
polA 
glyA (1) 
qdhA 
qlnALG 
trpR (Z) 
hlsJ (S..t. J 
lame (ZJ 
glnS (3) 
plsB 
mtlA 
f"olA 
lacY 
uvrO 
tyr tRNA 
ndhA (Z) 
ndhA (3) 
supBE tRHA 
supBE tRNA 
araBAD (1) (S.t.) 

Sequence 

G G C 
TGCC GATGCG CG 

T A T 

GCCGGATGGC CGT 
GCCTGATGCGACGC 
GCCTGATGTGACGT 
GCCGGATGCG CGT 

TGCCGGATGCGGCGT 
CGCCTGATGGC CGT 
TGCCTGATGCG C T 
TGCCGGATGCGGCGT 
TGCCTGAT GGCGC 
CGCCGGATGCGACGC 
TGCCGGATGCGGCGT 
TGCCTGATG GGCGC 
CGCCTGATGCGACGC 
TGCCTGATGCG C T 
TGCCGGATGCGGC G 
TGCCTGATGCG CGC 
CGCCGGATGCGACGC 
TGTCGGATGCGGCGC 
TGGCGGA G GGCGT 
TGCCCGAT GGCAC 
TGCCTGATGCG C T 
T G G e G G A· T G T G G e A T 
TGTCGAATGCGATGT 
TGTCGGATGCGACGC 
TGCCCGG TGGC AC T 

46 

•. '<"; .,.,. ~-:";;.,·;-;,; .. : .. ;t~:í.,-~~~~·-"-
_._:!.;:·: .......... ~·-·-·--· .• ..:...~ 

G e e 
o to 6 nr e G e r T A r e G G e e r A e 

A T A 

GA ACGCCTTGTCCGGCCTAC 
TGAC GCGTCTTATCAGGCCTAC 
TTTAACGTGTCTTATCAGGCCTAC 

GA ACGCCTTATCCGGCCTAC 
GA ACGCCTTATCCTGCCTAC 

GA 
T 

A A A T 
GA 

GCG CTTATCAGGCCTAC 
ATGT TTATCAGGCCAAC 
ACGCCTTATCCGGCCTAC 
ACG CTTATCAGGCCTAC 
GCGTCTTATCCGGCCTAC 
AGGCCTTATCCGTCCTAC 

T GTG CGTGTCAGGCCTAC 
TTGC GCGTCTTATCAGGCCTAC 

A A A 
T 

e G G Te 
G 

T 
e 

A A 
T G A C 
T Ge e 

ACG CTTATCAGGCCTAC 
ACGCCTTATCCGGCCTTC 
GCG CTTATCAGGCCTAC 
GCGTCTTATCCGGCCTTC 
ACG CTTATCCGACCAAC 
GCG CTTCTCCGCCCAAC 
ACGT TTA CCGGGCCTAC 

TCTTATCAGGCCTAC 
ACGCCTCATCCGCCCTTG 
ACGTCTTATCC 
GCGTCTTATCCGACCTAC 
GCGT TTA CCGGGCCTAC 

Nuch:otidc scqucnccs of thc conscnsus REP scqucncc comparcd with thc REP scqucnccs shown in Table: t'. Thc rightward a.rrow 
indicatcs thc oricntation of REP scqucnccs with rcspcct to thc idcntificd proximal gene. Thc numbcrs in parenthescs idcntify REP 
scqucnces in thosc units wherc cxist more than two ofthcm. All nuclcotide acquencc datii are from OenBank (September. 1984). except 
ma/E. hisG. sucB and sdhA. which are from Stern et al. (1984). 

.· -~ 

,~1· : . 
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TABl.R 111 
Hon1ohl~· bctwct:n R.EP scqucnccs 

Name 

' - . . 
· Consensus 

sucB (1) 
sucB (3) 
sdhA (1) 
sdhA (3) 
hlsJ 
aroG 
polA 
glyA 
gdhA 
gJnALG 
tr-pR (1) 
trpR (3) 
lame (1) 
Jame (3) 
glnS (1) 
glnS (3) 
dhuA (S.t.) 
pJsB 
ndhA (1) 
tyr 'tRNA 
M1 RNA 
hisG 
ara BAO (2) (S.t) 
araBAD (3) (S.t.) 

SeQuence 

·-··-' 
: . :·G >J,'_: ·. _.,J .. G .;. •. · T ~--.-. 

G T A G G e e .G A T A A G e G······ o to 4 

. t?~lÍJt{;:·~~.&"~ t{~@1~k:· . 
g ~: t ~ ~ ~·g g fl tf~:-~iN~~:· 
GTAGGCCTGATAAGACGC GCAA 
GTAGGCCTGATAAG CGC 
GTAGGCCGGGCAAGGC 
ACAGGCCTGATAAGTCGC 
ACGGGCCGGATA CGC 
GTAGGCCTGATAAG CGT 
GTAGGCCGGGCAAG CGC 
GTAGGCCGGAGCAGG T 
GTAGGCCTGATAAGACGT 
GTAGGCATGATAAGACGC 
CTGGGCCGGATAAGGCGT 
GTAGGCCGGATAAGGCGT 
CTATGCCGGATGG GGCGT 
GCAGGCCGGATAAGGCGT 
G T e G G e e T G ATT A ATG G e A e 
GTAGGCCTGAGAAG CGC 
GTGGGTCGGATAAGGCGT 
GTAGGTCGGATAAG CG 
GTAGGCCTGATAAG CGT 
GTAGGCCGGATAAGGCG 
GTAGGCCGAATAAGGCAT 
GTAGGCCGGATAA GCG 

A C 
G C A 

e 
A 

G A G T 

G G CA 
T T 
T T 
T T 

T C 
G A T 

A 
A 

e e 

T T 
A A 

T 
C G e A T e e G .G e A ..... 

A 

i:· G e e T T ..... ¿ T e e G G e 
ACGCCG CATCCGAC 
GCGTCG CATCAGGC 
A G CG CATCAGGC 
A GCCGC CATCCGGCG 
GCGTCG CATCAGGCA 
A CATCCGGCA 
A G CG CATCAGGCA 
GCGCC C CCGGCA 
G e T e T e e A A e GTG A A 
G G CG CATCAGGCA 
G e G T e G e A T e A G G e G 
ACGCCG CATTCGGCA 
ACGCCG CATCCGGCA 
ACGTCG CATCCGGCA 
GCGCCG CATCCGGCA 
A GTCG CATC GGAA 

CG CG CATCAGGCT 
ACGCCG CATCCGACA 
A G CG CATCCGACA 
A G CG CATCAGGCA 

ATGTCGC CATCCGGCA 
GCGC CATCCGGCA 

Nuclcotidc scqucnccs ofthc complcmcntary conscnsus REP acquenccs and orthc uanscriptionaJ uniu shown in T.::1.blc J. Thc symbols 
are as in TabJe Il. 
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TABLE IV 

• o to 6ao • 

Uo C•GD A 
G•C 
Coa 

A o G•Co U 
a 0 c 

e u 
G U 

u ... 
AoU 
GoC 

UoG~o& 
C•a 
e.a 

U G<oCCUA C 

A 

Uo C.GoA 
Goc 
e.a 

AoG-cou 

º"" A G 
A UeAC ... t---•I> 
A.U 
G-C 

U o G-<.oA 
CoG 
e-a 

GU AG G•CA 

B 

:.,. .. ~.,--
CoG 
&.u 
Uo& 
C•G 
a oc 
G•C 

ADC•GoU 
CoG 
u.& 
&.u 
Uo& 
U·A 
C•G 

UoC-GaA 
a.e 
CoG 

AoG.cou 

U o C•Go A 
GoC 
e.a 

AoG•cou 
GoC 
C.G 
G-C 
U•A 
&.u 
G-c 

U o G•C o A 
C•G 
C•G 

~:; 

e 
F~g. ~· Stcm and loop structurcs that can be potcntiaJly formcd 
W1th1n thc REP consensos scqucnces. Str-uct.urcs A and B. wcrc 
gcneratcd f~orn consensus scqucnces prcscntcd in Tables II and 
111. rcspcct1vcJy. Stru~urc e was gcncratcd by pairing St.rUct.urcs 
A and B. Note that the paircd rcgions of A and B are idcntical · 
conscrvcd scqucnccs CUAC and GUAG. found at tlJc 3• end U: 
A and at thc s· cnd in B. and also thc central bubblc on cacb 
struc:iurc. confcr upan them directionality with rcspcct to thc 
proxtmal gene. lt is importa..at to P?int out that the REP conscn­
sus sequen ce proposcd by Stcrn et al. ( 1984 ). is the same as thc 
REP ~nsens°:s. sequcnce in this figure (A and B). except that 
thcre. ts an ac:td1t1onal uridine at the S • end of A ánd an additionaJ 
aderune at thc 3 • cnd of B. 

REP-likc sequcnccs found as part of genes that codc for stablc RNA molcculcs 

Na me Sequence 

48 

------------------------------------------------------------------------------------------------------G G T G T C 
Consensus " T A G G e e " .. T .. .. G· e G o to •ºm e G e G e .. T e G G e A 

T A e .. e .. 
8. subti1 is tRNA t1. G e .. e G e e T G A T .. .. G e G T g A e G T C G g T g 9 t t CgA (24) 

[. colt tRNA ". G e A G G e e T G A T A A G G G T .. 9 G T e G g T g 9 t t e A (24) 

E. coli 16S RNA G T A G t e e G G A T t G G . G T ctgca .. e G T e G AcT e e . t 9 • (25) 
[. coli 23S RNA G T A . G e e ·T G e 9 A A G G e G T gt G CtG T GaggCA T e CtG G A (28) 

Al thc right margin. in parcnthcscs. are spccificd thc numbcrs ofbascs (in capital lcttcrs). out of33. that are homologous to thc conscnsus 
REP scqucncc. Non homologous bases are in lower-casc lcttcrs. 
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- -· OISCUSION 

reportedo la 

~-~"' 

clonec 1o'n 

<S~nchez-Pescador 1982>. la secuencia da 
,, 

la reglen regu1atorla 
,,,. 

y la reglen del gene que codl91ca para enzima glutamato deshldrogenasa 

de Escher 1ch1 a col 1 K-12 <Val la~~·• 19831 1984). 
, 

Tamblen se ha 

propuesto la existencia de tres posibles promotores 0 un posible sitio ,, ,, 
de unlon a CRP y un probable sitio de unlon al rlbosoma <Va11e et 

1983). 

Con el 
,, 

proposlto de caracterizar tanto estructuralmente 

como a nivel de 
,, 

regulaclon este gene, se 
,, 

determino su secuencia 

nucleot(dlca. La secuencia de 
, 

amlnoacldos deducida a partir de la 

nucleoti'dlca, revelo'una proteína const 1 tu (da por 447 residuos da 
, , 

arnlnoacldo, con un peso molecular de 48589.5 Daltones, lo cual esta de 

acuerdo con los datos de peso molecular reportados para esta prota(na 

<Sal<arnoto .2.! :..:!. • 1975 >. 
, 

El anal lsls de la 9recuencla de uso de codones muestra! 

que se usan preferenclalmente ciertos trlpletes y otros son evitados. 

En este sentido es notorio que los trlpletes CGA 0 AGA, CUA, GGG, GGA 1 

AUA, son pra~tlcamente excluidos. Es Importante hacer notar qua estos 

trlpletes ~an sido propue•tos como moduladores de la 
, 

traduce Ion de 

algunos genes y qua los ARN mensaJaros de genes 0 que por su funclo~ es 
~ -- ---~~,.. . . . . - . 

vital que sean tradu2ieios: .. ,_·¡..;.p¡demente 0 evitan el uso 

tr 1p1 e tes <GrosJean ~~,,;_·¡~'?~~~'·o~uy o.·y" aau t l er .~~- 1982 >. 
de dichos 

este gene 

,, 
El anal Isla global de la estrategia de 

,, 
codl91caclon de 

sugiere que el ARNm para la GOH de E. ~· se traduce con 



.. 

ti O 

una alta e~iciencla y que se comporta rnuy similarmente a los de 

protefnas muy abundantes en la c&lula. Todo lo anterior podría sugerir 
, , 

la existencia de una preslon de selecclon hacia este gene, aunque esto 

parece ser contrario a lo esperado, ya que se ha demostrado que cepas 

de !S- ~¡ ~- no presentan un ~enot 1 po c 1 aro y 

gene dispensable <Tyler, 1978>. 

que parece ser un 

col i se 

, , 
La secuencia de arninoacidos del monomero de la GDH de~ 

, 
comparo con las secuencias de otras GDHs. Con el -fin de 

obtener rn;:;{x i roa hornol og (a., fue nec:esar i o introducir espacios en las 

secuencias. Con los l(mites impuestos por este alineamiento, podemos 

observar una excelente homolog(a entre las secuencias de§..:: col I y N. 

c:rassa. El examen de estos datos indica que muchos de los res1duos 

conservados probablemente tienen una importancia con-forrnac 1ona1 
, 

mas 

que catal (tlca e: orno ha sido sugerido por Srn 1 th ~ .!!..! ( 1975 ) • y 

Bl umentha 1 ~ ~ < 1975). Por eJempl o la mayor· (a de 1 os 37 res l.duos de 

glicina conservados· entre ~ c:rassa y..§..• ~ deben ser Importantes 
, 

para 1 a con-forrnac: l on • ya que se ha demostrado que los residuos de 

glicina se encuentran generalmente en porciones no helicoidales de las 

prote fnas. 

La 

encuentra en la 

prote (na Incluye 

mayor homol og ra 

primera mitad del 

entre estas 
, 

rnonornero. 

cuatro prote(nas se 

Esta 
. , 

secc1on de la 

un residuo de 1 lslna altamente reactiva <Blumenthal 

1975) en 
, 

la poslcion 128 de la secuencia de E. ~- Tamb 1 ~n 

Incluye probablemente la 
, 

reglen Involucrada 

«c:e~oglutarato y en la actividad c:atal(tlc:a. Estas 

en la 
, 

unlon 

suposiciones 

del 
, 

es tan 

apoyadas por estudios de rnod i -f l cae: i cin qu Írn i ca y mutantes <Brett ~ .el• 

1976; Jul 1 i ar-d y Smlth, 1979; Haberland y Smlth, 1980¡ Austen et 2-!.• 
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1980; Ashby ~ ~· 1981 >. 

~ , 
A.dem•• da ,,,.1 •• .. 1 dent 1 ditdea observad••• un Qran numera d• 

1 os subst 1 tu to• pr~~:~.~J:',;:,.:,~:l •mo 

coe91clente de accesibilidad (Cid~!!..!• 

cilr~cter da hldrofoblcldad y 

observaciones 

sugieren que estas protefna• pueden ser mas homC::logas entre s( a nivel 

tridimensional que a n lvel de su secuencia de •mlnoá"cidos. En este 

sentido y utilizando el m.:todo de Cid~~· 
,,. 

(1982> para la predlcclon 

de estructura secundaria de proteínas, hemos encontrado que en algunas 

regiones donde la secuencia 
, 

da amlnoacldos entre~· y bovino no 

se conserva <pero Si se conserva entre ~ cra&&a y~ .5.E!l_! >, ambas 

pro te i"nas pueden 9orrnar la misma estructura secundarla <datos no 

mostrados>. 

, ~ 

Reglen de regulaclon 5'. 

, 
El anal lsls de la secuencia <•praxlmadamente 200 pb> de 

, 
la reglen lnrnedlatarnente anterior al 

, 
ceden da In le lac ldn del gene 

<Fig. 1 de esta Tesis>, ha permitido proponer la existencia de tres 

posibles promotores por criterios de secuencia consenso <Valle~ ~. 

1983>. Estos supuestos promotores han sido denominados P1 1 P2 y P3 1 enl 
, 

relaclon al orden que guardan con respecto a la metionlna Inicial, 

siendo P1 el mas cercano. 

Estudios de transcrlpclon In~. Indican 

fragmento Taql-

presente en este 

Por 

Hp•l 1 .· ."CFIQ. l >, une ARN 
~-r4i:~~~~ ~ •-. ' . 

c••a'.'t.9P..'(.,=p1"""'<Y•11• ~ Al, 

~{~~-~:~~::~;-.~[~~~ ·-.~ 
otro i,_1 •d,a¡ ._ en° exper 1 mantas 

pollm•r••a· 

,.,83>~ 

El 

al 

que el 

promotor 

fragm•nto 

Hpall-Hpall, clonado en el sitio de ClaI del plasmldo pBR327, ensayado 

en 
, 

minlcelulas 
, , 

da un peptldo de 63 amln8acldos Independientemente da 



'; ~ 

, 
la orlentacion en la que se ~=ya clonado <Valle et 2.,! 1983) - Estos 

datos indican que este fr ~gmento contiene un promotor propio. Sin 

embargo, esto no sucede con e1 fr·agmento Taql-Hpall clonado y ensayado 

de la misma manera,, es decir, no se produce n 1 ngú'n 
,,, 

peptido. 

Estudios preliminares de mapeo por nucleasa Sl, Indican 

que baJo condiciones de cre~imlento 
,. 

en alta concentracion de amonio, 
, 

la transcripclon es Iniciada ~nfrente del supuesto promotor <Valle 

et !!...!• 1983 >. 

, 
Los datos ante- iores sugieren que la region comprendida 

entre Hpall y Taql (Flg.1), ~•esencial para 

~A-

Otros aspectos impor·tantes de 

la 

la 

. , 
expres1on del gene 

, 
reglan regulatoria 

Involucran a una serie de sec~encias repetidas directas,, las cuales 

podrían ser sitios de i nt :rac:c: i o'n con prote(nas regulatorias y/o 

conformar dominios estructurales que le confirieran una arqu 1 tectura 

especial al ADN y que es--:a tuviera alguna Influencia sobre la 

regu 1 ac i o'n de 1 a expres i cin del gene. Rec i en temen te• se ha reporta do 1 a 
, 

partlclpaclon de una serle de 5 secuencias repetidas directas 

localizadas en la reg i o'n i nmed 1 atamente hacia arr 1 ba del promotor- 2 
, 

del oper-on glnALG de Salmonella typhlmurium, en la 
,, 

conformaclon de , , 
Igual numero de sitios de interacclon con el producto pal lpept(dlco 

del gene ~G <ntrC> <Hlrschm=>n et ~· 1985>. 

Otra caracter (s "':: i ca 
,. 

importante de la reglan regulatoria 

es que tomando corno referencia al sitio de Taql <~lg.1), hacia arriba 

de este sitio, se encuentra u1a regicin rica en Ts y hacia aba Jo de 

dicho sitio, una rica en As. Esta caracter(stica podr(~ influir en la 
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arquitectura del AON. 

Se ha propuesto que la secuencia C-A<5-6>-T presente con 

una cierta periodicidad Induce un combamianto o doblamiento en el AON 

<Marlni ~ .!!...!.• 19821 Wu y Crothars. 1984). Variantes de esta secuencia 

se encuentran hacia aba Jo del sitio de Taql• sugiriendo qua esta 

r·eg 1 ori podr (a tener algd'n t lpo da combamlento y que de alguna manera 
..,. 

afectara la expreslon del gene ~A. 

, 
ldentiflcaclon del promotor. 

, 
primero, 

Los 

sugieren 

resultados 

f'uartemante 

de los 

qua 

experimentos 

al manos en 

de "' extenslon de 

condiciones de 

c:reclrnlento en gl lcerol o glucosa como fuente de carbono y 1 mM o 15 

crcmoscrna 

1 ado• en 

s 1 t lo de 

Flg. 3>, 

como f'uente da nltrcigeno. el promotor 3 as f'unclonal tanto en , · ... , ...... ~ 
como en p 1asm1 do,_. < CS520 comparada con PA340/pSAE4 >. , Por un 

-N~: ::}·'-ti':'- ~-- ,,1: ~· · :·~._,..,.., ·~ ~ 
todas 1 as cond le lona• antes•·· mene lonadas se detecta al mismo 

',:i_± .,. , ~..,.., 

1n1e:1 o da 1 • ; .. ~~!r¡;'c_f!~~I o'ri <bané:la' d• ADNc de 117 nucl eot 1 do•:"'.'." 

tanto en la cepa silvestre (CS~20>, como en la cepa con 

plrisrnldo <PA340/pSAE4). Por otro lado, las manipulaciones. hechas en la 

reg i ó'n 

uno y 

regulatorla, es decir, la lnsercló"n de un par de bases en Taql, 

dos adaptadores slnt.:tlcos de EcoRI en el nuevo sitio de Nrul, 

en las cuales el Inicio de la transcrlpcl~ se ve rnod 1 f' 1 cado por la 

. . " 1nc:orporac:1on de distintas secuencias Interpuestas entre el -10 del 

promotor 3 y el Inicio de la transcrlpc:lc5'n original, permiten af' 1 rrnar 

que el promotor 3 es el J'nlco funcional, al menos en las condiciones 

ensayadas. 

deriva tanto del hecho da que 

independientemente da las condiciones da crecimiento ensayadas, la 



, 
transc:ripc:ion se Inicia en el mismo sitio (frente al promotor 3). ya 

sea en pl./smido o en cromosoma. As( misrno, Independientemente de 1<3S 

rnan l pul ac: l ones rea 1 l zadas, 1 a transc:r 1 pe l ó'n si empre se Inicia dentro 

de 1 o 5-B nuc:le~tldos hacia abaJo de la T en la poslcló'n -a de este 
, , 

promotor. Esta observac:lon esta de acuerdo con , los datos reportados 

tanto l.!!. vi tro como in. ~ para un numero importante de genes de§.:_ 

coll <Hav1ley y Mc:Clure, 1983>, es decir, el sitio de Inicio de la 
, , 

transcripclon se encuentra generalmente dentro de los 5-B nucleotldos 

hacia abaJo de la Ten la posic:ió'n -a de la c:aJa de Pribnc>t•l. 

comprende 

transcrito., 

Finalmente, el hecho de que al eliminar 

a es\.e 

c:on ~ i rrna 

promotor <EcoRil-Taql >. 

" nuestra afirmac:lon. 

no se 

la 
, 

reglen qu<? 

detecte 
I 

ningun 

Un punto 
, ~ 

mas que nos gus\.ar1a comentar con respecto a la 

" " reglen regulatoria es la observacion de que la lnsercio'n de varios 

11 1 inkersu de EcoRI en el sitio de EcoRII, no rnodlf ica el sitio de 

inicio de la transcripcló"n con respecto a la manlpulació'n hecha en el 

pla~mldo padre <pSAE432 comparado con pSAE442; Fig. 4>. Este resultado 

"' sugiere que la 
, 

reglan del sitio de EcoRII; no esta involucrada de 

manera importante en el inicio de la 
, 

transcrlpcion a partir del 

promotor 3. Sin embargo, es Importante hacer notar que la intensidad 

de 1 a banda ·es menor que 1 o que se esperaba. Esto podr (a Indicar que 

se 
, 

esta teniendo un "' efecto parcial sobre la transcripc:ion del gene 

~A a partir del promotor 3. 

Para continuar con el estudio de este posible efecto, 
, 

actualmente se esta manipulando el pla~mldo que 11 eva el gene completo 
, 

<pSAE4 >, con el obJeto de reproducir la rnanipulac:ion, es decir, la 
, 

inserc:lon de varios "1 inkers" de Ec:oRI en el s~tio de 'Ec:oRI 1 de la 
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, 
reglen regulatorla dal gene, y determinar al nivel de transcrito 

aspee ( f' 1 ca, la actividad aspecÍf lca de GDH, al 
, 

numero da copl•• del 

p1a'srn\do 9 para saber a qu~ niv•l •• •• t.~(. •••ct•ndo la exprealÓn del 

gene, si es que r-aalmanta •a está' a .. ec.ta~·do da manera Importante. 

El 

regulatorla es 

sobrelapado con 

··.-~~ 

, 
ultimo punto 

el relativo 

.. 
al 

con•lderar ref'erente 
, 

a la reglen 

posible .altlo de un 1 d"'n a CRP, 

el -35 del promotor 3 <Flg. 1>. La participación de 

CRP en la regulacló"n positiva del 
, 

gene ~A da ~- .s.E..!J. a.ata reportada 

en la l lteratura <Prusslner ~ !!:!• 1972>. 

, 
Dado que la reacclon catal Izada por la GDH, Involucra 

, 
tanto a 1 rnetabol 1 srno da n 1 trogeno como al de carbohidrato• sería de 

esperar que el gene que codlf lca para esta enzima estuviera regulado 

por CRP. 

Va ha sido discutido que al meno& en las condiciones de 

crecimiento ensayada.a en el presenta trabajo, todo parece Indicar que 

e"t promotor P3 es el Único funcional, al meno& en la condiciones 
~ / 

metabol leas probadas. La ublcaclon del sitio de CRP sobrelapado con el 

al menos en esas cond 1c1 one&\ -35 de este promotor Indica que 

rnetab61 leas, la activacl~ por CRP no es clara, en 9uncló"n de que no 

se han detectado transcritos que Inician en P2 o P1. Sin embargo, no , 
se descarta la posibilidad da qua en otras condiciones metabollcas P2 

o Pl puedan &er utll Izados. 

,, - -. .;..'. ··- . 
S 1 P3 f'u~r~ al un 1 c:o .t" promotor f'unc 1ona1 • el af'acto 

ac: t 1 vador da CRP sa pod~ (a · a:><p 1 1 car ~" '. •t~c 1 Ón da qua • .... ha demostrado 

que el complejo CRP-AMPc, 
.,·- .. ;.· .. 

puede .f.~nc._I onar como 

una 
, 

f'unclon de anti terminador <Guldl !!.!:_ ~• 

actlvador •l ejercer~' 

1984>. 
, 

Una e>epllcaclon 
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alternativa para el e•ecto ac:tivador de CRP, es que se pueda pegar al 

mismo si tic que la ARN pal lmerasa pero en la cara contraria del ADN. 

En este sentido, ha sido demostrado que el 
, 

producto pal lpeptidlc:o del 

gene CII del fago lambda activa ciertos promotores de .tste, cuando se 

une en la otra cara del ADN con respecto a la ARN polimerasa <Ho , 
1983). Aun mas, existe al menos otro caso en el que un sitio de 

CRP sobrelapa el -35 del promotor y tiene un papel de ac:tlvador <Musso 

~ tl• 1977). 

Reglan •lanqueadora 3'. 

trlplete de 

El " analisis 

term 1nac:1 O"n 

de aproximadamente 800 pb 
, 

despues del 
, ... 

del gene estructural ~A, no revelo ningun 

•rente amplio de lectura que permitiera la 
,, 

c:od 1 f 1 cae: 1 on de otro 
, 

pal i pept 1 do, lo cual sugiere que este gene no forma parte de un 
,, 

operen. Basado en este supuesto, es de esperarse la existencia de un 

ter-minador- de la transcripcio-:=.. 

,,. 
El anal is is de la secuencia de los primeros 200 pb de , 

esta reglan flanqueadora 3' del gene ~A, revela que un transcrito 

que porte esta sec:uenc:la, tendr(a la capacidad potencial de •armar 

diversas estructuras secundarlas. Una de ellas, una estructura estable 
, , 

de tallo y asa, empezando a 87 bases despues del c:odon de 
, 

termlnac:ion 

<Flg.5>, ti ene 1 as caracter (st i c:as de un term 1 nadar ~ 1 ndepend i ente 

<Adhya y Gottesman, 1978; Holrnes et!!..!• 1983>. 

Empezando 

encuentra 

can la 

Otras estructuras alternativas son 

a 8 
, 

nuc:leotidos 
,, 

despues del 
,, 

una.sec:uenc: i a marc:adarnente homologa 

... 
e: o don 

(28 de 

de 

las siguientes: 

29 

, 
terrn i nac 1 on, se 

i dent 1 dades >, 

sec:uenc: i a consenso propuesta por H 1 gg i ns et !?..!.·., ( 1982 > • corno 
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un elemento regul atar 1 o novedoso de lo• gene• procarlotes. Esta 

secuencia tamb 1é"n tiene la capacidad potencial de Por mar una 

estructura de tallo-asa en el ARNm. 

Recientemente, Gllson .!!!, ~-.<1984>, han reportado una 

i'arnl 1 la de secuencias pal lndr~mlcas dispersas en el 9enoma de~ ~\ 

y .2...-- typh 1 mur i urn. Estas secuenc 1 as 11 amad•• un 1 da.des pa 1 1ndrci'm1 cas • 

tienen una secuenc 1 a consenso similar a la del elemento regulatorlo 

"novedoso" de Hlgglns ~ !!..!.• • <1982). 

Por otro lado, Stern .E!.~·• (1984>, han publ lcado una 

secuencia consenso llg~~amenta dl••r•nte par• ase elemento, la cual ha 
~ . ,':ft ...... :~\¡,;-;~: ~~('.l'"'.·~~· _:_:,..,~._·...r,:..,, 1·•i:-:· l ·-'.~·->"" 

s Ido denominad• secuénc'I•' REP .::<r•p•t lt lv•. •x-r•e•nlc pal lndromlc > • 
. _¿j¡~~~J~'.::;;"'1- , ::::::.· 

Dicho elemento extragenlco •• da alrededor de 3~ nucleotldos da 

largo, incluye una secuencia repetida y puede ocurrir en coplas 

adyacentes 
, 

rnultlples, con orientaciones generalemente opuestas entre 

cualquier par de ellas. Aparentemente la or I en tac 1ó'n 1 

, 
poslclon y 

, 
dlstrlbuclon de las secuencias REP 1 no siguen una regla clara <Stern 

:J:. 2.1 • 1 984 ) • 

Con estas propiedades de las secuencias REP 1 se buscaron otras de 

" ellas en el gene ~A y se encontro una segunda secuencia REP, en 

sentido opuesto a 1 a pr 1 mera y separad•• entre 6 r por 34 ba&e& <ver 

Flg. 1 • publ icaclo~ sobre REP>. 
, 

Esta ul t lma '5ecuencla REP menos 

horn~loga que la primera, en relaclori a la secuencia consenso reportada 

por Stern C19B4>. E•t•• dos secuencias REP da ~A, 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 sec:uenc::ia que destaca es una que tiene la capacidad 

potencial de formar una estructura semeJante a un ARNt. Es notable que 

en esta ..11tlrna secuencia de 110 nuc::leo~idos 9 40 de ellas se encuentran 

"' en posiciones homologas a las del ARNt de gluta'mlco de E. 

< F 1 g. 2 > < Spr 1 n z 1 ~ :.l • 1983 > • 

Ster-·n ( 1984 >. han propuesto que las secuencias REP, 

podr (an estar 
, 

Involucradas en la regulaclan de la 
., 

e:t<pres ion 
, 

genet lca 

en los procarlotes. 

Con el obJeto de entender el papel de las secuencias REP en la 
,. 

determlnacion de la concentrac i o'n 

bacteriana, se 
, 

decidio 

f lnal de la GDH en 

la segunda secuencia 

e:•<per 1 mento se rea 1 izo" tomando venta Ja de 1 a pre5enc 1 a de 

la 

REP. 

dos 

, 
celula 

Este 

si tics 

" un leos de Stul • local izados a 35 y 1035 nucle~tldos posteriores al 

codo"n de terrn 1 nac i o'n y un s 1 t 1 o Ün i co de Nru 1 situado al f' 1na1 del 

gene de resistencia a tetraciclina del plC:smido pSAE4, el cual porta 

el gene ~A y sus regiones flanqueadoras 5' y 3'. 

Mediante la digestl~n con estas enzimas ~ue posible quitar 1000 

y 3000 pb de ADN del plC:smldo pSAE4. Ambos fragmentos Incluyen la 

segunda secuencia REP. 

Al determinar la actividad espec(flca de la GDH en las c~lulas 

que partan 1 os p 1 ;fsm idos der 1 vados por digestión• se pudo observar un 

decremento de dicha actividad al menos de un 30% (generalmente 50':1. >. 

1ndepend1 entemoenl;e de 1 a cornpos i c 1 o'n del med i º• n~mero de cop 1 as del 

pla'smldo y secuencias hacia abaJo de la primera secuencia REP <Fig. 3, 
, 

publ lcaclon sobre REP>. 
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Resultados similares fueron obtenido• por Stern 2!. 21.·• ( 1984). 

cuando qu'ftaron dos secuencias REP del 
, 

operan ~J-P del 

cromosoma de s. typhlmurlum. 

Otro dato s 1m11 ar· se obtuvo al efectuar una eliminación de las 

secuencias REP del gene glyA de ~ ~ <Plaman y StauPPer, 1985>, en 
, , 

dcmde tamblen encuentran una dlsmlnuclon de la actividad espec ( f' 1 ca 

del producto pol lpept(dlco codlf'lcado por el gene que se encuentra 

hacia arriba de las secuencia• REP <~A>. 

Los datos anteriores podr(an apoyar· la Idea de que en el caso de 

las el irninaciones de la segunda secuencia REP del gene ~A,e•tarfan 

la estabilidad del mensaJero de la GOH. teniendo un ePecto sobre 

Resultados prel !minares en Indican que este es el caso. 

embargo no se descarta la posibilidad da que al mismo tiempo 

sec:uencias REP., 
, 

puedan estar cumpl lendo otros papeles en la regulaclon 

del gene ~A. 

, 
Una expl lcaclon alternativa para la dlsmlnuclon de la actividad 

espec(f'lca, e• que el transcrito que carece de la segunda sacuencla 

REP, 

del 

sea 

que 

traducido '--,~~.;5·,."•f'lcl•ntem•nte. Esta •uposlclc;;"n obl lo• • 

1 as secuen~ ¡··;~) REP -?~~d l eran .1ntaracc1 onar con 1 a re.;¡ 1 on S' 

rnensaJero 
. ~. <;~·.~-:!J~.r:''.' :l.'.':;?~~~~:-.r::~;,:~=~¡·i~.' ~ "-, 

f'avorec 1 endo 1 a · entrada· del r 1 bosoma ;/· que cuando se 

quitan ·ambas o ·solo una de esta 
# 

lnteraccion quede 

des-l'avorec 1 da •. 

otra 

SI la vida media del m•n•aJero •• d•p•ndlente de la estabilidad u 

propiedad de las estructuras da tallo-asa, entonces esto abre la 

poslbil idad de que las secuencias REP sean tan Importantes como la 

Fuer-za de un promotor, para determinar la concentracl~ Plnal de una 

1 
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protel"na. 

lnteresantemente, la conservac1C:O de la secuencia nucleotÍdlca de 

las secuencias REP tanto en E. corno s. typhlmurlum, es rnuy 

pronunciada. SI cualquier estructura de tallo-asa es suficiente para 

establl Izar un transcrito, entonces es difícil 

conservado la secuencia. 

,,. 
e»<pllcar porque se ha 

Nuestro 
, 

interes por entender la importancia de la existencia de 
, 

las secuencias REP, nos condujo a hacer una bus queda de 

secuenc:.ias en el banco de secuenc 1 as <GenBank database, sept i ernbre 

1984)' usando para ello la 
, 

parte mas conservada de la secuencia 

cc,nsenso reportada por Stern ~ 2-!· • (1984): 

e 
5' CTTATC GGCCTAC 3' y su secuencia complementarla. 

, 
Esta bus queda 

A 
,,. 

revelo la existencia de 51 secuencias REP en 25 

unidades transcripcionales de un total de~ 400,000 pb de.§_. coll y.§..: 

typhimurium, anal izadas. 

Mas informacio~ fue ob~enlda de este an~l lsls. La secuencia REP 

consenso fue i ncrernentada de 32 a 33 pb y tarnb i e"n encontramos que en 

las secuencias REP consenso, las asas t 1 enen un tamaño restr l ng 1 do 0-4 

o 0-6 pb. "" Otra parte Importante de informaclon que en 2 de 9 

unidades transcripclonales nuevas presentadas en el trabajo sobre REP, 

en las cuales estas secuencias han sido local Izadas, estos tipos de 

secuencias han sido encontradas sobr·el apando reglones regulatorlas, 

e: orno en el e: aso de ~A, donde una secuencia REP sobrelapa con el 

prornotor de ~J y ~D, donde una secuencia REP esta localizada entre 

el -10 y el ATG Inicial de la sec:euencia cod i f i cadera,. Es 
, 

tamblen 
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Interesante que' secuencias tipo REP han &Ido encontradas en especies 

de ARNs estables tales como los ARNs rlbosomales lb y 23 S y tarnb 1 e'n 

en el ARNt de 1 sol euc 1 na de §..• .E2lJ. y J!: subt 11 1 s. 

Stern ~ :!!•• (1984) han propuesto alQunos posibles papeles para 

las secuencias REP. Uno da ellos el cual ya ha sido discutido 1 (neas 

arriba es el que puedan tener simplemente un papal pasivo donde las 

dos secuencias Invertidas puedan servir como una barrera contra la 

actividad exonuc1eo11'tlca 3 1 -5 1 •nivel de ARNm. Alternativamente,! 

las secuenc 1 as REP pueden af'ectar 1 a axpres 1 é"n ge"n 1 ca por rned 1 o de 1 a .. 
alteraclon de la estabilidad del ARNm sirviendo como un sustrato 

espec(flco para la ruptura endonucleo1rt1ca. Ellos argumentan que este 

podr ra ser el caso porque tala• ••cuancla& no hab(an sido encontradas 

en especies estable• da ARN. Sin amberQo, nu••tros resultados muestran 
,~ "":'...;.l·~·~.;_·_.,:.' ;,·M .. . -{ 1-' ; ~~.;. 

que al menos en las 

ARNts de tlroslna .. 
tamblen que secuencias tipo REP, 

rlbosomales 16 y 238 y en el 

importancia de encontrar secuencias 

t'ueron encontradas en los ARN 

ARNt de lsoleuclna. Creernos que la 

REP al Plnal de operones que 

codifican para ARNs de transf'erencla, recae sobre el hecho de que, al 

menos en los casos de los cperones de los AR Ns de transPerencla de 

t l rc•s ina y ~BE, las secuencias REP no podrían Involucrarse 

Pá'cllrnente o relacionarse con la establl ldad del ARN. No obstante, el 

hallazgo de estas secuencias REP y tipo REP, en los operones que 

codiPican para ARNs estables no elimina la poslbllldad de que tales 

secuencias y/o 1 a secuencia 51 BCAAATTCAATATATTGCA 3', localizada 

entre dos secuencias REP, podr(an estar Involucradas en el 

procesamiento de ciertas mole~ulas de ARN mensaJero. Esta hlp~teals 

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



secuencia ha sido localizada entre los genes que codifican para el ARN 

SS y el ARNt de vallna de Baclllus subtll Is, se ha propuesto que esta 

secuenc: i a 
,, 

esta involucrada en la 
_,, 

conf!orrnac.lon de un 1 ocus de 

procesamiento <Gegenhelmer y Aplrlon, 1901). 

Hay otros posibles papeles para las secuencias REP. Uno d~ ellos 

es que sean requeridas para proporcionar especificidad para la "' unlon 

de protefnas <Stern 1904). Ya se ha Indicado 
, 

tamb 1 en, que al 

menos en el caso de ~A, estas secuencias podrran estr·uctur-arse corno 

parte de una "' rnol ec:ul a parecida a un ARNt. Esto sugeriría que la 

mole"cula podr(a ser reconocida por una enzima del tipo modificadora de 

ARNt. Datos s 1 rn i 1 ares han si do publ 1 cadas por Ames ~ !!J.•• ( 1903), en 

el sentido de que una estructura pa..-·ec Ida 
,, 

a un ARNt se encentro 

formando parte de la 

typhimurium. Como en 

,, 
region 1 (der del 

, 
operon de Salmonella 

, 
el caso de ~A, hay una hornologia importante 

entre el ARNt de hlstidina y la secuencia de la estructura tipo ARNt. 

Ellos han propuesto que esta estructura tipo ARNt pudiera tener alguna , 
funclon ..-·egul atar i a. Aun 

, 
mas, secuencias tipo ARNt han sido 

encontradas en algunos virus eucarlotes de ARN y estos son reconocidos 
, / 

y amlnoacllados por las enzimas del huesped, a pesar de una desvlacion 

significativa de la estructura consenso 

1902). 

Un papel alternativo 

sitios espec(ficos de 
,, 

un ion 

Interesante 

de pro te (nas, 

del ARNt <Haenn i et ~- .. 

para las secuencias REP corno 

se deriva del hecho de que 

las secuencias tipo REP que han sido encontradas en los AR Ns 

ribosomales 16 y 23S, ya han sido 

prote(nas r i b o sorna 1 es espec ( i' i cas. 

involucradas en 

La secuencia tipo 

la 
, 

un\on de 

REP del ARN 

r ibosornal 16S, interacciona con la proteína S7 <Prince ,~ 2-!_, 1903; 
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Nol 1 er, 1984>; y en el caso del ARN rlbosornal 23S, la secuencia tipo 

HEP .. ~s par\:.~ de un dominio estructural que Interacciona con las 

L.7, LlO, Ll 1, L12 y el f'actor de elongaclon G <Prlnce ~ 

=.] • , 1983 > • Por 1 o tanto, un posible papel Interesante para las 

secuencias REP <<no Incluida entre las po•lble• f'unclones alternativa& 

propuestas por Stern ~ '!.!.• (l9B4>>, pudl.,..a ser qua asta• secuencias 

nuc1 eot (di cas Interaccionaran con prote(nas espec (f' 1 cas, no 

necesararnente nucleasas sino protafnas da la maquinaria general de 

traduce i ó"n de la 
, 

celula. E&to podr(a e><pllcar 
, 

porque ellas se 

encuentran no solarnente en rnole'culas de ARN rncnsaJero, 
, 

sino tarnblen en 

AH Ns 
,, 

estables tales como los ARNs rlbosomales ló y 239 o en molecula& 

de ARMt. Nos gustar (a suger 1 r que mediante la " lnteracclon 

secuer'c i as REP con enzima• modificadoras especÍf'lcas y/o 

de estas! 

proteínas 

r i bosoma 1 es pudiera modular la velocidad de la 

traduccldn y/o degradac1C:n de ciertas molé"culas de ARN mensaJero. 

Otro papel al tarnat.lvo qua tambl.:n h• sido propuesto por Starn ,!!!. 

!!!.· .. ( 1984 >. e& la· po •. lble p•rtlclpacló"n de las secuencias REP en la 
':,:_-::1·~'.f.¡;~~:··· '.:-;,, ·if: : " estructuraclon y ciro¡¡a".',J}l: .. ~c l ~~~,;~~.1, ,.,,.cromosoma, pos 1b1 amente s 1rv1 ando 

de unló"~:'¡f;!.'·~~r• ,'.'':;;~·te(nas e•pec(f'·lca&. Tale• proteínas como sitios 

pudieran anclarse al ADN o pudieran servir para del lnear dominios 

estructurales o f'unclonales. Sin embargo, esta propuesta puede 

estructur·arse de una manera d 1 Perente1 ha <sido demostrado que las 

secuencias REP forman parte de aquello• transcritos en los que &e la& .. 
ha buscado, sugiriendo qua la transcrlpclon 

Importante <Becerril et al., 19BS>. 

de 

Worcel y Burgl, (1972>, han demostrado 

mantienen la "' e .. tructuraclon y a•tabll Izan la 

e .. tas secuencla5 95 

que las f'uerzas que 

arquitectura del 
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cromosoma bac:terlano enrrollado, se deben fundamentalmente a las 

entre AON y ARN. Por tanto, as posible qua la lnterac:clones , 
transc:rlpc:lon de las secuencias REP pudiera contribuir a estas 

Interacciones. 

"' ••tan 

cierta 

homol og (a entre las secuencias REP y la secuencia del extremo 5' de 

las secuencias de 
, 

lnserc:lon J:SlOR e J:SlOL as( corno con algunos 

transposones. Se argumenta que las secuenc: 1 as REP podr Í an promover 

rearreglos entre reglones distante& del Qenoma. 

~~··han obtenido algunas evidencias acerca , 

Adlc:lonalmente, Stern 

de la 
, 

rec:omblnac:lon 

entre las sec:uenc:las REP presente• en plasmldo y cromosoma. Estos 

autores sugieren que estas secuencias pudieran promover raarreglos 
/ 

genorn ¡ cos que a~ectarfan tanto la expresio'n como la evolucio~ de los 

genes. 

PERSPECTIVAS. 

A continuación se puntualizan algunos aspectos que serán tomados 
en consideración en las investigaciones futuras sobre el gene .!U!h.A: 

En lo que respecta a la región flanqueadora 5'. se planea hacer uso 
de mutantes deficientes en la adeni 1 ato ci el asa (~-) y/o·CRP (~-). 
con el objeto de demostrar la influencia de la proteína CRP sobre la 
expresión del gene. 

Por otro lado. se harán mapeos de promotor en condiciones meta­
bólicas diferentes a las que ya han sido probadas. con la intención 
de conocer si sólo fu.Q.~J.,~:, el promotor ya mapeado o si existen 

otros promotores fur~;Jº"~º¡.e7~*~~\·.' .···'·:·· ·---·_,,. 

"'--.·~M··""'·· ···--"" :~· .. 
·;-;.~('.~~hf\~~;- ·t-

1 
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También, se harán estudios de la posible influencia de las secuen­
cias aledañas al sitio de TaqI, sobre el doblamiento del ADN, tema que 
cobra cada día una mayor atención en los estudios de la importancia 
de la arquitectura del ADN en la posible regulación de los genes. 

En lo referente a la región flanqueadora 3' se contempla precisar 
el efecto de las deleciones de las secuencias REP sobre la estabilidad 
del mensajero de la GD H. 

Otro punto relacionado que se estudiará es la posible participa­
de la ARNasa III en el procesamiento del mensajero de la GDH. 

Por otra parte, se tiene previsto estudiar la posible participa­
ción de las secuencias REP en la estructuración del cromosoma. 

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

A 2.3-kb Pstl-Clal chromosomal DNA segment. carrying the complete coding region of the gluuunate 
dehydrogenase CGI?H) stÍuctural gene from Escherlchia col/ K-12, has been sequenced. The complete amino ¡ 
acid sequence (447 residues) ofche GDH monomer has been deduced, and comparisons are made with reponed 
amino acid seque;J:i:e's'of~GDH from oilier organisms. · 
O ~ •n• ~ - 'O ... !.:;~,~-- f'~.Jl:i'.!!:• .• "-....;.P,:~:i,,>t·-··";"' -• .. "<~' 

~"""~~~~,;::,c:';:-'::::-::o:,-.. ~.,~.~,,~_~,,-,~~~~~~.,....~~~~~~~~~~~~~~~~~~-

~ ·~ •f~~:~:~:~:~i~e~ :~::~;~·~:·.NADP~ :·::~ ;th~~~:,:ia:·-::... "-..:· 1: L .:. ~:;~· ~¡'·., 
.'~k~éi~UCT10~~.:~t 

L-Glutamate dehydrogenases (EC 1.4.1.2-4), as a 
class, catalyze the interconversion of oc-ketoglutarate 
and L-glutarnic acid: 

a-ketoglutarate + NH4 + 
+ NAD(P)H=L-glutamate NAD(P)+ + H 2 0 

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

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

.,. Dcdicatcd to thc mcmory of Ahmad l. Bukhari. 
•• To whom corrcspondcncc and rcprint rcqucsts should be 
mailccL 

Abbrcviations: bp. base paira; ODH. aJ.utam.atc dchydroacnasc: 
kb, kilobascs or kilobuc pain. 

0378-1119/84/$03.00 C 1984 Elsevicr Scicncc Pu.blishcra 

function with both. lt is essential to note, ho\vever, 
that lhese 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 I 
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 reponed 
between the prokaryotic E. co/I and the eukaryotic 
Neurospora crossa NADP-dependent GDHs (Mattaj 
et al., 1982; Valle et al., 1983). 
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We have prevlously reportr.d the nucleotide se­
quence of the regulatory and amino-terminal coding 
reaions of the E. col/ gdM aene (Valle et al., 1983). 
In this paper, we report the complete nucleotide 
sequence ofthis gene and its flanking regions. Amino 
acid sequence comparisons between the E. co/i 
GDH deduced sequence and the enzyme sequences 
from other organisms are also presented. 
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MATERIALS AND METHODS 

(a) Bacterlal stralns. plasmlds and phaaes 

Bacteriophage Ml3mp7 and its permissive host 
JMlOl [rhl, supE LJ(proAB-lac) F' (traD36, proAB, 
lacZMIS, /ac.1")) were obtained from J. Messing. 
Plasmid pSAE4 has been prevlously described 
(Sánchez-Pescador et al., 1982; Valle et al., 1983). 
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Fig. l. Physieal map ofthc linear form (EcoRI cut) ofplasmid pSAE4. Thc horizontal dashed Une rcprcscnts thc vector pBR322. and 
thc thick bar rcprcscnts thc locatlon ofthc gdllA gene with 3• and s• cnds indicatcd at thc lowcr parL DifTcrcnt DNA íragmcnts from 
thc plasmid wcrc subjcctcd to scquence analysis with the strategy indicated in the lower ponion of thc figure. 
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un• its pcrn1issive host 
'ac) F' (traD36, proAB. 
iin - írom J. Mcssing. j 

' I •viously described · 
l82; Valle et al., 1983). 

7 
- --'-- Kb 

\ 
\ 

\ 
\ 

\ -, 

EcoRI 

pSAE4 

\ 

.·. ~iiifcw ·_[?' PvuI 

• ! -
=Hc--'JI Y =TaqI 

•Hi:-~lt T= Sou:3A 
s thc vector pBR322. and 
cnt. NA fragm.c::nts from 
irc. 

(b) Enzymes 

Restriction enzymes Hpall, Haelll, C/al, Sau3A, 
Taql, Hpal Hincll and .A.ccl were obtaincd from 

-~ •I~ 

cc•••TCUiCA AAACTTTA•c a1cTu••TT ATC•CAATt1 GGTTATGAGll. TT•eTCTCGT -·-cnacTTACC 

ltli GU CAG ACA 
1111 11.IP GI• t"r 

BRL, lnc. Pstl, BamHI and T4 DNA ligase were ;:! !~! f!: ~: !~: l~ f!~ :!~ ~~! ~!~ i~! t!~ i~~ ::; ~~: !!! i~! ~~~ :~: i!~ 
purified aCCOrding to , tbe ... methods describcd by • '. •? 'ac& CAA liCC H1 caT a&A a18 8Ta ACC

1
':'°cA etc tH CCt 11'1 en U.A CAll. llllt CU ·1· 
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Procedures describid. bv !eeidccker')et '81/ (1980 . ~ r r ..... .J,•• ... w. .... t•.r L•• ~·:• ••• -· ·~· ••e ..... Pre Hr . •••••• L•• ~er 

. - ·- • .... f .. t.-t111t1o1.•· •·l .... .,.~,•,, -'!•·...-t. A\-11'.\.•·-d""'"~"·J'" ·' ·~.J ·· ~'° · 
-and Messing et al .. (198l)were uüd to"dctermine the ~:·'· ~l!~f!: t:! it! f!: ~ ::: tt: i~ ~!~ :~ t:! :!! :~~ f!: ~~! ~~! f!: ~~: ~!~ 
nucleotide sequences ofvarious restriCtion fragrncnts .. e .. ,. set ,.,.. He .. e .. e ... ,. ne ... , cea ••A n• AAA •GC "'"" H• c..u c..tro a.re.. 
cloned in Ml3mp7. Haelll. #pall, Taql or Sau3A "'• ª'• ••• Ln ••• ••• Hr A••'"• A•"' •r• '-•• '"1• '"'" s.r ••• '"'' " .... , "' ... 

DNA fragments, derived from plasmid pSAE4, were i:: ::! ~;~ ~~= :~: f!: ~!~ ~~! ~;: ~!~ ;:! i~~ ~~~ ~!~ ~t~ :~: ::; :~~ ::~ :!~ 
cloned into the Ml3mp7 vector cleaved, respectively, _ •w 

with Hincll, Accl, Accl and BamHI. ~~: i~! ~t! :!! ~1~ ~t: ~!I ~t! !t! ~~¡ ~t~ ~!~ ~t; :!! !!~ i~:1t; ~!~ ~!~ ~:! 

RESULTS 

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

A detailed restriction map of the gdhA. gene of 
E. coli K-12 is presented in Fig. l. The Clal-Pstl 
fragment from plasmid pSAE4 was digested with 
Haelll, Hpall, Taql or Sau3A endonuclease, and 
the DNA fragments obtained were cloned into the 
phage Ml3mp7 as described by Hcidecker 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 gdM gene 
and its flanking regions. The amino acid sequence of 
the GDH monomer, as deduced from the nucleotide 
sequence ofthe gene, is also presentcd. 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 amino acid sequence comparisous 

A comparison between the GDH amino acid 
sequcncc deduccd &om the E. coll 11cne eequencc., 
with the corresponding parts of publishcd amino 
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GtHtAAATG. CCTGlltGGeG eTACGCTTAT CACOCICCt•CA •aTGGIOeAC• 

1- l'M 

ATTCAtTGCA 11.TT•CliCtCT AAtlitAGG.CC GGGCAll.GCGC AGCGCCCCCG GCll.AAATTTC AGliCQ.TTTAt 

GAGtAtttAA CGG•tGATGC tCCCCACGG.A ACAt1~TtA TGGGCCll.11.CG GCll.TTtCttA c¡G.T•GTGCT 
ano 1.00 

CCCAAAACtG CTTGtCGTAA CGAtllACACG CTTCll.AGTTC AGC•:.c.:,GtT •llCTTtetlie GG.11.CTCACGt 

ACGCAGCACT ATGCCAGTAA AGAAATCCCA tftliAC'fAtT TttTtliATAA TCtTCtTCGC ttTCGll•CA• ·-CtcGTliCGCC TtTCGAGAAli c•••CaTTAT ••••tGce•G GCC•GttctT Cttca•ttG.t CCCG.TTTTG.• 

Fia- 2. Nuclcot.idc acqucnec ofthc gdhA acnc from E. coll K-12. 
Nwnbcrina ofresidues beain• with thc fi1·st A ofthc initial ATG 
mcthioninc ~on. A possiblc ribosomc bindina sitc at positions 
• 15 to -11 i• undcrlinod. 

acid sequcncca.of'"GDHs fi'om other or¡pmiama ·ji:"' 

(Julliardand S~th,~1979);is ~hown in !'"i&· J. Asean 

~ ~:: ·:MJ ::ji~i.;:~E~ ... 
be seen in this figure, the E. coli and N. eras.Ja 
NADP-depcndent GDH monomers have approxi-
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Fig. 3. Compnrison of amino acid sequenccs or thc GDH monomer from E. coli (E). N. crassa (N). bovinc (B) and chickcn livcr (C). 
Numbcring rcfcrs to thc E. col/ sequcncc. Data for sources other than E. col/ are from BlumenthaJ et aJ. (1975). ldcntical amino acid 
scquenccs are boxed. Tbc scquence ofthc chickcn cnzyme (aolid Une) is idcntical to that ofthc bovinc. cxccpt at thc positions whcre 

spccific substitutions are shown. 

Table l 

Codon usagc frcqucncy in tl 

Arg CGC - 12 
CGT - 9 
CGA- 1 
CGG- O 
AGG- O 
AGA- O 

1 
. 1 

Lcu ero - 18 
crr - 6 
crA - 3 
TI"A - 1 
ere - 6 
TI"G - 1 

Ser AGC- 6 
TCA - s 
TCT - 4 

TCC - 5 
AGT- 1 

TCG - 1 
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~pt :1t lh~ positions whcre 

~ Table 1 

Codon usagc frcqucncy in thc gdhA. gene from E. coll K-12 

Arg CGC - 12 Ala GCC- 16 
CGT- 9 GCA- 10 
CGA- 1 GTC - 8 
CGG- o GCG- 13 
AGG- o 
AGA- o Gly GGC- 22 

Lcu CTG - IS 
GGT- 21 
GGG- 4 

CTT - .6 GGA- 2 
CTA - 3 
TTA - 1 
CTC 6 Pro CCG - 12 

TTO - ccc - o 
CCT - 2 

Ser AGC- 6 CCA -

TCA - s 
TCT - 4 Thr ACC - 11 
TCC - s ACT - 6 
AGT- l ACA- 4 
TCG - l ACG-

mately the samc number ofresidues (450), wbile the 
two NADP-dependent monomers are composed oí 
501 residues. Furthermore, the E. coli and N. crcusa 
GDH monomers are more homologous to each 
other than to the NADH-dependent GDH mon­
omers. 

(e) Codon usage frequency 

Table 1 shows the codon usage frequency of the 
gdhA gene. As can be seen, there is preferential 
codon usage, similar to those genes whose mllNAs 
are efficiently translated (Grosjean and Fiera, 1982; 

. Gouy and Gautier, 1982). ~ .. t ,~· 1P; t."·rr.;J ~~:''1~·.~,l~1 J , . -~~;f.i,;¡,H¡;;·: 
j 01~c::uss10N · 

We have reported the cloning and nucleotide se­
quence ofthe 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' cnd of the gene, of three putativo promoters and 
a putative ribosom.e-binding site for this gene. Un­
published results, using S 1 nuclease mapping. indi­
cate that under high-ammonium growth conditions, 

Val GTG- 9 Olu OAA- 23 
GTC - 8 GAG- 8 
GTT- 16 
GTA- 4 His CAT - 6 

CAC - 4 
lle ATC - 12 

ATT - 4 
ATA - 1 Lys AAA- 18 

AAG- 4 

Asn AAC- 9 
AAT- 8 Phc TTC - 11 

TTT - 11 
.Up OAT- 14 

OAC- s Tyr TAT - s 
Cya TOC - 3 

TAC - s 
TOT - l 

Mct ATG - 18 

Gin CAO - 15 
CAA- 8 Trp TGT - s 

transcription is initiated from putative promotcr P3 
(Valle, F .• Becerril, B. and Bolívar, F .• manuscript in 
preparation). Another interesting characteristic of 
tbis gene is that it lacks the typical transcriptional 
attenuation regulatory fcatures present in vario{is 
amino acid biosynthetic operons (Yanofsky, 1981). 

The nucleotide sequence of the gdhA gene, pres­
ented in Fig. 2, shows an open reading frame 
containing 1341 bp starting with an ATO at position 
+ 1 and ending with a TAA triplet. This region can 
encod~ far a polypeptidc chain 447 amino acids long. 
Examination ofthe DNA scquencc at thc 3' end of 
thc structural gene (approx. 200 bp) reveals an RNAI 
transcript carrying this regían with the. capacity to 

· form different secondary structures. One oí them. a 
'"iitable'stem and loop atructure 87 nuclcotides'after 

.. ~e.U.AA stop codon, has the general characterlStics· · 
óf ír-rlw-indepcndent tCrminator (Adhya lllld Gottcs­
ñi'"añ~: 1978; Holmes et al.~ .1983). iJi~EMrJ';in.o• _¡.1 

Higgins et al. (1982) have recently proposed a 
novel regulatory elemcnt or prokaryotic genes. This 
element consists of a long dyad symmetry which, 
once transcribed, could form an exccptionally stable 
stem-loop structure with a stem of up to 36 bp. In 
this reglon. smaller palindromic units sorne of which 
overlap with the main symmetry, are also found. The 
nucleotide sequence or this element is greatly con-
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served and has been localized at intercistronic . substitutions in the sequence conserve the same 
regions of severa! E. coli operons and al so following~ c.-iiaiáCt~of ,bÜlk hydrophobicity and accessibility 
the trpR gene. In this regard lt is intereaúns·. to~eó9'ne1.nt'tcaci'!él 81:;'; 1982). Th•H obaervations 
mention that, beginning at position 1352 (8 bp' after .. ~.iiúgeat'' di'át"tiieii'e- PfOtems could be even more 
the T AA codon) of the gdhA gene, it is possible fo'«;lf',;~. homologo~s tÓ eáCh other at the tridimensional leve! 
find the same kind of structure with remarkable ,.,,,,- than in their mÍliÍlo:acid sequence. In this regard, 
homology (28 of 29 identities) with the consensus using the'method descnbed by Cid et al. (1982) for 
sequence proposed by Higgins et al. (1983) (Fig. 2). the prediction of protein secondary structure, we 
Experiments designed to determine whether this have found that in sorne regions, where. the amino 
region acts in the regulation ofthis gene are currcntly acid sequence is not conservecl between the E. co/i 
underway. Jt is also important to mention that and the bovine GDH monomers (but conserved 
analysis of approx. 800 bp at the 3· region of the between E. col/ and N. crassa), both proteins could 
gdhA structural gene did not revea! any long open form the same secondary structure (data not shown). 
reading frame in any of the three phases. This sug- Table 1 shows the codon usage frequency of the 

1 

gests that the gdhA gene of E. coli is not part of a E. col/ gdhA gene. As can be seen, there are certain 
classical bacteria! operon. codons that are infrequently utilized and others such 

The amino acid sequence of the E. coli glutamate as CGG, CCC, AGA and AGG that are not uscd at 
dehydrogenase (NADP-dependent) monomer re- ali. It has been proposed that sorne of these codons 
ported here is compared, in Fig. 3, with the se- may act as modulators of mRNA translation in 
quences ofthe GDH monomers from N. crassa, and E. coli (Grosjean and Fiers, 1982). The absence of 
bovine and chicken liver. To obtain maximal horno!- thesecodons in thegdhA gene of E. colimay indicate 
ogy, it was necessary to introduce small gaps in the the · existeoce of strong evolutionary pressure for 
sequences. Within the limits imposed by these align- maximal expression ofthis gene. Ikemura (1981) has 
ments, we can see excellent sequence conservation proposed a balance between selection for optima! 
among Lhe GDH monomers from E. col/ and codons and the mutational process such that. when 
N. crassa. Less homology is observed between the a gene does not have a high translational rate, selec-
bovine and E. col/ proteins. Examination of these tive pressure is weak and the mutational process muy 
data indicates that many of these residues are pro- b!ur its elTect. On the other hand, for highly express-
bably conserved far conformational importance as ed genes. the pressure is stronger and optirnization 
opposed to catalytic effects (Blumenthal et al., occurs. However, the notion that the gdhA gene is 
1975). For exampie, as pointed out by Blumenthal underastrongevolutionarypressureisnotsupported 
et al. (1975), the majority of the conserved g)ycine by the fact that this gene does not appear to be 
residues between these GDH monomers must be absolutely neeessary for the growth of E. coli cclls. It 
important for conformation, since it is well known has been shown that glutamate can be synthesized by 
that glycine residues are generally present in nonheli- the g)utamate synthase enzyme, and gdh - cells do 
cal portions of the protein structure. not appear to be at a metabolic disadvantagc. 

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 lysinc rcsidue (Blumenthal et al., 1975) at REFERENCES 
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SUMMARY 

Deletions of the 3' flanking DNA region of the glutamate dehydrogenase (GDH) structural gene from 
Eschen"chia coli K-12,. have becn produced on a plasmid that carries the complete gdhA gene. Those deletions 
include part ofthe repetitive extragenic palindromic (REP) sequences proposed by Stern et al. [CelJ 37 (1984) 
1015-1026], as a novel and majar fcature of the bacteria) genome. The eITect of these deletions on the final 
GDH level in the ceU. has been determined. A broader compilation, analysis and altcrnativc functions of the 
REP scquences, is also presented. 

It<ITRODUCTION 

Glutamate dehydrogenasc (GDH; EC 1.4.1.4) is 
an important enzyrnc bccause it provides a route for 
incorporation of nitrogcn into organic compounds 
and thus a link bctwcen carbohydrate and aa meta­
bolism (Tyler, 1978). \Ve have previously reported 
the DNA sequence of 1934 bp consisting of 193 bp 

• To '":hom correspondcnce and rcprint requests should be 
mailcd at Apartado Postal 70479. ~1Cxico o...is 10 D.F. (MCxico). 

Abbrcviations: aa, amino acid(s); hp, base pairs; EtBr. ethidium 
bromidc; GDH. glutamate dchydrogcnasc; kb, kilobascs or 
kilobase pairs; ORF. open rcading framc; NH mcdium. non­
nitrogcn minimal salts rncdium; nt. nuclcotidc(s); R, rcsistancc; 
REP scqucnce. rcpctitivc extragcnic palindromic sequcncc · 
(Stcrn et al., 1984); Te, tctracyclinc. 

0378-1119/85/S 03.30 <D 1985 Elscvicr Sciencc Publishcrs 

upstream ofthe A TG start codon for the E. coli gdhA 
coding sequence, 1341 bp encoding the 44 7 aa of the 
GDH monomer and 400 bp dov-.-nstream of this 
coding sequcnce (Valle et al., J 984). We pointed out 
that an RNA transcript carrying thc sequcnces 
located at the 3 · end of the structural gene (approx. 
200 bp). has the potential to forro difTerent secondary 
structurcs; howcvcr., it is not knO'\VYl ""'here the cnd 
of the GDH transcription unit is located_ One of 
such secondary structures beginning at position 1352 
(8 bp aftertheTAA codon) ofthegdhA gene. showed 
a rcrnarkablc homology (28 idcntitics out of 29 bp) .. 
\Vith thc conscnsus scqucnce proposed by Higgins 
et al. ( 1982), as a novel regulatory element of pro­
karyotic genes. 

Gilson et al. (1984) have reported a family of 
disperscd REP sequcnces in E. coli. These se-
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qucnces9 callcd palindromic units. I;-"!\:e a conscnsus 
scqucncc similar to that of the I¡C!vcl rcgulatory 
clcmenl oí Higgins el al. (1982). s.=:-n el al. (1984), 
havc published a slightly difTere~1: conscnsus se­
qucnce for this clcment. '\.vbich h~:.: :-,ecn dcsignated 
REP sequcncc. This extragenic ~j~mcnt is about 
35 bp long.. includes an inverteC Tepeat and can 
occur singly or in multiple adjai.:.:=:Jt copies.. pre­
dominantly \Vith opposite orientat:t:"::is betwecn any 
pair ofthcm. Thc oricntation. posit:.t:'.)n and distribu­
tion of REP sequenccs do not s~ to abey any 
immedialcly obvious rule (Slern e~ -".l., 1984). 

In this papcr., we rcport on tht: j:-cation of two 
REP sequences al lhe 3' end oí::.=.~ gdhA gene oí 
E. co/i K-12 that sho\V strong hc 1~Jlogy \Vith thc 
consensus REP scqucnce (Slcrn ~: 3.l., 1984). \Ve 
also report on the construction of :~~· .. ·eral plasmids 
that carry difTcrent delctions ,.vhich =-..lude part ofthc 
E. co/i gdhA REP scqucnccs and L:: ;; efTect of thosc 
delelions on lhe final GDH leve! '=. 1he cell. 

Finally. a broader analysis of tl:·= sequcnces dis­
cussed by Stern el al. (1984), alt=:=ative possible 
functions. and the compilation anC. ~alysis of OC\\' 

enes., are pres en ted. 

MATERIALS ANO METHODS 

(a) Bacterial strains ,:ind plasmids 

E. coli slrains HBlOl [F-, ¡.._-.;:'520 (rii m 0 ), 
recA 13. ara-14,proA2, lacYI, ga/K:... --psL20 (SmR), 
xy/-5, mt/-1, supE44, ;_-¡ and the ~:.itamale auxo­
lroph PA340 (F-, leuB6, gdh-1. ~isGI, gltB31, 
argH1, thi-1, ara-14, /acYI, ga/-é. ma!A 1, xyl-7, 
111e1-2. 1011.A 2. ). R. ). - • rpsL 9. supE~ :. \vere used to 
transform plasmid constructions ~ described by 
Cohen et al. ( 1972). Plasmid pSAE..:. =..as bcen previ­
ously dcscribed (Sanchez-Pescad-:•:- el al., 1982; 
Valle el al., 1983 ). 

(b) Enzymcs 

Stul and /\'ntl restriction cndonuc:.i=:.:=.ses wcre pur­
chased from New England Biola'=·-~ and used in 
conditions recommcndcd by the suF:=- :.iers. T4 DNA 
ligase \Vas purificd and u sed accord~ to thc method 
described by Tail el al. (1980). 

(e) Plasmid constructions and copy numlu.·r c~ti­

mations 

Plasmid pSAE4, which carrics the gdhA gene and 
flanking DN.A rcgions. '\.\'as digestcd 'vith thc restric­
tion cndonucleases Srul or Scul + /'+lnLI~ as to dclcte 
1000 bp or 3000 bp, respcclively, from the 3' end oí 
thc gene. The resulting plasmids \\'ere initially char­
actcrized by restriction mapping of plasmid DNA 
obtaincd from H B 1 O J strain by the rapid procedure 
oí Rodríguez and Tait (1983). This DNA was used 
to transform the PA340 strain. 

Plasrnid copy numbcr \.vas cstimated by extraction 
ofplasrnid DNA~ clcaving ata single sitc~ and scpa­
ration on an agarosc gel. Aftcr clcctrophoresis. the 
gel '\\'as stained v.:ith EtBr. photographcd~ and the 
DNA quantificd by dcnsitomctric scanning of the 
ncgative. 

(d) Nuclcotidc scqucnces scarch 

Thc nucleotide sequenccs search ofthc GenBank 
dalabase (Seplember, 1984), was peñormed using a 
Burroughs B 7800 computer \Vith sevcral programs 
implemented in our laboratory. 

RESULTS 

(a) Structural charactcristics in the 3' DNA region 
of the gdhA gene 

Sorne of the palindromic sequcnces occurring at 
lhe 3' end oí lhe gdlzA gene are presented in Fig. 1. 
They could form a lRNA-likc slruclure (Fig. 2), wilh 
35% of its nucleotidcs positioned as in the E. coli 
glutamalc lRNA (Sprinzi and Gauss, 1983), and 
including l\VO opposing REP sequences. Thcsc two 
scqucnces. starting at positions 1353 and 1420 
(Fig. 1), have vcry slrong homology wilh lhe consen­
sus REP sequence rcported by Slern el al. (1984), 
and as can be sccn in Fig. l.. thcy can be foldcd into. 
at least. l\VO additional modcs. 

(b) Construction of REP deletion mutants 

Slcrn el al. (1984) ha ve proposed lhat REP se­
quen ces could be involved in the regulation of gene 
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Fig. l. Charactcristics of thc 3· cnd of thc gdh.-t gene. (a) Physical map of thc plasmid pSAE4 lincarizcd at P.rtl sitc. Thc dashcd line 
rcpn:scnts thc vector pBR322. thc solid linc rcprcscnts an E. coli chromosomal inscrt. and thc thick bar rcprcscnts thc location ofthe 
i.:dh.t gene. with s· and 3· cnds indic:itcd. The C"l.pandcd arca contains thc nudcotide s"'-qucncc (as RNA). that codcs for thc last thrce 
.11111110 ad<ls. thc stop cm.lon and thc ncxt 13::!. nuclcotidcs. Nuclcotidc ... cquenccs and base numbcdng are from Valle et al. (1984). Bdow 
this scqucncc .:irc indicat..:d ... cvcral palindromcs (convcrgcnt arrow'>). \o,hich are discusscd in thc RESULTS. scction a. (b) Potcntial 
hairpin stru..:turcs ofthc REP :-cqucnccs found at thc 3' cnd of gdhA. gene (although it has not bccn cstablished that transcriptiun nccurs 
thruughoul). Two po-...;iblc sc..:undary structurcs (.A) and (8) havc bccn rcpn::-.cntcd with stcm and loops. Thcsc t\.nJ scqucnccs can 
h~ bridizc to form an altcrn¡ltivc ~tructurc C. Thc numbcr of nt (out uf JJ) that are consc::rvcd bct,,,o,·ccn thc REP 1.·on~...-11-.u ... sc4ucm.::c-. 
.inJ Rl:P ... cqucnc.:s in thc gdh.·t gen..:.¡, 1nd1c~1t..:d in parcnthc~cs. 
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Fig. 2. A tRNA·like structure resulting from folding ofthc RNA 
transcript carrying the firsl 120 nt after T AA stop codon (for 
numbcring see Fig. 1). Thc nt in common with glutamatc tRNA 
appear in bold charactcrs. The location of REP sequences are 
indicatcd by salid lincs. 
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exprcssion in prokaryotcs. In an cfTort to underst¡H1d 
the possible role of this kind of sequcnce ir; thc.."" 
regulation of GDH conccntration in the h:t\..Lcr1 .. il 
cell, '\Ve decided to delcte onc ofthese REP sc4uenc.:c~ 
localed al lhe 3' cnd of lhc gdhA gene. This expcri­
ment '\Vas performed taking advantage of the pres­
ence oftwo unique Stul siles Jocated at the 3' rebTj,on 
outside the coding regían ofthe dghA gene (positions 
1375 and 2375, Fig. 1). and a unique Nml sile 
located in the TcR gene of thc cloning vchicle 
pBR322 (Bolívar et al.. 1977). Using this stratcgy. 
plasmids pBBS and pBB6 wcre dcrivcd from plas­
mid pSAE4. These two derivatives were constructed 
to place diffcrcnt DNA scquences downstrcam of 
the gdhA gene and so to avoid ovcrintcrprctation of 
the data. 

T kb 

The GDH-spccific activitics 9 using E. coli strain 
P A340 as host9 '\Vere comparcd for these three plas­
mids. The final GDH concentrations are reduced to 
at most 70% (usually 50%) by lhe delclions. as 
compared wilh cclls carrying pSAE4 (Fig. 3). ll is 
interesting to point out that this efTcct is indepcndent 
of thc gro'"'1.h medium. This result is in agrecment 
wilh lhc data rcportcd by Slcrn el al. (1984), who 
dcmonstrated that the deletion ofthe REP sequen ces 
in the hisJ-P operan of Sabnonella typhbnuriun1, 
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Fig. 3. Ph)'Sical maps ofthc plasmids pSAE4. pBBS and pBB6 lincarized al the Psll sitc. Thc dashcd lines represent thc vector pBR322. 
thc solid lincs rcprc~cnt E. c:o/i chromo~omal inscrts and the thick bars indicate thc locations of thc gdhA and TcR genes. Thc hatchcd 
arcas indicate dclctcd regions. Far GDH assays. 5-ml cultures in thc supplemcnted NN media were grown until stationary phasc and 
uscd to determine the spccific activity. Thc ammonia·depcndcnt activity of GDH was detcrmincd as describcd by Covarrubias et al. 
(1980). Cclls wcrc grown in NN mcdium supplcmcnted with 1 mf\.1 or 15 mf\.1 NH"'Cl as thc nilrogcn sourcc. and 11 rnJ\1 glucose or 
:?2 mJ\1 gl)'Ccrol. as the carbon sourcc. Absolute valucs ofGDH activity werc found to vary slightly from day to day. Howcver, thc rclative 
valucs for an)' t·wo plasmids assaycd on thc samc day '"·ere constant. Thcrcforc. we cxprcss aU values as pcrccntagcs rathcr than in 
absolutc tcrms. According to our cxpcricnce '"·ith thc GDH assay. difTerences in expression bctwcen plasmids oflcss than :t 5':~ should 
not be considcrcd to be !>ignificant. 
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TABLE! 
l.nc;;1th'1t of 1-{EP sc4ucncc~ 

Thc location of cach REP scquence. with respect to proximal gene (ncarcst identitied gene to the REP sequenccs respect to th.:: dircction 
of transcription). is indicatcd by heavy arrows. whose directions indicatc the orientation of such sequences. The orientation of 
transcription is from len to right. Each gene is representcd by a box with its name included. In many cases. it is not known whethcr 
additional downstrcam genes are present. NI (non identified). indica.tes that an ORF and/or gene product cxists but its function is 
unknown. Thosc markcd with asterisks '''ere found in the present study. S.t. meaos Sa/mone/la ryphünun·u1n. In the case of hisG. one 
of the REP scqucnces is only partially homologous to the eonsensus (see Higgings et al.. 198:?.). The incomplete mtlA REP scquence. 
indicated by the dashed arrow. may cxtend further: additional sequence data are not availablc. Therc are nine transcriptional units where 
REP has beco located as part ofthe mRNA: glyA. malE. hi.sJ, mtlA. /acY,folA. hisG. glnALG and rpoD. The last two were deteeted in 
this study. 
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ndhA 
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Separation betliveen 
REP sequences 
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25 

20 

25 

35 

5 

13 

34 
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36 

7.14 

14 

15.26 

30,35 

NA 

NA 
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"" dhuA. (S.t.). is thc namc ofthe rcgul.itory rcgion ofthc S. 1yphirnuriwn histidinc transport operan. In this case. REP scqucnec ovcrlaps 
with the promoter proposcd far his.I. 
b REP sequcnce is locatcd bctwccn Pribnov.· bo:ot and the initiation ATG codon of the tn:rD coding region. 
"' It has not becn establishcd whcthcr a small polipcpticfo is codcd by thc rcgion bctwecn REP sequcncc and ~11 RNA. 
J REP scqucnces are locatcd at thc 3• enJ of thc tRNA. operan. This is onc oftwo cases in which two REP havc bc:cn found tandcmly 
rcpeatcd. 
"' REP :-.cqucnccs are locatcd at thc 3" cnd of thc tRNA opcron. 
1 REP sequ..::nccs locatcd ,,..·ithin thc intcrdstronic rcg1on bctwccn c.1ra..t and araD genes ofthe "'"BAD opcron of Sulrnonf!'lla typhinwriunr 
L TI tLin el :::il.~ 1985). This is another ca:.c in """·hü.:h t" .. º REP are: tand.cmly rcpcah:d.. 
:-.o., :-.,i11i.:h.:utidc ~cqucnccs :.urrounúing REP -..c4ucncc-; are n11t avaibbh: (Stcrn et al.. 191'.i). 



TABLE 11 

llomology bctwccn REP !!.cqucnccs 

-------------- -----·-··-- ---

Name 

Consensus 

mal E 
sucB (2) 
suce (4) 
sdhA (2) 
M1 RNA 
htsG 
polA 
glyA (1) 
qdhA 
qlnALG 
trpR (2) 
hlsJ (S.t.) 
lame (2) 
glnS (3) 
plsB 
mtlA 
f"olA 
lacY 
uvrD 
tyr tRNA 
ndhA (2) 
ndhA (3) 
supBE tRNA 
supBE tRNA 
araBAD ( 1) (S.t.) 

· Sequence 

G G C 
TGCC GATGCG CG 

T A T 

GCCGGATGGC 
GCCTGATGC 
GCCTGATGT 
GCCGGATGC 

TGCCGGATGC 
CGCCTGATGGC 
TGCCTGATGC 
TGCCGGATGC 
TGCCTGAT 
CGCCGGATGC 
TGCCGGATGC 
TGCCTGATG 
CGCCTGATGC 
TGCCTGATGC 
TGCCGGATGC 
TGCCTGATGC 
CGCCGGATGC 
TGTCGGATGC 
TGGCGGA G 
TGCCCGAT 
TGCCTGATGC 
TGGCGGATGT 
TGTCGAATGC 
TGTCGGATGC 
T G C CCG G T GGC 

C G T 
G A e Ge 
G A C G T 
G C G T 
G G C G T 

C G T 
G C T 
G G C G T 
G Ge Ge 
G A e Ge 
G G C G T 
G Ge Ge 
G A e Ge 
G C T 
G G C G 
G e Ge 
G A e Ge 
G G e Ge 
G G C G T 
G Ge A e 
G C T 
G G C A T 
G A T G T 
G A e Ge 

A C T 

G e e 
o to 6 nt e G c.·T. T A T e G G e e T A e 

GA 
T G A C 
T T TA A 

G A 
G A 

G A 

A T A 

A ·e. G e·' e T. T G T e e 
G e G ·T e T T A T e A 

e G .T. G T e T T A T e A 
A, e G e e T T A T e e 
A'CGCCTTATCC 

· :~.~:,~ T C i i ~ i ~ ~ 
A:'C .G e e T T A T e e 

T A.e G e T T A Te A 
AAA.T '··G-·c'GTCTTATCC 

G A A G G.C e T T A T e e 
T G .T. G e G T G T e A 

T T G. C, ~, g · ~ T ~ + i ~ i ~ ~ 
A A A 

T 
e G G Te 

G 
T 

e 
A A 

T G A C 
T G e e 

A. e G e e T T A T e e 
GCG CTTATCA 
GCGTCTTATCC 
ACG CTTATCC 
G .e G e T T e T e e 
ACGT TTA ce 

TCTTATCA 
ACGCCTCATCC 
ACGTCTTATCC 
GCGTCTTATCC 
GCGT TTA ce 

G G e e T 
G G e e T 
G G e e T 
G G e e T 
T G e e T 
G G e e T 
G G e e A 
G G e e T 
G G e e T 
G G e e T 
G T e e T 
G G e e T 
G G e e T 
G G e e T 
G G e e T 
G G e e T 
G G e e T 
G A e e A 
G e e e A 
G GGC C T 
G G e e T 
G e e e T 

G A e e 
GGG e e 

A C 
A C 
A C 
A C 
A C 
A C 
A C 
A C 
A C 
A C 
A C 
Ar. 
A C 
A C 
T C 
A C 
T C 
A C 
A C 
A C 
A C 
T G 

A C 
A C 

Nuclcotidc scqucnccs of thc conscnsus REP scqucncc compared with the REP sequences shown in Table l. Thc right'l.••ard arro,,· 
indicatcs thc oricntation of REP scqucnccs with rcspcct to the idcntified proximal gene. The numbcrs in parcnthc~c:. idcntify REP 
scqucnccs in thosc units whcrc cxist more than two ofthcm. Ali nuclcotidc scqucncc data are from GenBank lSeptcn1bcr. 198.i ). cxccpt 
mulE. hisG. sucB and sdhA, ""hich are from Stcrn et al. ( 1984). 

decrcased the final concentration of thc enzymc 
coded by the gene located upstream of the REP 
sequences. 

(e) Detailed analysis of the GenBank 

Thcsc rcsults led us to pci:forrn a more detailcd 
study of REP and ncighboring scqucnccs. A com­
puter scarch of the GenBank databasc (Septcmber. 
1984) .. "'-'as conducted using the most conscrved 
segnient of thc REP sequence: 

e 
S'-crTATCAGGCCTA-3' and its complcmen­

A 

tary nucleotide sequencc .. instcad of thc scquence 
used by Stern et al. ( J 984 ). Thcse rcscarchcrs rcport· 
cd a series of REP sequences from '\vhich a con­
scnsus was derived. Our rcsults are in agrecmcnt 
'\Vith theirs.. although '\Ve would like to crnphasize 

ccrtain ne'\\.' featurcs. In thosc transcriptional units 
v.•hcrc REP has been locatcd .. and it is knov.:n "vherc 
transcription ends (9 out of 25)_ REP is localized 
'\Vithin the transcript. Thercforc .. '\.Ve decided to com­
pare REP sequences, taking into account thcir oricn­
tation toward thc ncarest idcntified gene (proximal 
gene). in relation to the dircction oftranscription. By 
such comparison we '\\.'ere ablc to add an extra base 
to the proposcd conscnsus and '\Ve also noticed 
certain featurcs at the central (nonpairing) rcgion of 
REP sequ"!nccs. These results are presented in 
Tables 1, 11 and 111. Table 1 shows thc bacteria] 
transcriptional units in Vl.'hich REP sequcnccs havc 
bccn found. The REP copy nurnber .. thc oricntation 
v..•ith rcspcct to the proximal gene .. the distance from 
thc stop codon ofthis gene .. and thc distance between 
REP scquences_ are indicatcd. lt is important to 
notice that sorne of these REP scquences overlap 
'\\.'Íth proposed prornoters .. or are located at thc cnd 



TABl.Elll 
1 tomolligy bctwccn RCP scqucnccs 

Name 

Consensus 

sucB (1) 
sucB (3) 
sdhA (1) 
sdhA (3) 
htsJ 
aroG 
polA 
glyA 
gdhA 
glnALG 
trpR ( 1) 
trpR (3) 
lame (1) 
lamB (3) 
glnS ( 1) 
glnS (3) 
dhuA (S.t.) 
plsB 
ndhA (1) 
tyr tRNA 
M1 RNA 
hisG 
ara BAO (2) (S. t.) 
araBAO (3) (S.t..) 

Sequence 

GTAGACCGGATAAGGCAT 
GTAGGTCGGATAAGGCGC 
GTAGGCCTGATAAGACGC 
GTAGGCCTGATAAG CGC 
G T A G G C· e G G G e A A G G e 
ACAGGCCTGATAAGTCGC 
ACGGGCCG

0

GATA CGC 
GTAGGCCTGATAAG CGT 
GTAGGCCGGGCAAG CGC 
GTAGGCCGGAGCAGG T 
GTAGGCCTGATAAGACGT 
GTAGGCATGATAAGACGC 
CTGGGCCGGATAAGGCGT 
GTAGGCCGGATAAGGCGT 
CTATGCCGGATGG GGCGT 
GCAGGCCGGATAAGGCGT 
G T e G G e e T G ATT A ATG G e A e 
GTAGGCCTGAGAAG CGC 
GTGGGTCGGATAAGGCGT 
GTAGGTCGGATAAG CG 
GTAGGCCTGATAAG CGT 
GTAGGCCGGATAAGGCG 
GTAGGCCGAATAAGGCAT 
GTAGGCCGGATAA GCG 

.O to 4 nt 

TA T· 
A : 

G CA.A· .. 

A C .. 
G CA' 

e· 

A 
GAGT 

G G CA 
T T 
T T 
T T 

T C 
G A- T 

A 
A 

e e 

T T 
A A 

G T 
e G e G 

~ ~ .- . e· 
C"A T ·e e G Ge A 

A 

e' <e'~ 'e é.;\ e r e e G G e 
.A·C.G.C.C·G':>•C A Te e G A e 
"G 'c.':'G~r:c·:G -~·:'.;e 'A T e A G G e 
A· ·:G:; .. ;C;G , .. e A Te A G Ge 

·h·~·~•grr:n ~ g ~ ~ ~ g ~ 
~ '.º·é ~:Gi , g ~ ~ g ~ ~ g g ~ 
Gc··G·c.c:. ·."· .. e. CCGGCA 
G C·'-.•::.T·.c~· T"C"C A A e GTG A A 
G G .. C.G e A T e A G Ge A 
GCGT·CG CATCAGGCG 
ACGC.CG CATTCGGCA 
ACGC·CG CATCCGGCA 
ACGTCG CATCCGGCA 
GCGCCG CATCCGGCA 
A GTCG CATC GGAA 

e 'G·' e G e A T e A G G e T 
ACGCCG CATCCGACA 
A G CG CATCCGACA 
A G CG CATCAGGCA 

ATGTCGC CATCCGGCA 
GCGC CATCCGGCA 

59 

Nuclcotidc scqucnces ofthc complementar-y consensos REP scquenccs and ofthc transcriptional units shown in Table l. Thc symbols 
are as in Table l l. 

of tRN A opcrons. Furthcrmorc. '\Ve should like to 
point out that sorne of thc nc'\v REP scquences 
reported here,. are not complctely complcmcnlary. 

This nc'\v search allo.,,vcd us to identify 16 nc"v 
REP scqucnces~ located in 9 transcriptional units 
(Tables 11 and 111). The consensus REP scqucncc 
presentcd in Table 11~ is that proposed by Stern et al. 
(1984 ). including an additional base (T) al thc 5' 
end: thc complerncntary conscnsus REP scqucncc 
prcscntcd in Table lll. includcs an addilional base 
(..-'\) localizcd at thc 3' end. Figure 4 sho.,,vs t'\VO altcr­
native possibililies in .. vhich thcsc REP scqucnccs 
can be structurcd. 

Anothcr intcrcsting point that cmcrgcd from this 
scarch is thc occurrencc of REP-likc scquenccs as 
pan of genes that cncodc stablc RN..-'\.s (Table IV). 

\Vhcn analysing thc DNi\. rcgions in thc.: vkinity nf 
REP scqucnccs~ .. ...-e noted that in thc DNi\. n:gion 
locnted bct..,•ccn thc two REP sequen ces of Lhc g/yA. 
plsB and ~11 RNi\. transcriptional units. thc DN/\ 

sequence 5' -GCAAA TTCAA TATA TfGCA-3'. 
is conservcd. Furthermorc. similar scqucnccs are 
found in gdhA and glnS and arnong othcr tran­
scriptional units (not sho .. vn). Finally~ "ve searchcd 
for this sequence in the GenBank databasc. and 
found it in severa! places including the spacer rCbrion 
bctwccn thc SS RNA and .-al tRNA of Bacil/us 
subtilis (Green and Vold. 1983). 

DISCUSSJON 

Oeletion of the two REP scquenccs in thc S. 
typhÍlnuriun1 hisJ-P operan (Stcrn et al.. 1984}. and 
one of similar sequcnccs in the 3' end of thc E. coli 
gdlzA gene (lhis study). dccrcasc Lhc cxprcssion ofthc 
upstrcam gene. In thc case of thc gdhA. gene. thc 
dccrcasc of thc rclativc GDH-spccific activity is 
indcpcndcnl of plasmid copy numbcr (nnt o;ho"" n) 
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Fig.. 4. Stcrn and loop structurcs thal e;.;...:-. be potcntiall)· forrned 
'"'ithin the REP conscnsus sequenccs. =: :.-_icturcs A and B. wcrc 
gencratcd frorn conscnsus scqucnccs Fr=;..cntcd in Tables 11 and 
111. respcctivcly. Structurc C '"·as gcner·.:....·.=d by pairing structurcs 
A :md B. Note that the paircd rcgions · - A and B are idcntical; 
conscrved scqucnccs CU .. '\C and GUA:--. found at thc 3· end in 
A and at the 5' cnd in B. and aho tt':·; .;·::ntral bubblc on each 
structurc. confer upon them dircctior:~. :y with respcct to thc 
proximal gene. 1t is imponant t.o poim. : _::: t.hat the REP cons.cn­
sus scquencc proposcd by Stern et a1. · . - !-4 ). is thc samc as thc 
REP conscnsus scqucncc in t.his figur: .~ and B). cxcept. that 
thcre is an additionaruridinc at. thc 5' c::1:::. of A andan additional 
adeninc at the 3' cnd of B. 

TABLE IV 

2.nd ofgro\\'1.h rncdium (Fig. 3). This cffcct s1..·i:n1":-> lo 
be .indcpcndcnt of the sequcnces localcd do,,·n­
strcarn of thc deletcd REP sequcncc (scc pBB5 vs. 
pBB6; Fig. 3). 

The dctailed ana1ysis of the GenBank database 
has alloVi.'Cd us to increase the nurnbcr of rcportcd 
REP sequcnces from 35 to 51 and thc nun1ber of 
transcriptional unils "\\"hcre these sequcnces are pres­
ent fron1 16 to 25. !\.1orc information "'"ªs obtaincd 
from this analysis. Thc conscnsus REP scquence 
was increased from 32 to 33 bp (Tables 11 and 111), 
and '"'e also found that., in the conscnsus REP 
sequences., the loops havc a rcstricted size. 0-4 or 
0-6 bp. Another intcrcsting piccc of information. is 
that in 2 of thc 9 nc"\v transcriptional units reponed 
in this "\.vork .. in "\.Vhich REP has bccn locatcd .. thesc 
typcs of scqucncc havc bccn found ovcrlapping 
rcgulatory rcgions. as in the case of dhuA., "\vhcrc a 
REP sequcncc ovcrlaps "'ilh thc hisJ promotcr and 
u\·rD .. "\.\"hcrc a REP scqucnce is locatcd bct"\vccn the 
-10 and thc initial ATG ofthc coding scqucnce. It 
is also inlcrcsting that REP-like sequenccs have bccn 
found in stablc RNA spccies., such as thc 16S and 
23S rRNA and also in thc i/e tRNA (Table IV). 

Stern et al. ( 1984), havc proposcd severa! possible 
roles for REP scqucnccs. Onc of them is that REP 
scqucnccs rnay sitnply havc a passivc role wherc the 
t"\VO invertcd scqucnces may serve as a block to 
3' - 5' cxonuclcolytic activity at thc mRNA lcvel. 
Alternativcly .. REP sequcnccs may afTect gene ex­
prcssion by altcring mRNA stability by serving as a 

REP-lik.c scqucnccs found as pan of g-~cs that code for stablc RNA molcculcs 

Na me Seque ne"'!! 

------------------------------------------------------·-----------------------------------------------G G T G T C 
Censen sus " T A G ;; e e G A T A A G e G o to 4 M e G e G e A T e G G e A 

T A e A e A 

B. subt.111s t.RNA 11 e G e A e ~ e e T G A T A A G e G T • e G T e G 9 T 9 9 t t CqA (24) 

[. coli t.RNA i1. G e A G ;;. e e T G A T A A G G G T A G T e G 9 T 9 t t e A (24) 

[. col i 165 RHA G T A G e e G G A T t G G . G T et.ge a A e G T e G AcT e e . t 9 ~ (25) 

[. co11 235 RNA G T A . ~ e e T G e 9 A A G e e G T gt G CtG T GaggCA T e CtG G A (28) 

Al thc right margin. in parcnthcscs. are ~ecificd thc numbcrs ofbascs (in capital lcttcrs). out of 33. t.hat are homologous to thc conscnsus 
REP scqucncc. Non homologous base~ zrc in lowcr-casc lcttcrs. 

\ 

1 
1 
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substrate for specific endonuclease cleavage. They mal RNA interacts with the s7 protein (Prince et aL, 
argue that this could be the case because such se- 1983; Noller, 1984); and in the case of 23S riboso-
quences had not been faund in stable RNA species. mal RNA, the REP-like sequence is pan of a struc- ¡ 
Howcver, our results show that, at least in ryrtRNA tural domain that interacts with L7, LlO, Lll, Ll2, 
and supBE tRNA transcriptional units (Table I). and EF-G proteins (Prince et al., 1983). Therefore, 
REP sequences are present., and also that REP-like an interesting possible role far REP sequences [not 
sequences were detected in the 16S and 23S and in included among the severa! alternative functions 
the ile tRNA (Table IV). We believe that the impor- proposed by Stern et al. (1984)], could be that these 
tunee offinding REP sequences at the end oftRNA nucleotide sequences do interact with specific pro-
operons, lies in the fact that, at least for tyr tRNA teins, not necessarily nucleases. but with proteins of 
and supBE tRNA operons. REP sequences could the general translation machinery of thc cell. This 
not easily be involved or related to RNA stability. would explain why they can be found not only in 
Nevertheless, the finding of this REP and of REP- mRNA molecules, but also in stable 16S, 23S or 
like sequenccs in operons that encode stable RNAs tRNA molecules. We would like to hypothesize that 
does not rule out the possibility that such sequences by the interactions of these REP sequences with 
and/orthesequenceS'-GCAAA'ITCAATATATT- specific modifying enzymes and/or specific riboso-
GCA-3'. located between two REP sequences, mal proteins, the rate of translation and/or degrada-
could be in volved in the proccssing ofcertain mRNA tion of certain mRNA molecules could be modu-
moleculcs. This hypothesis is supported by the fact lated. 

~~:; ~~~=:'.:~ ~~t~e':,;ª=e ~~~~san¿~=~~~ .u!!~~~= ~~~~s~v~;º~t~: ~~~-s~¡;~~~e~e; 
from B. subtilis), it has been proposed that this have proposed that REP sequences could be involv-
scqucncc is involved in the conformation of an R.NA cd in chromosome structure and organizntion,, pos-
processing locus (Gegenheimer and Apirion. 1981). sibly serving as a binding site far specific proteins. 

There are other possible roles for REP sequences. Such proteins may anchor the DNA or may serve to 
One of thcm is that they are required to endow delineate structural or functional domains. However, 
specificityforprotein binding(Sternet al., 1984). We this proposal could be structured in a different way: 
have already indicated ~al, at least for gdM, these it has been demonstrated that REP is part of thosej 
sequences could be structured as part of a tRNA-like \~ _ RNA transcripts where this sequcnce has been 
molecule. This might suggesj.~iit ihc-Diol~we coul<!. : i~.: ~hed far, thus strongly suggesting that the tran­
be recognized by a tRNA-mOdifying-like~enzyme~"·'·,,.-., .Cription of this kind of sequence is important. , 
Similar data havc·been-7pÜblishi:d bY,'Aines et al. _. Worcel and Burgi (1972) have shown that the 
(1983), where a tRNA-likc'aüü'éiü:rcº hÜ-beeii faund :;, .. forces which create and stabilizc the folded bacterial 
as part or the leader~;.;s;9ñ~r"!'sJ.~_!ú-r '[ ._cl_iro,?losome are due mainly to RNA-DNA intcr-
operon. As in the case of gdhA.. there is an important actions. Therefore, it is possible that the tran-
homology between his tRNA and their tRNA-like scription ofREP sequences in RNA could con tribute 
molecule. They have also proposed that this tRNA- to these RNA-DNA interactions. 
like strUcture might have a regulatory function. 
Furthermore, tRNA-like sequences have been faund 
in severa! 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 sequenccs 
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. -rñe REP-like sequence ofthe 16S riboso-
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