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RESUMEN

Se presenta la secuencia nucleotidica-de los genes

glnL y glnG de E. coli. Se compard con la reportada de

estos mismos genes de K. pneumoniae, observandose que

estdn muy conservadas (homologia mayor al 90% a nivel de
secuencia de aminoacidos) en estas dos especies.,

En el extremo -NH, terminal del producto de glnL

2
aparece una regién homdloga a la que se ha implicado en la
interaccidén proteinas-DNA. Su extremo -COOH terminal es

homélogo al correspondiente de otras proteinas regulatorias

(los productos de los genes dctB, envZ, phoR, cpxA, VirA y

chea) .
El producto del gene glnG se dividid en 3 dominios funcio-
nales: B, D y E. E1 dominio B es homb6logo a varias proteinas
regulatorias, algunas de las cuales regulan la expresidn de
genes a nivel de transcripcién (los productos de los genes

ompR, dye, nusA, phoB, spo0OA, spoOF, cheB, cheY, dctD y wirG).

Los dominios D y E son homblogos al extremo -COOH terminal de

los productos de los genes nifA de R. meliloti y K. pneumoniae.

En.el dominio E se encontrd el motivo estructural caracteristico
de las proteinas que se unen a DNA.

Se bosqueja un modelo de interaccidén de estas proteinas
regulatorias, en el cual el NH2 terminal de las proteinas homd-
logaé a glnL capta los estimulos ambientales, transmitiendo esta
informacidén al extremo COOH terminal. Este interact@ia con el
NH, terminal de las proteinas homSlogas a glnG. E1 COOH terminal
de estas filtimas proteinas seria la regidén efectora de las mismas,

involucrada en la activacién de la transcripcién.



I NTRODUVEECTITON

Las bacterias cuentan con complejos sistemas regulatorios que
les permiten adaptarse eficientemente a las condiciones de un me-
dio ambiente cambiante. Uno de tales sistemas regulatorios contro-
la la expresidn de las enzimas involucradas en la asimilacién de
nitrégeno en estos organismos. A este sistema se le conoce como
sistema ntr (nitrogen regulation) (1).

En Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella aero-

genes y Salmonella typhimurium los productos de los genes glnF,

glnL y glnG (o sus equivalentes ntrA, ntrB y ntrC) son los encarga

dos de ejercer tal control (2,3). Entre los genes regulados por es
te sistema.se encuentran: glnA, que es el gene estructural de la
enzima glutamina sintetasa (GS: L-glutamato, amonio ligasa, EC 6.3.
1.2), genes que codifican para enzimas de las vias degradativas de
aminodcidos tales como histidina (hut), arginina (arg) y prolina

(put) asi como genes que codifican para permeasas de aminoécidos.

Los genes nif de K. pneumoniae también estdn bajo el control del

sistema ntr.

Los genes glnL y glnG est&n contiguos al gene glnA formando el

operdn glnALG (2,4). Este operbn se ha considerado como complejo ya
que posee, al menos, un promotor interno (pglnL); este promotor per

mite la expresidn de los genes glnL y glnG separadamente del gene

glnA bajo ciertas condiciones metabdlicas (5,6,7).

El gene glnF se identificd primero en S. typhimurium (8). No

estd ligado a glnA; sin embargo, mutaciones en este gene resultan



en niveles bajos constitutivos de GS (20 nanomolas de producto/min/
mg de proteina) que convierten a la bacteria en auxbétrofa de gluta-
mina (8,9,10). Ademds, estas mutantes son incapaces de activar a
otros genes controlados por la disponibilidad de nitrdgeno. El
producto del gene glnF junto con el.producto del gene glnG actfan
como activadores de la transcripcidn de loé genes controlados por
nitrégeno en condiciones en que la concentracién de amonio est§ 1li
mitante. Actualmente se piensa que el producto del gene glnF cumple su
funcidn de regulador.positivo al actuar como una subunidad sigma de
la RNA polimerasa; esta subunidad se usaria para activar.especifi-
camente la expresidn de operones regulados por nitrdgeno (11,12).

El producto del gene glnG ha resultado ser una proteina bi-
funcional, ya que ademds de ser activador, también media la repre-
sidn de la transcripcién del gene glnA en condiciones de exceso de
nitrégeno (9) o en ausencia del producto del gene glnF (13). Ademis,
reprime la transcripcidén del promotor pglnL tanto en exceso como
en limitacidén de nitrdgeno y en ausencia o presencia del producto
del gene glnF (7,14).

El producto del gene glnG es un polipéptido de 55 kd (4), ca-
paz de unirse especificamente al DNA (16,17,18). E1 dominio —NH2
terminal de esta proteina parece estar involucrado en la regula-
cién'positiva de la transcripcién del gene glnA, en tanto que su
dominio -COOH terminal parece mediar el control negativo (15). Al
examinar la secuencia de DNA de varios promotores en los que el
producto del gene glnG actfia como represor, se encontrd una regidn
que comparte homologia entre los varios promotores analizados y
cuya secuencia consenso es: 5' TGCACC??%%GGTGCA 3" (16,19,20).

El producto del gene glnL es un polipé&ptido con un peso mole-

cular aproximado de 36 kd (4). Es, como el producto del gene glng,

una proteina regulatoria bifuncional, cuyo dominio —NH2 terminal



estd involucrado en el control negativo de la expresidén de glnA y
el dominio -COOH terminal parece actuar en la regulacidn positiva
de otros sistemas del metabolismo del nitrdgeno (2,15). No se co-
noce con precisidén su funcidn. Mutaciones en glnL producen una

gran variedad de fenotipos: GlnR, sintesis baja constitutiva de GS;
GlnC, sintesis alta constitutiva de GS; ademds, suprimen mutaciones

en glnD, glnB y glnF (2,17,21).

Los productos de los genes glnD y glnB son componentes del

sistema de adenilacidén de GS: codifican para la uridililtransferasa
(UTasa) y para la proteina PII’ respectivamente. La adenilacién y
desadenilacidn de GS es llevada a cabo por la enzima adenililtrans
ferasa (ATasa). P estimula la actividad adeniladora de la ATasa.

IL

Cuando la proteina P es uridilada por la UTasa (convirtiéndola en

II
P__-UMP) estimula la actividad desadeniladora. A su vez, la activi-

IL
dad de la UTasa es estimulada por 2-cetoglutarato e inhibida por
glutamina. En consecuencia, una baja tasa de glutamina a 2-cetoglu-
tarato, indicativa de deficiencia de amonio, convierte a PII a su
forma uridilada y resulta en la desadenilacidn de GS. La proteina

P ademds de favorecer la adenilacidén de GS, reprime su sintesis

I1’
y la de otras enzimas controladas por nitr8geno. La proteina PII
al ser uridilada por la UTasa, es incapaz de reprimir la sintesis
de GS y favorece la desadenilacidén de la misma (2).

Debido a que una mutacidn en el gene_glnL puede suprimir el

fenotipo de mutaciones en los genes glnD y glnB (Gln Ntr ), se ha

postulado que los productos de los genes glnD y glnB comunican in-

formacién sobre la disponibilidad de nitrdgeno al producto del gene
glnL. A su vez, el producto de glnL modularia las actividades de

represor-activador del producto de glnG (22,23). En este contexto,

se ha sugerido que el producto de glnL puede formar un complejo



con el producto de glnG bajo ciertas condiciones metabdlicas (4,17,

24) .



" Un posible modelo de regulacidn del operdn glnALG:

El operdn complejo glnALG comprende una regidén contigua de
4500 pares de bases. Estd localizado en el minuto 86 del cromo-

soma de E. coli. Los tres genes (glnA, glnL y glnG)son trans--

critos en sentido inverso a las manecillas del reloj, del gene

glnA hacia el gene glnG (2). Existen 2 promotores al inicio del

gene glnA (llamados pglnAl y pglnA2) y uno mds entre glnA y glnL
(l1lamado pglnL) (Figura 1). Ademds, existe un terminadér indepen-
diente de factor rho al final del gene glnA (5).

Un posible modelo de regulacidn de la expreéién del operdn
glnALG de E. coli es el siguiente:

Cuando la bacteria estd creciendo en un medio limitado de
nitrdégeno, la relacidn 2-ceto-glutarato/glutamina aumenta, indi-
cando una deficiencia de amonio. Este cambio en la relacidn es
"sentido" por la UTasa, la cual uridila a la proteina PII' De
alguna forma, estas proteinas transmiten esa informacidén al pro-
ducto de glnL, el cual convierte al producto de glnG a su forma
activadora. De esta manera, el producto de glnG junto con el
producto de glnF (que es una subunidad sigma de la RNA polime-
raéa) y la RNA polimerasa iniciarian la transcripcidén a partir
de pglnA2. Este transcrito terminaria con alta frecuencia en
el terminador que se encuentra en la regibén intercistrdnica entre

glnA y glnL. Muy poco de la trans€ripcibén continuaria a través de

glnL y glnG, aunque &sta seria suficiente para mantener iveles
adecuados del producto de glnG necesarios para la activacidn
de pglnA2 y de otros promotores regulados por nitrdgeno. En esta

condicidn, tanto pglnAl como pglnL estarfan reprimidos por el



producto de glnG.

En crecimiento en exceso de nitrdgeno, el producto de élg&,
en base a la informacidn que sobre este estado metabdlico le
transmiten la UTasa yla proteina Prrv convierte al producto de
glnG a su forma inactiva. Esto produce una menor activacidén en
pglnA2, con la consiguiente disminucidén tanto del transcritoque
termina en el terminador que estd al final de glnA como del que
termina al final del operdn. En esta condicidn, pglnAl y pglnL
estarian menso reprimidos. Los transcritos asi originados ser-
virian para mantener niveles suficientes de los productos de

glnL y glnG que le permitan a la bacteria reaccionar ante una

posterior limitacidén de nitrdgeno.
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FIGURA 1: Mapa fisico del operdn glnALG de E. coli.
1= pglnAl; 2= pglnA2; 3= pglnL
a= terminador independiente de factor rho.
Sitios de restriccibn: R= Eco-R1; B= Bam-H1;
C= Cla-1; s= Sal-1; P=Pvu-II.



O BJ ETIVOS

El objetivo de este trabajo es estudiar a nivel molecular

a los genes glnL y glnG de Escherichia coli y su participacidn

como reguladores del sistema ntr. Para tal efecto y como un primer
paso hacia la identificacidn de los dominios funcionales de estos
dos reguladores, se determind la secuencia nucleotidica de los

genes glnL y glnG, andlizandose y comparandose con la secuencia

reportada de estos mismos genes de K. pneumoniae y de otras pro-

teinas regulatorias pleiotrdpicas de procariotes.



MATERIAL Y METODOS

Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas bacterianas y los pldsmidos usados en este trabajo

se enlistan en la tabla I.

Bioquimica del DNA

La purificacidén del DNA, la electroforesis del mismo, la di-
gestidn con enzimas de restriccibén y su clonacidn en los pléasmidos
M13 mpl8 y mpl9 se llevaron a cabo de acuerdo a (25). La secuencia
se realizb usando el método de Sanger y Coulson (26). En el apéndi
ce se amplia la informacidn sobre los vectores y el método de se-

cuenciacidén usados.

Estrategia para obtener la secuencia nucleotidica de los genes

glnL y glnG gg E. coli. sio

Los mapas fisicos de los plasmidos pACR3 y pACR34 se usaron
para disenar la estrategia de secuencia (Figura 2).

El plasmido pACR3 contiene al gene glnL excepto la regidn que
codifica para los primeros 23 amino&cidos. En los pléasmidos M13 mp
18 y mpl9 se clond el fragmento Sal-I - Eco-R1l de 480 pares de ba-
ses. Este fragmento se secuencidé en ambas orientaciones. Con ob-
jeto de resolver las ambiguedades de esta secuencia, se digirié

el mismo fragmento con la enzima Hpa-II. Los fragmentos resultantes



Cepas Genotipo
E. coli JgM101 (lac pro) thi str supE endA

Referencia

sbcB_hsdR F' (traD36 proAB
Taci? 2delM15

Plasmidos Fenotipo Relevante
M13 mpl8, mplH TePy13

'
PACR3 rePro1E1 Ap
PACR34 rePro1E1 Apr

Tabla I. Cepas bacterianas y plédsmidos.

(49F

Referencia

(48)
(27)

(27)
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FIGURA 2: Estrategia de secuencia de los genes ginl y glnG de E. coli. La porcién de la
secuencia nucleotidica obtenida de cada clona de M13 se muestra debajo del
mapa por medio de flechas. Las puntas de flecha ( ) indican la posicién de
los oligonucleStidos sintéticos que se usaron como "primers", junto con
su nonbre. C= Cla-1; H= Hpa-II; P= Pvu-II; S= Sal-T; F= Hinf-T; B= Bal-T;

Ps= Pst-I; R= Eco-RI.



se clonaron en M13 mpl8 y se secuenciaron en ambas orientaciones.
Por otro lado, para obtener la secuencia del extremo 3' del
gene glnL y la secuencia total del gene glnG, se clond en M13 mpl8

y mpl9 el fragmento Sal-I - Pst-I proveniente de pACR34. Se secuen-

ciaron 400 pares de bases de cada una de las clonas. Se sintetiza-
ron dos oligonucledtidos (acrl: 5' TGATTGATCAGCATTCAGGC 3'; acr7:
5' AGCCGCGCCGCTTCCTGTTTATG 3') los cuales se usaron como "primers"
para secuenciar las siguientes 480 y 490 pares de bases, respecti-
vamente. Con la secuencia obtenida, fue posible sintetizar otros
dos oligonuclebtidos (acr2: 5' GTAATGTTCAGCTTAACGGC 3'; acr5: 5'
TCGAGATTCTGGTGAGTGGC 3') los cuales a su vez permitieron secuenciar
las siguientes 240 y 220 pares de bases. Conociendo esta secuencia,
se sintetizaron dos oligonucledtidos (acr3: 5' TGGCGCGAATACCATTCGT
C 3'; acr2reverso: 5' TCGAGATTCTGGTGAGTGGC 3')con los que se alargd
la secuencia en 180 y 480 pares de bases. Se sintetizd el oligonu-
clebtido acr4 (5' AGTGCAGGAAGGTAAGTTCC 3') para secuenciar 320 p.b.
mids y el acr6 (5' CGACGCTTCTTGCGCAGTGG 3') para secuenciar lo que

restaba del fragmento.



RESULTADOS

Se obtuvo una secuencia de 2602 pares de bases que se extien-
de del sitio Cla-I en el extremo 5' de glnL hasta el inicio de las
colas A:T que se usaron para clonar este fragmento en pBR327 y que
se encuentran 205 pares de bases después del final del gene glnG

Figura 3.

Los datos revelan dos fases abiertas de lectura. La primera
se extiende 974 pares de bases a la derecha del sitio Cla-I, la
cual se identificd como la secuencia del gene glnL. La segunda se

extiende por 1404 pares de bases y corresponde al gene glnG.

El producto del gene glnL de E. coli

El gene glnL codifica para un polipéptido de 349 aminodcidos
con un peso molecular de 38,647 d calculado a partir de la secuencia
de nucleotidos. El peso molecular es muy semejante al reportado

de 36,000 (4).

Composicién de aminodcidos del producto del gene glnL

Al comparar la composicidén de aminodcidos del productio del gene
glnL con la de una proteina promedio calculada en base a los datos
de secuencia de 314 proteinas de E. coli, la finica caracteristica
sobresaliente es el contenido relativamente alto de residuos hi-
drofébicos (29.5%) comparado con el de una proteina promedio (20.2

%) (53) (Tabla II).
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FIGURA 3. Comparacidn de las secuencias nucleotidicas de los

genes glnL y glnG de E. coli (abajo) y K. pneumoniae (arriba). Los

asteriscos (*) indican homologia entre ambas secuencias. En la primera
pdgina se presenta de secuencia de glnL (las primeras 1047 pares de
bases). En las siguientes 2 pdginas se presenta la secuencia de

glnG (1404 pares de bases). El cuadrollllindica los codones de

terminacién y la N\ el sitio de unién a ribosomas.



producto de

Residuos gL 2
alifdticos pequenos A+G 14.6
hidroxilicos S+T 10.6
acidicos D+E 12.0
acidicos+acidamidas D+N+E+Q 2.6
basicos K+R+H 12,0
hidrofdébicos L+V+I+M 29,5
aromaticos F+Y+W 4.3
cargados D+E+K+R+H 24.1

Tabla II: composicién de aminodcidos de los

glnL y glnG de E. coli comparados

una proteina promedio de E. coli.

estdn designados usando el cédigo

producto de

glnG %
17.3
9.8
12.6
21.4
14.5
26,3
D5

27,1

proteina
promedio %

16.9
131
11.6
19.8
13:9
20,2

25.1

productos de los genes

con la -sespectiva de

(53) . Los amino&cidos

de una letra.



Distribucibén de aminodcidos en el producto del gene glnL

Se analiz6 la distribucibén de amino&cidos cargados en el
producto del gene glnL. La proteina tiene una carga neta de -1.
Los residuos 4cidos y bdsicos estdn uniformemente distribuidos
a lo largo de la proteina, a excepcidén de la regidn entre los
residuos 54-86 en la que existen 7 cargas negativas juntas, sin
ninguna carga positiva entre ellas. En el producto del gene glnL
no hay regiones predominantemente hidrofbébicas, por lo que es muy

probable que sea una proteina soluble. (Figura 4).

Frecuencia de uso de codones en el gene glnL

"2

La frecuencia de uso de codones "Optimos" en los:genes de E.
coli estd relacionada con los niveles de produccidn de las protei-
nas codificadas por dichos genes (51). En el caso de genes altamen-

te expresados (por ejemplo tufA y rplA) casi todo el gene estd o-

cupado por codones 6ptimos. Sin embargo, en el caso de genes mode-

radamente expresados (como trpC y trpA) o débilmente expresados

»a_—

(como trpR)' la ocurrencia de codones 6ptimos es menor. La inciden-

cia de 23 codones "mo Sptimos" en el gene glnL es de 26%. Esto estd
de acuerdo a lo reportado para proteinas regulatorias, en cuyos
genes la incidencia es de 24%, mientras que para genes de proteinas

no regulatorias es de 12% (45).(Tabla III).

Homologia de secuencia entre el producto del gene glnL y otras

proteinas que se unen a DNA.

Estudios cristalogfidficos de la interaccién del represor '
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FIGURA 4. Comparacién de las secuencias de aminodcidos deduci-

das de las secuencias nucleotidicas de los productos de glnL de

E. coli (abajo) y K. pneumoniae (arriba). Los asteriscos (*) indican

homologia entre ambas secuencias. Los aminodcidos se designan de

acuerdo al cbédigo de una letra.



5/UUU/F 1/UCU/s 1/UAU/Y - 0/UGU/C
2/UUC/F 2/UCcC/S 6/UAC/Y 0/UGC/C
9/UUA/L 3/UCA/S 1/UAA/oc 0/UGA/op
8/UUG/L 4/UCG/S 0/UAG/am 1/UGG/W
3/CUU/L 4/CCU/P 6/CAU/H 7/CGU/R
4/CUC/L 3/CCC/P 4 /CAC/H 11/CGC/R
4/CUA/L 2/CCA/P 7/CAA/Q 1/CGA/R
25/CUG/L 13/CCG/P 16/CAG/Q 5/CGG/R
13/AUU/I 0/ACU/T 6/AAU/N 5/AGU/S
11/AUC/I 9/ACC/T 8/AAC/N 5/AGC/S
0/AUA/I 2/ACA/T 7/AAA/K 0/AGA/R
8/AUG/M 6/ACG/T 0/AAG/K 1/AGG/R
3/GUU/V 5/GCU/A 12/GAU/D 6/GGU/G
4/GUC/V 6,/GCC/A 8/GAC/D 12/66C/6
10/GUG/V 12/GCG/A 6/GAG/E 8/GGG/G
Tabla III

Tabla de uso de codones del gene glnL de E. coli. Los aminodcidos

se designan mpleando el cbédigo de una letra.



de la proteina Cro de lambda y de la proteina CAP de E. coli con

el DNA, indican que estas proteinas reconocen al DNA de manera si-
milar: todas presentan un motivo estructural que consiste en dos
alfa hélices consecutivas (alfa-2 y alfa-3) separadas por un giro.
La hélice alfa-3 encaja en el surco mayor de la doble hélice del
DNA e interacciona con los pares de bases presentes en el sitio de
unién; la hélice alfa-2 interactfia con el esqueleto de azficar-fos-
fato del DNA (Figura 5). En la secuencia de aminodcidos del produc
to del gene glnL se encontrd una regidn entre los residuos 67 y 86
que presenta una extensa homologia a los dominios que se presume
interaccionan con el DNA de manera especifica (Figura 6).

La secuencia de aminodcidos del producto del gene glnL se ase-
meja a la secuencia de otras proteinas que se unen al DNA en lo
siguiente:

l)Presenta un aminodcido hidrofébico en las posiciones 4 y
10 del motivo estructural (corresponde a los residuos 70 y 76).

2)presenta una glicina en la posicibén 9 (residuo 75) que se
cree juega un papel muy importante en la formacidén del giro entre
las dos hélices.

3)presenta una valina en la posicidén 15 (resié;o 81) .

El producto del gene glnL presenta, ademds, dos diferencias
notables: en la posicidén 5 (residuo 71), en lugar de tener una
alanina, tiene un &cido glutdmico; en la posicidén 8 (residuo 74)

tiene una glutamina en lugar de un residuo hidrofdbico.

Homologia entre las secuencias nucleotidicas de los genes glnL

de E. coli y K. pneumoniae

Las secuencias nucleotidicas de los genes glnL de E. coli
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Figura 5. Modelo de la interaccidn entre proteinas regulatorias y DNA.

A la izquierda se presenta una vista de lado y a la derecha

una vista de frente (43). -



y de K. pneumoniae (28) (Figura 3) presentan una homologia del

81l%.
La homologia entre los aminodcidos deducidos de la secuencia

nucleotidica de glnL en estos dos organismos es del 93%.

Homologia entre el dominio -COOH terminal del producto del

gene glnL con el dominio correspondiente de otras proteinas regu-

latorias.

Al analizar las secuencias de aminodcidos deducidos de la se-
cuencia nucleotidica del gene glnL , se observa una alta conserva-
cién de los dominios -COOH terminal de los productos de los genes

glnL, dctB (gene regulatorio del transporte de C-4 dicarboxilatos

en Rhizobium meliloti), envZ (gene regulatorio de la sintesis de

porinas en E. coli), phoR (gene regulatorio del metabolismo de

fosfato), cpxA (gene regulatorio de la transferencia de plédsmidos
F), virA (gene regulatorio contenido en el plédsmido Ti de Agrobac-

terium tumefaciens y que estd involucrado en la virulencia de esta

bacteria) y cheA (gene regulatorio de la sintesis de proteinas

quimiotdcticas) (52).

" E1 producto del gene glnG de E. coli

El gene glnG codifica para un polipéptido de 468 amino&cidos
con un peso molecular calculado de 52,205 d (el peso molecular re-

portado es de 50,000 4 (4)).

Composicibén de amino&cidos del producto del gene glnG

Al igual que para el producto del gene glnL, el finico dato



sobresaliente acerca de la composicién de aminodcidos del produc-
to del gene glnG es el contenido relativamente alto de residuos
hidrofébicos (26.3%) comparado con el de una proteina "promedio"

(20.2%) (53) (Tabla II).

Distribucibén de aminodcidos en el producto del gene glnG

El producto del gene glnG es una proteina bdsica con una carga
neta de +10.

La distribucidn de os residuos cargados es uniforme a lo
largo de la proteina (Figura 7), afin cuando existen 5 zonas en
que se concentran cargas de un signo:

entre los residuos 144-227 existen 16 residuos basicos y 7
acidos (carga neta= +9);

entre los residuos 229-247 se encuentran 6 residuos &cidos
(carga neta= =-6};

entre los residuos 293-324 existen 12 residuos bédsicos y 6
acidos (carga neta= +6);

entre los residuos 376-401 se localiza un residuo bésico y
6 d&cidos (carga neta= -5); =

entre los residuos 439-469 se encuentran 9 residuos basicos
y 3 &cidos (carga neta= +6).

No se encontrd ninguna regién predominantemente hidrofdébica

en el producto del gene glnG, por lo que se sugiere que es una

proteina soluble.



Tor: kenglin.sg Bottom: ecodglin.s

MOFG T AR TVINDESS TRWWLERAL TGAGLSCTTRFESGNEVL DAL TTETFDVLLSD IRMPGMDGLALLER THER
e F BH RN R AR SRR S EHE RR PR REEFRRF SRR R FR R HNRE
MORG T VHVVILDSS TRWVLERALAGAGL TC T TRFENGAEVLEALASKETRFOVLLESD T RMPGMOGLALL KGR TEDR

3 HEMLPVI THTAMSDLDAAVEAYRRGAFDYLFEFFDIDEAVALVIRA T SHY REQREFRNAP INSRTADT TGEA

B B B 3 B R B R B S R R W R R N NI O R W RN
HEMLFVI IMTAHEDLDAAVEAYRRGAFDYLFEPFIIDEAVALVERA TSHY EQREPRNVELNGFTTDITA K

FAMBDOVFRT IGRLESRESTSVL INGESGTGRELVAHALHRHEFPRAKAFF TALNMAATFEDL IESELFGHERGA
o Fe o e H B 3363 36 3 B0 36 3 38 3000 3 3 20 30333 3 3 30 H R R 3 K B0 363 S AR R R R KRR
FAMADIVIFRT IGRLSRSS TEVL TNGESGTERELVAHALHRHEPRAKAFE TALNMAA TFEDL TESELFGHERGA

FTOANTVROGRFEOADGETLFLIE TGDMPLDVATRLLRVLADGRFYRVGGY ARVEVIVR I TAATHRNLELRY
R 3R I3 3 A M R R AR K R RN BRI RN R N AR RIS R R
FTGANT TRAGRFESADGHTLFLIDE TGUMPLOVETRLLEVLADGEF YRVGHY APVEVIVRI TAATHRNLERRY

? GEGEFREDLFHRLNVIRVHLPPLRERRED T PRLARHFLO TAARELGVEAR DL HPE TEMAL TRLAWFGNVREIL

T R 333 SRS R S R R R R N SIS R R RN R B
REGEFREDLFHRLMVIRVHLFFLRERRED ITFRLARMFLAVAARELGVEAELLHPETEAAL TR AWFGNVRG.

ENTORWL TVHMAAGREVL TADLFSELFETATPINPTEML P DEWATLLLGEWADRALRSGHRNL LSEARFEMIRT
FRR R EEERRRRE R RRERR Fol RN REE REENRHFRBREFREERIRERR TSR R RN
ENTCRWLTVMAAGREVL TADLPGELFESTVARSTEAMOFDEWATLL ARWADRALREGHENL L S EARPELERT
LLTTALRHTRGHEREAARLLGWGRNTL TRELKELGHME

Fo BB 3 e Fe B B3 SE 333 30 30 R 3 S 3 3 3R 3 330 3 3t
LLTTALRHT QGHEREAGRL L GWERN T TRELEELGME

FIGURA 7. Comparacibn de las secuencias de aminoicidos deduci-
das de las secuencias nucleotidicas de los productos de glnG de

E. coli (abajo) y K. pneumoniae (arriba). Los asteriscos (*) indican

homologia entre ambas secuencias. Los aminoicidos se designan de

acuerdo al cbédigo de una letra.



Frecuencia de uso de codones en el gene glnG
La incidencia de uso de 23 codones "no 6ptimos" en el gene
glnG es de 20%, valor semejante al que presentan los genes de otras

proteinas regulatorias en los cuales es del 24% (45).

Homologia del producto de glnG con proteinas que se unen a

DNA,

La secuencia de amino&cidos del producto de glnG en la regidn
comprendida entre los residuos 444-463 es altamente hombloga a la
involucrada en las interacciones especificas entre proteinas y
DNA.

Presenta residuos hidrofébicos en las posiciones 8 (residuo
451), 10 (residuo 453) y 15 (residuo 458); una alanina en la posi-

cidn 5 (residuo 448) y una glicina en la posicién 9 (residuo 452).

Homologia entre las secuencias nucleotidicas de los genes

glnG de E. coli y K. pneumoniae

Las secuencias nucleotidicas de los genes glnG de E. coli y

K. pneumoniae (29,30) (Figura 3) son homdlogas en un 82%, mientras

que la homologia entre sus aminodcidos deducidos de la secuencia

nucleotidica es de 93%.

Homologia entre el producto de glnG y los productos de otros

genes regqulatories procaridticos.

En un trabajo anterior (30), el producto de glnG de K. pneumo-




10/UUU/F 2/0CU/s 3/UAU/Y 1/UGU/C
4/UUC/F 5/UCC/S 2/UAC/Y 1/UGC/C
6/0UA/L 3/UCA/S 0/UAA/ocC 1/UGA/op
5/UUG/L 2/UCG/S 0/UAG/am 7/U0GG/W
8/CUU/L 0/ccu/p 11/CAU/H 15/CGU/R
5/CUC/L 3/Ccc/p 4/CAC/H 14/CGC/R
2/CUA/L 6/CCA/P 6/CAA/Q 3/CGA/R
33/CUG/L 13/CCG/P 23/CAG/Q 5/CGG/R
10/AUU/I 3/ACU/T 5/AAU/N 4/AGU/S
13/AUC/I 9/ACC/T 7/AAC/N 4/AGC/S
1/AU0A/I 1/ACA/T 10/aAAA/K 1/AGA/R
11/AUG/M 13/ACG/T 5/AAG/K 0/AGG/R
7/GUU/V 8/GCU/A 17/GAU/D 8/GGU/G
5/GUC/V 10/GCC/A 8/GAC/D 15/GGC/G
2/GUA/V 7/GCA/A 24/GAA/E 1/GGA/G
15/GUG/V 24/GCG/A 10/GAG/E 8/GGG/G
Tabla IV : Uso de codones del gene glnG de E. coli. Los

aminodcidos se designan empleando el cddigo
de una letra.



niae fue analizado y comparado con varias proteinas regulatorias
procaridticas. Como resultado, se dividid al producto el gene
glnG en 4 bloques: B, C, D y E. Tres de ellos (B, D y E) se consi-

deran como dominios (31) (Figura 8).
a) Dominio B

Se extiende del aminodcido 1 al 118. Es homdlogo al extremo
-NH2 terminal de varias proteinas regulatorias: ompR (32), dye (33),
nusA (34) y phoB (52) de E. coli; spoOF (35) y éPoOA (36) de B. sub-

tilis; cheB y cheY (37) de S. typhimurium; dctd de R. meliloti (52)

y virG de Agrobacterium tumefaciens (52).

Todas estas proteinas controlan sistemas que responden a es-
timulos ambientales como la limitacién de nitrdgeno o fosfato,el
choque osmético, la presencia de acidos dicarboxilicos de 4 C, com-
paneros sexuales, atractantes y compuestos tdxicos. Todas interaccio-
nan con otras proteinas de control y regulan algunos genes a ni-

vel de transcripcidn (38,40,41,42).

b) Blogue C

El bloque C, que es homSlogo entre nifA de K.pneumoniae y de

R. meliloti, glnG de E. coli y K. pneumoniae, ompR y dye de E. coli
y spoOA de B. subtilis, tiene las propiedades de un segmento ex-
puesto entre dominios. Es muy corto (19 aminodcidos), muy hidro-
filico, su estructura secundaria predicha es de espiral y estéd
localizado en el extremo -COOH del dominio B. La mayoria de sus

residuos son glutamina, serina, &cido gluté@mico, arginina y proli-

na.



C D E
Rm nifA 175 1931199 439 | [479 537
Kp nifA 35 205|211 450| W51 . 320
Ec glnG B 118 | 120 138{[139 380 | Mos 268
Kp glnG 118 | 120 138|[139 380 | 405 uﬁfs%
Ec ompR 118 [ 120 139
Ec dye 116°|[118 137
Bs ipo_oA_ 121 | 123 142
Bs M 118
St chey 102
St cheB 100
Ec nusA 325 [

371

FIGURA 8: Comparacién de los dominios de glnG de E. colicon los de otras proteinas regulatorias

procaridticas. Las proteinas se alinearon por su homologia en la secuencia de aminodcidos. Los

ntmeros definen el primero y el Gltimo residuo de cada bloque. La barra listada indica un posible

motivo que se une a DNA (30). Ec= E. coli; Kp=' K. pneumoniae; Rm= R. meliloti; Bs= B. subtilis;

St= S.,typhimurium,




c) Dominio D

El dominio D es altamente homdlogo (54%) entre los genes

nifA de K. pneumoniae y R. meliloti y los genes glnG de E. coli

y K. pneumoniae. Debido a esto, es posible que este dominio inter-

venga en la funcidn de estos genes como activadores de la transcrip-
cidén, interactuando con el producto del gene glnF o con la RNA

polimerasa.

d) Dominio E

El dominio E se extiende del residuo 405 al 468 del producto
del gene glnG. Es homdlogo al extremo -COOH terminal de los genes
" nifA. Este dominio presenta el motivo caracteristico de las protei-

nas que se unen a DNA.



DI SECEUSION

El resultado de este trabajo es la obtencidn de la secuen-

cia nucleotidica de los genes glnL y glnG de E. coli, cuyos

productos juegan un papel muy importante en la regulacidn del
metabolismo del nitrbdgeno en esta bacteria.

La secuencia de aminodcidos deducida de la secuencia nucleo-
tidica de estos genes, sugiere que son polipéptidos solubles, ya
que no presentan dominios predominantemente hidrofdbicos.

En cuanto al uso de codones "no 6ptimos" de los genes glnL
y gigg, presentan una incidencia caracteristica de las proteinas
regulatorias (mayor al 20%) (45).

ﬁa secuencia nucleotidica de estos genes y la deducida de
aminodcidos estd altamente conservada entre E. coli y K. pneumo-
niae (28,29,30), lo cual indica las relaciones evolutivas entre
ambos organismos.

Por trabajos genéticos previos, se involucrd al extremo
--NH2 terminal del producto del gene glnL en la regulacibén ne-
gativa de la expresidn de glnA. Esto se logrd mapeando mutacio-
nes supreéoras de cepas SEEE_ y mutaciones resultantes en una
derepresibn elevada de GS (15,21). Al abalizar la secuencia de
aminodcidos deducida de la secuencia nucleotidica de esta regibn,
se encontrd que existe un dominio homélogo al que presentan las
proteinas que se unen al DNA de manera especifica. Este dato
sugiere que la regulacidn negativa de la expresidn de glnA se
produce por la unidn del producto de glnL al DNA. Esta hip&tesis
se debe probar experimentalmente.

En cuanto al producto del gene glnG, mutaciones en el



dominio B reducen la expresidn de GS (15). Este dominio es ho-
mélogo al extremo —NH2 terminal de varias proteinas regulatoria§
(30), algunas implicadas en control positivo transcripcional.
Por esto se pensd que este dominio estaba involucrado en regu-
lacibén transcripcional. Pero algunas proteinas (como son los

productos de los genes cheB y cheY (37)) no poseen tal funcidn.

Ademds, en el caso del producto de che¥Y, en cual s6lo comprende
este dominio (37), éste estd implicado en la unibén de S-adenosil
metionina. Por lo tanto, no es probable que este dominio interac-
tle directamente con el aparato transcripcional, sino con nucledb-
tidos de adenina o con otras proteinas.

En cuanto al dominio D, estd involucrado en la funcidén de

activador de los productos de nifA y glnG. Mutaciones en esta

regién del gene de glnG eliminan la funcidn positiva del pro-
ducto de glnG, mds no la negativa (15). Es probable que este
dominio interaccione con el producto del gene glnF o con la
RNA polimerasa.

Se ha reportado que el producto del gene glnG se une a
DNA como represor (16,17,18). Por estudios genéticos, se ha
visto que mutaciones que mapean en el dominio E éiiminan la
funcibén de represor. En este dominio se encuentra una regidn
homdloga a la implicada en la unidn de proteinas a DNA, por 1lo
que se sugiere que su funcidn como represor se lleva a cabo
por su unidn a DNA.

Tanto las proteinas homélogas al producto de glnL como las
que lo son al producto de glnG son proteinas regulatorias que
controlan sistemas que responden a estimulos ambientales.

La mayoria de los miembros hombélogos al extremo -NH2 termi-

nal del producto de glnG se piensa que tienen fundiones de



activadores transcripcionales, que actfian en concierto con
los productos génicos hombélogos al -COOH terminal del produc-
to de glnD.

Se puede plantear un modelo de la interaccibén entre estos

dos grupos de proteinas (52):

El -NH2 terminal de las proteinas del grupo hoﬁélogo al
producto de glnL percibirian sefiales ambientales especificas,
las que transmitirian a la regibén conservada (-COOH terminal)

a través de una modificacidén alostérica. Esta regibén conserva-
da interacciona con o modifica al —NH2 terminal de las proteinas
hom6logas al producto de glnG; la modificacidén afectaria la
funcién del -COOH terminal (en el caso de glnG su funcidn de
activador o represor).

Se necesita mds trabajo para poder asignar funciones exac-
tas a los dominios que se bosquejan en esta investigacién. E1
andlisis presentado serviré& para disefiar estos experimentos. La
homologia entre estos dos grupos de proteinas y su interaccidn,

pudieran reflejar la integracidén de los sistemas de control a

otro nivel.

Diferente expresién de los productos de los genes glnL y

glnG de E. coli

En experimentos con minicélulas transformadas con plasmidos
conteniendo todo el operdn glnALG, nunca se ha detectado el pro-
ducto de glnL (44). Ademds, en el caso de pACR8 en el que si se
observa, éste siempre se encuentra en menor cantidad que el de

glnG, a pesar de que ambos se estdn transcribiendo del promotor

antitet del vehiculo donde estd clonado.



Existen b&sicamente 3 mecanismos para explicar este fenbme-
no:

1)que se produzca menos producto de glnL porque el inicio
de la traduccibén del producto de glnL sea menos eficiente que el
de glnG debido a que su sitio de unidn a ribosomas esté& oculto
o sea menos homélogo al consenso; o bien, que el paso de elonga--
cidn de la cadena polipeptidica sea limitante, por que el gene
presente un uso muy elevado de codones "no &ptimos"

2)que el RNA mensajero de glnL se degrade

3)que el producto de glnL sea mds inestable que el de glnG.

Para explorar la primera posibilidad, se practicd un andli-
sis de incidencia de 23 codones "no Sptimos" en los genes glnL
y glnG, encontrédndose que ambos genes presentan un uso elevado
(mayor al 20%), igual a lo reportado para proteinas regulatorias
(45) . Por lo tanto, no parece plausible que esta sea la explica-

cidén de la diferente expresidn de los productos de glnL y glnG.

Quedan por descartar las otras dos hipbtesis.



APENDTICE

Sanger et al. (46,47) han desarrollado un método para
secuenciar DNA el cual se basa en la propiedad del fragmento
Klenow de la DNA polimerasa I de sinetizar una copia radioac-
tiva complementaria de un templado de DNA de cadena sencilla
usando un pequeno fragmento de DNA como "primer". El procedi-
miento implica el uso de los andlogos 2'-3' dideoxi de 1los
dideoxinuclebsidos trifosfatados normales como terminadores
de la polimerizacidén. La sintesis de DNA se lleva a cabo en
presencia de los cuatro deoxinucledtidos trifosfatados, uno
de los cuales esti marcado radioactivamente, o bien, se marca
el "primer" en el extremo 5'. En cada reaccidn se afiade uno de
los cuatro dideoxinucledtidos, por lo que se requiere hacer
cuatro reacciones. Por lo tanto, en cada reaccidén hay una po+
blacidén de moléculas de DNA radioactivas parcialmente sintetiza-
das, teniendo un extremo 5' comfin, pero variando en longitud
hacia el extremo 3', dependiendo del sitio donde se haya inser-
tado el dideoxinuclebdtido. Las cadenas sintetizadas se separan
por tamaﬁé por electroforesis en un gel de poliacrilamida-urea.
Las cuatro reacciones se aplican al gel en carriles contiguos.
Se autorradiografia el gel y se puede leer la secuencia obtenida.

El método requiere de templados de DNA de cadena sencilla.
Estos son preparados al clonar los fragmentos a secuenciar en
el genoma del bacteribéfago M13 (48). Este fago se ha disefiado
genéticamente para contener parte del gene de la enzima beta-
galactosidasa de E. coli y expresa este gene al crecer eﬁ una

cepa lac (JM 101 & 103). La regién lac sirve como un sistema



para distinguir el DNA del vector (que d& origen a placas azules
en cajas conteniendo 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactopi-
randsido o X-gal) y el DNA recombinante (que forma placas blancas.

En esta regidén lac se ha introducido un inserto conteniendo
13 sitios finicos de restriccidén (49). Asi, el fragmento a secuen-
ciar se inserta en el vector M13 usando estos sitios y la clona
resultante es fdcilmente distinguible como una placa blanca.

Para obtener el templado adecuado, se toma una placa blanca
Y se crece en un pequeno volumen de medio de cultivo (YT). Se
centrifuga para remover las bacterias. Durante su ciclo de repli-
cacidn, el genoma del fago M13 presenta una forma replicativa
de DNA de doble cadena y una forma de cadena sencilla, la cual
es exportada de la bacteria envuelta en proteinas. De estas par-
iculas es posible extraer el DNA de cadena sencilla. Usando un
oligonucledbtido sintético como "primer" universal (49), el cual
hibridiza justo antes de la regidn de insercidn, se puede obtener
la secuencia del fragmento por el método de Sanger arriba descri-
to.

Los fragmentos de DNA a secuenciar se purificaron de geles
de agarosa de bajo punto de fusidn. (1% en TBE 1XYT Este DNA se
clondé en los plédsmidos M13 mpl8 y mpl9 digeridos previamente con
la enzima de restriccidén apropiada. Se transfectd la cepa JM 101
con el DNA producto de la reaccidn de ligasa. Esta cepa se crece
por dos horas en medio YT a 37°C con agitacién, hasta que alcance
una densidad O6ptica de 0.4 a 0.6 leida a 600 nm.Las c&lulas se cen-
trifugan a 6 krpmX5'. Se resuspenden en 10 CaCl2 50 mM y se dejan
en hielo por 30'. Se centrifugan de nuevo y se resuspende en 5 ml

de la solucidn anterior. Se guardan a 4°C.

Se ponen 0.2 ml de células y 5 ul de la reaccidén de ligasa en tuk



estéril. Se dejan en hielo por 45 min. Se tratan con talor a
42°C por 5 min. Se anaden 3 ml de agar suave, 25 ul de X-gal 2.5%
en dimetilformamida y 25 ul de Isopropiltiogalactésido (IPTG) 2.5%
en agua. Se plaquea en cajas de YT y se crece toda la noche a 37€.
Se toma una de las placas blancas y se pone a crecer en 1.5
ml de una dilucién i1/100 de un overnight de la cepa JM10l. Se crece
con agitacidén vigorosa (300 rpm)por 5 horas y media. Se transfiere
el contenido del tdbo a un tubo eppendorf y se centrifuga por 5 min
a 10 krpm. El sobrenadante se transfiere a un tubo limpio, al que
se agregan 150 ul de PEG (polietilen glicol 20% y cloruro de sodio
14.6% en agua) y se deja reposar a temperatura ambiente por 10 min.
Se centrifuga por 5 min a 10 krpm. Se le quita todo el PEG. La
pastilla se resuspende en 100 ul -de TE (Tris 10 mM, EDTA 1mM pH 8.0,
Se extrae con 50 ul de fenol saturado. Se anade medio volumen de
acetato de amonio 7.5 My 2.5 volimenes de etanol al 95%. Se enfria
a =70°C por 30 min. Se centrifuga a 10 krpm por 15 min. Se tira el
sobrenadante y la pastilla selava con un ml de etanol al 95%.
Se centrifuga a 10 krpm por 4 min. y se tira el sobrenadante. La

pastilla se seca y resuspende en 20 ul de TE. Se guardan a =-20°C.

Secuencia:

Se marca el primer en el extremo 5' con ‘x—32P ATP

Primer universal de M13 0.4 pmol

¥-32% arp . 2.0 ucCi

Polinucleétido kinasa 1.5 unidades

Buffer kinasa 10X 1/10 de volimen de reaccidén final

(0.7 M Tris pH7.6, 0.1 M MgCly, 20 mM DTT)

Incubar a 37°C por 30 min.
Se hibridiza el primer con el templado:

5 ul de templado (0.5 a 1.0 ug)



1 ul de primer kinado (0.04 pmol)

lul de buffer T (Tris 100 mM, MgCl2 100 mM pH 8.5)

3 ul agua.

Se incuba a 60°C por una hora.

Se anaden 2 ul de la mezcla primer+templado en 4 tubos eppendorf

a los que se adicionan 2 ul de la mezcla de deoxi—dideoxinucleéti-
dos respectiva (G7 A, T 6 C) ver Tabla I?’y 2ul de la mezcla
Klenow (Fragmento Klenow de la DNA Polimerasa I: 1 unidad, dATP
0.02 mM: 1 ul yv 7 ul de agqua).

Se deja a temperatura ambiente por 20 min. Se anaden 2 ul de
"chase" que es una solucibén 0.25 nMM de los cuatro deoxinucleétidos.
Se incuba por 15 min. mids. Se anaden 4 ul de Formamida desionizada
(1"ml de formamida, 1 mg de xilen cianol ,y 1 mg de azul de bromo-

fenol).

Se hierven los tubos por 3 min y se aplican a un get de poliacrila=

mida
Tabla I%
Mezclas de deoxi-dideoxinucledbtidos
d.”“ T C G A -~
0.5 mM 4TTP 25 500 500 500
0.5 mM 4CTP 500 25 500 500
0.5 mM 4GTP 500 500 25 500

10 mM d4ddTTP 50

10 mM ddCTP 8
10 Mm daGTP 16
10 mM ddATP 3

TE 1000 1000 1000 500



GEL DE POLIACRILAMIDA - UREA

Solucién A:. 7 ml de Solucibn I
9.3 ul de Persulfato de Amonio 25%
14 ul de TEMED
Solucidén B: 35 ml de Solucibén II
59 ul de Persulfato de Amonio 25%
90 ul de TEMED
Solucidén I: 150 ml de acrilamida desionizada al 40%
| 50 ml de TBE 10X
460 gr de urea
50 mg de azul de bromofenol
Aforar a un litro con aqua.
Solucidn IT: 150 ml de'acrilamida desionizada al 40%
50 ml de TBE 10X
460 gr de urea
Aforar a un litro con agua.
TBE 10X: 108 gr de Tris base
55 gr de &cido bbérico
9.3 gr de EDTA

Aforar a un litro con agua.

Se adapta una propipeta a una pipeta de 10 ml.

Se toman 4 ml de Solucibén B y luego 6 ml de Solucidén A.

Se introducen 5 burbujas de aire para formar un gradiente.

Se vacia a los vidrios de electroforesis y se anade el resto
de la Solucidén B.

Se coloca el peine y se deja polimerizar por mis de 30 min.



Se monta el gel en la cédmara de electroforesis usando
buffer TBE 1X para la corrida.
Se cargan 3 ul de cada reaccidn con un capilar con la
punta angostada con calor.
Se corre a wattage constante (40 Watts) por 2 horas.
Se fija en &cido acético 10% y metanol 10% por 15 min.
El gel se transfiere a papel Whatman 3MM y se cubre con
pelicula pléstica y se seca en un secador de geles a 80°C.
Se remueve la pelicula pldstica y se pone en un cassette
de autorradiografia con una hoja de film para rayos X en contacto

directo con el gel.

Se expone toda la noche y se revela al dia siguiente.
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