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RESUMEN.

En esta tesis se presentan los resultados obtenidos (publica

ciones incluidas) en relación a la caracterización de la región

glnA.,.- qlnG del cromosoma de Escherichia coli K12, la cual contie

ne el gene estructural para la enzima glutamina sintetasa, así co

mo dos de los genes reguladores de su expresión, qlnL y qlnG.

También se presenta la secuencia nucleotídica correspondiente a .'.

la región de control de glnA, y se discute la posible existencia

de más de un promotor pata la transeripcion de qlnA. Se hace un

análisis de los datos obtenidos, así como de los datos reportados

en la literatura, lo cual lleva aÁ&a proposición de un modelo pa-

ra la regulación de la expresión de glnA.
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INTRODUCCIÓN

Todo organismo vivo requiere para crecer de asimilar nitro-

geno en macromoleculas. Los microorganismos usan una gran varie-

dad de compuestos nitrogenados como fuentes de nitrógeno celular.

Dentro de estos últimos existe una amplia gama que comprende desde

compuestos inorgánicos tales como nitrógeno gaseoso, nitrato, ni-

tritos y amonio hasta compuestos orgánicos tales como histid¿na>

prolina y arginina. Todos estos compuestos pueden ser modifica-

dos enzimáticamente para dar amonio y glutamato.

Las vías por las cuales se metaboliza el nitrógeno se pueden

dividir en dos clases: a) una vía asimilatoria, necesaria para su

utilización a partir de compuestos disponibles en el medio, y b)

una vía biosintética la cual da lugar a los compuestos que contie-

toen cnitrógeno. Cada organismo presenta algunos pasos caracterís-

ticos en cada una de estas víasj sin embargo, algo que parece ser

común es que los intermediarios celulares claves en la biosíntesis

de compuestos nitrogenados son glutamina, glutamato y aspartato.

Los últimos dos son los compuestos iniciales de las rutas de bio-

síntesis de varios aminoácidos y, también funcionan como donadores

del grupo amino en muchas reacciones. Glutamina es probablemente

el compuesto sencillo más importante de la célula, ya que su grupo

amido es utilizado como fuente de nitrógeno en la biosíntesis de

varios aminoácidos, de purinas y pirimidinas, de glucosamina-6-P,

de ácido para-aminobenzoico, NAD, carbamil-P, etc. (Ver Figura 1)

(1).
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FIGURA 1. Rutas de asimilación de amonio para la síntesis de

glutamina y glutamato.

En esta figura se muestran las vías de síntesis de glu

tamina y glutamato, así como algunos de los compuestos

en los que participa el nitrógeno del grupo amido de

la glutamina. Los nitrógenos más obscuros son aque-

llos que derivan del grupo amido de la glutamina.

GS: Glutamina sintetasa, GDH: Glutamato deshidrogenasa,

GOGAT: Glutamato sintasa, TA: Transaminasa.



Glutamina, glutamato y aspartato son compuestos fácilmente

interconvertibles a través de las siguientes reacciones:

+ G S

1 . GLUTAMATO + NH4 + ATP > GLUTAMINA + ADP + P i

GOGAT
2 . GLUTAMINA + 2-CETOGLUTARATO + NADPH > 2 GLUTAMATO +

+ NADP

TRANSAMINASA
Sé GLUTAMATO + OXALOACETATO > ASPARTATO + 2-CETOGLU-

TARATO .

Todas las enzimas que catalizan estas reacciones, así como la

glutamato deshidrogenasa (L-glutamato: NADP oxido.reductasa, EC

1.4.1.4) (GDH) (ver abajo), se encuentran en todos los microorga-

nismos capaces de crecer en amonio como única fuente de nitrógeno.

La reacción 1 es llevada a cabo por la enzima glutamina sinte-

tasa (L-glutamato: amonio ligasa, EC 6.3.1.2) (GS) y resulta ser

la única vía de síntesis para glutamina. La utilización del amon

nio asimilado depende de la actividad de la glutamato sintasa (L-

glutamato: NADP oxidoreductasa, EC 1,4.1.3) (GOGAT) la cual ca-

taliza la reacción 2. Las reacciones catalizadas por estas dee

enzimas, GS y GOGAT, dan como resultado la síntesis neta de gluta-

mato a partir de 2-cetoglutarato, proporcionado por la fuente de

carbono del medio, y de amonio, con un gasto simultáneo de una mo-

lécula de ATP. En condiciones de crecimiento en las cuales la

doMcentracion de amonio presente en el medio es menor que O.lmM,



o bien, cuando el amonio deriva por vía enzimática de otras fuen-

tes de nitrógeno, las tres reacciones antes mencionada^ son las

que permiten la asimilación del amonio (2,3), Es en estas condie

ciones cuando GS es la enzima más importante en la captación del

amonio del medio y, por lo tanto, resulta de una importancia sin-

gular, ya que se encarga de acoplar los procesos catabólicos por

lo que se producen amonio y 2-cetoglutarato con las vías biosint^-

ticas que llevan a la formación de proteínas, ácidos nucleicos, po-

lisacáridos complejos y algunas vitaminas (Ver Figura 1). En al-

gunos organismos como Bacillus subtilis, las reacciones 1 y 2 " •

constituyen la única vía para la utilización del amonio (4). 0-

tros organismos, tales como las enterobacterias, pueden utilizar

el amonio para la síntesis de glutamato a través de la enzima glu-

tamato deshidrogenasa (GDH):

2- CET9G&UTAKAT0 + NADPH + NH4
+ 9- GLUTAMATO + NADP

Esta enzima tiene un Km relativamente alto, del orden de lmM, tan-

to para 2-cetoglutarato como para amonio, lo cual sugiere que pa-

ra aquellas células creciendo en condiciones de limitación de ni^

trógeno, esta enzima resulta relativamente ¿nefectivaj de ahí que

esta s£eacaión:..sea útil sólo cuando la concentración de amonio en

el medio es por lo menos O.lmM (3,5). Consecuentemente, mutantes

de enterobacterias que carecen de GOGAT no crecen cuando se les

proporciona amonio a una concentración baja, o bien cuando éste -

se debe generar a partir de otra fuente de nitrógeno (6).



La interconversión entre glutamato y aspartato es llevada a

cabo por varias aminotransferasas (reacción 3), de ahí que un de-

fecto genético que solamente afecte a una aminotransferasa no re-

sulta en requerimiento por aspartato (7).

En enterobacterias, la importancia de la función de GS se re-

fleja en la manera en cómo responden, tanto los niveles de ésta

enzima como su actividad, a la fuente de nitrógeno en el medio de

crecimiente. Aquellas células que crecen en un medio donde el cre-

cimiento está siendo limitado por la calidad de la fuente de car-

bono, y que contiene amonio y glutamina, no requieren de GS. En

estas células la concentración de ésta enzima puede ser extrema-

damente baja y se encuentra en una forma alterada incapaz de sin-

tetizar glutamina, por otro lado el cultivo de las células en una

fuente limitante de nitrógeno con una buena fuente de carbono re-

sulta en un aumento de aproximadamente 100 veces en la concentra-

ción de GS y toda la enzima se encuentra en la forma capaz de sin-

tetizar glutamina (8).

Las enzimas que se requieren para la conversión de una fuen-

te potencial de nitrógeno a amonio sólo pueden llevar a cabo su

función cuando hay suficiente GS activa disponible para asimilar

el amonio que éstas proporcionan. Esto hace pensar en que la cé-

lula pQsea un mecanismo que tíegule la síntesis de GS y de las en-

zimas que proporcionan amonio, de tal manera que éstas últimas só-

lo se produzcan cuando en las células exista suficiente GS. DS he-

cho, este tipo de control se encuentra en enterobacterias (5).

Durante la introducción de ésta tesis me limitaré a tratar
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el sistema de regulación de GS, así como su relación con la sínte-

sis de las enzimas encargadas de proporcionar amonio en enterobac-

terias.

BIOQUÍMICA DE GS

Como se indico anteriormente, GS cataliza la producción de

glutamina, dependiente de ATP, a partir de amonio y glutamato.

La enzima tiene un peso molecular de 600 000 d y contiene doce sub-

unidades idénticas, las cuales se arreglan en dos unidades hexago-

++ ++
nales. Se ha observado que los cationes .divalentes Mg o Mn se

requieren para estabilizarla (9). Estudios de Stadman y Ginsburg,

y Holzer et al. (1,10) demuestran que la actividad catalítica de

GS se regula por tres mecanismos (i) la interconversión de una *-'

forma relajada (inactiva) y una forma taut (activa) en respuesta

a la variación en la concentración de cationes divalentes; ii) ir;-

-hibición por retroalimentación ejercida por varios productos fi-

nales del metabolismo de glutamina y iii) alteración covalente de

la enzima por la adenilación reversible de un residuo tirosilo en

cada subunidad la cual es catalizada por la enzima adenil-transfe-

rasa (Atasa). La máxima actividad biosintética se obtiene cuando

se encuentra completamente desadenilada (Eo) y disminuye conforme

el grado de adenilación aumenta. Sin embargo, la enzima completa-

mente adenilada.(E_ ) que es biosintéticamente inactiva, aun es

capaz de transferir el residuo glutamil de la glutamina a hidroxil-

2+
amina en presencia de ADP y Mn (actividad de transferasa). A un
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cierto valor de pH, característico de cada GS, tanto la enzima a-

denilada como la no adenilada tienen la misma actividad de trans-

ferasa y cuando esta se mide en presencia de Mg , solo es activa

enzima no adenilada. De esta manera es posible determinar tanto

la actividad total de la enzima como la fracioon correspondiente

a la enzima no adenilada en células crecidas en diferentes condi-

ciones (1,9)« Este mecanismo de modificación covalente de GS pa-

rece haber evolucionado como un sistema de cascada bicíclico, muy

complejo. El ciclo superior involucra la interconversidn de la ;

proteina regulatoria P.. 1 , por medio de un mecanismo cíclico de u-

ridilacion y éesuridilación de un residuo tírosilo, específico en

la proteina P-,-,» El ciclo inferior involucra la adenilación y

desadenilacion ]3or la acción de la Atasa, de cada subunidad de GS.

El que estos dos ciclos estén acoplados deriva del hecho de que

P-1IJMp estimula a la Atasa para que lleve a cabo la reacción de

desadenilación> en tanto que P-- estimula la reacción inversa (11,

12) (Figura 2).

Los pasos de modificación en ambos ciclos también se encuen-

tran regulados por un gran numero de metabolitos, de los cuales la

glutamina y el 2-cetoglutarato muestran efectos muy notables. Em

el ciclo de adenilación, L-glutamina estimula la reacción de adeni-

lación e inhibe la de desadenilacion, en tanto que 2-cetoglutarato

ejerce un efecto opuesto sobre estas mismas reacciones (1,9).

Análisis teóricos de sistemas modelo sugieren que los siste-

mas de cascada cíclicos poseen propiedades regulatorias extraordi-

narias, de tal manera que la concentración de numerosos metaboli-
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FIGURA 2. Sistema de adenilación-desadenjilacion para Glutamina

sintetasa.

El sistema de adenilación y desadenilación de GS está

representado aquí como un modelo de cascada, el cual

consiste de dos cíelos enzimáticos interconvertibles,

muy ligados entre sí. En un ciclo, LaCSS es continua

mente adenilada y desadenilada. En el otro, la protei

na PTT es continuamente uridilada y desuridilada. La

cascada de GS es altamente flexible con respecto a la

regulación por un gran numero de metabolitos; es capaz

de dar una enorme señal de amplificación; es capaz de

gobernar la amplitud de la respuesta a un efector alos

terico dado; puede generar una respuesta de tipo coope

rativo al aumento en la concentración de eductores a -

lostericos (11). + indica estimulación y - indica

inhibición.
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tos es monitoreada continuamente a través de interacciones aloste-

ricas y de sustratos con varias dd las enzimas en la cascada; pa-

ra el caso específico de GS, es posible ajustar automáticamente su

actividad específica para aliviar los requerimientos de la célula

por glutamina (10,11,12).

Por lo que.se refiere al control por cationes divalentes, a

la fecha no ha sido posible atribuirle un significado fisiológico,

ya que se carece de información sobre las concentraciones intra-

celulares de los diferentes cationes divalentes bajo diversas con-

diciones metabólicas y nutricionales.

Otro de los mecanismos reguladores de la actividad de GS que

ha sido mencionado y que vale la pena comentar es el que se refie-

re a inhibición por retroalimentación. Woolfolk y Stadman (13a,

13b), después de probar algo más de 50 compuestos, encontraron que

la GS se inhibía por CTP, AMP, glucosamina-6-P, histidina, tripto-

fano, carbamil-P, alanina, glicina y serina. Resulta significa-

tivo que el nitrógeno del grupo amida de la glutamina se utiliza

directamente en la biosíntesis de todos estos inhibidores, excep-

to de alanina, glicina y serina los cuales derivan indirectamente

de glutamina vía racciones catalizadas por GS, GOGAT y transamina-

sas. Por lo tanto la inhibición de GS por estos metabolitos cons-

tituye un sistema de regulación por retroalimentación en el cual

cada producto final de una vía metabólica muy ramificada inhibe la

primera enzima común en la ruta. Aun cuando glutamato también es

un producto final del metabolismo de glutamina no es un inhibidor

por retroalimentación. Esto parece razonable, ya que glutamato
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también es sustrato para la síntesis de glutamina. Es posible que

la función de alanina y glicina áea el sentir las fluctuaciones en

la poza de glutamato y, dependiendo de esta» inhibir la GS; ya que

estos aminoácidos se encuentran en un equilibrio dinámico con el

glutamato por las reacciones de transaminación. Resulta interesan-

te hacer notar que la enzima adenilada solo es sensible a tripto-

fano, histidina, AMP o C£P. En experimentos llevados a cabo in

vitro se requieren de concentraciones relativamente altas (1-lOOmM)

de la mayoría de estos inhibidores para producir un 50% de inhi-

bición de la actividad enzimática; por lo tanto, aun bajo condicio-

nes fisiológicamente extremas» cada inhibidor sólo causará una in-

hibición parcial de la actividad de GS. Parece ser que estos inhi-

bidores actúan independientemente uno del otro, ya que la activi¿

dad fraccional que se obtiene con cualquier combinación de dos o

más inhibidores disminuye dependiendo del numero de inhibidores

presentes. Así pues,se puede decir que el efecto de los inhibido-

res es "acumulativo", por lo tanto, cuando varios metabolitos se

encuentran presentes en exceso se produce una inhibición casi com-

pleta de la actividad de GS (1).

FISIOLOGÍA DE LA SÍNTESIS DE GS

En enterobacterias la disponibilidad de nitrógeno en el medio

de crecimiento regula no sólo la actividad de GS, sino también su

concentración intracelular. (ver Tabla 1). El nivel absoluto de es-

ta protéina varía de manera inversa a la disponibilidad de nitró-

geno de tal manera que la concentración más alta de GS se encuent-
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tra cuando las células son cultivadas en ausencia de amonio, o bien

con una fuente limitante de nitrógeno como serían histidina o glu-

tamina (Glutamina se considera una fuente limitante de nitrógeno,

ya que contrariamente a lo esperado, la GS se encuentra inducida.

Se ha propuesto que esto se debe a que la glutamina no se transpor-

ta eficientemente dentro de la célula; sin embargo, se conocen po-

cos datos al respecto). En este caso los niveles de la enzima son

cinco a diez veces mayores que los encontrados en condiciones en

que las células son cultivadas en un medio con exceso de amonio

(aproximadamente, 1% del total de la proteína soluble). Sin embar-

go, la concentración característica de GS en estos medios deficien-

tes de nitrógeno no refleja su máxima velocidad diferencial de sín-

tesis. Se ha encontrado que durante el cambio de un medio que con-

tiene glutamina y amonio y una fuente pobre de carbono (ej.: his-

tidina) a un medio que contiene glucosa y una fuente pobre de ni-

trógeno la velocidad diferencial inicial de síntesis de GS fue de,

aproximadamente» cuatro © cinco veces más alta que la velocidad

característica del estado de equilibrio en un medio deficiente de

nitrógeno, la cual a>e mantiene una vez que se ha alcanzado la con-

centración apropiada de GS (3,5). Como ya se ha mencionado tam-

bién el grado de adenilación de la enzima disminuye cuando las ce-

lulas se cultivan en un medio deficiente en amonio. Como resulta-

do, la diferencia de actividad formadora de glutamina entre limi-

tación y exceso de amonio es de varios cientos de veces (Ver Tabla 1)

Se ha sugerido que los bajos niveles de síntesis de GS encon-

trados en células crecidas en medios ricos (14, 15), en medio mí-
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nimo con algunas otras fuentes de carbono (8) no resultan sola-

mente de la represión por amonio, sino que más bien reflejan la

proporción entre glutamina y 2-cetoglutarato (8). Existen algu-

nos datos reportados por Sénior (17) que sugieren que él estado

de adenilación de GS en E« coli W refleja la proporción intrace-

lular de 2-cetoglutarato y glutamina, como había sido predicho por

el trabajo de Stadman y colaboradores (1,3,18), Sin embargo, ca-

ha-hacer notar que los datos de Sénior (17) muestran variaciones

significativas en los niveles intracelulares de GS bajo condicio-

nes donde no se observan cambios en el estado de adenilacion de la

enzima. Así pues, es posible que otros factores diferentes a la

disponibilidad de amonio tales como la fuente de carbono, se en-

cuentcen involucrados en la represión y de derrepresión de GS (1).

En condiciones de cultivo continuo, los niveles de GS varían de »

manera compleja en función tanto de la disponibilidad de carbono

como de nitrógeno. Significativamente, bajo condiciones de limi-

tación de carbono, la síntesis de GS no se encuentra totalmente

reprimida aun en presencia de concentraciones moderadamente altas

de amonio (1).

GENÉTICA DEL SISTEMA gln

qlnA. Este gene corresponde al gene estructural para GS. Exis-

ten tres tipos de mutaciones que se han localizado muy ligadad a

qlnA. La primera glasé (qlnA ) da lugar a un fenotipo Gln y a la

ausencia aparente del polipéptido correspondiente a GS (3,16,19,20,
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21,22,23). La segunda clase de mutaciones resulta en la sínte-

sis de altos niveles de GS, eñzimáticamente activa (fenotipo

GlnC) bajo todas las condiciones de crecimiento (3,24,25). Una

tercera clase de mutaciones (fenotipo Gln (AC)*~) permiten la pro-

ducción de altos niveles de GS eñzimáticamente inactiva, en un me-

dio conteniendo glucosa y exceso de amonio. Esta proteina inacti-

va puede ser detectada inmunológicamente, o en geáes de poliacri-

lamida. Estos resultados parecían indicar que se requería de una

GS funcional para reprimir la expresión de glnA en respuesta a las

concentraciones de amonio. Cabe mencionar aquí que estas mutantes

Gln presentan el fenotipo NtrE, lo cual significa que la regula-

ción general del nitrógeno se encuentra alterada (Ver gln®, glnF y

glnL), de tal manera que existe una síntesis constitutiva tanto de

aquellas enzimas encargadas de degradar aminoácidos que pueden ser

usados como fuentes alternas de nitrógeno, como de aquellas prote-

inas involucradas en los sistemas de transporte para algunos amino-

ácidos; (3,5,19).

Otras mutantes Gln de 12. coli y K. aerogenes, incluyendo a-

quellas que resultan de la inserción en gln A del transposón Tní5 o

del fago Mu, presentan el fenotipo Ntr , es decir, que son incapa-

ces de elevar la concentración de enzimas involucradas en la degra-

dación de otras fuentes de nitrógeno (26,27,28,29,30). El gene

glnA ha sido localizado en el minuto 86 del cromosoma de E. coli,

y en una posición correspondiente en los cromosomas de K. aerogenes

Ji' pneumoniae y de Ŝ _ typhimurium. En todos estos casos gln A Se

encuentra ligado por transducción al locus rha. En E. coli el or-



17.

den de los genes en esta área del cromosoma es rbs-ilv-fad-polA-qlnA

-rha-pfk-tpi-metB-arqH (5).

qlnF. En S. typhimurium se descubrió una mutación la cual no se

encontraba ligada a glnA y que resultaba en un requerimiento por glu

tamina. Esta mutación fue localizada en una posición que correspon

de al minuto 68 en el mapa de E. coli y se encontró ligada un 15%,

por transducción mediada por el fago P22, a un gene que en E. coli

corresponde a arqG (31). Posteriormente, mutaciones similares -

fueron descritas en 13. coli y en K. aerogenes; estas mutaciones se

encontraban ligadas en un 25% y 50%, respectivamente, a arqG por

transducción mediada por el fago Pl. En el caso de K. aerogenes

el orden de los genes en esa región del cromosoma parece ser glnF-

argG-gltB, con solamente un 2% de cotransducción entre glnF y gltB

(32). En cambio en E. coli glnF y gltB se encuentran muy ligados

entre sí (33). Por lo que respecta a S. typhimurium el orden de

vios genes es argG-glnF-gltB, encontrándose un 7% de ligamiento en—

tre glnF y gltB (34).

Todas las mutaciones en glnF que se han examinado hasta ahora,

ya sea mutaciones espontáneas o inducidas por el mutágeno ICR (pro-

duce cambio de fase) (31,35), o bien por inserción del transposón

TnlO (20), han dado lugar a la incapacidad de producir una concen—

tración de GS más alta que la encontrada en células del tipo sirves

tre crecidas en una fuente pobre de carbono y con un exceso de glu-

tamina y amonio, condición que resulta en la represión más fuerte

de GS (fenotipo Gln"). Aparentemente esta concentración de GS no

es suficiente para permitir crecimiento en un medio que carezca de
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glutamina.

Otra de las consecuencias de mutaciones en qlnF es la inca-

pacidad de aumentar la concentración intracelular de histidasa o

de encimas similares, y de algunas permeasas para aminoácidos,

en respuesta a la deprivación de amonio (fenotipo Ntr ) (35).

Ninguna de las mutaciones en qlnF parece afeiztfar la capaci-

dad de la célula para regular la aatividad de GS por adenilación

y desadenilación (31,35). Así pues, se piensa que el producto

<*e qlnF se requiere para la activación de qlnA, y para la activa

ción de la expresión de los genes para las encimas Ntr en res

puesta a la limitación de nitrógeno en el medio.

qlnG. Mutaciones en este gene tienen la característica de su -

primir el fenotipo Gln que resulta de mutaciones en qlnF. Fue

de esta manera como el gene glnG fue identificado tanto en S_. ty

phimurium (36) como en E, coli (26). Estas mutaciones dan lu -

gar, en presencia o ausencia de un gene qlnF funcional, a una

concentración intermedia de GS, independientemente de la compo-

sición del medio (fenotipo GlnR), y al fenotipo Ntr" (Ver Tabla

1).

Los fenotipos GlnR, Ntr pueden resultar de mutaciones espí

pontáneas, o bien de mutaciones debidas a la inserción del fago

Mu o de los transposones Tn,10_ ó TnS (26,28,35,36), También se

han descrito mutaciones en qlnG que resultan en un fenotipo Gln

y, las cuales se distinguen de mutaciones en glnA por el hecho

de que casi todas las revertantes espontáneas de estas imitantes»

seleccionadas por su cpacidad para crecer en ausencia de glutami

na.presentan los fenotipos GlnR y Ntr" (37,38).
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El hecho de que la falta de un producto funcional de glnG re-

sulta en una concentración de GS baja-intermedia, esencialmente no

regulada, sugiere que el producto de glnG funciona como un activa-

dor de la expresión de qlnA. Tambié*n se ha observado que mutacio

nes en glnG pueden dar lugar a una concentración de GS más baja que

la que se encuentra en mutantes que carecen completamente del pro-

ducto de qlnG, esto aunado con el hecho de que los valores de las

actividades de GS, observadas en una doble mutante glnF~-qlnGl son

mayores comparadas con aquellos correspondientes a una mutación sen

cilla qlnF7 sugieren que el producto de glnG también puede actuar

como represor de la expresión de qlnA (36).

qlnD. Otro gene cuyas mutaciones dan lugar a un fenotipo Gln"

ha sido localizado en el minuto 4 del cromosoma de E. coli (39,40,

41). Estas mutaciones tienen como consecuencia la incapacidad de

producir una enzima UTasa funcional, que se requiere para la conver

sión de P ^ a PIIÍ]Mp y, por lo tanto, la GS en estas mutaciones

tiende a estar altamente adenilada-r Estas mutantes tampoco son

capaces de convertir P I I U M P en PJJ- Este dato, junto con otros,

sugiere que ambas actividades (UTasa y UR) están asociadas con la

misma proteina (40,41). Mutaciones en glnD también resultan en

el fenotipo Ntr .

Es importante hacer notar que la concentración de GS en estas

mutantes, particularmente aquéllas descritas en E_. coli, es muy

baja (40)> lo cual hace pensar que la incapacidad de estas células

para crecer en ausencia de glutamina no sólo se debe a la alta ade

nilación de GS por la falta de UTasa.
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qlnB. El gene glnB se localiza en una posición que corresponde

al minuto 55 en el cromosoma de E. coli. Las primeras mutacio-

nes en glnB; que fueron aisladas en K. aeroqenes (27), y subse -

cuentemente. en 53, typhimurium y en K, pneumoniae (42,43), presen

tan un fenotipo muy similar al de mutaciones en qlnD, ésto es,

Gln~ Ntr", y presentan una GS altamente adenilada. El fenoti-

po Gln de mutaciones en qlnB puede ser suprimido por mutaciones

muy ligadas a laspprimeras, algunas de las cuales resultan de la

inserción del transposón Tm^ (44). Por otro lado, recientemente,

se ha demostrado que el fenotipo Gln de mutaciones en glnD puede

ser suprimido por una inserción del fago Mudl en el gene qlnB (3).

El análisis de diferentes mutaciones en qlnB ha llevado a la

conclusión de que este gene corresponde al gene estructural para

la proteina P-r-r» que como ya se ha mencionado, es un componente

del sistema de adenilación de GS (44,45). El hecho de que en es-

tas mutantes, la GS se encuentre sólo en su forma adenilada, se de

be,aparentemente, a la estimulación del proceso de adenilación por

P_ no modificada.

El fenotipo Gln Ntr de mutantes en glnB y en glnD (incapa -

ees de convertir P _ a PIIUMp) sugiere que F _ antagoniza la sínte

sis de GS, así como la activación de la síntesis de enzimas bajo

control nitrogenado tales como histidasa (27). Esta hipótesis se

ve apoyada por la existencia de mutaciones en glnB, incapaces de

producir Pyj» que presentan altas concentraciones de GS aiín en ce-

lulas crecidas en una fuente pobre de carbono y con amonio y gluta

mina como fuentes de nitrógeno (fenotipo GlnC). Sin embargo, en
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estas mutantes la regulación de las enzimas sometidas al control

nitrogenado, esencialmente, es normal (Ntr ) (44).

El efecto de P sobre la síntesis de GS parece ser distinto

de su función en los sistemas de adenilación, como lo demuestra el

hecho de que mutaciones que dan lugar a la pérdida de ATasa no pro

vocan un aumento en la concentración de GS en mutantes en glnB con

una PTT alterada (46). Por otro lado, se ha reportada que la re-

gulación de la síntesis de GS no se ve afectada por mutaciones en

el gene glnE, incapaces de producir ATasa (39,46). Por lo que se

puede inferir que el efecto de P n sobre la adenilación de GS se

ejerce a través de la ATasaí en tanto, su efecto sobre la expresinn

de glnA es independiente de la ATasa.

qlnL. Otro gene que se encuentra muy ligado a glnA, además de

glnG, es el llamado qlnL. Mutaciones en éste ultimo son capaces

de suprimir el fenotipo Gln" de mutantes glnD ó glnB . Las mu-

tantes glnlT presentan los fenotipos G3LnC y NtrC (21,27,41).

Sin embargo, se han descrito algunas mutantes con deleciones de

qlnL en las cuales la regulación de GS es casi normal. Estas pre

sentan bajas concentraciones de GS cuando se cultivan con un exce-

so de amonio y glutamina, y una alta concentración de GS cuando se

cultivan en glucosa con glutamina como fuente de nitrógeno. Tam-

bién presentan más GS que una cepa silvestre cuando se crecen en

un medio conteniendo glucosa con amonio y glutamina (fenotipo

Gln /C). Por otro lado, la regulación de las enzimas bajo con

trol nitrogenado en estas mutantes parece encontrarse normal (Ntr ).

Inserciones en qlnL, así como algunas mutaciones puntuales dan lu-



TABLA 1

Características de mutaciones en los genes del sistema qln

22.

Genotipo Fenotipo
Medio de
crecimiento*

Actividad enzimática en
nmolas de producto/min/mg
de proteina.

b d
GS Histidasa

silvestre Gln Ntr

ílnL
rlnB

lnG

lnl

lnA

GlnC NtrC

GlnR Ntr

Gln NtrC

GH
GGln
GN
GNGln
HNGln

GGln
GNGln
HNGln

GGln
GN
GNGln
HNGln

GGln
GNGln

1400 (1)
1500 (2)
360 (7)
150 (6)
20(12)

1600(11)
1500(11)
1100(12)

250 (1)
150 (1)
100 (9)
80(10)

NDC

ND

260
350
100
80

380
290

120

370
S20

glnA"*

glnG"

QttmF

glnB3

(glnL)

Gln Ntr

Gln+/E-C Ntr+

GGln
GNGln

ND
ND

GGln
GNGln
HNGln

1000
300
55

40
40

(a) GH: Glucosa + Histidina; GGln: Glucosa + Glutamina; GN: glucosa + NH.
GNGln: Glucosa +"NHJ- + Glutamina; HNGln: Histidina + NH4 + Glutamina.

(b) La actividad enzimática de GS está dada en nmolas de '¡f-glutamilhidro-
xamato/min/mg de proteina (actividad de transferasa). Los números en-
tre paréntesis representan el estado de adenilación de la enzima, des-
de (0) (no adenilada) hasta 12 (totalmente adenilada).

'(c) ND: Actividad no detectable.

(d) La actividad enzimática de la histidasa está dada por nmolas de produc
%o /min/mg de proteina. ( ): en estos casos la actividad no fue
determinada.



TABLA 2

Productos y localización de los genes del siste-

ma gln.

23.

GENE

qlnA

fflnL

qlnG

qlnF

qlnB

qlnD

qlnE

LOCALIZACI0N EN

EL CROMOSOMA9

86

86

86

68

55

4

(a) La localizacion de cada
minutos con respecto al

PRODUCTO

GS

pL

pG

pF

Pll
UTasa

ATasa

gene está dada en
cromosoma de Esche

richia coli K12.
(b) GS; Glutamina sintetasa? pL: producto de

glnL; pG: producto de qlnG; pF: producto de
glnF; P.

1 1 * proteina P--; üTasa: Uridiltrans-

ferasa; ATasa: Adeniltransferasa.
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gar a un fenotipo GlnR Ntr (47).

Un resumen de las características de las mutaciones en los

genes gln se muestra en la Tabla 1. Aun cuando no se conoce la

función detallada de cada uno de los genes reguladores para glnA

y Ntr en la discusión correspondiente a esta tesis se tratará de

dar explicación a algunas de las diferentes mutantes que se han

aislado en estos genes.

LA ORGANIZACIÓN DE LOS GENES qlnA, glnL y glnG.

La clonación de la región qlnA del cromosoma de E. coli y su

análisis con endonucleasas de restricción (23,43,49), así como

los estudios de complementacion de mutaciones' en la misma región

del cromosoma con plásmidos conteniendo fragmentos de DNA de dife

rentes tamaños provenientes del segmento originalmente clonado, han

demostrado que los genes. qlnA, qlnL y qlnG se encuentran contiguos

en una región de aproximadamente 4 500 pb.

El análisis de los polipéptidos codificados en los plásmidos

híbridos utilizando el sistema de minicélulas (48,49,50), ha per-

mitido identificar los productos de los genes qlnL y qlnG y tener

una idea aproximada de sus pesos moleculares, los cuales son de

36,000 y 50,000, respectivamente.

También ha sido posible determinar la orientación de estos

genes, en el cromosoma de E. coliy, lo que indica que estos genes se

transcriben en el sentido contrario de las manecillas del reloj a

partir de qlnA y hacia qlnG (29,49,51). Esto sugería que los tres
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genes podrían formar parte de un operón. Sin embargo, el hecho

de que la regulación de la síntesis de GS fuera normal en cepas

merodiploides con inserciones en glnA y en cjjLnG, estas ultimas ~-

en posición trans, no parecía apoyar la hipótesis de unoperón sen

cilio (26,28,36).

.'Por otro lado, también existían las observaciones de que,

primero, inserciones en glnA o en glnG producen un fenotipo Ntr~,

y segundo, que cepas con inserciones en glnA y qlnG localizadas

en posición trans, son incapaces de activar el operón hut en res

puesta a la limitación de amonio.(26). Esto hacía pensar que

estos tres genes podrían seguir formando parte de un operón, siem

pre y cuando se considerara la existencia de por lo menos un se-

gundo promotor, el cual podría estar localizado entre glnA y glnG.

Por lo tanto, se tenía que asumir que el gene qlnG ( que se requie

re para la regulación de la expresión de glnA) se puede transcri

bir a partir de cualquiera de dos promotores, pero que la concen

tración necesaria del producto de glnG para activar el operón

hut sólo se obtenía cuando este gene se transcribía a partir del

promotor de qlnA (52).

Esta hipótesis se ve apoyada por estudioá de la expresión de

glnG en 12. col i, donde este gene se fusionó al gene lacZ que care

ce de promotor, de tal manera que la actividad de fe-galactosidasa,

medida en diferentes condiciones y en diferentes mutantes, refle

ja la regulación a la cual se encuentra sometido glnG. Los re-

sultados de tal estudio confirmaron que el producto de glnG fun-

ciona tanto como activador como represor de la transcripción de
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qlnA y, por otro lado, que la transcripción que se inicia en el

promotor de qlnA continua hasta glnG (51). A partir de este mis

mo tipo de estudios se han reportado datos que sugieren la presen

cia de un segundo promotor (47) y estos se ven apoyados por resul

tados que se presentan en este trabajo. Las actividades de 6-ga

lactosidasa, provenientes de las fusiones de qlnG con lacZ, obte

nidos en diversas condiciones de disponibilidad de nitrógeno, su

gieren que la transcripción iniciada a partir del segundo promo-

tor está sujeta a represión por el producto de glnG en condicio-

nes en que este producto se encuentra en el estado que se requiee

re para la activación de qlnA (51). Así pues, se sugiere que el

producto de qlnG está presente en, relativamente, altas concentra

ciones en células crecidas en un medio limitado de nitrógeno y,,

en este caso la transcripción se inicia en el promotor de qlnA;

por otro lado, en células crecidas en un medio con una fuente po

bre de nitrógeno y un exceso de glutamina y amonio, este produc-

to se encuentra en concentraciones bajas y su transcripción se

inicia a partir del segundo promotor. Esta baja concentración

del producto de glnG parece, sin embargo, suficiente para reprifi

mir completamente en el promotor de qlnA y, en su forma activa,

también resulta suficiente para activar la transcripción a par-

tir del mismo promotor; sin embargo, parece ser insuficiente pa

ra activar la expresión de hut.

La hipótesis de que gln&, glnL y glnG forman parte de un

operón complejo también ha sido sjrgerida por Gutterman et al.

(58), quienes encuentran que el fenotipo Ntr provocado por mu -
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taciones puntuales en qlnA puede ser suprimido por mutaciones

en el gene que codifica para el factor de terminación rho.

Todos los resultados que llevaron a la conclusión de que

los genes qlnA, qlnL y glnG forman parte de un operón complejo

han descartado completamente que GS tenga alguna función importan

te tanto en la regulación de su propio gene (glnA) como de los

genes bajo control nitrogenado, como se había sido erróneamente

propuesto por Magasanik y colaboradores (5,8,19,27,53).
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OBJETIVO

Cómo se pudo haber notado durante la sección anterior, los

mecanismos que regulan tanto la expresión del gene estructral pa-

r a G S (qlnA) como la' de aquellos otros genes involucrados en la

utilización de nitrógeno en enterobacterias constituyen un siste-

ma complejo que ha merecido la atención de diversos grupos de in-

vestigación.

Cuando iniciamos el trabajo con este sistema en E. coli'iK-12

existían resultados contradictorios al modelo de regulación autó-

gena por GS inicialmente propuesto por Magasanik, por lo tanto,

la clonación de la región glnA del cromosoma de E. coli, en con-

junción con experimentos de genética y fisiología, resultaba ser

una estrategia que ayudaría a la solución de algunas de las pregun-

tas que entonces se planteaban en el círculo de los grupos de in-

vestigación involucrados en este problema. Por otro lado, el uso

de las técnicas de recombinación in vitro de ácidos nucleicos res

sultaba ser de gran utilidad, ya que permitiría el establecimien-

to de sistemas experimentales, tanto in vivo como in vitro, como

por ejemplo, al sistema acoplado de tEanscripción-traducción, es-

tudios de complementaciónc.Sediversas mutantes con plásmidos con-

teniendo los diferentes genes.

En ese momento resultaba importante para nosotros como para

los otros grupos de ivestigación áiivô uorados;, el^qenpcer» *por Te-

jemplo, si existía algún (os) otro (s) gene (es) en la región de
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qlnA que estuviera involucrado en la regulación de la síntesis de

GS, ya que la evidencia genética obtenida, principalmente por el

grupo de S. Kustu, indicaba que este pudiera ser el caso. Esto

tenía una cierta relevancia puesto que, por un lado, descartaría

completamente la participación única de GS como regulador y, por

otro, daría un mayor grado de complejidad a este sistema por la

participación de más de una molécula reguladora en los mecanismos

de control del metabolismo nitrogenado. La pregunta obvia ante

la existencia de uno o más genes reguladores se refería a cual se-

ría su papel en el control de la expresión de qlnA y si su función

también repercutiría sobre la expresión de otros genes cuyos pro-

ductos participan en la asimilación del nitrógeno. También se te-

nían pregunas referentes a la estructura de la región de DNA que

constituye la región de control de qlnA, ya que su caracterización

fina permitiría la identificación de aquellas zonas importantes

en la regulación de la síntesis de GS a través de llevar a cabo ex-

perimentes de mutagenesis localizada, lo cual a su vez premitiría

dar significado fisiológico a las regiones identificadas. Por o-

tro lado también resulta interesante conocer la estructura corres-

pondiente al gene estructural, ya que nos daría información sobre

las estructuras primaria y terciaria de GS. Otro punto intere-

sante se refería a la caracterización de las regiones de DNA adya-

centes a qlnA, desde el punto de vista de si existía alguna rela-

ción estructural o funcional, como podría ser el hecho de que ge-

nes aledaños formaran parte de un operón junto con glnA.

En seguida hago una breve descripción cronológica de los he-
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chos con el fin de que se tenga una idea de como fueron surgiendo

los experimentos y los resultados.

Se llevo a c^bo el aislamiento de esta región a partir de un

banco de genes proveniente del genoma de E. coli (como se descri-

be en la sección de resultados), se realizo la caracterización fí-

sica de la misma utilizando enzimas de restricción y se identifi-

caron algunas algunas de Jas proteinas codificadas en ella. Ex-

perimentos de complementación en diferentes mutantes en los genes

relacionados (qlnA , glnG , glnL ), con plásmidos recombinantes

conteniendo diferentes fragmentos de la región, confirmaron la e^

xistencia de qlnG muy ligado a qlnA, y permitieron establecer su

localizacion de manera fina con respecto a glnA. Posteriormente,

se localizó el gene glnL y, la identificación de su producto in

\*ívo en un sistema de minicelulas no fue posible sino hasta que

se obtuvo una mayor expresión del mismo. En algunos casos la pau-

ta para la identificación de los genes estuvo dada por experimen^

tos genéticos previos obtenidos en nuestro laboratorio o en otros.

Como se describe en la introducción la caracterización de mu-

tantes en los diferentes genes gln así como la clonación de algu-

nos de ellos introdujo nuevas ideas sobre la regulación tanto de

la síntesis de GS, como de la asimilación del nitrógeno celular.

Tales conceptos nuevos involucraban por un lado, el hecho de que

qlnA, glnL y qlnG constituyeran una misma unidad transcripcio-

nal en ciertas condiciones; y por el otro la existencia de más de

un gene regulador de la síntesis de GS y de los genes incluidos en

el sistema Ntr (o^Reg); esto es, glnF y glnG, que parecen estar
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involucrados en el mecanismo de activación, glnL, que junto con

qlnG intervienen en el mecanismo de represión, y qlnB, al que se

le atribuye una función de "interferencia" con el mecanismo'de ac-

tivación. Estas características hacen de este sistema un sistema

singulsr dada su complejidad. Así pues resulta interesante como

glnA siendo el gene para una enzima biosinté'tica se regula de ma-

nera tan compleja y diferente a cualquier otro gene relacionado

con la biosíntesis de aminoácidos. Por lo tanto, se pensó que la

caracterización de la regiónide control de glnA así como las co-

rrespondientes a los otros genes de esta región ayudaría a mejorar

nuestro entendimiento sobre su expresión y nos daría una visión mo-

lecular del sistema.

Este tipo de estrategia constituiría un primer paso, que se

vería complementado por el análisis de mutaciones en estas regiones

regulatorias, como por estudios de unión a proteinas (como serían

los productos de los genes qlnF, glnG, glnL, etc), y por la tieter-

minación de los inicios de transcripción correspondientes a dife-

rentes condiciones de crecimiento.
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The Clarke-Carbon bank of Escherichia coli strains carrying ColÉI hybrid plasmids
was screened fór complementation of gdh, gltB, and glnA mutations affecting nitrogen
metabolism ¡n E. coii. Plasmids which complemented each one of these mutations were
isolated. In every case, the plasmids conferred to otherwise mutant cells the capacity to
synthesíze the corresponding wild-type enzymes: glutamate dehydrogenase, glutamate
synthase, and glutamine synthetase (GS), respectively. For three representative plasmids,
endonuclease restriction maps were constructed. One of the plasmids, pACRl, which
complemented gínA mutations, including the gInA2l::Tn5 insertion, was deemed to carry
the gl/iA* alíele. GS synthesis by pACRI glnA*lglnA20 heterozygous merodiploids was
subjected to repression by growth on 15 mM NHJ and had a twofold high derepressed level
than wild-type (glnA+) haploid cells when grown on 0.5 mM NHJ or on glutamate as only
nitrogen sources. The presence of glutamine as solé nitrogen source promoted repressed
GS synthesis in the glnA+IglnA20 merodiploids. By contrast, glutamine allowed almost
fully derepressed synthesis of GS in glnA* haploid cells.

Glutamate and glutamine act as the
carriers of nitrogen for intermediary metab-
olism when an ehteric bacterium utilized.
glucose as the preferred source of carbón,
and ammonia as the main source of nitrogen.
In Escherichia coli and other enteric bacteria,
glutamate can be synthesízed by a variety
of reactions. One of these is from ammonia
and 2-oxoglutarate, by a reaction cafalyzed
by glutamate dehydrogenase (GDH; EC
1.4.1.4).! Glutamate can also be synthesized
by enteric bacteria from 2-oxoglutarate and
glutamine in a reaction catalyzed by glutamate
synthase (GOGAT; EC 2.6.1.15). Particularly
during growth under conditions of nitrogen
limítation, the GOGAT-catalyzed reaction

1 Abbreviations used: GDH, glutamate dehydro-
genase; GOGAT, glutamate synthase; GS, glutamine
synthetase; EMS, ethylmethanesulfonate; NN minimal
médium (in g/liter), KH2POi (13.6), KaSO^ (2.61),
MgSo., • 7H2O (0.2), CaCl2 (0.01), FeSo4 -7HZO (0.0005);

yGT, y-glutamyl transferase; SDS, sodium dodecyl sul-
fate; Kb, kilobase.

0[47-619X/80/020I50-15$02.00/0 150
Copyright © 1980 by Academic Press, Inc.
All rights of reproduclion in any form reserved.

is coupled with the ATP-dependent produc-
tion of glutamine from ammonia and gluta-
mate catalyzed by glutamine synthetase
(GS: EC 6.3.1.2).

Enteric bacterial strains lacking GDH do
not require glutamate for growth. Such
mutants grow as well as wild-type strains
on both low and high ammonia concentra-
tions and on other nitrogen sources (Brench-
ley and Magasanik, 1974; Pahel et al.,
1978). Mutants lacking GOGAT can grow
without glutamate on minimal médium con-
taining glucose and excess ammonia but are
unable to grow on minimal médium con-
taining ammonia at a low concentration or
other organic compounds as solé sources
of nitrogen (Brenchley et al., 1973; Pahel
et al., 1978). Mutants lacking both GDH
and GOGAT activities cannot utilize am-
monia as only nitrogen source and require
glutamate for growth (Berberich, 1972). It
appears, therefore, that when the ammonia
supply is limited, the GDH reaction does not
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function efficiently and ammonia is assim-
ilated by the cells vía íhe GS-GOGAT path-
way. In cells growing with an excess of
ammonia, glutamate can be formed either
by way of GDH "or by the GS-GOGAT
pathway.

On the othcr hand, previous studies have
shown that the enzymatic activity of GS
is regulated by at least three different mech-
anisms (reviewed by Ginsburg and Stadt-
man, 1973; Wohlhueter et al., 1973); (1)
by the interconversion of relaxed and taut
forms of the enzyme in response to varia-
tions in concentration of divalent cations,
(2) by cumulative feedback inhibition by
various end producís of glutamine metab-
olism, and (3) by covalent alterations of
the enzyme by the reversible adenylylation
of a specific tyrosyl residue on each subunit.
The adenylylated GS is biosynthetically
less active and more sensitive to feedback
inhibition by producís of glutamine metab-
olism than the unmodified form. In addition,
studies on mutants in each of íhe compo-
henls of this complex regulatory system and
on slrains allered in glnA, the structural
gene for GS, led Magasanik and co-workérs
lo propose a model of auíogenous regulation
in whieh GS regúlales the synthcsis of GS
itself (Foor et al., 1975; Streicher et al.,
1975; Bcndcr and Magasanik, 1977b; Gail-
lardih and Magasanik, 1978).

Glutamine auxotrophs require glutamine
for growlh whether or not ammonia is also
presen t in the médium. Two classes ofmuta-
lions in íhe glnA gene lead to glutamine
auxotrophy. One class does not synthesize
a GS polypeptide (GlnA" phenotype), and
the pther synthesizes an enzymatically in-
active one (Gln(AC)~ phenotype). A third
class of mutatións results in the high-level
constitutive synthesis of GS (GlnC" pheno-
type). Mainly because two mutatións re-
sulting in the GlnC phenolype apparently
map between mutalions conferring the Gln
(AC)~ phenotype, mutatións leading to GS
constitutivity have befen considered to lie
also in the glnA gene (Streicher etal., 1975;
Gaillardin and Magasanik, 1978). However,

the possibility that these mutatións may lie
in a tightly linked but sepárale gene has
also been poinled out (Kustu et al., 1979;
Pahel and Tyler, 1979).

To study in viíro transcription, the physical
organízation, and the multicopy expression
and regulation of their respective genes in
differenl genetic backgrounds, we soughl lo
isolate individual hybrid plasmids containing
genes that complement E. cali chromosomal
mutatións affecting GS, GDH, and GOGAT
activities, respectively.

Using the "terminal transferase-tailing"
method, Clarke and Carbón (1975) con-
structed a gene bank which is formed by
cells carrying hybrid plasmids, each con-
sisting of ColEl DNA and a fragment of
E. coli chromosomaL DNA. We screened
this E. coli bank for the presence of GS,
GDH, and GOGAT gene-complementing
mutatións and have isolated íhree differenl
plasmids: one apparently carrying íhe GS
síructuralgene,#//M (pACRl); anotherone,
pRSPl, complementing the geih-l mutalion
affecting GDH activity; and a third, pRSP20,
complementing the gltB3l mutation that af-
fects GOGAT activity. The isolation'and
initial characterization of these plasmids
and of the bacterial strains harboring thcm
are described in the present paper.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains. Thcsc are Usted in Table
I. They were ali derivatives of l£. coli K-12.
The 2200 strains carrying the hybrid ColEl
plasmids were obtained from L. Clarke and
J. Carbón. MX705 carrying the glnÁ20
mutation was isolated after ethylmethane-
sulfonate (EMS) mutagenesis (Clark, 1967)
followed by penicillin treatment (Miller,
1972) of RR1 cells to enrich for glutamine
autotrophs. As expected for mutatións in
glnA (Mayer et al., 1975; Tyler, 1978), the
glnA20 mutation has been shown to be linked
by Pl colransduclion lo okl, rha, and olher
neighboring genes. MX705 reverted to the
Gln1 phenotype at a rale of 5 x 10-'() per
cell per división eyele. In addilion, the F14
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TABLE 1

LIST OF STRAINS

Strain Genotype Source or Reference

CS520

RRI

AB1206

PA340

MX705

MX727

MX729

MX730

MX73I
MX735

HfrC irpASS melBl x¡yV50 supFS8 relAI

F" proA2 leuBó íhi-l lacYl f-(tlK2 rpsL20 hsdS r~HmTi

F'\4/proA2 his-4 thi-i rpsLS lac Yl galK2 tfr-3 supE44
OlvE-argff)AKt

F //i/-/ leuB6 gdh-l MsGI gltBSI argHI th¡-I ara-14
lacYl gal-6 matAI xyl-7 mtl-2 HmA2 \H\-rpsL9
stipE44

Clarke and Carbón (1975)

Bolívar el al. (1977)

A. J. Pittard vía A. J. Clark

F. Jacob via B. J. Bachmann

gtnA20proA2 leu-6- thUÍ lacYl galK2 rpxL20 rsdS EMS mutagenesis of RRI

F~ th¡ Uv-680(pro-lac)&(f>at-pgl-att\-bh)tf!tnA2l::TnS

Same as PA34O bul carrying pRSPl

Same as PA340 but carrying pRSP20

Same as MX705 bul carrying pACRl
F'14 glnA*lgtnA20 proAl leu-6 thi-i ga¡K2 lacYl

rpsL20 hsdS rümú

MX746 Same as MX727 but carrying pACRl

S. Brom, A. Osorjo and F. Bastarrachea,
unpubüshed

This paper

This paper

This paper
AB1206 X MX705; this paper

This paper

merogenote, which is known to carry the
f>lnA+ alíele, (Streicher w al., 1975) fully
complemented the f>lnA20 mutation of
MX705. Strain PA340 is the same as
strain CB100 from B. D. Sanwal's labora-
tory wíth which Bcrbcrich (1972) showed
that both gltB and gdh mutations are neces-
sary to make a strain aglutamatc anxotroph.
PA340 reverts to glutamate ¡ndependence
at a frequeney of 10 M per ccll (Pahel et
al., 1978).

Media and growih conditions. For most
experiments the NN minimal médium was
used. Itcontainsingrams per liten KH2PO4,
13.6; K2SO4, 2.61; MgSO4-7H2O, 0.2;
CaCl2, 0.01; FeSO4-7H£O, 0.0005. Glucose
at 0.2% was always added as carbón source.
The nitrogen source was either 0.5 or 15 mM
NH4C1, L-glutamate (2 mg/ml), or L-gluta-
mine (1 mg/ml; grade III, Sigma Chemical
Co.). Other growth factors were added at
predetermined optimal concentrations fróm
1 x 10^to2x 10";i/tf. Luriabroth(MiIIer,
1972) modified by the omission of glucose

was used as the rich médium. For sólíd
médium, agar (Difco) al a final concentra-
tion of 1,5% was adtled. Strains were main-
tainctl as slants of Luiia médium except
MX705 and MX727 which were maintained
on Luría supplemented with glutamine (1
mg/ml) and merodiploid strains which were
maintained on glucose-NN médium with
15 mM NH4CI plus the required supple-
ments. Cultures for DNA extraction were
grown on M9 médium (Miller, 1972). All
incubations were carried out at 37°C under
shaking.

Genetic procedures. Construcción of F14
merodiploids was carried out by mating
AB1206 as donor with MX705 as recipient,
and selecting for Gln+(His+) transconjugants
as described by Miller (1972). Transforma-
tion was carried out essentially as described
by Cohén et al. (1972).

Plasmid DNA purification and restricíion
endonuclease analysis. CoIEl and CoIEl
hybrid plasmid DNAs were prepared by the
method of Betlach et al. (1976) after chlor-
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amphenicol (200 mg/liter) amplification.
All the restriction enzymes used in this work
were prepared by the method of Greene
etal. (1978) with the exception of the enzyme
Smal which was obtained from Bio-Labs.
The réaction conditions for the various
restriction enzymes have been previously
reported (Bolívar et al., 1977). Agarose
gel electrophoresis was carried out in a
vertical slab gel apparatus using a Tris-
borate-EDTAsystem (Bolívar et al., 1977).

Enzyme assays. For enzyme assays, cul-
tures were grown on glucose-NN médium
with the nitrogen sources as indicated.
Culture and harvesting conditions were
those described by Bender et al. (1977).
The GS assay used for whole cells and
extracts was the y-glutamyl transferase
(yGT) assay described by Shapiro and
Stadtman (1970), using the final concentra-
tíons of reactanjs recommended by Bender
et al. (1977), éxcept that the pH was 7.33,
the isoactivity pointforboth the adenylylated
and nonadenylylated forms of E. coli GS
(Bloom et al., 1978). In paralleí assays,
60 mM Mg2+ inhibits the activity of the
adenylylated subunits only (Stadtman et al.,
1970).

To determine the average state of ade-
nylylation (ñ) we used the formula suggested
by Stadtman et al. (1970),

ñ = 12 - \2bla,

where a ís the measure of the total trans-
ferase activity (-Mg2+) and b is the measure
of transferase of the unadenylylated sub-
units ( + Mg2+).

GS ability to form glutamine was also
determined by the forward réaction assay
as described by Bender et a!. (1977) exc.ept
that the pH was 7.6 (Shapiro and Stadtman,
1970). One unit of GS activity is defined
as that amount of enzyme producing one
micromole of y-glutamyl hydroxamate
per minute at 37°C. Specific activity is given
as unitsof enzyme per millígram of protein.

For determination of GDH and GOGAT
activities, cells were centrifuged, resuspended
in a 1/100 vol of buffer (50 miu Tris, pH

7.6, plus 10 mM mercaptoethanol), and
dísrupted in a Branson sonifier. A clear super-
natant was obtained after centrifugation for
30 min at 10,000#. The GDH and GOGAT
activities were determined spectrophoto-
metrically by recording the rate of NADPH
oxidation at 340 nm as described by Meers
et al. (1970). Measurements were made in
Zeiss PMQII spectrophotometer, using 1-
cm-light path cells. One unit of GDH or
GOGAT activity is expressed as that amount
of enzyme that oxidizes one micromole
of NADPH per minute at room temperature
(20°C). Specific activity is given as units of
enzyme per milligram of protein.

GS purification. The bacteria were grown
in aereated cultures at 37°C in glucose-NN
médium containing either 0.2% glutamic
acid plus 0.5 mM NH4C1 or glutamine (I mg/
mi) as nitrogen source. The cells were
harvested in the late logarithmic growth
phase, washed twice with extractíon buffer
(5 mM KH2PO4/0.5 mM EDTA/50 mM
K2SO4, pH 7.2), resuspended in the same
buffer containing 2.25 mM MnCl2, and dis-
rupted by sonication. The suspensión was
centrifuged 15 min at 10,000 rpm and the
supernatant subjected to a purification pro-
cedure based on affinity chromatography
on anthranilate-bound Sepharose (Palacios,
1976; S. López, R. Palacios, and F. Bastar-
rachea, unpublished). The GS protein from
MX705 was purified using the method de-
scribed above. Since it was not possible to
follow the enzyme by its activity, the frac-
tions of the column eluate pooled were those
which corresponded to the activity peak of
the wild-type GS in a duplícate column
chromatography experiment.

Preparation of antibodies. To prepare
anti-glutamine synthetase, rabbits (New
Zealand, 2 to 3 kg) were injected with 250
¡xg of purified E. coli (RR1, glnA+) gluta-
mine synthetase in Freund's complete
adjuvant. The animáis were boosted two
times at 15-day intervals with the same
doses of glutamine synthetase. Starting 1
week after the second boost, rabbits were
bled from the ear every week for about 3
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months. Serum obtained from the different
bleedings was pooled and the total y-globulin
fraction was prepared by three consecutive
precipitations with 40% saturated ammonium
sulfate. The final precipítate was dissolved
ín 10 mM phosphate buffer, pH 7.2, dialyzed
against the same buffer, and frozen at -70°C.

Electrophoresis and imtnunoelectropho-
resis studies, Slab gel electrophoresis in
the presence of sodium dodecyl sulfate
was performed as reported by Laemmli
(1970). Molecular weight markers for SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis were ob-
tained from BDH biochemicals (Catalog
No. 44223). Rocícet immunoelectrophoresis
was carried out as described by Weeke
(1973). In this technique, the samples are
applied in circular wells side by side and
the electrophoresis is performed in agarose
gel containing a monospecific antiserum.
Quantitation was based measuring either the
height or the área of the rocket-shaped
precipitatés that were formed. One percent
gel containing 0,5% anti-GS y-globulin frac-
tion was used. The buffer was 25 mM sodium
bárbital, pH 8.6, containing 0.025% sodium
azide. The gel was run 15 h at 5 V/cm. After
electrophoresis the gel was washed ex-
tensively, dried, and stained with Coomassie
brilliant blue R-250, Cell-free extracts were
obtained by sonication as described in the
previous section but without the anthranilate-
Sepharose purificatíon step.

Other methods. Colicin El was prepared
from strain JC411 ColEl as described by
Schwartz and Helinski (1971) up to the am-
monium sulfate precipitation step. Trans-
formants were tested for colicin immunity
by cross-streaking on L-broth agar plates
previously spread with the colicin E1 prepa-
ration described above. Protein was deter-
mined in whole cells or in extracts by the
method of Lowry et al. (1951) using bovine
albumin as a standard.

RESULTS
ColEl Hybrid Plasmid Isolation

One-liter batches of M9 médium were
inocuíated with 100 different E. coli strains

from the Clarke-Carbon bank, and plasmid
DNA was purified after chloramphenicol
amplification (Clewell, 1972). With each of
the 22 DNA pools so obtained, two recipient
strains were transformed: PA340, to isolate
hybrid plasmids complementing either gdh-l
or gtÍB31 mutations, and MX705, for plas-
mids complementing the glnA20 mutation.
Two of the glutamate prototrophic PA340
transformed clones carried plasmids termed
pRSPl and pRSP20, which conferred to
PA340 cells the ability to synthesize GDH
and GOGAT, respectively. One of the Gln+-
MX705 transformed clones carried a plasmid
termed pACRl. Every one of the plasmids
conferred to transformed cells immunity to
colicin El. Each plasmid DNA was purified
from the primary transformants and used
to transform again the corresponding recip-
ient strains. Frequencies of glutamate proto-
trophic transformants of 1.3 x lOV/Ag of
pRSPlDNAandof0.9 x 103//¿gofpRSP20
DNA were obtained with PA340 as recip-
ient. Using MX705 as recipient, we ob-
tained a frequency of 5 x 103 Gln+ trans-
formants/^gof pACRl DNA.

GDH and GOGAT Activities in Cells
Harboring Plasmids pRSPl or pRSP20

The activities of GDH and GOGAT were
determined in cell extracts from strains
MX729 (pRSPl/PA340) and MX730 (pRSP20/
PA340). Results are shown in Table 2. GDH
activity measured in strain MX729 was ap-
proximately twofold higher than that ob-
served for the wild-type strain CS520. The
GOGAT activity of MX729 cells was as low
as that found in PA340 cells carrying no
plasmid. By contrast, MX730 cells synthe-
sized GOGAT with an activity higher by a
factor of 2.5 than the one synthesized by
wild-type CS520 cells but did not synthe-
size GDH activity. Thus, plasmid pRSPl
complemented the gdh-l mutation and
plasmid pRSP20 complemented the gltB3l
mutation. The higher specific activities for
both enzymes observed in the plasmid-
carrying strains as compared to those of
CS520 can be tentatively explained as due to
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TABLE 2

GDH AND GOGAT SPECIFIC ACTIVITIES DETERMINED

BY PLASMIDS pRSPI AND pRSP20a

Strain Relevant genotype GDH GOGAT

CS520 gdh+gltB+ 184.1 51.2
PA340 gdh-1 gUB31 2.1 0.6
MX729 pRSPI gdhVgdh-1gltB31 448.6 0.5
MX730 pRSP20 gltBVgdh-l gttB3¡ 2.3 128.6

" One-hundred-milliliter cultures were grown to a
density of 6 x 10H cells/ml on glucose-NN médium
with 30 mM NH4C1 as the only nitrogen source, except
strain PA340 which was grown on the same médium
supplemented with 2 mg/ml glutamate. GDH and
GOGAT activities were determined in cell-free extracts
as described under Materials and Methods.

the high number of copies of ColEI hybrid
plasrnids probably present per cell (Hersh-
field et al., 1974) although this will have
to await confirmation. Further studies are
also necessary in order to determine the
identity of the E. coli genes ctoned in plas-
mids pRSPl and pRSP20 that complemented
thegdh-I anégltB31 mutations, respectively.

GS Activity Determined by pACRl

The total amount of GS (-Mg2+) as
well as the amount of nonadenylylated GS
(+Mg2+) was determined using the -yGT
assay in cells of strain MX731 (pACRl
glnA+/glnA20) and in the parental strains
MX705 if>!nA20), RR1 (the glnA + strain
from which MX705 was derived), and
CS520 (glnA + ) from which the colony bank
of ColEI hybrid plasmids was originally
made (Clarke and Carbón, 1975). In addition,
the GS biosynthetic activity was measured
by the forward reaction assay. These results
are summarized in Table 3.

Wild-type glnA* strains RR1 and CS520
synthesized derepressed levéis of half-
adenylylated GS when grown on NN mé-
dium with eíther 0.5 mM ammonium or glu-
tamate as solé nitrogen sources. Under
similar growth conditions, MX731 cells had
a twofold higher GS activity, half of which
was also adenylylated. Our results do not
agree with those reported by Bartnik and

Tyler (1977) who did not find a gene dosage
effect in E. coli cells harboring a ColEI
hybrid plasmid also carrying the glnA+

gene. Very probably, pACRl and the plasmid
isolated by Bartnik and Tyler (1977) carry
DNA fragments which are different, at least
in part, as suggested by the presence of
substrate sites for certain restriction endo-
nucleases in each of the plasmids not pres-
ent in the alternative one (see below).

For comparison, we also measured the
GS activity of cells of MX735 strain (F14
glnA+/glnA20). Under derepressed condi-
tions, MX735 synthesized GS similar in
amount and ín leveí of adenylylation to the
GS synthesized by haploid strains RR1 and
CS520. This is probably related to the fact
that bacterial cells normally harbor only one
to nearly two copies of any particular F-
merogenote per chromosome in the auton-
omous state (Hayes, 1968; Frame and
Bishop, 1971).

A 15 mM ammonium concentration sup-
ported good growth of all Gln+ strains that
were tested (Table 3), even though it caused
a strong repression of GS synthesis. The
well-known pattern of enteric bacterial cells
synthesizing small amounts of highly ade-
nylylated GS in response to their culturing
on high ammonia concentrations (see Tyler,

' 1978 for review) was strictly followed by
all strains that were tested.

Growth of enteric bacteria on glutamine
as solé nitrogen source results in a condi-
tion of nitrogen, limitatión (Bender and
Magasanik, 1977). Thus glutamine allowed
derepressed synthesis of GS in the haploid
parental strains RR1 and CS520 but caused
a marked repression of GS synthesis in
MX731 and MX735 similar to that caused by
15 mM NHJ, something we (Table 3) and
others have not observed in haploid cells
of E. coli (Pahel et al, 1978) or Klebsiella
aerogenes (Streicher et al., 1976; Bender
and Magasanik, 1977a; Gaillardin and
Magasanik, 1978). The small amount of GS
synthesized was partially adenylylated.

The unexpected finding of glutamine
repressing GS synthesis in the merodiploids
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TABLE 3

GS SPECIFIC ACTIVITIES AND ADENYLYLATION STATES OF E. cali STRAINS"

Stniin
(genotype)

CS520
(glnA?)

RR1
(glnA+)

MX705 (glnA20)

MX731
(ColEl glnA*lglnA20)

MX735
(F14 glnA+/glnA20)

MX727
\glnA21::TnS)

MX746
(ColEl glftAVglnA21::TnS)

NIitrnf?pn
i lili \J^t-ll

source

0.5 mM NHí
15 mM NH4+
Glutamate
Glutamine

0.5 mM NH4
+

15 mM NHí
Glutamate
Glutamine

Glutamine

0.5 mM NH4
+

15 mM NH4
+

Glutamate
Glutamine

0.5 mM NH4
+

15 mM NHÍ
Glutamate
Glutamine

Glutamine

0.5 mM NHÍ
15 mM NHÍ
Glutamate
Glutamine

_ M g 2 +

0.92
0.08
0.66
0.53

1.03
0.09
0.80
0.64

<0.01

1.95
0.08
1.99
0.16

0.64
0.08
0.64
0.08

<0.0I

1.96
0.17
1.59
1.68

GS assay

+ Mg2+

0.43
0.01
0.34
0.40

0.52
0.02
0.43
0.57

<0.01

1.07
<0.01

1.26
0.06

0.36
<0.01

0.34
0.05

<0.01

1.11
0.04
0.81
1.46

ñ

6
10
6
3

6
9
6
1

_

5
12
6
7

5
12
6
4

5
9
6
2

Forward

assay

0.40
0.01
0.35
0.32

0.52
0.02
0.43
0.37

<0.01

0.93
<0.0I

0.88
0.06

0.34
<0.01

0.28
0.04

<0.01

0.68
0.01
0.45
0.72

" Inocula were grown overnight ih minimal médium with the nitrogen source indicated in the table. Cultures
werediluted 1:10 into the corresponding fresh médium and aerated untilgrowth reached approximately 6 x 10H

cells/ml. Enzyme determinations were carried out as described under Materials and Methods. Samples of
cultures of the merodiploid strains grown on glutamine as solé nitrogen source were removed before harvesting,
piated, and screened for the presence of Gln~ segregants. These occurred but only at frequencies of 5% for
MX731, 1% for MX735, and 0.596 for MX746.

was tentatively explained as triggered by the
glnA20 defective protein. In order to test
this possibility we made use of strain MX727
(Table 1) which carries the glnA2l mutation
due to insertion of the Tn5 (KanR) trans-
posable element (Berg et al., 1975). This
insertion apparently caused complete loss of
glnA function since cross-reacting material
against anti-GS antibodies was not detected
in cell-free extracts of MX727 cells (Fig. 2).
Purified pACRl DNA transformed MX727
cells to glutamine prototrophy in the pres-
ence of kanamycin (20 ¿¿g/ml) and colicin

El, with an efficiency of 0.4 x 103 trans-
formants/^tg of pACRl DNA. One of these
transformants was purified. and termed
MX746.

As shown in Table 3, MX746 cells syn-
thesized GS enzyme similar in amount and in
adenylylation state to that made by MX731
under all growth conditions, except that glu-
tamine no longer repressed GS synthesis.
This result was taken as solid evidence in
favor of the role of the glnA20 protein as
essential for repression by glutamine of GS
synthesis in MX731 and MX735.

FALLA DE O r a .
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m

FIG. 1. SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis
of the purified GS. GS obtained from (a) RR1 (gInA+),
(b) MX731 (pACRl glnA+/gInA20), and (c) MX705
(glnA20). In (c) the GS preparation was less puré due to
the fact that more fractions were pooled, as compared
to the wild type, to insure the presence of this protein.
Molecular weight markers (m) are glutaraldehyde-
crosslinked subuntts of 14,300 monomer (14,300;
28,600; 42,900; and 57,200) as indicated by Ihe arrows.

Sotne Properttes of the GS Proteins Made
by E. coli Strains

The defective GS protein made by MX705
(glnA20) cells was purified by the same
affinity chromatography method used to
purify the wild-type GS protein (see Materials
and Methods). Its monomer had a molecular
weight similar to that of the wild-type GS
monomer (Fig. 1). Moreover, the GS mutant
protein from MX705 was able to cross-react
with antibodies prepared against wild-type
GS (Fig. 2); MX705 extracts had an antigen
level 75% that of wild-type (RR1 glnA+)
extracts. MX731 (pACRl glnA+íglnA20) cells
synthesized an enzymatically active GS
similar to wild-type GS in the molecular
weight of their respective monomers (Fig.
1). The high level (250%) of GS antigen found
in MX73I was equivalent to the high level
of GS activity present in the extracts.

MX727 (glnA21 ::Tn5) cells did not synthesize
detectable levéis of GS protein or antigen,
but MX746 (pCRl glnA+!glnA2l ::Tn5) syn-
thesized a level of GS antigen (174%) almost
as high as that expected in corre spondence
to its high GS activity.

Restríction Endonuclease Analysis of
Hybrid Plasmids

The three ColEl hybrid plasmids, pRSPl,
pRSP20, and pACRl, were purified and
treated with a collection of restriction en-
zymes in order to obtaín preliminary re-
striction maps and molecular weights. The
relative positions of the sites present in each
DNA molecule was determined by agarose
gel electrophoresis of single and double
digestions of plasmid DNA wíth different
combinations of restriction enzymes.

As can be seen in Figs. 3-5, a 0.7 x 106-
dalton restriction fragment can be derived
from all three hybrid plasmids after diges-
tión of DNA with the restriction endo-
nuclease • Pstl. The same fragment that
includes a Stnal site, can be obtained from
plasmid ColEl. Therefore, we assume that
this fragment is part of the inactivated colicin
El production gene in the ColEl hybrid
plasmids (Bell et al., 1977). These data
allowed us to localize the position of the
colicin El immunity gene and the origin of
replication in the hybrid plasmids, assuming
that no deletiqn or insertion of foreign DNA
in the ColEl segment occurred during the
bank construction.

The plasmid pRSP'l (Fig. 3) had a molec-
ular weight of 8.8 x 106 d, one substrate site
for each of the restriction enzymes Salí,
Bglll, and Smal, two for the endonuclease
EcoKL, three for Pstl, and three or four of
the endonuclease Hpal (only two of these
Hpa\ sites have been mapped). No sites for
the restriction enzymesHindlll stnáBamUl
were detected in pRSPl.

Plasmid pRSP20 (Fig. 4) with a molecular
weight of 12 x 106 d, had one substrate site
for each of the restriction enzymes Salí and
Bglll. It carried two substrate sites for the

ALLÁ DE ORIGEN
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Straln Per Cent
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MX73I
MX746
HX727
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Fie. 2. Rocket quantitative immunoelectrophoresis of glutamine synthetase from extraets of RRI
{(•inA*), MX705 (glnA20), and MX731 (pACRl gl(iA+/glnA20). Procedures were performed according
to Weeke (1973) as described under Materials and Methods. The amount of antigen was quantitated by
measuring the peak height from the upper edge of the application well to the top of the peak, using a
standard curve of protein concentration vs peak height as a reference. (a,b) GS purified from RRI
(4 and 3 fxgof total protein, respectively); (c,d) extract from RRI (4 and 3 ̂ gof total protein, respec-
tively); (e,f) GS purified from MX705 (4 and 3 fig of total protein, respectively); (g) extract from MX705
(3 fig of total protein); (h) GS purified from MX731 (3 fig of tota! protein); (i) extract from MX731 (3 pg of
total protein); (j) extract from MX727 (4 ng of total protein); and (k) extract from MX746 (4 fig of
total protein). To prepare the extraets, all strains were grown on glucose-NN minimal médium
containing glutamate (2 mg/ml) plus 0.5 mM NH.,CI, except MX705 and MX727 which were
grown on glucose-NN containing glutamine (1 mg/ml). The percentage of antigen shown in the inset
was calculated by taking the amount of antigen present in RRI (glnA*) as

endonucleases EcoRl and Smaí, three for
the endonuclease Pstl, and four (possibly
five) Hinálll sites. Three of these Hindlll
sites have been mapped in the molecule; a
fourth was localized in either one of the two
///'/(di 11 positíons shown as dashed lines in
the map. A fifth site could be localized very
cióse to one of these four sites. No BamHl
site was present in the hybrid molecule.

The third hybrid plasmid, pACRl (Fig. 5),
hada molecular weight of 10.6 x 10fi d, and
carried unique restriction sites for endo-
nucleases Bglll, EcoRl, and Hinálll. It
carried two substrate sites for the restric-
tion enzymes Salí and BamHl, three for
Stnal, and four for Pstl. There were at
least five Hpa\ restriction sites in the mole-
cule. In contrast to pACRl, the ColEl
glnA+ plamid described by Bartnik and Tyler
(1977) does not carry sites for the EcoRl,
BatnHI, and Hinálll restriction endo-
nucleases.

S cree ning for Gene tic Markers in pACRl

Usíng the conversión factor of 41 kilobases
(kb) per minute of E. coli we calculated
that the DNA fragment cloned in pACRl,
having a molecular length of 9.4 kb, carries
approximately 0.23 min of the bacterial
chromosome. The closest marker thus far
known to He at one side of glnA is polA:,
the genetic map interval between these tw.o
genes being 0.27 min (based on 65% co-
transduction, Tyler, 1978). The closest gene
thus far identified on the other side of glnA
is chlB, which lies 0.80 min apart (S. Brom,
A. Osorio, and F. Bastarrachea, unpub-
lished). Therefore, it was not surprising to
find that pACRl did not complement either
polA or chlB mutations.

Any doubts that still remained as to
whether we had cloned the glnA+ gene in
pACRl were dissipated after we transforméd
MX727 (glnA21::Tn5) cells with pACRl.
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Since MX746 did not segregate plasmid-
free cells even in the presence of glutamine
as solé nitrogen source, we isolated plasmid
DNA from it and showed that such DNA
had the Pstl endonuclease restriction pattern
characteristic of pACRl. Moreover, when

AB1206 was mated with MX746, and selec-
tion was made for kanamycin-resistant II v+

Gln+ transconjugants, ¡t was found that
the FI4-merogenote displaced the pACRl
plasmid in 2 out of 50 progeny clones that
were tested.

B

FIG. 3. (A) Circular restriction map of pRSPl. The relative positions of restriction sites are drawn
to scale on a circular map divided into units of 1 x 106 daltons (outer circle) and 1 kb (iilner circle) (B)
One perccnt agarose gel electrophoresis of the plasmid pRSPl digested with various restriction en-
zymes. E: EcoRl; BSm: BglH and Smal; BS: BglW and Salí; BE: Bg¡\\ and EcoKl (partial); B: BgtlU
Sm: SmaV, Sm S: Smal and Salí: Sm P: Smal and Pstl; P: Pstl, ES: EcoRl and Satl; PE: Pstl and
EcoRl: PS: Pstl and Salí. Molecular weight estimates are based on the six A DNA fragments generated
by EcoRl <\E): 13.7, 4.68, 3.7, 3,56, 3.03, and 2.09 mdal (Bolívar el a!., 1977).

FALLA DE ORIGEN
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DISCUSSION bank,pACRl,pRSPl,andpRSP20,carrying
the wild-type genes coding for íhe enzymes

The results presented above describe the GS, GDH, and GOGAT, respectively.
isolation and characterization of three dif- Evidence that a particular gene is carried
ferent plasmids from the Clarke-Carbon onaplasmid, however, is incomplete. Gene

$SS--

^

B

Fie. 4. (A) Circular restriction map of pRSP20. The relative positions of restriction sites are drawn
toscaleasin Fig. 3A. (B)One percent agarosegel electrophoresis of theplasmid pRSP20 digested with.
various restriction enzymes: HSm: HinálU and S/nal; H: ////idlll; HB: Hindlll and BglU; E: EcoRl;
BE: Bglli and EcoRl; B: Bglll P: Pstl; PE: Pstl and EcoKl; PB; Psíl and BglH; PS: Pstl and Salí:
EB: EcoRl and Bf-IU; ES: EcoRl and Salí. Molecular weight markers as in the legend for Fig. 3B. In
addition, PM2 DNA digested with Hindill (PM2) was used. The resulting fragments are 3.14, 1.34,
0.6, 0.31, 0.29, 0.14, and 0.06 m daltons; the last one was not seen in the gel. (W. Brown, personal
cominunication; Bolívar et al., 1977).

FALLADEOB™
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I
assignments basically relied upon the com-
plementation pattern of the plasmids; thus,
pACRI complemented two different glnA
mutations, including the^/«A2/::Tn5 inser-
tion, while pRSPl and pRSP20 comple-

The possibility that we have isolated
revertants is totally unlikely in view of the
further transfer observed from each of the
complemented strains.

Another explanation of the apparent
mented the gdh-1 and gltBSl mutations, complementaron such as suppression, also
respectively. appears unlikely in view of the high enzyme

21

FIG. 5. (A) Circular restriction map of pACRI. The relative positions of restriction sites are drawn
toscaleas inthelegendfor Fig. 3A.{B)Onepercentagarosegelelectrophoresisof theplasmidpACRl
digested with various restriction enzymes. PB: Pst\ andBg/II; PEPsIl andEcoRl; PH: Pstí andHíndlII;
P:Pstl,?Bm:PsaandBamm;PSm:PstlandSmal-,PS:PsnaridSaíl;'Ptíp-.PsnandHpal;li:HinmU
S:Sall\Sm:Sma\; Bm: BarnWl; P: Pstl; E-.EcoRl. Molecular weight markers as inthelegendfor Figs.
3B and 4B.

FALLA
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levéis synthesized by the complentented
strains. Merodiploid strains MX729 and
MX73O, cairying plasmids pRSPl and
pRSP2Q, respectively, and MX731 and
MX746, carrying plasmid pACRI, showed
elevated levéis of enzyme activity. MX729
and 1VÍX730 synthesized about 2.5-fold the
levéis of wüd-type GPH and GOGAT ac-
íivities, respectively (Table 2). Under dere-
pressed cbnditions, i.e., in the presence
of low (0.5 mM) ammonium cqncen.tration
or glutamaté as only nitrogen sóurces,
MX731 and MX746 synthesized twice the
level of wild-type GS activity (Table 3).
It is?not known whether these valúes refiect
différent plasmid copy nurabers. It should
be npticed that no gene dosage effects were
prevíously observed in cells carrying another
ColÉI ginA* plasmid (Bartnikí and Tyler,
1977). In •homozygous glnA*lglnA + or
heterozygoiisF14^/rtA+/5/«v4 merodiploids,
no gene dosage effects have been observed
either (i.e.; MX735, Table 3; Streicher
et al:, 1976)'. <•

The question of whether the genes on the
plasmids arie under normal control can be
partially answered only in the case of the
glnA* gene carried by plasmid pACRl. As
already mentioned, growth of heterozygous
pACRl glnA+lglnA merodiploids (i.e.,
MX731 and MX746) under nitrogen limita-
tion (i.e., in the presence of 0.5 mM am-
monium or glutamaté) led to derepressed
synthesis of GS. By contrast, GS synthesis
was repressed when the same strains were
grown on high- (15 mM) ammonium concen-
trations. As expected, the repressed enzyme
had high adenylylation levéis, whereas the
tferepresse^ enzyme was mostly unade-
nylyl^ted (Table 3). Tfius, expression of the
glnA* gene from pACRl appeared to be
regulated similarly to the chromosomal
glnA+ gene of haplo¡4 £• c°ü cells.

Growth of K. aerogenes cells in a minima|
glucose médium with glutatnine as only
nitrogen source results m a condition of
nitrogen limitation, thüs leading to derepres-
sed synthesjs of GS (Benderand Magasanik,

1977). These authprs concluded that, ap-
parently, exogenous glutamine is not trans-
ported into the ce.H at a'rate sufficient to
cause repression. Growth of strains MX731
and MX746 on glutamine as only nitrogen
source resulted in différent effects on GS
synthesjs. GS synthesis was not repressed
by glutamine in MX746 cells whereas it
was severely repressed in MX731 cells
(Table 3). This differentiál effect can be
related to the différent genetic constitution
of the two strains, THey both carry the
pACRl plasmid, but the chromosomal
glnA mutationíhat is complemented in each
of the strains is différent. The glnA20 alíele
determines a protéin devoid of GS activity,
yet able to react with a^ntibodies prepared
against purified wild-type GS enzyme (F¡gs,
1 apd 2, Table 3). In MX746, the glutamine
auxotrophy is caused by the glnAH ;:Tn5
insertion and apparently, it does not give
place to a detectable pro^iuct. This glutamine
effect seems to be somehow associated with
the product of theg¡nA20 n^utation. In opder
tó valídate this conclusión, a more detaíled
study of this mutation is;being undertaken.

Attempts to subcloné the g!nA + , gdh+,
and gltB+ genes from the pACRl, pRSPl,
and pRSP20 plasmids, respectively, have
met with success. Moreover, the proteins
encoded by the three above-mentioned plas-
mids have been determined by taking ad-
vantage of the fact that these. plasmids
readily segregate into E. cali minicells.
Finally, immunoprecipitation of the poly-
peptides expressed by minicells containwig
the pACRl plasmid have shown that this
plasmid does indeed carry the structural
gene for GS (to be published).
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SUMMARY

We havé isolated parí of the glnA región of líscheríchia coli K-l 2 as a 6.4 Md DNA fragment on the ColEl
hybrid plasmid pACRl. DNA ftagments from pACRl obtained by cleavage with certain restriction endónucleases
were subcloned into the pBR322 cloning vehicle. Recognition sites for the endónucleases BamHl, Smal, BglU,
and EcoKX were localized inside the glnA gene sequence. De novo synthesized polypeptides, employing minicells
that carried some of these plasmids, allowed us to determine the direction of transcription of the glnA gene
relative to an adjoining gene that codes for a 65 000 dalton protein.

INTROPUCTION

The glnA gene, which maps at 85 min on the
E. coli chromosome (Baclunann and Low, 1980),
codes for the'Gln synthetase [L-glutamate: ainmonia
ligase (ADP-forming), EC 6.3.1.2.] monomer (MW
53 000). In enteric bacteria, the enzymatically active
Gln synthetase consists of 12 identical monomeric
subunits (Ginsburg and Stadtman, 1973). This
enzyme is not only responsible for the synthesis of
glutamjne but also for the assímilation of ainmonia

Abbreviations: Ap^, ampicillin resistance; Gln synthetase,
glutamine synthetase; Md, megadaltons; MW molecular
weight; NN mínima! médium (in g/1), KH2PO4 (13.6),
K2SO4 (2.61); MgSO4 • 71I2O (0.2), CaO2 (0.01), l-eSO4 •
7H2O (0.0005), pH 7.4; SDS, sodium dodecyl sulphate; TcK,
tetracyclíne resistance; Tris, tns(Hydroxymctliyl)aminome-
thane.

into glutamatc tlirough a couplcd reaction with
glutamate synthetase [L-glutamate NADP* oxidore-
ductase, EC 1.4.1.13] (Meers et al., 1970). Thé bio-
synthetic activity of Gln synthetase is reversibly mod-
ified by the covalent attachment of an adenylyl
moiety to each of its 12 subunits; the enzymatic
activity being inversely proportional to the number
of covalently bound AMP groups (Ginsburg arid
Stadtman, 1973).

The amount of Gln synthetase inside the cells can
vary over a 50-100-fold range (Bender and Magasa-
nik, 1977), depending upon the availability of nitrogen
in the growth médium. The producís of two positive
regulatory genes, glnF and glnG (called glnR in Sal-
moiwlla typhimurium by Kustu ct al., 1979), have a
pleiotropic role in controlling synthesis of Gln syn-
thetase (Kustu et al., 1979a; Pahel and Tyler, 1979),
and of amino acid transport components (Kustu et

TESIS CON
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al., 1979a,b). The glnF and glnG producís appear also
to regúlate synthesis of enzymes necessary for the
utilization of various nitrogenous compounds (Pahel
and Tyler, 1979; Tyler et al., 1980). Whether other
reguiatory elements, in addition to the glnF and
glnG producís, are involved in the regulation of
nitrogen metabolism, such as the Gln synthetase as
originally proposed (reviewed by Magasanik, 1977
and Tyler, 1978), remains to be elucidated.

[n order to understand the details of the in vitro
transcription, the physical organization, and the
regulation of the glnA región, it was deemed necessary
to isolate this DNA chromosomal fragment. We have
previously described the isolation and initial charac-
terization of a hybrid ColEl plasmid, pACRl, which
complements different glnA mutations (Covarrubias
et al., 1980). In this communication we wish to report
cvidence which conclusively demónstrales that the
pACRl plasmid readily carries the glnA structural
gene. Moreover we have been able to subclone dif-
ferent chromosomal DNA fragments from pACRl
into the pBR322 cloning vehicle and to determine the
direction ofglnA transcription relative to a contiguous
gene.

MATERIALS AND METHODS

(a) Bacterial straíns

Bacterial strains used1 were MX705 (F" glnA20
pro-Al leu-6 thi~\ lacYl galKl rpsL20 hsdS r¿m¿)
(Covarrubias et al., 1980), MX742, a recAS6
derivative of MX705, and P678-54 (F~ thr leu thi-1
supE lacY tonA gal mal xyl ara mil min) (Meagher et
al., 1977). These are all derivatives of E. coli K-12.

(b) Enzymes and chemicals

The restricción endonueleases were purifícd by the
procedure reported by Greene et al. (1978). T4 DNA
ligase was purified according to the method described
by Panet et al. (1973).' [3SS]Methionine (800 Ci/
mmol) was supplied by New England Nuclear. Chlor-
amphenicol was obtained from Sigma Chemical Co.
Other reagents used were of the highest purity avail-
able.

(c) Restriction digests and Iigation conditions

Rcaction conditions for the various restriction
endonueleases and for the T4 DNA ligase have been
described previously (Heyneker et al., 1976; Bolivar
et al., 1977). The conditions for agarose gel electro-
phoresis have also been described (Bolivar et al.,
1977).

(d) Transformation of E. coli

Plasmid DNA was purified as described by Betlach
et al. (1976). E. coli celís were prepared for trans-
formation by the procedure of Cohén et al. (1972);
transformants were selected for ApR or TcR in Luria
médium supplemented with 25 ¿tg/ml of either anti-
biotic and were subsequently screened for glutamine
independence in NN minimal médium (Covarrubias et
al., 1980).

(e) Gln synthetase activity

This was measured by the 7-glutamyi transferase
assay of Shapiro and Stadtman (1970) as modifíed by
Bender et al. (1977) and Covarrubias et al. (1980).
Specific activities are given as ¿imol of -y-glutamyl
hydroxamate formed/min/mg of protein at 37°C. The
protein contení of cells or cell extraets was determined
by the method of Lowry et al. (1951) using bovine
albumin as a standard.

(f) Minicell purification

The miniccll-producing strains.werc cultured and
the minicells purified by a modification of the proce-
dure of Roozen et al. (1971) as reported by Meagher
et al. (1977). 2 mi of the suspensión, previously
adjusted to 0.2 absorbance at 620 nm, were then
labeled with 50 ¿íCi/ml of [3SS]methionine in the
presence of 50 /xg/ml of each of the unlabeled amino
acids. Radioactively labeled minicells were resuspended
in 50 tú of sample buffer (10% glycerol, 2.3% SDS,
0.0625 M Tris pH 6.8 and 5%0-mercaptoethanol) and
boiled for 2—4 min before subjecting 15 ¿ti aliquots
to electrophoresis on 11% SDS-polyacrylamide gels
(Meagher et al., 1977).

(g) Immunoprecipitation procedures

Labeled minicells were resuspended in 100 ¿d of
50 mM Tris pH 7.2 and lysed by sonication after a
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treafment with lysozyme (40/jg/ml). The suspensión
was centrifuged 60 min at 12 000 rev./min. The super-
natant was immunoprecipitated following the proce-
dure of Palacios et al. (1977) with minor modifica-
tions. Aliquots of the supernatant were incubated
with 50 ¿íl of anti-Gln synthetase. Incubation was for
120 min at 4°C in the presence of 3 jug of puriñed
E. cali Gln synthetase, 2 mg/ml of bovine serum
albumín, 0.5% sodium deoxycholate, 0.5% Tritón
X-100, 0.03 M NaCI, 2 mM. Tris (pH 7.2) and 4 mM
L-methíonine in a final, volume of 100 ¿ti. The incuba-
tion mixture was then layered pver discontinuous
sucrose gradients prepared in microfuge tubes. The
gradients contained 150 júl of 1.0M sucrose and
50 (A of 0.5 M sucrose. Both sucrose solutions were
prepared in a buffer containing Tritón X-100, 5 g/1;
sodium deoxycholate, 5 g/1; 0.15 M NaCI; 20 mM
L-methionine and lOmMTrisof pH 7.2. The gradients
were centrifuged 5 min at 7000 rev./min, and the
tubes were frozen in dry ice. The tips (containing the
pellets) were processed for electrophoresis.

RESULTS

(a) Synthesis of the Gln synthetase monomer by mini-
cells carrying pACRl

We previously reported the isolation from the
Clarke-Carbon bank of a ColEl recombinant plasmid
which complemented two índependent glnA auxo-
trophic mutations (Covarrubías et al., 1980). This plas-
mid, pACRl, has the size of about 10.6 Md,of which
6.4 Md correspond to the cloned chromosomal DNA
fragment. The restriction map of pACRl is shown in
Fig. 1.

To prove that the glnA gene was present in the
pACRl plasmid, we examined the proteins synthesized
by this plasmid in a mínicells system. To this end, the
minicell-producing strain P678-54 was transformed
with either ColEl or pACRl. Minicells were purified
from cultures of the transformed cells and allowed to
synthesize proteins in the presence of [35S]methÍo-
nine. The de novo synthesized plasmid-encoded pro-
teins were electrophoresed on SDS-polyacrylamide
gels and visualized by autoradiography. Fig. 2 shows
that the pattern of proteins synthesized by minicells
carrying the ColEl plasmid resembles that reported

previously (Meagher et al., 1977), and that pACRl
codes for some additional proteins.

One of those pACRl-coded proteins comigrated
with the purified Gln synthetase monomer (Fig. 2,
lañe a). Since the possibility existed that this protein
did not correspond to the Gln synthetase monomer
but to a truncated colicin El protein, the radio-
actively labeled minicell extraets were treated with
rabbit anti-Gln synthetase y-globulin fraction as
dcscribed in MATERIALS AND METHODS. These
antibodies specifically precipitated only the protein
band from pACRl, which comigrated with the puri-
fied Gln synthetase monomer (Fig. 3, lañes c and d).
No protein, which precipitated with antibodies against
Gln synthetase, was present in the minicell extraets
from the ColEl-carrying strain (Fig. 3, lañes a and b).
This evidence conclusively demonstrated the presence
of the glnA gene in pACRl.

(b) Subcloning of chromosomal DNA fragments
derived from pACRl into pBR322

To localize the relative position of the glnA gene
in the chromosomal DNA fragment cloned in pACRl,
different DNA segments generated with various
restriction endonucleases were subcloned into the
pBR322 plasmid. Fig. 1 shows the restriction maps
of some of the relevant plasmids thus obtained. Endo-
nuclease Salí cuts pACRl at two sites, generating
fragments of 3.1 and 7.5 Md. Plasmid pACR23 con-
tained the smaller Salí fragment from pACRl. Psñ
cuts pACRl at four sites. The 3.7 Md Psñ fragment
from pACRl (coordínales 6.9—10.6 Md) was inserted
into the Pstl site of pBR322, thus generating plasmid
pACR34. Both pACR23 and pACR34 complemented
the glnAlO mutatíon of MX742 to glutamine inde-
pendence (Table I). These data allowed us to lócate
the glnA gene between the Psñ and Salí restriction
sites at positions 6.9 and 9.05 Md, respectively, in the
pACRl map.

A 3.6 Md fragment from pACRl between coordí-
nales 4.5. and 8.1 Md was cloned into pBR322 after
complete digestión of both plasmids with a combina-
tion of EcoRl and HinálW endonucleases followed by
ligation. The resulting plasmid, pACR41 (Fig. 1), did
not complement either the glnA 20 or the glnA2l: :Tn5
mutations. Therefore, it should not carry an intact
glnA gene. These results indícate that the glnA gene
should be located between the EcoRl site at 8.2 Md
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Fig. 1. Circular restriction maps of pACRl, pACR23, pACR34 and pACR41. The posítions of the recognition sites for the various
restriction endonucleases are drawn to scale on circular maps dívided into units of 1 Md. The heavy lined regions of the four plas-
mids represent the E. coli chromosomal DNA frágments.

and the Salí site at 9.05 Md of pACRl. Alternatively,
tlicsc data can also be explained tf one or both
EcoKl sites at positions 8.1 and 8.2 Md were in the
glnA gene. To verify which of these two possibilities
was correct, pACR23 was completely digested with

EcoRl and the largest generated fragment (whích
included the b'coRl-Sall fragment at coordinates 8.2
to 9.05 Md of pACRl) was recircularized. The new
plasmid so obtained, pACR238 (data not shown), was
unable to complement theglnA20 mutaíion(Table I).
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a b

Fig. 2. Autoradiograph of proteins synthesized by minicells
carrying pACRl (lañe a) or ColEl (lañe b). 3sS~labeled mini-
ccll extraéis Were electróplioresed on a \l% SDS-polyacryl-
ámidc gej. The arrowheads in lañe c indícate the position of
molecular weightpiarkersin kiiodaltons (from top to bottom:
albumin, 64; Gln synthetase from E.coli, 53; chymotryp-
sinogen Á, 23; myoglobin, 17.8).

Therefore, at least the EcoRl site localized at 8.2 Md
in the pACRl map should be located in the glnA gene.

(c) Gln synthetase activity determined by the hybrid
plasmids

As can be seen in Table I, high valúes of Gln syn-
thetase activity were obtained in MX742 cells carry-
ing hybrid plasmids with an Intacf glnA * gene (i.e,
pACRl, pACR23 or pACR34). In ají cases, however,
the general pattern of repressibility by ammonium
ions was conserved. Whereas the high specifíc activ-
ities determined by pACRl and pACR34 can be
attributed to the muíticopy nature of the plasmids,
tl>e reason for the variability in the máximum valúes
of Gln synthetase activity attained by MX742 cells
carrying these two plasmids is not readily apparent,
The low enzyme activity determined by pACR23 has
beén tentatively ascríbed to Salí cutting cióse to the
glnA promoter regjon (see below).

(d) Synthesis pf proteins by minicells carrying pBR322
hybrid plasmids -

As expected fpr plasmids complementing glnA
auxótrophic mutations, plasmids pACR23 and
pACR34 promote^ de novo synthesis of the Gln
synthetase monomer in minicells. Tlüs was shown by
the presence in extracts of minicells carrying these
plasmids, of a protein band which comigrated with
purified E. coli Gln synthetase (Fig. 4, lañes b and e).
Most probably, this protein band corresponded to the
protein of MW 53 000 which immunoprecipitated
with antí-Gln synthetase antibodies (data not shown).
Extracts from minicells carrying plasmids pBR322 or
pACR41 did not show any detectable band which
comigrated with the Gln synthetase monomer (Fig. 4,
lañes a and c) or any protein which immunoprecipi-
tated with anti-Gln synthetase.

In the electrophoretic patterns of proteins from
minicells carryjng pACRl two strong bands were ob-
served, in addition to the Gln synthetase polypeptide,
which were not present in patterns of minicells carry-
ing ColEl. These polypeptides liad MWs of approx.
26 000 and approx. 65 000 (Fig. 2, lañes a and b).

Apparently, tiie gene coding for the 65 000 poly-
peptide could be interrupted at the Pstl site located
at 6.9 Md of the pACRl map, since minicellscarrying
pACR34 synthesized a polypeptide of MW 63 000
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described in Fig-2.

ÍHg 4, b), which probably corresponded to the

; h : 2600O po^peptide was not 5 y n « by.
min'cells carrying either pACR23, PACR34 or
S ' We ignore whether thiS Polypept.de corre-

dUO a nat ve E. cali protein, sir.ce it could repre-
en7 th degradation produpt of . hJgher mo.ecu.ar
weght protein codified by pACRl. Alternaüvely, ,t

extracts from minicells, con-

c o u l d b e t h e p r o d u c . o f a n / T . ^ Z Z
truncated, localized somewhere in .he npon between
the Hpal and the BamHl sites at 4.2-5.5 Md of
p A C R l . . . . . ; ,.•:;.:.; ••• : :

 : . • • ?

(e) Direction of glnA transcription

As previously mentioned, plasmid PACR238 carries
a f ^ e n » at coordinátes 8.2 to 9.05 ofpACRI » d
does not comp!ement t h e ^ 2 0 m u f t u » . ^ ^ e y
Presumably, this plasmid is missing an » d of the
glnA gene. We exâ mined the protems synttesized by

FALLA DE ORIGEN
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TA1ÍLI- ]

Cha rae t cris tics oí the plasmids used in this study

Plasmids MW Relcvant gcnotype GIn synthetase b

N excess N limiting

PBR322
pACRl

PACR23
pACR34
PACR41
pACR'238
PACR341
PACR346

2.8 X 10°
10.6X10*

5.8 X 10*
6.3X10*
6.4 X 104

3.4 X 106

5.0 X 10*
6.3X10*

tet amp
glnA*colimm

glnA* amp* tet~
glnA*amp~ tet*
glnA~ amp* tet~
glnA~amp* tet~
gluA"amp~ tet*
glnA~amp~ tet*

ND C

0.12
0.08
1.03
ND
ND
ND
ND

ND
2.02
1.33
3.20
ND
ND

'ND
ND

a Genotypíc symbols tet* and amp* are used to denote that a given plasmid carries the genes conferring Tc R and ApR , respec-
tively. re/" and amp" are used to indícate that a chrómosomal fragment has been cloned jn one of the restriction sites of either
gene, thus converting it to the allelic state conferring Tc s and Ap s , respectively. , :

11 Gln synthetase activity was determined in MX742 cel'Is transformed with cach of the corresponding plasmids. Celis wcre grown
lo 100 Klott upit.s on 0.2% glucose NN mjnimul médium plus lofequíred suppleiiicnts. N excess: 15 mM NII4; N limiting: 0.5 niM
NH4. Gln syntlietase specific activiiies of 0.09 in N excess and 1.03 in N limiting were obtained for the GIn parental strain RR1
from wliidi MX705 and MX742 wefe derived (Covarrubias et al., 1980). . :

c Gln synthetasp'was not.determinad (ND)án these cases since MX742 cells were not complomented to glufamine prototrophy by
any of these píasmids. ; ' , . .

pACR238 in the minicell system because there was a
50% probability that this plasmid should contain the
glnA promoter as well as most of the gene, including
that región encoding for the amino terminal portion
of the Gln synthetase monomer. As can be s'een ín
Fig. 5, lañe b, plasmid pACR238 did not determine
synthesis of an intact Gln synthetase monomer.
Instead, a polypeptide of MW approx. 48 000 was
made.

This result indicates that the glnA gene must be
transcribed in the counterclockwise direction of the
pACRl map, (Fig. 1). Therefore, the EcoRl site at
posítion 8.2 Md in pACRl should cut the glnA gene
by about 135 base paírs thus leading to synthesis of a
Gln synthetase monomer shorter1 than the wild-type
monomer by about 45 aminoadds at its carboxyl

erid.
Two more plasmids were constructed whose

characterization also supported the above conclu-
sión. Plasmid pACR34 contain^ only one Bglll restric-
tion site and two substrate sjtes for Smal (Fig. 1).
Cleavage of pACR34 with Bglll followed by SI
riuclease treatfnenf and recircularization led to plas-
niid pACR346A (B5/II). Cleavage of pACR34 with
Stnal followed by ligatiqn of the 5.3 Md fragment led

to plasmid pACR341, which only carried one Smal
site and consequently lacked the 0.85 Md Smal-Smal
fragment of pACRd.

Plasmids pACR346 and pACR341 did not promote
synthesis in minicells of a Gln synthetase comigrating
protein. Instead, they determined synthesis of poly-
peptides of MWs of approx. 31200 and approx.
32200, respectively (Fig. 5, lañes d and e). These po-
lypepüdes did not end at the exact site of the dele-
tions, but apparently ended up until the first nonsense
codons were encountered by the translation machinery
of the minicells. Such nonsense codons were probably
generated by the shifts of phase in the reading frames
created by the action of SI nuclease in pACR346 or
by deletion of the 0.85 Md Smaí-Smal fragment in
pACR341. From these results it is evident that the
Bglll and Smal sites (at 8.45 and 8,55 Md, respecr
tively, in pACRl) and very probably a Hpal site
located between these two sites, also are in the glnA
gene. Áccording to these data, tránscríption of this
gene is probably initiated after the Salí site at 9.05
Md towards the ¿coRI site at 8.2 Md of pACRl (Fig.
6). A summary of some relevant characteristics of the
plasmids herein described is given in Table I and
Fig. 6. .
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a Í̂I SillSíl

Fig. 4. Autoradiograph of a 11% SDS-polyacrylamide gct electropherogram of 3sS-labeled extracts from minjcells carrying
pACR41 (a), pACR34 (b), pBR322 (c) or pACR23 (e). Lañe d shows a 3sS-labcled plasmid-free minicell extract. Arrowheadsin
lañe f show the position of molecular weight markers as in Fig. 2.
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Fig- 5. Autoradiograph of 11% SDS-polyacrylamide ge! electropherograms of 3SS-labeled extracts from minicells carrying plas-
mids (a) pBR322, (b) pACR238,! (c) pACR34, (d) pACR341 or (e) pACR346. The arrowheads indícate the position of molecular
weight markers in kilodaltons (from top to bottom the largefi". coli glutamate synthetase subunit, 153;albumin, 64;Glnsynthe-
tase, 53;chymotrypsinogen, 25; myoglobin, 17.8).
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II Í
65000 protein - gene

10 md
í pACRl

glnA

pACR23

PACR238

r1 pACR34

pACR4l

Fig. 6. Schematic iepresentation of the segmentaofchromosomal DNA present in plasmids pACRl, pACR23, pACR238, pACR34
and pACR41, The positíon of genes coding for glnA and the 65 000 protein were determinad as describcd in the text The arrow
¡ndicates the direction of transcription of these genes. • ; ; : ;

(f) RNA polymerase binding

In an attempt to lócate the glnA promoter, plas-

mid pAGR34 was digested to completiort with the

restriction endorjuclease Haelll, and the fragments

were incubated with RNA polymjerase (10:1 RNA

polymérase/DNA molar ratjo) at low ionic concen-

tration (75 mM KC1). The RNA polymerase-DNA

ppen complexes that were formed were trapped on

njtrocellulose Filters and analyzed by polyacrylamide

pcl electrophoresis. The results showed that nine

ffaelll . fragments were retained on nitrocellulose

fílters (Fig. 7A, lañe a). Four of these fragments cor-

responded to ñltér-retainable pBR322 fragments. The

ApR afld TcR prorrioters were easily identified by

oomparing. the molecular weights of each of the

Fig. 7. RNA polymerase binding to //selH-generated frag-
jnents of pACR34,' In (A), lañe a contatos thoso DNA frag-
nients from pACR34 that were retained on a nitrocellulose
filter after digestión with Haelll and incubation with RNA
polymerase as described by West and Rodríguez (1980).
These fragments are indicated by the-small árrdws. Lanc b
shows a single ffaé\ll digest of pACR34. in (B), lañe a con-
tains a fíaelll-Sall 4ouble digest of pACR34 while lañe b and
lañe c contain a single Haellí digest of pACR34 and pBR322,

respectívely, The smaller Haelll fragment (No. 9) bound to
RNA polymerase in (A) lañe a corresponda to the Haelll
fragment No. 24 indicated by the arrowhea,ds ¡n (A) lañe b
and (B) lañe b. Ás can be seen, in (B) lañe a, Salí cleaves the
HaeMl segment No. 18 (which arises from the gene conferring
Tcr in pACR34) which comigrates with fragment 19 as a
single band, and the Haelll fragment No. 24 that arises from
ihe cloned chromosomal DNA. : :



/ArelIVragments from pACR34 with the HaeUl restric-
tion map of pBR322 (Fig. 7B, lañe c) (Sutcliffe,
1978). The ApR prorrioter resides on the 0.39 Md
fíaelll fragment and the TcR promoter was located
on a 0.13 Md Haelll fragment. The identities of the
other two filter-retainable pBR322 fragments (0.36
Md and 0.30 Md) are not currently known (West and
Rodríguez, 1980). Therefore, the five additionaí
filter-retainable Haelll fragments from pACR34 must
come from the E. coli chromosomal DNA present in
this plasmid (Fig. 7A, lañe a).

The experiments described in the preceding sec-
tion suggested that glnA transcription is initiated near
the Salí site (at 9.05 Md in pACRl). Of the many
DNA fragments obtained after Haell\ digestión of
pACR34, as expected, only two of them contained
a Salí restriction site (compare in Fig. 7B, lañes a and
b), one arising from the Tcr gene present in pBR322,
and the other from the cloned chromosomal DNA.
Only one of these two fragments (the one that carries
the Salí site located at 9.05 Md in pACRl) was able
to bind RNA polymerase. These results suggest that
this fragment contains a promoter, which possibly
could be the glnA promoter, in agreement with the
initiation oí glnA gene transcription postulated above.

DiscussroN

The evidence presented clearly demónstrales that
the glnA gene of /;'. coli, which codes for the Gln
synthetase enzyme, has been cloned on a 6.4 Md
chromosomal fragment in the ColEl hybrid plasmid,
pACRl. Subcloníng of DNA fragments from this
chromosomal región with different restriction endo-
nucleases into the pBR322 cloning vehicle have
allowed us to further lócate this gene within a 1.3 Md
DNA segment between the Smal and Salí sites at po-
sitions 7.8 Md and 9.05 Md, respectively, in pACRl
(Fig. 1). One particular plasmid, pACR328, was
prone to show that the EcoRl site at 8.2 Md of the
pACRl map cuts the glnA gene. Since the shortened
Gln synthetase monomer made from pACR328 has a
MW of 48000 this EcoRl site .should be located at
the región encoding for the carboxyl terminusof the
Gln synthetase monomer; consequently, the glnA
gene should initiate its transcription near the Salí site
located at 9.05 Md. Also consístent with this conclu-
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sión was the finding that restriction sites for endo-
•nucleases Bglll and Smal which lie between the
above-mentioned Salí and EcoRl sites of pACRl,
were also within the glnA gene sequence. A deletion
created by the action of SI nuclease of this Bglll site
and a Smál-Smál deletion which eliminated a large
parí of the glnA gene including the end which encodes
for the carboxyl terminus of the Gln synthetase pro-
tein, yielded plasmids pACR346 and pACR341,
respectively. These two plasmids determined synthe-
sis of polypeptides smaller than the Gln synthetase
wild-type monomer.

A partial structural identity of the polypeptides
determined by pACR238, pACR346 and pACR341
with the wild-type Gln synthetase monomer could
not be established, particularly since the shortened po-
lypeptides díd not detectably cross react with anti-
Gln synthetase antibodies.

The mRNA transcript of the shortened Gln syn-
thetase made by pACR238 should start about 0.77
Md from the £coRI site (8.2 Md in pACRl), i.e.,
cióse to the Salí site (9.05 Md in pACRl). pACR23
carries the Sall-Sall fragment of pACRl (6.0-9.05 Md)
and concomitantly a functional glnA* gene (Table I).
The Gln synthetase activity determined by pACR23,
however, was lower than that determined by pACRl
or pACR34 (Table I). Therefore, the possibility that
this Salí site (at 9.05 Md in pACRl) cuts cióse to the
glnA promoter cannot be discarded. The tight RNA
polymerase binding to a pACR34 Haelll fragment
that carnes this Salí site (Fig. 7) supports the hypo-
thesis that glnA transcription is probably initiated
near this Salí restriction site.

Of the two other proteins encoded by the E. coli
chromosomal región cloned in pACRl, at least that
of MW 65 000 seems to be of great interest. Plasmid
pACR34 directs synthesís of a 63 000 polypeptide
which very likely corresponds to the 65 000 protein
shortened at its carboxyl end (Fig. 4, lañe b). íf this
is the case, its transcription should start between the
Smal and EcoRl sites at 7.8 and 8.1 Md in pACRl.
These results suggest that the glnA gene and that
codíng for the 65 000 protein are contiguous, both
having the same direction of transcription.

The role of the 65 000 protein product in nitrogen
metabolism in general or in Gln synthetase synthesis
in particular, if any, remains unknown. The glnG gene,
whose product in conjunction with the glnF product
acts as a positive regulator of the glnA gene, has been
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previously mapped closely linked to glnA (Kustu et

al., 1979; Pahel and Tyler, 1979). A possible relation-

ship between the glnG product and the 65 000 pro-

tein coded. for hy the gene contiguous to glnA,

remains tó be invesügated. Experiments are now in

progress to determine the relative orientation of these

two genes, in the E, coli eliromosome. Previous experi-

ments by Weglensk¡ and Tyler (1977), however, sug-

gest that jn Klebsielía aerogenes glnA transcription is

initiated at the rha próximal end oj"the gene,

In order to get an insight into íhe molecular basis

of the expression of the glnA gene and its regulation

by the glnG and glnF producís, it $vill be necessary to

study the interaction of such 'proteins with the

promoter-operatór región of the glnA gene and its

mütant alíeles. The availability of the plasmids

reported here will facilítate the puriflcation of specific

DNA fragments ícarrying the glnA gene as well as ¡ts

controllingDNA;seqüences. I
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RESUMEN.

La-regulación de Xa.expresión del gene estructural pa-'

ra glutamino Bintetaea, glnA, es «n sistema modelo para el

estudio del control de la expresión genética. La máxima

expresión de glnA requiere de un complejo activador, pro-

bablemente, constituida de tres proteínas reguladoras; por

otro lado, una disminución en la expresión de gOnA es lle-

vada a cabo por otro complejo, en este caso, represor, el '

cual está constituido por dos proteínas, A partir de un

banco de genes provenientes del gSnoma total de Escherichia

coli K12 hemos aislado un plSsmido híbrido el cual contiene

el gene estructural, para glutamino sintetasa, cjlnA, así.

como dos de los genes reguladores, cjlnL y cjlnG. Cada uno

de estos genes han sido localizados en la región de ADN

clonada, tanto por métodos físicos como genéticos determi-

nándose también su dirección de transcripción.
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INTRODUCCIÓN:

La enzima glutamiño sintetasa (G.S.J, la cual juega

un papel importante en el metabolismo nitrogenado de ente-'

robacterias, se puede regular a varios niveles (1.2), la

actividad biosintética de GS es controlado por un sistema

enzimático complejo que adenila de manera reversible cada

una de las 12 subunidades de esta proteína. Es posible

hacer una correlación entre la actividad enzimática y el

estado de adenilación de la enzima, ésto es, cuando el es-

tado de adenilación es bajo entonces la actividad enziiná-

tica es elevada y, viceversa. El. aminoácido glutamina

estimula la reacción de adenilación, y 2-cetoglutarato la

inhibe, sin embargo, éste último estimula la reacción de

desadenilación, de tal manera que la concentración de estos

dos metabolitos determina el estado de adenilación de G.S.

(3,4). Por otro lado., la. disponibilidad de nitrógeno en

la célula también influye en la síntesis de GS, ya que

cuando el amonio está en exceso en el medio de cultivo la

s.íntesis de GS está reprimida, en cambio cuando el amonio

está presente en bajas concentraciones los niveles de GS

son altos (5,6).

Se han identificado varios genes cuyos productos pare



— 3 *-

cen estar involucrados-en la expresión del gene estructural

para GS, glnA. ''Además del gene glnF, que se localiza en el

minuto 7 2 en el cromosoma de E. coljL, recientemente se han

identificado dos genes más glnX y glnG que están muy liga-

do a ¿lnA Cmih 85) (7,8). Kustu et al (7) y McFarland

et al (9) han propuesto que el producto de cjlnF convierte al

producto de Q_lnG en una forma con carácter de regulador po-

sitivo^ además,-el producto de g_lnjj puede interaccionar

también con el producto de glnG y formar un complejo el

cual parece : der requerido para la regulación negativa de

la. expresión de glnA. Foor et al (10) ha sugerido que la

proteína VTr, involucrada en el sistema de adenilacíón-de~

sadenilación, también tiene una función en cstĉ  sistema re-

• gulatorio. Es importante mencionar que hay evidencia que su

gici*e cjue los productos de los genes arriba mencionados no

solo se restringen al control de <£lnA, sino que también

están involucrados en la regulación de la expresión de otros

oporones y genes cuyos productos son responsables de la uti-

lización de ciertos compuestos nitrogenados £7,8). Un gran

numero de preguntas relacionadas con el mecanismo molecular

de estos controles se hacen evidentes, dada, la complejidad

de !la regulación de la expresión' de glnA,así como la' de. la

utilización del nitrógeno. :

Con el objetivo de llevar a cabo estudios relacionados



con el control molecular de GS hemos clonado la región de

DNA la cual contiene el gene ¿LnA de Escher.ich.ia colj^ K12

(11,12). Aquí se presenta evidencia que demuestra que el

fragmento de DWA clonado contiene, además, el gene g_lnp

y muy probablemente el gene glnL. . .
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MATERIALES Y MÉTODOS; , •

Cepas bacterianas y plásmidos.

Las cepas bacterianas usadas en este trabajo se

muestran en la Tabla 1. Los plásmidos utilizados fueron

pBR322 y pBR3 27, los cuales ya han sido descritos (13,14),

• • • i

Enzimas y químicos. ' /.

La mayor parte de las endpnucleasas de restricción

utilizadas fuerpn purificadas por.el método, reportado por

Gréene, ét al (17), Algunas enzimas de restricción como

Smal y PvuII fueron obtenidas de Bethesda Research
• ' ' • • • . v - , •

Laboratories • (BJ*L) • ^ La endonucleasa Clal se obtuvo de

Boehringer Máñnhei.m"; La *ligasa de Í\DN proveniente del

bacteriófago T4 se purificó de acuerdo al método descrito

por Panet et al (18)̂ . Í3 5 S 3-metionina (800 Ci/mmol'J se obtuvo

de New Englaríd Nuclear. Otros reactivos utilizados fueron

obtenidos, de Sigma Chemical Co. , :

Condiciones para reacciones con enzimas de restricción o

con ligasa de.' ADN* V

Las condiciones para las diferentes enzimas de res-
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tricc.ión y para la ligasa de ADK han sido descritas ante-

riormente ( 1 3 , 1 4 , 1 9 ) . . . .

Condiciones para electroforesis.

Las condiciones para electroforesis de ADN. en gel de

agarosa o acrilamida ya han sido descritas (13,14). La

electroforósis de proteínas en geles de acrilarnida-SDS

se llevaron a cabo de acuerdo a Laemmü (20).

Transformación de E. coli.

El DNA de plásmido se purificó de acuerdo a Betlach

et al (21) . Las células de E. coli se prepararon para

transformación por el procedimiento repox'tado por Cohén

et al (22) seleccionándose, las transformantes para Ap ó

Te en medio Luria adicionado con antibióticos (ampicilina

o tetraciclina) a una concentración final de 25 n-g/rnl. .

Aquellas células transformantes Ap o Te fueron probadas

para crecimiento en medio mínimo NN (11) sin glutamina o

con•argininei como fuente de nitrógeno, según el caso.

Determinación de la actividad de glutamino sintetasa.

X̂ a actividad de GS se midió por el ensayo de y

mil transferasa reportado por Shapiro y Stadtraan (23) y

modific¿\do por Bender et al (24) -/y Covarrubias et al (il)

Las actividades específicas se dan en umol de y-glutamil
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hidroxamato íormada/inin/mg de proteína a 37°C. El contenido

de proteínas de células o de extractos de células se deter-

minó por el método,de Lowry et al (25) usando albúmina sé-

rica bovina como estándar.

Purificación de minicélulas.

La cepa productora de minicélulas se creció hasta fase

estacionaria y se purificaron las minicélulas por el proce-

dimiento reportado- por Meagher et al (26) . 'La suspensión

de minicélulas purificadas se ajusta a una absorbancia de

/ . '

0:2 a 620 nm y, 2 mi de ésta suspensión se marcan con

50 viCi/ml de { 3 5 S }-metionina en presencia de 50 \ig/n\± de

cada uno de.los aminoácidos no marcados. Las minicélulas

marcadas radioactivamente se resuspendieron en 50 vilt de •• ¡

buffer S (10% glicerol, 2.3% SDS, 0.0625 M Tris pH 6.8 y 5%

(B-mcrcaptoetanol) y se hirvie.ron durante 2.4 min antes de

someter, una alícuota de 15 ylt, a electroforesis en gel

de poliacrilamida-SDS. .
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RESULTADOS '

Construcción de p7\CR2.

Se han aislado dos plásmicos híbridos los cuales contienen

la región glnA-glnG de E, coli K.12, pACRl y pACR2; el aisla-

miento y caracterización del primero de ellos ya han sido

reportados (.11,12). El segundo de estos plásraidos, pACR2,

fue construido a .partir del ADN de un fago A transductante

el cual contiene la región glnft-glnG de E_. coli, y que fue

generosamente regalado por la Dra. S. Kustu. El ADN del fa-

go X transductante fue digerido con la endonucleasa de res-

tricción Hind.TII y los fragmentos de restricción producidos

fueron ligados con la ligasa de ADN al vehículo molecular

pBR32 7> previamente digerido con HindXII. La mezcla de 11-..

gasa se usó para transformar la cepa RRI (glnA , Tabla 1) y,

Rse seleccionaron aquellas transformantes Ap" • que crecían

lento en medio NN más amonio, como única fuente-de nitrógeno.

El racional de haber usado este último método- para seleccio-

nar plasmados que contuvieran además de glnA, los genes

g.lnL y gl-'nG está basado en la posible función de los produc-

tos de estos genes como complejo represor de la síntesis de

GS. Posteriormente se purificó ADN de plásmido de aquellas
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transformantes Ap y de crecimiento lento en medio mínimo

con amonio como fuente de nitrógeno,con el £xndé. demostrar

que el plásmido'.'.híbrido aislado era el responsable de este

fenotipo en la c^pa receptora. Por análisis de restricción

del ADNde plásmido se demostró que todos los plásmidos con-

tenidos en las transformantes seleccionadas llevaban el mis-

mo fragmento de Hindlll, por lo tanto, se seleccionó uno

de ellos al que se denominó pACR2. El patrón de restricción

obtenido con diferentes enzimas de restricción demostró una
/

gran similitud con el patrón obtenido para pACRl como se

muestra en la figura 1. El fragmento de H indi 11 clonado ti<3

ne un peso molecular de. aproximadamente <3e7,0ird, siendo el

peso molecular total do oste pléísrnido de aproximadamente 9.2

md. La diferencia entre este fragmento de Hindlll y el clo-

nado en pACRl comprende solo los extremos,de acuerdo al pa-

..trón de restricción. _

Por otro lado, se determinó la actividad,específica de

GS en la cepa RRI/pACR2,. ;siendo la actividad obtenida de

aproximadamente 2.5 veces la de la cepa RRI sin plásmido, y

encontrándose regulada en las diferentes condiciones de cre-

cimiento. .
* • .

Localizacióñ del gene

Datos genéticos sugieren que £lnG es un gene localizado

muy cerca de glnA, por lo tanto, era muy posible que glnG



- 10 -

estuviera contenido en el fragmento de' ADN cromosomal clo-

nado tanto en pACRl como pACR2. Ambos plásmidos fueron in-

troducidos en la.cepa MX902 (glnG::Tn5f Tabla 1) por trans-

formación. La cepa MX902, derivada de la MX614, fue aisla-

da como £í_ln.G™ P o r inserción del transposón Tn5/ ya que pre-

sentaba el fenotipo Reg (no utilización de arginina como

única fuente de nitrógeno) . y sus actividades de GS. eran1ba-

jas en las diferentes fuentes dé nitrógeno (Tabla 3j). Hi-

bridizaciones tipo Southern confirmanJLa localización del

.Tn5 en glnG. Ambos plásmidos confieren a l a cepa, mutante

la capacidad de crecer en arginina como tínica fuente de ni-

trógeno; sin embargo, MX902/pACR2 tiene un lag de aproxima-

damente 12 hrs, después del .cual crece con una cinética igual

que MX902/pACRl.- En ambas cepas las actividades de GS se

encuentr^m reguladas, siendo elevadas cucindo arginina (0.2%)

se usa como fuente de nitrógeno,' y observándose una baja en

exceso de amonio (15 mM). Puesto que la mutación en glnG

de la MX902 es complementada positivamente tanto por pACRl

como pACR2 es posible concluir que ambos .plásmidos contie-

nen glnG. Es importante mencionar que este tipo de comple-

rnentaciones se llevaron acabo con los plásmidos pACR23 y

pACR34, ambos derivados de pACRj (12, Fig,. 1 ) , siendo el

pACR23 incapaz de complementar la mutación en glnG:de la

MX902, a diferencia del pACR3 4 el cual se comporta igual que

el plásmido padre, pACRl. Esto sugería que glnG se encuen-
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tra localizado en el fragmento de 2. Ó md de Sai I-Hin.il I del

pACR2, 6 bien, en el fragmento de 1.55 md.de SalI-PstI de

Con el fin de afinar la localización de glnG en esta re-

gión de ADÑ, se subclonó al fragmento de Clal-Hindlll de

pACR2. La estrategia seguida fue la siguiente: el plásmido

pACR2 fue digerido con, C.lal, se purificó el fragmento mayor'

que contiene el origen de.replicacióny el;gene que confiere

resistencia a ampicilina^además de la región de ADN cromoso-

mal deseada, y se ligó en presencia de ligasa de ADN,en con-

diciones tales que favorecieran.la recirculación del frag-

mento. I.a cepa MX902 fue transformada con la mezcla de li-

gasa y se seleccionaron aquellas células Ap y capaces de

crecer en arginina como tínica fuente de nitrógeno. El plas-

mido contenido en éstas células se denominó pACR3 (Fig. 1).

Con el objeto, de aislar una deleción parcial' de glnG en el

plásmido, que nos ayudara a localizar al gene y a identifi-

car su producto,, el pACR3 fue digerido con KindlXl, tratado

con exonucleasa BAL31 y posteriormente ligado con ligasa de

ADN. El nuevo plásmido construido, j?ACR7 r incapaz de com-

plementar la mutación en 2¿nG de,la cepa MX902, tiene un

peso molecular de 2.9 md, lo que significa una deleción de

aproximadamente 2.1,md del pACR3, cuyo peso molecular es de

5.0 md (Fig, i) . . . . -
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Identificación del producto de glnG.

Con el fin de identificar el producto de glnG y afinar su

localisación, la cepa productora de minicélulas P678~54£ue

transformada con los plásmidos pACRl, pACR2, pACR3, pBR3 27

y ColEl, Se purificaron minic&lúlas de cultivos en fase

estacionaria de cada una de las transformantes de P678-54,

y se dejó que sintetizaran proteínas en presencia de

{35S}-metionina. Las minicélulas se lisaron con SD3 y -las

proteínas fueron separa_das electroforéticamente en un gel
• " s . ' • • ' . ' ' i .' " • ;

. . . . . . , . . . .

de poliacrilamida-SDS,.. Ivas proteínas marcadas^con (3?S} fue-

ron identificadas por autorradiogirafía.. Los resultados de

estos experimentos (Fig. 2) muestran que minicélxilas que

llevan pACR2 (carril b) sintetizan, al igual que pACRl (ca-

rril c) los siguientes polipéptidos: uno de 68,00 0 d, otro

de 53,000 d el cual corresponde al monómero de GS, como ya

se había demostrado antes (11), y otro de 51,000 d. El res-

to de las bandas que se observan en la autorradiografía co-

rrespondiente a los extractos de P678-54/pACR2 (carril 6),

entre ellas dos muy densamente marcadas, corresponden.a po-

lipéptidos codificados en el vehículo molecular pBR327 (ca-

rril a); y a productos de degradación principalmente del pô -

lipéptido*de 68,000 d. En el caso de los extractos de mini-

células conteniendo pACR3 (Fig. 3, carril b),. se puede obser

var que no aparecen el polipSptido' de 68,000 d ni el polipép

tido de 53,000 d correspondiente a GS;. sin embargo el poli*-
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péptido de 51,000 d sigue presente,- pero esta vez aparece

con una intensidad mayor» Este polipííptido de 51,000 d ya

no es codificado por el- derivado de pACR3, el plásniido pACR7,

apareciendo en su lugar un polipéptido de aproximadamente

41,000 d (carril d ) . Éstos resultados indican que el poli-

pÉptido de 51,000 d, corresponde al producto de glnG, ya

que es este polipéptido.el que disminuye de tamaño en el

plásmido pACR7 el cual es incapaz de complementar la muta-

ción en glnG de la cepa MX902. Además, el hecho de haber

obtenido, un polipéptido más pequeño en el caso de pACR7 nos

permitió determinar la dirección de transcripción para <J_lnG,

como se indica en la.Fig. 1. A su vez, el peso molecular

de este polipéptido ha permitido localizcir el gene con gran

exactitud.
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DISCUSIÓN: .

En este trabajo se demuestra que los plásmidos pACRl y

pACR2 contienen, además de gln&, el gene regulador glnG.

Datos genéticos reportados por McFarland, et al (9 )

indican que ¿ln?1' otro ele los gene reguladores, se en-

cuentra localizado entre £[lnA y glnG, lo cual sugiere que

muy probablemente glnL también • esté contenido en estos

plásmidos. Otro dato que apoya lo antes dicho, se refie-

re al hecho, de qué las actividades de GS obtenidas en las s •

cepas que contienen tanto pACRl como pACR2 se encuentran

reguladas de la misma manera que en la cepa silvestre.

Los resultados obtenidos en los experimentos de comple-

mentación con los diferentes plásmidos, y en los experimen-

tos realizados 'en minicélulas indican que glnG está

localizado a aproximadamente 1 200 pb de glnA como se indi-

ca en la Figura'1. Por otro lado, el hecho.de que pACR7 cod̂ i

fique para un polipéptido más pequeño (41K) que el producto

original (51K) sugiere que la dirección de transcripción

para glnG tiene el mismo sentido que la obtenida para glnA

(Figura 1). Es importante hacer notar que muy probablemente

glnG se transcribe a partir do. un promotor propio y no del

promotor-de £l£A' Ya ^ue e i P^CR3 por sí sólo es capaz de
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complementar totalmente la mutación en .glnG de la cepa MX902>.

así como de codificar paira el producto • de glnG intacto.

Esto descartarla la posibilidad de que estos tres genes,

glnA, -glnL y glnG, estuvieran formando parte de un operón.

Se han llevado a cabo estudios de unión de ADN a ARN polime-

rasa que confirman la presencia de un probable promotor para .

glnG.

Una observación interesante es que la cantidad del poli-

péptido correspondiente al producto de glnG que se sintetiza

en minicélulas con pACR3 es aproximadamente cinco veces ma-

yor que la cantidad sintetizada en minicélulas conteniendo

pACR2, lo que sugiere una posible regulación sobre la expre-

sión de ¿inG por GS,p bien, por glutamina. Actualmente se

están llevando a cabo experimentos tendientes a aclarar este

fenómeno.

La identificación del producto de glnG reviste gran imw-

portancia para el avance de este trabajo,.ya que ésto permi

tira en un futuro su"purificación y caracterización fisico-

química r asi como la identificación de su sitio de unión en

la región regulatoria de glnA, y un conocimiento más pro-

fundo sobre su función en este y otros sistemas.

• * . •

Por lo que se refiere a la diferencia de comportamientos

de las cepas MX'902/pACR2 y MX902/pACRl • cuando- se crecen en
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un medio con arginina como única fuente de. nitrógeno

(MX902/pACK2 tiene un lag cíe aproximadamente 12 hrs7 cosa

que no ocurre con MX902/pACRl), nos indica que pACR2 y

pACRl son diferentes en lo que se refiere a su contenido

genético relacionado con metabolismo nitrogenado; s:E:n em-

bargo hasta ahora no tenemos ninguna explicación gue nos

s a t i s f a g a . . • - . . . * • • " '..

1 La caracterización de la región glnA^glnG de estos plás*-

xnidos nos permitirá en un futuro definir estrategias para

contestar una serie de preguntas- sobre la regulación de la

expresión de estos genes. En la actualidad se. llevan a cabo

experimentos enfocados a conocer la estructura de la x~egión

regulatoria tanto de gj-n_Á como/cjlrilj y g 1 nG, y también se

pretende tener, un sistema in vitro de transcripción y tra~

ducción acopladas que nos. permita definir la función, do cada

uno de sus productos. , ---
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TABLA 1

LISTA DE CEPAS BACTERIANAS

lepa Genotipo Origen o, referencia

F proA leu-6 thi-1 lacYl

1X614

1X902

ralK2 rpsL2 0 hsdS r ¿m
, —¿ , — ¿5—

F~thz ilv-680 (pro-lac)

Derivada qlnG~74::Tn5 de MX614

13

15

16

>678~54 F thr leu thi-1 supE

lacY tonA gal mal^xyl ara mtl min 26



TABLA 2 2\

ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE GS EN CEPAS DE E. coli

pa

614 (qlnA+ glnG+)

9 0 2 (gl^A4" glnG)

902/pACRl

902/pACR2

902/pACR3

902/pACR3 4

902/pACR23

902/pACR7

Fuente de Nitrógeno

NH,+ 15 mM

Arginina 0.2%

N H * 15 mM

NH /
+ 15 mM

Arginina 0.2%

NH.+ 15 mM

Arginina 0.2%

NE¿+ 15 mM

Arginina 0.2%

• NH 4
+ 15 mM

Arginina 0.2%

4" 15 mM

Actividad específica:

NH4 15 mM

0.094

0.877

0.029

0.221

2.520

0.337

2.670

0.139

0.669

0.250

2.698

0.910

0.03

Actividad específica: umolas de Y~glutamil hidroxamato/min/mg

de proteína.

Todas las cepas fueron crecidas en presencia de Kanamicina

(30 yg/ml)r excepto la cepa MX614, para evitar la pérdida del

transposon Tn5.

Las actividades de GS ele las cepas MX902/pACR23, MX902/pACR7,

y MX902 no se reporta en arginina 0.2% ya que no crecen con

esta fuente de nitrógeno.

«CON



- 22

Figura 1 •• Mapa de restricción de pACRl, pACR2 y algunos

derivados. Se muestra la localización de algu-

nos sitios de restricción en el fragmento de

ADN cromosomal clonado en los diferentes plás-

midos.; H: HindIII, B: BamHI, C: Cía I, S:

Salí, Ps: PstI, P: PvuI, E: EcoRI. En ninguno

de los casos se muestra la región de ADN co-

rrespondiente al vehículo molecular. Las fle-

chas indican la dirección de transcripción del

gene respectivo. Las líneas verticales indican

los límites de cada fragmento con respecto a

DACRI.



Figura 2. Autorradiograf£a de un gel de poliacrilamida

11%-SDfí de extractos de minicélula conteniendo

(a) pBK3 27, "(b) pACR2, (c) pACRl y (d) ColEl.

La localización de las cabezas de flecha corres'

ponde a la migración de marcadores de peso mo-

lecular: albúmina (60,000 d), glutamino sinte-

tasa de E. coli (53,000 d) y monómero de

14,300 obtenido de "Marcadores de peso molecu-

lar" de BDH-Biochemicals. '
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3. Autobiografía de un gol de

11%-SDS de extractos de minicelulas conteniendo

(a) PACR2, (b) p A C R 3 / {c) p A C R 6 ; (d) p A c R ? ^

(e) PBR327. 'EX plSsmido PACR6, que n o s e d e s_

cribe en resultados, es una deleclSn de PACR3

que no afecta ninguno de:los productos codifi-

cados por PACR3. La localisacifin de las fle-

chas corresponde a 'la migración de los marca-

clores de peso molecular: albúmina (60,000d),

gluta^ino sintetasa de E. coli (53,000 d), agre-

gado de 42,900 d del montero de 14,300d, éste

ultimo Húgra e n l a p o s i c l 6 n d e
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Short Communication

Nucleotide Sequence of the glnA Control Región
of Escherichiá coli
Alejandra A. Covarrubías* and Fernando Bastarrachea
Departamento de Biología Molecular, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autónoma de México,
Apartado Postal 70228, 04510 México, D.F., México

Summary. The RNA polymerase binding sites present along
a DNA segment encompasing the glnA, glnL, and glnG
genes nave been identified. in a hybrid plasmid carrying
this chromosomal región of Escherichiá coli. The DNA se-
quence was determined of an 817 base pair segment that
contains the región coding for the fírst 42 amino acids of
the NH2-termÍnal and of the glnA structural gene, as well
as its regulalory región. Analysis of this nucleotide sequence
revealed three probable RNA polymerase recognition sites,
imperfect palindromes, inverted repeats, and Tepeated se-
quences. dtngcf

The enzyme glutamine synthetase (Gln synthetase; L-gluta-
mate: ammonia ligase (ADP-forming); EC 6.3.1.2), the!
product of the glnA gene, has an important role in the
assimílation of ammonia by enteric bacteria. Its synthesis
is controlled by the availability of nitrogen in the growth
médium (Woolfolk etal. 1966) both at the level of enzy-
matic activity, by covalent adenylylation of each subunít!
(Ginsburg and Stadtman 1973), and at the level of synthesis!
(Bender and Magasanik 1977; Tyler 1978). Expression of
glnA is controlled by the producís of several genes. These
include, the product of glnF, a gene unlinked to glnA, as
well as the product of the genes glnL and glnG which are
closely linked to glnA (Kustu etal. 1979; Gaillardin and
Magasanik 1980; Pahel and Tyler 1979; McFaríand etal.
1981). Mutations in these genes also aíTect the expression
of other operons and/or genes whose producís are responsí-
ble for the utiüzation of nitrogenous compounds. In addi-
tion, it has been shown that the level of Gln synthetase
also responds to the state of the PII protein, the glnB prod-
uct, independently of the adenylylation state of Gln synthe-
tase (Foor et al. 1980). One of our approaches to under-
stand the control of Gln synthetase synthesis more thor-
oughly at the molecular level has been the analysis of the
glnA regulatory región. We report here the RNA polymer-
ase binding sites inside the DNA región which contains
the glnA, glnL, and glnG genes from Escherichiá coli K12.
The DNA sequence was determined for one of these RNA
polymerase binding sites, the glnA control región, which
contains the DNA encoding the first 40 amino acids at the
NH2-terminus of Gln synthetase.

Previous work suggested that five RNA polymerase

Offprint requesís to: A.A. Covarrubias

binding sites were present on the glnA-glnG región carried
by plasmid pACR34 (Covarrubias et al. 1980a). To localize
these sites precísely, RNA -polymerase binding studies were
carried out using plasmids pACR5 and pACR3 (Fig. 1).
Plasmid pACR5 was constructed by introducing a Clal
fragment, which contains the intact glnA gene from pACRl
(Covarrubias etal. 1980b), into pBR322 previously di-
gested with endonuclease Clal (Fig. 1). Plasmid pACR3 was
obtained by recircularization of the large Clal fragment
from pACR2. The chromosomal DNA subcloned in
pACR3 includes the intact glnG gene and part of the DNA
región between glnA and glnG (Fig. 1). The DNA of each
of these plasmids was digested with Hinft endonuclease to
genérate small fragments. After this treatment, the DNA
was incubated with RNA polymerase and passed through
nitrocellulose filters. The DNA fragments retained by the
fílters were eluted and examined, following electrophoresis
on acrylamide gels and staining with ethidium bromide
(Fig. 2).

In the case of pACR5 we found seven fragments that
bind to RNA polymerase (Fig. 2, lañes a and b), four of
them corresponding to fragments from pBR322. Band 1
contains the promoter for the yS-lactamase gene, band 4
contains a promoter that initiates transcripts ípiming DNA
synthesis, while promoters in bands 5 and 6 may direct
synthesis of the RNA's involved in the replication of the
plasmid (West and Rodríguez 1980; Stuber and Bujard
1981). The remaining fragments were located in the chro-
mosomal DNA inserí of pACR5; band 6 corresponds to
a Hinñ fragment located at íhe righl end of íhe glnA gene;
íhe Hinñ fragment of band 2 was mapped in the joint be-
tween the insert and the inactivated Tcr gene of pBR322,
and the fragment corresponding to band 3 contains most
of the glnA structural gene including its carboxy-terminal
end. Evidence obtained from the same type of experiment
but using plasmid DNA's digesled with íhe enzyme Haelll
(dala not shown) confirmed that the RNA polymerase
binding site corresponding to the Hinfí fragment of
pACR5, which migrates as band 3, is located inside the
glnA gene or very cióse to the región encoding its carboxy-
terminal end. This result is in agreement with data obtained
by Koduri eí al. who showed that this región in Salmonella \
typhimurium encodes the site of adenylylalion of Gln syn- i
thetase and also contains the probable control región for j
the glnL gene (R.K. Koduri, N. Ho, and J. Brenchley, per-
sonal communication). The physical map and the RNA
polymerase binding studies suggest that íhe glnA control !
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regíon is contained, at least in part, in the Hinft fragment
which migrates as band 6.

Similar data obtained for plasmid pACR3 indícate that
five Hinft fragments were bound to RNA polymerase
(Fig. 2, lañes e and 0- Fragments corresponding to bands
1 and 5 are contained ín the molecular vehicle pBR327
(Fig. 2, lañes g and h); band 2 corresponds to a fragment
generated by the fusión between chroinosomal DNA and
pBR327 and contains part of the Tc'gene promoter; the
Hinft fragment that migrates as band 3 is located adjacent
to the glnG gene, and band 4 corresponds to a Hintt frag-
ment which contains the glnA proximal half of the glnG
gene (Fig. 2). These resulte suggest that the glnG gene may
have its own promoter from which it could be transcribed
under certain physiological conditions. Complementaron
analysis between a variety of plasmids and mutants carrying
deletions entering the glnA región confirmed that glnG has
a promoter of its own (Covarrubias et al. in preparation).

To obtain the nucleotide sequence of the región that
could be ímmediately upstream from the glnA structural
gene, plasmid pACR41 (Fig. i) was used as a substrate
for the Sanger method (Sanger etal. 1977). The plasmid
DNA was linearized, denatured, and annealed to a synthetic
single-stranded primer which is homologous to the sequence
adjacent to the EcoRl site in pBR322. The nucleotide se-
quence corresponding to the NH2-terminal amino acids of
the glnA structural gene was identified (Fig. 3). The se-
quence of the first 26 amino acid residues at the NH2-
terminus of the Gln synthetase is in agreement with the
amino acid sequence obtained by Kingdon etal. (1972),
except for amino acid 19 which we found to be Asp instead
of Asn; 16 additíonal amino acids could be deduced from
the nucleotide sequence obtained. To enlarge the nucleotide
sequence obtained from pACR41, a 625 bp Haelll frag-
ment located upstream of the amino terminus of glnA ob-
tained from pACR5 (which was shown to contain a RNA
poíymerase binding site) was cloned ín both orientations
into the Hincll site of the M13mp7 cloning vehicle (Messing
et al. 1981). The sequence prior to the start of the coding
región for the Gln synthetase protein was analyzed for ribo-
some binding sites, RNA polymerase binding sites, palin-
dromes, and repeated sequences. In Fig. 3 it can be seen
that a possible ribosome binding site »s located 8 bp from
the initiator codon with the sequence AGGAGA having
83% homology with the consensus sequence of Shine and
Duígarno (1974). Three DNA regions showing signifícant
homology with the promoter consensus sequence or with
promoter sequences for other operons (lac, gal, ara, Rosen-
berg and Court 1979) were found, and they are shown in
the squares of Fig. 3. From the Pribnow boxes shown, the
one located at position 501 has the more conserved se-
quence relative to the consensus. In addition, a good tran-
scription initiation site (CAT) ís localízed 7 bp dowstream
from this sequence.

When one looks for possible secondary structures, an
imperfect palindrome can be found with a center of symme-
try between the T at position 358 and the A at position
359. Overlapping with this sequence was the small palin-
drome, GATTAATC. Adjacent to this región, a larger im-
perfect palindrome was found between two A's at positions
400 and 401. It should be noted that another imperfect1

palindrome was found between position 577 and 610. In
this case the symmetrical sequence is located downstream
from one of the probable glnA control regions. These palin-

dromes remain as putative binding sites for repressors or
actívators.

During the analysis of repeated sequences it was found
that the sequence TGGTGCA and CAGATTTCG are re-
peated twice (506 and 525, 593 and 638). We have also
found two regions of mirror symmetry centered on bases
601 and 641. As proposed by Higgins and Ames (1982)
mirror symmetries could serve as a symmetrical recognition
sites for dimeric proteins. It should be emphasízed, how-
ever, that the mirror symmetries we found in the glnA
control región are considerably smaller than those found
by Higgins and Ames (1982) in the argT and dhuA control
regíons.

According to the physical map, the NH2-terminus for
the 70 K protein gene as well as its control región could
be contained in the sequence shown in Fig. 3. The gene
for this protein, whose function remains unknown, is tran-
scribed in a direction opposite to that the glnA gene. The
probable promoter and ribosome binding site for this gene

. are indicated in Fig. 3;
Although the sequence analysis of the glnA control

región has located parts of RNA polymerase interaction
sites as well as potentially critícal regions to be studied,
it does not yet provide a clear picture of how this gene
is regulated. What now remains to be done is to determine
the infíuence of mutations in these regions on the regulation
of glnA as well as their efíect on the binding of RNA poly-
merase and other regulatory proteins.
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Sununary. Mutants resistant to 80JJM X-methionine-DL-sul£oximine

were isolated on minimal-glucose-15mM NH médium plates from ^ y ?

Escherichxa coli cells which were hypersensitive to this concentratxon';':••:' r-

of the analog by virtue of their harboring glnG nvutations. MS-resistant

mutants derived from strain MX902 carried, in addition to its glnG74::Tn5

alíele, mutations tightly linked to glnA as shown by Pl-mediated

transduction experiments. One particular alíele, gln-76, which suppressed

the MS-sensitivity conferred by glnG74; :Tn5 but not its Ntr phenotype

(inability to transport and utilize compounds such as arginine or proline

as only nitrogen sources), was shown to allow constitutive expression of

•glutamine synthetase in the absence not only of a functional glnG product

but of a functional glnF product as well. This behavior was found to be

"cis-dominant in complementation experiments with F'14 merogenotes. In an

+ + +
otherwise wild genetic background as in MX929 (gln-76 glnA glnL glnG

glnF ), however, normal activation mediated by the glnG and glnF products

was apparently preferred over that mediated by gln-76. The results are

discussed in terms of gln-76 altering or destroying a repressor site at

the glnA control región and simultaneously creating a highly efficient

promoter. glnA expression from this promoter is more evident in the

absence of activation by the glnG and glnF products.



^

Glutamine synthetase (L-glutamate: ammonia ligase (ADP-

forming), EC 6.3.1.2) is one of several proteins of enteric bacteria

whose synthesis is regulated by availability of nitrogen in the growth

médium (Woolfolk et al., 1966). Under nitrogen limitation as in the

presence of glutamine, glutamate, .arginine, proline or low concentration

of ammonium ions as only nitrogen sources, glutamine synthetase is

derepresséd. The addition of high ammonium ion conceritrátiioiís to the media

causes repression by about 10 to 20-foíd. Experimental evidence obtained

in different laboratories indicates that the products of several genes,

glnF, glnL, glnG and glnB, appear to mediate regulation of glnA, the

structural gene for the glutamine synthetase monomer, presumably at the

transcription level (Rothstein et al., 1980; Pahel et al., 1982; Goldie

and Magasanik, 1982; Guterman et al., 1982). These genes also regúlate

the expression of other operons or genes whose products are involved in

the transport and utilization of a number of organic nitrogenous compounds

such as histidine, ¿arginine or proline, the previously named Reg phenotype

(Pahel and Tyler, 1979; Guterman et al-, 1982; MacNeil et al., 1982),

later renamed the Ntr phenotype (Magasanik, 1982) . glnF mutations first

discovered in Salmonella typhimurium by Garcia et al. (1977), map at min

86 in the Escherichia col i map (Bachmann and Low, 1980). Cells carrying

mutant glnF are glutamine reguirers e.g., they synthesize glutamine

synthetase in amounts even lower than those found under extreme repressing

conditions. glnF ihutants revert to the Gln phenotype at frequencies

-6
about 10 . The great majority of revertants carry, in addition to the
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original glnF mutation, secondary mutations in a gene closely/.linked^to .; -,:.

glnA named glnG in E_. coli (Pahel and Tyler, 1979) and glnR in' S. typhl

murium (Kustu et al., 1979a). As already mentioned, glnG mutants are

Gln . They synthesize low constitutive levéis of glutamine synthetase

and are also Ntr in either a glnF or glnF background. Recent evidence •

(McFarland et al., 1981) indicates that glnG (or glnR) is not one but two

genes. The relative orientation of these genes in the E_. coli chromosome

is polA...glnG glnL glnA—rha? the direction of transcription of the

three genes occurs in the same counterclockwise direction (Backman et al.,

1981; Pahel et al., 1982).

On the basis of their results, McFarland et al., (1981) have

proposed a model in which the glnL and glnG products function as a

repressor protein complex for glnA and other nitrogen controlled genes.

The repressor complex may be acted upon by the glnF product either

directly or through a catalytic small molecular weight product, thus

converting it to a form with positive regulátory character, i.e., an.\

activator.

Since the frameshift mutations of McFarland.et al., (1981)

in either glnL or glnG affected only the expression of one protein

product but not that of the other, and since we know that frameshift

nutations are highly polar, it is probable that glnL and glnG belong to

different transcriptional únits. In agreement whith these observations,

Backman et al., (1981) have described a deletion whithin glnL which is

non polar to glnG in a plasmid containing the whole glnA región.

Nevertheless, glnL mutations polar to glnG have also been isolated by



G- Pahel (quoted in Chen'^et al., 1982). According to Pahel et al;'(1982)

glnA and glnG are expressed under nitrogen limiting growth conditions as

• r V - 1 . ' v.;v • ••••*,*•::írf,^«>í •

a single transcriptional unit; thus the three genes, glnA, glhL and'glnG

seem to constitute an operon. Further evidence in support for the

operon model comes from studies on fí-galactosidase expression of Mudl

(lac) insertions in glnA, glnL or glnG (Rothstein et al., 198O.y

Guterman et al., 1982; Pahel et al», 1982) and from supression of the

Ntr phenotype of glnA point mutants by rho mutations (Guterman et al.,

1982).

The presence of a promoter starting transcription from glnL

and being negatively controlled by the glnG product has been suggested

(Pahel et al., 1982; Chen et al., 1982). Evidence is also available for

the presence of a functional promoter transcribing only the glnG gene

(Covarrubias et al., to be published). It will be therefore of no surprise

if expression of these genes turns to be achieved by a series of overlap-

ping mRNA transcripts depending upon the guálity and the guantity of the

nitrogen source available for growth . This is in agreement with

observations indicating that some expression of glnG tákes place-." -' .•

in strains.in which glnA (Pahel and Tyler, 1979; Pahel et al., 1982; Goldie

Mnfl jfegas¿ni)t/"•WS'J) o r glnL /(Urbina and Bastarrachea, unpublished data)

have been mutated by insertions.

We have characterized a number of glnG mutants and have found,
-. • - - i • -

in addition to their low level constitutivity for glutamine synthetase

and their Ntr phenotypes, that they are álso hypersensitive to the

glutamine analog L-methionine-DL-sulfoxiroine (MS). We have used

FALLA DE ORIGEN



MS-resistance as a" good selected marker for wild type recombinants in

... crosses involving glnG mutations, as well as for complementation

'. -•••• experiments with Ff14 merogenotes. Selection for MS resistant revertants

of the ~glnG74: :Tn5 alíele led to cis-dominant mutations tightly linked

to glnA which allowed constitutive synthesis of glutamine synthetase

independent"of the glnG and glnF products under otherwise ammonium

repressing conditions. Our results indicate that gln-76 may lie in the

control región of the glnA transcriptional unit making it independent of

activation and poorly repressible, if at all, by the normal regulatory

effectors within the general framework of McFarland's et al. (1981) model.

Material and Methods

Bacterial Strains. They were all derivatives of E_. coli K12 and are

Usted in Table 1. '.

Culture Media. The NN minimal and the complex Luria media used have

been described (Covarrubias et al-, 1980). Additions to minimal médium,

in final concentrafions, were as follows: G, 0.2% glucose, LA and HA,

0.5mM and 15mM ammonium chloride, respectively; gln, lmg/ml L-glutamine.

The utilization of 0.2% L-arginine as only nitrogen source (Aut) was used

as an indicator of the Ntr phenotype. Other supplements for minimal médium

to satisfy nutritional requirements were added at predetermined optimal

- • "• ~ - 4 - 3

s concentrations ranging frora 5 xlO M to 2 xlO M. Glutamine auxotrophs

were maintained in slants of Luria médium supplemented with lmg/ml of

L-glutamine. Merodiploid strains were maintained on slants of minimal

médium devoid of isoleucine and valine.

FALLA DE ORIGEN



Isolation of Mutants. Tn5 insertions were isolated following' infection

of MX615 (Table 1) with *Kan2 (Berg.et al., 1975). Pl lysates"'] weré then

prepared on pools made of a large number of kanamycin resistant.{Km )

individual colonies. Following transduction of MX727 (glnA71::Tn5), • .,

selection was made for Gln [Km Aut J colonies v;hich turn to carry Tn5

insertions into either .glnG or glnL.

Genetic Procedures. Preparation of Pl lysates and the protocol for

transductions were accoirding to Miller (1972). Merodiploids strains were

constructed by transfer of Ff14 merogenotes from AB1206 or its derivatives

to appropiate recipients and selection for Ilv complementarity. Since

for unknown reasons F*14 merodiploids constructed in recA5S backgrounds

were highly unstable, all our recipients were recA . Their merodiploid

state was verified by curing with acridine orange (Bastarrachea and

Willetts, 1969). The polA genotype was recognized by its sensitivity to .

methyl methanesulphonate (De Lucia and Cairns, 1969) and the Tn5 transposon

by its resistance to 30 yg/ml of kanamycin. ' Curing of MX927 (glnG74::Tn5)

from its transposon was achieved by selection of Aut ¿Km ] spontaneous

i.
revertants.

Glutamine Synthetase Activity. The ̂ -glutamyl transferase assay used,

the preparation of cell-free extracts and the determination of the average

state of adenylylation, were as previously reported (Covarrubias et al.,

1980). Specific activities are given as nanomoles of y-glutamyl hydro-

xomate formed per min per mg of protein at 37°C. Protein was determined

by the method of Lowry et al-, (1951) using bovine serum albumin as a

standard. The screening of individual colonies for high constitutive leve!



s was carried out using the qualitatiye assay described by

Pahel et al, (1978). :V::v>r'.-,-

• ^ ^ . •:'• * • ' ' V L * •'••'«''•••

Southern Hybridizations. These experiments were carried out using

purified DNA^ (Betlach et al., 1976) from plasmid probes pACR2 and

pACRlO- pACR2 carries an IC. coli DNA chromosomal fragment of
. ' • ' ' • * • •

approximately 10.5 kb that contains the glnA, glnL -aria glnG genes •

(Fig. 2B). pACRlO is pBR322 carrying a Tn5 insertion of unknown location-

Chromosomal pnh from strains MX615 and MX902 were purified (Marmur, 1961)

and digested to completion with endonucleases BamHI and Pstl. The

digested mixtures were subjected to agarose gel electrophoresis and

the DNA*s transferred to nitrocellulose paper (Schleicher and Schüel BA85)

for hybridization against nick-translated pACR2 or pACRlO DNAfs as

described by Southern (1975).

Reagents. ñll amino aclñs and vitamins as well as the L--methionine-DL-

sulfoximine were from Sigma Chem. Co. The restriction endonucleases

were purified by the procedure of Greene et al. (1978). The plasmid

DNA's used as probes were labeled using a nick-translation kit (code

PBS100) from Amersham International. All other reagents and inedia

ingredients used were of analytical grade.

Genetic Nomenclature. Inasmuch as the gene designations glnF, glnt, and

glnG have been used extensively in B. coli (see for instance Chen et al.,

1982; McNeil et al.f 1^82) -they are prefered here over those known as

ntrA, ntrB and ntrC, their counterparts in £. typhimurium (McFarland et al.

1981). All other genotypic symbols are those recommended by Backman and



Low (1980). The genotypic designation msr,.for the mutation associated

with the MS resistance of strain MX981 (Table 1) is tentative. Alíeles

glnA70 and glnA7l::Tn5 are those previously known as glnA20 and

glnA21::Tn5 (Covarrubias et al., 1980; Bastarrachea et al., 1980;

MacNeil, 1981; Panel et al., 1982).respectively.

Results

Hypersensitivity to L-methionine-DL-sulfoximine of glnG mutants. The

GlnR phenotype of glnG mutants in enteric and other bacteria is

characterized by an inability to transport and utilize compounds such as

arginine, proline or histidine as only nitrogen sources (i-e., the Nfcr

phenotype) and by a low level constitutive expression of glutamine

synthetase (Kustu et al., 1979a; Panel and Tyler, 1979). Based on the

known irreversible inhibition of glutamine synthetase by the glutamine

analoge, L-methionine-S-sulfoximine (MS) in the presence of ATP {Ronzio

and Meister, 1968; Ronzio et al. 1969; Rowe et al-, 1969; Manning et al.,

1969), we reasoned that cells synthesizing small amounts of this enzyme

should be hypersensitive to MS. Indeed, we have found that all the

glnG mutants of E. coli we have tested are hypersensitive to MS. At 80pM

MS in GHA médium, glnG cells fail to grow while glnG cells do grow

(Fig. 1). In the presence of glutamine as only nitrogen source, MS

inhibition of growth of either glnG or glnG cells was not observed;

methionine also prevented the growth inhibitory effects of MS on MX902

cells after a prolonged lag {Fig. 1; Ayling and Bridgeland, 1972;

Betteridge and Ayling, 1975).

TESIS CON
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consistent with those obtained in crosses with rautants carrying well

defined deletions entering the glnA región. In transductional crosses

using MX902 (glnG74::Tn5) as a recipient and Pl propagated on either

MX850 AtglnG glnL glnA...rha) or MX852 ¿(glnA..¿rha), we obtained GlnG

recombinants only with MX852 but not with MX850 as the donor.

In order to lócate more precisely the glnG74::Tn5 mutation,

Southern type hybridization experiments were carried out using two

plasmids as probes; pACR2 which carries the glnA--glnL —glnG región

(Fig. 2B) and plasmid pACRlO, a derivative of pBR322 carrying a Tn5

insertion. These plasmids were nick translated and' hybridized against

chromosomal DNA from strains MX615 (wild type) and MX902 (glnG74::Tn5)

previously digested with endonucleases BamHI and Pstl. As shown in

Fig. 2A, five BamHI-PstI DNA fragments from MX615 were found to

hybridize with pACR2 DNA. Three of them seemingly corresponded to the

internal pACR2 DNA región, since similar bands were observed in the

pACR2 vs pACR2 hybridization (Fig. 2A). The retnaining two fragments

represented the joints between each of the ends of the chromosomal DNA

fragment carried by pACR2. In the case of the hybridization MX902 vs

pACR2, we noticed the dissappearance of the 3,.9 kB. BamHI-PstI fragmenta

Instead, two fragments of 2.77 kb and 2.55 kb were visualized. These

results indicate that the glnG74::Tn5 insertion occurred inside the

3.9 kb BamHI-PstI fragment, aproximately 2.77 kb from the BamHI site.

The data were confirmed by results obtained using pACRIO DNA as probé

(Fig. 2A). Our hybridization results, therefore, are consistent with

the conclusión that the glnG74::Tn5 insertion readily interrupts the

FALLA DE ORIGEN
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glnG gene sequence (Fig. 2C).

Isolation of constitutive mutations for glutamine synthetase as suppresors_

of 5flnG74::Tn5. - From MX614 cells, we isolated and characterized 17

independent mutants carrying Tn5 insertions tightly linked to glnA in Pl

transduction experiments. Most of them were shown to be insertions in

glnG but a few were insertions in glnL that were polar to glnG.

S —
Nevertheless, they were all MS and Aut . None of the glnG:;Tn5 insertion:

reverted to Aut in the presence of kanamycin. They did revert, however,

R
to the MS phenotype whether or not kanamycin was present in the selection

R -7
médium. MX902, for instance, reverted to MS at a frequency of 1 x 10

R
Ten independent MS revertants from MX902 were screened for glutamine

synthetase activity after growth on GHA médium. Specific activities ranget

R
between 370 and 1900. The MS strain having the highest glutamine

synthetase specific activity under otherwise repressing conditions was

selected for detailed study.

This MS revertant strain, termed MX927, synthesized high

constitutive levéis of glutamine synthetase but failed to utilize arginine

as a nitrogen source {Table 3), thus indicating that this derivative

carried in addition to the original glnG74::Tn5 mutation, a secondary

ittutation which suppréssed only the glnG functions related to glnA

expressionbut not those related to expression of the Aut phenotype.

Mapping of gln-76. Pl lysates made on MX927 (glnG74::Tn5 gln-76) were

used to transduce two independent glutamine auxotrophs, MX727 and MX822,

to prototrophy. glnG74:;Tn5 was found to cotransduce 82% and 96% with

the wild chromosomal regions corresponding to the glnA71::Tn5 and. glnA70
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mutations, respectively (Table 4 ) . Thís is consistent with an ordering

of the mutations as glnG74::Tn5-glnA7O-glnA71; :Tn5. The fact that all the

+

glnA glnG74::Tn5 transductants from either cross that were tested also

coinherited gln"76 was indicative of the tight linkage of this mutation

with glnA. A third cross was performed which helped to lócate gln-76

unambigously. . Pl was propagated on MX852 a straín carrying A{glnA rha)

with one deletion end cutting the glnA structural gene near the middle

while leaving the glnG and glnL genes intact. This lysate was used

to transduce MX927 recipient cells. All the Aut recombinants that were
2

tested were Km (Table 4) . Recombinants were expected to be wild type for

all gln genes and to have regulated levéis of glutamine synthetase unless

thay coinherited the gln-76 mutation. Since the only difference between

cells carrying gln^-76 (i-e-, MX929, see below) and wild type cells

(i.e., MX6Í4) is a 2-£old derepression of glutamine synthetase by the

former, after growth on high ammonium ion concentrations (Table 3), 14

individual transductants from the above cross were purified and tested

for glutamine synthetase activity after growth.on GHA médium. All of the

isolates showed 2-fold derepressed levéis of the enzyme, thus allowing

the conclusión that the wild chromosomal región corresponding to the

gln-76 mutation was deleted in MX852. Due to its tight linkage with

, gln-76, therefore, must lie very cióse to the NH -terminal end of

rlnA.
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Regulation of glutamine synthetase in strains carrying the gln-76 alíele.

The most striking feature of the gln-76 alíele is that it mediated

synthesis of glutamine synthetase at high levéis in the absence of a

functional glnG product. In fact, cells carrying the gln-76 mutation

made considerably more enzyme when the cells were devoid of a normal

activating system than in its presence. When compared with wild type

MX614, Mx927 cells made more than double the activity if both strains

were grown on media containing low ammonium ion concentrations, about

1.6-fold higher activity when glutamine was the nitrogen source and

7-fold higher activity when both strains were grown on high ammonium ion

concentrations (Table 3).

Using the curing procedure outlined in Materials and Methods,

-f S
we obtained glnG derivatives from MX927 which were Km due to precise

+ S
excisión of the Tn5 transposon. One of these Gln Km derivatives, termed

+ R " •

MX929, was shown to be Aut MS and synthesized normal levéis of glutamine

synthetase, except when grown on GHA médium where the activity was 2-fold

derepressed as compared to wild MX614 cells grown under similar conditions.

This implied that the mutation conferring the MS phenotype to MX927,
designated gln-76, was still present in the Tn5-cured strains, MX929.

These results suggest that the putative glnG-glnF activator complex still

bound and initiated transcription at the glnA operon control región of

MX929 cells in spite of the fact that in can be totally dispensed with.

In order to learn what effects ón glutamine synthetase

expression gln-76 had on cells also carrying a mutant glnF alíele, we

transduced the glnF73::Tn5 mutation from MX848 into MX929 with bacteriophag
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R R

Pl, selecting for Km transductants. One Km transductant was purified

and termedMX931. The glnF73: :Tn5 gln-76 genotype of this isolate was

verified by cotransductibility with argG in the case of glnF73:::Tn5

and with glnA in the case of gln-76. MX931 was glutamine independent

due to its ability to synthetase sufficient amounts of glutamine synthetase

to sustain growth (Table 3). The glutamine synthetase specific activities

made by MX931 varied between 140 and 600 (Table 3). Surprisingly, they

showed the inverse relationship of having higher levéis of activity in

cells grown on high ammonium and lower in those grown on low ammonium ion

concentrations. MX931 was also Aut and MS ; the Aut phenotype being

a clear indication of an absolute requirement of a functional glnF

+ + s

product for Aut {Ntr ) expression. The MS phenotype of MX931, however,

could not be explained in terms of either the absence of a glnF product,

the presence of a functional glnG product or to both.
MS derivatives of MX931. Plating of MX931 (glnF73:;Tn5 gln-76) cells

on minimal-glucose-15mM NH -80uM MS médium in the presence of kanamycin,

R -5
led to the isolation of MS spontaneous mutants at a frequency of 3 x 10

R
Two classes of MS mutants were easily distinguised after the colonies

were screened with the qualitative assay for glutamine transferase

activity. One class (35%) synthesized high constitutive levéis of the

enzyme, similar to those made by MX927 (glnG74::Tn5 gln-76) and another

class (66%) which synthesized intermediate constitutive levéis practically

identical to those made by the parental strain, MX931. As expected,

representatives of the high level constitutive class, exemplified by MX982

(Table 3), apparently carried, in addition to glnF73:;Tn5 and gln-76,

glnG mutations which conferred to them the MS phenotype. This was



- 16

suggested by results of transduction tests in which Pl lysates made on

three isolates of the high constitutive level class, including MX982,

were used to transduce MX734 (glnA71::Tn5) to glutamine independence.

Approximately 85% of the Gln [Km ] progeny resulting from each of the

— R
three crosses were Aut MS and high level constitutive for glutamine

synthetase. . These results suggest that MX931 cells spontaneously revert

-5 -5

to glnG at a frequency of one third 3 x 10 (i.e., 1 x 10 ) which is

characteristic of the glnF73::Tn5 mutation. Thus, inability of the cells

to synthesize glutamine does not seem to be a condition for the suppressors

of glnF mutations to be borne, as they take place in MX931 capable of

synthesizing sufficient amounts of the enzyme to support cellular growth.
R

The other class of MS mutants derived from MX931 was shown not

rto affect glnG. Pl propagated in three of the mutants including MX981,

the prototype strain of this class, were used to transduce the MX734

recipient to Gln [Km ]. None of the 200 transductants from each cross

that were tested was Aut . The nature and location of the mutations

conferring the MS phenotype to these mutants has not been investigated

further. »

Finally, the pattern of adenylylation of the glutamine

synthetase made by wild type MX614 cells, which is a function of the

quality and abundance of the nitrogen source in the médium, was similar

to those shown by the different strains carrying gln-76 that were

constructed (Table 3). This was true, regardless the amount of enzyme

-made by a particular strain was unsually. high. Thus, the gln-76 mutation

does not seem to affect the normal adenylylation-deadenylylation system of
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glutamine synthetase in these cells.

cis-dominance of gln-76 in heterozygous merodiploids. We reasoned that

if gln-76 lied in the glnA control región, it should behave as cis-

dominant in +/- heterozygotes. In order to put this assumption to a

test, we constructed two strains by conjugal transfer of Ff14 merogenotes

into MX927 (glnG74::Tn5 gln-76) recipients. One strain, MX936, received

anJ F'14 merogenote carrying the entire wild glnA región, and the other,

MX937, received a similar F-merogenote but carrying the glnA-71::Tn5

insertion (Table 3).

MX936 was weakly Aut similar to MX932. In both strains .

the F'14 merogenote carrying the wild glnA región complemented the

glnG74;:Tn5 chromosomal mutation, albeit weakly. Apparently, some

trans effects excerted by a chromosomal product fwhich most probably

could not be the glnG product) had negative effects on glnG expression

from the merogenote, since the wild Ff14 merogenote expresses Aut

perfectly well in the haploid state (i.e., in AB1206, Table 3). MX937

was Aut as expected due to the glnG74_: :Tn5 mutation of its chromosome and

the glnA71i:Tn5 mutation of its merogenote which probably excerted polar

effects on expression of the glnG gene positioned cis to it.

In the haploid state, as in AB1206, the wild F'14 merogenote

directed synthesis of normally repressible glutamine synthetase (Table 3).

Therefore, the high level constitutivity of glutamine synthetase in both

MX936 and MX937 was ascribed to cis-dominance of gln-76 on expression of

the chromosomal glnA gene; the higher maximun levéis of constitutivity
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observed in MX937 over those of MX936 being an additional indication of

the negative effects of the lijniting amounts of glnG product made from .

the F'14 merogenote of MX936, and the inability of the glnG gene in the

F'14 glnA71::Tn5 merogenote to get expressed,

R
ñn independent MS mutation from MX902 was also isolated and

termed gln-75. The behavior of gln-75 was similar to that of gln-76 in

many respects. It was tightly linked to glnA in Pl transduction

experiments. It also mediated cis-dominant constitutive synthesis of

glutamine synthetase in the absence of the glnG-glnF activator system

(data not shown).

Inhibition of glutamine synthetase activity by MS. All evidence presented

here has allowed us to postúlate the control región of the glnA operon

as the site where the gln-76 mutation must lie. The possibility that

gln-76 would lie within the glnA structural gene, thus conferring to the

glutamine synthethase enzyme resistance to MS inhibition as with the

mutants reported by Miller ahd Brenchley (1981) in S_. typhimurium, was

considered unlikely. Nonetheless, experiments to rule out this possibility

were undertaken. As expected, cell-free éxtracts prepared from strains

carrying gln-76 showed glutamine synthetase activities equally sensitive

to MS as those prepared from wild type MX614 or MX902 (glnG74_: :Tn5)

cells (Table 5).

Discussion

From MX902 cells of E. coli which are hypersensitivie to MS
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by virtue of their harboring the glnG74::Tn5 mutation, we isolated and

R

characterized spontaneous MS variants. One of these, MX927, carried

in additión to glnG74::Tn5, a secondary mutation, gln-76, which conferred

to these cells the capacity to express its glutamine synthetase

constitutively.

This constitutive behavior of gln-76 was shown to be cis-

dominant when complemented with F'14-merogenotes carrying the entire wild

type cflnA región (Table 3). Mapping experiments using transduction with

bacteríophage P3. deraonstrated that the gln-76 alíele was nearly 100% linked

to the glnA structural gene. Moreover,. all Aut transductants that were

tested from a cross between MX852 AÍglnG glnL.. .(glnA-rha) as donor and

11X927 (glnG74;:Tn5 gln-76) as recipient still beared the gln-76 mutation

(Table 4); therefore, gln-76 must lie on the glnA side opposite to glnL

and glnG. By several additional criteria we have been able to show that

the gln-76 alíele does not affect the glnL gene. This was considered

necessary since mutations in glnL are also known to lead to constitutivity

for glutamine synthetase, i.e., the GlnC phenotype (Backman . et al., 1981;

Chen et al., 1982). Contrary to the cis-dominant constitutive behavior

for glutamine synthetase expression mediatéd by gln-76, constitutivity of

all the glnL mutations we have tested, as those reported. by Chen et al.,

(1982), was trans recessive to the wild type alíele in complementation

experiments; in addition, the gln-76 alíele did not suppress the Ntr

phenotype conferred to Ê . coli cells by the gltB31 mutation (data not

shown) as has been reported for certain glnL mutations {Panel et al.¿

1978; Chen et al., 1982).
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One of the most striking features of the-gln-76 mutation is

that it allows glnA expression in the absence of a functional glnG

product, e.g., MX927. The later construction.of strain MX982 (Table 3),

presumably devoid of both the glnG and glnF products, further suggests

that gln-76 promotes a highly efficient expression of glnA in the absence

of both the glnG and glnF products. Bacterial mutants synthesizing high

constitutive levéis of glutamine synthetase in the absence of the

glnG-glnF activator system had not been reported previously. The only

precedent being some mutations known as nifT isolated in Klebsiella

pneumoniae by Ausubel et al. (1976, 1977), one of which was shown to be

cis-dominant. These mutations presumably affected the regulatory región

of the nifLA operon since they allowed nif expression in the apparent

absence of activation by the glnG product, i.e., in a GlnR background.

A cis-dominant mutation, gln-153 that affects the glnA

control región of Klebsiella aerogenes has been previously reported

(Rothstein and Magasanik, 1980). It was selected as a glutamine

independent derivative of a strain carrying a glnF mutation and mero-

diploid for the glnA- región. Some properties ínherent to our gln-76

mutation are shared by the gln-153 mutation. However, others such as the

high constitutive level of expression of glutamine synthetase mediated by

gln-76 in the absence of á glnG product has not been documented for cells

carrying gln-153, Thus, whether or not gln-76 and gln-153 are alike

remains an open question. • - . -

The molecular basis for glnA activation by the glnG and glnF

products and for repression by the glnG and glnL products, remains
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unveiled. Whatever the mechanisms turn to be, it is clear that the

binding site for the activator reKiaiiis largely unaltered in cells

carrying gln-76 according to the following reasoning. It was noticed

that the maximal level of glutamine synthetase expression in MX927,

which ocurred when these cells veré grown under nitrogen limiting

conditions, was increased by a factor of 2 when compared to that of wild

type MX614 cells grown under similar conditions (Table 3), However, in

strain MX929 which carries gln-76. and all the gln regulatory genes in the

wild state, the maximal level of glutamine synthetase expression dropped

back to that of wild type cells (Table 3). Thus, in MX929 cells

activation of glnA expression by the glnG and glnF products is apparently

preferred over that mediated by gln-76. It seems, therefore, as if the

gln-76 mediated expression of glutamine synthetase takes place only in

the absence of a functional glnG product, regardless a glnF product is

or is not present (compare MX927 with MX981, Table 3),

Another important feature of the constitutive expression of

glutamine synthetase in MX927 and in MX982 was its incompleteness; in

other words, when these strains were grown on GHA, a normally repressing

médium, the enzyme activity was derepresed but was still half of that

found under derepresing conditions, as when the cells were grown with

glutamine as only nitrogen source. Since neither normal activation ñor

repression of the glnA operon can take place in MX927 or MX982 cells

due to their lack of a functional glnG_ product, this effect may represent

a hitherto undefined type of negative control created by exposure of cells

carrying gln-76 to an excess of ammonium ions» A similar inability to

attain full clerepression of glutamine synthetase in the presence of an
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excess of ammonium ions, but not necessarily of the same origin, has been

observed in ̂ . coli strains of quite different gerietic constitution, as

those carrying glnL mutatíons nonpolar to glnG displaying the GlnC

phenotype (Chen et al,, 1982; Bastarrachea et al., unpublished data).

Introduction of the glnF73::Tn5 alíele into MX929 lead to

strain MX931' (glnF73::Tn5 gln-76), the behavior of which was peculiar in

several aspects. In glnF cells carrying the site corresponding to the

gln-76 mutation in the wild state, i.e. MX848 (Table 3), the glnF mutation

causes glutamine auxotrophy. in these cells only repression takes place

since no activator is present. In strain MX931, however, the gln-76

mutation prevented glnF73::Tn5 from causing glutamine auxotropy by

allowing synthesis of glutamine synthetase in amounts sufficient to

support.growth under ammonium assimiláting conditions. Curiously enough,

the glutamine synthetase activity made by MX931 cells was consistently

higher, by a factor of 2, when the cells were grown in ammonium excess

than when they were grown at :low ammonium ion concentrations. From these

results we wish to conclude that rather than being repressed by the

products of the glnG and glnL genes, glnr-76 was only able to mediate a

weak expression of.glnAin these cells probably due to interference by

binding of the glnG product to its normal activation site, as in the

. presence of the glnF product.

Ous design to isolate mutations such as gln-76 precluded

seleGtion of cells overproducing glutamine synthetase in the absence of

the glnG product. Jt could be anticipated that at least some of

the mutations that aróse were affected in the glnA promoter. The high

constitutive level of glnA expression mediated by gln-76 readily suggests
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that a high efficiency promoter was probably created by this mutation. Even

though gln-76 made glnA expression independent of its normal activator

system, it did not affect either the binding to its specific recognition

site(s) or its functionality when such a activator was present. Other

results described above indicate that gln-76 altered or destroyed a site

near glnA where the repressor binds. We may tentatively conclude, therefore,

that the binding sites for the activator and the repressor are not the

same wtiich is tantamount to saying that they are independent of each

other. The results also indicate that if a high efficiency promoter was

created by the gln-76 mutation, it should overlap, at least in part, with

the binding domains of the repressor. Experimental proof in support to

our suggestions is still lacking. Our efforts to this end may prove more

difficult after recognition that the glnA regulatory región contains more

than one DNA sequence which could function as promoters (Covarrubias and

Bastarrachea, 1983), These findings raise another possibility, that the

glnA operator región may be overlapped with one of the promoters, thus

making both, coding seguences susceptible to a single mutational event,

which could be the case for gln-76. Oníy the location of the gln-76

mutation by base sequence analysis and identification of the start of

the mRNA transcripts made from wild type and glnG74: :Tn5 gln-76 DNA's

which are now in progress in our laboratory, may shed some light on the

mechanisms that are operative.

From the results presented in Table.3 it is olear that neither

the normal pattern of adenylylation of glutamine synthetase ñor the

• + +
inability of the cells to express the Ntr (Aut ) phenotype in the absence

of either one or both the glnG and glnF functional products were altered by
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gln-76. The phenotypic response of the strains to the glutamine analog,

MS, however, deserves further comments.

Based on the irreversible inhibition of glutamine synthetase

activity by MS in the presente of ATP (Ronzio and Meister, 1968; Ronzio

et al., .1969; Rowe et al., 1969; Manning et al., 1969) we postulated that

cells making abnormally small amounts of glutamina synthetase were more

sensitive to growth inhibition by MS than wild type cells. In fact all

the glnG mutants we nave tested were hypersensityve to MS... Previous

evidence'from Betteridge and Ayling (1975) suggests that MS penetrates

into S_. typhimurium cell via the high affinity glutamine transport

systein. It is also known that one of the manifestations of the Ntr

phenotype of S_. thyphimurium glnG mutants is a reduced ability to

transport a number of amino acids inside the cells, including glutamine

(Kustu et al., 1979b; Wei and Kustu, 1981). If the xnternal MS concen-

tration attained by glnG cells is indeed diminished, it should be

sufficient to titrate most of the reduced number of glutamine synthetase

molecules made by these cells, in order to leave too few active enzyme

molecules incompatible with cellular growth.

In our laboratory, accumulation of enzymatically inactive

glutamine synthetase-MS molecular complexes has been shown to occur

during growth of E_. coli wild type cells on GHA-80uM MS médium (data not

shown) . Although this result can be taken in support to the titration

hypothesis, we have found too many examples of strains synthesizing high

S
glutamine synthetase activities and being MS . MX931 (glnF73;:Tn5 gln-76),

for instance, synthesized twice the glutaraine.synthetase activity made

by wild MX614. cells when both were grown on high ammonium ion concen-
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trations. Yet, under this growth condition, MX931 is sensitive and

MX614 is resistant to 80yM MS. We have examined the growth response to

MS of a variety of 12. coli strains of different genetic constitution with

regard to the gln regulatory genes. The results, which cannot be

described in detall here, allow us to conclude that neither the presence

or absence of (i) gln-76, ñor (ii) of the activator or the repressor of

glutamine synthetase or their individual components, can explain the

phenotypes towards MS of our variety of strains, MX931 included. We

even ignore to what extent accumulation of glutamine synthetase-MS

complexes is responsible for the MS phenotype of glnG mutants. . Most

probably what we are observing are the additive effects of MS acting on

more . than one cellular target; the only one identified, thus far, being

the glutamine synthetase molecule. Up to now, we have succeeded in the

isolation of a class of mutations in the glrtA regulatory. región of

E. coli thanks to manipulation of their phenotypic response towards MS.

Further experimenta tion along this line will probably Ied to new insights

into thiscomplex problem of regulation of glutamine biosynthesis.
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Pl donor Recipient
Marker

Selected Unselected
% Cotransduction

W3110
(polAl)

MX902
<glnG74::Tn5) Aut MMS 70 (284/406)

MX902 MX727 Gln Aut" MS 93 (340/365)
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Footnotes for Tables

Table 2. MMS, Methyl methanesulphonate; MS, L-methionine-DL-sulfoximine.

Ihe s-superscrips indícate sensitivity to 0.04% MMS or to 80 pM

MS.

Table 3. In the cases where the y glutamyl transferase assays were run

2+
with and without 60 mM Mg , the average state o£ adenylylation,

ñ, is indicated in parenthesis; n.d., not determined.

After growth of individual transductants in GHA médium

High level constitutivity (qualitative assay)

o
2-fold derepressed as corapared to wild type (quantitative

assay).

Table 5. Glutamine synthetase activities were determined in cell-free

extracts prepared from strains grown on GLA mediijin. MS

(final concentration of 80 \iH} was added 10 min. before the

reactions were started by the addition of L-glutamine.

•PATT A t\v
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Legends for the Figures

Fig. 1. Growth responses of.strains MX614 (wild) and MX902 (glnG74::Tn5)

in minimal médium at 37°C with (o) or without (o) 80 pM MS, as

a function of the nitrogen source. a to d, MX614; e to h,

MX902. a and e, GLA médium; b and f, GHA médium; c and g, Ggln

médium; d and h, GHA médium plus 80 yM L-methionine.

Fig. 2A-C Blotting hybridization of BamHI + PstI digests of MX615 and

32
MX902 E_. coli. chromosomal DNA's with P-pACR2 (lañes 1-3) or

32

P-pACRIO (lañes 4-6) DNA's as probes for glnG and Tn5,

respectively. A lañe 1, pCR2 vs. pACR2; lañe 2, MX615 vs pACR2;

lañe 3, MX902 vs. pACR2; lañe 4, pACR2 vs. pACRlO; lañe 5,

MX615 vs pACRlO, lañe 6, MX902 vs pACRlO. B Diagram of plasmid

pACR2. C Diagram of the Tn5 insertion in MX902; the BamHI sites

of Tn5 are not shown since its orientation in MX902 is not

known; very likely/ in lañe 6 bands 3 to 6 (from top to bottom)

correspond to BamHl-Tn5 internal f ragments while bands 1 and 2

(of 2.77 kb and 2.55 kb, respectively) are the fusions between

Tn5 and chromosome. The black bars correspond to pBR327 DNA,

the thin lines to chromosomal DNA and the cross-hatched bars

to Tn5, The arrows indicate the direction of gene transcription.
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REULTADOS ADICIONALES

Construcción de un plásmido conteniendo el promotor para qlnL.

Con el objetivo de probar si el fragmento de DNA que se une a

RNAp que contiene la región entre glnA y qlnL lleva un promotor fun-

cional, el fragmento de Eco Rl - Eco Rl de 1,3 kb del plásmido

pACR5 (Figura 3) se insertó en el sitio de Eco] Rl del plásmido "pro-

bador de promotores" RW33. Este plásmido es un derivado de pBR327

que carece del promotor para el gene tet, pero conserva el sitio de

unión a ribosomas necesario para la síntesis de la proteina que con-

fiere resistencia a tetraciclina (Te) (81); de tal manera que al ¿

insertar un fragmento que contenga un promotor, inmediatamente an-

tes del gene tet, el plásmido resultante debería conferir resisten-

cia a Te. (Ver Figura 4).

Así pues, se llevó a cabo la reacción áe ligasa entre el frag-

mento Eco Rl-Ecp Rl (1.3 kb), previamente purificado, y el plásmi-

do RW33 digerido con Eco Rl, y se transformó la cepa RRl (pro", leu"

thi , recA > r̂ , ran ). Las transformantes se seleccionaron en un
______ ________ j-̂  jy

medio con ampicilina (Ap) y se contraseleccionaron en un medio con

Te. Se purificó DNA de plásmido (en pequeña escala) de colonias

R R R Scon fenotipo tanto Ap Te como Ap Te y se analizó con enzimas de

R Rrestricción. Aquellas que resultaron Ap Te contenían un plásmido

recombinante con el fragmento de Eco Rl - Eco Rl insertado en la

orientación én la que se transcriben qlnA y glnL (Figura 3), en tan-
R S +

to que las Ap Te contenían plasmidos con el mismo fragmento peco
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FIGURA 3. Mapas de restricción de diferentes plásmidos conte-

niendo diferentes fragmentos de la región qlnA-glnG

de E. coli.

La parte superior corresponde a la escala en kilobases

(Kb). Las líneas continuas corresponden al DNA cromo

somal clonado, las barras negras corresponden al vehí-

culo molecular, ya sea pBR322 o pBR327, en tanto que la

barra rayada corresponde a ColEl. Las flechas indican

la dirección de transcripción de los genes respectivos.
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FIGURA 4. Construcción de un plásmido conteniendo el promotor

.de glnL.

En este esquema se muestra la estrategia seguida para

la construcción del plásmido RW33Pj . Las flechas in

dican la dirección de transcripción de los genes respec

tivos. Las figuras no se encuentran a escala.
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insertado en la orientación contraria, o bien, el mismo RW33 sin

inserto.

Esto confirmaba la existencia de un promotor funcional en -

tre qlnA y glnL.

Transcripción in vitro de fragmentos conteniendo la región de

control de glnA.

El sistema de transcripción iji vitro se llevo a cabo de

acuerdo a lo reportado por Majors (.82), y por Russell y Bennett

(83) con algunas modificaciones: Los nucleó*tidos fríos (ATP,

GTP y CTP) se usaron a una concentración de 40mM; el nucleótido

radioactivo (̂ P r-UTP) se utilizó a una concentración de 0,4mM.

• -7

La concentración de KC1 fue de lOOmM y se usaron 2,5x10 ytfmolas

de templado. Se utilizaron 1.5><g de RNAp por reacción.

El fragmento de Smal-EcoRI de 731 pb (SR3) y el fragmento

de Hinfl-Hinfl de ~ 464 pb (H4) se utilizaron como templados en

la reacción de transcripción (Figura 5).

Una vez llevada a cabo la reacción, ésta se paro con una

solución conteniendo acetato de amonio (2M), EDTA (2mM) y RNAv

(lOO/zg), se extrajo con fenol y se precipitó-oon etanol (-20°C).

La pastilla de RNA se resuspendió en una mezcla conteniendo for-

mamida, azul de bromofenol (0.05%) y cianol de xileno»(0.05%), y

se sometió a electroforesis en gel de acrilamida (6%)-urea (7M).

Como se puede ver en la figura 5, para el caso del fragmento

SR3 se observan tres bandas radioactivas.(731pb,340pb y 170pb). '

La primera y más intensa migra con un tamaño similar al fragmen-

to original lo cual sugiere que existe iniciación inespecífica a
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FIGURA 5, Transcripción in vitro de fragmentos de DNA prove-

nientes de la región de control de qlnA.

La transcripción in_ vitro se llevo a cabo como se des-

cribe e la sección de Resultados Adicionales. Los

productos de la reacción fueron sometidos a una elec -

troforesis en gél de acrilamida (5%)- urea(7M). La

autorradiografía de este gel se muestra en la parte su

perior de la figura. El carril 1 corresponde a los

productos de transcripción provenientes del fragmento

SR3 (731 pb), en tanto que el carril 2 corresponde a

aquellos provenientes del fragmento H4 (<^>464 pb).

Los números y las flechas a la izquierda del gel india

can los pesos moleculares y la migración, respectiva -

mente, de/RNA's provenientes de Trypanosoma cruzi (do-

nados generosamente por R. Hernández y M. Castañeda),

los cuales fueron usados como marcadores de peso mole-

cular, ya que sus pesos moleculares han sido calibra -

dos cuidadosamente. El esquema en la parte inferior

muestra el fragmento de Glal, contenido en pACR5, asi

como la localización de los fragmentos usados como tem

piados, en donde se indica el inicio aproximado de-los

transcritos obtenidos (-^r^ ).
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partir de uno de los extremos. Las otras bandas parecen ser el

resultado de iniciaciones en dos sitios específicos contenidos

en este fragmento de DNA. En el caso del fragmento H4 resultan

v dos bandas (̂ 464rí>b y^290pb), de las cuales la primera correspon-

de, como en el casorren el caso anterior, a un transcrito cuya

iniciación parece ocurrir en uno de los extremos del templado,

en tanto que el sitio de iniciación pana el RNA de menor peso mo-

lecular tiene una localización similar a la que se deduce para el

RNA de 170b proveniente del fragmento SR3; esto es, entre posicio

nes 620 y~660 (Ver figura 5, las posiciones se refieren a la se -

cuencia nucleótídica reportada en el artículo "Nucleotide sequence

of the cflnA control región").

Es importante hacer notar que las condiciones en las que se

llevaron a cabo este tipo de experimentos no son muy cercanas a

las condiciones fisiológicas, ya qy.e el sistema carece de las

proteinas reguladoras; por lo tanto, es posible que los sitios

de iniciación que se deducen no sean los que normalmente se uti-

lizan para iniciar la transcripción de qlnA.
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DISCUSIÓN

Como ya se ha mencionado la biosíntesís de GS responde a cier

tas señales que reflejan la disponibilidad de nitrógeno en la ce-

lula bacteriana. Una de las características que hace que este

sistema sea sumamente complejo e interesante es el numero de seña

les a las que responde y el numero de moléculas reguladoras invo-

lucradas en la transmisión de estas señales. Con la finalidad

de entender la naturaleza molecular de este sistema asi como los

mecanismos por los cuales se regula la expresión de qlnA nos pro-

pusimos construir un sistema definido que conservara estas carac-

terísticas. El primer paso hacia esta meta fue la clonación de

la región de glnA del cromosoma de Ê . coli y la localización de

este gene en una región definida1 de DNA. Posteriormente, gra-

cias al aislamiento en nuestro laboratorio de mutaciones cromoso-

males tanto en qlnG como en qlnL (25,L. Segovia, J;C.Urbina y F.

Bastarrachea, datos no publicados), se identificaron y localiza-

ron estos genes en el fragmento de DNA originalmente clonado (50,

M. Rocha y A. Covarrubias, datos no publicados),y fue posible,

utilizando el sistema de minicélulas, identificar ambos productos,

cuyos pesos moleculares (51Kd y 36Kd, respectivamente) están de

acuerdo a los obtenidos por McFarland et al (54) en un sistema in

vitro de transcripción-traducción acoplados. Además de estos

tres genes (qlnA, qlnL y qlnG) el plásmido híbrido pACRl contiene

un gene que codifica para un polipeptido de aproximadamente 70Kd,

el cual pareciera no tener ninguna función relevante en el metabo

lismo nitrogenado de la bacteria, ya que las actividades de GS ob
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tenidas, en diferentes condicionen, de cepas de E. coli contenien

do plásmidos híbridos, en donde este gene se encuentra incompleto,

no muestran una variación significativa.

Aun cuando algunos datos de los presentados aquí, así como

resultados obtenidos para la misma región de DNA en S_, typhimurium

(55), sugerían que la transcripción de qlnA se llevaba a cabo en

el mismo sentido que aquéllas para el gene de la proteina de 70Kd;

posteriormente, una vez demostrada por evidencia de tipo genético

la existencia de glnG (26,36), datos de mapeo genético indicaron

que glnA se transcribía en el mismo sentido que glnG y, por lo tan

to, en sentido contrario al gene para la proteina de 70Kd. Es -

tos resultados fueron confirmados por el análisis en minicélulas

de polipéptidos codificados en plásmidos con déleciones, diferen-

tes a las anteriores, en esta región, y por análisis de secuencia

nucleotídica (49,50,56).

La localización de los genes qlnL y glnG y la determinación

de su dirección de transcripción (47,49,51, M. Rocha y A. Covarru

bi¿§» datos no publicados) con respecto a glnA, así como algunos

otros datos que ya han sido tocados en la introducción, sugerían

que estos tres genes se comportaban como un operón en condiciones

de exceso de nitrógeno en donde la transcripción de qlnG parece

ser independiente del promotor fie qlnA (26,32). Para explicar

esté, ultima observación Panel et al (51) postularon la existencia

de un segundo promotor localizado entre glnA y qlnG4 Los experi

mentos de unión a RNAp mostrados aquí que indican la presencia de

una región de DNA con afinidad a esta enzima localizada entre glnA

y glnL, así como la resistencia a tetraciclina adquirida por célu

las conteniendo el plásmido RW33pT (Ver figura 4), demuestran la
X-i
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existencia de un promotor funcional del cual se iniciaría la trans

cripcion tanto de qlnL como de qlnG en condiciones de exceso de ni

trógeno. Esto es congruente con la idea de que, tanto el produc

to de glnL como de glnG están involucrados en la represión de la

síntesis desGS y, que en estas condiciones se requeriría de una

síntesis acoplada de ambos productos. Sin embargo, entre los

fragmentos que unene RNAp, además de los correspondientes a los

promotores de qlnA y glnL, es posible identificar otro fragmento

de DNA el cual se encuentra localizado entre qlnL y qlnG. La

idea de un promotor para glnG se ve reforzada por el hecho de que

el plásmido pACR3, el cual contiene la región entre qlnL y qlnG,

y este ultimo gene intacto, es capaz de complementar mutaciones

cromosomales en qlnG. La posibilidad de que qlnG se esté trans-

cribiendo de un promotor del vehículo molecular resulta poco pro-

bable, ya que, primero, el promotor psa>a el gene tet se ve inte -

rrumpido al ser introducido el fragtyíento de Clal-HindIII conté -

niendo glnG, segundo, la orientación en la cual se encuentra clo-

nado el fragmento evita que transcripción proveniente del promo-

tor anti-tet entre hacia qlnG, y tercero, la secuencia nucleotí-

dica alrededor de la fusión entre el vehículo molecular §r el frag

mentó no maestra ninguna posible caja de Pribnow capaz de generar

un promotor artificial.

Aun cuando evidencia proveniente de studios de la expresión

de &-galactosidasa de inserciones de Mudl(lac) en qlnA, qlnL y

glnG (51,57) y de la supresión del fenotá/po Ntr de mutaciones

puntuales en qlnA por mutaciones en rho (58) subieren que qlnA,

constituyen un operón; existen otros resultados donde
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mutaciones que cambian la fase de lectura» ya sea en glnL o en j"1 .

glnG solo afectan la expresión de vino de los productos pero no la

del otro (38,54), a pesar de que este tipo de mutaciones son alta

mente polares. De acuerdo con estas observaciones, Backmann et

al (49) han descrito una delecion dentro de glnL que no es polar

sobre glnG; además, existen mutaciones por inserción en glnA (26,

57) o en glnk (J.C. Urbiraa y F. Bastarrachea, datos no publicados)

en las cuales parece haber expresión de glnG. Por lo tanto, re*?

sulta factible pensar que glnG se transcriba de su propio promo -

tor en condiciones tales que la célula requiera mayores niveles

de este producto; por ejemplo, situaciones en las que ocurran cam

bios bruscos en las concentraciones intracelulares de amonio.

Una de las preguntas qáe surgen al condiderar que glnA, glnL

y glnG:, forman parte de la misma unidad transcripcional en condicio-

nes de limitación de nitrógeno intracelular se refiere a los ni-

veles del producto de glnL en estas condiciones. Si consideramos

que el producto de glnL es una molécula que está involucrada en

el control negativo de glnA resultaría lógico pensar que la sínte-

sis de este producto ocurra en condiciones de exceso de ̂nitrógeno

y, que cuando la disponibilidad de nitrógeno esté limitada exis-

ta un mecanismo que prevenga una concentración relativamente alta

del mismo. Las actividades de & -galactosidasa de cepas con in-

serciones de Mudl (lac) en glnL reportadas por Gutterman et al (58)

indican que hay una mayor expresión de este gene en condiciones de

limitación de nitrógeno que en exceso. Sin embargo, la cantidad

del producto de glnL siempre es menor en relación al producto de
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glnG cuando se analizan los productos codificados por plásmi-

dos conteniendo la región qlnA-qlnL—qlnG (59, M. Rocha y A. Co-

varrubias, datos no publicados). Esto es más notorio cuando la

expresión tanto de qlnL como de qlnG proviene de un promotor al-

tamente eficiente, como áuee&e en el caso del plásmido pL-qlnLG

donde un fragmento de DNA conteniendo el extremo carboxilo de

qlnA, y qlnL y glnG completos ha sido insertado inmediatamente

después del promotro PL del fago lambda. Células conteniendo es-

te plásmido sobreproducen el producto de glnG de tal manera que

constituye aproximadamente un 5% de la proteina total (M. Vázquez

M. Rocha y A. Covarrubias, datos no publicados). Sin embargo,

el producto de glnL no es detectable, aun en estas condiciones.

Estos resultados sugieren que existe un mecanismo postranscripra

cional que regula los niveles del producto de glnL cuando éste

gene se transcribe a partir del promotor de glnA. Así pues, es

posible que exista una secuencia de DNA entre glnA y glnL que es-

té involucrada en este mecanismo, ya sea formando estucturas se-

cundarias en el RNAm que oculten el sitio de unión a ribosomas

necesario para la traducción de glnL, o bien, que sirva como si-

tio de reconocimiento para un represor (el producto de glnG, o

el mismo producto de qlnL) que haga menos eficiente su traduc-

ción. Otra posible explicación a la baja síntesis del producto

de qlnL sería la presencia de codones "poco usados" en glnL lo

cual tendría como consecuencia una baja en la eficiencia de tra-

ducción como ya ha sido reportado para otros pperones en E. coli

(84).
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La manera como se expresa este ppea?ón ha resultado bastante

compleja. Es posible que cada gene del operan posea un promotor

propio, de tal manera que puedan existir diferentes familias de

transcritos de esta región dependiendo de la disponibilidad de

nitrógeno. También, podría existir un mecanismo adicional que

involucre secuencias dentro de esta misma región que se encargue

de modular los niveles de las proteínas reguladoras.

Una de las regiones de este operón que despierta gran inte-

rés es la región de control de qlnA. Ésta región debe contener

sitios de reconocimiento tanto para el complejo-activador, como

para el complejo-represor. Tan solo desde el punto de vista in-

teracción proteina-DNA-función parecería ser un sistema singular

ya que, como se ha mencionado, tanto el activador como el repre-

sor parecen estar constituidos por más de una proteina.

Una vez localizada la región regulatoria de glnA en el frag-

mento de DNA clonado, decidimos obtener su secuencia de pares de

bases, como primer paso en la identificación de aquellas regio-

nes importantes para la promoción, activación y represión tanto

de glnA como del resto del operón, lo cual formaría parte de la

estrategia para llegar a tener un esquema más completo sobre los

mecanismos moleculares para la regulación de los genes involucra-

dos en la asimilación del nitrógeno.

Durante le análisis de la secuencia nucleotídica obtenida

se observó lo siguiente:

1) Un probable sitio de unión de ribosomas o secuencia de

Shine-Dalgarno, AGGAGA, que presenta una homología de 83% con la
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secuencia consenso (60), y que se encuentra localizada a 7pb del

codon de iniciación.

2) Tres regiones que presentan cierta homología con la se-

cuencia para un promotor consenso (Ver Figura 6). Ninguna de

las probables "regiones -35" prsentan una homología significa-

tiva con la consenso. De las secuencias consideradas como proba-

bles "cajas de Pribnov" o "regiones -10", aquellas correspondien-

tes a los promotores P* o Y pa_? P r e s e n t a n u n 8 6% <3e homología

con el consenso, la primera (61), y un 100% de homología con la

"región -10" del promotor para el operón lac la segunda (61).

La "región -10" del promotor PA - presenta una homología de 71%

con la consenso, sin embargo, carece de una de las T1 más conser-
s

vadas en los promotores procariotes analizados (61, 62). Por o-

tro lado, el numero de nucleótidos entre la "región -35" y la

"región -10" de cada uno de los probables promotores se encuen^

tra dentro de lo esperado para un promotor procariote (61, 63).

También es interesante mencionar que el promotor denominado como

PA _ presenta un sitio para iniciación de transcripción muy con-

servado i.e CAT, a la distancia adecuada de acuerdo al análisis

de S¿eben:iíÍ3Sfc y Gilbert (61). La posibilidad de que más de que

más de un ppomotor sea funcional in vivo resulta interesante,

pues es posible que uno responda a ciertas señales, y otro a o-

tras diferentes; como sucede para el operon gal, donde la trans-

* Las posiciones aquí señaladas para los pares de bases se re-
fieren a la secuencia nucleotídica reportada en el artículo "Nu-
cleotide sequence of the qlnA control región", el cual se encuen-
tra incluido en esta tesis.
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FIGURA 6. Probables promotores en la región de control de qlnA.

En la primera línea á.e muestra la secuencia considerada

como el sitio de unión a ribosomas para qlnA, así como

la posición en la cual se encuentra localizada con res-

pecto a la secuencia nucleotídica reportada en el artí-

culo "Nucleotide sequence of trhe glnA control región"

el cual está incluido en esta tesis. La segunda línea

muestra la secuencia consenso para el sitio de unión a

ribosomas, la cual corresponde al extremo 3* del RNA

16S. En la tercera línea se indica la localización

del codón de iniciación (ATG). La secuencia del promo

tor ideal, mostrada en la cuarta línea, fue tomada de

la referencia 61. Los números sobre las líneas puntea

das indican el numero de pares de bases entre las secuen

cías indicadas. Los posibles promotores para qlnA fue

ron numerados arbitrariamente, siendo P _ el más cerca
A — i. —

no al extremo correspondiente al amino terminal de GS.

Las secuencias nucleotídicas mostradas en la parte in -

ferior de la figura corresponden a diferentes promoto. -

res procariotes con la finalidad de tener un punto de

referencia con respecto a los promotores de qlnA. Las

bases subrayadas corresponden a las regiones "-35" y

"-10". En todos los casos el extremo izquierdo de las

secuencias mostradas corresponde al extremo 5f, a menos

que se indique de otra manera.
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cripción del operon se inicia de dos promotores diferentes depen-

diendo de la presencia de AMP cíclico intracelular (64).

3) Regiones palindrómicas cómo»

•AG= -11.1 keal/mol (345) 51-TTG^A-T-CG TA--CG-A-TACAA-3 f ( 370)

= -12.8 kcal/mol (371) 5f-AA GATCACAAA CT—GCAA TTGC

A G TTTGTGATC TT-3' (429)

= -4.5 kcal/mol (577) 5'-AA—TAAAAG C-G CTTTTA—T í1

TT-3' (610)

= -16.9 kcal/mol (575) 5'-GCAATT TTGGC TCGC-(12)-

GCGA GCCCAA AATTGC-3 * ( 637 )

De estos palíndromes imperfectos los que se muestran en la

Figura 7 son aquellos cuya probable estructura secundaria parece

ser más estable de acuerdo a los valores calculados de energía

libre (AG), Aun cuando no conocemos la función de estas se 7

cuencias es probable que pudieran tener un papel como operador

y/o iniciador, o algún otro que no haya sido descrito en los

sistemas ya conocidos en bacterias. Se ha observado que este

tipo de secuencias palindrómicas forman parte de operadores para

varios genes, por ejemplo: 0T y 0_ en el fago lambda (65), el

operador para el operon de lac (66) etc.; y se ha especulado

que este arreglo simétrico e invertido: en el DNA es reconocido

por dos subunidadesddél represor que también se encuentran orga

nizadas de manera simétrica (67). Es importante hacer notar

que estas secuencias palindrómicas se encuentran localizadas en

dos regiones, principalmente, i.e.: entre posiciones 344 y 430;
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FIGURA 7. Posibles estructuras secundarias en la región de

control de qlnA.

Se muestran dos de las posibles estructuras secundarías

encontradas en la región de control de qlnA las cuales

de acuerdo a sus valores de energía libre ( &G) resultg

ban ser las más estables ( ésto es, con un &G">~7 kcal/

mol, 85). Los valores de A G se obtuvieron de acuerdo

a Bóreas et al (85). La localización de estas secuen-

cias se indisa abajo con números que se refieren a las

posiciones marcadas en la secuencia nucleotídica repor

tada en el articulo "Nucleotide sequence of the qlnA

control región" incluido en esta tesis.
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y entre posiciones 575 y 611. Estas dos zonas se encuentran bas

tante alejadas entre sí,145 pb, lo cual hace difícil la compara -;

cion de esta región de control con las ya descritas y, hace pen -

sar en la existencia de mecanismos muy ..particulares para la regu-

lación de la expresión de este operón. Otro punto referente a

la localizacion de estos palíndreomes es que aquellos que se en

cuentran entre las posiciones 575 y>611 se sobreponen con la sen

cuencia identificada como promotor í\̂ .i » como ha sido observado

para varios operadores e iniciadores en otros genes en procario-

tes (65,68,69,70,71).

4) Secuencias repetidas directas:

(505) 5•-TGGTGCA~(12)-TGGTGCA~3' (532)

(592) 5 f-CAGATTTCG-(36)-CAGATTTCG-3 f (647)

Las primeras se encuentran sobrepuestas tanto con el promo-

tor Pa -como con el promotor Pa:io» y las segundas, escencialmente,

con la región del promotor PA-i• El significado de estas secuen

cias es aun desconocido.

5) Secuencias con imagen en el espejo, como han sido deno-

minadas por Higgins y Ames (72), se encuentran en :

(595) 5f-TAAAG-GAAAT-3f (607)

(633) 5'-TAACG GCAAT-31 (650)

Ambas secuencias se localizan dentro de la región correspon-

diente al promotor P* i * Higgins y Ames (72) han propuesto que

ciertas secuencias con imagen en el espejo pudieran funcionar co-

mo sitios simétricos de reconocimiento para algunas proteínas

diméricas; sin embargo, su análisis no resulta ser lo suficientes
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mente profundo como para considerarlo como una posibilidad s

También debe hacerse notar que las secuencias con imagen en el es

pejo que se encontraron en esta región de control son considera -

blemente más pequeñas y no presentan homología significativa con

aquellas reportadas por Higgins y Ames en las regiones de control

de los genes argT y dhuA.

6) Entre posiciones 414 y 432 se encuentra la secuencia:

5*-CT-TGTGA—G CA-31 , la cual presenta una cierta homología

con la secuencia consenso de unión a CRP:

S'-AA^í TGTGA—T GA-3 ' (79)

Prusiner et al (80) han reportado que tanto GS como GDH pa-

recen estar sometidas a control positivo por AMPc; sin embargo,

GS parece regularse normalmente en una cepa deficiente en adeni-

lato ciclasa o en CRP. Por otro lado, cuando se -adiciona AMPc

a un cultivo de células deficientes en adenilato ciclasa solo se

observa un aumento de aproximadamente dos veces en las actividad

des de GS. Hasta ahora no existe evidencia;, posterior que nos

permita asignarle un papel importante al control positivo por

AMPc-CRP en la síntesis de GS.

7) La secuencia 5f-CTTT-3' se encuentra repetida siete

veces en un fragmento de 380 pb. Esta secuencia se encuentra

frecuentemente en las regiones de control de varios genes en

procariotes, sin embargo, no se le ha atribuido ninguna fun -

cion (61).

:/, 8) El porcentaje de AT*s en esta región (de la-\.posicion

301 a 685) es de 55%. En la región que comprende los tres pro

motores el porcentaje de AT'.s es de 56%. Se ha dicho que, ya
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que, las regiones ricas en AT's se funden más fácilmente que otras,

la presencia de una región rica en A-T dentro de los dominios de

contacto de la RNAp podría facilitar el proceso de iniciación.

Además, existe evidencia que ieridi&a que ciertas regiones de D&A,

dependiendo de su composición de bases, pueden variar su confor-

mación (78).

9) Cuando esta región de control se comparó con las regio-

nes de control de otros genes involucrados en el metabolismo ni -

trogenado como argT» dhuA, nif£ y el mismo qlnA pero de S>. typhi-

murium (72,73, 74) se encontraron dos secuencias altamente conser

vadas (Ver Figura 8). Puesto que tanto el producto de nifA como

el producto de glnG pueden activar la expresión a partir del pro-

motor de nifL (59,74,75) era posible esperar homología entre el

promotor de qlnA y este promotor, así como entre los promotores

para aquellos genes u operones sujetos a control nitrogenado

(Ntr). No será hasta no obtener mutantes, donde la expresión de

glnA sea independiente de qlnG, que se podrá concluir si estas

secuencias conservadas están relacionadas con la activación o

con la represión mediada por qlnG.

10) La posibilidad de que la transcripción de qlr>A inicia-

ra en un sitio lejano, anterior a su sitio de iniciación de tra -

ducción, hacía suponer la existencia de una región líder en el

RNAm y, a semejanza de los operones involucrados en la biosínte -

sis de algunos aminoácidos (76), era probable la existencia de un

polipéptido pequeño codificado en esta región. Se exploró esta

posibilidad y se encontró una secuencia de 138 pb que codifica
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FIGURA 8. Comparación dé las regiones de control de algunos

genes relacionados con el metabolismo nitrogenado.

Las secuencias nucleotídicas mostradas aquQ correspon«

den a las regiones de control de diversos genes que es

tan involucrados en metabolismo nitrogenado: dhuA (72),

argTr (72), glnA» (este trabajo), glnAc. (73), nifL (74),

nifHr^(74,75) y nifíL (74,75). Las secuencias que pre
1\P ±Utl ~

sentan cierta homología entre sí son aquéllas que se en

• ...:'..••..* encuentran subrayadas con barras. Las secuencias so-

bre las barras negras son comparables entre sí, así co

mo lo son aquéllas sobre las barras vacías. Los nume

ros sobre las rayas punteadas indican los pares de ba-

ses que se encuentran entre las secuencias escritas.

El probable sitio de unión a ribosomas está indicado

como SD (Shine-Dalgarno). El codón de iniciación ATG

corresponde a la primera metionina (met) de la protei-

na. Los números abajo de la secuencia correspondiente

a glnA^ indican su localizacion con respecto a la se-

cuencia núcleotídica reportada en el artículo "Nucleo-

tide sequence of the qlnA control región" incluido en

esta tesis. El sitio de iniciación de transcripción

se indica con +1 en aquellos casos en los que se conoce.

K.: Klebsiella pneumoniae; Rm: Rhizobium melliloti; St:

Salmonella typhimurium; Ec: Escherichia coli.



58.

para un polipeptido de 46 aminoácidos, con el primer ATG en la po

sición 546 y el primer codón de terminación, en fase (TGA), en la

posición 694, ya dentro del gene estructural para GS. Sin embar

go, no se encontraron características en esta región que hablaran

de un posible mecanismo de regulación por atenuación, como por e-

jemplo, la formación alternativa de estructuras de "asa y tallo",

o bien, la presencia de codones en tándem para glutamina o algún

aminoácido relacionado. Por lo que respecta a la existencia del

polipeptido teórico, a tLa fecha no sabemos si se traduce y, menos

aun si tiene alguna función.

11) Una búsqueda de grupos donadores y aceptores de puen-

tes de hidrogeno y un análisis de su distribución en el surco

mayor del DNA nos demostró que existen grupos donadores expues-

tos en el surco mayor del DNA, en las regiones donde se localizan

los probables promotores que podrían funcionar como sitios de in-

teracción para la RNAp. También se enconür.0' un buen arreglo de

grupos donadores en aquella región donde se encuentran los palín

dromes (344 a ..-430). Von Hippel y colaboradores (77) han enfati-

zado que estos grupos donadores expuestos y arreglados de una ma-

nera característica son importantes para el reconocimiento de los

promotores por la RNAp, así como para que ésta tome la decisión

adecuada sobre el sentido de la transcripción. Esta interpreta-

ción parece estar apoyada por el aislamiento de mutaciones que mo

difican la fuerza de un promotor por ocasionar un cambio en el pa

trón de grupos donadores y aceptores. Este mismo modelo podría

ser aplicable para el reconocimiento por una proteina reguladora
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(depresor o activador) del operador o iniciador. Sin embargo,

hasta ahora esta idea resulta solo de interés potencial.

Con la finalidad de poder discernir a partir de que promotor

se iniciaba la transcripción de glnA, y si existía más de un sitio

de iniciación de la transcripción dependiendo de las condiciones

de'crecimiento, se sugirieron dos estrategias. Una consistía en

analizar los transcritos que se obtuvieran en un sistema de trans

cripcion in vitro, el cual presenta la limitación de que no simu-1-

la las condiciones in vivo, ya que, por ejemplo, carece de activa

dores y represores. La presencia de dos bandas radioactivas

(AJ340 b y rollO b) cuando se usa como templado el fragmento de

Smal-Eco RI (SR3) (731 pb) indica el posible uso de dos regiones

diferentes para iniciar la síntesis del RNAm de glnA . La banda

que migra como un fragmento de 170 b coincide con el sitio de ini-

ciación que se deduce del fragmento de 270 b resultante de la

transcripción a partir del fragmento de Hinfl-Hinfl (H4) (464 pb)

(Ver Figura 5). Ya que el tamaño calculado para los transcritos

presenta cierto grado de error no se puede definir el sitio exac-

to de iniciación, pero es posible deducir que uno se localiza des

pues del promotor pA_-i » y el otro • entre las posiciones 440 y 460

inmediatamente abajo de la región de palíndromes. Este ultimo

no se esperaba ya que se encuentra muy alejado del sitio de unión

a ribosoijias de glnA. Haciendo una búsqueda para una secuencia

homologa con un promotor es posible encontrar algo que pudiera

funcionar como tal, con la siguientenlocalización y secuencia nu-

cleótídica:

(345) 5f-TTGTAATACGGA-(17)-CAGGAT-3* (379)
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Sin embargo, estos datos deben tomarse con reserva por las

limitaciones que presenta el sistema y, por lo tanto, requieren

de ser confirmados por dstos obtenidos en un sistema que refleje

lo que sucede in vivo.

Una mejor herramienta parece sea? el "mapeo con la nucleasa

SI". Este método, presenta varias ventajas, ya que es posible ob-

tener RNA de diferentes condiciones de crecimiento (glutamina

1 mg/ml 6 NH4CI 15 mM como únicas fuentes de nitrógeno en el medio),

el cual, previo al tratamiento con la nucleasa SI, se hibridiza

contra un monitor radioactivo adecuado. Esta metodología nos per-

mitirá identificar y localizar los diferentes sitios de iniciación

de transcripción dentro del operón. Resultados preliminares sugie-

ren que el fragmento H4, utilizado como detector, es capaz de hi-

bridizar con un RNAm cuya síntesis parece ocurrir a partir del pro

motor Pa 1 (datos no mostrados), lo cual parece estar de acuerdo
A — -i.

con los resultados obtenidos in vitro. Cabe hacer notar que el RNA

usado en este experimento sólo proviene de un cultivo obtenido en

condiciones de limitación de nitrógeno (glutamina 1 mg/ml como uni

ca fuente de nitrógeno), por lo que hasta aquí no se puede descar-

tar la idea de que en condiciones de exceso de nitrógeno el sitio

de iniciación sea diferente. Experimentos tendientes a definir es-

ta posibilidad se están llevando a cabo actualmente.

Aunque el análisis de secuencia de la región de control de

qlnA ha localizado sitios potenciales de interacción con la RNA

polimerasa o con otras proteínas reguladoras, no nos ha proporcio-

nado ninguna respuesta sobre cómo se regula este gene. Por lo tan-



61.

to, también resulta necesario llevar a cabo la caracterización fi-

na de mutaciones que afecten esta región con la finalidad de pro-

fundizar sobre los mecanismos moleculares de control que sobre ella

se ejercen.

En el Ozaboratorio se ha aislado una primera mutación regula-

toria, localizada en la región de control de qlnh, cuyo alelo se

ha denominado gln-76. La descripción de esta mutación se encuentra

en el trabajo anexo. Es importante hacer notar las diferencias que

se observan en las actividades especificas de GS entre la cepa

MX929 (gln-76) y la cepa MX927 (qln-76 qlnG74::Tn5) (Tabla 3, en el

trabajo "Cis-dominant, glutamine syothetase constitutive mutations

of E. coli independent of activation by the qlnG and glnF products")

Como se explica en la discusión de ese manuscrito, es probable

que la mutación gln76 haya generado un promotor más eficiente y,

por lo tanto, se observa una actividad elevada de GS, en todas las

condiciones de crecimiento, en ausencia de un producto de glnG fun

cional, ya que no existe represión ni activación dependiente de

glnG sino sólo aquella proveniente del promotor mutado. Las aciivi

dades de GS en células conteniendo esta mutación, pero ahora en pre_

sencia de un producto de glnG funcional, en condiciones de limita-

ción de nitrógeno, presentan valores iguales que la cepa silvestre,

sin embargo, en condiciones de exceso de nitrógeno, los valores son

más altos que los que se obtienen para la cepa silvestre. Una pos.i

bilidad para explicar que la regulación en condiciones de represión

donde ésta ya no ocurre de manera igualmente eficiente, sería el

considerar la existencia de dos promotores, uno de áonde se inicia_
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ra la transcripción dependiente de activación y el otro responsa-

ble de la transcripción dependiente de las condiciones de repre-

sión.

La visión actual sobre como se regula la expresión de qlnA y

la efe otros genes involucrados en la asimilación del nitrógeno ha

resultado bastante diferente de la que se tenía hace cuatro años.

Magasanik y colaboradores habían propuesto un modelo en el cual GS

era el único elemento regulador de este sistema. Ahora, sabemos que

por lo menos cuatro productos están involucrados en los procesos de

activación y represión. Aun cuando los mecanismos involucrados en

estos procesos no han sido aclarados, algo se ha podido deducir so

bre su función a través del análisis de las diferentes mutaciones

en los genes para estos productos:

a) El hecho de que el fenotipo GlnR, que resulta de una muta-

ción en glnG, sea dominante sobre el fenotipo Gln característico

de una mutación en glníE (26,35,36,1. Castaño y F. Bastarrachea, da.

tos no publicados), indica que el producto de qlnG está involucra-

do en la represión de la expresión de qlnA.

.* + +

b) Solo cepas qlnF qlnG poseen altas concentraciones', de GS

lo cual indica que los productos de ambos genes se requieren para

la activación de glnA (26,35,36).

c) La perdida del producto de gln-F da lugar a un fenotipo Gln

Ntr", en tanto que el fenotipo debido a la pérdida del producto de

qlnG es SlnR Ntr . Ambos fenotipos son dominantes sobre el fenoti-

po GlnC NtrC de una imitante en qlnL. Esto indica que la activación

de la expresión tanto de qlnA como de los sistemas Ntr requiere del
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producto de glnG, y esta no ocurre cuando, debido a la ausencia

del producto de glnF, el producto de glnG se encuentra en su forma

de represor (35,57,28),

d) Mutaciones en qlnB dan lugar a dos fenotipos, al fenotipo

GlnC debido a la per olida de PTI 6 al fenotipo Gln" debido a la in-

capacidad de convertir PIT en P-r-rnj/p (44)» éste parecería indicar

que PTT reprime la expresión de crin A. Sin embargo, el fenotipo Gln

de una mutante qlnF resulta ser dominante sobre el fenotipo GlnC

resultante de la perdida de P__ (3). Esto sugiere que el producto

de glnG es capaz de reprimir en ausencia de PTT« Por lo tanto, pa-

recería ser que £"TT> más que reprimir, interfiere con la activación

y> que el fenotipo GlnC de una glnB~ refleja la falta de

esa interferencia puesto que P ya no está presente. Esta inter-

pretación se ve apoyada por estudios hechos con la mutación gln--153

que se encuentra ligada a gln& y ejerce su efecto en cis. Como re-

sultado de esta mutación, qlnA ya no responde a represión mediada

por glnG y, cuando se combina con un gene glnF mutado las activida

des de GS son bajas en ambas condiciones como corresponde a un fe-

notipo GlnR (29); sin embargo, cuando glnF se encuentra en su esta-

do silvestre, no se observa la represión esperada en un medio con

histidina, amonio y glutamina, pero sí existe una activación ópti-

ma cuando se crecen en un medio con glucosa y glutamina. Estos da-

tos condujeron a Rothstein y colaboradores (29) a pensar que la mu

tación gln-153 se encontraba alterando un sitio en la región de

control de glnA que impedía el reconocimiento del producto de glnG

como represor pero seguía respondiendo a activación pos los produc
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tos de qlnĜ .'y qlnF. Sin embargo, cuando se tiene una doble mutan-

t e <?ln-l53 glnB3 entonces ya no ocurre activación de gln A, lo cual

hace pensar qn la interferencia por la proteína PTT# que se encuen

tra alterada en la mutación qlnB3.

e) Este efecto inhibitorio de PTT parece estar mediado por el

producto de glnL, ya que mutaciones en qlnL suprimen el fenotipo

Gln obtenido por mutaciones en glnB o en qlnD (41,27). Por otro

lado, esta se ve apoyada por el hecho de que deleciones en qlnL

aun permitan a la célula sintetizar GS a pesar de la presencia de

f) La expresión de glnA en células que contienen los genes

qlnF y glnG funcionales pero que carecen de qlnL se encuentra re-

gulada normalmente (47). Por lo tanto, parece ser que se puede ob-

tener cierta regulación de qlnA, en respuesta a cambios en la cali_

dad de la fuente de nitrógeno del medio, sólo mediada por los pro-

ductos de glnG y qlnF sin la participación de los productos de

glnL, glnB y qlnD.

g) Las cepas con una deleción en glnL también presentan una

regulación esencialmente normal para las enzimas del metabolismo

de nitrógeno (fenotipo Ntr ) (3). Puesto que este fenotipo es do-

minante sobre el fenotipo Ntr de mutaciones en qlnD se puede con-

siderar como una evidencia más para pensar que P ejerce su efec-

to a través del producto de glnL, ya que la falta de Utasa en mu-

tantes glnD evitará la formación de P I I M p quedantío sólo P T T co-

mo ocurre en la mutación glnB3.

h) Algunas mutaciones puntuales en qlnL dan lugar a un feno-
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tipo GlnC NtrC el cual resulta ser dominante sobre el fenotipo

Gln Ntr ^e mutaciones en glnB y en glnD. Ya que cepas con dele-

ciones en glnL se pueden comportar como una silvestre, esto indi-

ca que sigue existiendo represión y, que por lo tanto en el caso

arriba mencionado podría existir un producto de glnLT> alterado que

Saiisara la activación de la expresión de gln A» o bien que impidie-

ra su represión por el producto de glnG (47,57).

i) Como ya se había mencionado la ausencia de PTT resulta en

un fenotipo GlnC, sin embargo ésto solo ocurre en presencia de un

gene glnL funcional. El fenotipo Gln /C que resulta de una dele-

cion en qlnL es dominante sobre el fenotipo GlnC de mutaciones en

glnB (3). Estas mismas mutaciones presentan un fenotipo Ntr , pe-

ro el fenotipo NtrC de glnL es dominante sobre este fenotipo

Ntr , lo cual apoya que los efectos de P sobre la expresión de

estos genes está mediado por el producto de glnL.

j) Por lo que se refiere a la función del producto de glnD

(Utasa) sobre la expresión de glnA y los genes Ntr, existen datos

que sugieren que los efectos de una mutación glnD" sobre la ex^

presión pudieran ser debidos solamente a la acumulación de PT

por la falta de Utasa. Este punto de vista se apoya en la obser-

vación de que el fenotipo GlnC debido a la pérdida de PTT es do-

minante sobre el fenotipo Gln de imitantes glnD . Sin embargo, un

dato sorprendente resulta ser que el fenotipo Ntr" de mutaciones

en glnD es dominante sobre el fenotipo Ntr de mutantes glnB~.

Por otro lado, el fenotipo Ntr de una déleción en glnL y el fe-

notipo NtrC de una mutación puntual en glnL son dominantes sobre
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el fenotipo Ntr de una mutación en qlnD (3). Esto ultimo sugiere

que la Utasa tiene una función adicional sobre la regulación de la

expresión de estos genes, la cual es independiente de P T TJ o bien,

que estas mutaciones en qlnD son polares sobre algún gene muy cer-

cano a glnD cuyo producto tenga alguna función en la regulación de

nitrógeno.

k) El hecho de que por un lado, mutaciones que se localizan

en la región anterior dé qlnL supriman el fenotipo Gln de glnF y

que derrepriman su GS un poco más que lo que ocurre en una cepa

silvestre (38); y por otro, que mutaciones en la región posterior

de glnL no tengan ningún efecto sobre la regulación de glnA pero

resulten en un fenotipo Ntr , indica qué el producto de qlnL posee

dos dominios funcionales, uno involucrado en el control negativo

de glnA, y otro que no está involucrado en la regulación de la ex-

presión de glnA pero, al parecer, sí en la correspondiente a los

genes Ntr.

Es interesante hacer notar que una cepa medodiplüide con una

mutación de sentido equivocado en glnL (que da un fenotipo GlnC de_

bido presumiblemente a la presencia de un producto de qlnL altera-

do) (47), y glnA"t?n5 en el episoma, y una fusión glnA-lacZ con los

genes qlnL y qlnG normales en el cromosoma presentan un fenotipo

que no se puede considerar ni Gln , n¿ GlnC, es decir que ambos fe/

notipos son codomirantes. Sin embargo, el fenotipo Ntr , caracte-

rístico de un gene qlnL normal» sí es dominante sobre el fenotipo

NtrC, característico de un gene qlnL mutado. Estos datos parece-

rían indicar que el producto de qlnL está involucrado en el control
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negativo de Ntr, sin embargo, también podrían ser explicados por

los niveles del producto de glnG.

Otra caracterísitica interesante de estas mutaciones sin

sentido en glnL se refiere a los altos niveles de adenilacidn de

GS en estas células crecidas en un medio con glucosa y glutamina.

Esto no ocurre en mutantes con deleciones en glnL o en la cepa

silvestre (28).

Aunque pareciera que el producto de glnL se requiere para

que PTT inhiba la activación de gftnA, aun no está claro si fun-xi

ciona de la misma manera para Ntr, o si tiene.nalguna función adi-

cional, como pareciera indicar el efecto de la mutante sobre la

adenilación de GS.

Aun cuando MacNeil y colaboradores (38) han reportado el

aislamiento de aproximadamente 400 mutantes con alteraciones en

la región glnA, se requiere de una mejor caracterización de las

mismas así como estudios de los fenotipos de diferentes dobles

mutantes que permitan confirmar el análisis que hasta ahora se

tiene de este sistema. Sin embargo, es posible tener un esquema

general de cuales pudieran ser algunos de los mecanismos de regu-

lación de la síntesis de G§. Por un lado, se ha podido establecer

que tanto el producto de glnG como de glnF se requieren para ac-

tivar, aun cuando se desconoce el tipo de interacción entre es-

tos productos. Esto funcionaría óptimamente en condiciones de li-

mitación de nitrógeno. Por otro lado, en condicones de represión

parecería que existen dos mecanismos de control negativo? uno me-

diado por el producto de glnG, y otro mediado por los productos
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de qlnB (PTT) Y de qlnL, los cuales inhiben la activación por los

productos de qlnG y qlnF.

En condiciones de máxima represión el primero de estos meca-

nismos parecería ser el más importante, ya que es independiente de

la presencia de PTT» Por lo tanto el mediado por PTT y el producto

de qlnL es funcional en condiciones donde se observa una represión

intermedia. El -hecho de que un producto de gln.L alterado de lugar

a un fenotipo @lnC dominante sobre el fenotipo Gln de una mutante

qlnF sugiere que este producto modificado de glnL está impidiendo

la represión mediada por glnG que se observa en condiciones norma-

les. Por lo tanto, es posible \pensar que el efecto mediador del

producto de qlnL en la inhibición de la activación por PTT este da
• 1.1. ~~~

do por una interacción entre el producto de qlnG y el producto de

qlnL. También resulta interesante hacer notar que la capacidad de

PTT y/o Utasa para sentir la calidad de las fuentes de carbono y

nitrógeno resulta importante solo en condiciones de crecimiento en

glucosa-amonio-glutamina (GNGln), pero no en condiciones extremas

como glucosa-glutamina (GGln) o histidina-amonio-glutamina (HNGln).

Esto proviene del hecho de que en mutantes que carecen del produc-

to de qlnL las actividades de GS son idénticas a las de una cepa

silvestre en condiciones de GGln 6 HNGln, pero no así en condicio-

nes de GNGln. Así pues es posible que exista otro "sensor" además

de Pjy y/o Utasa que funcione en estas dondicionea y que pudiera

ser el producto de qlnF. En la Figura 9 se muestra esquematizado

un modelo de regulación que reúne los datos arriba mencionados.

Nuestro conocimiento sobre el sistema aun es rudinrantario;
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FIGURA 9. Modelo para la regulación de la expresión de glnA«

De acuerdo a los datos descritos en la discusión de es

ta tesis se pretende esquematizar en esta figura algu-

nos de los eventos que podrían estar involucrados en

la regulación de la expresión de qlnA. La parte supe

rior muestra los diferentes genes involucrados en este

sistema. Se esquematizan dos condiciones de crecimien

to, una en limitación de nitrógeno y otra en exceso de

nitrógeno. En ambas condiciones se supone la existen

cia de un sensor (sensor N) para la fuente de nitróge-

no ( (NH.J ), y uno (sensor C) para la fuente de car-

bono ( [c\ ). Se considera que la relación entre la

concentración de o(-cetoglutarato y la concentración

de glutamina ( tA-ceto/gln) como un indicador de la ca-

lidad de la fuente de nitrógeno y/o de carbono. En

el caso de limitación de nitrógeno, la flecha punteada

indica baja represión por pG. Los rectángulos negros

indican los promotores respectivos. La región de cora

trol de glnA está indicada por un rectángulo vacio con

teniendo dos rectángulos negros» estos últimos repre -

sentan la existencia de, por lo menos^dos promotores

funcionales. La línea ondulada representa los trans-

critos de esa región, y.-, los cuadros negros sobre ella

representan los sitios de unión a ribosomas. Las fie

chas representan los productos de traducción y, el gro

sor de las mismas pretende dar una idea de la propor -

ción relativa entre ellas, hut: operón para la utiliza-

ción de histidina; put: operón para la utilización de

prolina; aut: operón para la utilización de arginina.
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existen un gran numero de preguntas que aun no tienen una respues-

ta clara como: Si aparentemente g.:lnL no es indispensable ¿cuál es

su función? ¿El producto de qlnF actúa directamente o a través de

un producto resultante de su actividad? ¿Son glutamina, glutamato

o 2-cetoglutarato correpresores del sistema? ¿Cuál es la señal que

percibe PTT o la Utasa? ¿Existe una señal diferente para cada fuen

te de nitrógeno, o realmente la relación 2-cetoglutarato-glutamina

refleja los niveles intracelulares de amonio? ¿Por que una cepa con

una mutación en qltB (GOGAT;) tiene un fenotipo Ntr ? ¿Existe algu

na relación entre los productos reguladores de glnA y Ntr^ y la •

síntesis de GOGAT, o solo es que mutantes qltB ya no son capaces

de disminuir los niveles intracelulares de glutamina lo suficiente

como para activar la transcripción de glnA? ¿Los mecanismos de ac-

tivación y represión para el sistema Ntr funcionan de manera simi-

lar que para glnA, a pesar de que algunos de estos sistemas teespnn

dan a represión catabólica y a un represor propio? ¿Existe algunc:'

mecanismo que acople la regulación por la fuente de nitrógeno con

la regulación por la fuente de carbono? Sin embargo, ahora se cuen

tan con herramientas que ayudarán a tener una idea más clara de a.1

gunos de los mecanismos involucrados en la asimilación del nitró-

geno, por lo menos, en bacterias.



72.

CONCLUSIONES

* Los genes qlnA, qlnL y qlnG se encuentran contiguos y se

transcriben en la misma dürección (qjknA. —-» qlnG) lo cual apo-

ya la hipótsis de que estos tres genes constituyen un pperdn.

* Este operón no resulta ser tradicional ya que nuestros da-

tos sugieren que los tres genes poseen un promotor propio.

* El análisis de la secuencia nucleotidica de la región de

control de qlnA sugiere la presencia de más de un promotor, a-

sí como la localización de regiones singulares que no ha sido des-

crita para otras regiones regulatorias de genes en procariotes.

* Los niveles de los productos de glnL y qlnG en diferentes

plásmidos sugieren la existencia de un mecanismo de regulación

adicional para la síntesis del producto de glnL.

* En esta región de control existe una secuencia que se con-

serva en diferentes genes involucrados en metabolismo nitrogenado

* La posibilidad de más de un promotor funcional para qlnA se

ve,en cierta forma apoyado, por los resultados obtenidos con la

mutación regulatoria qln76:
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