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NOTA ACLARATORIA:

La mayor parte del trabajo realizado en este proyecto de
tasis se -estructuré en un escrito que fué enviado para su
publicacién a la revista Journal of Bacteriology. Dicho escrito
estd incluido en la presante tesis como la seccidn de Resultados.
Es importante mencionar que:parte del trabaje realizado para el
-ascrito [Seccién C ‘(1 y 1i) de 1la parte de Resultados y
Discusién]l fué llevado - a cabo por el M. en C. Fernando-Valle
‘Baheza y el Dr. Baltazar Becerril Lujan.

La seccion Resultados  Adicionales v Discusién, de la
-presente tesis comprende datos adicionales del proyecto de tesis

no incluidos.en el escrito enviado a la mencionada revista, asi

.« COMO una discusién -més amplia - englobando .la totalidad de los

resultados.
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INTRODUCCION

- Metabolismo Nitrogenadso.

El nitréogenc ha sido seleccionado por -1a -naturaleza como uno -

- de : 1los -constituyentes -esencisles de -las - moléculas orgéanicas
involucradau-ep el metabolismo intermediario de todo organismo.
Por -.ello, - - es de-.fundamental importancia 'que los siste-asr~‘
biocldégicos oposean - los mecanismos adecuados de ‘asimilacion Y-
~utilizacidén de nitrogeno del medio circundante. En el caso de
las entarobacterias, el i1i6n amonic es 1la fuente de nitroégeno

- ‘Optima - para .- su -crecimiento-en- -un medio - minimo - definido con

Elucosa como fuente de carbono: -

‘La. totalidad del -.nitrégeno celular para la sintesis de
‘macromoliéculas - en --las- bacterias entérices se -deriva del grupo
amida de la glutamina, el  grupo amino del - glutamato, - o blen:
directamente de 1a incorporacion -de amonio. ‘El glutamato es el
principal -donador de grupcos anmine para la bios#ntests - de
~aminocdcidos por -transaminacién, mientras que el grupo amida de la

glutanina es el donador- directo de nitrdégeno para algunos pasos

- -de & biosintesis de -purinas,- pirimidinas, azdcares aminadas, -

histidina, triptofano, asparagina, -NAP ¥ otros compuestos

wnitrogenadbs {Tyler, 1978}.
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La formacidn de glutamina me realiza mediante una sola via
catalizada por la enzima glutamino sintetasa (GS) (EC 6.3.1.2.).
Esta enzima est4é sujeta a varias formas de regulacion de.gran

complejidad. -1La reaccién que cataliza es la siguiente:

ATP ADP + P31
-L-glutamato + NH.* $ L-glutamina

aGs

Por otra parte, la biosintesis de glutamato.se lleva a cabo

-por tres -viass esanclales:

1. A partir de 2-oxoglutarato y los grupos amino - de otros -

--amlnoAcldos por transaminacién.  -La reaccién general as:

R-CHNHa-COOH. + COOH—-CO00-CHa-COO™ - R~-CQO-COOH

- -{aminoAcido} -{2=-oxoglutarato) I(ec-cetoﬂcido)
+
COOH-CHNH-CH-CHx-C0O0O~

(L-glutamato)
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- 2. A partir de 2-oxoplutarato y L-glutasmina. Esta reaccién
es catalizada por ‘la enzima glutamato sintasa (GOGAT) {EC
‘1.4.1.3.) ‘acoplada a -la reaccidédn ATP-dependiente catalizada por

la enzima 5. La reaccién catalizada por GOGAT es:

NADPH + H* NADP*

M

- 2=0xoglutarato + L-glutamina o 2 L-glutamato + HxO

GOGAT

Al acoplar las reacciones catalizadas por la G5y la GOGAT -

. tenenos
ATP ADFP + Fi
‘L-glutamato + NHe* —» L-glutamina
NADPH + H*  NADP*
2-oxoglutarato + L-glutamina v‘; 2 L-glutamato
ATP ADP + Pi
2-oxoglutarato + NH,*- % L-glutamato

NADPH + H‘/\‘NADP’
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3. A partir de amonio y 2-oxoglutarato, reaccioén catalizedas
por l1la enzima . glutamatoc deshidrogenasa (GDH) (EC 1.4.1.4.). La

- reacciédn que cataliza es la siguiente:

NADFH + H* NADP*

2-oxXoglutarato + NHa* —p L-glutamato + Ha0

GDH

La reaccion catalizada por GS es la Unica ruta conocida para
la sintesis de glutamina. Mutaciones en E1lnA, el gene
estructural.que codifica para GS, generan una auxotrofia absoluta
de glutamina. - En el caso de 1la biosintesis de glutamato,
catalizada por GDH y GOGAT, se requilere de mutaciones simulténeas
en los genes que codifican para ambas enzimas para generar una
-¢apa auxdtrofa para glutamato, como €8 el caso de las cepas CB100

y PA340 de Escherichia coll K-1i2Z (Berberich, -1972). -

La GDH esté constituida por un hexémero con un peso de
290,000 y-.cada una de sus subunidades tiene un peso de 48,000
{Sakamoto et al., 1975). -La importancia de esta enzima reside
‘pPOr - una parte en el papel central que occupa en. el-.metabolismo
celular, dado que su actividad esta asociada a la interconversion -
-de. 2-oxoglutarato vy glutamato. -Esta interconversién se sitda
com¢o un punto de interseccién entre el metabolismo - nitrogenado y-

+ * @l metabolismo del carbono. -Como se - manciond anteriormsente, al



a

glutamato - es el donador primarico de grupos amino para 1la
biosintesis de‘anino&cidos por transaminacién, mientras que el -2-

oxoglutarato entra al ciclo de Krebs, generando equivalentes

- reductores (Prusiner et al., 1972). Por otra parte, la reaccioén

catalizada por GDH constituye un mecanismo de asimilacién de
nitrégenc eficiente ya que no requiere de energia proporcionada
por ATP, mientras que la via alterna GS-GOGAT comprende dos
reacciones, - catalizadas por dos - enzimas en un wmecanismo ATP-

dependiente.

En Salmonella typhimurium se ha observado que la actividad

= 1.

especifica de GDH es alta y constitutiva en células cultivadas en

- medios adicionados con exceso .o -limitacién de amonio, aun cuando

no se requiera de sintesis de glutamato (Brenchley et al.,
1975; Dedinger et al,, 1980; Dedinger y Brenchley, 1980;
Rosenfeld et al., 1982). Apimipmo, . -8e ha demostrado que la
actividad de GDH no es esencial mientras GOGAT sea funcional

{(Dedinger y Brenchley, 1980; Dedinger et  al., 1980). sin

-embargo, en Klebsiella aerogenes la regulacién de esta enzima es

diferente, . S@. ha demostrado una correlacién entre los niveles

de actividad de GS, y de la GDH y otras enzimas involucradas en

‘@) metabolismo nitrogenado (Brenchley et al., 1973; Prival et

al., 1973; Streicher et al., 1976; Tyler, B., 1978).

- -Al-cultivar ceélulas de K. aerogenes en un medlo sinimo

- conteniendo glucosa y un . eXceso de amonio, la asimilacién de

éste y la biosintesis de glutamato son llevados a c¢abo a través

(6}
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de 1a GDH, y bajo estas condiciones, las actividades de 1la GS

¥ la GOGAT son bajas (Brenchley et al., 1973; Prival et al.,
1973). 51 el suministro de amonio es bajo, la actividad de la
GDH es ‘baja, y el amonio em entonces incorporado por medio de las

actividades acopladas de la G5 y la GOGAT.

‘En Escherichia coli  no hay un consenso en - cuanto a la

regulacién de 1a GDH. - Algunos reportes Iindican que no hay un

.- efecto de regulacidn por nitréogeno en la actividad especifica de

1la GDH (Streicher et al., 1976; Pahel et al., 1978). 8in -
-ambargo, - se.ha observade una disminucién de la actividad de GDH
- en células cultivadas en wmedio minimo con glucosa .y amonia
adicionado con - -glutamato (Halpern 'y - Usbarger, - 1960; Macke y
Holtzer, 1966; . Varrichio, 1969) . Por . otro lado, hay
‘publicaciones en --laeg cuales se reporta que una limitaciédn de
nitrégeno si afecta los niveles -de actividad de- l1a GDH (Senior,
'1975; ‘- Liang ¥ Houghton, 1981).  Por 1o tanto, ' aunque existen
rutas - similares de - asimllacién - de amonio en diferentes .
-organismos, 'los patrones de regulacidén parecen ser especificos

para cada caso.

Antecedentes.

Existe una aparente diferencia en cuanto a la regulacién de
la -GDH en diferentes enterobacterias. Por otro lado, un anAlisis

critico de la literatura referente a la regulacién de esta enzima
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-

en Epcherichia coli, redunda en 1la escasez ¥y el caracter

contradictorio de la informacién sobre los mecanismos utilizados
por la célula para regular la concentracidn final de 1a enzima
activa. Debido a esto, se consideré jJustificable y necesario un
proyacto de investigacion que aportara conocimientos sobre estos

mecanigmos de regulacién, sobre todo tomando en cuenta el papel

- . cantral que .juega eata - enzima en -el metabolismo celular, y la

importancia que que-ha adquirido-Gltimamente en el campo - de la
‘-biotecnologia (HWindass .et al., 1980). La estrategia que
inicialmente se formuld en nuestro - laboratorio para desarrollar

esto:proyecto-de investigaciédn fué la miguiente:

I. Clonacién - del gene estructural EdhA, que codifica-

para la aenzima GDH de Escherichia coli, y de las

regiones que le flanquean.

II1. Determinacién de 1la direcclén de transcripeiédn del gene,
en el fragmento clonado,
L
I1I. Secuenciacién nucleotidica del gene - gdhA y las regicnes

flanqueadoras 5' y 3°.

IV. Identificacién y caracterizacién de la o las regiones-
- involucradas en la regulacidén de 1la expresién del gene

£dhA.

V. Regulacién de la expresion de la enzima GDH por  fuente -



de nitrogeno y carbono.

Los tres primeros puntos han sido reportados en 1a
- 1iteratura por.nuestro laboratorioco (Covarrubias et al., 1980;
Sanchez-Pescador et al., 1982; Sanvicente et al., 1882; Valle et
-al., 1983, 1984). - El cuarto punto fué tratado parcialmente por
Valle, 1984,

(9)

El prasente trabajo tTuvo COmO- . objgtivou: (a) la:

.identificacién y caracterizaciédn de la o las secuencias de DNA en

la regison [lanqueadora 5' del gene ;nvoluoradaa en la regulacién-

+deo- 1a expresién del -gene gdhA, y (b} la regulacion de la

-axpresion-de la enzima -GDH por fuente de npitrégeno, y de manera

preliminar, . por fuente de carbono. .
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HATERIALES Y METODOS

El material wutilizado en este trabajo Bse describe en la
-escrito que se anexa en la secciédn de Resultados. Las cepas de

Bscherichia coli K-12 que no . se reportan en la Tabla 1 -del

mencionado escrito, se describen en la -Tabla i1A. Los métodos que

se onlistan a continuaciédn también se describen en dicho escrito:

— Determinacién de actividades especificas de las enzimas-
GDH ¥y GS

- Purificacién de RNA total

- Extensioén de primero

- Mapao por Rucleasa S1

-.Hibridizaciones-tibo Northern

- Subclonacién de 1a region flanqueadors 5' del gene- gdha

- -Deatersinaciones de resistencia a tetraciclina

- Deleciones por nhcleasa Bal3l

-~ Andlisis de secusncias nucleotidicas por computadora
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AVAILABILITY IDENTIFICATION OF A FUNCTIONAL PROMOTER
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SUMMARY

Glutamate dehydrogenase (GDH) catalyzes the synthesis of
L-glutamate from 2-oxoglutarate - and ammonia. The complete

nucleotide sequence of the Escherichia coli gdhA gene as well as

ite 5° and 3* flanking regions has been previously reported
(46, 47). In this paper we present evidence about the regulation
of this enzyme by nitrogen availability, using excess or l1limiting
ammonia, as well as a variety of aminoacids as nitrogen sources.
In the cases of excess and limiting ammonia as nitrogen
sources, this regulation takes place at the transcriptional
level. We have identified a single and apparently invariant
transcript for several metabolic growth conditions, He alsc
report the identification of a functional promoter and its
corresponding transcription start site for several growth
conditions. Finally, possible regulatory sequences located at

the 5' flanking region of the gdhA gene are discussed.
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INTRODUCTION

Glutamate dehydrogenase {(GDH) (E.C. 1.4.1.4.) Byntheslizes
L-glutamate from 2-oxoglutarate and ammonia through the NADPH-

dependent reaction:

2-oxcglutarate + NHs* + NADPH——— pL-glutamate +NADP* + HaO

An alternative glutamate biosynthetic pathway is catalyzed by
an ATP-dependent coupled reaction involving glutamate synthase
(GOGAT) (E.C. 1.4.1.13.) and glutamine synthetase (GS) (E.C.
6.3.1.2).; In enteric bacteria, mutations eliminating both GDH

and GOGAT activities are necessary to produce a glutamate

auxotrophy such as in Escherichia c¢coli K-12 CB100 and PA340

strains (3).

GDH is widely distributed among prokaryotic and eukaryotic
microorganisms (43, 49). This enzyme plays an important role in
the cell as it provides cone of the few routes for the
incorporation of ammonia into organic compounds, and thus, a

link between carbohydrate and nitrogen metabolism.

In Salmonella typhimurium, cells grown in either excess or
limiting ammonia, exhibit high GDH activities even when there is
no need for glutamate synthesis (6, 13, 14, 39). It has also

been shown that GDH activity is not essential as long as GOGAT is
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functional (13, 14). In Klebsiella aseragenee, however, the

regulation of this enzyme appears to be different. It has been
reported that GPH specific activity decreases in cells grown in a

limiting nitrogen source (2, 7).

In the case of Escherichia coli there seems to be no

agreement as to the regulation of this enzyme. Some reports
indicate that there is no effect of nitrogen regulation on GDH
activity (35, 44), Howaver, a decrease of GDH specific
activity has been observed 1in cells grown 1in glucose-ammonia
-medium supplerented with glutamate (19, 31, 48). On the other
hand. there are reports in which nitrcogen limitation does affect:
GDH activity (26, 41). Therefore, although similar-glutamate
biosynthetic routes exist 1in a number of organisms, the

--regulation patterns seem to be particular for each case,

The apparent differences in regulatory mechaniems for GDH
has lead us to consider that the - information on the
preosoter and regulatory regions of the - structural genes coding
for GDH 1In these gram negative microorganisms should be of

special interest.

In the present paper, we demonstrate that GDH activity in

Escherichia coli K-12 1s regulated by the availability and

quality of the nitrogen source in the growth pmedium. We also

show that in the case of excess and limiting ammonia as nitrogen
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‘source, this resulation takes place at the transcriptional level,
and that there is a single and apparently  invariant transcript

present in all the metabolic growth conditions tested.

Our group has previously reported the complete nucleotide

sequence of the Escherichia c¢oli gdhA structural gene as well as

of 1ts 5' and 3' flanking regions. We have also shown that a
functioqal gdhA promoter is located in the first 200 bp
preceeding the gdhA structural gene, as part of a 360 bp Hpall
restriction fragment (46, 47). In this paper., we also report the
identification of a functional promoter and its transcription
start site for several growth conditions. Finally, we describe
possible regulatory sequences located at the 5' region of this

gene,
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MATERIALS AND METHODS

Abbreviations: aa: amincacid(s); Ap~ and. Ap~: ampicillin

resistance and sBensitivity, respectively; b: bases; bp: base
pairs;:; BSA: bovine serum albumin; cAMP: adenosine 3': 5'-cyclic
monophosphate; cpa: counts per min; CRP: cAMP receptor protein;
SP: gene product; GDH: glutamate dehydrogenase; GOGAT: glutamate
synthage; GS: glutamine synthetase; LB: \Luri; broth; -NN:- no
nitrogen; Tc~ and T¢c™: tetracycline resistance and sensitivity,
respactively; SDS: sodium-dodecyl-sulfate; SSC: saline sodium
citrate; wt: wild type.

a) Bacterial strains and plasmids. Bacterial strains and

Plaemid cohstructions used in this work are listed in Table I.

-b) Culture media. The NN minisal medium has been previously

described (11). Media were supplemented with 1SmM or 0.5 mM
NH.Cl aB excess or limiting nitrogen sources respectively
other -nitreogen and carbon sources were added to a final

concentration of 0.2% unless otherwise indicated.

- and ‘glutamine synthetase assays, cells from exponentially growing

cultures were used. AssayBs were performed according to
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Covarrublias et al. (11). ‘GDH specific activity determinations
were carried out in a Beckman DU-8 spectreophotometer. Protein
determinations for both assavs were carried out by the method of
Lowry (27) using BSA as a standard. . In order to measure the
effect of glutamate on the GDH specific activity, varyving
concentrationg of glutamate (pH 7.6) were added directly into the
-reaction mixtures before adding NADPH. Where indicated, half of
the volume of the samples were dialyzed against 5 1 of
sonication buffer containing 50 M Tris-HCl pH‘7.6 and 10 mM
B -mercaptoethancl for 12-14 hrs at 4 °C. Standard cellulose

dialysis tubing (m.w. cutoff: 12,000-14,000) was used.

d) Enzymes, radiochemicals and oligopucleotides. Some

restriétion enzymes were purified using the - method descrfbed by
Greene et al. (18). Other enzymes were obtainped from New
England Biolabs In¢c. (¥ ®=P)dATP and (oA ¥*P)dCTP were obtained
from - the Radiochemical Center (Amersham). The nick-translation
kit (Cat. NER 0042) was purchased from New England Nuclear Inc.
The oligonucleotide used as primer in the extension reactions and
both BamHI and EcoRI decanucleotide linkers were synthesized by
the phosphotrie;ter method in sBolid phase aBs described by
Hirataka et al. (22).

e) Total RENA purification and primer extension reactions.

Total RNA was extracted from exponentially growing cultures as

-described by Leédn et al.. (25).  Primer extension reactions were
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routinely performed by using 50 ug of total RNA and 1 pmole of
- the gdhA specific primer. Hybridizations and extension reactions
were performed according to Leén et al. (25).-

f)  Si Nuclease mapping. The mapping of the promoter by Si
nuclease was performed as described by Berk and Sharp (4) and
Manley et al. (30). The 360 bp HpalIl fragment (coordinates
-191\169, Fig. 1), carrying the 5' flanking region -rof the
ZdhA gene and the region coding for the first 57 aminoacids was -
used as the probe for the hybridization reaction.

S 3 ‘Northern -blots. - Total - RNA (60 ug\lane) was

fractionated -in -agarose gels {1.5 %) ‘using CHaHgOH a8
- denaturating agent, according to Bailey & Davidseon {(1). RNA was
then transfered by electrophoretic blotting onto  Zeta-Probe
membranes (Blo-Rad Laboratories) according to the sanufacturer'’'s
instructions, and baked at 80 +*C for 2 hrs. . Filters were
hybridized to the Taql-Hpall fragment (coordinates -71\169, Fig.
1) labeled' by nick-translation according to the procedure
described by Rigby at al. (38), using FP-decoxicytidine-
triphoaphate.

Frehybridizations were carried out in 50 % formanmide,
5% §SC, 10 mM Tris-HCl pH 7.6, 10X Denhardt*s solution and
150 ug\ml denaturated calf thymus DNA, for 1 hr at &2 °C,
Hybridizations. were carried out in the same mixture adding the

labeled probe (10*~* cpm\lane), 1 mM-EDTA pH 8 and 0.1.% SDS -for
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12-20 hrs at 42 °C. The hybridized filters were then washed as
followus: after rinsing the filters twice inside the

hybridization bag with 2 vols of 2 X SSC and 0.1 % SDS at room
temperature, the filters were taken out and washed once with the
same solution for 10 min at room temperature; three times with
80 =l of 0.1 X SSC and ¢.1 % SDS for 10 min each at 50 *C; and
finally rinsed with 0.1 X SSC at room temperature. The dried
filters were then exposed overnight or for longer pericds

depending on the intensity of the msignals.

h) Subcloning of the gdhA S flanking DNA region. The 5'

flanking region of the gene was isclated from plasmid pSAES in a
360 bp Hpall fragment -{coordinates -191\169, Fig. 1). Half the
amount of this fragment was stored and the rest was further
digested with Taql, rendering two fragments: a 126 bp Hpall-TagI
-fragment-and a 240 bp TaqI-Hpall fragment (coordinates -191\-71
and -71\169, respectively, Fig. 1). The three fragments were
separately cloned in the Clal site of plasmid vector pBR327., The
six resulting plasmids: pHia, . pHib, pH2a, pHZb, pH3a and PH3b,

are presented in Table 1.

i) Tetracycline resistance determinations. The Tc~ levels

for strain HB101 carrying different plasmids were calculated
through the -minimal iphibitory concentration (MIC) procedure as
followus: Assay tubes containing 2 ml of LB were prepared using
varying concentrations of the antibiotic (from 0 to 40 ug\ml)

prepared from a 2 mg\ml stock solution. Tubes were inoculated
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with 20 ul of-full grown cells from a culture of the strain to be
tested, and incubated {(with shaking) for 7 hours at 37 =C,
Optical dencsities of the samples were determined at 420 nm. MIC
valies were obtained calculating the minimal Tc coficentration
neaded to inhibit 50 % of culture growth comspared to the

Tc-free culture,

3 Bal331 nuclease deletions. Plasmid pHia was linearized

with EcoRI and then treated with Bal3l exonuclease under the
following reaction conditions: 10 ug of EcoRlI digested pHila
-plagsmid were treated with 2.5 units of Bal31 exonuclease in a
final volume of 50 ul of buffer containiné 12 mM CaClz, 12 nM
MgCla, 200 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 8 and 1 mM EDTA.  The
-reaction mixture was -incubated at 2 °C and aliquots were taken at
2, 4, 6, 8, 10 and 15 min. These samples were - phenol extracted -
and ethanol precipitated. -Half of each mample was digested with
BauHI-and loaded in a 7.5% acrylamide gel to screen the length of
deletions. The rest of each sample was treated with 1 unit of
S1 nucleaspe to remove cohesive ends in a final volume of 10 ul of
buffer containing 5% glycerol, 250 sM NaCl, 30 mM sodium acetate
PH 4.5 and lmM ZnSO,. The reactions were incubated 30 - min
at 30 *C and the DNA was once more phenol extracted and ethanol
precipitated. Finally, the DNA was treated with ligase in the
prasence of BamHI synthetic linkers in a final volume of 20 ul
of buffer containing 50 mM Tris-HCl pH 7.8, 10 mM MgCly, 20 mM
dithiothreitol, 1 mM ATP and 50 ug\ml BSA. The products of the

ligase reactions were used to transfora strain HB10O1.
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k) DNA nucleotide seguence analysis. A computer search for
likely promoter sequences was performed using the method
described by Mulligan et al. (33). The pBame method was
modified in order to find putative CRP binding sites using the

consensus Bequence reported by de Crombrugghe et al. (12).
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RESULTS AND DISCUSSICON

A) GDH SPECIFIC ACTIVITY DETERMINATIONS

There ie a lack of agreement concerning whether the E. coli
glutamate dehydrogenase enzyme 15 regulated or not by nitrogen
availability. In order to determine the effect of excess or
limiting nitrogen growth conditions 1n the enzyme specific
activity, we meapured this activity 4in the wild type strains
strainse MX614 and CS520 grown in excess (15 mM NHaCl) and
limiting {0.5 mM NHaLCl) nitrogen conditions (Table 2). We also
determined GDH and G5 activities of strain MX614 using a variety

of aa as nitrogen sources {(Table 3).

The resulta, shouwn in Tables 2 and 3, demonstrate that in
both E. coli straing, there im a decrease on the GDH specific.
activity in cells growing in limiting nitrogen conditions,.
Table 3 shows the effect of various nitrogen sources-on the GDH
and GS specific activities from strain MxX614. Even though these
aa are considered as limiting sources (37), there geems to be a
gradation in their limiting properties, as can be seen for the GS
specific activity values, Aminoacids such as glutamate,

aspartate and proline seem to be a=m poor - nitrogen- Ssources
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a5 0.5mM NHaCl, to Bupport GDH activity, whereas glutamine,
arginine, serine and a combination of aspartate, serine, proline
and arginine do not affect GDH specific activity in a significant
mannar.- This could be explained by the way in which different aa
can be metabolized to yield ammonia, sBuch as Berine; or
glutamate, such as proline and aspartate (37). In the case of
serine, it can be degraded to ammonia efficiently (24), BO that
it provides enough of this substrate to mantain a high GDH
specific activity. This is sBupported by the fact that the GS
specific activity is low in this growth condition.

i11) Aspartate inhibits GDH specific activity in vivo.

As it is shown in Table 3, glutamate inhibits GDH specific
activity. Aspartate and proline, which can vield glutamate, also
decreage the enzyme specific activity. However, it is important
to notice that the effect of glutamate, as nitrogen source, might
be due to-ite poor ability to enter the cell, whereas the uptake
of aspartate and proline are more efficient (45, 17). In order
to aeBese the possible inhibitory effects of these aa in the GDH
specific activity, GDH and GS specific activities were determined
in glucose NN media supplemented with excess nitrogen in the
presence of -the different aa. The results, shown in Table 4,
indicate that only aspartate and the combination of aspartate,
serine,  proline and arginine mantain a significant inhibition of

GDH wpecific activity in the excess of ammonia. The specific
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activity inhibition by the mixture of am and by aspartate alone,
has already bean reported for Salmonella typhimurium (6). The

‘Tesults obtained with serine, proline and arginine, shown in '
Table 4, strongly suggest that aspartate iz the only responsible
aa in the inhibition of  GDH sBpecific activity. - The effect of
apgpartate in the GDH specific activity may be indirect as it is
metabolized ylelding glutamate which may be the real responsible
of the obeserved inhibition. If this is the case, we would expect
-proline (which also gives glutamate) to cause the same effect.
Howeveri, the utilization of this aa is under nitrogen control
(28), 8o that it would be repressed in excess ammonia growth

conditions.

iii) In vitro effect of glutamate on the GDH ppecific

e e e e ——

sctivity.

Thinking in glutamate as & possible inhibitor of the GDH
activity, 'we . determined GDH sBpecific activities of strain MX614
grown in excess and limiting nitrogen, and glucose or glycerol as
carbon sources. Half of each sample was dialysed in order to
eliminate glutamate from the extracts (See Materials and
Hethods). The results showed that there is no difference
between dialysed and non-dialysed extracts for any condition
{data not shown). Oon the other hand, we determined the GDH
activity of dialysed extracts of cells grown in the same
conditions aa above, except that increasing concentrations of

glutamate (0, 10 uM, 50 uM, 1 sM and 20 =M} were added to the
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reaction aixture during activity determinations (See Materials
and MHethods). As mentioned above, there 18 no variation
whatsoever in the measured activities (Results not shown). These
results indicate that 1f glutamate is5 responsible for GDH

inhibition it does not act directly at the protein level.

B) NORTHERN EXPERIMENTS

In order to demonstrate the presence of gdhA specific
transcripts, total RNA was extracted as described (Materials and
Methods), from gdhA* straine CS520 and MX614, grown in NN media
supplenented with excess or 1limiting nitrogen and glucose or

glycerol as carbon sources.

Total RNAs were fractionated by agarose gel electrophoresis
under . denaturating conditions, and then electrotransfered to
Z-Probe filtere. The blotted filters were then hybridized to the
nick-translated 360 bp HpaIl fragment (coordinates -191\+169,
%1:. 1) which carries 200 bp from the 5' flanking region of the
gdhA gene and the DNA that ccdes for the first 57 aa residues of
the GDH monomer (See Materials and Methods). Results are shown

in Fig. 3.
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Several facts can be drawn from these results: a) In all
conditions, a single and similar transcript of approximately
1,500 b was found in both strains. b) There is a higher
concentration of specific mRNA in strain CS520 cowpared to strain
MX614. These results agree with the -values obtained for the GDH
specific activities in both strains (Table 2). <¢) There is also
a clear difference in the transcript levels between excess and
limiting nitrogen in bdth strains. These resultsg indicate that
the regulation of the gdhA gene by nitrogen availability occurs
at the transcriptional level. It 1s interesting to note that
even though these results agree with the values obtained for
enzyme Bpecific activities presented in Table 2, the observed
-differences seem to be greater at the mRNA level. Thie
difference might be due to additional regulatory mechanisms.
d) Finally, 4in both strains, there seems to be a slight
difference in the transcript levels between glucose and glycerol
am carbon sources, at least in the case of excess nitrogen growth

condition.

C) IDENTIFICATION AND MAPFING OF A gdhA FUNCTIONAL

PROMOTER

In vivo minicells experiments have shown that the 360 bp
HpalX restriction fragment (Coordinates -191i\+ 169, Fig. 1), that
lcarries the first 200 bp from the 5' end of the gdhA gene and the
‘DNA that codes for the first 57 aa residues of the GDH monomer,
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when cloned in either orientation in PpBR327., 1 capable of
directing the synthesis of the expected 57 aa polypeptide (46).
These results Btrongly suggest that this Hpall fragment carries a

£dhA functional promoter.

From the analyeis of the 200 bp preceeding the gdha
structural gene, we were able to identify 3 putative promoters
through consensus sequence comparison analysis. These sequences
were referred as Pl1,7 P2 and P3 respectively, according to their
relative poesition to the ATG - initiation codon (46). Further
analysis of these sequences based on more recent reports of
consenhsus promoter sequences 1iIn Escherichia coli (20, 16),

indicate that P23 (indicated at Fig. 1) 1is the most probable

sequence for a functional promoter.

Several eiperiments were performed in order to verify that

this putative promoter is, in fact, a functional promoter.

i) Bal3l nuclease deletions.

In 6rder to define the promoter region more precisely, the
Bal31i nuclease was utilized to generate a collection of different
deletions of the HpaiY-Hpall .fragment (coordinates -191\169, Fig.
1) that carries the pfonoter. This DNA fragment was cloned in
PBR327 at the clal site. As expected for a fragment that carries

a functional promoter, in one of the two possible orientations
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(plaélid PHia), the cloned fragment restored the Tc~ phenotype of

the cloning vector.

Fig. 2 shows the strategy used in the Bal31l deletion
experimente using plasmid pHia (See Materials and Methods).
Several deletions extending from the EcoRI site of pHia were
obtained (the extension of such deletions is depicted in Fig. 1);
among them, pH14 and PpH16 still confer Tc¢™, whereas plasmid
pH122 does not. 1In this last deletion, the TagqI site (located at

coordinate -71 in pSAE4, in Fig. 1) is no longer present.

i1} Subcloning experiments.

The above results ©suggest that the DNA region located
‘between the EcoRII and the Tagl sites (coordinates -119 and -71,
respectively, Fig. 1), 4is required for promoter activity.
Therefore, we decided to subclone the HpalIlI-Tagl fragment
{coordinates -191 and =71, respectively, Fig. 1) and the
Tagql-Hpall fragment {coordinates -71 and 169, respectively, Fig.
1) at the €lal site of pBR327, in order to determine whether they
could restore the Tc* .. phenotype, as the original HpallI-Hpall
- fragment does. As expected, four different clones {(plasmids
pH2a, pH2Zb, pH3a and pH3b, Table 1) were obtained; however, none
of them was - capable of restoring the Tc~ phenotype.
Furthermore, - none of -these clones was capable to direct the
synthesis of the first 57 aa of the protein, as the original

-- HpalI-Hpall fragment does in pHla (46} ({(data not shown). All
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these subcloning experiments indicate that the integrity of the
Taql site, which is located at the P3 putative promoter, is

important for promoter activity.

i1i) Primer extension and S1 nuclease mapping.

‘The fine mapping of the functional promoter was acconplished

through primer extension and S1 nuclease mapping techniques.

-For primer extenmion, total RNA was extracted from strains
CS520, and PA340\pSAE4. Both -strains were grown in NN media
supplemented with excess or limiting nitrogen and glucose or

glycerol ae carbon sources.

A 21 bases oligonuclectide was synthesized as described
{Materials and Methods). .This primer carries the complementary
seguence of the specific gdhA =mRNA from coordinates 434 to +54
(Fig. 1) relative to the translation start point. This synthetic
- primer was hybridized to purified total RNAs and used for the

reverse~-transcriptase runoffs.

fhe results of one of such experiments are shown in Fig. 4.
- Although the  cDNA products are the same in all assayed
conditions, there are around three main cDNA - products separated.
one-or two bases from - each - other. This suggests that there is

more than one transcription start site as it has been reported
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-, for other genes (9, 32, 36)}. - However, the‘nost prominent band
corrasponds to a . 117 b fragment. These results lgcate the main

- transcription start site around 8 bp downstream the -10 region
of P3 and 63 bp upstream the translation start point (Fig. 1).
-No cDNA products suggesting transcription start sites
corresponding to other putative promoters were observed. There
results atrongly indicate that the original P3 promoter (46) 15 a

.‘functional promoter, at least for the assayed conditions.

For S1! nuclease =mapping, total RNAS were extracted as
described, and the 360 bp Hpall fragment was used as a probe.
After S1 nuclease digestion, there was a major 235 b protected
-fragment, which again indicates that P3 is the functional

promoter in all assayed conditions (data noct shoun).

iv) Promoter site specific mutagenesis in plasmid pSAE422.
~In order to confira that P3 is a functional promoter, a
serjes of different insertion mutations (most of them using EcoRI
decanucleotide 1linkers) were generated at the Tagl site, i.e.,
between the -~10 region of the promoter and the putative

transcription start site (Fig. §5).

Since the consensus for a transcription start site is from.8
to 10 bp downstream the- -10 sequence of the promoter, and

predominantly at purines (more frequently in A than in G) (20},
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insertions of 2, 12" and 22 bp in the sequence immediately
following the -10 region are expected to modify such start site
depending on the length and the base content of the insertion.
This would be reflected in the size of the cDNA obtained from

primer extension assays.

The insertion amutations at the Tagl site were made in
Plasmid pSAE422 which is a derivative of the PpSAE4 that carries
the DNA that cocdes for the first third of the enzyme monomer
{Table I and Fig. 5}. Strain PA340 was transformed with the
resulting plasmids. Total RNAB were extracted from cells groun
in minimal medium Bupplemented with excens nitrogen, and glucose
as carbon source. The results of one of such assays is shown in
Figi 6. As expected, the eize of the obtained cDNA products
increased according both to the length of each insertion and the
position of the most Bsuitable nucleotide (A or G) for the

transcription start site.

Fig. 7 sBhowa the nucleotlide sequence of the wt promoter
region as well as those for the insertion derivatives. The
putative start site(s) are indicated for each case. EcoRI
linkers were used as mutagens not only because they provided an
easy way to screen for such insertions (the pSAE422 has no other
- EcoRI mites) but also because an insertion of a fragment at the

Tagl site, which overlaps the -1i0 region, and at the EcoRII
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sBite, which is located 17 bp upstream the -35 region, provided a

way to delete the whole promoter region generating plasmid

PSAE A 442 as a negative control.

It is interesting to note that in plasmid pSAE442, that
carries EcoRI 1linkers at the Tagl and EcoRII sites, the
transcription start site is modified as in the PpSAE432 case, in

‘which this plasmid only carries a 1linker at “the Tagl site.
However, in pSAE422 there is a cliear decrease in the intensity of
the band corresponding to the cDNA product. This could suggest
that the sequence - preceeding the promoter -might play a role
either in promoter function or at the level- of transcription

-regulation. It should be emphazised that this EcoRII site lies

among an imperfect mirror  image sequence which is described in
section (D).

D) NUCLEOTIDE SEQUENCE ANALYSIS OF THE 5' FLANKING
REGION OF THE gdhA GENE

The previous results clearly indicate that the P3 putative
promoter is in fact a. functional promoter for the gdhA gene,
This promoter ims located at coordinates -102 to -71 in Fig. 1.

In this case, as in many other E. coli promoters, this
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‘regulatory sequence is part of a high A\T content DNA region.
However, something that is.worth mentioning, 1s that in this DNA
region, there is a change in the A and T contente 4in the coding
strand which seeme to be delineated by the ITaql site which is
located immediately after the promoter, In the .Hpall-TaqI
fragment, there is a 70\30 AT, whereas in the TagI-Hpall fragment
the A\T ratio is 35\65. The possible significance of this

difference, if any, is presently unclear.

Another - interesting sequence that "has been identified in
this flanking region im a putative CRP binding site (Fig. 1)
which overlaps the -35 region of the promoter, and which keeps
close similarity with the consensus (12, 29). It should be
noticed that - in this case, such site 1lies in the non-coding
strand of the sequence. However, this type of orientation in
functional CRP binding sites has been reported for other genes
(12).

Another outstanding feature of this region 1is a 42 bp
imperfect palindromic sequence which overlaps both the -10 and
-35 1identities of the functional promoter and the putative CRP
binding site. Its length and the fact that it overlaps the
promoter coculd suggest that this identity =might play a role in
the regulation of the gdha gene. Also overlapping this
palindromic sequence, we identified an imperfect mirror image
sequence (coordinates -166\40, Fig., 1) which keeps certain

homology with similar identities found in the arglr regulatory
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region and the dhuA regulatory sequence of the histidine

transport operon of Salmonella typhimurium by Higgins and

Ferro-Luzzi Ames (21). These authors have alsc found this type
of -sequencas in the - neighborhood of the promoters of the
histidine and tryptophan biosynthetic operons and the lacl gene,

and in the regulatory region of the glnALG -operon of Escherichia

—_——— e e et

o e . . o

coli and Salmonella typhimurium. In the case of argIr and dhua
in §. typhimurium, these sequences have besn proposed as
possible interaction sites for a dimeric protein yith regulatory
implications.. it is worth noticing that in these cases, as in

gdbA,. the promoters are overlapped by palindromic sequences as

well as by mirror image identities,

Fig. 1 --also shows several direct repaated seqﬁences
throughout the 5' flanking region. It is interesting to note
that none of these types of sequences are found in the structural
gene, and also that there are six of such sequences, each of them
found tuice. Vvalle et al. (46) previously reported five of
these Bequences. These repeats could also play a role 1in the

regulation of this gene.

puring the nucleotide sequence analysis We alsc consldered
the fact that since GDH is one of the main enzymes involved in
nitrogen metabolism, it might share some regulatory features with
other genes amd cperons of this pathway. In this regard, we
specifically searched for nitrogen promoters, this is, specific

recognition sites for the glnF product which has been identified
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as a sfg-a subunit ( o~ 60), and that 1is specific for the
transcription initiation of genes and operons under nitrogen
control (8, 23). We also searched for NRI {(gp glnG) binding
sites (15, 34). This protein has bean identified as both a
positive and negative reguiatory protein depending on its
position relative to the promoter sequence. However, we could

not find any seqﬁence in the gdhAa S' DNA flanking region showing

- significant homology with this type of 'sequences,

ACKNOWLEDGEMENTS

We wish to thank Irma Vichide from the Unit of Protein
Purification, for some of the restriction enzymes used in this’
work and Mario Alberto Cuevas from the Unit of Chenmical
- Synthesis of Macromolecules from the Centro de Investigacion
mobre Ingenieria Genética y Biotecnologia, Mexico, for the
oligonucleotides used in this work. We are indebted with
Enrique Merino for the elaboration of the computer Pprograms used

in the search of specific sequences. This work was supported



(37)

partially by Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, Mexico,
Grent PCCBNAL-122584. -Laura Riba is a recipient of a fellowship

from Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, Hexico.



o 1 z s a s s r ) o i

L 4 i 2 : 1 L 1 Kb ) Y Y] "

) : .
fuen Eul gl Hpal gl £l

— 1 }

> —[\ P
- b
npeT 7 Teat e
'LL" w_l. Sau3A o]
gdna

»
? B)
COGTGOCARALET TTAGCEICTOAGGTTATCSCATTTE nsacanAcTcrcanAnAMnGc
ERl
m’ccmcmcmrrmcﬁﬂccercacmmam mcmmuscm
: ApT .
TGACATAA ACAACATASGCACAATCGTATIAATATATS ncsqgnmrclmcnmcncmmr Tam T
CTGGAGTCATICCTCAACCATG -= - Nyzo—=-m TGGTTEARCE .
- L] wa wa L1 null
[T o O
[ ]
A sassttion
() C)
npek agoges sogaco Sa44dd _sess Te! tevels Ia stralh HEID! catrying various " .
_’E‘E‘s_asrsﬁcuela_cnnr.cc:c'rsnmm'cs:u'nnshuuunucrcrcsrTArmATnac et Bt Al
f?“ aan ﬁ nunnnn . rlasmin MIC (pgsmid
Gcﬁ:ﬁii - 2
‘L’ccrummmﬂr&éﬁfmsmlﬂmm“ prayd 23
et e puie ]
IMCME‘;:;AM!AT’mrmuaumrumcmawcauc.mmt e,
- -ec
HpaD
CT8GAGTCATTCCTCAACCATG ==~ Nypo=———~TGGTTGAACK
- -






Hpoll

Hga! EcoRll “' TogL Soy3A _Hpall
[ S T - ﬁ- 1 i
PSAE4ZZ _ 5y Szo -7 Kl F69
, L T gihA —
_B“_UI : __:'_. ..... . =
[c3) s
psaE430 L ! S 1 )
, N ana R
pSAE432 S
:
pSAE433 ! ' 2

[EcoRt tinker] ['EcoRI tinker] RRMY
pSaE442 L v :

e el :
Hpalt 4 oy3A " Hpall
pSAEA442 - = -3
EcoRI .
&

1 2 3 4 5 6 7 8 9



A)

EcoRI —as -0 Togql

T%CTGGGTCATTTTTTTC TTGCTTICCGTCACATTCTTGATGGIT ATAGTICGAAAACTGCAAAAGCACA
=180 =100 -0 - 80 . =70 =80
mRNA
B) -10 Tagl

pSAE422 [TATAGT]lcGARAACTGCAAAA

Nrul

pSAE430 CGlCGAAAACTGCAAAA

EcoRI linker

pSAE432 [T ATAGT ]| C6CCGAATTCGECEAAAACTG

EcoRI linkers

pSAE433 [TATAGT] C6CCEAATTCGGCCEAATTCEE'CGAA
EcoRI linker

pSAE442 [TATAGT ] CGCCGAATTCGBGB'CGAAAACTG

o T




(42)

FIGURE LEGENDS -

Fig. 1. (A) Restriction map of recombinant plasmid pSAE4 (40). The
positions of the restriction sites are drawn to scale. The thick bar
repregents the pBR322 vector. The thin bar represents the gdhaA
structural gene. The expanded section details the 260 bp Hpall
fragment carrying the 5'  flanking region of the gene and the sequence
coding for the amino terminal of the protein (57 ana). The arrow
"denotes . the direction of transcription of the gdhA gene. {B)
Nucleotide sequence of the Hpall fragment shown in A, -10 and -35
regions of the putative promoter (P3) (46) are boxed. The filled bar
above the sequence denctes a putative 'CRP binding site. The double
headed arrow beneath the sequence indicates an imperfect palindromic
sBeguence. The putative transcription start site is denoted as mRNA.
The ribosome - binding site (Shine-Dalgarno sequence) is underlined;
Met, transliation initiation codon. pHl4, pH16 and pH122 stand for the
approximate extension of the Bal3l generated deletion derivatives
from plasmid pHla (See Fig. 2). {C) Same hucleotide sequence as
above showing other ocutstanding features of the 5' DNA flanking region
of the gdhpA gene. The promoter sequence, the putative transcoription

start =mite and the translation iInititiation codon are indicated as in

B. - Open and filled circles, triangles and squares indicate different
direct repeated sequences (46).- The arrow above the sequence denotes

"the centaer of - an imperfect airror image sequence indicated in bold

characters. . -
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Fig. 2. {A) pBR327 ‘derivative pHla plasmid, in which the S' DNA

-flanking region of the gdhA gene and the DNA that codes for the first

57 aa, carried in a 360 bp Hpall frageent, was cloned at the Clal site

of the vector as the promoter region for the Tc* ' gene. E, EcoRI; P,

- PetI;- H, - HindIIl; B, BawmHI. (B) Simplified strategy for the

obtention of Bal3l deletion derivatives from pHla {See Materials and
Methods ), (C) Tc™ levels in strain HB101 carrying various pHla
deletion - derivatives. The approximate extensions of the deletions

within the 5' flanking region of the gene, are indicated in Fig. - 1B.

‘Fig. 3. - (A} -Northern blot analysis of gdhA transcripts using total

RNA from strains HX614 (lanes 1, 2, 5 and 6), and CS520 (lanes 3, &4, 7
and 8). RNAB were extracted from cells grown in NN media supplemented
with the following nitrogen and carbon sources: excess nitrogen -
glucose (lanes 1 and 3); excess nitrogen - giycerol {lanes 2 and 4);
limiting nitrogen - gluccse (lanes S5 and 7); and-limiting nitrogen -
glycerol (lanes 6 and 8). Hybridization bands can be seen in lanes 5

to 8 only in overexposed autoradiograms (2 weeks of exposure).

Fig.4. Primer extension mapping of the transcription start site of
the gdhA gene using total RNaAs . from strain PA340 carrying plasmid
PSAE422 (lanes 1-4) and CS520 {lanes 5-8). Total RNAs were extracted

. from cells grown in NN media supplemented with the following nitrogen



(44)

and carbon Bsources: excess nitrogen -~ glucose (lanes 1 and 5);
limiting nitrogen - glucose (lanes. 2 and 6); limiting nitrogen -
Elycerol (lanes 3 and 7); and excess nitrogen - glycerol (lanes 4 and
8). Lanes 9-11, control essays using tRNA instead of total RNA (lane
9); no primer (lane 10); and no total RNA (lane 11). Lanes labeled
GATC correspond to an M13 phage sequence used as marker.
Autoradiograms were overexposed in order to appreciate cbNA in ali the

lanes.

Fig. 5. Restriction maps of the 5°DNA flanking region of plasmid
PSAE422 and 1its insertion derivatives. The important restriction
nites are indicated at the top of the figure and numbers in pPSAE422
denote the coordinates of such sites which are the game as in pSAE4
(Fig. 1). The arrow shows the direction of transcription and the
position of the translation initiation codon. Plasmid pSAE430 vas
obtained by the insertion (using Klenow enzyme) of 2 bp at the Iégl
site; this event generated a Nrul site. Plasmids pSAE432 and pSAE433
were obtainaed by inserting one "and two EcoRI decanucleotides
respectively at the Nrul site of plasmid pSAE430. FPlasmid pSAE442 is
a derivative of pSAE432 in which an EcoRI linker was inserted at the
EcoRII site located 17 bp upstream the -35 region of the promoter.
Finally, plagmid pSAEA 442 1s a deletion derivative of PpPSAE442 1n

which ‘the whole promoter was deleted through an EcoRI digestion.
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Fig. 6. Primer extension mapping of the transcription start sites of
the gdhA gene using total RNAs from strain PA340 carrying plasmid -
PSAE422 and its insertion mutation derivatives. Cells were grown 1n
glucose mnininal media. Lanes labeled GATC correspond to an M13 phage
sequence used as marker. Lanes 1-3, same control assays as in Fig. 4.
Lanes &4 to 9, RNA extracted from PA340 cells carrying different
plasmids: Lane 4, plasmid pSAE422; lane S, plasmid pSAE430; lane 6,
plasmnid pSAE432; lane 7, plasmid pSAE433; lane B, plasmid pPSAE A442;

lane 9 plasmid pSAE442 (three times as much sample was loaded in the

lane).

Fig. 7. {A} HNucleotide sequence of the promoter region of the gdhA

gene, coordinates -122 / -67 relative to the translation start site

(+#1). ~-10 and -35 regions of the promoter are boxed; mRNA denotes the
transcription start site. (B) Nucleotide Bequence of the insertion
mutations present in pSAE422 derivatives, The -10 region of the
promoter is indicated by open boxes. Bold characters denocte inserted
nucleotides. The putative . transcription start sitesn are
underlined.

Alternative figure legend for Fig. 3.
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Fig. 3. {(A) Northern blot analysis of E£dhA transcripts using total

RNA from strains MX614 (lanes 1, 2, 5 and &), and CS520 (lanes 3, 4,

7 and 8). RNAB were extracted from cells grown in HNN media
supplemented with the following nitrogen and carbon sources: excess
nitrogen - giucose {lanes 1 and 3); eXxcess nitrogen - glycerol
(lanes 2 and 4); limiting nitrogen - glucose (lanes 5 and 7); and
limiting nitrogen - glycerol (lanes 6 and 8), (B) Overexposure of

the same gel in which gdhA <transcripts can be clearly appreciated in

lanes 5 to 8.

e et e e e .
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TABLE i, Bacterial Strains and Plasmid Constructions.

STRAIN GENDTYPE . SOURCENCOMHMENTS
CE%20 HirC LrpAS8 metB) alyVS0 supEse " ¢larke & Carbon (10)
relAl The adhfA gene was

“tsblated from this strain

[Covarrubias et al.{i1}))

PA340 F= thr-1 leuBé gdh-] hisGl gliB3} F. Jacob via J, Bachman
argHi thi-1 ara-}4 Jac¥}] gal)-§ glutamate auxotroph

ualAl xvl-Z ntl-2 tonAzgz AR
5 - rpsL supEq4 ) :

Mxe14 A ‘pro-liac) aalE i)veeo thi-1 F. Bastarrachea
HB101} F= hsd820 (re, mp) prechi3 aralq4 H. Boyer

proA? lac¥! galK? rpsl 20 xv1-3
mtl~1 supE4q4 )\~

PLASMIDS GENOTYFE SOURCENCOMMENTS

pBR327 Apr Ter Deletion derivative ot pER322 that lacks the



pSAEA

pEAE4R2

PSAEA30
pEAEA32
PEAEA33

‘peAE442

PSAEA442

pPH1a

pHib

adhA* Ter

adbpA~ Yer

adhf~ Ter

adhA- Ter

Tcr Apr’

Tec™ ApT

{s2)
bom site (8, 421,

Carries the complete adhA gene and flanking
reafons (40, 46),

Peletion dertvative of pSAE4 carrying the 5S¢
$1anking region and the cading reglon for the
firet 102 aminoacids of the prolein (40).,

A set of insertion derivatives of pSAEA4A22
{(Fig, 4, this pnaper}.

-

60 bp (origins)l coordinates -~-§20\-71,

Fig, 1) deletion derivative of pSAE442 in

vhich the whole promoter seguence vias

deleted t(Thie paper).

pPBR327 derivative carrying the g¢hf 5 4lanking

region in a 340 bp Hpall fragmént f;oﬁ pSAEq

{cocordinates -i91\14%9, Fig., 1}, cloned at the
€l1al site of the vector as the promoler regicu

for the Tc* gene (46}).

Sames ag pHia, except that the $fragnment uvas

cloned in the opposite orientation (46},



pH2a

pH2b

pH3a

pH3b

pH14
pH1é&
pH122

Tc=

Tc=

Tc=

Ter
Ter

Tce

Apr

Apr

Apr

Apr

Ap~
Apr

Apr

(63}

pPBR327 derivative carrying a Hpall-YTanl
$ragnent from pEAE4 (coordinates -(91\-71.
Fig. 1}, cloned at the ﬁl;! wite as the
promocter region of the Tc™ gene (This

paper).

Same as pHZa, except that the fragment was
cloned in the opposite orientation (This

paper).,

pBR327 derfvative carrying the Ipagl-Hoall
fragment from pSAE4 (coordinates -?1\{69.
Fig. 1), cloned at the "Clal &wite as the
pronoter region of the Tc™ gene (This

paper).

Same as pH3a, eicept that the fragnent vas
cloned in the opposite orjentatfion (This

paper).

A set of Bal31l deletion derivatives of pHia

(See Fig. 2, this paper).



TABLE 2.

STRAIN

MX614
€6520

(a)

(54}

.

GDH sp acl® determinations of twe E. goli K-12
strains grown wWith excess and limiting ammonla®

in glucose minimal media=,

EXCESS NH4* : LIMITING MHa*

400 100

200 300

The results shavin in al) Tables are the average of at least 2

some cases 5-7) separate and duplicate experiments,

tb)

of I% mM and 0.5 mM respectively.

() sp acts are expressed as nanomales of NADPH

per mal\protein at 37 °C.

.

iy

excess and limiting ammonia were supplied teo a final concentratios

oxidized per uwir

e it



TABLE 3. Ed4iect of various nitrogen spources in the

GE sp scts from strain

NN media,

Nitrogen Saource*

1. Excess NH.*

2, Limiting NHe*

. 3. 6Glutamate

ta)

(b

(c)

4, Glutamine

5. Aspartate

6. Arginine

?. Proline

8. Serine

9. Combination (Asp +

Arg + Pro + Ser)

100
25
19

70

ez
33
100
iie

NHa* was supplied as in Table 2,

concentration of 0.2 % except

HXé&14 grown in

GDH sp act® 66

All aa were supplied

for the combination (9]

aa vias supplied to a final concentration of 0.05 %.

GDH sp acts are expressed as percentages taking the

excess NHa* as 100 %.

(55)

GDH and

glucose

lp-nct'

135
350
920
100
190
140
340
éq8
58

to a Fiunl

where each

value for

GS sp acts are exprested as nanomoles of g-glutamyl-hydroxama: -
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formed per win per mg\protein at 37 =C, Activities Wi

determined without Mg*® in the reaction mixture,
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TABLE 4, Effecte of different as supplemented to glucose ammonii

(13 mM) media on the ODH and B8 sp Acts® $rom =mtrain

1.
2.
3.

4-

6.
7

HX&14.
b : Aﬁdod to glucose-
Aminoacid As sole Nitrogen Source ammonia minimal medis
GDH GS GDH GS
sp act sp act . sp act B8R 8t
No addition -- -—- £00 135
Glutamate 19 220 @0 WD
Aspartate 25 1 1<0 . 59 9¢
Arginine 73 1 140 113 BS
Proline 83 540 99 74
Serine 100 4498 113 123
Combination (Asp, 126 8 &z 74

Al"g, PPD, Ser)

{a) Sp acts are expressed as in Table 3.
(b} Aminoacids were supplemented as in Table

{ND) Not determined.
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RESULTADOS ADICIONALES Y DISCUSION

Como sea @menclena en el escrito ' presentado como parte
principal de esta tesis, existé una falta de consenso en cuantoc a
los mecanismos celulares que regulan la expresién de 1a GDH, y
en particular, falta de inforsmacién sobre la regulacion del gene
g£dhA, en Escherichia coli. Los datos reportados en la literatura
tienden o ser escasos Yy contradictorios, En este sentido, los
-.resultados -obtenidos a 1o largo de este proyecto de tesis, han

permitido tener un panorama mas amplio, si bien no del- todo clarco
- -sobre la expresiétn de esta enzima por fuentes de nitrégeno y de

carbono.

Lae determinaciones de actividad especifica de 1la GDH se
- iniciaron con 1la cepa silvestre CS520, baAsicamente debido a que
fué a partir de un bance de genes de esta cepa que se aisld el
- gene gdhA -(ver -Tabla .1)}. Sin embargo., esta cepa lleva una

mutacién en el gene rela denominada relAl. Se ha reportado que
mutaciones en este gene afectan la expresién de enzimas
-involucradas en 1la sintesis de glutamina y glutamato en
Salmonella  typhimurium, posiblemente a causa de alteraciones en
los niveles de ppGpp (Sales and Brenchley, 1982). Debido a esto,
-- 18 - determinaci6én de actividades de las enzimas GDH y GS se
llevaron a cabo en la cepa sllvestre MX614 (Tabla 1),

fracuentemente utilizada para el estudic de enzimas involucradas
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Regulacién de la expresién de la GDH por niveles de amonio.

Las actividades especificeas de 1a GDH en condiciones de
crecimiento de exceso y limitacién de amonio (ver Tabla 1)
muestran que si blen la diferencia registrada no es drastica, en
- cuanto a que no hay un cambio del orden de magnitud, sl existe
una regulacisn de-la actividad de la enzima por disponibilidad de
amonio. . -La regulaciétn observada en las cepas MX614 y CS520
concuerda en cuanto a que se observa una disminucién de la
actividad de la enzima en limitacién de amonio. Sin embargo, por
un lado, la (5520 presenta niveles de actividad més altos que la
‘MX614 . en -ambas - condiciones, y adena;. la diferencia de
actividades entre exceso y limitaciétn de amonio se reduce en la
primera. 51 bien esta diferencia pudiera estar  relacionada con
la mutacién relai,  también pudiera deberse a una mutacién de
pocas consecuencias en la regién del promotor de alguna- -de las
cepas, eantre otras causas., Sin- esbargo, para eliminar 1a
posibilidad de que esta diferencia fuera debide al fondo genético
de la cepa CSS20,; las determinaciones de actividad subsiguientes,

se efectusron -en la cepa MX614..
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HEEE == s

La bacteria Escherichia coli puede crecer en medios de
cultivo complementados con una variedad de amincacidos como
fuentes orgAnicas de nitrégeno. En estos casos, el crecimiento
es invariablemente mAs lento que con amonioe, por 1o que estas
-fuentes se han definido como limitantes de nitrogeno (Reitzer y
HMagasanik, 1987). Sin embargo, las actividades especificas de la
-GDH .¥ 1a G5 obtenidas a partir de células cultivadas en medios
con distiptos aminc&cidos como- fuentes de - nitrogeno -(Tabla 3},
- -indican que existe una aparente .gradacidn en cuanto a las
propliedades limitantes de los diferentes aminocAcidos. Esta
gradacién se ve reflejada en los niveles de actividad de la GS
que fungen como indicadores de la limitacion de nitrégeno, ya que

o5 esta limitacion la-que eleva sus niveles de expresion.

For otreo 1lado, considerando Unicamente las actividades de
- .ambas enzimas en exceso y limitaciédn de amonio, pareciera que sus
actividades son reguladas.de manera inversa,  es decir,. que en
exceso-de amonio los niveles de la GDH son altos, y los de 1a
QS bajos, invirtiéndose los niveles de actividad en limitacién de .-
-amonio.  Sin embargo, si bien es este el caso con algunos
aminoacidos como fuente de . nitrégeno (glutamato, aspartato y la
. .mazcla de. -aspartato, arginina,  prolina vy serina), aminoaAcidos
tales como- la glutamina y 1la arginina generan-altos niveles de GS
v no s ve una disminuciéon significativa en los niveles de GDH.

De la misma manera el uso de prolina o serina tampoco-siguen un
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- patrdn definido ya que los niveles de GS no se encuentr;n muy
elevados,  mientras que los niveles de GDH son bajos en el primer
caso, y altos en el megundo., Estos datos pudieran ser explicados
por 1la generacidén de amonio y\o glutamato a partir de la
. degradacion de estos aminoécidos, y por la eficiencia .con que
estoB productos puedan ser generados, Un ejemplo €8 1a serina,
que es - degradada generande amonio de manera muy eficiente
(Imenberg y Newian.A 1974) 1o cual establece una condicién de
exceso de este compuesto elevando los niveles de la GDH. Como
seria de esperarse, en este caso los niveles de la GS no son
altos. Compuestos como la prolina y el aspartato generan
glutamato al ser degradados (Reitzer y Magasanik, 1987), el cual
ha sido reportado como inhibidor de la GDH ¥y como uno de los
efactores de la desrepresgiétn de la GS. Por ﬂlti-é. compuestos-
como la arginina generan amonioc y glutamato al ser degradados.

En este caso, las actividades de ambas enzimas son elevadas.

- Los datos y consideraciones anteriormente expuestos parecen
indicar que la GDH no se regula de manera inversa a la GS, ni los -
niveles de ésta Ultima ejercen efecto en su expresioéon. El papel
de la GDH parece per el de una especie de modulador o
amortiguador de los niveles de ciertos metabolitoa como pudieran
sar-el amonio, el glutamato y atin el 2-oxoglutarato  que actuan
como efactores de la regulaciédn de la asimilaciédn de nitrégeno en
la bacteris. Este posible papel de l1la GDH no - excluye la

-posiblilidad de que esta -enzima pudiera estar regulada a su vez

por la interaccidén -directa o indirecta de alguno de estos
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- --metabolitos o un .intermediarioc que éctuara como sensor de la
disponibilidad de nitrégeno en el medio, o atn de las pozas de

- .-dichos matabolitos en el .medio intracelular.

R e e ———

El glutamato como posible inhibidor de la expresion d

I+ )

1a GDH. -

El glutamato ha sido -reportado-en la literatura como un

- inhibidor .de -  .la --actividad de la- GDH y 1la ‘'GOGAT (Halpern y
Umbarger, 1960; ; Mecke y Holzer, 1966: Varrichio, 1969). El

- aspartato ¥y - la prolina, que son metabolizados en glutamato al
entrar a la célula también reducen los niveles de actividad de la
GDH (Tabla 3). -Si bien la actividad de esta enzima disminuye al
-usar la célula glutamato comc unica fuente de nitrogeno, es
importante hacer notar que esto puede deberse a que el transporte
da  glutamato al citoplasma es8 poco eficiente (Tyler, 1978),

- mientras que el transporte de prolina y aspartato se lleva a

- cabo con mayor eficiencia (Tyler, 1978; Graham et al., 1984).

- LoB- resultados - presentados en la. Tabla & -indican que
solamente el aspartato, - ¥ una mezcla de amino&cidos que incluya
al .aspartato, -msantienen una inhibicién significativa de 1a.
actividad de la - GDH en ‘condiclones de -excesoc de amonic. La
-prolina, aunque también es metabolizada a glutamato,  no exhibe

este efecto. Esto -probablemente me deba a que las  enzimas que
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- cransportan 'y degradan prolina sge encuentran sujetas a regulacién
por nitrégeno (Magasanik, 1982), por lo que es de esperarse que

an condiciones de exceso de amonio estén reprimidas.

De ser el glutamato un efector en la regulacién. de la GDH,
un posible mecanismo por medio del cual pudiera ejercer su afecto
seria através de una inhibicién por producto final a nivel de la
-actividad de la enzima. Sin-embargo, los estudios in vitro sobre
el efecto del glutamato en la actividad de la enzima indican que
no se registran cambios significativos al eliminar el glutamato
de los extractos celulares, o© al adicionarlo en concentraciones
crecientes [Ver seccion A (1ii) -de Resultados]. -Estos datos
- sugieren que de sper el glutamato un- efector de 1la regulacién de-

1a GDH, no actua a nivel de la actividad de la enzina.

-« -Analisis del producto de transcripcién del gene gdhA.

-« --Un analisis de los transcritos del gene gdhA detectados en-
-condicionas de crecimiento de excemo y limitacién: de amonio, ¥
utilizando glucosa o glicercl. como fuentes de carbono, -indican
que la regulacién por disponibilidad de amonio parece darse a
nivel de la transcripcioén del-gene (ver-Fig. 3). Se detecté un.
- solo transcrito. del tamaho esperado considerando el tamaho del
gene estructural (1 -500 pb), en todas las condiciones metabdli--

cas-ensayvadas .
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La cepa CS520 registré niveles més . elevados de transcrito
-comparada con la cepa MX6l1l4, lo cual concuerda con los niveles de
actividad registrados en amsbas cepas, Al iguml <que -en las
actividades especificas, se observa una disminucidédn en los
niveles de transcrito en condiciones de limitacién de  amonio en
ambas -cepas. Sin embargo, l1la diferencia registrada es mAs
dréstica a nivel -de concentracién de transcrito, 1lo cual sugiere
‘que - posiblemente se - den -mecanismos adicionales  de regulacién

postériores-a la transcripcion.

Efecto multicopia de 1a

e ]

egién reguiatoria .S’ del.gena gdhA.-

‘¥ del gene completo, ep la’actividad de -1a epzima.. .

La deteccién de una - notoria -diferencia - entre las
- concentraciones de transcrito en las diferentes condiciones de
crecimiento (exceso y limitacidn de amonio), sugiere fuertemente
que -la - regulacién .de la expresiétn de la GDH-se da a nivel de
-transcripciéon, Con e}l objeto de detersinar 'pi la regiotn -
-regulatoria S’ es -portadora de -alguna secuencia como sitio de
unién a alguna proteina reguladora, se  estudid el efecto
multicopia de esta regién sobre 1la actividad de 1a enzima
codificada por el gene cromosomal de la cepa MX614 (Tabla 5).
De- existir alguna proteina. reguladora que interactuara con la
region reguladora 5*' del gene, B8e esperaria que . la presencia de
-mpta region. en multicepia ejerciera un efecto de titulaciédn de -

dicha proteina. Cabria la pomibilidad, =sin embargo, de que .
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.

ésta no fuera titulada por la presencia de la regién de control

.. del gene gdhA en multicopia debidc a mecanismos inherentes a su

regulacién, como meria el caso de una proteina  auto-regulada, o
bien a qQue se expresara constitutivamente en altas

concentraciones.

Con este propbosito, la cepa MX614 fué tranformada con el
plasmido pSAE422, que lleva la regién 5' del gene intacta y la
regién del gene estructural que codifica para los primeros 57. aa
de la proteina (Tabla 1).: Asi mismo, -la cepa fué- transformada
con los derivados de este plasmido que llevan inserciones en la
region localizada entre el -10 del promotor funcional y el sitio
de inicio de transcripciétn (Fig. 7). Esto Bse llevé a cabo con el
obloto de determinar si mutacicones en esta reglén podrian afectar
de alguna manera los piveles de la enzime que pudieran ser

- modificados por el efecto multicopia de la regién 5' silvestre,



Tabla 5.
CEPA PLASMIDO
MX614 4 = | 0 0 m—e-ue-
MX614 PSAE422
MXo14 PSAE430
MX614 PSAE432
MX614 PSAE433
MX614 PSAE442
MX614 PSAEA442
(a)

{b)-
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Efecto multicopia de la regiédn regulatoria 5*'  del

gene gdhA en la actividad de la enzima codificada

por el gene cromosomal de 1la

NHa* 15 mM-

442

559
S43
505
552
512
527

NHa*

Actividad especifica de GDiI~

90
130
135
145
126
135
156

MX614 de

0.5 mM

Los resultados moetrados en esta seccién son el -

promedio de por lo menos dos experimentos efectuados

en dias distintos, cada uno . por duplicado.

de NADFPH Qxidado por mg de proteina por min a 37°C,

-La actividad especifica esté expresada Como nanomoles
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Lo resultados lostr;dos en la Tabla 5 indican que no mee
observa una diferencia significativa en las actividades
especificas de la cepa MX614 transformada con los diversos

plésmidos.

Los datos obtenidos,no excluyen, sin embargo, 1la posibilidad
de que si exista -una proteina que interactiae con esta region,
como ya se indicé anteriormente. EBtos resultados podrian ser
explicados 8i 8se tratara < de una  proteina que estuviera
auto-regulada. De esta manera, aunque el posible sitio de unién
estuviera en multicopia, 1los niveles de esta proteina hipotética
en el citoplasma no merian suficientes para reprimir su propia
sintesis. Alternativamente, esta proteina pudiera expresarse
constitutivamente y en altas concentraciones, lo <ual no

permitiria su titulacién.,

‘Por otro lado, se estudié el efecto multicopia del gene
-.completo, clonado en el plasaido pSAE4, en la actividad de ]la GDH
en 1la misma cepa, ¥y en la cepa PA340 - (gdh~) (Tabla 1A). Los

rasultados -se .auestran en la Tabla 6.
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TABLA 6, Efecto multicopia del gene gdhA en la actividad
- especifica de 1la GDH en las cepan MX614 y PA340
de Escherichia coli K-12,

Actividad egpecifica de GDH=~

“CEPA NH 4 15 mM ’ NHe* 0.5 mM
MX614\pSAE4 9,470 . 1,690
PA340\DSAE4 1,900 4,700

{a) La actividad especifica estd expresada como nanomoles de

NADPH oxidado por min por mg de proteina a 37°C.

Los datos mostrados en la Tabla 6 son de gran interés debido
a que, en primera instancia, los aumentos registrados en la
actividad de 1la GDH en ambas cepas no pueden ser explicados
uinicamente por el efecto de la multicopia, va que si bien la cepa
MX614 debe tener la -aciividad especifica correspondiente a la
enzima codificada por el gene cromosomal, esto no explica por si
80l0o la diferencia de actividad global-que - presenta con respecto
a la cepa PA340. Por otro lado, eB claroc que parece haber una

- inversién en 1l1la reagulacién de la expresiétn de 1a enzima en la

cepa PA340, repgistréndose ‘actividades de mpaAB -del doble en

condiciones de limitaciédn de amonilo. Es importante hacer notar

que esta cepa, ademAs de ser gdh—, lleva 1la mutacioéon gltB3i que
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codifica para las dos subunidades de la enzima glutamato sintasa
{GOGAT), asi como para una proteina de  aproximadamente 30, 200
daltones con-posibles funciones regulatorias en el sistema giobal
dal petabolismo nitrogenado (sistema Ntr)- {Castalio et al..,en

prensa). - - Se - han- encontrado evidencias de que el producto
protéico del gene gltF esté involucrado en -‘la regulacidédn gleobal -
del sistema Ntr, debido a que cepas con mutaciones en este gene,
o bien, - con mutaciones polares que lo afectan, no responden a
condiciones de limitacién de nitroéogeno, - no soio impidiéndose 1la
desrepresiédn de 1la GS, sino de otros operones bajo el control
Ntr, presentando los fenotipos Ged-, Ntr- (Castalio et al., en

prensa).

Un anpalieis de loe fondos genéticos de lam cepas MX614 y

PA340 podria explicar los resultados presentados en la Tabla 6,

en_ el sentido de que en la MX614, en condiciones de limitacidén de - -

amonio, 1la asimilacién de éste,. por medio de la biosintesis de
glutamato, puede Ber llevada a cabo por medio de. la acciédn
coordinada de las enzimas GS y GOGAT. En el caso de 1la PA340, al
haber una delecién del coperén gltBDF, no puede haber asimilacion
de amonio por medic del mecanismo GS-GOGAT, ni la asimilacién de
nitrégeno por medio de la degradaciéon de aminocacidos
potencialmente utilizables, vyva que 1la ausencia del producto

génico de gltf da lugar a un fenotipo Ntr—-. Debido a esto, es



(70)

‘probable que el aumento en 1a actividad de 1la GDH en la cepa
PA340 se dé como respuesta a la incapacidad de 1la célula de
asimilar amcnic por la via normal. Sin embargo, es importante
hacer notar que en este caso, el gene que codifica para la GDH se
encuentra en multicopia lo cual podria amplificar o modificar de

manera importante el efecto del fondo genético en lox nivelee de

actividad de la enzima.

Pt LA TSt ] LR = R S

Debido al caracter repulatorio atribuido al producto protéico
-de gltF, otra posibilidad para explicar. log resultados de 1a
Tabla S5 seria que el gene gdhA pudiera estar regulado directa o
indirectamente por esta proteina.  Con el objeto de ahondar un.
poco més en esta posibilidad, se cbservdé el comportamiento de la
actividad especifica de la GDH codificada por el cromosoma en:
-condiciones de exceso y limitacién de - amonio en cepas con
mutaciones en  genes que codifican para proteinas regulatorias del
‘sigtema Ntr,. tales comc glnF (cepa -MX848) y glnG (cepa MK902),
asi como en la MX1178 (gogat~), que eB una cepa derivada de 1la
- MX614 que lleva una insercién en gltB (gltB225 :: 0 ). Los

-genotipos-completos de estas cepas se muestran en la Tabla 1A.

Los resultados de estas determinaciones sBe presentan en la Tabla
7.
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Tabla 7. Efecto del exceso y limitacién de amonio en la
-actividad especifica de la GDH en cepas de-
rivadas de la MX614.

- »Genotipo o Fenotipo Actividad especifica de GDH=

- CEPA Relevante NH4* 15 mM . NHa* 0.5 mM
MX614 silvestre 325 70
MX1178 £1tB225 :: 281 200
MX848 glnF- 262 201
MX302 : £2lnc- 300 200

(a) La actividad estA expresada como nanomoles de NADPH oxi-

dados por min por mg de proteina a 37°C,

Como se puede observar en la Tabla 7, la cepa MX614
presenta, - en condiciones de limitacién de amonio un 21 - R de la

actividad registrada en exceso de amonic. En el caso de la cepas
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MX1178, MX848 y MX902, la actividad especifica tiende a bajar,
aunque de manara -no muy significativa en exceso de amonio. Sin
embargo, se observa un aumento significetivo en 1los niveles de
actividad en - limitacién de amonioc con respecto a-los niveles
correspondientes en excesc de amonio, siendo ahora de un 66 X a
un'76 % con respecto a los Gltimos. Cabe hacer notar que en &l
caso de las dos Gltimas cepas, no existen mutaciones en el operdn
214¢BDF, y que los niveles da actividad de GOGAT no son afectados
{Covarrubias, co-unic;cién personal). ‘Sin embargo, estas tres:
. cepas autantes exhiben los fenotipos Ntr- y Gad—, lo cual impide
que se lleve a cabo una asimilacién -de nitrégeno al haber
limitacion de amonio. El crecimiento de estas cepas en-
condiciones de limitacién de amonio es -muy pobre, y solamente se
obtiene complementando el medio con glutamina en el caso de las
- cepas MX848 y MX902. Sin embargo, es posible que el aumento de
actividad de 1la GDH en estas condicicnes se dé como un medio
para asimilar el poco amonio disponible en el medio. Las
mutaciones en ginF y ginG, por un lado, y mutaciones en gltfF por
el otro dan lugar a los fenotipos Ntr— y Gmed-, Sin embargo,
no Bse ha podido - determinar sl estos dos tipos de mutaciones

ejercen su efecto de manera separada o estan ligados por medioc de

un mecanismo comin a ambos.

Loe resultadeos presentados a 1o largo de este trabajo en
cuanto a la expresién de la GDH utilizando diversas fuentes de
nitrégeno asi comc cepas mutantes y transformadas, permiten

formular una hipétesis sobre el papel de la GDH en la asimilacion
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de nitrogeno en ‘Escherichia coli K-12. Aparentemente, Como ge

mencioné anteriormente, la GDH pudiera funcionar como una especie
- de modulador de los niveles de ciertos metabolitos en la célula
basicamente en condiciones de limitacidn de nitrégeno. En esta
condicién, sobre todo al tratarse de fuentes fAcilmente
degradables para generar amonioco intracelular, 1leos niveles de la
GDH aumentan, En este sentido se podria pensar en la GDH como
una alternativa preferente sobre la via GS-GOGAT debido a que
esta Ultima involucra dos enZimas y un gasto de energia dado su
caré&cter ATP dependiente. En el CaBoQ de fuentes mas
drasticamente limitantes, Be activa un gigtema mas compleijo ¥
versaAtil que incluye no sblamente la activacién de la GS, sino de
toda una serie de genes y operones destinados a la utilizacién de
los compuestos potencialmente degradables para generar nitrégeno.
En condiciones de exceso de amonio, 1la GDH podria funcionar como
una via maAs econémica de asimilecién de amonio, ya que no
requiere de ATP, ¥ en este caec €8 importante considerar el
hecho de que su acfividad parecliera no estar regulada por el
sistema Ntr. En este sgentido, pudiera funcionar como una via
paralela que no.involucra la activacidn coordinada de un sistema
tan complejo en condiciones donde la fuente de nitrégenc no es

una limitante para el crecimiento de 1a célula.
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Identificacién del promotor funcional del gene gdhA y otras

el e a

Las evidencias mostradas en 1la Seccién C de 1la parte de
Resultados indican que en las diversas condiciones ensayadas, la
secuencia inicialmente denominada P3 - {Valle et al., 1983) esB el
promotor funcional del gene pdhA. Con base en este hecho, se

-pudieron obtener una serie de mutaciones por medio de inserciones
efecto sBobre el  sitico de inicio de <transcripciédn del gene.
Estas predicciones se baparon en lo reportado, en cuanto a la
distancia y 21 tipo de nuclebétido oOptimos para un sitio de inicio
de transcripcion (Hawley Yy McClure, 1983). ‘Los resultados
obtenidos eliminan 1la posibilidad de que los tamafics de los
transcritos identificados por metio de extensiétn de primeroc se
debieran a un procesamiento de un mensajero de wmayor tamanio, ¥

confirman que P3 es el promotor funcional del gene gdbA.

El promotor funcional, localizado en las coordenadas
=71\-102, con respecto al sitio de inicio de traduccién (Fig. 1),
‘presenta varios aspectos de interés con respacto a la secuencia

consenso reportada para promotores tipicos en Escherichia coli

{Hawley y McClure, 1983): la regiétn -10 difiere en soclo un
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nucledtido de la secuencia consenso, si bien se trata de una de
las posicliones mas conservadas. La regiétn -35, en cambio,
difiere en 3 de loe nucledtidos, aunque en este caso, ho se trata
de las posiciones mASs conservadas. For otro lado, 1l1la distancia
entre ambare regiones e de 19 pb, siendo 17 éptimo reportado para
promotores fuertes. Estos dos ultimos aspectos han sido
conmiderados como caracteristicos de promotores que requieren de
un activador para el inicio de transcripcién, tales conmo
promotores reportados para los operones lac, ara Yy gal {de
Crombrugghe et al., 1984). En estos y otros casﬁs de activacién
por el complejo CRP-AMPc, el sitio de unién a CRF varia en cuanto
a su pomicioén con respecto al promotor (-107 a -41 con: respecto
al sitio de 4inicio de transcripcién). En el caso de gdhA Be
identificé un posible sitio de unién a CRP en 1la cadena no
codificadora del DNA (coordenadas -84\-101, Fig. 1). Sin
- embargo, en este camo, dicho sitio se encuentra sobrelapado a la
regién -35 del promotor funcional. Se ha reportado que si bien
el papel principal del complejo CRP-AMFc es5 el de activar el
inicio de 1la transcripcién, puede también en algunos casos
. raprimirlo, como é&n el promotor denominado P2 de gal, y en los
promotores de ompA y crp. En estos casos, al igual que en ghda,
el sitio de unién se  encuentra sobrelapando al promotor
funcional. Se ha propuesto que al astar sobrelapado a la regioén
-35 de estos - promotores, el complejo CRP-AMPc bloquea 1la
interaccién de esta region con la RNA polimerasa, inhibiendo, de
esta: manera, el inicio de 1l1la transcripcién (de Crombrugghe,

1984) .
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Datos preliminares no incluidos en esta tesis (Riba et al.,
gin publicar), sugieren que de tener algiin papel en la regulacién
del gene gdhA, el complejo CRP-AMPc inhibe parcialmente la
transcripcién del gene, La actividad especifica de 1la GDH se
reduce a un 75% utilizando glicerol en lugar de glucosa como
fuente de carbono en condicicnes de excesc de amonio. Sin
embargo, Be ha reportado que el glicerol no relaja totalmente 1a
represiédn catabdélica ejercida por 1la glucosa, mientras que
fuentes mAs limitantes de carbono, como el succiﬁato. ejercen un
efecto més completo (Magasanik y Neidhart, 1987). La actividad
espacifica de 1la GPH utilizando succinate como fuente de carbono,
ea de un 508 con respecto a la obtenida con glucosa. Por otro
lado, en los niveles de transcrito de gdhA (Fig. 3) se observa
una ligera disminucién en condiciones de crecimiento con glicerol
con respecto a glucosa como fuentes de carbono. Estos datos, sBi
bien no son concluyentes, sugieren que gdhA pudiera estar
regulado por fuente de carbono. Este hecho no seria
sorprendente, va que como se mencicné en un principio, la
reaccién catalizada por 1a GDH se localiza en un punto de
interseccion de 1los metabolismos globeles de asimilacidn de
nitrégeno v-carbono. De hecho, el 2-oxoglutarato, sustrato de la
GDH, e8 por un lado, un- intermediario del ciclo de &cidos
tricarboxilicos, donde genera equivalentes reductores, y, por
otro, un factor determinante, junto con la glutamina, en la

regulacién global del sistema Ntr.



(77}

Los datos aportados en cuanto a la posible regulacion
negativa por el complejo CHRP-AMPc parecen ser contradecir el
hecho de que el promotor funcional de EdhA presenta
caracteristicas propias de un promotor que requiere de activacion
para el inicio de transcripcién. Sin embargo, el posible sitio-
-de wunién a CRP no es 1la anica secuencia que pudiera estar
involucrada en la regulaciotn de este gene. La presencia de una
secuencia palindrémica ¥y una secuencia tipe imagen especular
imperfectas sobrelapando ambag al promotor, sugieren que pudiera
darse otro -tipo de regulacion iﬁdependiente al de 1la fuente de
carbono. Si bien el que estas secuencias sobrelapen al promotor
pudiera sugerir un -mecanismo de blogueo a la polimerasa similar
al propuesto para-el complelo CRP-AMPc, este tipo de secuencias
han sido  reportadas para genes involucrados en el sistema Ntr
- (argIr y la region dhuA en Salmponella typhimurium). En ambos
casos Be trata de genes que presentan activacién de 1a
transcripciédn en condiciones de limitaciédn de nitrdgeno. Por
otro lado, también sBe identificaron pares de secuencias
repetidas directas a lo largo de 1la region flanqueadora 5' del
gene. Este tipo de secuencias es exclusivo de esta regién, no
‘habiéndose encontrado en el gene estructural, lo cual sugiere que
pudieran asimismo tener un papel el la regulaciédn del gene. De
esta manera, sSe podria especular -sobre el papel de diferentes

efectores sobre la regulacién - de egta.’ gene.
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Los datos -presentados a lo largo de esta tesis sugieren que
el bien el gene gdhA parece no estar regulado como parte integral

del sistema Ntr en Escherichia coli K-12, tampoco carece de

regulaciédn como ha sBido reportadeo por algunoms autores en la
l{teraturas. Los resultados de actividades especificas, asi como
el anAlisis de la regiéon flanqueadora 5' del gene sugieren qQue la
-regulacién de este gene pudiera estar dada por m&s de un efector.
Es probable que dicha regulacién forme parte de mas de un
-motabolismo global, en principio el de nitrégeno ¥ el de carbono,
dado que como - me Ienc16n6 anteriormente, su actividad esta
asociada -con la .- interconversién de 2Z-oxoglutarato en glutamato,
a;endo estos metabolitos .protagonistas importantes en ambas redes.

de regulacién global.
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PERSPECTIVAS

Lags perspectivas de este proyecto estén encaminadas a la
- identificacién -y caracterizacién - de mutantes en la regién
flanqueadora 5' del gene gdhA que puedan contribuir -a dilucidar
sl o sus mecanismos - de regulaciétn a nivel <transcripcional. Asg
.IiﬂIO - 8& contompla: la dincorporacion de estas mutaciones

obtenidas en plasmidos, al cromocoma bacteriano:

Con al -objeto de aislar. los fendmenos -inherentes a la regulacidén
transcripcional de este gene, s8e llevd a cabo una construccion
en plésmido en la cual se utilizé la regiédn - flanqueadora S' del
‘gene gdhA .incluyendo el sitio de unién a ribosoma como region
regulatoria de los genes estructurales del operédn 1lac. Esta
fusion pernite utilizar' al sustrato cromogénico de 1a
B-galactosidasa conocido como X-gal para -detectar la expresiédn de
-esta enzima en funcion de 1la region de control de gdbA.

Una' vaz obtenida 1la fusiétn, con 1a colaboracion del br. Luis
Servin Gonzalez, se monté la técnica de mutagénesie al azar de la
regién regulatoria S*' del gene. pPosteriormsente, dicha region
mutagenizada fué asimismo fusionada a los genes estructurales del
operdn lac, y los plésmidos resultantes  fueron transformados en
in cepa HB10Ol . (lac¥i). Actualmente,. me tienen alrededor de 500

coloniams trasformantes, muchas de las cuales exhiben expresioéon
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alterada reflejada en 1la actividad de 1la B-galacteosidasa. Un
analisis de estas colonias rermitiréd 1la identificaciéon vy
caracterizacion de mutaciones de interés en la regidtn de control

del gene gdhA.



'(81).

-

BIBLIOGRAFIA ADICIONAL

| Castafio, I., Bastarrachea, F. and Covarrubias, A.A. 1988. The

g1tBDF operon of Escherichia coli. Submitted to J. Bacteriol.

Covarrubias, A.A. Comunicacioétn personal. Centro de Investigacion

sobre Fijaciétn de Nitrégeno. Universidad Nacional Auténoma de

México. Cuernavaca, Morelos.

Sales, 4. and Brenchley, J.E. 1982. The regulation of the ammonia

assimilatory enzymes in Rel*® and Rel- strains of Salmonella

typhimurium, Mol. Gen. Genet. 186:263-268.



	Portada
	Índice
	Nota Aclaratoria
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Resultados Adicionales y Discusión
	Perspectivas
	Bibliografía Adicional



