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NOTA ACLARATORIA: 

La aayor parte del trabajo realizado en este proyecto de 

··tesis •• -eatructur6 en un escrito que Eu6 enviado para su 

publicación a la revista.Journal or eacteriolocy. Dicho escrito 

est6 incluido en·la presente tesis coao la sección de Resultados. 

B11 i•portante menc·ionar que·parte del trabajo 

escrito [sección e ·(1 y ii) de la parte 

Di•cuaiónJ· fu6 llevado· a cabo por el H. en 

·Baheza .y el Dr. Baltazar Becerril LuJ6n. 

realizado para el 

de Resultados y 

c. Fernando·Valle 

La sección Resultados Adicionales Y Discusión, de la 

.presente tesis coaprende-dato• adicionales del proyecto de tesis 

no incluidos. en el escrito enviado a la 'aencionada revista, · asi 

.... coao ·una discusión ·a6s aaplia ··enclobando .la totalidad de los 

reaultados. 
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IHTRODUCCION 

El n1tr6ceno he sido seleccionado por ·~e ·netureleze co•o uno. 

··. de· ·los ·Cons.tituyentell ···esenciales de ... las · •o16culaB orc6nica9 

involucredes en el metebolis•o 1nter•ed1ar1o· de todo orcanis•o··· 

Por · .el·lo, . · es de" ·•fundeeentel 1eportenc1e · que. los sisteees 

b1ol6cicos -posean · los 11eeenf:seos adecuados de · esi•ileci6n y . · 

· uti.11zec16n de nitr6ceno del •edio circundante. En el ceso de 

les·enterobecterias, el 16n a•onio es le fuente de nitr6Ceno 

·6pbi•• · para . eu ···crect.•iento· en· ·un •edio · •iniao · def-inido con 

ClUC088-COllO fuente de ·Cerbono: 

·Le. totali.dad .. del ·-·.nitr6aeno cel.ular para la -sintesis ·de 

·•ecro110l6cules . en ... 1as· bacterias entéricas se ·derive del crupo 

••ida de la cluta•ine, el· grupo aeino del· glutaaato, o bien 

directaeente ·de ·la incorporeci6n . de e•onio. ·El cluta•eto es el 

principal ·donador de crupos amino para le bioaintesi9 ·de 

·a•ino6cidos .por ··transe•inaei6n·, ·•!entras· .que el srupo aeide de la 

slutaeina es el donador· directo de nitrógeno pera alsunos pasos 

de la b1osintes1s de · purinas ,·· ·p1rie1d1nas, azOcerea aeinades, · 

hi•tidina. triptofano, asparacine, ·NAO y otros coapuestos 

····nitrocenados ~Tyler, 1978). 
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La foraac16n de glutaaina se realiza aediante una sola vis 

cstalizada por ·la enzi•a clutaaino sintetasa (GSI (EC 6.3.1.2.1. 

Esta enzi•a est6 sujeta a varias foraas de reculaci6n de.gran 

coaplejided. -~a reacci6n que cataliza es la siguiente: 

ATP ADP + 

--L-clutaaato ·+ NH .. • ~/ 
GS 

Pi 

• L-cluta•ina 

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

··por tres ·Yiaa esenciales: 

1. A part·i·r de 2-oxoc:lutarato y los grupos aaino. de otro• 

· · · aa1no6c1dos -por transaainación. ·La reacc16n ceneral es: 

R-<lffNHa-COOfl. + COOll COO·Clla-coo-- R-COO-COOH 

-·( aaino6cido 1 · (2-oxoclutaratol (o<. -ceto6c1do) 

+ 

COOH-CHNH-CHa-'CHa-coo­

(L-clutaaato) 
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2. A partir de 2-oxoglutarato Y·L-slutaaina. Esta reacción 

- catalizad• por ·la enziaa glutaaato sintasa (GOOAT) (BC 

· 1. 4 .1. 3. )· ·acoplada a ·la reacción ATP-dependiente catalizada por 

la enzi•a OS. Le reacción catalizada por GOGAT es: 

HADPH + ff • NADP• 

· 2-oxoslutarato + L-slutaaina ---""--~~.<""~-~· • ., 
GOGAT 

2 L-slutaaato + H..O 

Al acoplar las reacciones catalizadas por la as-y la GOGAT 

teneaos: 

ATP ADP + Pi 

L-sluta•ato + NH.• ~ ~ L-glutaaina 

NADPH 

2-oxoslutarato + L-slutaaina L-slutamato 

2-oxoslutarato + L-gluta•ato 
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3. A partir de a•onio y 2-oxoglutarato, reacción catalizada 

por la enzi•a -clutaaato deshidrogenasa (GDH) (EC 1.4.1.4.). La 

. reacción que cataliza es la siguiente: 

MADPH + H• NADP• 

2-oxoslutarato + NH .. • ----~-~~-----•• L-gluta•ato ·+ H:aO 

GDH 

La reacción catalizada por GS es ~a Onica ruta conocida para 

la sintesis de cluta•ina. Mutaciones en el gene 

estructural.que codifica para·OS, ceneran una auxotrofia absoluta 

de cluta•ina. En el caso de la biosintesis de clutaaato, 

catalizada por GDH y GOGAT, se requiere de •utaciones ai•ult6neas 

en los cenes que codifican para a•bas enzi•as para generar una 

cepa aux6trofa ·para slut:ama"to ,· coao es el caso de las cepas CB100 

y PA340 de t;ru;:~r!!<!l!!! !:!!!!· K-12 (Berberich, .·1972) .• 

La ODH est6 constLtuida por un hex611ero con un peso de 

2.90, 000· y ·Cada -una de sus subunidadea tiene ·un peso de 48, 000 

(5akaaoto et al., 1975). -La i•portancia de esta enziaa reside 

·por ·una parte -en -el papel central que ocupa en·· el· ·llf!ttaboli11ao 

celul•r, dado que eu·act~vidad est6 ·asociada e la 1nteroonversi6n 

de-2-oxoclutarato y·slutaaato. -Esta interconversión se sitOa 

co•o un punto de intersección entre el· -tabolia-.... nitrocenado· 'lf · 

· el · •etabolis•o del carbono. -Coao se -•encion6 anterior11ente, el 



eluta•ato· es el donador primario de grupos amino para la 

biosintesie de a•inoAcidos por transa•inaci6n, •ientras que el ·2-

oxoglutarato entra al ciclo de Krebe, generando equivalentes 

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

catalizada por ODH constituye un •ecanis•o de asi•ilac16n de 

nitr6ceno eCiciente ya que no requiere de enersia propcrcionada 

por ATP. •ientraa que la via alterna GS-GOGAT co•prende dos 

reacciones, -catalizadae por dos enzimas en un ·aecania•o ATP­

dependiente. 

(6) 

En §~!~QD~!!~ !~Eh!~YE!Y~ se ha observado que la actividad 

especifica de GDH es alta y constitutiva en células cultivadas en 

aedios aclic1onados con exceso.o ·liaitaci6n de amonio, aún cuando 

no se requiera de ·Síntesis de glutamato (Brenchley et al., 

19751 Oed1ncer et al., 1980: Dedinger y BrenchleY, 1980: 

RoaenCeld et al. , 1962) . Asi•ia•o, · ee ha· deaostrado que la 

actividad de GDH no es esencial aientras GOGAT sea funcional 

(Dedinger y erenchley, 19801 Dedinger et al., 1980). sin 

-·eabarco, en K!~bsie!!~ !!!!!:QS~l!~!! la regulación de esta enzi•a es 

diferente, Se. ha-.deaoatrado una correlación· entre 1011 niveles 

de actividad de os, y de la GDH y otras enziaas involucradas en 

·el •etabolisao nitrocenado (Brenchley et al., 1973: Prival et 

al .. , 1973¡ Streicher et al., 1976¡ Tyler, e., ·1978). 

·Al··cul.tlvar células de ~. ~!!!:21!!!!~!! en ·un •edio •iniao 

conteniendo· slucoaa y un. ·exceso de a•onio, la asi•ilac16n de 

éste y la biosintesis de gluta•ato son llevados a cabo a través 



de la GDH, y bajo estas condiciones, 

y la GOOAT son baJa.. IBrenchley et 

1973). Si el su•inistro de amonio es 

(7) 

las actividades de la GS 

al., 1973; Prival et al., 

bajo, la actividad de la 

GDH es·baJa, y el amonio es entonces incorporado por •edio de las 

actividades acopladas de la GS y la GOGAT. 

·En ~~~b~~!~!~ ~Q!! ·DO hay un consenso en ·cuanto a la 

reculac16n de la GDH. Algunos reportes indican que no· hay un 

eCecto de reculaci6n .por nitrógeno en la actividad especifica de 

la Gllff (Streicher et ,.1., 1976; Pahel et al., 1978). Sin· 

·e•bargo,· se.ha·observado -una disminución de la act·ividad de GDH 

en células cultivadas en medio aini·•o con slucosa .. y amonia 

·adicionado con· .. aluta•ato IHalpern y · U•barser, · 1960·; · Hecke y 

Holtzer, 1966; Varrichio, 1969). Por otro lado, hay 

·Publicaciones en .. 1as cuales ae reporta que una li•itaci6n de 

nitrógeno 11i afecta los niveles ··de activ·idad de· la 

'19751 · Llans y Houchton, ·1981). Por lo tanto, 

rutas s1•1larea de ·as1•1lac16n de a•onio 

GDH (5enior, 

aunque existen 

en diferentes 

·organis•os, -los patrones de reculac16n parecen ser especifico& 

para cada caso. 

Existe una aparente.diferencia en cuanto a la reculac16n de 

la ·Gllff en diferentes enterobacteriaa. Por otro lado, un an611ais 

critico de la literatura reCerente a la regulación de esta enzi•a 



en ~~2h~~!2h!~ E2!!• redunda en la escasez Y el car6cter 

contradictorio de la infor•ación sobre los •ecanismos utilizados 

por la c61ula ·para regular la concentración €ina1 de la enzima 

activa. Debido a esto, se consideró Justificable y necesario un 

proyecto ·de ~nvestisaci6n·que aportara conoci•ientoa sobre estos 

•ecanisaos de regulaci6n, sobre todo tomando en cuenta el papel 

central que .jueca esta· enzi•a en -el .metebolis•o celular, y ~a 

iaportancia que que· ha adquirido óltiaamente en el caapo de la 

(8) 

·bi.otecnologia Hlindass · et al., 1980). La .estrategia que 

inicialmente ae f'or•ul6 en nuestro laboratorio para desarrollar 

este.proyecto· de investigación fué la siguiente: 

I. Clonación del gene estructural &~hA,·que codifica. 

para la ·enzi•a ·GDH de ~~~h~~t2h!~ gg!!, y de las 

resiones que le flanquean. 

II. Deterainación de la dirección de transcri.pción del ·cene, 

en el fragaento clonado. 

.,, 
III. secuenciación nucleotidica del gene ·&~hA y las regiones 

f·lanqueadoras 5·' y 3' . 

IV. Identificación y caracterización de la o las regiones· 

involucradas -en la regulación de ·la expresión del cene 

&!!!!'11 • 

V. Regulación de ia expresión de la enziaa GDH por fuente· 



de ni tr6ceno y c1Írbono. 

Los tres priaeroa puntos 

literatura. por .. nuestro laboratorio 

han sido reportados en la 

(Covarrubiaa et al., 1980; 

S6nchez-Peacador et a1., 1982: sanvicente et al., 1982; Valle et 

·al. , 1983,. 1984) • · El cuarto punto rué tratado parcial•ente por 

Valle, 1984. 

Bl. presente trabajo tuvo 

· ··identificación y caracteri.zaci6n -de la o las eeouencias de t>NA en 

(9) 

la re&i6n Clanqueadora S'· del cene involucradas en la regulac16n ·· 

. -de. la expresión· del· sene ·&!!!!&. y lb> la reculaci6n de la 

·expresi6n·de ·la enzi•a .. oDH ·Por fuente de nitr6ceno, Y de aanera 

preliainar,.por f"ueMe de carbono. 
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HATBRIALES Y HETODOS 

Bl aaterial utilizado en este trabajo se describe en la 

escrito que se anexa en la secc16n·de Resultados. 

-~~~r!~h!~ ~2!! K-12 que no se reportan en la 

Las cepas de 

-Tabla 1 -del 

mencionado escrito. ee describen en la·Tab1a 1A. Los •6todos que 

se enl111tan a continuaci6n-taabién se describen en dicho escrito: 

- Deterainaci6n de actividades especificas de las enziaas· 

ODH y as 

- Purificación de 21HA total 

- Extensión de priaero 

- Hapeo por nucleasa Sl 

Hibridizaciones-tipo Northern 

- Subclonac16n de·la reg16n flanqueadora 5' del gene·s~!!a 

- ··Deterainaciones de resistencia a tetraciclina 

Deleciones por nucleasa Bel31 

- AnAlisis de secuencias nucleotidicas por coaputadora 



Tabl11 JA. CE'p8!; dti Escherichla rnli 1<-12- adicior.a.les. a las 

ut f J j :zcilj~~E c·r1 1 a secc.i 6n ·de Res u 1 tB.dos·. 

CE~A 

P/!340 

HX84R 

HX902 

HX 1178 

GENOTIPO 

F- rec~- !hL-L leu-S lhi-~ lacYJ 

rn!..A!. ). ,. n:J. -Z ara-ll ~ -~ tonA:Z 

sº1._-~ ~-.!. a~9HJ st~-~ A- gltE~J 

9!!.!:l-!. Sl•pE4t1 

A '_ru::Q-u.;., gl nF?'3 • . Trt§. 

ll. <r,....ci-.il&J 3ª-lE. ~-éGO tr·i i - .!. 

glr,G74 .. Tr,§_ 

6 fp!""O-~) g~.l E i 'v-6eo thi-!. 

cil tF22~ :: .n. 

· 06SERVACI0tolES 

B. Bachmann 

" 

" 
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RESULTADOS 

THE ~~gb~~!Eb!! EQ!! g~b~ GENE IS REGULATED BY NITROGEN 
AVAILABILITY. IDENTIFICATION OF A FUNCTIONAL PROHOTER 

AND CHARACTERIZATION OF ITS 5' FLANKING REGION 

Riba, ·L., Becerril, B., servin-Gonz6lez·, L., Valle .•. F. 
and Bolivar, F.• 

Departaaento de Biolosia Holecular. 
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SUHHARY 

Gluta•ate dehydrogenase (GDH) catalyzes the synthesis of 

L-elutamate froa 2-oxoclutarate and ammonia. The coaplete 

nucleotide sequence of the ~~~h~r!~h!~ ~º!! B~ha cene as well as 

ita S' 

(46, 47). 

and 3' flanking regions has been previously reported 

In thia paper we present evidence about the reculation 

of this enzyae by nitrogen availability, using excess or liaitins 

aaaonia, as well as a variety of aainoacids as nitrogen sources. 

In the cases of excess and liaitinc ammonia as nitrogen 

aources, this reaulation takes place at the transcriptional 

level. We have identified a single and apparently invariant 

transcript for several aetabolic crowth conditions. We alao 

report the identification oí a functional proaoter and its 

correspondinc transcription atart site Cor severa1 crowth 

conditions. Finally, posaible regulatory sequences located at 

the 5' Clankin~ reeion oc the &4b~ gene are discusaed. 
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INTRODUCTION 

Gluta•ate dehydrogenase (GDH) (E.C. 1.4.1.4.) eynthesizee 

L-slutaaate fro• 2-oxo~lutarate and a••onia through the NADPH­

dependent reaction: 

2-oxoclutarate + NH.• + NADPH~~~-+L-gluta•ate +NADP• + tbO 

An alternativa •lutaaate biosynthetic pathway is catalyzed by 

an ATP-dependent coupled reaction involving glutamate synthase 

(GOGAT) (E.e. 1.4.1.13.) and slutaaine synthetase (GS) (E.C. 

6.3.1.2); In enteric bacteria, autations eliainating both GDH 

and GOGAT activities 

auxotrophy such as in 

strains (3). 

are nece&sary to 

E~~b~r!2h!~ ~2!! 

produce a glutamate 

R-12 CB100 and PA340 

GDH is widely distributed a•ong prokaryotic and eukaryotic 

aicroorsanis•s (43, 49). This enzyae playa an i•portant role in 

the cell as it provides one ·oc the Cew routes· Cor the 

incorporation of ammonia into organic compounds, and thus, a 

link between carbohydrate and nitrogen •etabolisa. 

In §~!~gne!!! ~~ehieyr!Y~. cella grown in either exceas or 

li•itina a••onia, exhibit high GDH activities even when there is 

no need Cor alutaaate synthesis (6, 13, 14, 39). It has also 

been shown that GDH activity is not essential as long as GOGAT is 



functional (13, 14), In ~!~~º!~!!~ ~~EQG~n~º' 

reculation of this enzyae appears to be different. 

(15) 

however, the 

It bas been 

reported that GDH specific activity decreases in cella grown in a 

liaiting nitrogen source (2, 7). 

In the case oC ~~2b~r!2b!~ 22!! there seems to be no 

acree•ent as to the reeu1ation of this enzy•e. Some reports 

indicate that there is no effect of nitrogen regulation on GDH 

activitY (35, 44), However, a decrease of GDH specific 

activity has been observed in cells grown in glucose-aaaonia 

·•ediua supplemented with glutamate (19, 31, 48). On the other 

hand, there are reparts in which nitrogen liaitation does affect· 

GDH activitY (26, 41). Therefore, although si•ilar .. glutaaate 

biosynthetic routes exist in a nuaber of organisas, the 

··regulation patterns ·Seea to be particular for each case. 

The apparent differences in regulatory aechanisas Cor Gl>H 

has lead us to consider that the inforaation on the 

proaoter and régulatory regions of the structural genes coding 

for GDH in these gram negative microorganisms should be of 

special interest. 

In the·present paper, we deaonstrate that GDH activity in 

Eag~~t!g~!~ g2!! K-12 is regulated by the availability and 

quality of the nitrogen source in the growth aediu•. We also 

show· that in the case of excess and limiting ammonia as nitrogen 
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source, this regulation takes place at the transcr1pt1onal level, 

and that there is a sincle and epparently invariant transcript 

present in all the aetabolic growth conditions testad. 

our group has previously reported the co•plete nucleotide 

sequence of the ~§~b~~!2b!! 22!! &~b~ structural gene as well as 

of its s• and 3' flankinc recions. We have also shown that a 

functional &Qhb pro•oter is located in the first 200 bp 

preceedinc the sghb structural gene, as part of a 3&0 bp ~e~II 

restriction fragaent (4&, 47), In this paper, we also report the 

identif·ication of a f"unctional prometer and its transcription 

start site for severa! growth conditions. Finally, we describe 

possible regulatory sequences located at the 5' region of this 

sene. 
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HATERIALS ANO HETHOOS 

Ab~!!~!!!!~n!= aa: aminoacid(s); Apr and Ap•: aapicill~n 

resistance and sensitivity, respectively; b: bases; bp: base 

paira; BSA: bovine seru• albuain; cAHP: adenosine 3': s•-cyclic 

monophosphate; epa: counts per ain; CRP:· cAHP receptor protein; 

&P: sene pl'Oduct; GOH: gluta•ate dehydrogenase; GOGAT: glutamate 

synthase; GS: &luta•ine synthetase: LB: Luria broth: ·NN:· no 

nitroaen; Ter and Te•: tetracycline resistance and sensitivity, 

reapectively; SOS: sodiua-dodecyl-sulfate: SSC: saline sodium 

citrate; wt: wild type, 

a) ~!ct~t!!! !!t!!D! !nd P!!!~!!H!· Bacteria! strains and 

plasaid cOhstructions used in this work are listed in Table-1 . 

. b) !<!!!!!!t!l ~!!· 

deacribed (11). Media 

NH4Cl as excess or 

Other -nitroaen and 

The NN •ini•al •ediu• has been previoualy 

were supplemented with 1SmH or 0.5 •H 

liaitinc nitrogen sources respectively 

carbon sources were added to a _final 

concentration of 0.2~ unless otherwise indicated. 

el g!ut!~!!!l g~b~gc2s~D!!~ 

!!1!!!!<!!!~ ·!~!!~!!~ -~~!~t•iD!!!2D!· 

a~ 1lu!!~!n~ ~~nth~~~~~ 

·For glutaaate dehydrocenase 

and ·sluta•i·ne synthetase ·assaya, cella fro• exponentially crowing 

cultures were used. Assays were performed according to 
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covarrubias et al. (11). ODff specific activity determinations 

were carried out in a Beck•an DU-8 apectrophoto•eter. Protein 

deterainations for both assays were carried out by the aethod of 

Lowry (27) using BSA as a standard. . In order to aeasure the 

effect of cluta•ate on the GDH apecific activity, varying 

concentrationa of glutamate (pH 7.6) were added directly into tbe 

· reaction·•ixtures before addinc NADPH. Where indicated, half of 

the volume of .the sa•plea were dialyzed against 5 1 of 

sonication buffer containinc so •H Tr1s-HC1 pH 7. 6 and 10 •H 

..s-mercaptoethanol for 12-14 hra at 4 •c. Standard cellulose 

dialyaia tubing (•.w. cutoff: 12,000-14,000) was used. 

d) ~!!~~!!!!! , !:!!!l!Q!:b~!!~!!!!! !!m;I Q!!SQ!!YE!~Q~!!:!~!! . Some 

restriCtion enzyaea were purified uaing the· method descr~bed by 

Oreene et al. (18). Other enzyaes were obtained froa New 

Encland Biolabs Inc. ( "&" """PJdATP and ( ~ '""'P)dCTP were obtained 

fro• · the Radioche•icalcenter (A•ersha•). The nick-translation 

kit (Cat. NEK 004Z) was purchased fro• Hew·England Nuclear Inc. 

The oliconucleotide used as pri•er in the extension reactions and 

both .!!ª!!!HI and .!'.;s;gRI decanucleotide 1:1.nkerl! were synthesized by 

' the phosphotriester •ethod in solid phase as described by 

Hirataka et al. (22). 

Total RHA was extracted fro• exponentially growing cultures •• 

· described by León et al.· (25). · Pri•er extension reaction11 were 
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routinelY perfor•ed by us1ng 50 ug of total RNA and 1 paole·of 

· the &!!h~ apecific pri•er. Hybridizationa and extension reactions 

were perfor•ed ·according to León et al. ·(25) .·· 

f) §!·HYg!!!!!l!!·!!!el!!DB· The •apping of the promoter by 51 

nucleaae was perfor•ed as described by Berk and Sharp (4) and 

Hanley et al. (30). The 360 bp He!!II fragment (coordinatea 

-191 \169, Fi&. 1), carryin& the ·5' flankin& region · of the 

s~hA gene and the region coding for the firat.57 a•inoacids was 

uaed aa.the probe for the hybridization reaction. 

a> ·Hel:!h!!.!:!! !!!2!!!· Total RNA (60 ug\lane) was 

·f~actionat<!d ·in ·agarose cela (1.5 l!.) uaing CH3'!gOH as 

denaturatins agent, accordins to Bailey & Davidson (1). RNA waa 

then transrered by electrophoretic blot-ting onto Zeta-Probe 

ae•branes (Bio-Rad·Laboratories) accordinc to the •anufacturer's 

inatructions, and baked at 80 •e for 2 hrs. Filters were 

hyb~idized to the I!gI-He!II fragment (coordinates -71\169, Fig. 

1) labeled· by nick-translation according to the procedure 

deacribed by Ri&bY et al. (38), usin¡; ""'P-deoxicytidine­

triphoaphate. 

Prehybridizations were carried out in 50 l!. formaaide, 

5X ssc, 10 •H Tris-HCl pH 7.6, ·10X Denhardt'a solution and 

150 ug\•l denaturated calf thy•us DNA, for 1 hr at 42 °c. 

Hybridizationa.were carried out in the sa•e aixture adding the 

labeled·probe (lo•-• cp•'lane), 1 •H·EDTA pH 8 and 0.1."' SDS·for 
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12-20 hrs at 42 °c. 

f'ollows: ar ter 

The hybridized f'ilters were then washed as 

rinsinc the filters twice inside the 

hybr1dization bag with 2 vol& of 2 X ssc and 0.1 X sos at rooa 

te•perature, the filters were taken out and washed once with the 

saae solution Cor 10 min at roo• temperature; three tiaes with 

80 •l of 0.1 X ssc and 0.1 X sos for 10 min each at so •e; and 

f1nally rinsed with 0.1 X ssc at room temperature. The dried 

f'iltera were then exposed overnicht or Cor 

depend1nc on the 1ntens1ty of the signals. 

longar periods 

hl ªY~!Qn!nc Qf !h! c~h~ á' f!!n~!nc ºNA ~~C!Qn. The s• 
flankinc recion of the cene was isolated fro• plasmid pSAE4 in a 

360 bp !!J!J!ll fragaent ·(coordinates -191\169, .Fig. 1). Half the 

amount of' this fragaent was stored ahd the reat was further 

diceated with I!gI, rendering two fragmenta; a 120 bp !!e!II-I!9I 

fracaent·and a 240 bp I!gI-!!e!II fracaent Ccoordinates -191\-71 

and -71\169, respectively, Fic. 11. The three frag•ents were 

separately cloned in the 9!!I aite of plasmid vector pBR327. The 

eix resultinc plaeaida: 

are preaented in Table 1. 

pHla,. pHlb, pH2a, pff2b, pH3a and pH3b, 

1) I~~r!~~!!n~ r~~istan~~ g~~~r~!n!~!2!!!· The Ter levels 

Cor atrain HB101 carrying different plasaida were calculated 

t_hrouch the . ainimal 1nh1b1tory concentration (HICI procedure as 

follows: Assay tubes containing 2 •1 of LB were prepared using 

varyinc concentrationa of the antibiotic (fro• O to 40 ug\all 

preparad froa a 2 •c\•l stock solution. Tubes were inoculated 
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with 20 ul of full crown cella fro• a culture of the strain to be 

tested, and incubated (with shaking) for 7 hours at 37 ºC. 

Optical densities of the samples were determinad at 420 na. HJC 

valtJes 

needed 

were obtained calcul•tfng the •ini•al Te concentration 

to inhibit 50 X of culture growth co•pared to the 

Te-Cree culture. 

J) ~~!31 DY~!~~ª~ ~~!~~!Qn!· Plas•id pHla was linearized 

with E~gRI and then treatecl with ª!!31 exonucleaae under the 

followinc reaction conditions: 10 ug of ~~gRI digested pHla 

·pl·as•id were t.reated with 2.5 units oc fl!!.!31 exonuclease in a 

f'inal:-volume of 50 ul of buffer containinc 12 mH cacl,., 12 aH 

HcCla, 200 llH Nacl, 20 llM Tris-HCl pH e and 1 •H EDTA. The 

-reaction •ixture·waa·incubated at 2 •e and aliquots were taken at 

2, 4, 6, e, 10 and 15 •in. These sa•ples were · phenol extracted 

and ethanol precipitated. ·ffalf of each sa•ple was digested with 

J!!!!!HI··and loadecl in a 7 .5" acrylaaide gel to screen ·the lencth of 

deletion•. The rest of each sa•ple was treatecl with 1 unit of 

Sl nucleaae to re.ove cohesiva ends in a Cinal volume of 10 ul of 

buffer containinc 5X clycerol, 250 aH NaCl, 30 •H sodiua acetate 

pJt 4. 5 and laH Znso... ,The -reactions were incubated . 30 •in 

at 30 •e -and the DNA was once aore phenol -extracted and ethanol 

precipitated. Finally,, the DNA waa treated with ligase in the 

presence of Ba!!HI synthetic linkers in a final voluae of 20 ul 

of buffer containing 50 mH Tris-~Cl pff 7.8, 10 aH HcCla, 20 mH 

dithiothreitol, 1 aH ATP and 50 uc\•l BSA. The products of the 

licase reactions were used to transfor• strain HB101. 



(22) 

k) º~~ DY~!~2!!~~ !~gy~n~§ !D!!~!!· A coaputer search for 

likely proaoter sequences was performed using the method 

described by Hulligan et al. (33). The same method was 

aodified in order to find putativa CRP binding sites using the 

conaensus sequence reported by de Crombrugghe et al. (12). 



RESULTS AND DISCUSSION 

Al aDH SPECIFIC ACTIVITY DETERMINATIONS 

i> º!Y!~~!!~ ~~~~~rgs~n~~~ !! ~~GY!~!~ !!x n!!~2s~n 

.!!~.!!!!.!!.!!!!!!:!! . 
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There is a lack of agreement concerning whether the E~ ~Q!! 

glutamate dehydrocenase enzy•e is resulated or not by nitrocen 

availability. In order to determine the efCect of excess or 

liaitinc nitrocen growth conditions in the enzyae apecific 

activity, we •easured this activity in the wild type strains 

atrains ·MX614 and CS520 crown in excess (15 aM NH4Cll aiid 

liaitinc (O.S •M NH4Cl) nitrogen conditions (Table 2). We aleo 

deterained.aDH andas activities of strain MX614 usinc a variety 

of aa as nitrocen sources (Table 3). 

The ·resulta,· shown in Tables 2 and 3, demonstrate that in 

both B· ~gli atrains, there is a decreaae on the GDH specific· 

activity in cella growing in liaiting nitrogen conditiona. 

Table 3 .shows the effect of various nitrogen aources on the aDH 

and as specific activities froa strain HX614. Even though these 

aa are considered as liaitinc sources (37), there seeas to be a 

cr•dation in their liaitinc properties, as can be seen for the·as 

apecific activity values. Aminoacids such as glutaaate, 

aspartate and proline see• to be as poor - nitrogen·· sources 
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as O.SmH NH..Cl, to support GOH activity, whereas glutamine, 

arcinine, eerine and a combination of aspartate, serine, proline 

and arginine do not affect GDH specific activity in a signiCicant 

•anner.· Thia could be explained by the way in which different ae 

can be aetabolized to yield amaonia, such as eerine; or 

clutaaate, such as proline and aspartate (37). In the case of 

serine, it can be decraded to am•onia efficiently (24), so that 

it provides enouch of thia substrate to •antain a high GDH 

specific activity. This is supported by the fact that the GS 

specific activity is low in this growth condition. 

As it is shown in Table 3, gluta•ate inhibits GDH specific 

activity. Aspartate and proline, which can yield glutaaate, aleo 

decrease the enzyme specific activity. However, it is iaportant 

to nottce that the effect of clutamate, as nitrogen source, aight 

be due to·ita poor ability to enter the cell, whereas ·the uptake 

of aspartate and proline are more efficient (45, 17). In order 

to·assess the possible inhibitory effects of these aa in the GDH 

apecific activity, GDH and GS apecific activities were deter•ined 

in glucosa NN ·•edia suppleaented with excess nitro&en in the 

preaence of -the different aa. The resulta, shown in Table 4, 

indicate that only. aepartate and the co•bination of aspartate, 

aerine,· proline and arginine mantain a significant inhibition of 

ODH apecific •ctivity in the excesa of aaaonia. The specific 
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activity inhibition by the •ixture of aa and by aspartate alone, 

hes already been reportad for §~!~Qn~!!~ !~e~!~Y~!Ye (6). The 

·resulta obtained with serine, proline and arginine. ehown in 

Table 4. stronslY suggest that esparta te is the only responsi-ble 

aa in the 1nhib1t1on of · GDH specific activity, The effect of 

aspartate in the GDH specific activity •ay be indirect as it· is 

aetabolized yielding glutamate which aay be the real responsible 

oC the observed inhibition. If thia is the case, we would expect 

·proline (which aleo givea glutamate) to cause the sa•e effect. 

However, the utilization of this aa is under nitrogeri control 

(29), so that it would be repressed in excess ammonia growth 

conditions. 

111) !n x!!~2 ~!!~E! 2! S!Y!~eª!~ 2D !h~ ºº~ ~~E!f !E 

!!!E!!l!!!X· 

Thinking in glutamate as a possible inMbitor of the GDH 

activity, ·We · deterained GDH specific activities of strain HX614 

groWD in excess and li•iting nitrogen, and glucose or glycerol as 

carbon aources. Half of each sa•ple was dialysed in order to 

eliainate glutaaate fro• the extracta (See Material& and 

Hethods). The results showed that there is no differenee 

between dialysed and non-dialysecl extracta Cor any condition 

(data not shown). On the other hand, we deter•ined the GDH 

activity of dialysed extracts of cella grown in the same 

conditions as above, except that increasing concentrations of 

gluta•ate (0, 10 uM, 50 uH, 1 •M and 20 •H) were added to the 
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reaction ~1xture during act1v1ty detera1nat1ons (5ee Haterials 

and Hethods). As aentioned above. there is no variation 

whatsoever in the measured activities (Resulta not shown). These 

resulta indicate that if glutamate is responsible for GDH 

1nh1b1t1on it does not act directly at the protein level. 

8) NORTHERH EXPERIHENTS 

In order to demonstrate the presence of g~bA specific 

transcripts, total RNA was extracted as described CHateriala and 

Methods). from a~h~+ strains CSS20 and MX614, grown in NN media 

supplemented with excesa or li•iting nitrogen and glucose or 

slycerol as carbon aources. 

Total RNAs were f ractionated by agarose gel electrophoresis 

under. denaturatinc conditions., and then electrotransfered to 

z-Probe filters. The blotted filters were then hybridized to the 

nick-translated 360 bp tte~II fracaent <coordinates -191\+169, 

Fic. 1) which carries 200 bp froa the s• flanking region of the 

I~~~ gene and the DNA that codes for the first 57 aa residues of 

the ODH •onoaer 

in Fic. 3. 

(Sée Haterials and Hethods). Resulta are shown 
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severa! Cacta can be drawn Crom these results: a) In all 

conditions, a single and similar transcript oí approxi•ately 

1,500 b was Cound in both strains. b) There is a higher 

concentration oc apecific •RNA in strain CS520 compared to etrain 

HX614. These resulta agree with the ·values obtained Cor the GDH 

spec1Cic activities in both strains (Table 2). e) There is also 

a clear difference in the transcript levels between excess and 

lieitinc nitrogen in bdth strains. These resulta indicate that 

the regulation oC the g~hA gene by nitrogen availability occurs 

at the transcriptional level. Zt is interesting to note that 

even though these resulte agree with the valuea obtained Cor 

enzyme specific activities presented in Table 2, the observed 

diCCerencea see• to be greater at the mRNA leve!. This 

difference •ight be due to additional regulatory mechanisms. 

d) Finally, in both strains, there seeas to be a slight 

diCference in the transcript levels between glucose and glycerol 

as carbon sources, at least in the case or excess nitrogen crowth 

condition. 

C) IDENTIFICATION AND HAPPING OF A &~hA FUNCTIONAL 

PROHOTER 

In vivo •inicells experi•ents have shown that the 360 bp 

!U!!II restriction Cragment (Coordin8tes -191 \+ 169, Fig. 1), that 

carries the Cirst 200 bp Cro• the 5' end oc the s~hA cene and the 

·DNA that codes Cor the Cirst 57 aa residues oc the GDH •onomer, 



when cloned in either orientation in 

directins the synthesis of the expected 

(28) 

pBR327, is capable of 

57 aa polypeptide (46). 

These resulta strongly suggest that this HE~II fragment carries ·a 

ggh~ functional promoter. 

Fro• the analysia of the 200 bp preceeding the g~h~ 

atructural cene, we were able to identify 3 putativa promoters 

throuch consensus sequence co•parison analysis. These sequences 

were referred as Pl,. P2 ·and P3 respectively, according to their 

relative position to the ATO inltiation codon (46). Further 

analysis of these sequences basad on more recent reporta of 

consensus promoter sequences in ~~~b~~!~b!! ~Q!! (20, 16), 

indicate that P3 (indicated at Fig. 1) is the •ost probable 

aequence for a functional promoter. 

severa! experimente were perforaed in order to verify that 

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

In order to define the promoter region more precisely! the 

ª~!31 nuclease was utilized to cenerate a collection of different 

deletiona of the Hp~r~up~II .frag..,nt (coordinatea -191\169, Fig. 

1) that carries the promoter. This DNA fragment was cloned in 

pBR327 at the º!~I aite. As expected for a fragment that carries 

a functional prometer, in one of the two possible orientations 
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(plasaid pH1a). the cloned frag•ent restored the Ter phenotype of 

the clonins vector. 

Fic. 2 shows the strategy used in the ~ª!31 deletion 

experiaents using plasmid pH1a (See Haterials and Hethoda). 

Severa! deletions extending fro• the ~2QRI site of pH1a were 

obtained (the extension or such deletions is depicted in Fig. 11; 

a•ong the•, pH14 and pH16 still confer Ter, whereas plas•id 

pH122 does not. In this last deletion, the !ªgI site (located at 

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

The above resulta suggest that the DNA region located 

between the ~~QRII and the !~gI sites (coordinates -119 and -71, 

respectively, Fic. 1), is required ·for proaoter activity. 

Therefore, we decided to subclone the ~2ª11-~ªgl fracment 

(coordinates -191 and -71, respectively, Fig. 11 and the 

!~gl-!!p~II· fragment Ccoordinates -71 and 169, respectively, Fig. 

1) at the Q!ªI Bite of pBR327, in order to deteraine whether they 

cou1d restore the Te~ .. phenotype, as the original HP!II-HeeII 

fracaent does. As expected, f"our different clones (plas111ids 

pH2a, pH2b, pH3a and pH3b. Table 1) were obtained; however, none 

of thea was capable of restorinc the Ter phenotype. 

Furtheraore. none of these clones was capable to direct the 

aynthesis of the first 57 aa of the protein, as the original 

··He!II-He!II fracment does in pH1a (46) (data not shown). All 
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these subcloning experimente indicate that the integrity oc the 

!~gI site, which is located at the P3 putative promoter, is 

i•portant Cor promoter activity. 

·The fine·•appins of ~he functional ·promoter was accomplished 

throuch primer extension and 51 nuclease •appinc techniques. 

For primer extension,· total RNA was extracted from strains 

05520, and PA340\pSAE4. Both strains were grown in NN •edia 

supple•ented with excess or liaitinc nitrogen and glucose or 

clycerol as carbon aourcea. 

A 21 bases oligonucleotide was synthesized as described 

·(Hateriala and Hethods). .Thi• pri•er carries the complementary 

aequence of the specific gghA aRNA fro• coordinates +34 to. +54 

(Fic. 1) relative to the ·translation atart point. This synthetic 

pri•er was hybridLzed ·to puriCied total RNAs and used Cor the 

reverse-transcriptase runoffs. 

The resulta of one of such experi•ents are shown in Fi&. 4. 

Althouch the cDNA products are the aa•e in all assayed 

conditions, there are around three aain cDNA:' products separated· 

one·or two baaea fro• · each other. Thia· 11uccest11 that there is 

•ore than one ·transcription start site as it has been reporte:S 
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·,~or other genes (9, 32, 3,6). ffowever, the •ost prominent band 

corresponda to a .117 b Cra¡:aent. These results lQcate the aain 

transcription atart a1te around e bp downstrea• the -to region 

oc P3 and 63 bp upatreaa the translation start point (Fig. 1) • 

. lfo cDHA producta auccestinc transcription start si tes 

corresponding to other putative promoters were observed. These 

resulta atrongly indicate that the original P3 proaoter (46) is a 

·functional promoter, at·1east for the assayed conditions. 

For 

deacribed, 

ACter 51 

·fraa•ent, 

Sl nuclease aapping, total RNAs were extracted as 

and the 360 bp ~p~Il Cragment vas used as a probe. 

nuclease digestion, there was a •aJor 235 b protected 

which again indicates that P3 is the Cunctional 

promoter in all assayed conc:titions (data not shown). 

In order to confira that P3 is a functional pro•oter, a 

series oC diCCerent insertion autations (aost oE··the• using !f~QRI 

decanucleotide linkera) were cenerated at the !~gI aite, i.e., 

between the -10 region oC the proaoter and the putative 

tranacription atart site (Fig. 5). 

Since the consenaua Cor a transcription atart aite is Cro•.B 

to 10 bp downstrea• the" -10 sequence oC the pro•oter, and 

predoainantlY at purines <•ore Crequently in A than in Gl (20), 
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1nsert1ons of 2, 12 and 22 bp in the sequence im•ediately 

followinc the -10 recion are expected to •odify such start site 

depending on.the length and the base content of the insertion. 

This would be reflectad in the size of the cDNA obtained fro• 

pri•er extension assays. 

The insertion autations at the !!gI 

plas•id pSAE422 which la a derivative of the 

site were made in 

pSAE4 that ·carries 

the DNA that codee for the first third of the enzyme monomer 

(Table I and'Fic. 5). Strain PA340 was transforaed with the 

reaulting plasmida. Total RNAs were extracted from cells grown 

in ain~•al ·•ediu•·supple•ented with excess nitrogen, and clucoae 

as carbon source. The resulta of one of such assays is a"'hown in 

Fic. 6. As expected, the aize of the obtained cDNA products 

increased according both to the length of each insertion and the 

Po•ition of the •ost suitable nucleotide (A or G) for the 

transcription start site. 

Fic. 7 shows the nucleotide sequence 

recion as well as those f or the insertion 

putative start site(s) are indicated for 

of the wt proaoter 

derivativas. The 

each case. ~EgRI 

linkers were used as autagens not only because they provided an 

easy way to screen for such insertions (the pSAE422 has no other 

E~2RI sites) but also because an insertion of a frac•ent at the 

~!91 site, which overlaps the· -10 region~ and at the Eg2RII 
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site, which is located 17 bp upstrea• the -35 region, provided a 

way to delete the whole promoter region generating plasm.id 

pSAEA442 as a negative control. 

It is interesting to note that in plasmid pSAE442, that 

carries JggRI linkers at the !ªgl and JggRII sites, the 

transcription start &ite is •odified as in the pSAE432 case, in 

'which this plas•id only ·carries a linker at "the !ªgl site. 

However, in pSAE422 there is a clear decrease in the intenaity of 

the band correspónding to the cDHA product. Thie could suggest 

that the sequence ·preceeding the prometer ·•ight play a role 

either in prometer function or at the level· of transcription 

regulation. It should be emphazised that thia JQQRII site lies 

a•ons an i•perfect •irror iaage sequence which is described in 

aection ID). 

D) NUCLEOTIDE SEQUKNCE ANALYSIS OF THE S' FLANKING 

REGIOH OF THE l~!!A GENE 

The previous resulta clearly indicate that the P3 putativa 

pro•oter is in ract a. -runctional pro•oter ror the c~!!A sene. 

This proaoter is located at coordinates -102 to -71 in Fig. 1. 

In this case, as in aany other ~· ~Q!! pro•oters, this 
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·reculatory sequence is part of a high A\T content DNA regíon. 

However, soaething that is.worth aentioning, is that in this DNA 

recion, there ia a change in the A and T contenta in the codine 

strand which seems to be delineated by the !~gl site which is 

located i•mediately after the promoter. In the ·H~~II-!~gI 

frag•ent, there ·is a 70\30 AT, whereas in the !!gl-tlE~ll Cragment 

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 flankinc region is a putativa CRP binding site (Fig. 1) 

which overlaps the -35 region of the proaoter, and which keeps 

close siailarity with the consensus (12, 29). It should be 

noticed that in this case, such site lies in the non-coding 

strand of the sequence. However, this type of orientation in 

functional CRP bindinc Bites has been reportad for other genes 

(12). 

Another outstanding feature of this region is a 42 bp 

iaperf ect palindromic sequence which overlaps both the -10 and 

-35 identities of the functional promoter and the putative CRP 

bindinc· •ite. Its length and the fact that it overlaps the 

proaoter could IMlggest that this identity might play a role in 

the reculation of the gQQA cene. Also overlapping this 

palindroaic sequence, we identified an i•perfect mirror imace 

sequence (coordinates -166\40,· Fig. 1) which keeps certain 

ho•ology with similar identities found in the ~~&!~ regulatory 
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reslon and the ghyA regulatory sequence of the histidine 

transport operon oc §~!~Qn~!!~ !XPb!~YE!Y~ by Higgins and 

Ferro-Luzzi A•ee (21). These authors have alao found this type 

of ·sequences in the neighborhood of the proaot~rs of the 

histidine and tryptophan biosynthetic operons and the !~~! gene, 

and ·in the resulatory reclon of the s!nAbQ ·operen of ~ª2h~r!2h!~ 

SQ!! and §al!Q!l!!!!! !~el!!!Yr!Y!· In the case of ~rsrr and QhYA 

in §. ~Xeh!~Y~!Y~· these sequencea have been proposed as 

possible interactlon altas for a dlaerlc protein with regulatory 

i•plicat·iona. It is worth noticing that in these cases, as in 

s~h~ .. the promoters are overlapped by palindro•ic sequences as 

well as by alrror iaage ldentities. 

Fi&. 1 also shows several direct repeated sequences 

throughout the 5' flanking region. It is interesting to note 

that none of these types of sequences are f ound -in the structural 

sene, and also that there are six of sueh sequ.ences. each of them 

found twice. Valle et al. (46) previously reportad five of 

these sequences. These repeata could also play a role in the 

regulation of this cene. 

During the nucleotide sequence analysis we also considerad 

the fact that since GDH is one of the •ain enzyaea involved in 

nitrosen aetabolis•. it aight·share soae regulatory features with 

other cenes and operons of this pathway. In this regard. we 

apecifically searched for nitrogen promoters. this is, specific 

recosnitlon Bites for the S!Il~ product Which has been identified 
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as a sic•a subunit ( o- 60). and that is specif ic for the 

transcription initiation Of genes and operons under nitrogen 

control (8, 23). We also searched Cor NRI (gp S!!!!!I binding 

si tes (15, 34). This protein has been identified as both a 

positive and negative regulllltory protein depending on its 

pasition relativa to the pro•oter sequence. However, we could 

not find any sequence in the s~hA s• DNA flanking region showing 

signiCicant ho•ology with this type of ·sequencea. 
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FIGURE LEGENDS 

Fi&. 1. (Al Restrietion aap oí reeombinant plasmid pSAE4 (40). The 

positions of the restriction sites are drawn to scale. The thiek bar 

representa the pBH322 vector .. The thin bar represente the sgha 

structural gene. The expended seetion details the 360 bp HE~II 

frac•ent carryinc the 5' · flankinc recion of the gene and the sequence 

eodin& Cor the amino terminal- of the protein (57 aa). The arrow 

denotes the direetion of transeription of the sgha aene. (B) 

Nucleotide sequence of the ~e~II rrag•ent shown in A. -10 and -35 

regions of the putativa proaoter (P3) (46) are boxed. The filled bar 

above the sequence denotes a putative ·cRP binding site. The double 

headed arrow beneath the sequenee indieates an imperfeet palindroaie 

sequence. The putativa transcription start site is denoted as •RNA. 

The ribosome · bindin& Bite (Shine-Dalcarno sequenee) is underlined; 

Het, translation init1at1on eodon. pH14, pH16 and pH122 stand for the 

approxiaate extension of the Bal31 generated deletion derivatives 

Croa plasmid pHla (See Fig. 2). (C) Saae ñucleotide sequence as 

above showing other outstandin& features of the S' DNA flankinc reeion 

of the s~bA gene. The proaoter sequence, the putative tra~ecription 

start site and the translation !nititiation codon are indicated as in 

B. Open and Cilled circlea, triancles and squares indicate diCferent 
diract repeated aequencee (46). · The arrow above the sequence denotes 

tha cantar oc an i•perCect •irror ·imace ·sequence indicated in bold 

charactera. 
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Fig . 2. (A) pBR327 derivative pHla plaemid, in which the 5' DNA 

. flankins .recion oc,_. the &~!:!6 cene and the DNA that codea Cor the firat 

57 aa, carried in a 360 bp He~II fragment, was cloned at the 2!~1 aite 

of the vector as the pro•oter region for the Ter: gene. E, E!:QRI; P. 

~!!!j;I;- H, H!!!!!IlI; B, ~~~HI. (B) Si•plified strategy for the 

obtention of 8al31 deletion derivativee froa pHla (See Hateriale and 

Hethoda) . (C) Te~ levela in strain HB101 carrying various pHl-a 

deletion ·derivatives. The approxi•ate extensiona oc the deletiona 

within the s• flanking region of the gene, are indicated in Fig.-18. 

-Fig. 3, (A) Northern blot enalysis of &~hA transcripte using total 

RNA f·ro• strains HX614 (lanas 1, 2, 5 and 6), and CS520 (l'anes 3, 4, 7 

and B). RNAs were extracted Cro• cella grown in NN •edia supplemented 

with the followinc nitrocen and carbon sources: excess nitrosen -

glucosa (lanes 1 and 3); excess nitrogen - glycerol (lanes 2 and 4); 

liaiting ni trocen - clucose (lenes 5 and 7) r and -liaiting nitrogen 

glycerol (lenes 6 and 8). Hybridization bands can be seen in lanes s 

to e only in overexposed autoradiogra•a (2 weeks of exposure). 

Fig.4. 

the &!!hA 

pSAl!422 

Pri•er extenaion aapping of the tr.anscription atart site oc 
gene using total RNAa - froa strain PA340 carrying plasaid 

(lanes 1-4) and CSS20 (lanea 5-8). Total RNAs were extracted 

froa cella arown in NN •edia suppleaented with the followinc nitroaen 
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ánd carbon sources: excess nitrogen glucose (lanes 1 and 5): 

1iaitin& nitrocen clucose (lanas 2 and 6)1 1iaitinc nitrocen -

glycero1 (lanes 3 and 7); and excess nitrogen - glycerol (lanes 4 and 

8). Lenes 9-11, control essays using tRNA instead of total RNA (lane 

9)¡ no primer (1ane 10)¡ and no tota1 RNA (1ane 11). Lanes 1abe1ed 

OATC correspond to an H13 phage sequence used as •arker. 

Autoradiograas were overexposed in order to appreciate cDNA in all the 

lanes. 

Fia. 5. Restrict1on aaps of the S'DNA f1ank1ng reg1on of plasn1d 

pSAE422 and 1ts 1nsert1on der1vat1ves. The 1aportant restr1ct1on 

a1tes are 1ndicated at the top of the figure and nuabers in pSAE422 

denote the coordinates of such sites which are the same as in pSAE4 

(Fic. 1). The arrów shows the direction of transcription and the 

posit1on of tbe translat1on 1nitiation codon. P1as•id pSAE430 was 

obta1ned by the insertion (using K1enow enzyae) of 2 bp at the !!91 

aite1 this event generated a ~[YI site. P1as•ids pSAE432 and pSAE433 

were obtained by insertinc one ·and two ~QQRI decanucleotidea 

respect1ve1y at the ~[yl site of plasa1d pSAE430. Plasaid pSAE442 is 

a der1vative of pSAE432 in which an gQQRI linker was 1nserted at the 

gQQRII s1te 1ocated 17 bp upstreaa the -35 region of the promoter. 

Fina1ly, p1asmid pSAE A442 is a deletion der1vat1ve of PSAE442 in 

which ·the who1e promoter was deleted through an EQQRI digest1on. 



Fig. 6. 

the S!!!!~ 

pSAE422 

(45) 

Primer extension •apping of the transcription start sites of 

gene us1ng total RNAs Croa strain PA340 carryinc plasaid 

and ·1ts insertion autation derivatives. Cells were grown ln 

clucose •ininal •edia. Lanes labeled GATC correspond to an H13 phage 

sequence used as marker. Lanes 1-3, same control assays as in Fig. q. 

Lanes 4 to 9, RNA extracted fro• PA340 cells carrying different 

plasmids: Lane 4, plasmid pSAE422; lane S, plas•id pSAE4301 lane 6, 

pl.asaid pSAE432; lane 7, plasmid pSAE433; lane 8, plasmid pSAE A.442¡ 

lane 9 plae•id pSAE442 (three ti•es as •uch saaple was loaded in the 

lane). 

Fig. 7. (A) Nucleotide sequence oí the promoter region oí the g~hA 

cene, coordinates -122 / -67 relativa to the translation start aite 

(+1). -10 and -35 regions of the proaoter are boxed¡ mRNA denotes the 

transcription start Bite. (8) Nucleotide sequence oí the insertion 

mutations present in pSAE422 derivatives. The -10 region or the 

proaoter is indicated by open boxes. Bold characters denote inserted 

nucleotides. The putative . transcription atart sites are 

underlined. 

Alternative figure legend Cor Fig. 3. 
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F!c. 3. (Al Northern blot analysis Óf g~~A transcripts using total 

RNA fro• straina HK614 

7 and 8). RNAs were 

(lanes 1, 2, S and 6), and css20 (lanes 3, 4, 

extracted from cella grown in NN media 

supple•ented with the following nitrogen and carbon sources: excess 

ni~rocen - glucoee Clanes 1 and 3); excesa nitrogen glycerol 

(lanas 2 and 4); li•iting nitrogen - clucose (lanes s and 7); and 

liaiting nitrogen glycerol (lanes 6 and 8). <Bl OVerexposure of 

the sa•e sel in which c~ha transcripts can be clearly appreciated in 

lanes 5 to e. 
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TABLE l, Bacteria! Slraln• and Plasmld Canstructlan•; 

STRAJN 

C6::S20 

PA340 

11X614 

HBlOl 

PLASMIDS 

pBR327 

GENOTYPE 

l:l!t.'- trpA::SB mtlll gj~ eupF59 

E- .t.hl:-1 ~ 9Jlh-1 ~ 91tB31 

ar 9H 1 !.hl - !. AC.A-ti .Ln;.Y!. SA!. -2 

lllAlAL lUtl. -z mU -a 1.RnA2 ). .. 

~ - ~ !1UpE11 

A lprp-lacl ~ !ly6SO .t..b.i.-1 

F- hBdS20 cr., m.> r•cA13 a~a14 

11C9M ~ ~ rc•L20 Jltl -~ 

m!J..-l. supE44 ).-

GENOTYPE 

, 

SOURCE\COHHENTS 

Clark• ~ Carbon 1101 

Th• !lJl.hA gene wa• 

lsolated from thl• atraln 

!Covarrublaa •l at.11111 

F. 3accb vja J. Bachman 

gJutamale auxotroph 

SOURCE\COMMENTS 

Ap~ Ter De!etlon def'ivatlve of pBR322 that lacl<• the 



pSAE4 

pSAE422 

pSAE430 

p6AE432 

pSAE433 

pSAE442 

pSAEA442 

• 1 .. 
·1 
~ 

'4 pHla 
..J 

~ 

pHlb 

!lll.hA- Te'" 

Sll.bA- Ter 

9.!1.hA- Te'" 

Te"' Apr 

(52) 

t?.lim •l h l!I, 421. 

reglan• c~o, 46). 

Deletlen derlvatlve of pSAE4 earryln9 the s• 

flanklng reglen and .~he eodlng reglen fer th" 

flr5t 102 amlno .. clds ef the pr·oteln 1'101. 

A Ht ef ln5er·tlon d .. rlvatlve• of pSAE422 

IF!g, 4 0 thl• paperl. 

60. bp lerl91na1 coordlroate• -120\-71 0 

Flg, 11 deletlon derlvatlv• of pSAE442 In 

whlell the whele prometer aequenee ••a• 

deleled IThls p8perl. 

p8R327 derlve.tlve ca.rrylng the ss!M 5' fla.nld1o9 
. . . 

reglan 1 n a. 360 bp l:!P~ll f r·.,smen t f rom pSAEq 

Ccocrdlna.tes -191\169, Flg. 1) 1 clonad at the 

~? si te of the vec lor &os the prohlol e-r r·5-gi ,,,, 

far the Ter gene 1461, 

Sam.., as pHJ 11. 1 e-xcept tha.t lh• f r·a9rnenl \·1as 

cloned in the opposlle orientallan (~6). 



pH2a 

pH2b 

pH3a 

pH3b 

pHl'I 

pH16 

pH122 

Te• Apr-

Ter Ap'"' 

Ter Apr 

Te• Ap'"' 

(53) 

pBR327 d•rlvatlv• carryln9 a Hl!&JJ-I.a.QJ 

fragm•nt from pSAE'I lcoordlnal•• -191\-71, 

Flg, 11, clon•d at th• CJ.AJ all• •• th• 

prometer reglan of th• Te~ gen• IThl• 

pap•rl. 

Same as pH2a 1 except thal the f~a9m•nl was 

clan•d ·1n th• oppoelt• ~rlenlattan CThl• 

paper>. 

pBR327 d"rlv .. tlve>. carrylng lh• D.gl-tlla.11 

fra9ment frcm pSAE4 (caardlnale• -?1\169 1 

Flg. 11, cJaned at lhR '!U.Al site as lh• 

prarnoler re9lan af lhe Te"" gene tThlB 

p¡¡.pRrl, 

Same •• pH3a 1 ttxcept lhal lhe fr·fl9ment "'ªª 
claned ln the appasll• arlenlatlan CThi• 

paperl. 

A set of Bal31 delellon derlvatlves of pHla 

ISe• Flg. 2, thi• paperl. 

• 
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TAlll..E 2. ODH ap ac\• d•\•rMlna\lon• Df \HD E.· D.1..1. l< • 12 

atraln• 9rown wlth e>ecess •nd 111n1 ti n9 ammanla~ 

tn 9tuco•• mlnlmal m•d.la•-. 

STRAJN EXCESS NH,. • : 1-IMlTitlO MH,.• 

, 
MX61'! 400 100 

C6520 700 300 

Cal The resulte shawn ln ali Tables are the average of at lea&t 2 lit 

&eme ca&&-• 5-7) ••p•r•l• and dt.\pl lc:ate exper·imen~•· 

Cb> e-xcess and llmltlng amnlonla \>lar• liUpplled ta a final ccncent.r-atior 

of IS mH and o.s mH respectlvely. 

Ce> sp acts are e><pressed as nanomole• of NADPH oxldlzed per H1lr 

per m9\proteln at 37 °c. 

1 
' 1 
1 
! 
1 
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TllBLE 3, Eff•ct of V&f'lou• nltr·o9en •DUf'C•• In lh• ODH and 

1 • 

2. 

3. 

4, 

5. 

6. 

7, 

e. 
9. 

os •P act• from &traln HX6l4 9f'0Hn 

NN rn•dSe, 

Ni lrogen 6ource.• 

E)(ces~ NH1 • JOO 

Llml ti n9 NH .. • 25 

Glutamate 19 

Olularnlntt 70 

Aspar tate 25 

Ar9lnln• 82 

Prallne 33 

Ser In• 100 

Comblnatlon (Asp + 118 

Arg + Pro + Serl 

In glucoae 

135 

1 350 

920 

1 IDO 

1 190 

l 140 

560 

6'18 

98 

(a) NH .. • was supplied as in Ta.ble 2. All aa \'fer• supplie-d to a fi1o;•I 

concentratlcn of 0.2 % except fer the- cornblnatian C9) where ear:lt 

~a was supplled to a final concentraticn of 0.05 %. 

Cb) GDH sp acts are expre=sed as percenta.ges taking the vatue ior 

e~c~ss NH .. • as 100 %. 

Ce> GS fiP acts are expreseed as nanoffloles of ~-9lutarnyl·hydrcxam~1 -
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form•d p•r mln p•r m9\prot•ln at 37 °C, Act lvll I•• 

d•t•rmln•d wllhout H9•• In th• r•actlon mlMtur•• 



1. 

2. 

3. 

4. 

s. 
6. 

;, . 
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TABLE 4, Eff•cle af dlff•r•nl •• auppl•menl•d lo 9lucoa• ammonl• 

11'1 lftMI lft•dla on th• ODH and OS •Pacta• fr11111 atr·aln 

HX614. 

b 

Arnlnoacld 

No addltlon 

Glutarnal• 

A5parlate 

Ar9lnln• 

Prol in• 

Ser In• 

Cornblnatlon CAsp, 

Arg, Pra, Serl 

GDH 

sp acl 

19 

215 

73 

33 

100 

126 

os 
sp act 

920 

1 J90 

1 140 

1560 

648 

98 

Ca> Sp •el• ar• expres&ed •• In Tabl• 3. 

Cb) Amlnoaclds "'ere supplernent.ed a.s In Table 3. 

CND> Not determfned. 

Add•d to glucoa•­

ammanla minlmal me,111 

GDH 

sp acl 

JOO 

90 

159 

113 

99 

113 

6:1 

GS 

sp ac: t. 

135 

ND 

96 

85 

74 

123 

;>4 
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RESULTADOS ADICIONALES Y DISCUSION 

COao ee .. enciona en el escrito· presentado como parte 

principal de esta tesis, existe una falta de consenso en cuanto a 

los •ecanis•os celulares que regulan la expresión de la GDH, y 

en particular, fal.ta de infor•ac·16n sobre la regulación del gene 

•dh6, en ~!!~h!!!:·!~b!!! ~Q!!. Los datos reportados en la 11 terattlra 

tienden a ser escasos y contradictorios. En esta sentido, los 

· -resultados·obtenidos a lo largo de este proyecto de tesis, han 

.per•itido tener un panora•a a6s a•Plio, si bien no del-todo c1aro 

sobre la expresión de esta enzi•a por fuentes de nitrógeno y de 

carbono. 

Las determinaciones de actividad especifica de la GDH se 

iniciaron con la cepa .•ilvestre CS520, b6sica•ente debido a que 

Cué a partir de un banco de genes de esta cepa que se aisló el 

sene &!!!!! ·(ver . Tabla .1). Sin ·e•barso, esta cepa lleva una 

•utación en el gene !:!!!& deno•inada !:!!!&!· se ha repartado que 

Nutaciones en este gene afectan la expresión de enzi•aa 

involucradas en la sintesis de sluta•ina y sluta•ato en 

§!!!~QD!!!!~ ~~~!!!~Y!:!Y~· posible.ente a cauaa de alteraciones en 

los niveles de ppGpp (Sales and Brenchley, 1982). Debido a esto, 

la deter•inación de actividades de las enzi•as GDH y os se 

llevaron a cabo en la cepa silvestre HX614 (Tabla 1), 

frecuente•ente utilizada para el estudio de enziaas involucradas 

en el aetabolismo nitrogenado de ~!!2!!~!:!2!!!!! 2!2!! .. 



Las actividades especificas de la 

creci•iento de exceso y li•itaci6n de 

(59) 

GDH en condiciones de 

amonio Cver Tabla 1) 

muestran que si bien la diferencia registrada no es dr6stica, en 

·cuanto a que no hay un ·ca•bio del orden de •acnitud, si existe 

una regulación de·la actividad de la enzima por disponibilidad de 

a•onio. . ·La reculación observada en las cepas HX614 y CSS20 

concuerda en cuanto a que se observa una dis•inuc16n de la 

actividad de la enzi•a en li•itaci6n de a•onio. Sin e•bargo, por 

un lado, la CSS20 presenta niveles de actividad •As altos que la 

HX614 . en -a•bas condiciones, y ade•6s, la diferencia de 

actividades entre exceso y limitación de &•onio se reduce en la 

pri•era. Si bien e.ta·diferencia pudiera estar ·relacionada con 

la •utaci6n ~~!&!. ta•bién pudiera deberse a una •utaci6n de 

pocas consecuencias en la región del pro•otor de alguna· -de las 

cepas, entre otras causas. Sin· eabarso, para eli•inar la 

po•ibilidad de que esta diferencia fuera debide al fondo ge~tico 

de ·la cepa CSS20; las deter•inaciones de activ~dad subsiguientes, 

se efectuaron·en la cepa HX'.614 .. 



La bacteria g~gh~r!2h!~ 

cultivo co•ple•entados con 

E2!! puede 

una variedad 
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crecer en aedios de 

de a•ino6cidos co•o 

fuentes ors6nicas de nitrógeno. En estos casos, el creciaiento 

es invariable•ente •As lento que con amonio. por lo que estas 

fuentes ae han definido co•o li•itantes de nitrógeno (Reitzer y 

Hasasanik, 1987). Sin e•bargo, las actividades especificas de la 

·GDH.y la GS obtenidas a partir de células cultivadas en •edios 

con distii>eos a•inol!lcidos como· fuentes de · nitrógeno (Tabla :llJ·,· 

indican que existe una aparente . e:radaciOn en cuanto er· la.Jt 

propiedades li•itantes de los diferentes aminol!lcidos. Esta 

sradaci6n se ve reflejada en los niveles de actividad de la OS 

que fungen co•o indicadores de la limitación de nitrógeno, ya que 

es esta li•itación·la·que eleva sus niveles de expresión. 

Por otro lado, considerando ~nicamente las actividades de 

.aabas enzi•as en exceso Y·li•itaci6n de a•onio, pareciera que sus 

actividades son reculadas.de •anera· inversa. es decir,. que en 

exceso.de a•onio los niveles de la GDH son altos, y los de la 

OS bsjos, invirti~ndose los niveles de actividad en.li•itación·de 

·aaonio. Sln embarso, si ·bien ea este el. caso con algunos 

aaino6cidoa co•o fuente de . nitrógeno .(.glutaaato, aapartato y -la 

.. --zcla de. -asPartato., arginlna., · prolina y ·aerina).·,· a•inol!lcidos 

tales co•O· la sluta•ina y·1a arginina seneran-altos niveles de ·GS· 

y no·•e ve una disainución aicniCicativa en loa nivele• de GDH. 

De la aieaa •anera el uso de prolina o aer:Lna ta•poco -·siauen un 
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. · patrón definido ya que los niveles de os no se encuentran auy 

elevados, •ientras que .loa niveles de GDH son bajos en el· pri•er 

caso, y altos en el secundo. Estos datos pudieran ser explicados 

por la generación de amonio y\o glutamato a partir de la 

decradaci6n de estos ~•ino&cidos. y por la eficiencia·con que 

estos productos puedan ser generados. Un eje•plo ,es la serina. 

que es ·deeradada generando a•onio de manera auy eficiente 

(Iaenberc y Newaan,· 1974) lo cual establece una condición de 

exceso de este co•puesto elevando loa niveles de la GDH. Coao 

seria de esperarse, en este caso los niveles de la GS no ·son 

altos. Coapuestos co•o la prolina y el aspartato generan 

glutaaato al ser degradados (Reitzer y Hagasanik, 1987), el cual 

ha sido reportado-coao inhibidor de la GDH y coao uno de loa 

efectores de .la desrepresión de la GS. Por últi•o, coapuestoa· 

co•o la arsinina seneran aaonio y glutamato al ser degradados. 

En este caso. las actividades de aabas enzi•as son elevadas. 

· Los datos y· consideraciones anteriormente expuestos parecen 

indicar que la GDH no se regula de aanera inversa a la OS, ni los 

niveles de ~sta Olt~•a ejercen efecto en su expresión. El papel 

de la GDH parece ser el de una especie de aodulador o 

aaortiguador de los niveles de ciertos aetabolitos coao pudieran 

ser·el a•onio, el glutaaato y a~n el 2-oxoclutarato que actuan 

co•o efectores de la reculación de la asimilaci6n de nitróceno en 

la bacteria. Este posible papel de la GDH no excluye la 

·· poaibilidad ·de que. esta · enzi•a pudiera estar r.eculada e su vez 

por la interacción ·directa o indirecta de alguno de estos 
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aetabolitos o ·Un ·interaediario que actuara como sensor de la 

di•ponibilidad de nitrógeno en el aedio, o a~n de las pozas de 

.·dichos ·aetabolitos en e1'-aedio intracelular. 

El clutaaato ha sido -reportado-en 

·· inhibidor . de · -la · actividad de la· GDH y 

la li~eratura co•o un 

la ·GOGAT (Halpern y 

U•barger, 1960; Hecke y Holzer, 1966; Varrichio, ·1969). El 

aapartato y la prolina, que son •etabolizados en clutamato al 

entrar a la c6lula taabi6n :reducen los niveles de actividad de la 

GDH (Tabla 3). -Si ·bien la actividad de esta enziaa disainuye al 

usar la célula gluta•ato coao Onica f\lente de nitrógeno, es 

i•port&nte hacer notar que esto puede deberse a que el transporte 

de· gluta•ato al citoplas•a es poco eficiente (Tyler,· 1978), 

. aientras que el transporte de prolina y aspartato se lleva a 

cabo con aayor eficiencia (Tyler, 1978: Grahaa.et al., 1984) • 

. Los· resultados presentados en la. Tabla 4 ·indican que 

aolamente el -aspartato, y una mezcla de a•inoécidos que incluya 

al aspartato, -•antienen· una inhibición significativa de la. 

actividad de la . GDH en ··condiciones de ·exceso de aaonio. La 

· prol·ina, aunque .. ta•bi~n es aetabolizada a slutaaato,· no exhibe 

este ef'ecto. Esto·probablemente·ae deba a que las ·enzi•aa·que 
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transportan ·Y de&radan prolina se encuentran sujetas a re&ulac16n 

por ni tr6&eno (Hagasanik, 1982), por lo que es de.esperarse que 

en condiciones-de exceso de a•onio·estén repriaidas. 

De ser el glutamato un efector en le regulaci6n. de la GDH, 

un posible aecanismo .por ·•edio del cual pudiera eJercer su efecto 

seria através de una inhibici6n por producto final a nivel de la 

·actividad de· lfl enzi•a. Sin .. e11barco, los estudios !!! ~!~!'.:2 sobre 

el·efecto del cluta•ato en la actividad de la enzi•a indican que 

no se resiatran ·ca•bios significativos al eliainar ·el glutaaato 

de los· ext-ractoa celulares, 

crecientes [Ver sección A 

o al adicionarlo en concentraciones 

(iii) ·de Resultados). ·Estos datos 

suaieren que de ser·el ·cl:utaaato un· erector de la regulación de­

ia GDH, no actúa a nivel de la actividad de la enzi•a. 

·-Un an611B1S de los transcritos del gene S!!ht. detectados en· 

condiciones de ·crec·i•iento de exceso y li•itaci6n· de a•onio, y 

utilizando glucosa o &licero!. c.o•o fuentes de carbono, ·indican 

que la ·reaulaci6n por disponibilidad de asonio parece darse a 

nivel de la transcripción del···pne l·ver · F.ta. ·3). Se detectó un. 

solo transcri~o.del ta•año ·esperado considerando el taaa~o del 

gene estructural (1 .soo pb), en todas laa condiciones matab6li­

caa·enaayadas. 
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La cepa css20 registró niveles a.is. elevados de transcrito 

·co•parada con ~a cepa HX614, lo cual concuerda con los niveles de 

actividad regiatrados en a•bas cepas. Al igual que ·en las 

actividades especificas, se observa una disminución en los 

niveles de transcrito en condiciones de l·i•i·tac16n de -aaonio en 

aabaa ·cepas. Sin e•barso, la diferencia reeistrada es •6s 

dr6st1oa a nivel·de concentración de transcrito, lo cual sueiere 

que · ·po&ibl-eaente se · den -mecanismos adicionales de regulación 

posteriores-e la transcripción. 

arectg !!!!!t!!!!!i!!!! !!!! !!! rru:Hm ~!!!!!12!'.!!! ·!:!' !!el. .. &!!!!!! 1!!!!6· 

·:!( !!el l!!D!! co!!m!!!t!!• !!!! !!! '!!!<!!!!!da!!·!!!!·!!! !!!!Zi!!!! •... 

La detección de una notoria ·diferencia ·entre las 

· concentraciones de transcrito en las diCerentes condiciones de 

creci•iento (exceso y li•itación de a•onio), sugiere fuerte•ente 

que -.la re•ulaci-ón .de la ·expresión de le GDH·ae da a ·nivel de 

transcripción, Con el objeto de deterainar ·ai la región 

-resulatoria s.• es ·Portadora·de ·a.J.suna secuencia .co•o sitio de 

unión a alcuna proteína reguladora, ae estudió el efecto 

aulticopia de esta reción sobre la actividad de la enziaa 

codificada por el cene croaosoaal de la cepa HX614 (Table 5). 

De· existir alsuna proteína resuladora que interactuara con la 

resi6n regul-adora s• del gene, ·Se esperaria que -la presencie de 

··esta resi6n- en.multicopia ejerciera un efecto de titulación de 

dicha proteína. Cabria la posibilidad, sin eabarco, de que 
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ésta no fuera titulada por la presencia de la .región de control 

del cene s~h~ en •ulticopia debido a •ecanis•os inherentes a au 

regulación, co•o seria el caso de una proteína auto-regulada, o 

bien a que se expresara constitutivamente en altas 

concentraciones. 

Con este propósito, la cepa HX614 Cué tranfor•ada con el 

pl~s•ido pSAE422, que lleva la región 5' del gene intacta y la 

reci6n del gene eatructur.al que codiCica para loa pri•eros 57.aa 

de la proteina (Tabla 1). · Asi •is•o, ·la cepa fu6 .transformada 

con los derivados de este plés•ido que llevan inserciones en la 

región localizada entre el -10 del pro•otor funcional y el sitio 

de inicio de transcripción (Fig. 7). Esto se llevó a cabo con el 

obJeto de deterainar si autaciones en esta re&ión Podrían afectar 

de alguna •anera los niveles de la enzi•a que pudieran ser 

•odificados por el efecto aulticopia de la región S' silvestre . 

.. 
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Tabla 5. Efecto aulticopia de la región regulatoria 5' del 

cene &~ha en la actividad de la enzi•a codificada 

Por el gene cro•osomal de la cepa HX614 de 

·l!!!ghe~!gh!~ 9Q!! K-12~ 

Actividad especifica de GDll" 

CEPA PLASHIDO ·ffH.•· 15 aH' NH.• 0.5 mi 

HX614 ------- 442. 90 

HX614 pSAB422 559 130 

HX614 pSAE430 543 135 

HX614 pSAE432 505 145 

HX614 pSAE433 552 126 

HX614 pSAE442 512 135 

HX614 pSAEl!.442 527 156 

(a) Loa resultados •ostradoa en esta sección son el 

promedio de por lo aenoa dos experi•entoa efectuados 

en di•s distintos, cada uno por duplicado. 

·(b)· · La actividad especifica est6 expresada coao nano•oles 

de NADPH oxidado por •e de proteina por ain a 37•c. 



Los resultados aostrados en la Tabla s 

observa una diferencia significativa en 
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indican que no se 

las actividades 

especificas de la cepa HX614 transfor•ada con los diversos 

pl6saidos. 

Loa datos obtenidos,no excluyen, sin e•bargo, la posibilidad 

de que si exista una proteína que interactOe ·con esta·recion, 

co•o·ya se indicó anterior•ente. Estos resultados podrian ser 

explicados si se tratara de una proteina que estuviera 

auto-reculada. De esta •anera, aunque el posible sitio. de unión 

estuviera en aulticopia, los niveles de esta proteina hipotética 

en el citoplas•a no serian suficientes para repri•ir su propia 

sintesis. Alternativaaente, esta proteina pudiera expresarse 

constitutivaaente y en altas concentraciones, lo eual no 

peraitiria su titulación. 

Por otro lado, se estudió el efecto •ulticopia dei gene 

·coapleto, clonado·en el·pl6ss1do pSAE4, en la actividad de la GDH 

en la •is•a cepa, y en la cepa PA340 (gdh-) (Tabla lA). Los 

reaultedo•·•e·•Uestran en la Tabla 6. 



TABLA 6. 
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Efecto multicopia del gene g~b6 en la actividad 

especifica de 1a GDH en 1as cepas HX614 y PA340 

de ~sc~E!9b!~ ~Q!! K-12. 

Actividad especifica de GDH• 

-Cl!PA NH •• 15 mH 'Nt4• 0.5 •H 

HX614\pSAE4 

PA340\pSAE4 

9,470 

1,900 

1,690 

4,700 

(a) La actividad especifica est6 expresada como nanomoles de 

NADPH oxidado por •in por •e de proteína a 37°C. 

Los datos Mostrados en la Tabla 6 son de sran interés debido 

a que, en pri•era instancia, los aumentos registrados en la 

actividad de la GDH en a•bas cepas no pueden ser explicados 

únicamente por el efecto de la •ulticopia, ya que si bien la cepa 

HX614 debe tener la ·actividad especifica correspcndiente a 1a 

enzima codificada por el gene croaoso•al, esto no explica por si 

solo la·dH'erencis de actividad globa·l·que ·presenta con respecto 

a la cepa PA340. Por otro lado, ea claro que parece haber una 

inversión en la resulac16n de la expres16n de ia enzima en ia 

cepa PA340, registr6ndose ·actividades de •6a -de1 doble en. 

condiciones de 1iaitaci6n de amonio. Es iapcrtante hacer notar 

que esta cepa, ade•6s de ser gdh-, lleva la •utaci6n Blt~A que 
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-ha sido caracterizada co•o una deleci6n del oper6n &!t~ºf que 

codifica para las dos subunidades de la enzima gluta•ato aintasa 

(GOGAT), asi co•o para una proteina de aproxi•ada•ente 30,200 

daltones con-posibles funciones regulatorias en el sistema global 

del •etabolis•o nitrogenado (aiate•a Ntr)· (Castallo et al. ,en 

prensa) ... "se ·han- encontrado evidencias de que el producto 

protéico del gene s!!f est6 involucrado en la regulación global 

del alsteaa Ntr, debido a que cepas con •utaciones en este gene, 

o bien, con •utaciones polares que lo afectan, no responden a 

condiciones de liaitaci6n de nitrógeno, no solo iapidiéndose la 

desrepres16n de la OS, sino de otros operones bajo el control 

Ntr, presentando los fenotipos Gad~, Ntr- (Castaño et al .• en 

prensa). 

Un an6lisis de los fondos genéticos de las cepas HX614 y 

PA340 podria explicar los resultados presentados en la Tabla 6 1 

en.el &oentido de que en la HX614, en condiciones de liaitación de 

aaonio, la asiailación de éste,, por aedio de la biosintesis.de 

alutamato, puede ser llevada a cabo por •edio de. la acción 

coordinada de las enzi•aa os y GOGAT. 

haber una deleción del operón s!!§DF, 

En el caso de la PA340. al 

no puede haber asiailación 

de amonio por medio del •ecanisao GS-GOGAT. ni la asi•ilaci6n de 

nitrógeno por aedio de la degradación de aaino,cidos 

potencialmente utilizables, ya que la ausencia del producto 

génico de s!!f da lugar a un fenotipo Ntr-. Debido a esto, ea 
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probable que el au•ento en la actividad de la GPH en la cepa 

PA340 se dé co•o respuesta a la incapacidad de la célula de 

asi•ilar amonio por la via nor•al. Sin embargo, es importante 

hacer notar que en este caso. el gene que codifica para la GDH se 

encuentra en •Ulticopia lo cual podria a•plificar o aodificar de 

manera i•portante el efecto del fondo genético en loe niveles de 

actividad de la enzi•a. 

~í~2~2 g~ ~Y!§~i2D~§ ~n &~n~~ !~~2!y2~~~º~ ~n !! r~sY!!2!~n 
~~! ~!!!~~~ ~!r !!f!PE~ l! !9~!Y!~~~ ~~~2!!!~ g~ !~ gyH. 

Debido al carécter regulatorio atribuido al producto protéico 

de &!!~. otra posibilidad para explicar. los resultados de la 

Tabla S seria que el gene &9hA pudiera estar regulado directa o 

indirectamente por esta proteina. Con el objeto de ahondar un. 

poco •As en eata posibi·lidad, se observó el co•porta•iento de la 

actividad eepec::ifica de la· GDH codi·ficada por el cromoso•a en ' 

·~ondiciones de exceso y 11•1tación de aaonio en cepas con 

•utaciones-en·genes que codifican para proteinas regulatorias del· 

·siste•a fftr,· tales co•o &!nf lcepa-HXB4Bl y &!!!9 (cepa HX902l, 

asi ·co•o ep la MX1178 (gogat-), que es una cepa derLvada de la 

HX614 que lleva una inserción en s!!<!! lll!!!!l!Zli : : .n. ) . Los 

·&enotipoa·coapletos de estas cepas se •uestran en la Tabla 1A. 

Los resultados de estas determinaciones se presentan en la "Tabla 

7. 
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Tabla 7. Efecto del exceso y limitación de aaonio en la 

actividad especifica de la GDH en cepas de­

rivadas de la HX614. 

· Genot~po o Fenotipo Actividad especifica de GDH• 

CEPA Relevante NH,.• 15 aH· Hff.• o,s W1 

HX614 silvestre 325 70 

HX1178 11!!.!!l!l!á : : S\. 281 200 

HX848 glnF- 262 201 

HX902 glno- 300 200 

· (a) La actividad estA expresada coao nanoaoles de NADPH oxi­

dados por •in por •B de proteina a· 37ºC. 

Coao se puede observar en la Tabla 7, la·cepa HX614 

presenta, en· condiciones de liaitación de aaonio un 21 · K de la 

actividad registrada en exceso de amonio. En el caso de la cepas 
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HX1178, HX848 y HX902, la actividad especif"ica tiende a baJar, 

aunque de •anera·no •uy significativa en exceso de a•onio. Sin 

embarso, ae observa un au•ento significativo en los niveles de 

actividad en. li•itación ·de amonio con respecto a·los niveles 

correspondientes en exceso de a•onio, siendo ahora de un 66 ~ a 

un·76 ·X con respecto a loa ólti•os. Cabe hacer notar que en el 

caso de las dos ~lti•as cepas, no existen •utaciones en el oper6n 

a!!ªºf, y que los niveles da actividad de GOGAT no son afectados 

(Covarrubiaa. coaunicaci6n personal). ·Sin e•bargo, estas tres· 

-cepas· ·autantes exhiben los fenotipos Ntr- y Gsd-, lo cual iapide 

que se lleve ·a cabo una asi•ilaci6n ··de nitrógeno al haber 

li•itación de amonio. El crecimiento de estas cepas en· 

condic·ionea de li•itación de a•onio es ·•uy pobre, y solamente ae 

obtiene comple•entando el aedio con gluta•ina en el caso de las 

cepas HX848 y HX902. Sin e•bargo, es posible que el aumento de 

actividad de la GDH en estas condic~ones se dé como un •edio 

para asi•ilar el PoCO aaonio disponible en el •edio. Las 

autaciones en &!~E y &!Ilº• por un lado, y •utaciones en &!~! por 

el otro dan lugar a los Cenotipos Ntr- -Y Gad-. Sin embargo, 

no se ha podido· deter•inar ai estos dos tipos de autacionea 

ejercen su eCecto de aanera separada o est~n ligados par medio de 

un •ecanisao com~n a a•bos. 

Los resultados presentados a lo largo de este trabajo en 

cuanto a ·la expresión de la GDH utilizando diversas Cuentes de 

nitrógeno asi co•o cepas •utantes y transCor•adas, permiten 

~or•ular una hipótesis sobre el papel de la GDH en la asi•ilaci6n 
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de nitrógeno en ·E§~b~~!~h!~ ~Q!! k-12. Aparente•ente, como se 

•encion6 anteriormente, la GDH pudiera funcionar como una especie 

de aodulador de los niveles de ciertos aetabolitos en la célula 

bésica•ente en condiciones de limitación de nitrógeno. En esta 

condición, sobre todo al tratarse de fuentes fAcil•ente 

decradables par.a generar aaonio intracelular. los niveles de la 

GDH auaentan. En este sentido se podria pensar en la GDH como 

una alternativa preferente sobre la via GS-GOGAT debido a que 

esta últiaa involucra·dos enziaas y un gasto de energia dado su 

car6cter ATP dependiente. En el caso de fuentes aás 

drásticamente liaitantes, se activa un sistema més complejo y 

versAtil que incluye no solamente la activación de la GS, sino de 

toda una serie de cenes y operones destinados a la utilización de 

los co•puestos potencial•ente degradables para generar nitrógeno. 

En condiciones de exceso de a•onio. la GDH podria funcionar coao 

una via •As econóaica de asi•ilación de amonio, ya que no 

requiere de ATP, y en este caso es importante considerar e1 

hecho de que su actividad pareciera no estar regulada por el 

sisteaa Ntr. En este sentido, pudiera funcionar como una vía 

paralela que no involucra la activación coordinada de un sistema 

tan co•pleJo en condiciones donde la fuente de nitr6ceno no es 

una liaitante para el creciaiento de la célula. 



(74) 

!g~n!!f !º!º!~n g~~ 2~º~º!º~ íYng!2n!! g~! s~n~ sgnA ~ Q!tª§ 

~~gy~ng!~~ ~!~~!U~~ 2Q~!~!~~~n!~ !U~Q!Ygrªºª~ ~D !! r~SY!~­

~!~n g~ ~~~~ c~n~-

Las evidencias mostradas en la Sección e de la parte de 

Resultados indican que en las diversas condiciones ensayadas, la 

secuencia inicial•ente denoainada P3 (Valle et al., 1983) es el 

-proaotor funcional del gene g~hA· Con base en este hecho, se 

·pudieron obtener una serie de autaciones por •edio de inserciones 

que peraitieron efectuar una evaluación ~ er!2~! en cuanto a su· 

erecto sobre el· sitio de inicio de transcripción del cene. 

Estas predicciones se basaron en lo reportado, en cuanto a la 

distancia y e1 tipo de nuc1eótido óptiaos para un sitio de inicio 

de transcripci6n (Hawley y HcClure, 1983). Los resultados 

obtenidos eliainan la· posibi1idad de que 1os taaaños de 1os 

transcritos identiCicados por •edio 4e extensión de priaero se 

debieran a un·procesaaiento de un aensaJero de aayor taaaño, y 

confiraan que·P3 ea el proaotor funcional del gene g~bb· 

El pro•otor funcional, localizado en las coordenadas 

-71\-102, con respecto al sitio de inicio de traducción (Fic. 1), 

·presenta varios aspectos de interés con respecto a la secuencia 

consenso reportada para pro•otores tipicos en §~gh~~i~h!~ ~2!! 

(Haw1ey y HcC1ure, 1983): 1a región -10 difiere en ao1o un 
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nucle6t1do de la secuencia consenso, si bien se trata de una de 

las posiciones m&s conservadas. La región -35, en ca•bio, 

difiere en 3 de los nucle6tidos, aunque en este caso, no se trata 

de las posiciones •As conservadas. Por otro lado, la distancia 

entre ambas regiones es de 19 pb, siendo 17 óptimo reportado para 

proaotores fuertes. Estos dos ~lti•os aspectos han sido 

considerados coao característicos de promotores que requieren de 

un ectivador para el inicio de transcripción, tales como 

proaotores reportados para los operones !!Q, !~~ ~ S!! (de 

Croabrusshe et al., 1984). En estos y otros casos de activación 

por ~l coapleJo CRP-AHPc, el sitio de unión a CRP varía en cuanto 

a su posición con respecto al promotor (-107 a -41 con respecto 

al sitio de inicio de transcripción). En el caso de g~h~ se 

identificó un posible sitio de unión a CRP en la cadena no 

codificadora del DNA (coordenadas -84\-101, Fig. 1). Sin 

e•barco. en este caso, dicho sitio se encuentra aobre1apado a la 

reci6n -35 del pro•otor funcional. se ha reportado que si bien 

el papel principal del co•plejo CRP-AHPc es el de activar el 

inicio de la transcripción, puede ta•bién en al&unos casos 

·repri•irlo, ·co•o en ei pr011otor deno•inado P2 des~!. y en loa 

proaotores de Q!!E!~ y ~~2· En estos casos, al igual que en sh~~. 

el sitio de unión se · encuentra sobrelapando al pro•otor 

funcional. se ha propuesto que al estar sobrelapado a la reci6n 

-35 de estos proaotores, el coaplejo CRP-AHPc bloquea la 

interacción de esta región con la RNA poli•erasa, inhibiendo, de 

esta· •anera, el inicio de la transcripción (de Cro•brugghe, 

1984), 
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Datos preliminares no incluidos en esta tesis (Riba et al., 

sin publicar), sucieren que de tener algún papel en la regulación 

del gene S~h~. el complejo CRP-AHPc inhi~ parcialmente la 

transcripción del gene. La actividad especifica de la GDH se 

reduce a un 75~ utilizando glicerol en lugar de glucosa como 

fuente de carbono en condiciones de exceso de amonio. Sin 

embargo, se ha reportado que el glicerol no relaja total•ente la 

represión catabólica ejercida por la glucosa, mientras que 

fuentes •~a li•itantes de carbono, como el succinato, ejercen un 

efecto •6& completo (Hagasanik y Neidhart, 1987). La actividad 

especifica de la GDH utilizando succinato coao fuente de carbono, 

es de un so~ con respecto a la obtenida con glucosa. Por otro 

lado, en loa niveles de transcrito de c~nA (Fig. 3) se observa 

una ligera dis•inuc16n en condiciones de creci•iento con glicerol 

con respecto a glucosa co•o fuentes de carbono. Estos datos, si 

bien no son concluyentes, sugieren que g9~A pudiera estar 

regulado por fuente de carbono. Este hecho no seria 

sorprendente, ya que como se •encion6 en un principio, la 

reacción catalizada por la GDH se localiza en un punto de 

intersección de los metabolismos globales de asimilación de 

nitrógeno y.carbono. De hecho, el 2-oxoglutarato, sustrato de la 

GDH. es por un lado, un interaediar~o del ciclo de 6cidos 

tricarboxilicos, donde cenera equivalentes reductores, y, por 

otro, un factor deter•inante, junto con la gluta•ina, en ·la 

resulaciOn &lobal del sistema Ntr. 
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Los datos aportados en cuanto a la posible regulaciOn 

negativa por el co•plejo CRP-AHPc parecen ser contradecir el 

hecho de que el promotor funcional de g~~A presenta 

caracter~sticas propias de un promotor que requiere de activación 

para el inicio de ~ranscripc16n. Sin embargo, el posible sitio 

de un16n a CRP no es la ünica secuencia que pudiera estar 

involucrada en la regulación de este gene. La presencia de una 

secuencia palindró•ica y una secuencia tipo imagen especular 

i•perfectas eobrelapando ambas al proaotor, sugieren que pudiera 

darse otro ·tipo de resulación independiente al de la fuente de 

carbono. Si bien el que estas secuencias sobrelapen al proaotor 

pudiera ·sucerir un-•ecanis•o de bloqueo a la polimerasa similar 

al propuesto para·el co•plejo CRP-AHPc, este tipo de secuencias 

han sido reportadas para -genes involucrados en el aiste•a Htr 

(~~&!t y la regi6n ~hu~ en §~!egn~!!~ !~Eh!~Yt!Yel. En a•bos 

caeos ae trata de genes que presentan activación de la 

transcripción en condiciones de li•itaci6n de nitrógeno. Por 

otro lado, también 

repetidas directaa a lo 

se identificaron pares de secuencias 

largo de la región flanqueadora s• del 

gene. Este tipo de secuencias es exclusivo de esta re~6n, no 

·habiéndose encontrado-en el gene estructural, lo cual sugiere que 

pudieran esi•is•o tener un papel e~ la regulación del gene. De 

esta •anera, se podria especular ·&Obre el papel de diferentes 

efectores sobre la regulación de este: cene. 
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Los datos -presentados a lo larco de esta tesis sucieren que 

si bien el gene g~~a parece no estar regulado como parte integral 

del sistema Ntr·en ~~~h~~!Eh!~ ~2!! ;k-12, tampoco carece de 

reculaci6n como ha sido reportado por algunos autores en la 

literatura. Los resultados de actividades especificas, asi co•o 

el an6lisis de la región Clanqueadora S' del gene susieren que la 

-reculación de este cene.pudiera estar dada por a6s de un efector. 

Ka probable que.dicha regulación forae parte de •6s de un 

·•etaboliamo global, en principio el de nitrógeno y el de carbono, 

dado que coao .se aencion6 anterioraente, su ·actividad est6 

asociada-con la tnterconversión de 2-oxoglutarato en slutaaato. 

siendo estos •etabolitos-protagonistas iaportantes en ambas redes· 

de regulación global. 
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Las perspectivas de este proyecto est6n encaminadas a la 

1dentificaci6n· y caracterizaci6n de autantes en la región 

flanqueadora 5' del gene g~hA que puedan contribuir a dilucidar 

sU o sus ~canieaos ·de regulación a nivel tranecripcional. Aai 

aisao se contempla· la ineor&>0ración de estas· •utaciones 

obtenidas en pl6smidos. al cro•oeoma bacteriano. 

Con el·obJe~o·de aislar· loa f'en6meno&-inherentes a la reculación 

transcripcional de este cene, se llevó a cabo una construcción 

en pl6a•ido en la cual se utilizó la ración ·flanqueadoras• del 

·gene -~~A -incluyendo el ·sitio de unión ·a ribosoaa coao región 

reculatoria de loa genes estructurales del operón !!g. Esta 

fusión per•ite utilizar· al sustrato croaogénico de la 

B-salactosidasa conocido coao X-gal para·detectar la expresión de· 

· esta enziaa en función de la región de control de ll:!!l!A. 

·Una·vez obtenida la fusión, con la colaboraci6n del Dr. Lui• 

servio Gonz6lez, se aont6 la técnica de .utagénesis al azar _de la 

región regulatoria S' del gene. Posterior•ente,· dicha región 

autagenizada fué asiaisao fusionada a los genes estructurales del 

oper6n !~~. y los pl6saidos result~ntes fueron transf oraados en 

la cepa HB101 l!~gX!>· Aetualaente,.·ae tienen alrededor de soo 

colonias trasformantes, auchas de las cuales exhiben expresión 
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alterada reflejada en la actividad de la B-galactosidasa. Un 

an6liaia de estas colonias per•itir6 la identificación y 

caracterizaci6n de autaciones de interés en la región de control 

del gene g~hA· 
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