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INTRODYCCION

Todos los organismos vivos reduiéren obteher?elementos
esenciales como son carbono ¥ hitrdgéno bara Sintetizar_los
compuestos orgénicos que necesitan para vivir; Algunos déhellos,
los Ilamadbs auxdtrofos, son capaces de llevar a cabo esta
biosintesis utilizando como sustrato molééUlds inorginicas'
simples como 002 a trav€s del proceso fotosintet1co, no as1 Ios
organlsmos heterotrofos ios cuales nece51tan 1nc0rporar moleculas
organicas de las cuales.extraen los esqueletos carbonados
necesarios (1). Para el caso de la obtencion de-nltrogeno, una-.

gran mayoria de los organismos conservan la capacidad de utilizar

_ , . ' Y
compuestos inorganicos variados. A pesar de que el nitrogeno

atmosférico es el elemento més'abpndante en la atﬁésfera
terrestre (80%). pocos organismos son.capacés de 1llevar a cabo
una asimilacion directa de este a traves dellpr0c§so de fijatidnd
del nitrogeno {2), la mayorfa utiliza compuestos taags coho_
amonio, nitritos y nitratos. Para el caso de las enterobacterias
que son los organismos a los que nos.referiremos en este trabajo

( en particular para Escherichia coli) la fuente de nitrdgeno

preferida es el i@n NH4+(3). Este idn es introducido eficazmente
, i ) N ] - ;o
a la celula y posteriormente incorporado a compuestos organicos,

en especial a glutamato y glutamina. Las enterobacterias son
tambien capaces de utilizar compuestos organicos tales como

histidina, prolina y arginina, los cuales son catabolizados

- enzimaticamente hasta dar amonio y glutamato. Glutamato y

glutamina, son los compuestos primarios que funcionan como

donadores del grupc amino y amido para la sintesis de todos los
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aminoacidos (4).
La sintesis de estos compuestos se lleva a cabo por las
- siguientes reacciones:

1) Mi,* + 2-oxoglutarato + NADPH 225 L_glutamato + NADP

La enzima que cataliza esta reaccicon es la deshidrogenasa
glutdmica (L-glutamato:NADPY oxidoreductasa, EC 1.4.1.4) o GDH la

cual asimila el NHa*y lo incorpora a una molécula de

2_oxoglutarato con el gasto de una molécula de NADPH.
. . : |
2) NH,* + L-glutanato + ATP —=_ Glutamina + ADP +.Pi

Esta reaccion depende. de la enzima-giutamino sintetasa
(L-glutamato: amonio ligasa, EC 6.3.1.2) o GS, el amonio es
asimilado al incorpofarse a una molécula de glutamina con el

gasto de una molécula de ATP. : . o

GOGAT

2 L-glutamato + NADP+ ' L;

[
1

3) 2-oxoglutarato + L-glutamina + NADPH

Otra enzima tapaz-de dar como producto final L-glutamato es la
glutamato sintasa (L—qutamato:NADP+ oxido reductasa, EC
1.4.1.13) o GOBAT,la cual cataliza la transaminacicn de
2-oxoglutarato con una molecula de glutamina para formar dos
moleculas de glutamato.Estas tres vias pueden observarse

r - a - - . a
esquematicamente en la Figura ft. La. asimilacion del nltrdbeno“a



-
traves de la reactidﬁ catalizada por la enzima GDH solo es
importante en condiciones en las que el amonic intracelular se
encuentra en concentraciones altas, mayores de 0.1 mM (6,6). Esto
se debe, a que la GDH tiene una baja afinidad tanto por el amonio

como por el 2-oxoglutarato (con una Km del orden de 1 mM).

En condiciones en la que la concentracion de amonio es menor a

0.1 mM, las reacciones catalizadas por las enzimas GS-GOGAT son

‘las responsables de la obtencicn del nitrogeno necesario para la

) a . r : . .
biosintesis de un gran numero de compuestos celulares. La &GS en

estas condiciones, al tener una afinidad mayor por el amonio, es’
capdz de asimilarlo eficientemente y aun a bajas concentraciones
catalizar la reaccion hacia.la fbrhacidn.de glutamina. El grupo
amido de la glutamina se utilizd para la sintesis de varios |
aminodcidos, como triptofano e hiétidina, as{ como para.la

sintesis de purinas y pirimidinas, glucosamina-6-P, carbamil-P,

NADP. (Figura 2) {(4).

En algunos organismos como en Bacillus subtilis (7) y Rhizobium

{8} no existe la enzima GDH, por\lo que la asimilaciéh del
nitrdgeno en_la célula se encuentra a cargo de las reacciones
catalizadas por las enzimas G5-GOGAT. La actividad de S varfa
dependiendo de 1la d;sponibilidad de nitrdgeno en el médio. La
presencia de altas koncentraciones de nitrégeno'provocan una
disminucion drdéticd de su actividad, mientras que en condiciones

de limitacidn de €ste, la enzima se encuentra fotalmente activa

(9).

La glutamino sintetasa (GS) es una enzima de 600 0G0 daltones de

_ ' o
peso molecular, constituida de doce subunidades identicas
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arregladas en dos hex&gonos. E1 dodecamero es muy estable en

presencia de cationes divalentes. lLa actividad de esta enzima se

regula por tres mecanismos diferentes que son:

a} Cambios conformacionales de la enzima por la presencia de
diferentes iones divalentes que dan como resultado variaciones en

su actividad.Lla remocion de iones tales como M52+0 Mgz+prov0can
cambios conformationales a una forma "relajada" que es inactiva,

en la cual ciertos residuos de triptofano y tirosina son

expuestos. Este fenomeno es completamente reversible y la adlclon'
de estos idnes restaura la actividad enzimatica. Por io tanto,
fluctuaciones medioambientales de estos idnes pudieran ser .kaf?5
fisioldgicamente relevantes (10). Estudios de Segal y Stadman

(11) han .demostrado que cada subunidad tiene la capacidad de;ﬁ@iﬁff;u

dos iones divalentes. L

b) Inhibicion por retroalimentacion. La actividad de GS también;;

puede ser regulada por un proceso de restroalimentacion (12,13).

Se ha descrito que una serie de compuestos como alanina, glicina,

serina, histidina, triptofano, CTP, AMP, carbamilfosfato y
glucosamina-6-P tienen una accion directa de inhibicidn sobre la
act1v1dad de GS; es importante aclarar gue ningunc de ellos
provoca una 1nh1b1c10n total de ia GS sino que el efecto de estos
es acumulativo. Todos los compuestos antes mencionados son
productos que poseen un grupo amino que deriva directamente de la
glutamina, a excepcidn de alanina, glicina y serina que son
productos que provienen_diréctamente del glutamato. EI g]utamato'
no tiene efecto de inhibici&n sobre la GS, ya gque a pesar de que

su grupe amino deriva directamente de la glutamina, es substrato



,oid
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de esta enzima por lc que su requlacion esta dada en forma
indirecta a traves de alanina, glicina y serina.Al parecer los
sitios en los que los diferentes compuesios se unen para gjercer

la inhibicion sobre GS son diferentes (14}.

c) Finalmente la actividad de GS se encuentra regulada por
modificaciones covalentes, de manera que la GS modificada
presenta una menor capacidad para sintetizar glutamina. Esta
modificacion se realiza a través de la adicion reversible de un
grupo AMP & un residuo tirosilo de cada una de las doce | |
subunidades de la enzima (maxima adenilacion %2) (15). Dado que .
la enzima adenilada aun es capaz de transferir el residuo

glutamil de la glutamina a la hidroxilamina en presencia de

; -Mg2+ y ADP, es posible determinar la cantidad total de 65

existente en la cé]ulé. ‘

En el proceso de adenilacion-desadenilacion de la GS,
intervienen tres diferentes brotefnasf la adenil-transferasa o
ATasa, la cual cataliza directamente la reécci&n de
adenilacidn-desadenilacion de la GS. La actividad de la ATasa se=
encuentra modulada por una protefna llamada %I , la cual en su

estado uridilado (P.. D) estimula la desadenilacion de GS. Los

I1

diferentes estados que puede presentar la protefna PIrdependen a
. { , I

su vez de la adicion o remocion de un grupo uridiio dado por por

una tercera enzima denominada uridiltransferasa o UTasa. De tal

manera, que la protefna P I puede estar en dos estados: unb_

1
uridilado, denotado como PIIA’ que estimula la adenilacion de la
GS v otro uridilado o P D que estimula la desadenilacion (16).

I1
Un esquema de este complejo sistema de cascada se muestra en la

Figura 3.
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El hecho de que la GS pueda tener diversos estados de
adenilacion, da la posibilidad de generar una gama en la
actividad de la enzima, que va desde.una enzima completamente
activa (no adenilada (EO)), hasta una enzima totalhente inactiva
(totalmente adenilada (E,)). En este Uitimo estado la GS
presenta muy baja afinidad por los substratos y una alta afinidad
por los inhibidores. Las formas de G5 parcialmente adeniladas
tienen.propiedades'intermedias entre las anteriormente descritas
(4). Lla modificdcidh covalente de la 6S se encuentra controlada
por sefiales metabdlicas generales como la concentracion de
glutamina, 2-oxoglutarato, ATP y Pi, estos metabolitos funcionan
como efectores tanto de la ATasa como de la UTasa (4,17). La.

posibilidad de responder a estos metaboliios a través de este

"sistema de cascada es mas fina que si estos actuaran como

. - . a 4
ofectores sobre la GS directamente, esta conclusion esta basada

en calculos tedricos de Stadman y Chock (18}).

B , ] a . a = .’
Otra caracteristica importante del sistema de adenilacion es que

la modificacion covalente de la GS ée tleva a cabo en un tiempo
muy corto (30 seg) (19), cuaﬁdg.el organismo es pasado de un
medioc que contiene una fuente nityogenada limitante a un medio

1 _

conteniendo exceso de NH4+.

Los ttes mecanismos anteriormente descritos son los directamente
responsables de ﬁegular la actividad de GS; sin embargo, no solo
la actividad sino tambien la concentréci&h intracelular de esta

enzima se regula dependiendo de la disponibilidad de nitrdgeno en

la célula. Condiciones en que la fuente nitrogenada es limitante



correlacionan con una maxima concentracion de la enzima, en
cambio, cuando las células se encuentran en condiciones de exceso
de nitrdgeno intracelular, los niveles de GS son bajos. Este
aumento o disminucion de la concentracioh de GS esta directamente
relacionade a la_concentracidh de RNA mensajero de giﬂﬂJ el gene
estructural. Cabe mencionar que las celulas crecidas en glutamina
como fuente de nitrogenoc presentan altas concentraciones de GS;
para explicar este fenomeno se ha propuesto que este amingacido
no es transportado eficientemente al interior de la celula; sin

embargo esto no ha sido demostrado {5).

Se ha reportado que tanto en Klebsiella aerogenes como en E.

coli, la sintesis de varias enzimas encargadas de la utilizacion

—

de fuentes alternas de nitrégeno (arginina, prolina, lisina,

_avnitina e histidina) as{ como de las proteinas involucradas en

el transpurte especfficU'dE'estqs aminoacidos, se encuentran
regulados por la disponibilidad de nitrogeno en el medio. A
todos estos genes se les conoce como parte del sistema "Reg" (5)
o mas recientemente "Ntr™ {ZU7. La caracterizacion de estas
mutantes ha permitide la identificaci&n de al menos cuatro genes

reguladores comunes. Dos de ellos, qlnl y glnE, se encuentran

altamente ligados a glnA en tanto que los restantes, glnF y ¢lnB,
_ _ ) !

mapean lejos del gene estructural para GS. A continuacion, se

harda una descripcioﬁ mas detallada tanto del gene estructural

come de cada uno de los reguladores.



glnA

Como se menciono, este es el gene estructural para la GS, se
. : . . . . r
localiza en el minuto 86 del cromosoma de E.coli y en posiclon

correspondiente en los cromosomas de K.aerogenes, K.pneumoniae ¥y

S.thyphimurium, Este gehe se encuentra ligado por transduccion a

los loci rha y polA tanto en E.coli como en K.pneumoniae'(5,21].

Las mutaciones que han sido aisladas en este gene producén un
fenotipo 6ln", es decir, regquieren de la adicion de glutaﬁina
exégena para creéer. Este fenotipb se observa, ya sea por la
perdida del producto dado por inserciones de Tni18 y Mu en glnA
(22,23,24,25) o bor la presencia de altos niveles de GS
enzimaticamente inactiva (Gln~) las cuales ademas confieren el

fenotipo NtrC (5,20,26,27).

glnf

Con el descubrimierto de una mutacion en S.thyphimurium que

conferia auxotrofia por glutamina (GIn ) y que no mapeaba cerca

" del gene glnA, fue identificado él primer gene regulatorio para .

la GS. Este gene fu€ localizado en el minuto 68 del mapa de
E.coli y se encuentra ligado tanto a los genes argG como gltB

(28,29). Mutaciones semejantes a las descritas anteriormente

fueron aisladas en K.aerogenes, aunque en este organismo el orden

de los genes en esa regidn del cromosoma parece ser diferente al

de E.coli ya que el primero se encuentra gInF'- argG - gltB

mientras que en el segundo, al igual que en S.thyphimurium, es

~arg6 - glnF - gltB (29). Todas las mutaciones que han sido
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descritas en este gene, (puntuales (29,30) o por insercign (28),
son incapaces de elevar la concentracidn'de GS a un nivel
suficiente que les permita crecer en ausencia de glutamina
exdgena, tampoco son capaces de iqcrementar las concentraciohes
intracelulares de las proteinas que responden al sistema Ntr,
provocando un fenotipo Ntr™ (29). Las mutantes eh glnF estan
afectadas en la transtripcidn de glnA, sin estar afectadas el
sistema de adenilacidn - desadenilacion de 65 (30). Debido & los
fenotipos que presentan las mutantes en este gene (GIn Ntr ) se
ha involucrado eﬁ el proceso de activacion tanto de glnA como de
los genes Ntr.Castafo et al. ha demostrado a traves de fusiones
del gene lacZ con el gene glﬂﬁj que este se expresa
constitutivamente en la célula'(31). Este gene ha sido clonado ¥
su producto ha sido identificado como un polipéptfﬁo de 75 000

daltons aproximadamente. _ e

glnG

Se encontro qué el Tenotipo GBI conferido por mutaciones en el
gene glnF era frecuentemente suprimido por mutaciones altamente

ligadas & glnA, tanto en K.aerogenes (29) como en S.thyphimurium

(32) y en E.coli (22). Todas estas mutantes confieren la
posibilidad de!crecer sin la adicjdn de gldtamina exdgena y
presentan una concentracion intermedia de GS, no importando ia
composicion del medio. A este fenotipo se le ha denominado GInR.
Todas las mutantes GlnR son_Nt#. Mutantes similares han sido

aisladas por insercion de transposones {TniQ y Tn5) {(32,24). De

esta manera se descubrio la existencia del segundo gene

regulatorio de glnA, & este gene se le llamo glnG.



L

Otro tipo de mutacioness que se han descrito en glnG provocan un
fenotipo Gln y las revertantes espontaneas Gln que se obtienen

presentan un fenotipo GInR y Nir (33).

Debido a que las mutantes que carecen del producto de glnG
funcional son incépaces de ‘incrementar la concentracion de GS en,
condiciones de nitrogeno limitante (GlnR), se sugirio que el
producto de este gene fuera un activador, al igual que glnF, sin
embargo el'hecho‘de que algunas mutantes en glnG presentan
concentraciones menbres de GS que aquellas que carecen de
producto indican que el producto de ¢lnG reprime la expresidh de
glnA. Para la integracidh de estos resultados es necesario
propdner que el producto del gene glnG tiene una funcion dual en
la cxpresion dr 2lrh neptininands 2n el proceso de activacion, en
coujuﬁcidh'uon’el producio de 'ginfF, asi como por si solo en el de

. o,
represion, Tabla 1.

Actualmedite este gene ha-sido clonado y su'producto ha sido

identificado como una protefna de 50000 daltons (34,35,36), este
producto ha sido sobreproducido y purificado y al parecer su

forma activa es como dimero (37,38).
o _ |

glni

Este gene codifica para la enzima UTasa, mapea en el minuto 4 del

mapa de E.coli y en posiciones equivalentes para S.thyphimurium y

‘K.aerogenes (39), el producto del gene glnD interviene en el




sistema de adenilacidh para la GS, uridilando a la proteina ﬁI ,
de tal manera que mutaciones en este gene resultan en una G5
altamente adenilada. Las mutacicnes en glnD tanto espontaheas
como'por inserci&n de Tn10 presentan un fenotipo GIF y Ntr~, al
parecer el fenotipo Gln no solo se debe a la alta adenilacion de
GS sino al hecho de que la concentracion de la enzima en estas

mutantes es muy baja (40).

glinB

Mutantes con un fenotipo muy similar a las anteriormente

descritas fuerbn aisladas tanto en K.aerogenes (23), en

S.thyphimurium (42) y en K.pneumoniae (42). Estas mutantes

presentan tambifn un fénotipo Gln~ Ntr-pero se localizan en una
bosicidn diferente a las mutantes en glnD, en.el minuto 55 del
mapa de E.coli (43). EI fenotipo de estas mutantes es
frecuentemente suprimido per mutaciones por insercion de Tn5 que
mapean muy cerca de la'ﬁﬁfacign original y que provocan la

perdida del'producto del gene glnB (Proteina PII) (20).

El estudic de una mutante en K..aeroqenes revelo’ la existencia de
una pfotefna PIIaltéfada incapaz de promover la desadenilacion de
GS debido a que no podia SePIUridilada por la UTasa (44,45) la GS
en esta mutante se encuentra altamente adenilada y ademas sus
ﬁiveles son bajos. Como se menciono, inserciones en glnB
suprimen el fenotipo GIn , la sintesis de la GS en estas

supresoras es alta y consitutiva (GInC) a pesar de que la GS en

ellas sigue estando totalmente adenilada. Estos resultados



fenotipo GInC Ntr{, se observolque deleciones de este geng
conservan una regulacidh casi normal de la sintesis de-GS. A
partir de estos datos se ha sugerido'que el producto de glnl, por
loc menos para E. coli, no es esencial para la regulacidﬁ.' Ya que:
mutantes en este gené pueden suprimir a mutaciones en glnB o

glnD, se ha propuesto que el producto de giﬂL forme parte del
complejo.antiactivador junto con la proteina PII' Actualmente
este gene ha sido clonado y se sabe que codifica para un producto

de 36000 daltones (34,42,35).

Operon glnALG

La clonacion de la region cromosomal en la que se encuentran los

genes glnA, glnlL y ginG de E. coli permitio Ilevar a cabo un

analisis fino de esta region a traves del usoc de endonucleasas de
restriccion {50,51,52) y'de exberimentos de complementacion de

diferentes mutantes. Asi fue posible demostrar que los genes

glonA, glnl y glnG se encuentran contiguos en una hegion de DNA de
aproximadamente 4500 pb y que se transcriben en sentido contrario
a las manecillas del reloj (53); Se han acumulado evidencias las
cuales apoyan que la organizacign de estos genes constituyen un'_
operon qu se transcribe de glnA hacia glnG (25,52,54)..E5tas
evidenciés provienen de: primero, que inserciones tanto en glnA
como en glﬂﬁ son incapaces de activaf_los genes del sistema Ntr

(24) y segundo, que fusiones del gene lacZ con glnG, en las:

cuales los niveles de;@—galactocidasa reflejan la expresion de

_glnG, demuestran que este gene se regula en forma paralela a glnA

(54). Sin'embargo, el hecho de gue celulas merodiploides .

conteniendo a glnA ¥ a glnG en posicion trans presentan una



. : ) o .’ : - .
sugieren que P__esta involucrada en :la regulacion de la sintesis

I7
de GS independientemente de su funcion en el sistema de

. 4
adenilacion.

Debido a que la pérdida de Pllocasiona un aumentec en la
concentracion de GS se propuso que %I antagbniza con la sintesis
de glnA (23), pero ya que su efecto solo es observado.en
presencia del Qene glnF, actualmente se propone que'PII funtiona

como un antiactivador de la sintesis de glnA (20).

Recientemente se ha demostrado que el fenotipo GlIn causado por
lesiones en el gene glnD puede sere suprimido con inserciones en

glnB (46).

~qlnB Ha_sido lnnalizadngantreplps_genes nadB y guaA y mapea muy

- cerca 6l gernc-glyh 445}~ Actucimente ha sido clonado y se sabe

que codifica para un péptido de 11000 daltones, este tamano
coincide con el peso de la subunidad de la proteina PII (Godie H.

et al. datos no publivados)

glnlL

J
i
t
L
!
|

Se han aislado mutaciones supresoras del fenotipo GIn™ Ntr-,

producido por mutaciones en los genés glnB y glnF, que se

gncuentran altamente ligadas a glnA y que présentan un fenotipo.
GInC NtrC (23,47). El andlisis de esfas mutantes confirmo que
tanto glﬁﬂ como glnk eran funcionales, por lo tanto esta mutacion
se asigno’ a un nuevo Qéne_que se le 1lamo glnl (48,49). A pesar

de que las primeras mutaciones aisladas en glnlL conferfan el
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Tabla 1.
Caracteristicas de los genes del sistema gln.
Gene Localizacifn Tamafio del Fenotipo de mutantes  Producto Funcidn probable
cromosomal péptido en este gene.
glnA 8é 55,000 Gln:, Nty Glutamino " Gene estructural
Gln , NtrC Sintetasa de GS.
glnG 86 - 50,000 GlnR, Ntr~ NRI  Activador del
- operdén glnALG y
. de los genes
. del sistema Ntr
- Represor del
- operdn
glnL 86 36,000 GlnC, NtxC
‘ GlnR, Ntr .
Glnt/C, Ntr pglnk  Antiactivador del
complejo activador
Activador en Klebsiell:
represorexlgghmxella-
glnF 68 70,000 Gln , Ntr pglnF Activador del
operdn glnALG
y de los genes
Ntr, subunidad
Sigma.
glnB 55 11,000 ¢ln~, Ntr Pig Estimula la adeni
Gln~, Ntr~ lacidn 6 desadeni
. lacidn de GS,.
Antiactivador.
glnD 4 . Gln~ Ntr~ UTasa Uridila y desuri-
' dila a la proteina |
PII. : o
glnE - - Gln*, Ntr~ ATasa Adenila a GS




regulaci&h normal de GS (24,32), sugiere que glnG no es

transcrito exclusivamente a partir del promotor de glnA (glnAp).

~ Para explicar los resultados anteriormente descritos se propuso

la existencia de un segundo promotor capaz de transcribir & glnG.
Actualmente se sabe que este promotor secundario se encuenira en
la regign intercistrdnica de glﬂﬁ’y glnl (55), y se le ha
denominade glnlp. Este promotor se reprime por NRI, gue es el

producto del gene glnG {Tabla 1).

El oper&n glnALG és.un operﬁh complejo, en el cual existen por lo

N - - N N N . T - 4
menos dos diferentes sitios de iniciacion de la transcripcion. En
condiciones limitantes de nitrogeno, la transcripcidn de los tres

genes (qlnA, glnlL, glnG) proviene preferencialmente de glnhp,

bajo estas condiciones los niveles de glnG son lo suficientemente

‘altos para activar glnAp'y reprimir glnlp. En condiciones de

exceso de nitrd@eno, la transcripci&h proveniente de glnAp
disminuye.En estas condiciones ginG también se transcribe a
partir de glnlp. Los niveles de este transcrito en estas,

condiciones son menores que cuando proviene de glnAp.

Al igual que glnG, glnl puede ser transcrito tanto de glnAp como

: de glnlp. Sin embargo, es interesante resaltar que no importando

~de donde provenga esta transcripcidn, los niveles del producto de

este gene son menores que los de NRI, por lo que este gene debe
tener una regulacion post-transcripcional (37). .El.anélisis de
la secuencia nucleotfdiéa de la regidn de glnL reveld la
existencia de un posible promotor; de una secuencia que podr{a

ser el sitio operador para NRI (37), asi{ como una secuencia que

podria funcionar comc un terminador Rho—independiente , de la
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transcripcidn provehiente de glnAp (56).

Para finalizar esta introduccion, quiero describir los modelos
que han sido propuestos en base é todos los datos genéticos y
moleculares que han sido meﬁcioinados S. Kustu propuso él primer
modelo de regulacion del operon glnALG (32,49). Este modelo
supone QUe NRI es un producte bifunciconal. En coordinacion con el
producto de glnL funciona como represor, en tanio que en
conjunciéh con el producto de glnf se transforman'en un
activador. Este ﬁodelo se ha ido modificando con la acumhlaciéﬁ
de ﬁuevos datos genéticos.Magasanik hizo algunas modificaciones
al modelo original (20) que basicamente consisten en que el

nroducto de glnG es capaz de existir en dos diferentes

conformaciones, en forma libre funcionarfa como represor { sin

necaridad dal praducto de alnl) y.cuando interacciona con el

prUdUCtU“GE‘g?WF“fOFmGTfﬁ”ﬁﬁ?t%“del activador. El producto de

glnL tendria una funcidn de antiactivacidn al no permitir que los

productos de glnF y glnG interacciconaran, esto dependerfa de la

”

disponibilidad de nitrdgeno-en el medio.Por otro lado la proteina

PII estarfa_encargada de trasmitir esta sefal al producto de
glnl, este modelo se ejemplifica en la Figura 4.
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Figura 4. Modelo de regulacidn de la expresidn del operdn Q]nALG

propuesto por B. Magasanik (20). - .
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ANTECEDENTES

En esta seccion se enfatizaréh algunos puntos importantes
directamente relacionados con este trabajo, muchos de los cuales

4
han sido ya tocados en la introduccion.

La expresién del opergh glnALG, al igual que la de otros genes
involucrados en la asimilacién de fuentes alternas de'nitrﬁ@eno
{(Ntr}, varfa dependiendo de las condiciones de nitrﬁgeno en el

medio.

En condiciones en las cuales el nitrogeno se encuentra limitante,

. A . , . T
la transcripcion de estos genes aumenta debido a la inactivacion

AmAd o o m o ¥ o

- [ R A

s de lor-zanas..glnG y glnF sobre glnAp. Al
parecer et producto'ﬁé;glnf'podrfa funcionar como una subunidad

sigma para la RNA polimerasa. En estas condiciones ginlp estar{a

reprimido por el producto de glnG en su forma de represor.

En condiciones de exceso de nitr&geno, existe una disminucion de
la transcripci&n de glnALG a partir de glinAp ya que no es
activade tan eficientemente como en las condiciones anteriores.
La cantidad de NRI (en su forma de represor) disminuye a un nivel
que eé insuficiente para reprimir glnlp, por lo Cual cﬁal hay
transcripcidn a partir de esté promotor. La disponibilidad de
nitrdgeno en el medio es “sentida" prdbablemente por la UTasa a
través de la relacigh 2-oxoglutarato/glutamina. De esta manera la

UTasa, al modificar a la protefna transmitirfa la sefial de la

%I
disponibilidad de nitrdgeno en el medio a los sistemas
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reguladores de GS.

El sistema de adenilacion sirve al parecer, como un sistema de
s . RN 4 ’
respuesta rapida que permitiria a la celula adaptarse a nuevas

. B . - . .
condiciones ; mientras que la regulacion de 65 a nivel de

I - - ’ > - .
transcripcion constituirfa una respuesta mas lenta. A pesar de

que los modelos anteriormente descritos explican el papel de las
diferentes moléculas reguladoras, no hablan acerca del sitio de
unidn de €stas al DNA. Datos importantes a este respecto han
sido obtenidos a'travéé del estudio de mutantes cis dominantes en

la regidn regulatoria de glnA.

Rothstein y Magasanik (57), reportaron el aislamiento de una
mutante cis-dominante que suprime el fenotipe GIn~ causado por
una mutanion en ginF, FL anglisis de esta mutante sugirid que la
caUsa "Ue &a”supresiﬁn se debfa a que el sitio de unidn de glnG
como represor habfa sido mutado, pdr lo que este producto era
incapaz de ejercer su efecto como represor. Cuando el gene glnfF
es restaurado:la concentracidn de G5 en estas mutantes, en

condiciones de activacidn, es semejante a la cepa silvestre.

Estos datos sugieren que el glnA se regula tanto positivamente

a = 3 a ’ »
como negatrivamente, y que. los sitios de union para ejercer ambos
| : .

efectos.son distintos.'

McCarter et al. (58) describieron dos clases de mutaciones
supresoras del fenotipo Gln™. Estas mutantes fueron aisladas
tanto a partir de las cepas glnF como de cepas en las cuales NRI

actua como super-represor {glnG(Rep)).



Una de estas mutantes (glnAp) es insensible a represion y
presenté una-activaciﬁn silvestre. Estas mutantes son muy
parecidas a la reportada por Rothstein y Magésanik'(57). La otra
mutante dencominada glnAp (up): ge haiexpiicado como una mutacion
que incrementa la fuerza del promotor de glnA en_ausencfa de

. .
activacion.

Por Jltimo Osorio et al. (1983) caracterizaron una mutante que
alteraba la expresi&n de glnA, y que se encuentra 100% ligada a
glnA. Esta mutante se denomind gln-76. ya que mi trabajo estd
basado en gran parte en esta mutante, merece tener una

descripcidn especial {59).

a ’ - - -
La mutante gln-76 se selecciono como una resistente a metionina

- sulfoximina (MS), que es un ani]ogo de glutamina, a partir de una

cepa ¢lnG {glnG74::Tnb5).

En presencia de todos tos reguladores, la mutacion gln-76
presentaba una actividad normal de GS en condiciones de
limitacion de nitrdgeno, lo que sugirid que e! proceso de
activacidn no se encontraba alterado. Bajo condiciones de exceso
de amonio sin embargb, presentaba e% doble de actjvidad que la

observada en la cepa silvestre (Tabfa 2).

En ausencia de glnG (gin-76, glnG74::Tn5) los niveles de GS son

muy altos, lo cual podria explicar el gpe~lés cepas contehiendo

la mutacidn gln-76 sean resistentes a MS. Una cepa gln-76, glnF
. + ) ‘
presenta un fenctipo Gln vy una actvidad detectable de GS, tanto

s . F . ’
en limitacion como en exceso de mitrogeno aungue es mads elevada
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en la ultima condicidn. Estas actividades pueden observarse en la

Tabia 2.

Debido a que el efecto de la mutaci&n gln-76 es un aumento en las
actividades de GS aun en ausencia de qlnG, se concluy5 que gln-76
provocaba un aumento en la fuerza del promotor de glnA. Al igual
gue la cepa silvestre, la cepa con la mutacion gln-76 sique
siendo reprimida y activada, por lo que esta mutacidn parecfa no

. / . . . L.
afectar ningln sitio importante para la requlacidn.

El hecho de que el aumento de la transcripcidn por la mutacion
gln-76 solo sea observado en condiciones de exceso de nitr&geno,
sugiri6 la posible existencia de dos promotores en esta regi&h
cada uno de los cuales funcionaria en diferentes condiciones. El
promaior mutado en gln-75 serfa funcional solo en exceso de
nftrﬁ@enb. La existehcia de dos promotores en la regidhn
Eegulatoria de glnA, era apoyada por los datos de la secuencia
nucleot{dica de esta regidn, ya que en ella se habfan detectado

mas de una posible secuencia promotora (60).

Recientemente, Garciarrubio et al. (EMBO J.sometido a

'publicaciﬁn) a traves del .analisis de los transcritos de Ia

region, utilizando distintos fondos genéticos, identificd dos
transcritos distintos provenientes de la régi&n }egulatoria de
glﬂﬁ que se regulan diferencialmente. EI mas pequéﬁo dé ellos,
es detectado tanto en exceso como en Ijmitafidh de nitrdgeno,
mientras gque el transcritoc mavor sclo en exceso de nitrﬁgeno y a
concentraciones muy bajas. El promotor a partir del cual se

inicia el transcrito mas pequeho (glnAp2), requiere ser activado
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Tabhla 2.
Caracterizacion fenot{pica de la mutante gln-76
) Actividad especifica de GS
. Fenotipo ' - T
Cepa Genotipo relevante Gln Ntr MS NH, bajo NH , alto gln
MX614 Silvestre .+ B + R 1.96 0.26 1.76
MX929 - gln-76 S+ .. . R 1.97 0.53 . 1.4
MX902 glnG74::Tn5 + - s 0.02 0.05 0.05
MX927 glnG74::Tn5 gln-76 + . - R 4.13 1.87 2,86
MX848 glnF73::Tn5 - — S - ~ 70.001
MX931 glnF73::Tn5 gln-76 + - S 0.15 0.50 0.37
Las actividades estin dadas en umol de yv-glutamilhidroxamato
formado por min, por mg de protefna a 37°C.
NH, bajo: medio minimo (NN{, glucosa 0.2% vy amonic 0.5 mM.
+ . ; - X ) + )

NH, alto:medio minimo (NN}, glucosa 0.2% y amonio 15 mM. . s

gln : medio minimo (NN), glucosa 0.2% vy glutamina 1 mg/ml. _' ".5:; ;
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por los productos de glnfF y glnG de tal manera que en ausencia de
ellos no hay tranécripciﬁn a partir de &1. El requerimiento por
el producto de glnF no es tan estrictc, al parecer cepas carentes
de €ste pgeden transcribir glnA a partir de giﬂﬂgZ..Cabrfa hacer
notar que en cepas ¢gInF los niveles del transcrito de glnA son
sumamente bajos y que la concentracién de GS no es detectable

(G1n").

El promotor distal {glnAp1) a partir del cual se inicia la
transcripci&n del transcrito mayor estd sujeto a represidn por el

Y .o
producto de glnG, esta represion es mayor en condiciones de

'limitacién de nitr&geno. En este sentido glnApt responde de

P ’ :
manera similar a glnlp. Un fenomeno interesante es que en

mutantes en glnl aumenta la transcripci&n de este promotor.

Estos resultados han sido corroborados por Reitzer y Magasanik .
para E.coli (62) y por R.Dixon en el caso de Klebsiella
pneumgniae (63), los cuales han encontrado la existencia de los

dos transcritos descritos anteriormente.

Para finalizar, quisiera mencionar que desde hace tiempo Prusiner
et al. (64) observo que habf{a unaéregulaci&n de la expresidh de
GS con respecto a la fuente de ca%bono ejercida por CAP y AMPC.
El analzszs de la secuencia nucleotidica de la reg1on
regulatoria de glnA reveld la presencia de un posible sitio de

union a CAP-AMPC que se encuentra a 60 pb del promotor distal

_(glnAp1). A este respecto, el anélisis de los transcritos de la

cepa silvestre crecida en un medio con una fuente limitante de

carbono (lactato) revelo un aumento en la cantidad del transcrito



-

mayor ( glnAp1) con respecto a lo observédo an una cepa crecida
en glucosa {61). Reitzer y Magasanik (62) por su parte tienen
evidencias de que el promotor glnApt requiere ser activado por

CAP-AMPC.



|

—

OBJETIVO

El objetivo general del grupo es comprender a nivel molecular el
mecanismo de la regulacion del operén glnAlLG y su integracidﬁ a

1a regulacidﬁ general del metabolismo celular.

Este interds se basa, tanto en el hecho de que la GS es una
enzima central en el metabol{smo nltrogenado, COmo en que debldo
2 su COMDIEJldad este .operodn es sumamente atractlvo COmo:: un -

modelo para estudiar la regulaC1on_genetha.enqprocanrot395:ﬁ

El objetivo particular de este trabajo, fu€ la caracterizacion

fisica e identificacion de regiones importantes para la -

~ragilacion.del aperﬁn“enwLaeznnamdeﬁsentnnl.geﬁglnﬁ7a traves del

wstudio-de -mutantes cis=dominante-de la- regqon de glnA.

La primera parte de este trabajo consistio en la caracterizacidn

a wiwvel molecular de la mutante gln-76 aislada en el laboratorio
de’ Fernando Bastarrachea.la secuencia nucleotidica de esta
mutante, revelo” que la mutaciodn gln-76 consistia en el cambio de
una de las bases mas conservadas de la régidn de -10 de QLQ&D1;
provocando un!auménto en la fuerza de este promotor. La
identificacion de los sitios de iniciacidn de la transcripcidn

demostro que este promotor es Ffuncional en la cepa silvestre y

que esta mutacion provoca un aumento en la transcripcioﬁ

proveniente de glnAp1. Para estudiar la participacion de glnApi

bajo diferentes condiciones metabclicas, se decidid obtener

mitantes en este promotor. La segunda parte de este trabajo



consiste en el aislamiento y caracterizacign preliminar de una

mutante que anula la transcripcidn proveniente de glnAp1.

Es importante remarcar que es imposible desligar este trabajo del
contexto general de el grupo y que'constituye solc una estrategia

particular hacia el objetivo general.
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Sumary. The spontaneous gln-76 fmutation of Escherichia coli

(Osori0~et-al.—1984f~~M01;-Gen.-Genet;-194:-1l4-1233 was
previously shown to Eé_responsible for the gigfdominant
constitutive expression of the glnA gene in the absence of a
glnG-glnF activator system. Nucleotide sequence analysis has
now reveaiéd that gln-76 is a single transversion T/A to A/T,
an up-preomoter mutation affecting the -10 region of glnaApl,

the upstream promoter of the glnALG control region. Both,

'wild'tyPE'and’gln~76 ‘DNA control region57were'cloned'infoithE“ﬂ-

promoter-probe plasmid pKOl" Galactoklnase activity determlnatlons

of cells carrying the fused plasmlds showed ten-fold more
effective expression mediated by gln-76 than by‘gigé wild type
contrel region, Primer extension experiments using RNA from ..
strains carrying the gln-76 control region*indiéated that the
transcription initiation 51tes were the same in both the gin-76 .

mutant and the wild type



INTRODUCTION

The structural gene for glutamine synthetase, glnA, is a
part of the complex glnALG operon located at 86 min on the

Escherichia coli chromosome. It is transcribed counterclockwise

from glnA to glnG (13, 16, 19, 32, 37). The products of other
genes of the operon, glnL and glnG, as well as the product of

the unlinked gene, glnF, are regulatory proteins (21, 26).

Genetlc and phy51ologlcal studies have shown that these protelns-; o

control ‘the expre851on of :the glnAL -operon both: p051t1vely
and negatively (2, ,.717,..320,'.'_24,'-31)_.=.__Furthermeref these gene i

products are reguired to activate the expression of a number of

" genes or coperons invelved in the trahsport and/or utilization

of various nitrogencus compounds, the Nir phenotype (21):

Recently, it has been shown that the glnA gene of E. COll is

transcrlbed from two tandem promoters (34, Garciarrubio et al.,
EMBO J. submitted for publication). Therefore,.the'glnﬁLG

operon can be transcribed from three promoters: two preceding -

- glnaA (glnApl and glnAp2) and a third one preceding glnL (glnLp)

(32, 40). BAccording to these results, the view of how the

glnALG operon is regulated has been slightly modified. Under

- carbon excess and nitrogen limitation all transcription from

the glnALG operon starts at the downstream promoter glnaAp2,.

Expression from this-promotef requires the glnG as well as the

glnF products. Under these conditions, the upstream promoter,

ylnApl, and glnLp are repressed by the glnG product (33). Under

conditions of carbon limitation and nitrogen excess,the



activation of glnAp2 is reduced through the action of the
glnl, product, presumably in combination with the PII'protein
(21), and the repression of g}ﬁgpl and glnLp exerted by the
ginG product is partially relieved, Compared with condifions
of nitrogen limitation, this results.in an increase of thé
glnA transcripts originated from glnApl and a decrease of

those initiated at glnAp2

: _To.better understand the.function-of the two-glnA_$

promoters, mutatlons in -this ‘region of the DNA. are clearly

needed. - cig- domlnant mutations ﬁm:glu&mune synthetase expression:

have been isclated in Klebsiella aerodgenes {(36) and Salmonella

- typhimurium (23). Osorio et al. (29) reported the genetic

characterization of a cis-dominant mutation (gln-76) in E.coli

-whnich leads-#e high levels of expreysion of glutamine synthetase

in the absence of a functionél‘glgg prodict (under both
nitragenmlimitatipn Or excess) . - Whenall regﬁlatory molecu1es
are present, the effect of this mutatign becomes evident only
under nitrogen excess conditions 1eadiﬁg to an increase -in the
glutamine synthetase_specific‘activity.' A careful analysis of
the phenotypic characteristics of the.aln?76 allele in different .
geneti? backgrouhds, suggeSted.the presence of an up-promoter

mutation.

In this paper we report the molecular characterization of
the gln-76 mutation. The alteration associated with this mutation
is a single transversion T/A to A/T resulting in an up-promoter

mutation affecting glnApl. The glna transcripts in this mutant

-



start at the same sites as those in the wild type strain.
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MATERIALS AND METRHODS e

Bacterial strains and phage. All strains used were
derivatives of E.ggii K-12 (Table 1Jf Pl virA wés used_for
transduction experiments.

‘

Caulture media. The NN minimal medium used has been described
(8). Additions to this medium in final concentrations were:
0.2% glucose as carbon and energy source, 15 mM NH4C1 for
N-excess - medlum and either 0.5 mM- NH Cl or: 1 mg/ml L—glutamlnef*
as. N—llmltlng medium. - .Tests “for re51stance to 80 uM
L-methionine-DL-sulfoximine were made ﬁn Nﬁexcéss medium (2%}.
The presence of transposon Tn5 was scored by resistance to
30 pg/ml kanamycin. Concentrations for other nutritional
requirements used ranged from 0.5 to 2 M, The M56 minimal
medium W&o used zs-deseriked elcerhenre (L) This medium was
supplemented with 0.2% glucose.as'a caﬁbon_soﬁrce, 15 mM NH,C1,

0.2% casaminoacids and 100 ug/ml ampicillin.

Plasmids. All plasmids used are shown in Table 1.  Plasmids

'DNA was purified éécording to Betlach et al. (4). The-constructed

recombinant plasmids were derivatives of either pBR327 (39) or
PACRL (8). pKOglnA and pKOgln ~76 were hybrid plasmids derlveﬁ

from pKOl (25); these plasmids contain a 524 base pair (bp)

HaeIITl-SmaT fragment carrying either the wild tybe glnA or the
gln-76 regulatorylregion, respectively, just upstream the galK

gene. DNA manipulations were according to Maniatis et al., (22)



Genetic procedﬁres. Preparation of Pi lysates and the
protocol for transductlons were according to Miller (28), 1In
':J- order to construct recA strain derlvatlves, ;_X_ mutants were
obtained by trimethroprim selection (28). These were used as
recipients. in crosses with Hfr strain JC5088 (recab6) (Tablé 1}.

Rec derivatives among the Thy+ recombinants were recognized by

- their sensitivity to 2 pg/ml nitrofurantoin (15).

E. COll cells were prepared. for transformations as descrlbed;fim

. ' by Cohen et. al (7).

Enzyme éctivitiés. Glutamine~éynthetasé activity.waé ' -
— o determined by the y~-glutamyl transferase assay as previously

o - descrihed (8)._.Sﬁécific.activitieS?aremgiven:asrmanomoles.of:ﬁ; é&

Y-glutamyl hydroxamate formed per min per mg protein at 37°C.

Galactokinase activity was.assayéd.as described by Duester et al;ﬁ
s {11). Galactokinase s?ecific activities are expressed as.

in | nanomoles of galactose phosphorylated per min per mg proteiniat

30°C. Protein was determined by the method of Lowry et al.

{18) using bovine serum albumin as standard.

DNA sequence analysis., All DNA sequences were determined

ij according to Sanger et al. 7(38) using deoxy (a~{?°S}thio)

- adenosine trlphosphate {410 Ci/mmole) and a buffer—llnear gradient
}1 polyacrylamlde gel (5). The DNA fragments to be sequenced were

e _ previously cloned into M13mp8 (27) or PBR327 vehicles and the

~universal sequencing primer (17 mer) (27) or the EcoRI primer
(16 mer) (41) were used for the polymerization reactions. The

recombinant clones were screened by plaque and colony



obtalned from RR1 straln carrying either. PACR10L or pACR?Gl plasmlds

hybridization as described by Maniatis et al. (22).

Primer extension procedure. A modificationlofla protocol
kindly proﬁided by John Rossi (Beckman Institute of the City of
Hope, Duérte, CA}, was followed using a synthetic oligonucleotide
as primer for the synthesis.of cDNA which is homologous to a seguence
adjacent to the EcoRI site in pACR101 and PACR761 (41). A {’’p)_5'_

end labelled primer (0.1 pmol) was mixed with SOIﬂU total RNA

and grown in N—excess medlum. The mixture -was. denatured at. 94“0‘:

for 5 min in 8.7 mM--'I‘rls—-HGltpH _--3.3, 0.35 mM EDTA and- immediately::
chilled on dry ice., Primer-RNA hybridizations were incubatéd at
43°C‘for 3 hrs, The reverse'transcription_reaction was carried out

in 52 mM Tris-BCl pH 8.3, 10.4 mM MaCly, 4.2 mM ditriothreitol',. _

1 .mM-each dGTP," “dARTP, 4CTPy dTTP A BEuits bxlreverSE“transcrlpt-'
ase in a final volume of 25 ﬁl and incuﬂated for 30 min at -
43°C, The RNA was degraded s 1K 2 urof a1 mg/ml RNAse A solution
for 1 hv =t 37/°¢. After phenol extraction and ethanol precinitation;

the cDNA WA asuspended in 3 yl of water, nmixed w1th 5 ul of stop -

“dye . { 95% *u;Muﬂlde, 0.02% xylene cyanol and 0.02% bromoPhenol

blue ) and electrophoresed in a 6% acrylamide~7 M urea gel.

reagenes. " nuzyini@ ‘and dideoxyribonucleotides were obtained

- from PL—Biochemicals;'amino_acids, vitamins, deoxyribonucleotides

and L-methionine-DL-sulfoximine were from Sigma Chemical Co.
Radiochemicals were from Amersham International. 211 other

reagents used were of analytical grade.

-



~Pable 1, E.coli strains and plasmids

Strain Description _ Scource or reference
. RR1 hsds20 (rg my) recAl3 ara-14 proA2
o leuB6 lacYl galK2 rpsL20 xyl-5 mtl-1
’ supE44 - (8}
12614 A(pro-lac) galE ilv-680 thi-1 - (3)
MX727 A(pro-lac) Algal att) bio} ilv-680
thi-1 glnA71::Tn5 {3)
MX794 RR1 glnG74::Tnd - Laboratory collection
1.4914 A(pro-lac) Algal att) bio) supF
. i1v-680 thi-1 lamB A{glnALG-rha) (29)
MK918 MX914 rechAbb This work
1¢922 MX919 (pACR1) This work
. MX924  MX914 (pACR1) ' This work
ST
12929 MX61l4gin-~76 ' o : (29)
 MX966 = MX914 (PACR71) This work
MXQQO MX919 (pACR76) : This work
. 15088 Hfr thr ilv thi xpsE recab56 : {6)
JM101 A{pro-lac)supE thi-1/F'tran36
proaBt laci9zaAM15 ' - (27)

pBR327  Ap® Tc' - (39) .
I \CR1 colET™ ginatgint ging® | - (8)
;é%CR?l pACRi - ginG74::Tn5 | This work

[ .CR76 pACRT  gln-76 This work

;101 ap® galk® | (25)

‘£-01A  Ap" galK, deletion of the 311 bp
e EcoRT-Smal - fragment of pK01 . This work



. Table 1. E.coli strains. and plasmids (continue)

L

- Strain Description source or reference

pKO-glnA pK01l-A containing the wild type

glnA ccontrol region This work

__ pKO-gln-76 pKOl-pA containing the gln-76

contrcl region This work
.. pACR101 Ap® Tc®; pBR327 derivative
containing the wild type
i glnaA control region _ This work
-1 pACR761 Apr TcS; pBRB27 derivative

o containing the glh—76

control region SR This work

- The galK gene in these plasmids is not expressed

. since it lacks a promoter region.

-

—



Table 2. Glutamine synthetasé levels in extracts of ﬁild—type and gln-76 strains.

Glutamine synthetase sp act?:

Strain Relevant genotype N-limiting - N-excess$
______ " mediium medium.
MX614 | Wwild type : 1990 240
MX929 - gln-76 - 1970 530
MX922 777 A(glnA-glnG) (pACRL) 3000 - 250
MX990 . AlglnA-glnG) (pACR7E) 3120 898
' - ..b C
MX966 A(glnA-glnG) (pACR71) 10 ND

dNanomoles of y-glutamyl hydroxamate formed ﬁer min per mg protein at 37°C. Cultures
were grown in minimal medium containing 0.2% glucose and ‘0.5 mM NH4C1 (N-limiting

medium) or 0.2% glucose and 15 mM NH4C1 (N-excess medium) .

PIn the case of MX966 the N-limiting medium contained O.Z%HQLuHQSQ and 1 mg/ml
glutamine. G :

“Not determined.




Table 3.

Galactokinase activities originating from the qlnA regulatory
region fused to pKO1l -~ p"omoter probe. ‘5!VVWV}
e . a
 Galacteokinase
Plasmid =
- Strain RR1 Strain MX794
(pKO1-4A) : ' _ 0.8 0.8
(pPKO=glna) : : 3.4 2.4
(pKO-gln~76) 22.6 25,2

Nanomoles of 14C~galactose'phosphorylated per min pe? mg
protein at 30°C, Galactokinase activity directed?byﬂﬁlasmid
pKOl~A alone could be explained by readthrough frétm & pBR322
promoter. The cultures were grown at 37°C in M56 "minimal
media supplemented with 0.2% glucose, 0.2% casamino aC1ds,

15 mM NH, Cl7and 100 ug/ml ampl01llln Ll s
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Table 4. Sequence of glnA promoters®,

~35 region § -10 region Reference
E. coli consensus promoter T T G A C A T AT A A T (14)
E. coli glnapl - T T G C A C T T C C A T Garciarrubio et al.

- submitted for publication

E. coli gln-76pl T T G C A This paper

L
A
2
e
a
p
+

E. coli glnAp2 - T T A A L A ' T A T C T T Garciarrubio et al.
: o o submitted for publication

L

ach‘rparison of the glnA and gln-76 promoter sequen_c'.es wth the consensus.
Location of glnAp2 is assumed on the basis of the transgcr:i?.ptional start site
and by homology with the consensus sequénc‘:e of a ’c!ypiceil g._c_ql.g; promotet, v
It has been suggested that the glnF product functions as & sigma—~like factor (10);
implying that glnAp2 belongs to a family of promoters vhich are recognized by a '
different RNA polymerase. - o ke




. LEGENDS FOR THE FIGURES

FIG. 1. Schematic representation of the construction of
the pACR761 and M13mp8 gln-76. Plasmid pACR76 was digested

with Smal, and BamHI linkers were added. After cleavage by

- EcoRT and electrophoresis, the 731 bp fragment was eluted

from a low-melting point agarose gel and ligated with PBR327
digested with ﬁaﬁHI and EcoRI to obtain pACR?Gl. Tc clone

in Ml3mp8 pACR?G was dlcested'w1th HaeIII.and'ﬁhe 625 bp
fragment was purlfled from a low-melting. polnt agarose gel
and'llgated with the M13mp8 (RF) digested with SmaI. A

similar strategy was followed to construct equivalent plasmids
carrying the giéé wild type control region (pACR101 and
MleprEiﬁé; reséectively). The restriction enzyme sites
relevant in these econstructions afe'showﬁﬁae-B (EEEBI)f E (ECORI),

H(HaelII), PKPstIl, and S{Smal}. The dashed bar indicates-the

+

-chromoeomal DNA and the open bar ColEl'DNﬁ ' The arrows 1n51de

the circles. show the dlrecflon of transcription.

FIG. 2, Autoradiograph showing the nucleotide sequence of

the glnA(gln 76) promoter-control region using M13 vector. The

H

complete nqcleotide sequence of a 814 bp fragment containing

the wild- type and the gln 76 promoter_control region was obtained.
A difference in only one nucleotide was detected. Thls flgure
shows the region where this alteration was found.  Lanes G,A,T,C
correspond to the: gln 76 mutant seqguence, while lanes G°,A°,T°,C°
correspond to the wild type strain. The single transversion

found is indicated at the right of the figure, where wt indicates

the wild type sequence.



FIG. 3. ©Nucleotide sequence of the promoternregulatory
region of the glnA gene., The sequence of the wild type promoter—--

regulatory region of the glnd gene presented here is the cne

previcusly reported by Covarrubias and Bastarrachea_(Q)-with some

corrections: the GC at positions -150 and -149 was aICG;
between the C and A at positions -125 and -14 a G has been
eliminated. The wavy line denotes the presumed ribosomal
binding site. The location of the two transcription 1n1t1at10n
Sltes are shown by the circled. numbers...The*presumpt1ﬂé"“ _
-10 and -35 regions for the'g&ﬁé.promoters.fgiégpl:and gigngJE”
are squared. Dashed bars show DNA regions wiﬁh high homology
with the one présént in the‘glﬁg control regidn'and which is
protected from DNAse digestion by the Qlﬁg product (35, 40);
'A E§gIII site between coordinates +9 and +14 is underlined.
The_seguenceubverlined with a’b]%ék bar.corresponds to-theﬁ
_sequénces-proposed by Ow et al. (30) aSﬁa_possible*glgg prbduct
binding site. The T/A to A/T transversion, found in the straln

carrvlng“gln—76 is 1nd1cated at position ~127

FIG. 4., Localization of the transcription initiations sites

in the glnA({gln-76) promoter-controcl region. The primer extension
experiments were carried oﬁtias described in Materials and
Methods. The upper part of the figure 5hbws.é schematic
representafion of this experiment. The primer used hybridizes

with a region adjacent to the EcoRT site corresponding sequence

in the fused transcripts (discontinuous arrows) coming from either-

glnaApl or ginApz. The small open bars indicate the 5'-end

-



]

-

labeled EcoRI primer from which the cDNA's were extended up to
the 5'-end of the transcripts (continuous arrows}., The large

open bar indicates the DNA region corresponding to the cloning

vector pBR327. pl and p2 indicate the glnApl and glnAp2

promoters, respectively. Some relevant restriction sites are
shown as B{BamHTI)}, E(EEQRI) and P(PstI}., The lower bart of
the figures shows the autoradiograph of thé extended prime;s._
Two main bands are seen with sizes of 340 b(tl) and 224 b(t2).

Thé’experimeﬁt w§s carried out using -total  RNA purified from

- RRlﬁstrainfbéariﬁg“pACR761'(1anes~2,}4,:and=5)mor-pACR101

(lane 3). Lanes 2 and 5 correspond to 1:3 and 1:2 dilutions,
respectively, from the sample in lane 4. ‘The fainter bands
could be due to pauses during reverse transcription. The
molecular weigth markers ased ave PuniTd »{RFP}+DNA digested
with EEEEII enzyme (lane 1).and-G,;A,.T;-and C ladders of a

known dideoxy-sequencing reacliun. —~The-sizes of the @X174

'(RF);HincII fragments are indicated in bases at the left part

of the figure.
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=200 - =150
s

ETACAHAACAGBATCAE&AHCHTCCTCCGEAAHCAATATTGCHEQGTCCCTTTGTGQTCGCTTTEACGGQGCﬂTAAﬁAAGGGTTATEC&HAGGTCﬂTTGC
GATGTTTTGTCCTAGTGTTTGTAGGQGGEGTTTGTTATAACGTCTEAGGGA&ACHCTAGEGAAHGTGCCTCGTHTTTTTCECAATHGETTTCC&GH&&QE

A EE;? -100 -50
277777723 P 777777777773 o

AACHTGGTGCTTAHTGFTTECATTG&AGCACTATATTGGTGCAACHTTCQCHTCGTGGTGCAGCCCTTTTGCACGGATGGTTGCGCATGATAHCGEC
TTGTACCACGAATTACAH&K[I&ﬂCTTCGTGATHTAACCHCGTTGTHAFTGTAGCHCCACGTCFGGAHAACETGCCTACCAACGCGTACTATTGCGG

' +50

TTTTAGGGGEAﬁTHTAHﬁﬁFTTEFCﬂCAfﬂTTTEGCTTTATCTTWTTTACGCGACAEGGECQAAATAATTGCAGATTTCFTTAECACGACGAECATGACC
AAAATCCECGTTﬂB&II[ItAACCGTGTCTAAAGCGAHBTAGA_HAHATGCGCTGTBECGGTTTTATTﬁACGTCTAAAGCRATGGTECTGCTGGTACTGE o

P
et ser ala Elu

.'AATCCQGGAGQGTTAAAGT ATG TCC GCT

TTAGGTCCTCTCAATTTCA TAC AGE CGA CTT _ o

Figure 3.



Figure 4,

.
e
-]
o —
— a— )
.
)
[ ——
e
L] —
- ik
y—
—rp l"-' P -
]




RESULTADOS ADICIONALES

El estudio de la mutante gln-76 contribuyJ de manera importante a
la identificacidn y localizacion precisa del promotor lejano de

glnA, glnApt1. El estudio de los transcritos habfa revelado que la

transcripcign a partir de este promctor aumentaba a medida que la
relacion C/N disminufa, inversamente a la transcripci&n
proveniente de glnAp2. La posibilidad de estudiar de manera mas

detallada la reguiacién de ambos promotores y de disectar la

| participacidn de cada uno de ellos durante. el crecimiento de la

bacteria era muy tentadora. Existen varias estrategias gue nos
permiten llevar a cabo este estudio: una de ellas consistia en el

anélisis de cepas con mutaciones en los diferentes efectores.

Sincembharngn,. la.ain ion -de.estos resultados serfa dificil
estrategiafserfa el aislamiento vy caracterizacion de mutaciones
puntuales en la zona'de cohtrol de glnA, que ﬁermitirfa.un
anaiisis-mas fino ya que la regulaciﬁnfgeneral del sistema no se
veria alterado.y por otro lado, tendr{amos la posibilidad de
nbtener una mayor gama de efectos. La-estrategia que Se llevd a
cabo consistid basicamente en el hecho de gue en cepas carentes
dé NRI, la transcripci&n de glnA proviene ﬁnicamente de glnAp1t,
como habfa sido observado en el estudio de los trénscritos de la
regidn (61), porllo tanto toda aquella mutacidn que ahUlara la
transcripciéﬁ de este promotor provocarfa.que las bacterias

fueran incapaces de crecer en ausencia de glutamina (&1 ).



AISLAMIENTO DE LA MUTACION gln=-77

s . .
Con el proposito de obtener una mutacion gue anulara la

transcripcidn del promotor lejano de glnA (glnAp1)se hizo una
mutagéhesis generalizada de la cepa MX902, utilizando el mutébeno
etilmetanosulfonato (EMS), en esta cepa la falta de NRI provoca
que la transcripcid% de glnA sea baja y no regulada, y que
provenga exclusivamente & partir del promotor gigﬁpi {ver

Introducci&n).

A las celulas mutagenizadas se les dieron dos ciclos de

enriquecimiento con penicilina para el fenotipo Gln y fueron

recuperadas en medio minimo suplementado cen glucosa 0.2% como
. fuente de.carbono y glutamina como fuente.nitrogenada

seleccionandose -aquellas que “fueran -Gn .

CARACTERIZACION POR COMPLEMENTACION DE LA MUTACION gln-77

Con @1 prop&sito de descartar todas aquellas mutantes cuyo
feno%ipo Glﬁ‘se debiera a mutaciones en el gene estructural de GS
y no en glnApi. A todas las mutantes obtenidas se les restituy&
el gene glnG silvestre por transformacion con el lesmido pACR3
(35). Como se menciono anteriormente la presencia de ginG
permitirfa - ol funcionamiente de glnAp2 y, por lo tanto todas

aquellas mutantes cuyo dnico defecto fuera la imposibilidad de

. f .
iniciar la transcripcion a partir de glnApi recobrarfan el



fenotipo Gln*. Aproximadamente el 50% de las celulas

transformadas recuperaron el fenotipo gin®

MAPEG DE LAS MUTACIONES

Como se menciocnd anteriormente la seleccidn de esta mutante se

Ilevo & cabo en presvenc1a de glnG::Tn5, por lo tanto este alelo

'se utitizo para mapear las mutantes -que conferian el fenotipo

Gln~. Con este objetivo fue propagado el fago P1-en cuatro
diferentes colonias provenientes de la transformacién con pACR3
y, posteriormente cruzado por la cepa MX614. Se seleccionolpara

la presencia del transposon Tnb que se encuentra en el gene

. : s
ginG. A las colnnias. resultantes.se Jes.probo si eran capaces - de

ytilizay amonio como fuente de nitrogeno.  1a frecuencia de

I
cotransduccinn encontrada puede verse.en.la Tabla 3.

podrla ser .ﬂ pllcado por una mutacidn en algunos de los genes
1mp11cados en el sistema de adenilacion de la GS. Ya que el
fenot1po Gln~ podrla deberse a 105 bajos niveles de una GS
altamente adanilada, este fenotipo tamblen podria ser suprimido
por la presencia de pACR3, pues en este caso los niveles de S

serfan mas altos.



ppe—|

Tabla -_3

Frecuencia de cotransduccidn con respecto

| al gene glnG de las colonias Gln .

_____ Colonia  Marcadores . - % cotransduccifn.
i Km" Gln~ 0%
2 Ke® Gln~ 833
3 Km®  Gin” ) 842
4 Kmr 0%

La frecuencia reportada entre los genés glnG y

glnA es de 85%. ( 59 .



SEGREGACION DE LA MUTACION

Con el prop&sito de segregaf la mutacidn que anula a glnAp1 del
gene glnG::Tnd se realizo un transduccion en la cual P1
proveniente de la cepa MX1200 (Tabla 4) fue cruzado por la cepa
MX734 {glnA::Tn5). Las colonias resultantes se seleccionaron por
su capacidad de crecer en amonio como fuente de nitr&beno,
contraselecc1onando para Km De esta manera se garantizaba que.la
reg1on estructural de - GS hatfa sxdo subst1tu1da en-la cepa .
receptora por aquella conteniendo la mutac1on en g_fp1 pero
conservando un glnG silvestre. A esta cepa se le 11amd
MX1201.Aunque el 99% de las veces que S¢€ transfiera el gene
estructural de GS deberla de incluir Ia reg10n regulatorla en la
cual se encuentra la. mufar;on que antda.glnipl, nlmgun fenotipo
seguible existfa-en EStdb cepas bEgregﬁﬂLEb Para corroborar la:_
n.an la cepa MX1201 le.fue introducido-
nuevamente el alele 3inG74::Tnd {Osorio et al. 1984),

ara la DTEbEUCIG de transposon Tnd ¥y
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posteriormente se cuantifico la frecuencia en que las
transductantes adquirfan el fenotipo Gln . Como era de esperérse
aproximadamente el 14% de las cepas Km' adquiriereon el fenotipo
Gin-, 1o cual ratificaxla presencia de la mutacion gln-77 en la

cepa MX1201, ya que la frecuencia de contransduccién reportada

“entre ginA ¥ glnG es del 85% (59).




Tabla 4. Cepas bacterianas

Cepa Genotipo Fuente
MX614 Afpro-lac) galE ilv-680 thi-1 59
MX902 a(pro-lac) galE ilv-680 glnG74::Tn5 59
thi-1 |
MX734 alpro-lac) galEZilv-680 glnA71::Tnd 59
thi-1 .
MX1200 . A (pro-lac) galE ilv-680 glnG74::Tn5 -  este-trabajo
glnA77 thi-1 |
Alpro-lac) galE ilv-680 glnA77 thi-1 este trabajo

MX1201%




CARACTERIZACION DE LAS CEPAS MX1200 Y MX1201

Se decidid caracterizar tanto la cepa MX1200 como la cepa MX1201
en diferentes condiciones de crecimiento con respecto a sus
actividades de 6S. La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos.
Fueron analizadas condiciones de exceso y limitacidn de
nitrdgeno; en condiciones de exceso de nitrdgeno, no se observd
ninguna alteracidn detectable con respecto.a la cepa silvestre, -
envwambiaHen-condicibnesqﬁe_ldmitacidﬁtﬂéynifﬁd@éhojjgg_g;--_. -
actividades de GS que presenta la mutante son aproximadaménféila'
mitad que la obtenida péra la cepa silvestre.

Tdﬁbiéh se analizaron las actividades de G5 utilizando medio
rico (Luria) y Luria suplementado con glutamina, ya que se ha
reportado. que bajo estas condiciones gig§p1-ﬁunciana
préﬁwéncialmente; De acuerdo con esto, las'attiviﬁades.de GS -
encontradas son muy bajas 'y no detectables para el caso de Luria
y Luria-glutamina respectivamenté, en las cepas conteniendo la-
mutacion qlg;Z?.

Finalﬁente, dado que pareciera ser que glﬂﬂb1_requiere de
CAP-AMPc pafa su funcionamiento_(ﬁZ), ée pr0b5 una condiciﬁh de
crecimiento que anula la repreéién catabﬁi%ca como es el uso de
gliccrﬁl cemo Unica fuente de carbono. Mag adelante discutiremoé

estos resultados.



Tabla 5.
Actividades especificas de glutamino sintetasa a las cepas
| MX1200 y MX1201.

CEDPA Condicifn de crecimiento

+ + + .. o]
' NN ALTO NH, NN BAJO NH, NN-¢gln LO0l. : LOl~gln NN ALTO NH, —glicerol
MX614 0.14 2.04 1.15 0.098 0.022 0.06
MX1200 - - 0 - 0 -
MX1201 (1} 0.13 1.12 0.72 0.021 0 0.05
MX1201 (2} 0.12 1.3 0.82 0,020 0 ND
MX1201 (3). 0.18 1.2 0.84 0 0.08

0.025

qpctividades expresadas en y-glutamil-hidroxamato formado /min/mg proteina. LO1, Luria; NN, Medio

+
minimo; 1: bEn eate caso la fuente de carbono 0.2%, en todos los demis en glucosa.; Alto NH4 :
Amonio 15 mM; Bajo NH4+:'Amonio 0.5 mM; gln: glutamina 1 mg/mly; ND: no determinado.




RESULTS

Cloning of gln-76 by P1 transduction. - The glnA7l:: Tn5
insertion was fifst cloned in the ColEl hybrid piasmid ﬁACRl (8}).
Pl phage propagated on MX727 was used to transduce strain
MX824; selecticn was done for Kmr, scoring for glutamine
auxotrophy. One selected transductant, MXQGG,_carried

PACR] plasmid harboring the glnA71::Tn5 insertion (which

was termed pACR71). .

Plasmid pACR?%LWas then constructed by . transducing ;
strain MX966 with .p1l propagated on MX929. " Transductants were b

r

selected for Gln+, MST, ColEl™® and counterselection was

used to transform MX919 in ordexr to obtain strains carrying
plasmids in recA56 backgrounds. The glutamine synthetase - -

specific activities of the strains thus obtained are given in

Table 2.

LUNA Sequence of the gln-76 control region, To obtain the
comprete nucleotide sequencé-of the glnA control region
carrying the gln-76 mutation, two different strategies.were
used (Fig. 1). First, a 625 bp HaeIIl fragment from pACR76
was subéloned into the Smal site of M13mp81phage and seguenced;
since this HaeIII fragment does not contain the entire glna
control region, the remainder was obtained by sequencing an

EcORI-HaeITI fragment from the pACR761 plasmid (Fig, 1). 1In

every sequencing gel, a parallel lane with an ecquivalent clone



. -
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10.

containing the wild type control region was--run as -an internal
contrel. - As -shown-in Fig.--2, the only—difference~observed~in "
the nucleotide sequence of the promoter—control region garrying
-the gln-76 mutation as compared to that of the glnd wild type
control region was a transversion from T/A to A/T localized at
position -127 bp. This change is located in the proposed -10

region of the upstream glnA promoter, glnApl (Fig. 3}.

Transcription initiation sites in the glnAe?G.control
region. - In order to explore +if the transcrlptlgn initiation.:
start-.sites of the’ glnad-gene were the same “in—x: straln carrying -
the gln-76 mutation and in the wild type strain, we carried out
primer extension experiments. Total RNA was prepared from the

RR1 strain carrying either PACR761,. or pACRlOl grown in

"hi-excess medium since the effect ‘of the gln ~76 mutatlon, in an

otherwise wild type backgroundfls best observed under these

conditions (see lines corresponding to MX614 and MX929 in Table 2).

As—primer we used the synthetlc ollgonucleotlde employed in

sequenc1ng plasmlds with EcoRI inserts (41); it hybridized

_spec1flcally with  the glnA~pBR327 fusion transcripts synthesized

from either pACR761 or pACRlOl as diagrammed in Fig. 4. Two main
extended primers can be seen from each RN3A preparatlon. Extended
prlmers detected from RNA isolated freom the strain contalnlng
PACR761 were identical in length to those obtained when RNA was
purified from the strain carrying PACRIOL1 (Fig. 4). The

tranecfiption initiation sites were determined following the

sizes for the extended primers.



The fact that the”iarger"transcript"ﬁas-more-intense in
the RNA prepared.from RRl_ipACR761)‘than that from RR1 {pACR101),
& suggests that glnApl beaiing the gln-76 mutétibn_is more active
than glnApl wild type. No appafent effect was observed.on the

synthesis of the smaller transcript.

Galactokinase synthesis from fused plasmids.. To.determine

the transcription efficiency of glnApl (gln-76) we fused this

”prqmbter_to the galactokinase structural gene (galK). The galk °

----- | .syétemrused.is tﬁat of McKenny:et.al. . (25)5}.Theltrénscriptionalr“
o probing ﬁlasmid"vector.pKﬁl;wasﬁconstructedrihqsuéh-a-way~thatJ;.
galK expression reflects'traﬁécriptional signals inserted

upstream. HaeIIT-BamHI 524 bp fragments from either pACR101 or

PACR761, containing either the wild type or the mutated glnApl

f ' plumuter57~wefe4inseffé&”intb'ﬁlaﬁmﬂﬁ*ﬁﬁ@&“tochnstruct plasmids
B pKOglna and pKOgln-76, respectively. The 1igétion mixtures were
used to transfr®m strain RR1 (Téble“i?,'selecting G§i+
transformants on Efﬁfﬁkey—galactose_médium- The galactokinase

— activity of theuaw

~=trains is presented in Table 3 where it can
— be ‘seen that thu siisin carrying pKOglnA produced 3.4 units of
galactokinase whereas  the strain carrying pK0gln-76 produced

| 22.6 units. It appears that, under these conditions, transcription

—
_, initizfed from pX0gln-76. is about six to seven times more

I efficient than that originating from the pKOglna plasmid. It
- should be noted, however, that the cloned HaeIII-BamHI fragment

contains the two regulated promoter sequences involved in the

transcription of the glnA gene. Thus, the galactokinase activities.- .

A
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measured under these conditions must be the result of transcription
initiated at promoter Qlﬁﬁpl plus that arising from glniAp2. In
order to measure more precisely the strength of the gigépl
promoter, we determined galactokinase activities in glnG::Tnd>

strains harboring pKOglnA or pKOgln-76. 1In the absence of the

- glnG product, no activation at glnAp2 nor repression at glnApl

was expected (10, 31, 34, Garciarrubio et al., EMBO. J.

submitted for publication). As shown in Table 3, galkK expression

1f§6m MX794 {pK0gln-76) was . about -ten-fold higher than that-from -

MX794 (pKOg1lna) ,
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DISCUSSION — e [, _.--_—-—-—---—v.\

The gln-76 mutation is thus far, the only E.coli
cis-dominant mutation, llnked to qlnA, that promotes hlqh
levels of glutamine synthetase in the absence of the glnG ng_
activator system (29). From the genetic and biochemical
characteriaation of strains carrying this mutation it was
pr0posed that the gln-76 mutation increases the strength of an
existing glgé*promoterﬁbeeause-glgé"transcriptionﬂinfstrain§5".
carfying this mutation .remains sensitive to'repression; It has,h
been recently found that the glnA gene of E. COll as well as that

of Klebsiella pneumoniae are transcribed from two promoters

{10, 34, Garciarrubio et al., EMBO J. submitted for publication).
In E.coli, expression from the downstream promoter,ﬂglnApz,

requires the.glnG. and.glnE nroducts. . According to Reitzer and

' Magasahik (34}, transcription from the upstream promoter glnapl,

requires the catabolite activating protein (CAP). This promoter

is also subject to._repression by the'qlnG product.

. The molecular characterization of the gln—?G mutation T

presented in this work shows that the only alteration associated

with g;ngg is a tranbver51on T/A to A/m localized in the -10 region

of tho upstream glnA promoter, glnApl (Fig. 2). As shown in
Table 4, the'gln;76 mutation increase the homology of . this region

to the consensus promoter sequence (14) by introducing one of the

“most conee;ved bases in the ~10 region. Studies by different
groups {reviewed by Hawley and McClure, 14}, have suggested that "~ -

...the most highly conserved base pairs in the éromoter.are the main
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determinants of promotexr strength. According to this proposal,
the gin-76 mutation should: behave as an up-promoter mutation.
This possibility is supported by the fact that the most - -
characteristic phenoctype of a strain carrying the gln-76 allele
is an increase in the synthesis of glutamine synthetase under
ammonium excess conditions wher this promoter is ﬁreferentially

used {29 and Table 2}, Galactokinase activity synthesized by

- glnG strains carrying plasmid pK0gln-76 was about 10-fold higher

than that synthesized from the wild type glnApl promoter in pKOglna .-

(Table 3). Even though the'frégments.fused-to éﬁiﬁicontained-ﬁ
both glnA promoters, the actiﬁity of-galactékinase must reflect -
the strength of giﬁ—76pl, since MX794 cells carrying the
pKOQinQ?G plasmid were devoid of functiénal’é}éé product. In the
absence of the ﬁlﬂg preduct both activation of transcri?tion
originating from gigépZ and repression of Q;Eépl are impaired

(34, Garciarrubio et al.; EMBO J. submitted for publication). As
shown also in Table 3, no difference in the galactckinase
activities was obéerved between the wild tyée (RR1} and the glnG .
(MX794) strains containing the promoter-probe with, either the
wild-type or the gln-76 control region. A plausible explanation

for this is that the glnG product is being titrated by the high

*

- copy number of the plasmids. o L

The higher transcription efficiency from the glin-76 promoter
is also supported by the results from the primer extension
experiment shown in Fig. 4 where the larger transcript is
sygthésized.in higher amount from the mutated promoter than from

the wild type promoter. Apart from gln-76 no other mutation

-

" which results in an up-promoter has been reported where a change.
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from T/A to A/T has occurred at the -12 position (14).

Location of gln-76 mutation at the -10 region of the
upstream promoter proposed -agrees well with the location of one
of the glnA transcription initiation sites at p051tlon —116
(Garciarrubio et al. EMBO J., submitted for publication); this,
together with the fact that this mutation generates a stronQEr
promoter supports the conclusion that the glnApl promoter,.
indicated in Fig. 3, is physiologically functional. Redently,l

McCarter et al, . (23) have reported the. charagterlzatlon Df ‘a

mutatlon that lies in the- promoternregulatorv reglon

of the ‘glna -

gene’mf ‘S. thyphimuriun:: Some of thESE'mutatlons Dresent

characteristics similar to gln-76, since they'appear to increase
the glnApl efficiency without ellmlnatlng the repre551on control
by the ainG product. The authors suggest that these mutations

idie in the ¢lrnA upstream promoter,

Whether the regulation of ginaApl by the ginG product in gin-76
cells is exactly the same as in=wild.type_cells cannot be
COhCTHﬁéﬁ:atnfx%ﬁBmt. Tt h=2z-beon proposed that a sequence that
is conserved in-the_gigé as well as in the glnl control regions
cofres?onds’tc the recbgnition site for the glnG product
(34, 35 Garciarrubio et al. . EMBO J. submitted for publication).
In the E.coli alnA control region this 1% bp sequence has been
found twice as a palindromic sequence and overlapped with the
upstream promoter (see Fig. 3}. Thé'gln~76 mutation does not
lie within either of the two presumptive recognition sites for
the glnG product; rather, the mutation occurred in between

these two (Fig. 3). Even if the definition of the operator at--
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glnApl deserves further.attention,.several.data indicate. that
the repression at glnaApl by'the-gggg:productrin a strain .
carrying the gln-76 mutation is qualitatively normal. Osorio
et al. (29) have shown that the glnG product ih gln-76 cells
is still able to exert its positive as well as its negative
effects on glnA expression. This is in agreement with data
from Northern analysis which shows that in gln-76 cells, as
in wild type cells, transcription from glnApl is strongerly
repressed under nitrogen- llmltatlon than under- nltrogen ‘excess. ;
Furthermore from this analysis it can be. concluded that . the:
repression by the glnG product on gin-76pl is still very

efficient. (Garciarrubio et al. EMBO J.; submitted for

publication}.
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DISCUSION

En esta seccidn, me gustarfa abordar algunos aspectos
importantes directamente relaciconados con este trabajo para
finalizar con la integracidh de estos resultados con los

obtenidos tanto por nuestro grupo como por otros.

lLlos datos obtenidos a partir de la secuencia nucleotidica de la
regidn de glnA, as{ como por la caracterizacion genéfica de la
mutante gln-76, sugerfan la existencia de méds de un promotor.
Fsto fue corroborado con la identificacidn de los sitios de
iniciacidn de la transcripcidn en la cepa silvestre. EI andlisis
molecular de la regidn de glnA conteniendo la mutacion gln-76,
reveld que esta mutanté contenfa un solo cambio que se encontraba
-150 pb arriba del inicio de la traduccion de glnA. La secuencia
al rededor de esta mutacion semejaba a la secuencia consenso para
prcmotores'65) y el cambio ocurrido en esta mutante en una de las
bases mas conservadas en la region de -10, la acercaba aJn'méé.
Es cada vez mds ciaro que la fuerza intrin-eca de un promotor se
encuentra determinada por las bases mds consefvadas. Sin tomar en
cuenta -+ la intervencion de moléculas requladoras f{activadores y
represoreé), es indudable que las bases mas conservadas
intervienen en la fuerza de un promotor (66). :Utilizando una
fusidﬁ del gene de galactocinésa con la regidh.de control de glnA
proveniente de la cepa silvestre y de la cepa conteniendo la
mutacion gln-76, se éncontr6 un aumento de 10 veces en las
actividades de galactocinasa en la cepa que contenia a la
mutacion gln-76 en ausencia de represion ( ver Tabla 3 en
drtfcu10'anexo). Este experimento apoya fuertemente la idea de

que esta mutante contiene una mutacion “"up" en el promotor.



Existe sin embargo una discrepancia entre las actividades de

galactocinasa de las cepas conteniendo la region de control
silvestre y mutada.con las actividades de GS de tas mismas, ya
gue en el primr caso la diferencia es de aproximadamente 10 veces
en'tantb que en el segundo eé de_40 veces. Esto puede ser
explicado debido a que la medicion de galactocinasa se 11evs a
cabo en éepas conteniendo las régiones de control en un plésmido
multicopid por lo gque algunos reguladores del sistema, gque se
encuentran. en moqocopia, podrf{an.ser titulados. Sin embargo eétos

datos si hablan sobre-el aumento en la fuerza de un promotor de

glnA (glnAp1) en la cepa MX929,
El hecho de que este promotok este regulado, sugiere fuertemente
que es fisiol&@icamente funcional en la cepa $ilvestre y que no

es un promotor generado durante el aislamiento de la mutante. La

corgenioritacion de 1os sitios de Fniciavion de estamutante

corrobora este hechd,_ya qUe_estos sitios son los mismos que los .
encontrados para la cepa silvestre. No podemos descartar por
completo que esta mutante, ademds de aumentar la fuerza del
promotor afecte la regulacidn de glnA. El efecto que pudiera
tener, sin embargo es minimo,'ya que su regulacidn es
practicamente normal con respecto a la disponibilidad de
nitrégeno.Esto es, {(ue eﬂ grado de represi&h en esta mutante es
igual al observado para las cepas silvestres. La caracterizacion

de esta mutante ha contribufdo en la identificacidn del promotor

-lejano de glnA vy, ademé&, al andlisis de los transcritos de esta

region debido a la elevada transcripcion a partir del promotor

conteniendo la mutacion gln-76 (59}.



Recientemente, tanto para la cianobacteria Anabaena (67)

COmo como para K.pneumoniae {(63), se demostro que glnA también

puede ser transcrito de diferentes promotores { dos para

Klebsiella y cuatro para Anabaena). Algunos aspectos tanto de su

regulaciﬁn'como de las caracter{sticas fisicas de los tres

_sistemas son semejantes. Asi por ejemplo, uno de los promotores

. ’,
de glnA, en los tres organismos, presenta homologia con un
promotor tipico de E.coli.
Existen una serie de aspecios importdntes que me gustarfa

discutir sobre cada uno de los promotores de glnA en E. coli y

hacer algunas comparaciones de ellos con los datos obtenidos para

Klebsiella y Anabaena.

glnApf

El analisis de los transpritbs_en diferentes fondos
genéﬁicos demostrd que la transcripcidn de glnAp1 es reprimida
por NRI. Estudios de nuestro grUpolbasadbs en la comparacidn de
la secuencia nucleoti{dica de la region de glpA y la de glnl,
fevelaron la existencia de una secuencia comun de 19 pb. Ya que
tanto glﬁﬂgf como glntp son promotores reprimidos por NRI, se ha
phopuesto que eéta sea Ia_secpencia reconoccida por NRI para
reprimir (operador). Cabe mencionar que para el casc Ee Qigﬁ esta
secuencia.se encuentra repetida'eh forma palihdrdmica,

sobrepuesta a glnApt, y que la mutacidn gln-76 no modifica

_ningdna'de ellas, sino que se localiza entre ambas. Este

resultado juntoc con los datos fisiolégicos_provenientes tanto del
anfliéis, tanto de los transcritos como de las actividades de GS
de esta mutante nos hacen suponer que la regulaci&h de la

expresion de glnA en ella es muy semejante a la de la silvestre.
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Como se menciond anteriormente, glnApi es un promotor que se
asemeja a la secuencia de un promofor consenso en E.coli, ¥y
sabemos que aumenta su fuerza a medida que se acerca a esfa
secuencia, como lo demuestra.la mutante gln-76. Basados en datos
teJricos (Mc Clure et al. 66) sobre la semejanza de este promotor
con el promotor consenso. Y por extrapolacién a partir de las

actividades de G5, como de las actividades de galactocinasa

glnApi puede ser- catalogado como-un-promotor muy: debil e} cual

probablemente requiera de un- actlvador para promoveer
transcrlpC1on Para poder tener este dato serfa necesarioc hacer

estudios 'de transcripcion in vitro (68).

Aunque por el momento nc sabemos con exactitud cual o cuales son
las congfciones metaboiicas -en las guereyite-promotor adquiere
Impertancia, si sabemos que la ftranscripcion proveniente de
gin&pi es suficiente para que una cepa pueda crecer en ausencia

de glutamina, aunque no para elevar la sintesis de los genes del

sistema Ntr, este serfa el caso de una cépa_glnG . A este

reépecto algo se puede especular. Pérece no ser fortuito que
glnAp? sea reprimido per NRI , por lo gue pensamos que este
promotor debe ser importante para obtener una regulaciﬁh
balanceada del operon glnALG en ciertas condiciones de

crecimiento.

A este respecto, es interesante hacer notar que al comparar la

secuencia alrededor de glnAp1 de E. coli con la de Klebsiella
(63), no se encuentra homologfa entre los dos promotores, a pesar

- Ld - - L
de que como mencione los dos promotores propuestos se asemejan a
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“E.coli NRT funcione como tetramero en su forma represor

-

¥ . ¥ : .’
la secuencia consenso para los promotores de E. coli. Tambien el

sitio de iniciacidn encontrado para ambos promotores es

diferente. Si bien lo anterior parece indicar que este promotor

no se encuentra conservado evolutivamente, por lo menos para
. ) . . . o,
estas dos bacterias, ambos promotores guardan una regulacian

semejante, ya que son reprimidos por NRI en las mismas

s . ’o, . . ! . -
condiciones metabolicas (limitacion de amonio). En Klebsiella a
diferencia de E.coli, sclamente se encuentra una secuencia de 19

pb (aquella propuesta como el sitio de operador para NRI) .

sobrepuesta a glnApl. Este-hecho podrfa sugerir que el -mecanismo. ..

de represidn para ambos casos pudiera ser diferente aungie por el

momento no tenemos ninguna evidencia de ellc.Se ha reportado que
. o : ;o
NRI purificado se encuentra como dimero, esto esta de acuerdo con

3 - a ’ = I
el hecho de que existe una secuencia simetrica contenida en el

-.5itio..operador de glnApl y alnlp. Qui@és.gn el caso de ginA de

Existe una secuencia homologa al sitio de unidn de CAP—ANPc.hacia
arriba de glnAp1. Datos de Reitzer et al. (62) sugieren gue este
promotor para funéionar necesita ‘de ser.activado por este
complejo. Por otro lado, datos de nuestro laboratorid demuestran
que la t?anscripci&n a partir de este promotor aumenta a medida
que la relacidn carbono/nitrdgeno disminuye.sin embargo, la
regulaci&n en este sistema requiere de un estudio mds detallado.

En ausencia de represor (cepa glnG ) glinA es transcrito

inicamente a partir de glnAp! a pesar de que la fuente carbonada
sea glucosa y que por lo tanto exista represi&n catab&lica; esto
parece indicar gue en presencia_de esta fuente, existe la

cantidad suficiente de CAP-AMPc para activar a glnApl y



Fizura &. Comparacién de la regién donde se localiza glnAp1 del .gene glnA

de E. coli y K. aerogenes

E. coli -35 . | -10
- 2, < .
tAACATGGTGCTTﬁHTGﬂTT(CAHTGAAGCACTATATTGGTGCAAT

"TTGC Aq
EAQ@IGGTTGTACCACGAATtACAmgg :5 CTTCGTGATATAACCACGTT~

. derogenes _35 ' _10

K
TTGCACCAAATANETG”tEjATGTTCACACAAAF%CchﬂT ‘fpeTGCAA
AACGTGGTTTATTCAL _QGITTACAAGFGTGTTTQCGT [Iﬁ__gkCAcsrT

Las flechas indican et 17mero propuésto como el sitio operador para NRI.
En el caso de E.coli, esta secuencia $é encUentra en forma palindrémica.

tas cajas indican las regiones -10 y -35 de los p031b1es promotores (glnAp1}

o




transcribir a glnA en cantidades spficientes para no requerir
glutamina ex&éena. La Unica condicion descrita hasta el momento
en que la transcripcign de glﬂ£ pr0viehe de glgﬂp1'es crecimiento
en medio Luria suplementado con glutamina. En estas conﬂiciones
la cantidad de GS es sumamente baja (Tabla 5), semejante a la
encontrada en cepas glnG crecidas en medio minimo -NH, -glucosa.
Debido a que éste es un medio complejo es muy diffcil de concluir
sobre Ios posibles efectores que régulan glnApl. Esto hace
necesario el encontrar alguna otra condicidn en la que solo se - -
exprese glnAp1. La caracterizacidn de mutantes puntuales eﬁ”ééte i

promotor podria dar luz a este respecto.

Es interesante, el hecho de que glnApt responda a un regulador
del metabolismo de carbono, ya que esto indica que la sintesis de |
GS es-maprz-de=respondorea- esdaundipo dawmataboldsmo comoiééthbfa'

sugerido a-partir de los datos fisioldgicos y bioquimicos (17).

qlnAp?

]

Es claro que este promotor responde a !a disponibilidad de
nitrégeno en la célula, a traveés de los productos de de glnG y
glﬁf, proporcionando el mayor porcentaje de'tfanscripciéh_del
operch en las condiciones! tanto de exceso como de limitacidn de -

nitré@eno hasta ahora probadas. La falta de NRI provoca que la

. £l - - a I i »
- transcripcion a partir de glnAp2 se anule, no asi por la ausencia

del producto de glnF, ya que en este caso existe transcripcion

aunque minima (61).
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A partir de la determinacion del sitio de iniciacion de la
transcripcidn (72), fue localizado un posible promotor por

semejanza con la secuencia consenso para promotores de E. coli

.(Tabla 3, artfculo anexo). Sin embargo el analisis de un mayor

nimero de genes regulados positivamente por Ios'productos de gqlnG

y glnF ( en Klebsiella ¥y Anabaena) ha revelado la existencia de

una secuencia altamente conservada entre ellos, que se encuentra:
cercana al inicio de la transcripci&h y diferente a la mostrada
en Ia Figura 3 del artlculo anexo. A partlr de estos resultados
se ‘propuso gue esta secuencia :se encontrara 1nv01ucrada en-el '
reconocimiento de la RNA polimerasa, aungue no se asemeja a la-
secuencia consenso de E. coli. Dado estos resultados se ha
Ilegado a proponer un promotor consenso phra todos aguellos genes

requlades por los productos de glnF y glnG, as{ como de aqguellos

regulados por los productos de qlnF'y’NifA. Mutaéiunﬁs en esta
secuencia, provecan un decremento substancial en la-aetividad de
estos promotores (69). Aunque 1os promotores conteniendo esta
secuencia consenso han sido llamades promotores.tipo.”Nif“, lo
considero inadecuado, ya que esto es extensivo a otros genes no
invqlucrados en el sistema Nif; por esta razon propongo que, 55
de alguna manera hay que liamarlos, denominarlos tipo Ntr. Una
secuencia parecida se encuenira cerca del sitio de'iniqio_de T2
en E.coli como se.puede ver en la Figura 3, artfculo aJexo. Esta

secuencia es 100% homdloga a la reportéda para Klebsiella,

tambien el sitio de iniciacion en ambos casos es semejante. A

diferencia de glnAp?t, glnAp2 parece estar altamente conservado en

estas dos bacterias.
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También por homologfa con genes activados por NRI o nifA y el
producto del glnF, se encontrg una secuencia heptamérica que ha
sido propuesta como el sitio de unidn de NRI en su forma de
activador. Esta secuencia se encuentra en E.coli alrededor de 70
pb. arriba del sitio de inicio de la transcripcién de T2 y en una
posicidn equivalente para Klebsiella. Es posible que NRI pueda

. .
interaccionar con dos diferentes lugares en la region de control

. de glnA, dependiendo de su conformacidn {activador o represor),

ya .sea.con esta secuencia o bien .con-el 19 merc propuesto por:

Rocha:et-al. Existen datos contradictorios -a este respecto;:en:'

Klebsiella, deleciones que dejan solo 35 pb arriba del sitio de

inicio de T2 son capaces de promover transcripcicn, estos datos
B 3 # -
sugieren que la presencia de este heptamero no es escencial para

. . . .’
activar glnAp2 aunque podrfa incrementar su transcripcion.

Es necesario decir,_que aunque este dato es muy interesante, no
es facilmente extfapolable en E.coli, pues la activacion de
ginAp? requiere, a diferencia de E.coli, del producto de glni.
Esto indica que existen diferencias en la regulacidh de ambos
sistemas. Asi Mismo, datos-de nueétro grupo demuestran que en la
region regulatoria de glgﬁ dé E. coli, 5010 un fragmento de_
restriccion es capaz de unir a NRI. Este fragmento contiene

, -
unicamente el 19 mero propuesto como represor.

La poca homologfa de los promotores tipo "Ntr“'con Ia secuencia
de un promotor consenso de E.coli, junto con la posibilidad de
gue el producto de glnF funcione como un factor sigma (70,

Merrick et al.) sugiere la posibilidad de que estos promotores



sean reconcocidos por una RNA polimerasa diferente a la descrita
para E. coli. La substitucion de este factor sigma permitirfa que

esta enzima reconociera otro tipo de secuencias como promotor.

Apegﬁndonos a la definicidn cldsica de activador, glnF al ser
parte de la RNA polimerasa dejarfa de serlo y podria definirse
como un modulador de la especificidad de esta enzima. La

posibilidad de reconocer diferentes senales regulﬁtqrias por

modificar-ajla RNA-polimerasa'es'unﬂaspecﬁo-que.aunqueuhabﬁaﬁbiddfr-'

propuesto, es nuevo para genes ‘involucrados en.el metabelismo=de.- -

E.coli.: .. La existencia de subunidades # diferentes como un

mecanismo par responder a diferentes condiciones del medio ha
sido descrito para el caso de genes que responden a calor en E.
coli (71), y para genes involucrados en la diferenciacion de

Basillus subtilis (72).

Es curicso qhe si el pfoducto:de glﬂf.intéracciona'con la RNA
polimerasa promoviéndo la transcripcicn de. genes especificos bajo
condiciones matabdlicas cafacterfsticas {disponibilidad de
nitrdgeno en el medio), sea transcrito constitutivamente en la
célula (31). Esto sugiere que existe aigun modulador que trasmita

la “senalt de transcripci&n:para'estos'genesﬂ Al parecer NRI es

" un modulador indispensable de la activacion sobre glnAp2.



MAS DATOS EN LA DISCUSION; UNA MUTANTE MAS.

Quisiera discutir algunos datos intéresantes obtenidos a
partir de Ia segunda mutante reportada en este.trabajo. Como se
mencion5 esta mutante parece anular la transcripcion a partir de
glnAp1, todos los resultados obtenidos hasta ahora lo apoyan
fuertemente. Como el hecho de que en condiciones de alta
represidn de 65, en las que se ha descrito que glnA se transcribe

a partir de glnAp1, como es el caso de Luria-glutamina, no se

'ngIEEtﬁﬂﬁ@ctﬁvidades~deJGSsen.la:cepa:que*contﬁenerestaimutaciéﬁ;;?

y,;0ueaen=cghdiciones de exceso;de-nitrégeno,'las:actividadasgdeﬁg_f

GS encontrdggs en la cepa.mutante sean semejantes a la cepa
Sflvestre | |

Sin embargq éxisten varias posibilidades para anular la
transcripcion de glnApt:

a) Una mutacidn que anule el promotor al alejarlo dél consenso.

b} Si és'que CAP—AMFC realmente es indispensable para que glnApt
funcione, mutaciones en esta secuencia tambien anularfah la
transcripcidn.

c) Una Gltima opcidn es que se hubiera formado un terminador due
impidiera'que 1a transcripcidn de glnAp1 continuara. Esté dltima
posibilidad 1la conc1dero remota ya, que con un soIo cambio de
bases resulta dificil crear una estructura como un terminador en ~
la secuencia de la region de control de glnA. Para discernir
entre las dos priméras posibilidades, serd necesario la

. Y
secuenciacion de esta mutante.

Un dato que me gustarfa discutir mds ampliamente, es el hecho de
gue en esta mutante, los niveles de GS en condiciones de

Y . .
activacion, son menores que los de la cepa silvestre, como lo



muestra la Tabla 5. Sabemos que en limitacidn de nitrdgenoc
(condiciones de activacidn) la transcripcidn de glnA proviene
dnicamente de glnAp2 por lo que el anular glnApi no debiera de
afectar las actividades de GS en esta condicidn. Este.resultado
podrfa ser explicado si pensamos gue el sitio de unidn de NRI;
tanto para reprimir como para activar glnA, fuera el mismo. Dado
que el sitio de reconocimieﬁto de NRI esta sobrepuesto a glnApi,
seria posible afectar con una sola mutacidn, tanto glnApt como la
activacidn spbre glnAp2. Esto se ve apoyédo por el aislamiento de -
huténtés_afectadés en.ia_activacién,”en_doﬁﬁéﬁla alteh&c{ﬁhﬁf e
ocurre hasta -136 pb arriba'del'inicio'de:Ié{tfanscriptién; en-el.
caso de genes activados por los productos de glnF y NifA. Sin
embargo, existen mutantes reportadas en las cuales el sitio
operador de NRI es mutado y'la activacidn de 6S es normal,
iﬂdicaﬂdgwﬂ%eﬂlﬂs.Si&iﬂﬂ-ﬁe:rﬂﬂﬁﬂﬁiéﬂwyrﬂﬁii&ﬁﬁ&éﬂ-SOﬂ diferentes

(58).

Por Ultimo, quisiera enunciar el modelo mids reciente
propuesto porznuestro grupo de la regulacidh de la ekpresiﬁn de
los tres genes del.operﬁn (Figura 6) que pretende integrar Ilos

datos hasta ahora obtenidos.

Como ha sido mencionado ya-en 1a introduéciJn'en condiciones de
limitacidn de nitrdgeno los niveles de glutamina serfan bajos.
Ya que la glutamina, junto con el 2-oxoglutarato son efectores
dél sistema (17), con la disminucidn de este metabolito los

productos de glnF y glnG activarfan la transcripci&h proveniente

de glnAp2. La mayor parte de esta transcripcidn termina en el

 terminador localizado al final de glnA [aproximadamenté 90%);_31



resto procederfa hasta el final del operdh, el gene glnG es
transcrito en estas condiciones en niveles suficientes para
mantener la activacidn sobre glnAp? y de los genes del sistema
Ntr. El producto de glnF interaccionar{a COn!la RNA polimerasa
permitiendo el reconocimiento de glnAp2. EI pfﬁducto del gene
glnl no ejerce su efecto de antiactivacidn, probablementé por
encontrarse en un estado incapaz de realizar esta funcidn al no
recivir la "sefal" de exceso de nitrdgenc transmitida por la
protelna P en su estado uridilado. Los. promotores glnApl. y

11 _
glan en estas cond1c1ones son fuertemete reprimidos. por. NRI.;‘

En condiciones de exceso de nitrdgeno, la concentracién de
glutamina aumenta, este incremento disminuye la relacion

2-oxoglutarato/glutamina con la consecuente desuridilacidn de-

Pen . Bajo.esta.forma PIimy;el producto-de .glnl son capaces de

"

Taiil factivary por lo tanio provocar una disminucion de la -

[l

ranscripcidn nroveniente de glnAp2 U_Dedeo-a.esto, la
concentracidﬁ de.NRI disminuye la represidh que esté molecula
ejercta subre glnAp! y glnlp también disminuye. En estas
condiciones glnG es transcrito preferencialmente a partir de
glnip. Por dltimo, cuando la relacidn existente entre C/N

disminuye, debido a la presencia de una mala fuente de carbono, ¥

- glutamina como fuente de nitrdgeno, ésta es acumulada y por lo

tanto la activacidn de glnAp? esta dismfnufda. Al mismo tiempo,
la transcripcidn de glnAp!1 aumenta ya que su represi&h es
liberada ¥y quizés porgque CAP-AMPc sean activadores de este

promotor como 1o propone Reitzer y Magasamik (62 ).
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Aun quedan muchas preguntas por responder a este respecto, pero
. . F s .

es interesante el que la expresion de este operon involucre a

reguladores del metabolismo nitrogenado y carbonado.

Hasta aqui he discutido las condiciones metabdlicas QUe han sido

mas estudiadas, indudablemente existen una serie de condiciones
rd

que queden aun por estudiar y que muy probablemente nos amplfen

x . . - -
mds el conocimiento sobre la regulacidn de el bien llamado operon

complejo glnALG.



Figura 6. Modelo de regulaci&n de la expresidh del operﬁn glnALG.
las lineas delgadas indican el DNA del operon y las barras o

lineas con flecha los transcrites del mismo. Las cajas vacias

‘corresponden a los promotores glnApt ¥ glnAp2 (Pyy

P2 respectivamente). La caja con 1{neas diagonales representa el
sitio de reconocimiento de CAP-AMPc. El terminador de glnA se
indica por tA. ios niveles de los transcritos se representan,
para los transcritos indicados en glnA por lo intenso del
sombreado de la.barra, ¥y para 1othranscritos iniciados.en glnml. =
por . la anchura de la barra. Los simbolos son:-CTsiglucosarcomaﬁﬁ.;fﬂy
fuente de carbono, Ci= fuente pobre de carbono,'NT='amonioz15-mM":
como fuente de nitrégeno, Ny= amonio 5 mM como fuente limitante

de nitrﬁgeno, Gln= glutamina, {-)=represicon, (+)= activacion y

(£)= antiactivacidn.
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