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INTRODUCCION. LA GLUTAMIN-SINTETASA,
ENZIMA CLAVE DEL METABOLISMO
NITROGENADO

Nrrced a 1n large trayectaria rvo'ttls n recoreida, lia
serns vivientes han incorpotado £t patrimen.s gee
€0 1a Inlormacion necrsaria que les peemite utilizer, o
maners aficar v verniil. los recursos nitrogenndos
5o cncuentran rn ol mac.e. Lot miceearganismes §
earioticos poscen !a facultad de utiizar ¢l amonin
puestos organitos como furntes de nitroge no celulion

En las eniorcbacierias. la milacitr del amernic ncus
rre mediants dos vias conocidns’ una que ae debw a ln
participacion de la desh Cioprnan glulumici. qQue catal.-
nves de la aminacion
reductiva del 2-6x08iutarats po- »l amomio, ¥ ln atra que
ocurre gracias n la farmacién de glutamins » partir de
smenio y glutemato, cn una reacacn. dependiente de

com-

esta funcién. s revy

crucial en la Nslologla bacicriana. or: vmm_ do partcipar
en e} primer do una via melabLslica. profusamen-
te ramificads, que conduse on Gl « 13 sinte-
ala de cas! todas las mecromel c. = pore Ia
attula.

Investigaciones en Escherfchc coli [
carscterizar Iz glutaminsinictass como us enzim
marice. coratittido por iz subinicades Id
lvtdnd y e e
Puwetas on dos umidacts r:-n;:».- e
otra. Carta sutunidad tirne In fac:

Suterte teaceiar

ing impert

han permitide
oligo-

urz fren'r a la

Loglutemato ~ ATF »

0 trolecalar o 000 oD dal.
L4 prese: oo de catines divas

1 holoertima fene
tans ¥ ew depend
lentrs come Mg o Mn

£n 1o qua respecta o da reguler.:. de {a actividad cata-
litica de la slutwmin sintetasa. be hon doserito tres moce-
nismos diferrntes da contol (1) o, 1nhibicion por retro.
Mmentacion cieiciin 1of algunos prodar 108 torminales
del matabollimo de Ia glutamina: bj influencia de da d
pontbilidad ambiantal del 1. cationes divalente:

€ un sistema de cascarda biriclice (221 ln!rlrndn por
s

e por oo dn inieractiones
Alostéricas ¥ con austratos modulun o m: nilacisn y de-

denilacien de la su
potencial eataliticn h o sstian et de e ilon om.
imaticns estzechameate ligr o
dndes de !
tadas y resaden iadne por fleszma
[ATezal La adenticoon de alx
min-sintetase produce la ins
e}

n
subunidades qu
in proteina reguladors By ¢
ntinuamente. quiza por el o easma,
transfernan (U Taaal Ambos ri e larta y adenil
tion estan handas i v pomue b Grma o uridiieds
to 1 proteina regulacors (ial n
Atenitneion de ta glutnminosintetasa, LA 1 accion
de la ATase. mi de
ia protetna PP I achividad desedes
de la ATass L cons derado quie ol 2o
glutarato 3 In Shuitas irim o opeat son RO & 1a atrs. son
los mas imp tes qu oo

~ocas lcbr: T o1 mecionen de nidemnear. 3 der
saderilaciin de in mistanibountetase (325 As. cuande
€3l czece Pn LR mrdia con excesa de amo-
nio. los niveles introrelolares de glutaming (e tnrremen-
ta y e acliva la aden ia wlutamun-sintotass:

por ¢ enzima
aunadas o lo actividad
glutamatc-sintetasa, encargada do ln sintesis de glu

me-

.5 indirecta, e inhibe
la

do'la proteina Py Cu-ndu «l amonio del medio asth en

por ia et 2 .
donde Ia glutamina funciona como donador de su grupo
amtdo e encueniren articuladas dentro de un sisteme

inado de asimilacian de amonio y producclén do
glutameto y glutemina.

.l de 1oy niveles in-
del activa la °

inhibe In reaccian adeniladarn (81 Ln conclusién. se ha
observado (20) Que 1 estads medio de adentlacion de la
con las

Dado que In o ocurre
mente por unn via ol enzima de

v In relacion 2
oto’giutarmina,



REGCULACION DE LA BIOSINTESIS
DE LA GLUTAB“\-SL\TL’IAS
SISTEMAS Nir

La dlrpc-ubxl-d:x‘ de rroe e o ol medio ne sslo res
£utn Ly ecttvi calalitics ¢ la § Glomirsinirtass, sine
1ambién la concentracien i €

tamin-cat taea (€} Zak toantia evident
Do rre. wn primer

eralno.
nivel de transcripcion.

La biosintesis do la glutamioaint
» una regulecion esiricta e partic el
Ias subunidades cligomers
esth localizado en el minu:

E col

tase eala sujets
o estructarat de
as Lste xen. Homado gind,
> 66 del mape de bxamenio

Eate slniesic regulada so
dad enzimatlca do glutamin e
ce bmitacion de nitrogene 11
vidad enzinaiics de glutan
nes de evcen~ do nitrogene - o
seatrol g
qutere la purtiapadion
B al sobre ot aat
eaciad cont o

Hfiesta Gtno Gl acinis

tetass nlte or condiniones,
cdics y

s ban on condiios

reriladores Lo
i trala de lexar a
que desempe-

pattante es que el traneparts (10 2
fuentes allernan do mitrogenc tales camo aminoacidus
(prolina. arginina, ornitina, etc ] dependen tambien del
riismo slatrma genetico gue roxuls o expresiin do yinA
n: 241 es doecie, dicho Sislemma Konelicn Do € ripes fico
Do fane One tame
lh‘n contrala Ta llr\l‘nrmu T oapteracs COMpuesion B
trogensdos Dicha capacidad rte uthrar fuentes altoenas
do Ritrogeno B Conoce Lot - i nuhipn M1t Bl compleio
regul Nir tamblen cont.. .o e «n del sistema
Gue wransportn el lon NI en B cai (510 y ol mstems
Quo sintetizd o} WTple,o G niroaRs (1 1) ¢ Kok
le preumonice y en lU*x b muenion (2
La tupctosis de una regulacion aulogens por glutas.n
sintelnsa en su propia Wiosint s . as c omo en b expres
1ion de oros Kehes U Gpatu e Ghur. cuncados LGme
Ritr, ha side Cescariada (i3 L. propesicion concrets
consiatin vn Gu para ko eapresich de s sios sislemes
existia requerin. 10 p. v ety e s de glu-
tamin-sintelass Lo aden.dadu comn coliv edor de la trans-
cripaon y Lajo iveles de giiominetotasa adenilada
cumo n.nrv.wr Pructas dets s er contrs de Cichan
&) hacorve la vxistoncia
de genes lad que trol " 1a
evpresion de gInA y da otros siste
Aciualmerte o sale que ex.
que son
tasa y parc Gut Lna cepa sca Niet. Latce Keres san
el gez ginFe (minuto 4ol y €l xen GG, Gue s encuentra
en ol minLto 86 Lgaca a gind y que, como so describira
mas adelante, forma parte de un uperdn en el que, aparie
§!nA y gInC. te encuentrn 0iro gen tegutador. ginL. con

as Nir
en cl tnenos dos genes
de L g}

da

1L — JINC (oprrtn

e gentide dr transcrincion sinA - g
r.n.’\LG) e
edencia do Que gIng es nocoserio pora la sctive.
:mn procede de cxpas con mutacicnes en el e ginF (7}
cslas cepes son incipaces do produci .1 emin-etnte.
1a3a, ya que la expresion a part we er-
cuentie completamente repramics '-(n lu Innlo ~riav Cr-
pas ser ruxotrefas de glutamina (Gin”
Iresucneia de reverssion a Cla® dr Lrpqu RBnF- e
ball.nle elevoda (del on.ler\ dn 10 a 30"} y ol arnlizar

r un gen gint funcional
L. muacon suprusure on ginG, se sigue
| e da commativided ba do glue

de

x por
winG matlicslan b mismo fenotipo,
tente de lo presencie o ausencis de un
wen .n.x Tancronat 1113 00 ctlula nu puede activer

regular notmalments Lo snteso o N
v 01t ar lon satemas NU pare fa Gtlizecion de fuentes

prodeut ag gink o
ucede & 1o ctluta ca-
tun lu cusl amidfion Gque smbos
rudos Pt activar gina. Sin '-m!mru.;_ s ta celus
AL products o i no eaiste ex-
w purtir e pinA. Esta repre-
fion epareate R
producto da gInG funconsl ko cuat ha sido interprotade
comp evidencis d wl producto do gInG tiene un pa
sl dual e la regulucion. #n susencla del producto de
xink, el producic e gl funcions cume un teprossr, im-
Padiende &

BHIIeIC, Y8 QU Mulacicres
Luctiver 51nA, 1o Que priece ine
Kinl tambies, furma parie o un
fero unicamento sl

Fiurmente, existe Cle gen ro-
L Guv s hcu nira furmando
ot Gt ,m..u. (133 Lox mutaciones da dicho
- fe s v, sefun ol gra-

PR Ls wapresicn de
e mtacion o cin sebre B, 1o producine
U RIUtaMit-SUMeTass CLRLLILLYG ba un fenolipo
G olae, v produtts

viovn fenulix .
A ae enpresars » taveles clovados, aun en pre.
ur exceso de mitrugenu en el medio. EsiC b
sidu interprotudu cimo evidencin do gue ol producto de
SInL ew impurtacte pars poder reprimic le expresidn de
RInA. Actualments existe controversia scerce dw la ma-
fura por la cual o producio do ginl @
presion de glnA. Una posibilidad o8 Quo. ol 1g
Peuducta de gInG, funuione Come un
amente ¢f producia do gint
It antenente. st tambien 51 producio. de
#InL 0 ambos lo horien formando un complejo ropresor.
Otra posibitidadt 3 que el producto de ginL no sea un
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sino que lun-

ordadars ropresar o parte do un rpreeo

0 1o harla
o los Froevctos ¢o FInE Y FInG que Tors
Iman of activador, 3 quedaria ol prodaais e BeG ralo ol
cua! functonarie como L reprerc

Tara trater de definis si algunn de eatns dos pouibill- .

dades e correctn, sesulta convenienin analizar Jos feno-
1ipos Que 8¢ pueden producir por mutactones puntusles
dontro de los genes gnil y ginG_te sido posible atslar

en In activacitn del opettn gInALG ¥ de otros siste
Nte por Intaraccionar, Supuestamenie. con al pro-
Aucto del gen g1

ORGANIZACION MOLECULAR DE LA REGION
#InA DE «E. COLI=

Dlm de Im pn'oqul" 'zun e han knuldn pars tratar
- in mr de glrAa y do

mutacicnes en rl gen gl (&'nGP) que § un fe.
£Gtipo Gln™. y& que aon Incapsces dr wintetizat glutamin.

(12. 27} wato aparenteraerte o debe 8 que ol
producto de gInG aun prerente funeian uncamente
(omo un repretar, o Gue exista un gen g0 F funs
cloncl. ex dac.r. ol productn de p'al de estss Ccopas mu-
tentes ro fuede funcionar en la rotivanon dr 2inA como
ocurre e una cepa silvestre fiosta la fechs N6 e han
comunicade mutacionea en rl gen ginl, que produzcan
este mismo frnotipo, 10 cunl pareee indicar que el verda-
dero represor dol sisterma no e3 vl producto de 2inl. sino

I gence e tacina o hn sro wf sl de 1a arganiza-

clon de éstos unb tecnicas de CNA recombinante
A partir de Ia r"‘—mr‘m_ ~1n region g !

cluye los gemea x!'nA. ginl y /06 or E col (1, 41 »0 ha

lirgado 8 1a eonclusion de que €403 &0 encuentran orga-

Aleadot en un eperdn (3. 4. 1A} 1 rmbargo, su or“mu-

nes glnA y gial (23) Experimentos realizados an nuestro
han demostrado fa o .« une region

ol producto de ginG Sin embarzo. algunas
en gInL na polares sob e gInG son capaces de suprimir ol
tenatino Gin- proveesdo por uns mutacion en £InF. & pe-
sar de la presancie el productn e InG (3). Esta obser.
veClon no se podtia eanlionr 51 nl products do glnL fuses
simplemente un antlactivador qur impide la Intereccion
du 108 produrtos de gInF y inG. mas bien parece indicar
Que el producio de ginl. nun no sieada ol vertndero re-
presor. e3 capae da interactuar con o) producto de xinG
parn que este pueda funcionar como
Tas
Dunstas antna (BINGPL qun provecnn o1 ot Gin
determinen que el producto de gIAL to wea ya necesaric
pars mantener ol producto du gin on au forma re
ra. Ln alirtnativa de Gue el producto de gin€ snho no
Pusdn activar nl TAPHITIE. 210 QUA Frqitets inYerRctuAT
el producta de gInF pars funcionat come un active-
dor y com ol produrtn de gL pars fHncisaar como. .
Presor. mun continua vig=nte
Anteriorments sr menclond que 6rpas cun mutacinnes
#n los genes ginG y ginF provocan el fenatgpo Nicm, por
10 que eparentements los productos e a.um- wenes son
no para e 1 enpre-
Ri6n de RiA. tine teiidn parn poder v Tos tarn
mas Nir encargados dr la utilizacién de fuenies altemas
muchas mutnciones
en un fenotipn Nie™, prro este
Podtia expiicaran acben In b dn Ia polarided wa du
chas mutaciones eiereen sobfo ol gen &G (0
Aunguoe nctualmente nc parccen existir dudas acerca
da Ia necesided de los productos de #InF y gInG
tivar los sistemas Nir, exlsten dates contradictor(cs acer-
8 del papel quo purda drsampraat el produrto do ginL
Exlsten dalow que tndican fa ruvsiencin de mutnciones
no polares sobre gInG que provoenn el feaotipa Ntr~ y
son incapaces de suprimir muticones cn ginf, ratas mu-
taciones se han encontredo nglomeradas va une region
expecifica del ger: {12). E£1o parece SUkenir Gue una parto

c.

do DNA entre glnl. y g/nG. Quo es capaz de unirse e
e maners myecifice D) 1o cual sogie
ro ln presencia de un posnble promotor tambien pars
&InG. Eatas daloy se vrn apoyados par =l hecho de que
un plasmico goe contiene 3010 RING y wl exttrmo 3" de
RinL ox capez de complr mentar mutaciones cromocomi-
cna en gInG tanto ;nea la regulacion nasmal do glutamin.
mintatasn como para 1 [rnntipa N1rt. Ln posibiidad do
Aue en este cato RICG s transcriba de un Dromotor del
plasmido en nl que fue insertado ha sido descariada Far
ctro lada. Ia securncia oclestidica do las regiones de
unidn eatre el vehiculo molecular y ol frogmento clon
do no muesite Pinkuna Fegion que presente homolorle
con un promotor. # cual se Behiern padide formar dus
rante 1a construccion del plasmida r= cuestion

Aun cuando o con mutacivnes polares en ginA o
eatran rapremin de oG independionts
Gt Bromeror du giam o el de st (b, 12. 17, 160 Urhina,
] C.. v Dastarrachea. F. datos no publicados). es posible
Qua an Ins condiciones ctiliradas o) promotor de xinG
funciona a piveles muy baics
in ha propuesto que e epresion diferencial de loy
genes que conattteyen sl opersn gInALG orurre como ais
gue. En condiciones do Limitarian de nitrdreno, ef pro-
ducto de gInG y o J gInF sctivan of inicia de la trans-
crisiclon a partie de
RNAm tncistran.co L
s glnl e vncueniie st
producta de xInG. »a tanto que. en condiciones da excesn
de nitrogeno. tanlo xink come &16G ae tra; noa pare
tir del premotor de ginl. Estas cen.
una represton por ef producto do
¥ a un elecio de antaoc rsacian 8 traves de los
productos de ginL y gind (proteina Iy} De ests manera,
“n condicicnes de octivacion eaoaten roveles alios do
Flutamin-sintetasa y del produrta de pin(. en tanto que
en candiciones de riprezion fanio la giulamin-sinictasa
comao v de 1inG se s zan & nRiveles bajo

1

de la molécula codiliceda por ginl no sty
en la activacion do gInA, pero si en ol control de los sis-
temas Ntr. Otros autores han encontrads que ‘.X roducio
de ginL es e Jo

NIr ¥, para que fdicha Activacton s leve ol Tnto hasin
con gue axistan los productos de ginF y ginG (3}

cabe que a posty-
1ada Interferencis del producto del gen ginfl. ia proteina

ya que la transcripaun de este ullime proviene del pros
motar de ginL (23 Aun cuando aigunor. dalos spoyan el
modelo de regulacion antes desertto, quedan algunos
puntos que no han sido bien definldcs. como eeria ln me
neta como el do gink p pa en

de Is cxpresion de ginA rn condiclones de exceso do fis
Troano, ael como 1 Tuneicm de eate producto on 1a ex-
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tet aer ala giu
ATG TCC GCT GAA

intetasa. En eata (e v muestran slyunas
rsiran |

iz, 1. Secuencis -ud-«hhe- de la region de rnv\lnﬂ n-a pon entructural pere giutamin
—ta 1oy
m-nm oncnen L Tty T Tk pintoe hrvienteloe srhaa flansryroitingiige
do gin: L Indican las rewiones pallntromicas con ou crotre e imerria resprtiys ma

3y
oreee, antetior o Taiclo
oo peoe fineas sruntradas verticaies: ly

T e e Lo e i w Thmiens Do e CRT AT

Tubraysde 0On liveas g rixses muretre
trogena. y
presion de oteos genes 1-avo|u:.n dos e el metaboliarmc
de nitrogenc de la bacterla. Par otro lade, cxisten ot
vaclanes Gur sugloren To enletrmen dr 1= rennismos it -
“regulars oo niveles On 12 penductn

¢ nuestr labarate fo eealizamoes of patron

&a proteians de plasmidos que contt 1mn Tae genea ginA

LaL y pinG. c wole ginl y gInC. 20 tbaemvn que 1y ¢ ant
dad del products de glnl. (38 K3 siempre en menor o !
~antidad dal products de 2IinG (57 K] Lato we ve apover

r los resultados obirnldas de Un analiacs do las prote
nas eintolizadas #n VAR CePa Gue contiene un plasmito
en donde tanio #InL como xInG e encuentren by ol
com! e un promotor muy elicirnte comn s P, i
rroweto- derecho A" fato lambda. S ha pod:de obeer.
ver Guo en cousee una soberrroduc.
cien “del pmdu:lo de gInG. 1o cunl no surrde ron of
L: estos datos sugicren a

cori e mn

o ol producto

ta corocteristicas que r.‘np'.nn ruestr;

e ente aperan. Algunas de Ina carmclerinticns s la
Tetemtes {15 11 6] Tros sewsanne fun presanian homalo.
A cenls para un une -
fal. cada uno de los cuates podrin Frspondes o diferestes
otdicions meabeLicas bj Una regifin que prosenta ho-
mologia con la secuencic congenso de union al compleia
CRPCAMP, y que 8o local.za aproximadamenin a 50 fin-
res de bases hacla arrita del promotor mas Jrjano al
inicte de ginA. Esta observecion es congruents con In
comuniczaon de Prusines y colx. (19) en donde sus re-
ruliadss sugieren quo tanto In glutamin-sinteiata como
ta

comtrol posttive por AMPciclico. o) Tres reglanes palio:

ryrton @ control por il

detrnicas Gelas cunles una compronde ri ponble sitin
unita & GRE, offn se encventra superpucsts al pro-
motor mas leano al inicic de #'MA Y la tercere se super-
fene al pramotor mas cercann ol +
cunnto desreaacemne ba funcionatidad
s e probabie Gue, de ACKErda Con 1 pOTICIN, COTTES:
xindan a eitins de uniGn pare algunas proteinag reaula-
toras f! Cuande osta region de control ae comparo con
I erginner restindnesa de otros geoes involnerndos en
botisma de patcogen. some g, sthud. il y ol
mismo x! una
Cctiemcia e ke conserva rn tedas ollas (161 15 posible
qur eata secuenrin eate seincionads con 1 i e v
aln del produrcto de gIC yfo ginE. ya que am-
Battvar bo lianzeripeaion de esios
kenes (lig 2). Resulta evidente que parn demostrar la
atidad de eatas regiones se hace nec
Iamientc do mulariones qae Frviuzoen una alieracion
e ln tegulacion de la capr sion A
La mutagenesis 1 vivo, bsans
quer mutaciones puntuales s farhr de copas con fondos
Reneticns adecuados ¥ wtilizande las metodas de selec-
c.or. tdeneos. resulta ona herramienta muy ulil pare es-
(0% ines. Asl. & PATF de une COpa €On URA MUtACIAD PEF
insercian del traspason Tns ea gIaC (MXAQZL ac cistaron
crpas cuyr actividad de glutnmin-sintetesn €0 encontro
notariamente alteendn (13} La Laractenizncon gend
fisiologica de una de catas mutantes evo o la conclu-
sién de que In tecuencle modificada s encontraba en la
rrgin reguindorn de ginA Loz actividades de gluamin-
sintotosn
Thiente de copab quw contenian e ale
Ahoynn 1o bipaiests reapecio o 1a existencia do m
que parece que la mu
carse er. condi-
clones de excess de MItrORrnok on 1At Gue exle u olros
se mantienen inalterados [uno de cstas parece funcional

s que prove-
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Actualmente tenomos una wvision mas completa del
funcicnamiento del sintema regulador Ntr, deb ido a varios

estudios genéticos y» molecularec.

Como se menciond anter jiormente, se habtia establecido,
por medic de datos gendéticos, la existencia de al menos dos
promotores funcionale=s er el operon glnALG, uno al! inicio de
glney v otro al inicio de glnl, (Pahel ¢t al., 1982, si bien

la secuencia nuzlectidica de la regidn de control de QlnA
mostraba tres posibles secuencias promotoras al inicio del
operon (Covarrubias v Bastarrachea, 1983>. El primerc de los
promotores en ser identificado fisica » funciocnalmente
corresponde al promotor localizado al inicio del Qene Qlnte s
para el cual e habia postulado una regul acion negativa
mediada por NR;, @l producto del gene glnG <Pahel! et al.,
19823 Ueno-Nishio ¢t _al.. 1983% Reitzer y» Magasan ik, 1983) .
Este promotor , conoc 1do como Qlprie, fue inicialmente

localizado en un fragmentc de 270 pares de bases, el cual

contentia también la regicn operadora (Ueno-Nishio et al.,

19°83>. Este fragmento fue posteriormente secuenciado, v el
sitio preciso de inicio de la transcripcion fue local izado,
lo gque permitio definir al promotor CUeno-Nishio ey _a)l.,

1984>. El operador también pudo ser identificado, al observar
Que NR:, ! producto de QlnG previamente purificado (Reitzer
¥y Magasanik, 183>, protegia do la accion de la DNasa un
fragmento que =e scobreponia al promotori ademas, una mutacion
puntual que provocaba insensibilidad a la represion e jercica

por NR;: se localizaba precisamente en esta secuencia. Estos
autores tambieéen obserwvaron en la secuencia intercistrénica
qQlnAa-alnl un terminador rho-independiente, localizado
posterior a glné, pero anterior a laolp. La secuencia fue
comparada con la de Salmonella typbhijmurjum, encontrindose los
mismos ®lemen tos estructurales. E=tos resul tados fueron

posteriormente confirmados por Rocha et _al . C1985)>; tambien
ha sido descrita la secuencia de esta region intercistronica
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en Klebsjiella ppevmoniae (MacFarlane y Merrick, 19855, 1a

cual conserva los mismos elementos estructurales.

Si bien la secuencia de

nucledtidos repor tada por
Covarrubias »

Bastarrachea <1983)> mostraba

tres posibles
regiones promotoras para 1nA,

sabemos actualmente que
ninguno de estos tres posibles promotores es funcional. Con
base en una secuencia corregida ¥ en

exper imentos de mapeo
por nucleasa S1,

Reitzer ¥ Magasanik ¢1985)
el gene alpAa se transcribe a
funcionales, El

demostraron que
partir de dos promotores

promotor mas alejado <QloAapl> es

repr imido
por NR;:, requiere de activacion

por el comple jo CAP-cAMP,

lider de 187 nucledtidos, v
no es afectado por la carencia del

produciendo un transcrito con un
producto del gene qinF. E1
promotor cercano QlnAp2 reqQquiere, por
producto de glnF ¥y de NRy para ser
transcrito menor, con un

21 contrario, del
funcional y produce un

lider de 73 nucleotidos. E1l

promotor
alnApl presenta una homologia del

S0, tanto en la region de
-3% como en la de - 10, con la secuencia

consenso, v se
encuentra un sitio de

union atl comple jo CAP-cAMP
aprox imadamente 30 pares de bases hacia arriba del

Promotor j
ademas , sobrepuestas al

promotor alnAapl existen dos
secuencias con homologia a la region de DNA que es protegida
de la digestion con DNasa I por NR: en Qlnbtp (UVeno-Nishio
et al., 1984>, lo que explica

la represion Que sobre este
promotor ejerce NRy . EI

promotor glnAap2, por €1 contrario,

no
presenta ninguna secuencia parecida al

consenso. Estos dos
promotores se expresan de manera diferencial.

de exceso de carbono
transcr ipcién del operon
concentraciones

En condiciones
nitrégeno, la

proviene de QlnAp2, generandose
intracelulares de NRy

1% 1imitacion ~ de

suficientes para
activar a los sistemas Ntr v pacra reprimir tanto a QlnADt
como a glnlp. En condiciones de exceso de carbono y nitrégeno

se observa menor transcripcion a partir de QlnApd ¥

una
expresion muy débil a partir de

alnppt . En condiciones de
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1limitacion de carbono ' eXC eSO de nitrogeno e expresa
sdlamente glnApl, as{i como en Ccepas que carecen dc NRx w/o
el producto de Qlnfs ecta expresion es completamente
dependiente de la presencia del comple jo CAP-cAMP.

La funcionalidad del promotor QlnApi tambien ha sido
demostrada genéticamente mediantc mutaciones Que 1o afectan.
Osorioc et al . (1984, apeéendice 1) habian descrito previamente
una mutacion gjs-dominante que aumentaba

l1a expresion de qlnA
®n condiciones de exceso de carbono ¥

nitrogeno, rero que
ausencia de NR esta
mutacién permitia niveles elevados de expresion de qlnA, aon

ademas era capaz de
suprimir 1a auxotrofia por Qlutamina

conservaba una regulacion normal. En

en condiciones de exceso de nitrogenod
provocada por una
tnsercion del transposon TnS en glnfF. Estos datos oenéticos
indicaban qQue la mutacion probablemente modificaba un
promotor ya existente, haciéendolo mas eficiente. Leodn ot a1,
< 1985) confirmaron dicho planteamiento
mutacion se debe al cambio de una sola base en la region de
-10 de alnapt, obteniéndose una mayor homologia con wl
consenso b gener ando un promotor 10

al mostrar que 1a

veces mas fuerte.

Mutacjones similares han sido descritas por McCarter et a2},
<1985,

El estudic del mecanismo de activacion dependiente de
NR; y del producto de QlnF ha evidenciado algunas de las
caracteristicas mas interesantes de l1a reqQulacion de

la
expresién del operdn qQlnAlG

» de los sistemas Ntr. Hirschman

et a}l., <1$85> obtuvieron evidencias de que el producto del

gene gloF es un factor o de 1la RNA pol imerasa, el cual

confiere a ésta una especificidad diferente. Estoc le Ppermite
@]l reconocimiento de los promotores regulados por
Ntr, tales como Qlnapz, en condiciones de
nitrégeno; estos,

el sistema

limitacion de

como se menc iono anteriormente, carecen de
homologia con la secuencia consenso de los promotores

reconocidos por la RNA polimerasa asociada a la subunidad o



normal L 2aiad Y Hunt ¥ Magasanik <1983 también hnp
demostrado qQue el producto de AIDE oS una subun idad o
<c=2), y Que en un DNA superenrollado la RNA  pol imerasa
asocciada a o= *3 capazx de iniciar la transcripcion -n
QlnApl2, acn en ausencia de NR, . En un DNy lineal, in
embargo, se requiere de NR;, ast como del producto de un
alelo mutante de Qlni, (ver mas adelanted). Merrick > Gibbins
< 1985) determinaron la secuencia nucleotidica del gene QlnFE
cde K. ppeumonjise, e identificaron dos secuencias conservadas
qQue estin presentes en otros factores o de E. col i ¥
Bacillys subtilis que, aparentemente, consfituyen dominios de

union a DNA. Los datos anteriores no explican completamente

qué determina Que en condiciones de limitacion de nitroéogeno
s=® util ice preferencialmente glnAp2. Podria pensarse que solo
-n estas condiciones e encuentra Presente o=o; esta

Posibil idad queda descartacda, puesto que la expresioén de glof

es constitutiva (Castaio v Bastarrachea, 184> . Por lo
tanto, debe haber otro factor que determine qQqQue, en
condiciones de limitacion de nitrogeno, se utilice

preferencialmente el promotor activado por c=©°,

Como se menciond anterjormente, Hunt » Magasanik C1985)>
observaron que la transcripcion jn vitro de glnA a partir de
QIOAP2 no sclamente requeria de o=2 3, NR;, sino también del
pProducto de glni. (NR::) proveniente de una cepa con un alelo

mutante particular <Qlni.2302). Este alelo provoca un fenotipo
de constitutividad altaj; es decir, QlnAp2 permanece activado
in viveo aon o-n condiciones de exCeso de nitrogeno.

Posteriormente, Ninfa y Magasanik <1984> han demostrado qQue

NR;:x es capazx de catalizar 1a transferencia del Qrupo

T-fosfato del ATP a NR; . Esta fosforilacion de NR; le

proporciona la capacidad de activar la transcripcion a partir
de glnAp2. El1 mismo NRai: cataliza la remocién del grupo
fosfato de NRi, con lo Que se pierde la capacidad de eéste de
activar la transcripciodn a partir de Qlpap2; Para ésto se
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requiere de P:;;, ! producto del gene Qlnfi. De esta manera,
NR; parece ser interconvertido [=1-14 NR3 2 entre una forma
activa <Cfosuforiladad) y una tnactiva <no fosforiladad. La
interconversion estas determinada por la disponibil idad de
nitrogeno; esta informacidédn fisioclogica la recibe NR:: de los
productos de glnD v QlnB a traveés de 1la proteina P::, lo cual
es apoyado por datos Qeneticos (Bueno et al., 19835 b
moleculares <Reitzer y Magasanik, 19835) .

La activacion de la expresion del operdn Qlannl.G a partir
de glnAp2 muestra otro @lemento interesante. E1 sitio de

uniotn de NRa: GQue funciona como operador para la represion de

QlnApl es el mismo que funciona como sitio para 1a activacion
de QlnAp2. Este sitio se encuentra sobrespuesto a glnoOpl,
pero bastante ale jado Caprox . 100 pares de bases hacia

arriba) de QlnAp2. Este sitio puede alejarse wvarios cientos
de pares de bases hacia arriba > sigue s iendo funcional,
independientemente de su orientaciodn (Reitzer ¥ Magasanik,
19848). Por 1o tanto parece funcionar de manera similar a los

enhancers de organismos eucarijotes. Un arreglo parecido se ha
encontrado en la region regulatoria dhuA, responsable de la
activacion del operon hisJOMP (transporte de histidina) de
S, typhimur ium (Ames » Nikaido, 1985) & en las regiones
regQulatorjias de alqgunos genes nif de K moniae, Rhizobium

y Azotobacter (Buck et al., 1986>.

LLas enzimas responsables de la asimilacioén de NHx han
recibido mucha atencidn, ya qQue constituyen el primer paso en
@l metabol ismo de este compuesto. Por 33 contrario, pPocas
veces se tiene en cuenta, o se hace énfasis suficiente, en un
paso esencial! Jde dicha asimilacion: el transporte de NH=x a
traves de 1a membrana citoplasmica. La existencia de sistemas
de transporte de amonio ha s ido Ya demostrada en muchos
microorgan ismos, tanto eucariotes cBrown, 1980: Kleiner,
1$81) como procariotes (Kleiner, 19813 Kleiner, 1985)> . El
rezagQo en el reconocimiento y en el estudio de los sistemas



- &

de transporte de NHx, en comparacion con las enz imas de
asimilacion, se debe en buena medida a las caracteristicas
fisicoquimicas de dicha molécula. El NHa s una base debil,

capaz de protonarse en solucién acuosa para dar lugar al ion
NHX 3

NHa + H* ———a NHX Kaw10-" - -2
Debido a su neutralidad y su pegueio tamaio, el NH» es

capaz de atravesar 1 ibremente las membranas biologicas por
difusion ineapecifica. Asumiendo Que una ceélula careciera de
cualquier sistema especificc de transporte de NHx, las
concentraciones interna y externa quedarian determinadas por
la diferencia en la concentracion de iones hidronio a ambos
lados de la membrana (OpH> .
LI PE L O
INH%D ; INHX I
Como el NHa se equil ibra entre los compartimentos interno ¥

externo, o sSea
INHal:, = [NHala
se desprende qQue:

[H*), [H*]x
- - — - - —wo T
INHX3 5 CNH3 =

Asli, una diferencia de pH 2 ambos lados de 1la membrana daria
lugar a una mayor acumulacion de NH3 en &1 lado mas aAcicdo. De
hecho, estas propiedades han sido util izadas para determinar
el OpH estudiando la distribucién de un analogo del amonio
con propiedades fisicoquimicas muys similares, el £*=Cl
metilamonio.

Debido a esta permeabil idad relativamente alta Qque
presentan las membranas bioloégicas hacia el NHa, durante
mucho tiempo se pensd® que era innecesaria la existencia de
sistemas de transporte especificos para el NHS . Sin duda
seria un gasto indtil para las células el transportar NHS a
expensas de energia metabol ica s1i este compuesto siempre
fuera abundante en el medio extracelular, de manera que e
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pudiera sostener un buen crecimiento a expensas de agquella
proporcion que atraverara la membrana como NMz. St este fuera
el caso, seria muy dificil el crecimientoc celular *on
condiciones de 1imitacion de amon o en el maedio. Por el
contrario, se ha observado que muchas especies de bacterias
son capaces de crecer er presencia de concentraciones
extracelulares ba jas de NHX. £n dichas condiciones existe ure
@radiente de concentrac:0n de NHIL, siendc esta de 107 a 10=
veces mayor en el citoplasma Qque en el medio. Esta
acumulacioén intracelular no puede ser coxplicada por l1a simple
difus ion de NHa .

La primera sugerencia de la existencia de un sistema r-1 3

transporte de NHX en cualquier procariote se debe a
Strenkosky ¥ DeCicco <1971>, gquienes obtuvieron cepas
mutantes de Alcal iqenes eutropha (previamente conoc ida como

nonas eut 2>, alteradas en la asimilacion de NHx.
Estas mutantes exhibian un crecimientc muy pobre al

utilizarlo como fuente de nitrégeno ¥y solamente aumentando la
concentracion de NHS o el PH del medi1o e recuperaba
parcialmente el crecimientol este efecto fue interpretado por
los autores como evidencia de qQue las mutantes, a diferencia
de la cepa silvestre, carecian de un acarreador de NH3. No es
posible corsiderar e? hallazgo de estos autores como
totalmente valido, puesto que la Onica enzima involucrada en
la asimilaciéon de NHI investigada por ellos fue la Qlutamato
desh idrogeraca, la& cual se encontraba normal, por lc que oS
muy posible que sus mutantes en realidad carecieran de

@lutamina sintetas=a o de glutamato sintasa.

El primer procariote para el qQue se demostré 1a
existencia de un sistema de transporte de amonio fue E. col i
(Stevenson y Silver, 1977). A partir de entonces, han sido
descritos sistemas de transporte de amonio en alrededor de 30
especies bactcocrianmas., Los sictemas de transporte ae amon io



son bastante ubicuos dentro de los procariotes, va qQue -

presencia no e encuentra restringica a ningdn grﬁpo
taxondmico en particular, o a organismos que tengan una
determinaca fistoloQia. Oorgan i smos tan diversos como

enterobacter ias (Stevenson y Silwver, 1977 Kleiner, 182>,
espirilaceas <Har tmann > Kleiner, 1982> , rhizobisceas
<Dilworth ¥ Glenn, 1982 Wiegel ¥ Kleiner, 19821 Gober >
Kashket, 1983)>, pseudomonadaceas <(Bellion ¥ Wayland, 1982;
Bellion et al., 1983), cianocbactertas (Kashyap y Johar, 19843
Boussiba et al., 19849> y actinomicetos <{Mazzxucco ¥ Benson,

1984> presentan sistemas de transporte de amonio.

El ensayo Que mis comaonmen te ha =ido utilizado Para
estuditar l1as caracteristicas de los sistemas de transporte de

amon {o consiste on emplear un analogo, -l metilamonio,

marcado con *=C. Inicialmente este compuesto parecia ser
ideal para estos propositos, puesto que la mayoria de los
microorganismos no pueden utilizarlo como fuente de

nitrogeno, por 1o Que durante Mucho tiempo se asumio qQue no
era metabolisable. El NHX, por el contrario, no se puede
encontrar marcado con un isotopo radioactivo de facil mane jo
en el laboratorio, y ademis es metabolizado muy rapidamente
al entrar a las células, E1 hecho de que el NH3 es el
wverdadero sustrato del = istema que se mide empleando
metilamonio queda demostrado por la existencia de una fuerte
inhibicion competitiva del NH3 sobre el transporte del
metilamonio, siendo mas afin €1 sistema de transporte por -l
NH3. De esta manera ha sido posible calcular la afinidad de
1os sistemas de transporte por su sustrato natural, -l NHx ,
encontrandose que la K. e de alrededor de 10-" M, © sea Que
la afinidad por amonio es mayor aan a 1a de 1a glutamina

sintetasa (Kleiner, 1985)>.

Existen algunos organ ismos que 1 pueden utilizar al
metilamonio conoc fuente de nitrogeno, ¥ aon como fuente de
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carbono b nitrogenoc <Colby, 1P?9>s

organismos no €t posible asumir Que el
de

obviamente on estos

sistema de transporte
amonio sea €] mismo qQue se mide empleando metilamonio. (=4
hecho, han sido descritos sistemas de transporte especificos

para metilamonio en var ios organismos. Como e jemplo de lo

anterior baste citar el caso de l1a cepa metilotrofica

Pseudomonas MA3 cuando este organismo crece en

presencia de

metilamonio como fuente de carbono y nitrogeno se induce un

sistema de transporte de metilamonio especifico, el cual *s
al., 19803 s

presencia de metilamonio
ceomo fuente de nitrégeno gnicamente, utilizando

insensible a la presencia de amonio <(Bellion et
i esta misma cepa ea crecida en

como fuente
se induce un sistema de transporte
Que 51 % inhibido por amonio <(Bellion y MWayltand, 1982>. Algo

muy similar ocurre en otra cepa de Pseydomponas (AML Bellion
ot al., 1983> v en

de carbono otro compuesto,

Paracogcus denitrificans, donde se
sintetizan tambieén do<s acarreadores, uno bajo control de
carbono ¥y otro ba o control nitrogenado <Kleiner, 1985) .
Actualmente se sabe que el metilamonio tambieéen e

metabol izado en aquellos organismos qQue no
como fuente de nitrogeno o

lo pueden utilizar

como fuente de carbono b
nitrogeno, 10 cual constituye una desventa ja desde el punto
de vista del empleoc del metilamonio para estudiar el

transporte de amonio. Barnes t_al . <1983> demostraron que

este metabol ismo consiste en la incorporacioen del metilamonio

©1 un analogo de Qlutamina T-N-metilglutamina, conoc ido

también como T-glutamilmetilamida o GMAD,

reacciétn que es

llevada a cabo por 1la glutamina sSintetasa. No se@ encontrd ni
en Azotobacter wvinelandii ni en £, <coli otro compuersto al que
se hubiera incorporado el metilamonio, por 10 qQue parece no
haber formac ion de T-N-metilglutamato, reaccion que
tedbricamente podria llevar x cabo la glutamato

deshidrogenasa.

no s permeable,

Estos autores tambiéen demostraron que la GMAD

¥ Nno sufre ningdn metabol jsmo posterior,

por
lo que es acumulada intracelularmente.



Es evidente, por lo mencionado eon pArrafos anteriores
qQue el NHI pueds ser transportado por muchos microorganismos
en contra de un Qradiente de concentracion. Obviamente ésto
no puede ocurrir sin gque las células gasten energia on ol
proceso. Varios investigadores han tratacdo de ectablecer como
se@ acopla el transporte de NHx al metabol {smo energético.

Kieiner <(19$85) resume lo encontrado en estos trabajos, los
cuales han llegado a 1a conclusion de que el transporte de
NHX ez guiado por uno de logs componentes de la fuerza proton
motriza la diferencia de potencial cav> qQue existe entre

ambox lados de la membrana ci1toplasmica, con el interior mis
negativo que el exteriar. Esta conclusidén se ha obtenido
observando el efecto que producen inhibidores o
desacopladores de la cadena respiratoria, asi como

inhibicdores de la ATPasa membranal. En condiciones aerobicas
la diferencia de potencial es generada por 1a cadena
respiratoria, por lo que los inhibidores o desacopladores de
éesta el iminan el transporte. En condiciones anaerobicas, en
lag Que la diferencia de potencial es generada por la ATPasa
membranal, inhibidores de 1a ATPasa el iminan el transporte,
cosa Qque no ocurre en condiciones aerobicas. Esta estricta
dependencia de la diferencia de potencial impl ica Que la
moleécula transportada estid cargada positivamente, es decir

qQue la especie molecular transportaca es el NHX y no el NHa.

El sistema de transporte de NHx qQque me jor ha =ido
caracterizado dexde @] punto de vista de 3u mecanismo es el
de E, coli. Jayakumar et al, <i?85> realizaron este estudio
util izando un método de filtracion rapida previamente
desarrollado por ellos <Jayakumar y Barnes, 1983> , el cual
@l imina la interferencia provocada por la formacion de GHAD .
Estos autores demostraron qQue se regquiere de K=* intracelular
para que func ione el acarreador de NHx , por lo que

aparentemente ol mecan ismo de transporte se da mediante



antiporte de NHX y K<.

La sintesis del sistema de transporte de NHi de E. colj
s® encuentra bajo control gent#tico. A pesar de qQue Stevenson
v Stlver (1977) describieron que dicho sistema

e expresaba
de manera constitutiva,

fue posible demostrar poster iormente
qQue en realidad estas controlado por el! sistema regulador Nte,
como habia sido sugerido anteriormentoc por Kleiner <1982,
para -l transpor te de NH

iguat qQue varios

sistema de de
sisteman de
el transporte de NHX
solamente en condiciones de limitacion

-1 a neumo. ae. Al
Leansporte de aminocacidos, e induce
de nitrogeno, > -e

en el medio, lo
resul ta aparentemente paradodjico puesto

Ssustrato del

reprime cuando hay un excesco de NHX cual
que el NH% es el

sistema de transportej] dicha regulacion genética
depende de la precencia de los genes QalnF, Qlnl. v QalnG
‘Servin-Gonzalez b Bastarrachea, 19843 apéndice 23 .

comprobados por

Teceteriormente estoc resul tados han sido

ctros autores (Jayakumar et »]l., 1988)>.

Los mistema de transporte cde NHI se encuentran regulados
no solamente a nivel

de =intesis, sino tambien a nivel de

su
actividad (Kleiner, 1935>. Para el acarreador de E. coli se
ha encontrado una fuerte inhibicion por glutamina

(Serwvin-Gonz&lez y Bastarrachea, 1984)>, aunque no se Sabe si
®s la glutamina intracelular o 1a extracelular la que inhibe.
ia existencia de un sitio de untén para glutamina en el
acarreador ha sido evidenciada también en otros oOrganismos,
estudiando ya sea el

efecto de la Qlutamina

directamente, o
el efecto (=) an&logos de tnta, principalmente ia
metionina-D,lL-sulfoximina. En K: pneumopiae, e) transporte
fue inhibido por este anaAlogo, ademas de ser inhibido por
otros dos anslogQos, 1a metionina sulfona ¥ 1a
&-diazo~3-oxo-L-norleucina <DOND . Dicha inhibicion era

parcialmente aliviada si las ceélulas eran preincubadas -on
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presencia de glutamina, puecto que eésta inhibe :a entrada de
l1os an&logos. En este organismo la glutamina prowvoca tambieén
una inhibicion Perc muchko mae debil qQue -n E. coli.
Poster iormente, este enstudio fue extendido a otras bacterias

i jadoras de nitrogeno, encontrandose algo muy similar
¢Kleiner et _al., 1983>. En A, vinelandii se encontrod que
solamente la glutamina v -l DoN son inhibidores
transporte de NH3, sino tambieéen GMAD CJayakumar v Barnes,
1984%. En estos estudios se ha hecho evidente que son los
niveles intracelulares de glutamina o sus analogos los Que
tienen un efecto sobre el acarreador. E1 hecho de qQue los
mniveles intracelulares de glutamina regulen la actividad de

écte probablemente se deba a que son los niveles de este
metabol ito lox que rapidamente responden a las diferencias en
la concentracion de NH3 en el medio.

Las dnicas mutantes descritas que carecen del acarreador

de NHX por una mutacion aparentemente estructural fueron
aisladas en K, pneumoniae <(Castorph y Kleiner, 1984) . Estas

mutantes fueron incapaces de utilizar concentraciones bajas
de NH3 como fuente de nitrdgeno, mientras Que concentraciones
altas fueron utilizadas casi normalmentes; ademas fueron
incapaces de utilizar aminoacidos como fuente de nitrogenoc,
encontrandose que en estas condicionoes, a diferencia de una
cepa silvestre, excretaban grandes cantidades de NHX al medio
de cultivo. Basandose en el fenotipo de estas mutantes,
Kleiner (1985) ha propuesto que 1a funcion principal del
acarreador de NHX es la Y retencion ciclica~“”’ de dicha
moléculasi es decir qQue para poder mantener niveles
intracelulares adecuados de NH3, on condiciones de
limitacion, es necesario un acarreador activo, ya que de lo
contrario =1 NHY difundiria al exterior en forma de NHa, % no
podria ser recapturado.
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Ceolls of Escherichia colf K12 were sensitive to 100 oM methylanmoniun

vhen cultured und?»r nitrogan linitation, and resistant when grown with an

oxcess of either MNHLC1 or glutanine. Glutanine synthetase activitly was

requiresd for e:pression 0f the methylanucniun-sensitive phenotypa. Mutants

were isolata>d uhich were resistant to 100 mM methylamwmonium, even when gro.n
under aftrosern lipitation. Pl bdacteriophase transduction and F-prina
complenentation analysis revzaled that the resistance-confarcing nutaticns

mappad efither Insida tha glnA structural 9ene and/or scw2where else in the

E; ©0li chromoscne. Glutamine synthetase was purified from the wild-type and

from some of the mutant strains. Strains carrying glnA-linked nutationa as
solely responsible for the methylanmnonium-resistant pherotype yielded an
altered enzyme, which was less a:live‘binsynthetl:ally, with eithar amaonjum
or methylamnoniun as substrate. 3ensitivity to methylamnonium appears-to be

due to synthesis of Y—glulamylmelhylanlde by glutanine synthetase, which is

poorly, $¢ at ali, synthesized by mutants carrying an altered glutanine

synthetasse enzyne.

INTRODUCTION

The -u-:unh‘na ion analogue methylamnonium has been used to determine the
presence of acnonfum transport systems in several prokaryotic and eukaryotic
n;:rn-arg;nlsns. In nost cis‘es. nethylanmonjium enters the cells via specific
ammonium transport systems (see Brown, 1980} Kleiner, 1981, 1935 for
reviens). In Escherichia coli and other bacterfa, this system has a high
affinity for ammonium (Stevenson & Silver, 1..977; Kleiner, 1983; Jayakumar

et =],, 198%). Uhen the extracrellular ammonium concentration is low, cells
¢

can generate intracellular concentrations which are 100-fpld higher or morej



at high extarnal anmonium concentrations, cells grow effictently without an
active high affinity asmoniua trancport systen, since the ampount cf asmonia
that enters the celtl by simple diffusion s sufficient for cellular growth

(Kleirar, 19335).

In £. colt and cthor bacterin, synthesis of the annoniun carrfer is
under ganetic control (Szrvin-Gonzilez % Bastarrachea, 1984; Kleiner, 19853
Jayakumnar gt al., 1985). The systen that regulates asnonium transport l;a
entercbacteria, knoin as Nir, a.l-to rogulates nxpressicr; ot sevaral other
systexs involved in the transport and utitization of nl‘troscnou: compounds
such as arginine, proline, etc., and synthesis of gluta;ino synthethase (see

Magasanik, 1932 for a reviesw). -

Fethylarrmoniun can be used as a substrate by glutanine synth.tl_ln. even
in strains that cannct use it as nitrogen scurce. In the presence of
nothyl-m‘uni}:n, glutanate and ATP, glutamine synthetase catalyses synthesis
Oof the glutamine analogue J-glutanylmethylamide {GMAD; Barnes & Zimniak,

19813 Barnes et al., 19835 Kleiner, 1983).

‘In this paper we describe the methylammonium-sensitive (Hﬁs) phtnntyp‘o‘
of E. coli, and:-the role glutanine synthetase plays §in it. Thix wmas possible
through the {solation and characterization of MA™ wmutants.

METHODS i e
Eacterial strains., All strains used were Ezgcherfichia coli Ki2
dertiwatives {Table 1. . .
Cultuyre conditions. Cells were cultured at 37°C, using NN minimnal

medium (Covarrubias et al., 1980}, with 0.2% {w/v} glucose as carbon saurce.



All compsunds added, i.e. carbohydrates, aminc acids, vitaming, nitrogen
mources and methylemuonium, were sterilized by filtration. tiquid cultures

wW@re grown aerobically in a rotary shaker at 250 r.p.m., and growmth sas

monitored in a Klett-Sunmerson colorimeter with a red filter (no. &6). For
grewth on nirinal medium plates, 1.5% Bacto-Agar (Difco) was adéed to MM
mediun, For mutagenesis, transductions and matings, cells were grown in LB

broth (HMiller, 1972).

Nutaganrsie. HX614 cells were mutégcnl:td with ethylmethane sulphonate
according to Miller (1972), and plated directly on MM minimal oediun plates

with 0.2% (w/v) glucose as a carbon source, 0.2% (w/v) arginine as a

nitrogen source, and 100 mM wethylanmonius., Plates were incubated Gar.4a-h
at 37°Ci colonies from each plate were transferred with sterile wocden
toothpicks to plates with elther glutamine (1 mg ml~*) or NHaCl

{13 mH) as
nitrogen source,

and after overnight fincubation growth patches were assayed
for glutamine synthetase activity by a gualitative colony test t{Pahel

et al,, 1978). In this way, ten different mutants were selected from four
diftferent pools.

Genetic prpogedurer. PlyirA bactericophage was used for transductions.

Preparation ot phage lysates, and protocols for transductions and matings,
were according to Miller (1972).

Enzyme assays. Glutamine synthetase [L-glutanate:anmonia ligase
{ADP-formingl; E.C. &.3.1.2.) was astayed by the fglutnnyl transierase or

by the biosynthetic, Y-glutamylhydroxanate-forming procedures as described

by Bender gt &), (1977), with minor modifications (Covarrubias g&_gli;

1980)§ the average adenylylation state was determined as described by Bender



et al. (1977}, To measure bicsynthetic activity of purffied glutasine
synthotase preparations, the phoophatc-relvase method described by Shapiro Kk

Stadtnan (1970) was used. Protein war mgasured by the Lowry nethod.

Purlfication £F alvtanine svnthetase., The polyethylere glycol

precipitation procadure cescribpd by Strefcher & Tyler (1981) was used, but

1:ith trhe final Sepharcc: ¢B column step cmitted,

Peacents. Anino acids, vitamins, methylazmine-HC! and reagents used for
assay or purification of glutamine synthetase siere purchased fron Sigza. All

other reagents usa2d were 0f analytical grade.

Aninp agid analysis. Extracts for amino arid analysis were prepared as

<ezcribed in the legand to Table 7. The f#iltrates containing the free anino
&cids were lyuphlllzeé_and the samples resucspended §n lithium citrabte buffer
{pH Z.88). Anino aclds were separated with an Aminco amino acid analyser and
guantifi=d in an Aninco ratio fluoroneter after coupling with
g—phfhaldlaldehyee. Purified glutamine synthetase frocm the wild-type strain
was used to obtain GMAD from methylammonium and glutamate in a standard
biosynthetic reaction mixture. The amouat of GMAD Synthesized was calculated

. from the amount.of phosphate liberated from ATP during the reaction. Butﬁ
£°D and slutanine (2.5 proles ml-2*) were added to & Sigma amino acid
standard solution. Using a Perkin-Elmer LC1-100 laboratory computing
integrator, the GMAD response factor was calculated by the systen from a
.calxbration run., A full separatlion of glutamate, glutamine and GMAD was
cbtained with approximate retentjon times of 34, 36 and 41 mln,

respectively.




RESULTS

toinl um

Growth inhibitfon Dy methylammoniun in E, coli was nxtrngnn-dopnndlkt.
When cells ulr"prnvldkd with a high (15 nM) MHH.C! concantration as nitrogen
sourca#, growth was not affected by the presence of mathylazmoniua fa the
mediun. However, when the NHLC! concentration was low (0.3 mM) or when
arginine, proline or glutamale was used as nitrogen mource, growth was fully
inhibited by the presence of 100 mH methylamzocniun. All nitrogen sources
under which methylanmonium inhibited growth were limiting (f.e. high
glutanmine synfh'tus- activity is required for anuth under such conditions).
Even though glutaaine is nitrogen limiting for growth in E, c0li, 1 mg
glutanine ml-* allowed 9rowth in the presence of mnethylammoniusi hou}v-r,
;tth lomer concentrations of glutamine (735 pg ml=~*), growth was inhibited by

methylamaoniun. *

£+ of m ammon

tam nthetase a v, nd aden -3 n

Glu(nn{no synthetase of Escherichia ¢o0li can utjilize methylannonium as
& substrate both jo vivo and §n wvitro, leading to the formation of GMAD
(Barnes et al., 1983). We measured glutanmine synthetase activity and
adenylylation to determine whether addition of methylamaonium, under
conditions where growth i{s {nhibited, had any apparent effect on glutanine
synthetase. A 2 h exposure to 100 mM methylanmonium of a culture growing
exponentially with arginine as nitrogen source had no apparent effect on

etthar glutanine synthetase levels or adenylyl;tlun tdata not shownlt.

Apparently, growth inhibftion by methylaomonium could not be attributed to



inhidbiticn cf glutanine synthetase, or to interference wilh the glutamine

synthotass zfsnylylation systen.

Isolation and charsctecization -
" h mronjun-resis n L

Mutants uhich were no longer inhiblted by methylannonium under nitrogen
limitation were isplated. MX614 cells were treated with ethylmethane )
sulphonats, and plated on medium caontalning arginine as nitrogen source and
100 mit methylaanoniun. Only 10 of the many indepaendent MA™ nutants were
further characterized. As can be seen In Table 2, most of the mutants had
~ltered glutanine synthetase activity. PilyirA phage was propagated in each
of the nul;nt ®trains, and the lysates were used to transduce strain MX734
(Table 1) malecting for glutanine prototrophs. When strafins MX1210, MX1211,
MX1212, NX12:13 and MX1214 were used as donors, more than 93% of
transductants in each rase were resistant to 100 mH methylammoniua (Table 3)
indicating that the resistance-conferring mutations carried by these strains
lay within the glnA gene, OoFr very :lu-o'tn it. Ve thereiore tentatively

termed the alleles carried by the above ztrains 9ln®3, gln9d4, aln®3, 8ln?6

and gin?7, respectively. Transductlons were also performed with lysates from
stralns :arryln; the glpA-linked MA™-conferring wutations as donors and
ctrain MX821 as reciplent. This siraln is a gjnAZj::Tn3 deri;a!lvo ocf the
grimary F-prime straln AB120&§. MX821 Is therefore haploid #or the entire
qlnALG operon carried on its F'14 nmerogenote {Osorio et 31,, 1984). The
results were similar to those obtained with MX?34 as a recipient (Table 3).
Glutamine synthetasa lctlvitl'; of the transductants in either the MX614 or
the AB1206 background were the same (Table 4); i.e. the MA™ phenotype was

always acccopanied by the altered glutamine Synthetasa activity which was



characteri{istic of the donor strain. The F*14 derivatives carrying the
alnA-linked mutations conferring methylanmonium resistance could now be

utilized for genwstic complemantation experiments (see below). Glutanmine

synthetase activity from strains carrying the gln nutations vas alun assayed
by the biosynthetic Y-glutamylhydroxanate-iorning procedure (ses NMethods),
This activity was strongly diminishad in the mutants as compared to the

wild-type strain (Table 4}, These data suggest that methylaamonium

resistance could be due to the presance of an altered glutamine synthetase

enzyme, which was biosynthetically less active.

Vhen P1 lysates from strains NMX1213, MX1216, MX12127, MX1218 and MXI219

were used to transduce MX734, all Gin= resulting transductants that were

tested were MA® (Table 3). These results could have been taken as an
indication that methylazmonjum resistance in these strains was due to

mnutations unlinksd to glnA. However, since such strains showed altered

glutanine synthetase activity, 1t was possible that they harboured more than
one mutation. To distinmguish between these options, the qlnALG region of .'.h;
mitants was replaced by a wild-type gInALG region in the {0115»“‘13 way.

PilvirA phage propagated on strain MX?34 ‘(s]nA?,\::Tn;) Has used to transduce

strains MX12135, MX12146, MX1217, MX1258 and MX1219 to glutamine auxotrophy

(Kan™ selection). Thesa transductants were then used as reciplients of P",
phase grown on either MX614 or on each original parental mutant strain
(MX1215 through MX1219), selecting in all cases for glutamine prntotrnpﬁy.
All strains except one (MX1213) yielded MA® transductants with MX614 phage,
and MA™ transductants when their original glnA chromosomal region was
reintroduced (data not shownl,

Therefore, the MA™ phenotype of strajins

MX1216, tMX1217, MX1216 and MX1219 seems to be duc to more than one mutation,



one of then b2ing within the 3lnALG region. Only the MA™ phenotyps of
strains MX1215 appears to be associated with ons or more mutations unlinked
to glof.

1-} nent n_ana &

- An—conferriag m

Since the MA™-conferring mutations carried by strains MX1210 through
TMx1214 appeared to be dur to mutational events within the g)InALG operon, we
used F*14 derivatives carrying these alleles to conplement a sat of strains
carrying chroscsonal Tng insertion wmutations in either of the three operon
ginrl. Matings were parforned using strains MX1225 through MX1229 (:;rrylng
all'lls.glngg through gln??, respgectively) as donors. As a control donor wWa
used strain AIH.ZOA, which transfers the wild-type F'14 episcae. All :
recipients used carried the recA%S allele, and were wild-type +or the glgALQV
region (MXS91}, or carrfed TnS inasertions in either the glna (MX?44), glnl
(MX?561) or qlnG (MXF13) genes (see aiso Table 1). Ilv*- His* exconjugants
were sSelected, and tested for methylaomonium resistance on plates contalning

arginine as scle nitrogen socurce. One @xconjugant selected from each cross
ras purified and assayed for glutamine synthetase ar:th‘/l'.y {Table T). Th’e
ﬂA‘-:anfcrrlnq.-ut;tlons were all recessive o wild-type, since strain MX831
(glnAtL.G=) carrying any of the F'14 derivatives (9ln®3 through gln%2)
retained its gensitivity to methylasmonium, and had normally regulated
glutamine synthetase levcis. The F'14 derivatives were able to complement

the 81nl::Tn3 and glnBG::Tng insertions, since the resulting merodiploids had

normal glutamine synthetase activity and were HAS. When the same F'll-

derivatives were introduced into strain MX?44 (carrying a gjnA::Tn3

insertionl, altered glutamine synthetase activities, corresponding to the



original mutant strainm, were ohtainedi these merodiploids we

MA™, as
compared to MX944 carrying the wild-types F* 14 eplisome, which was Hé and had

nornal glutamine synthetase activities. Ue conclude that the NA™-conferring
mutations are trans-recessive and lie inside the 91nA gene. They were;

therztore, renaned ginav3. qlnp9d4, alnA93, alnf?s and glah9Z.

Properties of purffied alutanine

synthetane trom methwlammontua-resfstant steains

To ascertain the structural nature of the ginA-linked, MA™-conferring
mutations, the glutanine synthetases from tbe wild-type (AB1205) and from
the mutants MXIi225 through MX1229 were purified as described in Methods. fho
glutamine synthetase preparations so obtained had only some minor ’ -
contaminants, as evidenced by sodiun dodecylsulphate polyacrylamide disc get
electrophoresis. The major polypeptide observed in all pre’paraliuns “as a
single band with the sane mobility as that of the wild-type enzyoe (data not
shownl. This (mplies that the resistance-conferring mutations probably are
single-site mutations which do not grosaly alter the molecular mass of the

glutamine synthetase polypeptide. Glutamine synthetasa biosynthetic activity

was measured by the phosphate-release assay (see Methods), using either

anmoniunm Or methylammonium as substrates (Table 6). It §is evident that

. alleles 91nA93 through 9lnAR? are structural mutations, since they produced
l!ler'é glutanine synthetase enzymes, which were less active

biosynthetically with either azmonium or methylammonium as substrates. Ve

.
tried to deternine the K. values of the wild-type and wutant glutanine

synthetases for ammonium. This was not possible for the enzymes from strain

MX1225 (g1nA93), which became inactive during purification (Table &), or

that froo strafn MX1226 (51nA99 allele), which ylelded low and variable



results. The K. values for anmonium for the wild-type and three of the

altered enzynes (Table 4) shouw that the enzymes encoded by alleles glnAPS

and g1nA%2 had much higher K. values than the wild-type, while that encoded

by the 4lnA94 allels had approximately the saoe K. as the wild-type.

A unulation By

wild- and mutan rajns
The low atfinity for amnonium (methylanmonium) found in mone of the
mutant glutamine synthetases could result in a poor ability to convert

methylammonium {nto GMAD, which {n turn could be the cause of the MA™

phenotype. We therefore measured {ntracellular pools of glutanate, glutamine

and GMAD in wild-type cells and in one of the mutants after exposure to 100
nM methylazsmonium in glucose-arginine medium (Table 7). ﬁX614 cells

agcumulated large amounts of GHAD] by contrast, MX1210 cells synthesized
very small amounts, consistent with their having a 1ow glutamine synthetase
biosynthetic activity (Table 4). Under such conditions, glutamine pools were

very small in both strains ({2 nmol {(mg protein)-*, data not shawnl,

DISCUSSION

We have found that under nitrogen limitation, aerobic growth of E. goli
is inhibited by high (100 wM) extracellular concentrations of S
methylamaonium, Our results- suggest that GMAD, and not methylammonium, §s
r-spénsible for growth inhibition. This is evidenced by the fact that
extracellular nethylammonium has a growth fnhibitory effect on cells only

under conditions of nitrogen lknl(ntlan, when ammonfium is 1imiting and
glutamine synthetase is derepressed and biosynthetically active

(deadenylylated). Under such conditions, synthesis of GMAD from glutamate



and mothyleznoniun would be favoured by reduced conpetition with fhmanium
for clutzaine sSynthetase. Apparently, excess ammonium and Jow levels of

adenylylated enzyoe pravent accunulation of GMAD, at jeast 4in -uf{l:l.;nt

amounts to be growth inhibitery.

rutants resistant to methylammonfun under conditions of nitrogen
linitation were {solated. Some of these shomed altercd Y-glutanyltransferass
spacific activitiss (Table 2). It therefore seened possible that they
cerried nutations in glnA, the structural gene for glutamine !7ntht‘tlsl.
Genetic characterization of the mutants was accomplished by Pi transductions
and F*14 conplenentations (Tables 3,9 and 5). Four out of ten ﬁndtp-nd‘nnt
strains turnsd out to carry more than one mutation, al least cne of them
being linked to glnAi both glnA-linked and unlinked mutations were regquired
<or these strains to display the MA™ phenotypej another strain (HX1215)
rarried nutatlonts) unlinked to alpA. Further mapping and characterfization
of the glnA-unl{nkesd mutations has not been carried out yet. The renaining
five mutant strains cwe thelr MA™ phenotype to mutations that lie {nside the
si\'-_A gene. Theses mutants weare charactertzed more thoroughly. Even though
they seened Quite diverse with regard to their Y-glutamyl transferase
activity, it ix clear that the relevant glutamine synthetase biosynthetfc
cotivity was reduced in all of thex. It cannot be ruled out yet {f strains
with high transferase activity carry more than one SJn_A-’llnk-d mutation,
with one mutatjon reducing the biosynthetic activity and another allowing
high constitutive levels of the altered enzymej this seems to be the case
for the alnp?2 allele, which confers to cells gls-dominant :onst!tutlve_

levels of a glutamine synthetase with a high K. for NHZ (Tables 5 and 6).

Sone of tho altered glutamine synthetases of the MA™ mutants are less



activae, at least {n part, becauser of a reduced affinity for amaonium or
mathylanmonfiun. It was interesting to find, however, that MX1228, carrying
the glnASs allele, hag an enzyne with the sane affinity as the rlld—lypo,
but with altered catalytic propertiest thersfore, insensitivity to
methylanmonium {8 not nezoessarily due to a reduced affinity for {t by the
altered glutanins synthetases, indicating again that this mnl.:ﬂ.l" could not
be the real! inhibitor. Wnether the glnA9s nmutation carried by MX1228 is
assocfated with a dininishad afitnity of its glutamine synthetase for

glutamate or ATF remalns to be elucidated. -

Since a wild-type strain is able to syn;h.slxr grewth inhibitory w
amounts of GMAD only under nitrogen linfitation, it seemx that those
intracellular concentrati{ons are not easy to attain. Ia fact, extracellular
methylanmonium concentrations which are S a: 10-fpld lower than the 100 ;H
concentration used throughout this study, still allowed growth to procesd at
a slightly diminished rate (data not shown). It smeems therefore obvious that-
the ‘-utant strains carrying the biosynthetically, tnefficient glutamine '
synthetases are unable to synthesize inhibitory amounts of GHAD. When we
measured conversion of methylammonium into GMAD in the wild-type strain and
in one of the mutant strains, we found a considerably higher :cn:enlrlt{ﬁn

of GMAD in the former than In the latter.

It {s noteworthy that among tha MA™ mutants we have i{solated none was
found affected (n anmonium (methylaxmonium! transport. Since methylammonium
concentrations required to inhibit growth are high, access into cells could
not be limited to the ﬁlgh if%!nlty transport sgsten; as {n the case of
excess anmonium, sufficient methylanine could alsg diffuse through the

menbrane. T . .



Our results show that GNAD accumulation = rl;pcnsibl. for gronth
inkibition In £, coll, but further experimentation is re;ulroc to elucidate
the mechanism of {nhibition. It will also be interesting to explore the
prevalsnce of a si;llnr phenotype in other mf:ro-urgnnlsnn. and whather tt

night provide a general way for the Isolation of mutations aéfecting

slutanine synthatase.

We ars grateful to A.V. Osario and J.C. Urbina for their gift 0f soms

of the strains used in this work.
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Jable 2. OGlutanine s: < ctiv of wild-tv

nd_m ram u an

Cells wers» grown asrobically untill t‘he cultures reached 100=20 Kleltt units,
and assayed for Y-glutanyltransferase activity as described in Methods.
Results are the neans of twuo experiments. GN, glucose-135 mMH NH4Cl-NM mediung
GGIn, glucose-! mg ml-* glutaoine-KNN mediumi GArg, glucose-0.2% arginine-NN
mediunm.

Glutanine synthetass activity

fnzol min-* (mg protein)—*3]

- — M
strain GM GGIn GArg
MX614 2350 1 270 2 260
mee210 760 890 1 200
SMx211 140 100 &0
mx1212 - =200 - 1 090 1 250
FX1213 120 200 . . =280
nxi214 480 " 3 cs0 T e &80
n<i21s ‘760 1 140 2 080
HX1216 280 1 930 2 340
nxi1217 830 1 190 1 700
mxiz18 250 1 960 1 &30

nx1219 960 1470 1 990



any us a -geon

Transductants were selected on glucose-15 mM NHLCLl-NN niniszal wediun plates.
After gronth, iadividueal colonizs wars transfrrred as patches onto
9lucose-0.2% arginine-NM mediun plates, with and without 100 aM :
methylanmonjum. MA™ transductants graen on plates of sither mediua after 24 n
of incubation, while MA® transductants were unable to grow On platass ul_th

methylaxmoniun, even after 48 h of incubation.

- -

Mumbar of Gln= Kan® transductants

1 donoc Recipient that inharitesd the MA™ phenotypws.
MxX614 (alaa=) HX?34 (alpAZ1::ToS) 0s44 :
MX1210 (91n23) - v ' 24s2s
MX1211 (9ln®a) - ) q9/50
#MX1212 (91n®%) . : . - 21/21
<1213 (9ln9s) - _ a4z
MX1214 (aln®?) . Sosso
MX1215 . - © . or16
Mmx1216 . -  orzz
Mx1217 - ’ os21
Mmx1218 . t : v . orzs
HX1219 ) - . » " orso
MX1210 (qln®3) MX821 (glnAZ1z:Tn3) 50750
MDXIZ11 (gln®a) - . s0/50
MX1212 (g1n93) . . © sosso
MX1213 (gln®s) . . 50/%0

HX1214 (gln®2) . S0/S0



Table 4, Olutanine synthetase specitic activities of E, ;6“ strains careyfng

nA-1{pked methylanmonium registance-conferring m ns

and ot _transductants derived trom thew

Strains HX1220 through MX1224 are transductants obtained using MX?34 as recipient of Pl
lysates of strajns MX1210 through MX!214. Strains HX1225 through HX1229 are
transductants obtained with the same lysates, but with HXQZI'H recipieat [see text for
a detafled explanation). Cells nere grown aerobically as destribed {a Table 2, and
assayed for Y-g]uulyl'lransier;se activity. Cells grown in G6ln mediur were also
assayed for blosynthetic Y-glutanylhydroxanate-foraing activity, given I parenthesis.

Results are the weans of three experiments, GNj GGln: see Table 2,

Glutanine synthetase Glutamine synthetase Glutasine synthetase

activity [naol ajn-? activity [nmol nin-t activity {nngl min-t

(ng protelnl=1] {mg protein}=3) {ng protein)-2)
Mlele Strain " O Goln straln OF Gl strain oF o
alnALG® HX&H 240 1 940 1690) - - - ABI204 260 1 70 11 200
aln®3  HXI210 520 | 380 (120 m1220 610 1110 MX1225 440 1 090 (190)
qln94  Mx121t 140 140 1100 w22l 120 . 160 HX1226 130 160 4150}
gines  MKI212 160 1 410 1450} mei222 220 950 HXt227 210 1 520 {200
aln98  MX1213 90 - 170 {100} MX1223 80 140 HX1228 YIGO 470 (380)
qinP?  MXI214 430 2 480 1250)' WIZ26 610 2150 MKIZZ? 730 1840 (390

. 2T -



abl onplementation analysis with wild-type F*'}4 and deriva strai

care In3 fnserilons (n the qind, ainl and qinG gen

The HA™ phenotype of exconjugants from each mating was scored as described in Table 3.
One exconjugant from each cross was purifiedi cells were grown uatill the cultures
reached 100220 Klett units, and assayed for X-glutnyltranslerm activity,
Represantative results from several experiments are shown, NA, resistance (R} or
sensitivity 15) to 100 mM nethylaraoniua, GNj GGin: see Table 2. NG, no growth,

.
HX881 ,tglnALG‘) HX944 (alnA712: T3} HX941 (g1nLB2:!TnS) BX9L3 (g1nG24::Ta5)
Glutanine synthetase’  Glutasine synthetase)  Glutanine systhetase’  Glutaeine systhetase’
activity (nmol nin-t activity [nwol min-t activity Cnuo) min-t activity [nwol nin=t

{ng protein)=t] {ng protein) -t {ng protefn=t] {ng proteini=t]
——A— .
Episone  MA ON G6ln  HA o G5in HA N Goin  HA o 681n

None ] 200 1590 MG NG {10 NG 80 150 NG 30 80
F'ld glablGs § 300 1080 S 180 2220 S 30 3IM S W 390
F'l4 qlap3 8 190 1440 R 780 1030 ] 400 1080 S 370 2 040
Flldgleeda s 370 1410 R 160 20 S 430 1230 5 470 1980
Flleglass & 210 1330 R 400 1300 S M0 2600 S 550 2260
Fiidalass § 20 179 R 180 70 S w0 LM s 240 1380
F'14 glng2 s 850 2 8% R 1730 1370 S 1040 2220 § 420 2 400 '

£z



Isple 6. Specitjc pclivily of pyrified glutemine mvynthetage

nijd- . anmoniums r a

Glutansine lynthota;n was purified from cells grown on glucose-arginine-NN.
mininal! medium. Biosynthetic activity was axsayed as described in Methods.
Sthdard reaction mixtures rere prepared with either NHLCl or CHaMHa-HCI.
For K. determinations reaction mixtures were prepared in order to assay NHX
concentrations ranging from 0.0l oM to IM. The K~ values woere calculated
Results are the

from Lineaweaver-Burk double reciprocal! plots (not shown)

average of two experiments. ND, Not deterasined

Glutamine synthstase actlivity

Cumol min~* (mg protein)=23]

Strain 4 NH3 A= CHaMH3 ' Km #or NH3
AB120& (qlpA*) 67.32 3.06 1 mn
nX1225 (9lna®3) <o.01 <o.01 ND
nX1226 (qlna94) 0.33 0.08 ND

.| mx1227 (alpags) a.53 . 0.14 83 mM
- MX1228 (.g]nk9ﬁ) 1.5 0.16 : 1 =y
]

nxi1229 (alnA9ry 1.15 - €0.01 100



Jable 7, GHMAD acunulation by Cells of strejny

Mmx6ta tqinh-) ang RYIZIO (9InARII

Cells were grown aerchically in glucose-arginine-NN mninimal nediux. When

cultures r

trhed B0 Klett units they were divided anc growth was continued
in the =

@ medjuz with and without 100 off methylamnoniun (MA), Samples wers

taken at appropriate intervals; cells wers imnediately centrifugad,

resuspended in SOT (v/v) ethanol, and disrupted in a MSE Soniprep 150 sanic

oscillator. The extracts were then heated in balling water for 10 min,

filltered and lyophilizes. Amino acld analysis was carried cut as describe

in Methods. MD, Mone detected, P

nxs1a (nas)
s

MX1210 (HA™=)
- ~ A ~
- -Ma +MA 100 oM -HA *HA 100 nn
A A A A
r - - — T —
Time Glutanaste GMAD Glutanate GHAD Otutanate GHAD Glutanate- GrAD

tnin) tnzol (mg protein)-*31 [nwol (Mg protein)-*1 In@ol (mg proteini-*3 (nmo! (mg protein)~2

- 130 - ND - 130 . ND 84 ND 8; ND
30 - - a3 o9 - -- 97’ Iy
60, 0 ND ’ 76 390 %0 ND 129 " 1

120 130 ND 7?7 . 39s 130 ND :
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Ademss de 108 resul tados contenidos en el articulo, se
tncluyen sn esta tesis otros resul tados adicionales. Algunos
de estos resul tados forman parte de las tesis de licenciatura
en Biologia de Olivia Santana Estraca ¥ de Timoteo Celso
Ol amendt Portugal.

L.z tesis realizada por Olivia Santana consistio on una
caracterizacion mis detall ada del fenotipo de sensibil idad al
metilamonic en E£. col i, ¥y de diferentes parametros que la
afectan, como son diferentes concentraciones de metilamonio

en e! medio, crecimiento en medio rico e . crecimiento *-n

medio minimo, utiliracion de dife Nntes fuentes de carbono ¥

nitrogeno asi como el efecto de mutaciones - ol sistema

regulador Ntr.

Primeramente, se estudid la sensibil idad de una cepa
silvestre a diferentes concentraciones de metilamonio, tanto
en medio rfico como en medio minimo con Qlucosa como fuente de
carbono y arginina como fuente de nitrogenc. Como e puede
observar en las figuras ! y 2 existe una marcada diferencia
entre 1o Que ocurre en medio minimo ¥y en medio rico. En medio
rico, ya sea LB o LB adicionado con glucosa 0.2, no existe
ningdn efecto del metilamonio sobre el crecimiento celular,
agn a concentraciocnes tan elevadas como 100 mM3 en medio
minimo con glucosa como fuente de carbono ¥ arginina como
fuente de nitrogeno, por el contrario, e observa una
inhibicién total del crecimiento adn después de 24 horas de
incubacion. Al disminuir la concentracion de metilamonio
adicionado al medio de cul tivo, se observa que una
concentracion dos veces menor €350 md) sigue inhibiendo
totalmente @l crecimiento, pero concentraciones menores <20,
10 > S mH> inhiben solamente de manera parcial. Las
aclividades de glutamina =intetasa corresponden al fenotipo
observado, es decir en medio rico son muy bajas <.09 v «13
uwmoles/minsmg proteina para L8 ¥ LB+rglucosa
respectivamente), mientras gue en medio minimo con arginina
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como fusnte de nitréogenc Cla cuatl o limitante para -l
crecimiento) la actividad es olaevada <1.499 umol ess/mins/mg .
proteinad.

Como se menc iona en el! articulo, se habia observado que
@]l fenotipo de sensibil icdad Que manifissta una cepa silvestre
de £, coli a una concentraciotn elevada de metilamonio o un
fenot ipo dependiente de la fuente de nitrogeno, encontriandose
que existe sensibilidad en condic iones de limitacion de
nitrogeno, Y resistencia en condiciones de exceso de NHx.
Ademas, dos fuentes de Nnitrogeno permitian la expresion de
ambos fenotipos (sensibilidad o resistenciad, dependiendo de
1a concentracion a la que se encontraran en @l medio. Tal L X3
el caso del NHX ¥y de la glutamina. Como e menciona on -l
articulo, una cepa silvestre es sensible a metilamonio a una
concentracion de NH3 de 0.5 mM, mientras que es resistente si
la concentracion de NH3 e eleva a 1S mH Cestas
concentraciones son las Que rutinariamente hemos utilizrado en
-l laboratorio como "bajo” amon io ¥ "alto" amon io,
encontrandose la GS inducida y no adenilada » reprimida »
adenilada, respectivamente). Como estas concentraciones de
NHX representan condiciones extremas, decidimos investigar lo
que ocurria utilizando concentraciones de NH3 intermedias .
Nos parecia particularmente interesante estudiar aquellas
donde ocurre la transicion de GS inducida a GS reprimida. La
figura 3 muestra las curvas de crecimiento de la cepa
Sjilvestre en medio minimo con Qlucosa como fuente de carbono
y diferentes concentraciones de NH3X como fuente de nitrogenao,
las cuales van desde 0.1 mM hasta 1S mM, en presencia y en
ausencia de metilamonio 100 mM en el medio. Las actividades
de GS que corresponden a dichas curvas de crecimiento e
encuentran en la tabla 1. Puede observarse Que cuando la
concentraciotn de NH3 es 1 mM o menor, existe una inhaibicion
total del crecimiento en presencia de metilamonio, mientras

qQue cuando la concentracion de amonio e€s S miM ©o mayor no has
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inhibicién del! crecimiento. Lo anterior correlaciona con las
actividades especificas de GS obhservadas, Ya que an
concentraciones de NHI de 1 mM O menores la GS se encuentra
totalmente inducida, mientras que en concentraciones de 5 mivt

© mayores se encuentra reprimida. Es interesante observar o
que ocurre en las concentraciones intermedias, que van de
1 mM a S mM de NHX. En estas concentraciones e observa
efectivamente la transicion de induccion a represion de la
GS, como se puede ver en la tabla 1. Las curvas de
crecimiento tienen un comportamiento muy particular, ya qQue
on presencia de metilamonioc consisten de agos fases bien
definidas: al principio el crecimiento nNo es inhibido » el
cultivo crece hasta una cierta turbidez, llegando un momen to
en que el crecimiento se inhibe » permanece inhibido agn

después de todo un dia de incubacidn. A medida que aumenta la
concentraci6n de NHX esta inhibicidén se presenta en una fase

mas tardia del crecimiento y», por lo tanto, a una turbidez
mayor . Inicialmente pensamos que este crecimiento inicial
previo a ta inhibiciédn se detr1a a que las ceélulas hubieran
acumulado NHX intracelularmente en el precultivo, de manera
que pasaba un cierto tiempo antes de que pudiéramos observar
la {nhibicion. Sin embargo, se observo el mismo tipo de
inhibicién cuando, antes de inocular los cul tivos, e
sometieron los precultivos a un lavado de las células y a una
deplec ion del NHx que pudieran haber acumul ado
intracelularmente, incubandolas sin fuente de nitrogeno

durante las seis horas previas a 1a inoculacion. Es muy
probable que &1 tipo particular de curva de crecimiento qQque

se presenta nos esté reflejando algo del mecanismo por medio

del cual ocurre la inhibicion. Es factible PEenSar que on
concentraciones de NH) menores a ! m, esta molecula no sea
capazr de competir eficientemente con un EXCOEOD de

metilamonioc, de manera que rapidamente e puedan alcanzar
concentraciones inhibidoras de GD, especialmente si tenemos

en cuenta que la GS es abundante v muy activa eon estas
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condiciones. Por el contrario, en concentraciones altas de

NHY , mayores de = m, -l amen io podr ia competir
®ficientemente con -l metilamonio e manera qQque -
cdificultara 1a sintesis de GMAD, por 1o menos on cantidad
suficiente para inhibir el crecimiento. En aquellas

concentraciones intermedias qQque no podemos considerar como
totalmente limitantes, pero tampoco como é6ptimas, es probable
que @] crecimiento inicial e deba a qQue existe todavia
suficlente NHx como para competir con -l metilamonio; a
medida que -l cul tivo crece, el amonio es util izadao v
disminuye la concentracion del mismo, por 10 que se favorece
la sintesis de GMAD, de manera que el crecimiento es inhibido
antes de que e] cultivo logre alcanzar su maximo crecimientosi
lo anterior es congruente con el hecho de qQque la inhibicion
se da mis tempranamente mientras menor es la concentracion de
amonio. Resultarta sin duda interesante el determinar 1a
desaparicion de amonio del medio en estas condic iones, ast
como las pozas intracelulares de este compuesto, para wver =4
efectivamente 1a hipdtesis anterior explica lox resul tados
obtenidos .

Cuando se utiliza glutamina como fuente de nitrogeno
ocurre algo parecido con respecto al fenotipo de resistencia
v sensibil idad al metilamonio. Es decir, =i se emplean
concentraciones de glutamina altas <iI mg/ml) ol crecimiento
de una cepa silvestre no es inhibido por una concentracion
wlevada <100 mHM> de metilamonio en el medio, mientras que =i
se utilizan concentraciones bajas de glutamina (0.1 mas/ml) el
crecimiento 21 es inhibido (Figura 4). Sin embargo, -n -l
caso de Qlutamina ambas concentracicnes provocan una
condicion de limitacion de nitréogeno, como lo evidencia L 2%
hecho de que la GS se encuentra inducida (Tabla 2> . Por lo
tanto es necesar io buscar otra explicacien para estos datos.
Una posibilidad interesante es que la glutamina sea capaz o
competir con el anilogo inhibidor <(GMAD) que se sintetiza eon
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presencia de metilamonio. Entonces, la transicion de
resfistencia a sensibilicad al! metilamonio se deberia a qQue,
on un medio con concentraciones bajas de glutamina, s ta no
alcanzaria niveles intracelulares suficientes para competir
con @1 aniklogoi en un medio con una concentracion alta de
Qlutamina, por el contrario, esta L 33 alcanzaria uvnNa
concentracion intracelular suficiente para competir con et
inhibidor GMAD. Estos niveles, sin embargo, no son tan
®levados como para provocar la represion o la adenilacioéon de
la glutamina sintetasa, como ocurre cuando se utiliza un
exceso de amon io como fuente de nitrégeno.

Determinamos tambieéen si el crecimiento de una cepa
silvestre ora inhibido por metilamonio cuando s le
proporciona prolina como fuente de natrogenoc. La utilizacion
de este amintacido esta controlada por el sistema regul ador
Ntr, al igual que la utilizacion de la arginina. Al igual que
con otras fuentes limitantes de nitrogeno (excepto
glutamina>, el crecimiento es inhibido por metilamonio
100 mM. Sin embargo, a diferencia de lo qQue ocurre con

arginina como fuente de nitrogeno, el crecimiento es inhibido
también a concentraciones menores de metilamonio en e! medio.
Por lo tanto podemos definir qQue en estas condiciones existe
hipersensibil idad al metilamonio. Una posible explicacion es
que la prolina sea adn mas limitante para e®! crecimiento qQque
l1a arginina. Esto es evidenciado por la diferencia que existe
on 1a velocidad de crecimiento en estas dos fuentes de
nitrogeno (tiempos de generacion de 2.29 horas para argQinina
ve. 4.74 hora

para prolinad, y por el hecho de que la via
degradativa de arginina produce dos moléculas de glutamato

por moleécula de arginina, ademis de contribuir con una
molécula de succinato (Shaibe et al., 1985>, mientras que la
prol ina produce S0l amente una molécula de Qlutamato

(Dendinger y Brill, 19703 Wood, 1981)>.

Otro de los factores que analizamos fue e] efecto de ia
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fuente de carbono sobre la sensibil idad al metijamonio. Los

exper imentos descritos anteriormente fueron
cabo creciendo a

todos llevados a
las células en medios con glucosa 0.24 como

fuente de carbono. Decidimos probar glicerol ¥ succinato como

fuentes de carbono, utilizando arginina como fuente de

nitrogeno. Como se puede observar en la figura -3 no hay

ninguna diferencia marcada en la sensibil idad que presenta

una cepa silvestre al metijilamonijio cuvando se crece en las

diferentes fuentes de carbono con arginina como fuente de
nitrégeno. La sensibilidad sigue siendo muy similar

presenta la cepa silvestre crecida en

a la que

Qlucosa, incluso &

concentraciones menores de 100 mM. Las actividades de GS son

tambieéen bastante similares en estas tres condiciones

Ctabla 1>. Al utilizar las mismas fuentes de carbono, con

diferentes concentraciones de NHX como fuente de natrogeno si

es posible observar una diferencia. Como sSe puede ver en las

figuras 7 vy 8, existe una menor sensibil idad a metailamonio
100 mM en las fuentes limitantes de carbono (comparar con la

figura 3>. Al analizar las actividades que presenta la

cepa
silvestre en estas condic iones,

es posible observar qQue la GS

¢ reprime a concentraciones menores, 1o cual es congruente

con la mayor resistencia observada (Tabla 1)>.

Debido a la correlacion Que en general se observed entre
los niveles de GS ¥y la sensibtl icdad al
cepa s ivestre, decidimos

metilamonio en una
investigar si mutaciones
regulatorias qQue afectan la expresion del gene glpA,

y por lo
tanto los niveles intracelulares de

la enzima, tenian algan
efecto sobre ta sensibilicdad. La cepa que anal izamos
primeramente fue la MX?02, la cual lleva una insercion del

transposon Tn3 en el gene g)lnG, » por lo tanto es incapaz de
regular la expresion de glnpA, 1o que da lugar a una sintesis
de escape ¥ al fenotipo de constitutividad baja de GS. Sin
embargo, al presentar esta cepa el fenotipo Ntr—, es incapaz

de utilizar arginina como fuente de nitrogeno, siendo ésta la
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condiciétn Que rutinariamente hemos utilizado para determinar
el fenotipo de sensibil idad o restistencia al

metilamonio. Por
1o tanto decidimos determinar

el coxhpor tamiento Que

en diferentes
NH%, 128 mismas Que constituven

sensibilaicdad &

tiene
esta cepa al ser crecida

concentraciones de

1a zona de transicion de

registencia at metilamonio en una cepa
cilvestre. De acuerdo al fenotipo de cepas glnG-, esperabamos
de antemanc una mavor

resistencia al metilamonio en la cepa
MXP 02, - Que ecs incapax de inducir su GS. Como e puede

observar en la figurz 7, 1a cega P02 fue efectivamente

resistente a metilamonic aun @en concentraciones bajas de NH3,
en las que una cepa stlvestre es

sensibles; en la Tabla 3
podemos observar Que efectivamente esta cepa sintetizo
cantidades musys Dajas de GS en cualqguiera de las

concentraciones de NHLZ. Es decir, a diferencia de la cepa
silvestre no hubo una

transicion de GS reprimida a
por

lo que tampoco se observd una
sensibil idad. Estos

inducida,
transicion de
resul tados apowvan
tipétesis planteada en el

resistencia a
fuer temente la

articulo, en el sentido de

que l1a
resizstencia a metilamonio de

las mutantes aht
debe a su baja actividad biosinteética de GS.
MX902 posee una GS

descritas &

Si bien la cepa
silvestre, esta no

Puede inducirse,
encontrandose en niveles muy bajos avn en condicaiones de
l1imitacion de NHX§ para la ceéelula esto equivaldria a tener
mayor cantidad de una enz ima mutante con una actividad

binsintética reducida,
del

por lo que en ambos casos la

angdlogo GMAD se wveria afectada desfavorablemente,
alcanzarian niveles

sintesis
¥y no se

intracelulares suficientes c omo Para

lograr la inhibicion del crecimiento.

Debido a que esta
e® capaz de crecer con glutamina como

cepx

fuente de nitrogeno,
analizamos también su capacidad para crecer en

metilamonioc 100 mM cuando
como fuente de nitroégeno a

presencia de

la Qlutamina se 1a proporcionaba

las mismas concentrac iones Que
provocan una transicion de sensibil idad a resistencia en la
cepd =ilvestre. La figura

10 nos muestra que la cepa MX® 02
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tambien fue resistente a concentraciones el evadas de

e le proporcionan estas
concentraciones de glutamina como fuente
actividades de GS son

metilamonio cuando diferentes
de nitrogeno. Las

también s iempre PDajas -n estas
condiciones (Tabla 2).

Una cepa con caracteristicas similares a

la MXP02 es la
cepa MX950, la cual

transposén TnNS en
la insercion sobre el
incapaz de inducir

tiene una insercion del
el gene glnl . Debideo a la polaridad de

oene QlnG, ésta cepa es completamente s=US

niveles de GS, as1 como lau expresion de los sistemas Ntr.
También analizamos el efecto de esta mutacion sobre la
sensibil idaad al metilamonio, utilizando las mismas

concentraciones des NHx bd de glutamina Que para

stlvestre ¥ para la cepa MXP02.
figuras 11 v 12,
comparacion de

la cepa
Como se puede obserwvar en
esta cepa tambien fue
la cepa silvestre, pero no tan
la cepa MX902. Si

las
resistente a

claramente como
analiramos las actividades de GS de

esta
cepa en dichas condiciones es$ claro que existe una cierta
induccion de ta GS en las condiciones mas limitantes <(Tablas

2 y 3, lo cual qQuiere decir

Que la insercion de Tn3S en Qlnte
no ea completamente polar

sobre glnG, o bien que el

pPromotor
del gene QlnG, cuya existencia ha sido demos trada <J.C.
Urbina, comunicacien personal), se esti expresando L) esas
condicjones Para permitir 1la expresion de QlnG
independientemente del promotor de alopi,. Sin embargo, esta
induccién de l1a GS no es igual a la de la cepa silwvestre, lo
cual nos explica la mayor resistencia observada en la cepa
MXPs0.

La tesis realizada por Timoteo Olamendi consistid en 1a
obtencion y caracterizacion Parcial de cepas mutantes de

£. colj hipersensibles al metilamonio.

Como e menciond en
los pArrafos anteriores,

l1la sensibil idad no es igual en todas
las fuentes de carbono ni en todas las fuentes de

nitrégeno.
Por e jemplo, cuando e

utiliza arginina como fuente de



nitrogenc v Qlucosa coma

silvestre sensible a

e
concentracion 10 veces
manera parcial,

horas de incubacién. En el

obtener

activicad picsintetica de 1
canzidad de GMAD

qQue se
metilamonic. Por lo tanto
presentaran el

fenotipo

hipersensibles cuyo crecimiento fuera

@en presencia de concentraciones bajas

que no son totalmente

estas mutantes,

sintetizar el inhibidor

La estrategQia Que segu imos

muestra en la figura 13,

mutagenizadas se lograron obtener colonias

esperado.

menor
permitiendo el

articulo se demostrdo que se
resizstencia a met:lamonic

inhibidoras para
tedricamente,

GHAD de

AN partirc

So6l amente se descr ibe la caracterizacién parcial
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fuente de carbono, una cepa
metilamonio 100 miM. Pero una
<10 mM2 inh ibe sclamente de

crecimiento despueés de varias

pueds
100 mM =13 se reduce ia
G, de Mmanera que disminuya la
puede siptetizar a partir de
decidimos buscar mutantes que

opuesto. es decir mutantes

inhibido totalmente adn

<10 mM> ce metilamonio,

una cepa silvestres
deberian ser capaces de

manera mas eficiente.

para aislar las mutantes e

de warios lotes de celulas

con el fenotipo

de
dos de ellas, Que resultaron ser las mas estables ¥ las que
dieron resul tados reproducibles. Estas dos cepas mutantes,
MX12531 v MXI252 son incapaces de crecer en presencia de
metilamonio 10 mMM cuando utilizan arginina como fuente de
nitrédgenc (Figura 14>, mientras Que en glutamina o NH3x 15 miM
L X8 son capaces de cCrecer (datos no mostrados) . Las
actividades especificae de GS ce presentan en la Tabla a.
Como ze puede observar, presentan actividades mas elevadas
que la cepa silvestre, rer ganicamente en condic iones de
limitacion de nitrégeno. E1l fenotipo de estas mutantes
concuerda con ia hipotesis de que no es facil alcanzar

concentraciones
obtener la inhibicién
de

metilamonio <100 mM> v

del
presencia

Gs

intracelulares

concentraciones

inhibidoras de GMAD » qQue para

Crecimiento son requisitos 1la

de

alcanzar

extracelulares

ingducida.

elevadas

Para poder
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concentrac {ones inhibidoras del

analogo con cantidades
extracelulares Mmenores de

metilamonio <10 md «s

necesar ioc
incrementar la enzima Que 10 sintetiza,

o sea 1a Gs, por
sobre 103 niveles normales de una cepa silvestre

crecida en
condiciones de limitacion de nitrégeno,

tal y como ocurre en
estas mutantes hipersensibles.

Para iniciar la caracterizacion de estas mutaciones,

real izamos primeramente experimentos similares a losa

que e
describen on el articulo

b4 qQue ae emplearon pPara 1a
caracterizacion de las mutantes resistentes
Se obtuvieron lisados del
mutantes,

al metilamonioc.
bacter iofago Plwvird a partir de las
vy estos se utilizaron para transducir a
MX734 y MX821, selecciconando el
Qlutaminad;

las cCepas
fenot ipo Gln= (prototrofia de
las transductantes fueron anal irxadas para wver

E R
@1 fenotipo MA™® (hipersensibilidad al metilamonio’ Y las
actividades hiperinducidas de GS cotransducian con el gene
alnA, observindose efectivamente que casi el 10022 de las
transductantes eran hipersensibles. Al purificar las

transductantes y determinarles actiwvidad especifica de GsS

encontramos que seguian presentando niveles superiores
cepa silvestre progenitora en condicijiones
nitrogeno <datos no mostrados>§

a 1a
de limjtacion de

por lo tanto, decidimos
nombrar a las mutaciones de estas cepas Qlniof v Qlnio2.
Ademas util izamos los der ivados del F’ 14 obtenidos de las

transductantes de la cepa MX821 para realizar experimentos de

complementacion de inserciones en los genes QlnA, aint v
alnG, as1 como de una cepa silvestre.

En este caso, el analisis por complementacién no resul to

ser tan directo como para las mutantes

resistente <Tabla =3
del articulod,

debido a algunas caracteristicas peculiares de
las cepas complementadas.

Los resul tados se puede observar en
la Tadbla S. Al

complementar a la cepa MXP44 (QlnAZ1::TnDd

con
los diferentes plasmidos,

Oobservamos qQue es capaz de

crecer
en presencia de metilameonio

10 MM =i se le introduce el F-1i1a
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silvestre. pero es hipersensible si el F° 14 porta los alelos

2lnil:l & Qinl10?. Esto indica Que estas mutaciones

recesivas 2 lo<c gence Qlnl, ¥ QlnG cromosomalec.
loe mismos plasmidos a una cepa silvestre,

no son
Al introducir

observamos que las
mutac iones tampoco son

recesivas al gene glnA cromosomalsg la
mutaciér gini0Ql parece scor completamente dominante,

Que la QlniC: to es solo
<Qlol®2::Tnid>
los pPlasmidos,
hipersensibles.

mientras
parcialmente. Las cepas MXPS!
M9 12 <QlnGZa4::1TnS) Ppor tando cualqQuiera de

inclusive el F 14
E=to pudiera
docie @énica de glinag

silvestre, son
explicarse por el
sin embargo, la cepa
F“14 silvestre no presenta dicho fenotipo:
en presencia de metilamonio

misma dosis gQénica.

efecto de
silvestre con el
s capaz de crecer
10 m1, a pesar de presentar 1a

Un dato adicional
Qlniol »y glni102 son incapaces de suprimir
glutamina provocada por
Al introducir el

interesante es qQue lLas rmutaciones

1a auxotrofia por

una insercion de TnS en el gene QlnE.
alelo QlnFP?3::TnS por transducc idn a

las
cepas MXI1253 <(Qlnl101> 5 MX1254 <Qlni102>, mas del 954 de las
transductantes resistentes a kanamicina resul taron ser Gin~—.
Lo anterior

indica qQue la expresion del

de l1a transcripciotn originada a partir
mediada por

fenotipo MA™® depende

del promotor  QlnADR,

los elementos reguladores NR; v o=°_

Tomando en

-
cuenta los resul tados anteriores existen
varias posibilidades para explicar el fenotipo provocado por
las mutaciones gini190] v Qlni02. Una posibil idad s

que se
trate de mutaciones estructurales en glna,

Que den lugare a
una enzima capaz de utitizar mas eficientemente al
metilamonio como sustratos; éasto implicaria que las
actividades mis altas observadas en las cepas por tadoras de
los alelos Qlnli0l v Qlnli02 no necesariamente se dedben a una
hiper induccitn de glna. Sin embargo, la posibilidad de que
fueran mutaciones eztructurales no expl ica porque las

actividades en condiciones de excesoc de nitréogeno no *ONn
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significativamente diferentes a las de la cepa silvestre.
Actualmente NOs encontramos en proceso de purificar la enzima
de estas mutantes para confirmar o descartar esta
posibil idad.

Otra posibil idad es Que e trate de mutaciones
regulatorias, qQue provoquen una activacion mayor de la
transcr ipcion a Partir de alnAp2. Teoricamente, estas
mutaciones podrian afectar a cualquiera de los elementos
involucrados en la expresion a partir de este promotor:

ad> mutaciones en e! sitio de union a NR;, que provocaran
una union mas eficiente de éeste al DHNA, las cuales podr ian
local fzarse en alguno de los dos sitios de unién fuerte, © en
alguno de los tres sitios de unidn debil <Hirschman et a),,
19851 Reitzer » Magasanik, 1986&).

b> mutaciones en el promotor alnap2, que generaran un
me jor reconoc imiento por parte de c=°,

©)> mutacliones en QlnG qQue dieran lugar a2 moleéeculas de
NR; alteradas, capaces de unirse mas fuertemente a los citios
principales o secundar §ios en la regioén de control de glnA, o
capaces de ser fosforiladas mas eficientemente por NRi;.

Todas estas posibil idades dar1an el fenotipo obserssados
dominancia, expresion de glnA dependiente de c=o, ¥ una
mayor capacidad biosintética del anslogo inhibidor GHMAD bajo
condiciones de limitacién de nitrogeno.
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El analogo de amonio, metilamonio, ha sido ampl iamente
utilizado en e¢! estudio de los sistemas de transporte de
amonio eon diversos microorganismos procarioticos v
eucar iodticos <(Brown, 1981} Kleiner, 1781} Kleiner, 1985)>. En
este traba jo hemos explorado la posibilidad de utilizarlo con
fines genédticos para el aislamiento de mutaciones
relacionadas a la asimilacion de nitrogeno. Para ésto, hemos
descrito un nuevo fenotipo para £. goli, @l de sensibilidad v
resistencia a este anilogo.

El fenotipo de sensibil idad al metilamonio es
relativamente comple jo, ya que este compuesto no e jerce 1%
accién directamente, sino que debe ser pPrimero metabol isados
por lo tanto, la expresion del fenotipo de sensibil {dacs
guarda una estrecha relacion con la asimilaciéon de amonio. E1
metabol ismo del metilamonio es llevado a cabo por la GS b
consiste -n la sintesis del analogo de Qlutamina
T-Qlutamilmetitamida (GMAD>. Por lo tanto, el fenotipo de
sensibil idad esta sometido a la misma regulacion a la que
esta sometida la sintesis de GS por el sistema Ntr.

Tenemos varias evidencias de que el verdadero tnhibjdor
es 1 analogo GMAD. En primer lugar, las concentraciones de
metilamonio requer idas Para inhibir el crecimiento son
elevadas; pensamos que estas reflejan la baja afinidad qQue
tiene la GS por el metilamonio (Barnes et al., 183>, de
manera que para que la GS pueda sintetizar concentraciones
intracelulares inhibidoras de GMAD se requiere suministrar al
metilamonio en cantidades suficientes Para qQue pueda ser
metabol isado. Concentraciones extracelulares tan altas no
estian limitadas por e]l] sistema de transporte de amonio para
entrar a la célula, ya Que la permeabilidad de la membrana
bhacia este tipo de compuestos es elevada (Kleiner, 198S)> >
por simple difusion debe ser capazx de alcanzar niveles
intracelulares suficientes para ser metabol isado. La Kem del
sistema de transporte por metilamonio es de alrededor de
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346 pM, por 10 Que se esti usando un exceso de

mas de tres
ordenes de magnitud por encima de

la Kem o Adn con
concentraciones no totalmente inhibidoras de metilamonio C(por
ejemplo 10 mM) este sistema estaria

completamente saturado,
lo que

indica Que el paso limitante para cobtener sensibil idac
no L 23 l1a entrada del analogo a

1la célula, sino U
teanasformacion para la GS

al verdadero inhibidor: GMAD.

La importancia del metabol fsmo del

metilamonio Para
obtener la inhibicion del

crecimiento es evidenciada pPor
dependencia de niveles inducidos de GS,
sensibil idad hacia

la
s5in los cuales no hay
concentrac iones extracelulares

elevadas
del analogo de amonio. E1

crecimiento de cepas incapaces de
ba jo condiciones de limitacion de
nitrégenc, por tener mutaciones regulatorias (glinl:1:Tns o
las mismas concentraciones
provocan una inhibicidon total del

puede inducir normalmente.

inducir sus niveles de GS,

QlnG:iTnS) no es inhibido por Que

crecimiento cuando la GS se
Pudiera pensarse que este
efecto de la mutacion regulatoria
decir Que el blanco de la

es un
independiente de GSst s
inhibicién solamente fuera inducido

®n una cepa Ntr~., Sin embargo, las mutantes resistentes
descr itas en este trabajo son Ntr~, % presentan < omo onijica
alteracion Qenética mutaciones estructurales no polares.

Estas cepas estin alteradas especificamente en

la capac idad
biosintetica de la GS,

b por lo tanto son incapaces de
metabol isar al metilamonio y convertirlo a GHAD, como lo
demuestra 1a casi nula acumulacion de este

analogo. Hemos
presentado tambieén evidencias de

Que cepas mutantes con
niveles inducidos de actividad de GS en condiciones de

¥ Que sONn superiores a
cepa silvestre, manifiestan
metilamonio,

limitacién de nitrageno, los de una
hipersensibil idad hacia al
1o Que nuesevamente refuerza el

papel qQque Juega
esta enzima en e}

fenotipo de sensibil tdad.

La sintesis de GS ests regulada por el complejo

sistema
regulador Ntr. Por lo tanto

existe una relacion estrecha
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entre éste ¥y la sensibilidad al metilamonio. Podemos observar
que todas las condiciones fisiologicas -on las qQue LY 2
manifiesta la sensibilidad al] metilamonio son condiciones de
act ivacion de la sintesis de GS, donde 1a tranwsc ipcion

proviene del promotor Qalnap. AqQuellas condiciones
fisioclogicas donde 1a transcripcion procede de Qlnopl no
generan niveles suficientemente altos de GS como para

alcanzar niveles inhibidores de GMAD. La dnica condicion qQue
hemos encontrado en que la GS estas inducida y el metilamonio
-s inocuo es en presencia de concentraciones al tas de
Qlutamina como fuente de nitrégeno. Este efecto de la
gilutamina parece indicar Que ésta es capaz de competir con el
an&logo sintetizado por la GS, aliviando ast 1la inhibicion.
Esto puede ser interpretado, ademaAs, como evidencia de que ol
verdadero inhibidor es el analogo de glutamina, y no el
metilamonio. Actualmente no sabemos a qQué nivel actda ol
inhibidor. Una posibilidad es que inhiba algadn paso o var ios
pasos esenciales cel metabol ismo de Qlutamina. Este
metabolismo es bastante comple jo, ya que la glutamina actda
como donador de s3u grupo amido en muchas vias biosintéeticas
(Stadtman, 1973>, por 1o que resultaria demasido especulativo
el tratar de mencionar un solo paso metabdlico como el blanco
de la inhibicioén por GHMAD . Otra posibilidad es que este
an&logo pudiera incorporarse a proteinas, c omo ba s ido
reportado para analogos de arginina <Celis, 182> y de
prol ina (Ratzkin y» Roth, 19783 Ratzkin et al., 1978)>. Sin
embargo, ha sido reportado que el analogo GMAD no sufre
aparentemente ningan metabol i smo ulterior en varios
procariotes que no pueden utilizar metilamonio como fuente de
nitrogeno (Kleiner, 1982; Barnes et al1., 1983)>. El énico
efecto fisiolégico reportado para el analogo GHMAD as el de
inhibitir al acarreador de amonio de A, ~jinelandii (Jayakumar y
Barnes, 1984)>; otros analogos de Qlutamina son también
capaces de inhibir al sistema de transporte de amonio de
K, pneumoniae (Kleiner et _al., 1983 > la misma Qlutamina



tiene un efecto inhibidor (Kleiner
Servin-GonzAlez y Bastarrachea, 1984). Por 1lo tanto pudiera
pensarse que la inhibicion de)l crecimiento se debe a que al
anadlogo G4AD acumul ado inhibiera al
Surge la pregunta, entonces,

st a21.,

acarreador de amonio.
de si ®]1 acarreador de amonio es
esencial para el crecimiento de £, coli en

condic iones de
limitaciétn de nitrogeno, al

igual que Para K., pneumoniae
(Castorph y Kleiner, 1984). El hecho de Que cepas alnG- de
E: csQli, incapaces de itnducir la sintesis del acarreador de
amon jo, presenten un crecimiento relat ivamente buenc con
concentraciones extracelulares bajas de

amon io como dnica
fuente de nitrégenoc {en

las qQue una mutante Amt— de
K. pneumonjae no crece) sugiere que este nNo es @1 casoc. Esto
E:. gcoli @3 mas eficiente que
K: pneumonjae en la vtilizacion de concentraciones
amonio, por 1o que pudiera no haber

estricta de la presencia del acarreador.

pudiera reflejar el hecho de que

bajas de
una dependencia tan

Es evidente qQue e

requiere de mas experimentacion pPara definir el mecan i smo

exacto de inhibicion, =i bien

resul ta aparente que la
sintesis de

GAD por GS es requisito necesario.

Una de las posibilidades mis interesantes del empleo de
anialogos es la de poder utilizarlos

como herramientas para
real izar

estudios fisiolédgicos o geneticos.

Creemos que, para
@] estudjo de la asimilacion de

nitrogeno, ol metilamonio
puede resultar un candidato interesante. Por e jemplo, dado

que la sensibilidad al metilamonio depende de los mismos

que depende la asimilacion (la disponibilidad
de esqueletos de carbono,

factores de los

la disponibil fdad de nitrogeno y la
actividad biosintética de GS>

es posible que e pudiera
utilizar el

fenotipo de sensibil idad para conocer el grado de
l1limitacion al Que se encuentra sometida una cepa.
entre mas severa sea la

senwibil idad,

Creemos Que
limitacidén, mayor seri la
va qQue habra una GS mis activa,

menos amonio Yy
por ende menos glutamina

intracelular.
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Este traba jo demuestra que se puede utilirxar el fenotipo
de sensibil idad con fines genéticos: nos ha permit ido el
aislamtento de cepas con mutaciones ya sea estructurales o
regulatorias, Ademas, @1 tipo de mutaciones qQue Pueden ser
ais]lacdas depende de una de las caracteristicas particulares
del fenotipo: su dependencia de la disponibil idad de
nitrogeno. Es interesante hacer una comparacion con otro
andlogo de glutamina Que ha sido también utilaizado con fines
genéticos » que tambieén inhibe el crecimiento dependiendo de
l1a disponibilidad de nitrogeno: la metionina sul foximina
<CMS) . Este analogo de glutamina es capaz de inhibir
irreversiblemente a la GS y ha s ido utilizado para aislar
cepas mutantes resistentes las cuales poseen uvna GS alterada,
la cual es ahora insensible a la accion inhibidora del
an&logo comeo consecuencia de mutac iones estructurales (Miller
¥ Brenchley, 1981>. La sensibil idad al metilamonio v la
sensibilidad a la 'S se presentan en condiciones opuestas de
disponibil idad de nitrdgeno. Mientras Que el fenotipo de
sensibijlidad al metjilamonio se manifiesta en condiciones de
limitacidén, cuando la GS se encuentra inducida, la mMS en
estas condiciones es bastante menos eficiente como inhibidor
qQue en condiciones de exceso, Ya que aparentemente tiene que
titular una mayor cantidad de moleculas de GS (Osorio et al.,
1984> . Como consecuencia de lo anterior, cepas aQlnG— que
sintetizan niveles anormalmente ba jos de G5 manifiestan

hipersensibilidad a 1la MS, 10 que ha permitido el aislamiento

de mutaciones regulatorias en el promotor QlnApl <Osorio
et al., 1¥984; Leodn t al., 1985> . Nuevamente esto es en

contraposicion al fenotipo de sensibil idad al metilamonio,
para el cual cepas g@lnG- con nhiveles ba jos constitutivos de
GS son resistentes, y para el cual 1a hipersensibil idad e
obtiene por niveles de GS super iores a los normales en
condiciones de 1limitacitn, y Que muy probablemente afecten al

promotor qQlnAp2.
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Una de las razones por
fenotipo de sensibilidad
Es €014 @ con el
este anslogo para

las que hemos estudiado el
b4 resistencia al metilamonio -n
objeto de investigar wi

aislar mutaciones
sistema de transporte de amonio.

pudiera emplearse
estructurales en el

Originalmente pPensamos

que
este aislamijiento deberia ser bastante directo:s =i hay
sensibil idad hacia el metilamonio, basta buscar mutantes
resistentes, las Cuales desben estar afectadas en el

transpote. Desde 10s primeros exper imentos, Nnos dimos cuenta

que l1a sensibil idad era un fenotipo mas complejo
este planteamiento inicial,
fPor 1o tanto,

de lo qQue
relativamente simple,
dec idimos primeramente estudiar el

sensibil idad como tal.

impl icaba.
fenotipo de

Surge ahora la pregunta de si contamos
va con las bases para disefar un

método de selegccion de
mutantes afectadas en el

sistema de transporte de amonioc
1o Que sabemos de la sensibil fdad atl

seria necesar io

con

metilamonio. Creemos gue
encontrar aquellas

condiciones donde el
crecimiento sea inhibido por concentraciones sumamente bajas
de metilamonio, que fueran dependientes del sistema de
transpor te para entrar 2 la celula. El hecho de hater
encontrado que en ciertas condiciones de crecimiento <por
e jemplo con prolina como fuente de nitrégenod existe mayor
hipersensibil idad, aunado al hecho de que esta
hipersensibil idad tambieén puede ser alcanzada por
alteraciones genéticas Nnos hace pensar qQue, =1 se dirigen
esfuerzos especificos hacia tal fin, se podria disefar un

método para el aislamiento de

mutac iones estructurales
afecten al transporte de

amon io.

qQue
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Tabla 2.

Actividad especifica de glutamina sintetasa de las cepas

MX614, MX302 y MX960, con diferentes concentraciones de glutamina

como fuente de nitrbgeno,

{nanomoles de f-glutamilhidroxamato/min/mg de protefna)

Concentracién de glutamina en el medio (mg/ml)

Cepa 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
W14 (glaale') 100 nd ndo nd ond 940
MA902 (glnG::Tns) 050 4 @ 0 4

MX960 (glnL::TnS) 1580 910 750 440 30 330

n.d.: no determinado



labis 8
Actividad espectlicn de las cepas MG, ML y
MUGU, con diterentes comentrationes de BiG LY cone fuele dooaitrBgeme,

(nanomoles de {-ylutaai Bindvorasato o gotesna )

Concentrou e di 'i“l'l.l el wedin (a{-])

Cepa 1.0 ¢ 1.0 4 L]
HX6M {ynls') 1 0 40 o 240 14
X302 (y)uG::Tah) H 5 L W 40

Mxys0 500 330 1490 130 100



Cepa Alelo Glucosa-NHX 1S mM Glucosa-NHs 0.3 mMt Glucosa-Arginina
MX414 Q)nALGe 140 ¢100%) 1 080 ¢100%) 700 C100%)
MX1231 qlniO1 200 ¢143%) 2 410 <2237 2 200 <3147
MX1251 qlnpt02 130 93> 2 120 C19&X) 2 420 €(346%)

Actividad especifica de T-glutamtltransferasa (nanomoles/min/mg proteinal

Cromosoma

MXe81 HMX944 HMXP41 MxXP13
Episoma glnA&sLG alnAZitsTaS olel82:: TS alnG74:13Tns
F’14 glnALG* * + - -
F 14 gIn10} - - - -
F’14 g1n102 /- - - -

+ = crecimiento en presencia de metilamonio 10 mM en medio minimo con
arginina como fuente de nitrogeno.

~ = crecimiento inhibido por metilamonioc 10 mM en @] mismo medio.

+/- = crecimiento inhibido solamente de manera parcial.
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cis-dominant, glutamine synthetase constitutive mutations
of Eschcerichia coli indcpendent of activation

by the ginG and ginF products
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Summary. Mutints revstant to 6 pA L metnonine. o sal-
foxtmine (MG} were notated or gluocose mnimal 15 m\y
N medium plates from Locherihng ol cells which were
hypersenstive to this concentration ol the analopuc hy
virtue of thor harbonag ¢leG m sn MS-resistant mu-
tants derved trom strian NMXS0D catned. B addition e
e gIAG Y Tot ulicle. mutations tphthy hnked 1o ginA.
as shown by Plomediated tranaduction expenmenty One
particular allele, gfo- . which suppressed the M snsto
1y conferred by eln€ 740 TnS but Aot its Nuo phenoty pe
Mability 10 anspert and ublize compounds such s
nire or probine as the calv aitrogen sources) was shown
e allow Comstiuting expression of Flutanune sy athetase in
the abecret Nut onty of » function sl produc but ale
of 4 functional e/m# product T behavior was found to
AR " Ation exg Swih b1
merogenotes Inan .n)nmm— Wil -ty pe gencin bacharound
asan MX9 g vl xind Ty howeser
Pormal activanon. meduited by the ¢t and il produses
was preferred over that mediaicd by ¢im. ™

Introduction

Cilutamine spnthe o« G plutamate ammonia lpase (ADE
forrmng). EC 631 2118 one of several proteins of entenc
buctena whose syathesis s regutated by the avaitabibny ot
nittogen 1 the prewth medicm (Wootfolk et af Ban)
Under nitrogen fimy noasin the prosence of glutamin
Rlutamate. arginine. proline o low concentrations of am-
monum 1ons av the oaly pitrogen sources. glutsmine svn-
thetase 13 o I The addion of hegh ton
concentrations fu the medium causes reprevion b o moul
10 1o 20-f0ld. Eaxpenmental evidence obtuined i different
laboratories indicates that the products of several genes.
KinF. gind.. ginG;. and glnls, appear 1o mediate feguidtion
of ginA. the structural gene for the glutamine synihctase
monomer. presumnahbly at the transwnption level (Ruthwen
et al. E9R0: Pahel et al 1952 Gaoldie and Magasamb 192,
Guterman ct al. 1982) Theee genes also regulate the exproas
ston of other operans or genes whose products sre involved
0 the transport und utliration of 4 number of orRamic
iy dinc. arginine or pro-

Otiprint reyueses 10§ Hastarcaches

* fresnr adlien Centio de Investucation wbee | gacn de
Unisersdad Nacionsl Autonoma de Metioa, Apar:

geno
udn Postal $63-A Cucrnavaca, Mor . Moo

nrales. Mario Rocha®, Alcjandra A, Cosarrubias®, und Fernando Bastarraches

nal Autanima e Moy

hine, the previousty named Rex phenotipe (Padcl <ot Tuler
1979, Guteeman ot al 14952, MacNeil et a! VIR hatet
Aamed 1he Ni5 phenotype (Mapasarih 1982y winf muta
Gons fiest diseovered in Salmonella 1 phimsenon by Gt
etal (19775 ure owated at mun X6 on the Lacie eicbig ol
map (Bachmann and Low 1980) Cclls caersmg o mutant
cink are plutamine requirers. € g L 1hey svithesize giutamine
syathelase 19 amounts even lower than those toumd under
extreme repressing condiions g/af mutanis 1At 1o the
Citn* phenotype at trequencies of about 10 " Mo of
the Fevertants carry. 10 wddition to the onginal e/nb muts-
thon, secendary mutabions o peae closels mked o
named xinGon Foole abiel e l\l\r 19795 and ek
sn N npturar s (K st 1l 10T A alrcady men-
toned. gt muiants ate Gin® Thes e wee Lo conat
tutive levels ot plotamine anthetase amd are abso Niron
cither a0 einb S or Rackground  Recent csnlene
VAT arland Ctal 1an ) andicates That ginte cor wink s
B one but two pones The relatine snentation of These
penes i the § cale chramosome s pol 4 xeine vind
wtn . rha.the direction of Hans Option of the three genes
Occurs i the same connterclockwise ditection CHacknan
clal 1981, Pahelctal 14X}

On e basis o therr results, Mok arland of al 19
Bave proposed a moedebin which the v £ oatat el produ s
TUNCUON s o FEpressor protem o ples Tar gin 4 aod other
nitrogen-controlied genes The reprossor comples may be
avted upen by the el product ¢ il dols o thraugh
4 catalytie el molecular wenehn pioaduct, s converting
1110 3 form with positine recalators
sator

Nince the trameshift mutanons o A arland etal
CEEST i ether eind ot xeinG aitecivd eniv the espressan
of une protem praduct but ot thet of 1he other, and snce
we hnow that frameshitt mutstions are hihly polar, 1
probable that xinl. and e/l helong o Bilcrent transnp-
tonal uois In suordance with these obsrations, B
man etal (19a13 have deswribed o deletion stk vind
which s nonpolar (o el in o plastid contaming 1he whole
glnA region. Nevertheless, xinl. mutations polar 1o inG
have alwo been solated by G Pubel (guoted 1n Chen et al
19X2) According 1o Pahel €1 ab (19821 ¢lnd and elnle are
Ccxpressed under miragen-hmiing grouth condifions as
xingle transonptional unit, thus the 1hice penes, gin 4. ginl.
and glrG SCEm o Cconsllule an operon Mot ol the eve
dence 1 support of the apcrun model wmes Trom studees
on f-palactosdase cxpression of Mudl the ) ascrlons in
RinA. RIAL oF cinG (Rothstein ctal. 1950, Gutermian ct al,

s e e L an




T9N3; fahcl 6t al. 19N2) and Irom suppression of the
Phenotyne of xlad pointt mutants by # MUrsHons (Culers
man etal. 157y

1ns

Goenetee Procedises. Preparation of 01 Bsates and the proto-
col for transductions were Gz 10 Mitler (1972
NMerediplind atrains were contrinted by tramfer of 1713

he p of g or starting
#fnd_ and beng nesatively controfiod by the i
hax boen supgosted (Fahel ctal 1952, Chen e
Extdence is also avitable o1 the prosence of ¢ functional
promoter trregtibing onh the afrf, pene O esar
Lan preparation) Indeed. if capression o thewe penes
s achicyed b Acnies of orerlapping MRNA franwopts
depending urson the ualits the guantit. ol the mitrosen
source avibable for growth o wil be oo capovtes! This in
11 agreement with chaerations indicating that some eapres-
son of win€ takes place 11 stre which g/ 4 1lhahet
wrd Tyler 1979, bl ct at IND amd N,
19R2) o el l. 22T asd Bastarnachou uepuhlished d
huave been mutated by anwertions
We have clarectenized o number of et minianis and
hase found, 10 addibion 1o thesr Tow Jovel constitatinaty tor
glutamine synthetase and therr Nir phenotypes, that thes
are oo By persensitive to the slutmime anatoruc 1 -methio
minc-ug -sullovas 1e (NN We have used MScresntamee as
u sclection marker for weld-Iype tbiaants s croas
involving gelafs mutations, as well as Tar complemen
cxpeniments with B 14 mermenotes Sciection bor Maare
tang rosert st the zmind, 74 TS allele Ted 1o the isalat
of ¢domtioa 4 mutateas Lehthy Bnked o xin £ which
Allowed ConsLEating sy athesis of Slatarring sy Gthelaw inde
fendins of S ke G el el uder othersase
LERRIORGIG ter ey vordilions s sesulis imdate thas
wht=Th miay Ue i the controd regior o8 the e/ 1 ansenp
P neten T ot i abon and peoe
st all, by the normal eepnt
ootk s N

repressible, of
snthe perec
maodel

framewor

Materials and \ethods

s AN -
and are lmcu i Table |

Cod KD

Hits were donatives of 7

Culture Medns The NN mmmmal and the comples Luna
media used hase 2en deseribed (Covarrabias ot ab 19sth
Additons to minial mediinm. o Tl coneeniratons, were
as follows. €, 02 plucose, LA and HAL O S m\ and
15 mM ammonium chionde, respectrely, gln, t-glotamine
(1 mg mb The ulihrzaon of 0 2% -arginme as the only
mitrogen source (AU ) was osed as an mdicator of the
Ntr phenutype. Other supplements of munimal medium
aatinfy nuintional reguirements were added il predeice -
mined optun nLentrations ranging from S - 10 * 8 o
210 M. Glutamuine ausotrophs were mantamed n
Jdants of Lune medium supplemented with 1 -glutamine
€1 mg mi) Merodiplond strains were mantamed on shants
of mimimai mediem wubout soleuane and saline

Lsodation o Murants Tns wserions were nolated followimy
infcction o) MX6TS (Table 1) with o Kan2 (Berg ot al 1975)
Pl iysates were then prepared from pooled samples of o
Lerge pumber of hasuamscin (esstant (Rm) imdividual solo-
mies. Followng transducton of MX 727 (el £770-Tn Sy, se-
lection wus made tor Gln' [Km' Aut | colanies which
wrned out 10 carry TRS nsertions st cithicr @t or eint

fram ABI206 of s derivatives (0 approprate
reciprents and selection for v complementation. Since
13 merudiplods consiructed 1w re 456 bachground
were highly unstahie, alt wur fecpenis were see(* . Ther
was verdis Dby conng with et or-
nge (Bast: amd AW illerts 1968) The pold penuoty e
sas revognized by ity senutiary e mum|m=xmnm.lr.m.n=
(e T ucim and Cairns 1909 ane the Tas transposa
MO PEMALANCE T hanamyan at W mb Cunree of \1\0*7
GG TS TES) Lram s ransposon was acticved by selecs
Hen of AetT [Km'] spontansous teveriants

Colictaasmume Sonthetase Ao The cplutamy | transerase
avvar s, the Preparation of cellliee eatfacts and th
detecmimation ot the ke state of adenyhistion. were
an previousdy reported (Cavartuhas ¢t al 198 Speatic
ALUVILIEs wrE gIven as nanomoles -glutamy] hydrotomate
tormed Per min per M proten b 377 O Protenn was deter-
mincd by the method of Lowes ot 4l 11951) usng bovine
~erum alhumin s o standard The sorcenme o imdesdual
colomes Lo hagl consniatine lesvl synthesss way carned
L wsing the gualitaning aasay destbed by Pahel et al
T

Newtathi vor Habiln
uang pur

MOdIZAOns were cale
it n 5 umx.u. ctal 197 tram
.|-.m..| Probes pACIY Lod pACRID pACRY carnies an

coit DNA Chiomoser at et o1 apprawmately
T CRb ahat contuns Ahe sl t pbiland gl genes
Frg 21 pACRIN o pIIR 2D Carvine o Te S inserton of
unkoown  Lecatien f hromosomal DNA Trom sarine
MNGLS and MXYO2 was punficd (Marmur 1961) amd di-
Rested to Completion with endonuvleases Bt and 2l
The drpested muintnres were subiected to aparose gel electso-
phoress and the DN AT teanslerred to narocellalose paper
ISChIccher andd Schuel HAKS) tar by hndization apaeost
mck-transiated pACKY 0 pACRIT DNA'S oy deseribed
by Southern (1075

Reavenns AL Lmnce acnds amd stamrms as well s the 1-
methiomne o sulfounnne weee trome Spma Chem Coo
St Lo, Moo USAL The restoction cadonudieases were
punticd bs the procedure of Greene €1 al (197%) The plas-
mut DNA"S used robes were Lebeled using a tck-trans-
lanon kit (eode PESIO0) trom Amersham fiiernational,
Huchs, England Al other reiapents and media used were
Of anaiyneal ¢

e

Cooncrn Noemencfatiere I as much as the gene desgnations
wlodl bt and gt have been uwed oxtensesely an £ code
tsce for instance Chen on al. 1982, MacNeal et al 1982) they

re preferred hore over wed, o and a, thar counter-
Parts a0 S Sopmntueuen (Ml arland € al 1958 ALl other
Fenniypic symboly are those recomancnded by Buchinana
amt Low 11980} The genotpie deagnation s, for the
mutation ted  wah o the MY resra e of strain
NUNE (Table 1) s wentatne. Allcies @i 470 and
IXZN e

TR are those provaousds hnown as e 420 and
el A2 Tns (Corarrubus ¢t al (980, Bastarraches ot al.
19507 MacNal 19512 Pahel etal 19521 respectively.
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Table 1, Bactenal steaina

Stean Genotype Saurce o derivation
MXeta Stpwabich guldD SN theet Bustarrachen €t al, (7M1
LYENST Wpermdan) SEal at0i ban) eS80 thi- | Bastarrachen et al (1R
xres T & pr AT Bie VT RGIRD op LN gl 470 thisd hidSe am w Covarrubias et a1 (19503
MXT27 Aprobacy Gl rts Fid ddve-nli gln 470 ToS th. Wastorrachca 1 4l (19s0)
MNXT™M A peemtach palt ifv-a5 gt A1 TnS rhet PLOMNTIT) « MXB14. K’ [GIn | selection
X7 Hpeariot Aleal arrs s v sl 880 s TotTat Bastarrachen et al (19
theet Lt
AR1206 A2 103 100 V1 supddd K3 hin-d opads B Hakmann
OV20H Earedfy thi-1 F13
MXN1Y proA2 ipe-3 doc Y vuptdd ulKD hived rpd N 1 1hy] metanesuiphonate mulagcnous of AHI206
.ml,mnr.....:u.mu DRTEr
MXK21 PruAl et vk 44 CalK2 huoed opel P1OMXTIT) o MXKIN RBa* (K Gin ] selostion
JI)I.IU ’ -uglh Vit K4 g At
MXR22 e 8 e V1 sup a4 SulA2 heed rpa LS P1UIMNTIS) - MXATE Rha® [Gin ) selection
RN i R e
MXB8 prordacy gull gint T8 To S doAs et IMNE1S, L Kan? infecicd) = MXO61S, Km,
cotransductble with weet
MXB50 Sttt aite piot R ARSI Yt A BT Hleat induction of MX T2
Tnd shu-t Lam
MXHS2 eehecd -14ru/ul“ Poeos b s AN St 4o ohas Heat induction of M2
et Lot
X000 Pro A H0e e VT upd 95 00’ h S hoed ey PEOMR0Z) = ABIZ00. Kim® [Aut T ~clection
Ry PNy R PR S I I
MX902

.l(/-u- e ¥ RIS AN sl T8 TS st

X914

T

x9S Sipeartony Aeal urts et suph deensn gonETd Tos
ORI LA baay the-d Laom 8t

MX92? Mprachact ColE le-nnt ginted RS gln-"6 the

X929 M pearsloc ) walE AN gin-T6 i 1

Mxn Speihc b Roth gin T4 TRS deann gl 76 the

MX932 preedas ) Ealt 16N ginGTd TaS thiet 1714

MX93) prodan b Bl e ANG plnGTE IR the ] UV et 475 Tt

MX936 Spromdan t gull AN gnG e TS efn"h el £14

MX037 Aty Kail iyt xinds "8 TS gin Aok 1T L4
wina7t 1Ins

AMXant Hprombiac) Rall: €l E7A TR (A8 gIn-Th biee § amsred

X982

Apro-tuc) matt €md T TRS o680 gt T

WG putat el 4t 4 poddd

R

Fin-To chil

[ paper
Precise exsision of Tnt s MXS0
FIANIRNNEN - NI R ciecten
MY spentancous mutant of MXKT

AutT [Rme] spontaneaus densative of MX92T
F1IMNKLR = AINOD0 . Km' {Aut | selechion

Mating ABITO6 « MEXSO2 1N 1§ sebecuon
Aatag MXAD) - MXSOIL 1T {EHe T ] selevion
Mating ABI206 « MXYIT 1
Moo MXSIE O AINO27 1

v [Hs T selesnon
L T ] sbectson
MY apontancous mutant of MX931

S spontancous mutant of MY

MO Gomer-Fachelmann

Result

M persensitnay to L-Methiomne

-Soltoumine
of gInG Afutants

The GInR phenutype of £l mutants 10 entene and other
bactena 15 characterized by an inabiliiy 10 transport and
wtilize compounds such s arginine. proline or histidine as
the anly mutroyen sources ¢ . the Nir phenotype) and by
a low lovet synthetase
(Kustu o1 ol 19794 Banel and 1,:;: RV
known irresersible mhuh-mm ul plutamine vy nthetiase by
the ~ulfaainmune (MS)

1 ibe presence of ATP (Ronzio and Menter 1968, Ronao
€lal 1969, Rowe et al. 1969, Manning ¢t al. 1969), we rea-
woned that cells synthesizing small amounts of this enryme
“hould be hypersensiting o MS. lndeed. we have found
that all the ¢/né; mutants Of £ (oft we have tested ure
hypersenwmine 10 MS AL S0 uM AS in GHA medium, xtnG
cells fail 10 grow while glaG* ceils do grow (Fig. 1), In
the presence of glutaming as the only mtrogen source, MS
whibion of growth of erther /G~ or cfnG cells was not
observed . methionine alo presented the gronth inhibuory
effevts of MS un MX902 celis after o prolonyed lag sFig 1

Asling aod Bridgeland 1972: Bettendge and Ayling 1975,
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Fig, Vo Corowth rospunses of staams MNETS Gk fopes amd
MX9O2 (gimt:74 Tnd) 30 mumal mex
without (G K At M8 8 tunstion o
MXA14. b, MXH0? & and £ GLA medivm
medium. © and £ Ggin medum. d and b
LM 4 Lmethronine

T wun ce) o1
mtiopen sourve a-d

GHA medium plus

Genetar and I'M sl Chapste ferization
of the etnG ™4 TnS Muraneon

LG MUtANONs Lan be ok

£d G1thct s SupEes e ot wind
mutations or as Nir  mutanons tghtls hoked g 4 The
PUrnCular mutation winG S s olated by the Later
provedure but 1t was ablc to suppress the e/~ 1 In¢
mutabien. In a conqupal cross made hetween the A1 20e
dermvative, MNOOO, carrying @laG: 4 ThS e the |
genote, av donor and MNOUS, 4 el
of the MXESO deletion strain (Tarie 1),
ohtaned §7%. Gl (Nir
ductanis
Al the phenuts pu propettics of the o/t6i™4 To< allele
its low level comtitutinity for glutamine synthetase,
ARty Nt and NTNY PREnOTYPen. ware shown T b recee
ane 1o the wild-type allele as shown by complementation
of MX902 cells by the F'1d merogenote carrying the catire
wild-type glrd remon (sirain SMINDRD] Tabie 3 Celle of
st MX93Vearmying g€ 74 Tas gin 4 on ihe chromos
vome and x/nG" cinAd71. Tnf on the F-meragenate (Ta-
ble ) synthesired normal. regulated levels of glutannos sy ne
thetase and were MST In agreement with the obsersation
of Pahet and Trler (1979), no camplementation for Aut’
was obscrved i these cells, Pabel etal (1982) have ex-
plained these fesults 10 terms of the polanty excrted by
tran on capreson of GG on to it
swrption of this gene trm 4 it
sent 10 activate Nir expression bat
ulficient 10 actisate a1/ 4 CAPression in rram
/G T4 TRS was Tound 1o by 939, hnked 1o o 1 and
70%e hinked 1o pold a0 P1oilmsducion evperments 1T
21 These results weee consestent with thoswe obtimned

Tete
Ins denvative
as reapent, we

) progeny among the I sens

Table 2. Mupping of ¥/G™4 TS by anahton

Pldoner  Reoiprent Marker Cupras
B T vy
So- (U™
lectod  stestad
Wit [T Autt MAS 700303 ey
el A1) etnts¥e . TnY)
MAVOT MNT2Z Can A NS e e

AMAMS. Methyl methaneulphonaic. My
mune The supctw!
"0t M

Th aut
P A T A A A

1N Crosses with motants varrying wetl-defined delet
tering the et repion ot
MNYO2 (e T TSy as

s ene
AnMtuchonal Chisses using
4 tevirent and Pl opropagated
on ather MNXSO SglnG glnl. chrd | ehad or NX#S2
Aigln A shay we obtained GinG  recombinants only with
MNNE2 but not with MXBS0 as the donay
To bate the giaG ™4 Tnt mutition muore procsely
Southern fype hybndezanon expenments were Carried vut
ustng the twor plasmids, PACRY. which catties the w4
wind. winG region (v 2 and pAC RI0 . denative
of PHRI22 carrving @ Tas insertion as probes hew plas
mds were mokh-transtated and bybrdizad aganst chrom
mab TINA from sttans MXe1S cwild-aped and SEXo02
eG4 Fat previously dieested swath vndonucleases
BumBband ol A shown i Fie A b B (-2
DPNA fragmments from MX6TS were foand o s bedize with
PACKI DNA Three of than scomimgph corresponded 1o
e mternal PACRI BN region. e smmibar Nands sere
sbserved i the pACRY s pACRD hybndizaton o e TAY
The tem

proeni reptesensed The nctiene b
tween each ot the ends ot the chromosemmal DNA Tragment
Garriesd by PACRI dnhe wase of the M Bridizanon of
NENGD . e diappe
the oAk BI-POL ragnient Instead o agimonis
O 2 TTRL and 2SS A were vistkaliacd
cate that the w6 TS inseroon
3OS Humtll- Pl fagoent approvmatels 2 77 kh trom
the A1l ste The dats were —ontinmad By resufis ob.
fained using PACRID DNA as probe g 2A) O by
Brdizanon results. theretore, are s vnsrstent with the conddu-
08 That the hn oS wmsethon readihy 1niettugs the
winti gene sequence (Fig 2C)

These eosults indss
imvuered nade the

»

Feoliation ap C ottt e Muteations
tor ll/uhnnuu Nunhctase s SuPpr s
of winG

From MNatd cells, we solated and charactenzed 17 inde-
peRdent mutnty carnang EnS mserions tehity loked to
A P transduction eaperiients Most of them were
SHown te ke msertions 10 g6 hul o few Were sasertions
in winl that were polar 10 € Yt all swere MS® and
Aut Nane of the ¢l . TS inwernons reveried 1o Awt
N the presence of hanamyein. but they dud revert. 1o the
MSY phenots pe whether ur N0t hamunac was presnt an
the seleciion medim. Siran MNOOZ Lo ostance, reverted
1o ME G g trequeney of T 107 Ten ondependent MS
Fevertania from if in MNSO2 were sorcenad Lor glutanuse
Sy Athctase actinaty alter growth on GHA medvm. Spootic
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Fig. 2AC

Wotting hybrdiza

0 of Sum ] e £l digeis SUNINGTS and MXV02 L ol chromosomal DNA'S with MPpAC
-3 or SP.pACRIO (lanes 4 61 DNA'S as probes 107 win€s and InS.

Llane VU MXS02 v pad B2

aar 3 PACRT. € Diay o the
[$ WRER L dane &

and I AAh

lane 4. PACKI s p

sorral DN and the
tranwnpuen

activities ranged hetwcen 370 and 190 The AN stram
With the luphest glutamine synthetass specilic avtivity uidet
Othersise fepreaming conditions was selected for detared
~tudy.

This MS' revertant strain. designated MN827,
sized high constitutive levels of glutamine swathet
failed 1o UOLZE argUne 4 4 nitropen souarce Clable 3
Thus. in sddition to the ongaal Alnh'J s mutation,
MX92T carned a secondary mutation t uppressed onty
the xinG funcuons related to xln £ xpresson amd not those
felated 1o expression of the Aut”

sytithe-

Phenoty pe
AMapping of eln-"6

P Iyaates lnudt on MXU2T (elnGTS TS wim o) were wed
MXTIT . NNR2I pn)lulruph\ et ae TS e
found 10 cotransduce K2%e and 967« with the wild-type
chr regons . W othe w471 Tns
and el A "0 mutatons, respectively ( Lable 33 This s cona-
tent with an ordefing of the mutations av ¢/mG™3. Tns-

To € acrtinrn an MN®OL, the HamH ites of TR are not shos

R (lancs

respectively A lane 1. PACKD vy pACK2. tanc

line 5, NMXGTS va pACRIO, Fiane f. Ao 1a BACRIO
0 e it o

tanan

< AtEnm top o bottomt worrepond to Beml-TnS mternat Traemenis white
(q\»undn are fusions hetucen Tn$ and 1he chromasome

crosshatched bars 1w In® Th

The hiack hars sarrepond 1o
e arfows indicate the dircvnon of e

SAA TegnATE TnS The Gt that all e whi
1 Tas transductants fron cither cross s comnher-
wed xcin- "6 was indicating of the trght hnkage ol this muta-
ton with gind A Third cross wits perfosmed to lovale gl
unambigousls  Phage P1owas propagated on NXAS2,
MFHR CarrIng LSeinA i with one deletion end cutting
the gl 4 structural gene near the mddic while leaving the
&inG " and il penesntact Thisly
duce MXO27 recment cells Al Aut

e was uned Lo trans-
Fecomibunants tested
were Km* (Tabie 41 Revombinanis werv expevtvd to be wild-
type Tor all e/ genes and to bave sepolated Tevels of glutas
e s pthetans wtiless they eomhers o the win 70 mutation.
Since the unly ditterence between cells carraing gphte"6 Goe..
MXO9, see below) and wilkd-type ceils (e . MX614) a6
1 o-told derepreasion of glutamine syAthetase by MO
after growth on gh ammoenom jon concenteations (Tae
ble 25 14 aindinadual trnsductants om the abote cfoss
were purified and tested for Flulamine synthetase aetisity
After growih an GHA medum All of the olates showed
two-lald dercprosaet fevels of The enzime. thus affording
e conchuseon tiat the diomosonial 1o voresponding

929,




Table 3. Phenotypc characterization af gir-7e in different gonc: backpronnds

Strun Relevant penutype Gin Aut NS Cilutarmnine synihetase
GLA CGHA Cigin
- 0 Revstant Ve ra, e g9y 1.7 460
. Resstan: . Tou 1,470
- 10
. - Seruiting 0Ky XL IR
. ESRUEET) LR RTYEY =
M 1970 (53 10y 10 (s,
+ 126 (4 Rniihdd ITT)
. na 130 1900
oM T TR AR - wa 1an 1470
I3 . et 5 a0
'~ | l-l rie 47 AnT - " L et 2130
=2in? T3 Tns (lnvt'r, oY . [RUNET haddld 27Ty
NIXIKY xind 8. . Fns rlrv t/- T . R L3kl Z2.6T0(M)
the averose siate ol adenslylation,

In Ihc cases where the
A, is indicated in parenthons,

st gerermumed

able 4. Maping of (he xin-Tn mutation B tramsduction

Butamy b rasslerase unavs it tun with a

#1 donor Hevipiont Sarher

Selected

.. b activin

naclevted

Arav2T e
G re
MY
LeNKED
Mrbargind)

TR gin-"00

§ ANEr growth of mdintn Eransdo s i GHA e 2
> Hogh lesch combia
2 fold derepressat

LOmparat 1 Wil Pe (QUannEatine s

to the £77-76 mutaton was deleted in MXKS2 Due to s
iRt nhage with e/ 4, e/n-"n, thercfore must e vers close
1 the N -terminat end of &

Svntherase
R TS

Roegularion of Ghitantin
s Steains Carevans the xln

The most -iaking feature of the efe "5 ailele was that 1
mediated vynthens of glutamime ssnthetase a hiph devels
in the absence of o funcional ofn€ product 10 tact. vells
carrying the ¢in-"p piutation made considerably more ene
yme when the cells fackad « normal aciyatimg <3 vierm than
inats presence When compared with the wid-O pe. srsim
MX614, the g/a-Tn strain had double the activaty when both
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Nitrogen Regulation of Synthesis of the High Affinity Methylammonium
Transport System of Escherichia coli

By LUIS SERVIN-GONZALEZ anD FERNANDO BASTARRACHEA®

Centro de Investigacion sobre Ingenieria Genética y Biotecnologia. Universidad Nacional
Autonoma de AMéxico, Apartado Postal 70479, DF 043510, AMexico

(Received 28 February 1954 revised 2 Julv 1984)

Uptake of '“CH,;NH7 ( wus as a probe of NHZ transport in intact
Escherichia coli cells and derivatives impaired in the Nir regulatory system. The results suggest
that expression of the high affinity '*CH,NH{ transport syslcm (a) requires de nove polypeptide
:ymhes-s. (&) is activated by the g/nG und ginFr pr s under

and (¢) is repressed under nitrogen cxcess by the ginL product. Cells ient in

synthasc activity by virtue of their harbounng the gir8B37 mulahon were unabic to activate
synthesis of '“CH,NH] transport. This could explain the inability of cells carrying g/t8
mutations to grow on low concentrations of NH;

INTRODUCTION

Most micro-organisms assimilatie NH{ ions as a sole source of nitrogen and must have mech-
unisms that ensure penetration of these cativns. Some bacteria and [ungs have mechanisms
that at ions intr y to 100-fold or mose across the cell envelope (sce
Brown, 1980, and Kleiner, 1981 for reviews). Stevenson & Silver (1977) used "*CH,NH | uptake
to an NHJ tra 1 system in Escherichia coli. A genetical analysis of the N
transport system has not been pursued in any prokaryote. We decided to determine whether the
E. coli high affinity NHZ transport system previously described by Stevenson & Silver (1977)
was under the gencral genetic conirol of mitrogen metabolism. as suggested for Alvbsiclla
preumoniae (Klciner, 1982). In entenic bacteria the latter system, known as Ntr. rcgulates the
expression of the g/nALG operon (Pahel 1 of.. 1982) and other genes or operons involved in the
transport of scveral amino acids (Kustu eral, 19790 Wei & Kustu, 1981) and in the subsequent
utilization of nitrogen sources such as arginine. prohne or histidine treviewed by Tyler. 197X
Magasanik, [982). Nir also regulates the expression of the complex nitrogenase system of X
pneumoniae (Strcicher eral.. 1973 de Bruijn & Ausubel. 1981 Espin eraf.. 1981 Ow & Ausubel,
1983) and Rhizobium meliloti (Sundaresan er al, 1983).

The products of at feast three genes. ginF, gInG and ginL. have been identified as the regula-
tory proteins involved in Nir controt (Kustu e af., 1979 A McFartand ef o/, 1981 Pahel er af..
1982; Chen e¢r al.. 1982). Under conditions of nitrogen limitation, the g/nG product appears to
act in concert with the g/tF product to activate all genes or opereons under Nir control. Under
conditions of nitrogen excess. the g/nG product has been postulated to repress transcription of
the same genes in concert with the g/nL product. The evidence prescnted here indicates that syn-
thesis of the high affinity NH? transport system of E. coli 1s also subject to Nir regulation.

METHODS
Al 2 used were £ coft K12 e Al the Gin and Ntr phenatypes were intnr-
duced into MX614 (F -, the A(pro-foc) ih 650 galE) enher by mutation or by genetic manipulation (Covarrubias of
ol., 1980 Osono et af . 1984), except for MX705_ which 13 denived from steain RR1 (Covarrubias er af . t980)

0022-12%7 N4 NI-INED SO2.00 C 1984 SGM -
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Sirains were grown acrobically on liqewd NS mimimal medium (Cavarrubias ef af . 1900) wi1h 6 2%, glucose as
carbon source, and the 1 et nurogen soutce YCH NI was oblained from New Fngland Nuclear
(WmMCimmaol . 1K GHG mmol '), apecihc activily was Jowered 10 S0 mCimmol ' with nonradioactive
CHONHT CHNIE uplahe avsays were perfirmed as described by Stevensn & Sifaer (1977) using S0 ma-
Tew HOL 72 ma-NaCl 27 glucose 1pH T 1) as aveay butler. and substituting M9 medium for NN minimat
medium 140 radiaactiniis was counted 1n 3 Packard TOCarh hquid s intdlation spectraometer using 10 mil Bray's
winbllation mivture per fiter (Peng 19771 Specific ot tivity determinations e €4Bressed as nmob methyl-
AMMONIUM actumulated min © (g cell dry Masar  These were highls eeproaductble for duplicates ot 4 given
culture but vasied from 010 35° tor independent cultures Protein was determined by the methed of Lowry
LAU- T4 CIGIstamine was obtanet from New Fagland Suctear
from Sigma NH; concenirg
<

ponradisactie CHLONH ind amine acids weee
1 were measured with an ammenam eledrote (Heckman model 325653
li-plutamate ligase (AD P foemings 1€ & 1 L 2 Jactivity was measured hy the
wplutamyt transterase esas (Covarrubias of af  19s0)

PESULTS

General properties of the VSCHLNELL trarnsport system
Several charactenistics of the '“CH (NH{ high afliniy
tevenson & Silver (197N tor £
We confirmed

transport systemn described by
coli straun ML 308225 were found in straun MX614 (Table 1)
ta) uptake at pH svalues of 7.and 9, (h) encrpy dependence of the concentrative
uptake as shown by ats inhitition by cyanmide. (¢} inhibinion of uptake by Ni1Z ions but not by
glutamate., 4nd () vanabibity in the levels of uptahe (Table 2) In addition we found that glut-
amine at concentsations equis alent o thase of NEZ ons strongly mhibited '2CHNH T uptake
(Table 1) Since we found that at equivilent concentrations neither CHLONH 3 nor NHZ 1ons
anhibited L' 4Clglutimine uptahe (data not shown), the possbility that we were MeEasuring
1SCHE, NH T transport via the high affinity glutamine transport ssstem (Weiner & Heppel, 19715
Willis ef af . 1975, Bettendpe & Ayhing, 19763 was ruled out Contaminanion of our glutamime
preparations with NE L jons was found to be of the order of less than 0 137, by mass. too Jow 10
account for the inhibitory effect of glutamine

St atien and represaont of “SCH LN transport

MX6T4 celis gpromn under nitrogen himatahion (S mMyM-NH I or 6 S mM-glutamine)deseloped a
high capacity far "“CHL NIV uptake (Tuble 23 8y contrast, cells grown wath an cxcess of nitro-
gen (15 M) or with a combination of 15 mu-NEH; plus 6 ¥ mt-glutamine took up background
amounts of *CH INET  These results supgest that synthests of the *CH L, NH,* transport
system s reguliated by mitrogen avuiabihiy i g mannes simatar o that ot several ammo aod
transport systems (Kusty o7 of . 19790, Wer & Kustu, 19%1) [The kinetics of actisation of
VSCH , NH 3 transport was measured by transderring MXo 1 deells previousls grownon 15 ms-NH3
to nitrogen himitng condiions The " *C LN cuncentratis e vapacity tncreased significantdy
60 min atter the shitt (Fig 1g) The hiphest rate was observed when no nitrogen was added to
the culture atter the shifi a slhightly Jower rate was obaerved tor cells prown on -5 ma-NHJ and
the lowest rate for those gronn on glutamine  The haghest rate oblained when no nitrogen was
added following the shift cannot be taken as evidence 1o suggest that the lack of nitrogen is the
event that triggers activation. these cells, even thouph they were washed atter gronwthon §5 mat-
NH2. probably contiined intsacellular amounis of NH; wons which could act as the effector.
The de noro synthesisof the 'ACHL,NH L carner. and its poly peptide nature, w ere alwo suggested
by the observation that chloramphenicol (33 ug mi-!) completely inhibited ts formation under
otherwise derepivssing conditions (F1g Ta) A slow repression was obsessed when MX612 celis
fully activated for "*CH ,NH{ transport were shitted to a 15 mM-NH] medium (Fig. th). This
slow onset vl repression may be the consequence of a4 prolonged tme required for cells to make
active repressor, to a long hall Lfe of the previousds synthestzed carrier, or to both,

tr regutation of synthess of the SCH N transport 33 sten

TCH, NHT uptake asays were performed on strins harhouring mulatons im seseral genes
known to be insalved in Ntr regulation. The straims were grown under nitrogen limiting or
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Fig. 1. K (a) and (&) of the high athany "*CH, NHT NLport system

of £ colt, () E. mn MXs14 :elh were grown acrobicaily on flucine/ 1S mu-NHLCL NN medium. When
they reached » tet1 units they were washed thice times and growth was continued in
mitrogen limiting media. 1.c os muNHLCI(O). 68 mm-L-glutarmne (8), or withou en (0).
G was slso continued 10 the vame 15 mM-NH,C1 medium as a control and in the three nitrogen
limiting media in the presence of 34 ug chioramphenicol mi-*, all of which resulted in tack of derepres-
1100 of **CH,NH 1ranport (@) (h) £ cnit MX614 cells were grown acrobically on glucose, 0-3 m-
NH.Cl NN medium When they reached a turbidity of 80 Kictt umifs the culture was divided and
growih was continucd in the same 0 S mu-NH.Ci medium (O) o¢ in 15 ma-NH,Cl medium (@)
Samples were taken at appropriate intersals, washed. and tested for 6un-'“CH,NH] uptake.

Table V. Eflect of inhubuors on A SCH NH L uptake by E. coli

£ oolt MX614 cells were grown acrobically on glucose. glutamine NN medium. When they reached a
of 100 Kiclt unils they were washed twice and assayed for 6us-1*CH,NH; uptake. as
oxctIhed 10 Methads [alubllors were added S min befine reactions were sasted by addition of
“CH,NHZ. Results are the means of two capenments ND, Not delermined

ke [amol munc !

(& cell dry mass) ‘) Percentage
Addition PH 70 pH YO apH 7O

Noae 138 197 —

1 muKCN ae ~D ays

S0 use-NHL,CL o4 ND 971

30 pu-L-Giutanmiate 12 ~o 72

30 pu-L-Glutamine 03 ~D 978

Table 2. Effect of rmitrogen avaitabilicy on the capaciy of E. coli to synthesize a CHyNHT
transprort system

See Table 1 for growth =nd assay conditions Results are the means of three caxperiments 2 se.
VSCHNHS uptahe
Nitrogen source Inmol muin-' (g cell dry mass) ']
15 mu-NH.CI
O X ma-NH.CL
68 mue-t-Gilutamane
15 ma-NH,Cl +
6K ms-L-Glutamine
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Table 3. Glutamine synthetase activity and ‘*CH ,NHT uptake by E. colt sirans grown under
nitrogen limiting or excess conditions
Strains were grown under gen imiting (68 or excers (15 mM-NH,C1) conditions.

See Table | and Mcihods for graeth and away conditions HRepresentatise resats from seseral
expeniments are shown

Glutamine synthetase activity PSCH L NHT uptake
(nmol mun*t (mg protend ') [nmal min* (g cell dry masat ']
Strain Relevant genotype 15 mu-NH.Cl 6% mu-L-Glutamine 15 mM-NH.Cl 6K mu-0-Glutamine
MXB14 Wil type 150 1270 o6 te6
MX708  ginat0 ~ <0 ~G oz
MX727  glnaTi Tns G <10 ~G oa
MXES2 AlginAa) NG - 10 ~O - 23
MXBS6  ginDas ~a 50 nG os
MX902  ginG74. Tns 50 0 ~D os
MX960 ginl A2 Tns B0 20 0s 0
MXI019 gintN3 1190 1910 37 N2
MXI1029  g/nLS> (103 ginGSS e 20w so sa
MX848  ginF73 Tn$ ~G <10 ~u oS
MX988  ziB31 1o 260 ~o os

D, NOE done, NG, Do growth

excess conditions. None of the strains carrying mutations that lead either to the Gln o the
Nur- phenotypes, or both, were able to activate synthesis of the '*CH, NH{ transport system.
The strains tested carned mutations 1n either g/nA. glnF, ¢inG or ginl>. This last mutation. by
affecting the ablity of £ colr cells to synthesize uridylyltransferase. Ieuds to low levels of tughly
adenylylated glutamine synthetase and 1o the Gin® Ntr- phenotypes (Bloom «r al . 1975)
Strains MX705 and MX727 probably owe their Nir- phenatype to polaesty effects everted by
their g/nA mutations on g/1G expression

We also examined two strains with mutations in the glnl. gene. One of these, MX 1019, carries
the g/nl83 mutation which we assume 1s non-polar 10 226 due toats abibity toexhubit the Ging
and NtrC phenotypes. The other strain. MX960, carrics the /L8> - Tns mutation w hich <cems
to be polar to g/nG as suggested by its GInR and Nir- phenotypes. MX964 cells were unable 10
activate synthesis of the '*CH NH{ transport system whercas MX 1019 cells did ~o ( Table 31
Morcover, MX1019 cells built upacapacity to transport '*CH, NH{ under both nrnirogen hm
tion or excess, 1. they were constitutive fur "*CH L NH,* transport as well as for ghutamine
synthetase (Table 3)

A mutation tightly inked 10 gmL82::TnS was isolated 10 striin M X960 The new strain.
MX1029, carried tn addition to ginfX2 . Tas a secondary mutation tentatively termed elnGss
which probably acts by relieving the polanity excerted by ginls>. TnSon einG () C Urbina &
F. Bastarrachea, unpubtished results). MNX 1029 turned out to be GInC and NuC, and thuscon-
stitutive for both '*CH,NH; transport and glutamine synthetase (Table 3} Whether o/inGaS
affects a £/nG regulatory region or creates a strong prometer within TnS in MX1029 cells, has
not been determined.

In E, coli, the gitB gene which maps at minute 68 of the standard map (Pahel o7 wf , 1978) s
said to code for gl synthase [L-glutamate : NADP* ox tase (tr tng). FC
1.4.1.13). Cells carrying the g/18 mutation were also unabic 10 activate synthesis of their
*CH ,NH] transport system. These results are in agreement with previous ones (Pahel of al..
1978) showing that g/r8 mutants of £. colt L.l to grow or grow poorly on N HS ion concentrations
lower than 0-1 mM or on mitrogen sources such us argimine or prolinc. 1.¢. they are Ntr-.

It s known that /78 mutations are suppressed to Nir® by g/inl secondary mutations (Pahel ¢f
al., 1978). Interestingly, while the g/nL&2 . TnS mutation alone wis unable to suppress the Ner
phenotype conferred by the g/tf3] mutation, 1t did <o 1n with g/nGAS as well as did
RInLE3 (data not shown). The g/MmGAS mutation apparently allows synthests of the gfrG product
n & consututine manner (3 C Urbina & F Bastacrachea, unpublished results). Mutations
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leadi gInG y provide E. cols cells with a potential constitutivity for all Ntr
re;ulnled syslems (NerC), :unce the other product required for activation. the ginF product. is
naturally constitutive (Castafio & Bastarruchea, 1984)

Atll the '*CH, NH3 uptakc assays descnibed in Table 3 were carried out at pH 7-0. The fact
that strains MX902 (ginG74:: TnS5) and MX988 (x/r831) failed to take up "*CH,; NH3 at pH 90
(specific activities of 0-8 and 1-7, respectively: data not shown), apparently indicates that the
same carrier is ble for the £ 14CH,NH3 at either pH value

Collectively these results provide good cvidence that the products of ginG and ginf are
required (o activate expression of the '<CH,N#$ carnier system, and that a functional ginl
product is nccessary to achicve 1ts repression They alw suggest that a funcuonal g/ial product
i% not necessary for its activation

DISCUSSION
Our results confirm and cxtend those of a previous report by Stevenson & Silver (1977) on the

capacity of E. coli cells 10 express an enecgy-dependent concentrative uptake system for
“CH NH3. Morcover, the results show that this system 1s activated by growth of cells under

and pressed under cundnmns of nitrogen excess. Synthesis of the
14CH,;NH; carnier sh a strict dep for Jde noto polypeptide synthesis. as
by its inh by chlor I. Once activated, '“CH, NH3$ uptake could

be inhibited by NHJ ions but not by glutamate. Surprisingly, '*CH,MH;*

uptake was also
in

ibited by glutamine. Further evidence suggested that '*CH, NH7 Jdoes not enter the cells via
the high affimity glutamine transport system. Glutaminz inhibition of **CH ,NH3 uptake is dif-
ficult to elpla:non the basis of a structural slmll.-rll) between these gompounds lhat would allow
their peti for at the carricr On the other hand, if we invoke the forma-
tionof a tabolic product of glut as 1 ble for the inhibi an maol per
mol conversion of glutamine into NH; ions (and glutamate) should take place in order
for cells to attain the 0-05 mMm external concentration sequired to inhibit *CH,NHj transport by
90%; (Table 1). The fact that acts as a gen limiting substrate for activation of
expression of '*CH , NH; transport further suggests that a high external concentration of NHZ
ions is not built up by £. coli cells when they are grown on 6-8 ms-glutamine (1 mg ml~') as the
only nitrogen source. If such were the case. they would be unable to activate their '*CH,NH?{
transport system under this condition. More experimentatijon is required to explain the nature of
the inhibition of '*CH,NH3} uptake by glutamine

Results presented 1n Tables 2 and 3 show that in wild-type £. cofi cells synthesis of both glut-
amine synthetase and '*CH;NH?31 transport are simultancously activated hv nitrogen hmitation
and repressed by condllluns of nitrogen cxcess. By use of tant n Ntr lat we
demonstrated that both g/nG and ginF products are required to a:llvale synthesis of the
"CH,NHI transport system. The results also show that the g/nl product is required for its
repsession. Mutation g/nl¥3 or the combination g/nl82:: TnS5-ginG&8S leads to constitutivity of
both glutamine synthetase and "“*CH,;NH} transport. Even though strains MX1019 (g/nL33)
and MX1029 (£/nl82::Ta5-ginG85) were constitutive. they were unable to attain full
derepression for both '*CH, NH3 uptake and glutamine synthetase, particularly when grown on
15 mM-NH?; medium (Table 3). An explanation for this is not available. It could be related to the
fact that the comtrol region of the ginA LG operon has three potential promaoters (Covarrubias &
Bastarrachea, 1983), the runcuon..hxy ofwhlgh ha\e not becn ascertasned. We sull do not know
how they to di er to ive and
changes of the ginG and ginL regulatocy pmmns

Finally, we found that MX98R cells carrying the g/rB37 mutation are also impaired in their
ability to activate expression of '*CH,NH3 1 and to d& s
fully (Table 3). These results werc expected, since g/t8 mulanls are known to be affected in
lh-:fah:u:y to synthesize glutamate synthase. 10 be phenotypically Niur- (ch:l cral., 1978) and
unable 10 increasc sheir levclts of gl synihel, n limilation
(Magasanik, 1982). The inability of git#31 cells to activate s)nlhesls of u\elr “CCH(NH?
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trunsport system strongly suggests this, rather than the high substrate A salues of phitamate

dehydrogenase (Tyler, 1978). as the most

ely explanation for their inshility to gros on low

WNH? ion concentrations. The reasons for the failure of celis carrving g/t 8 mutatians o actiy ate

other Nir regulatcd systems, however

Weare gratetui 1o ] € L'rhina snd A (honio for some f the glutamine sy Athetase activies determin,

i~ still unknown

ns. and
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