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" PREFACIO

- Dentro del contexto del metabolismo nitrogehddo
en enterobacterias, los esfuerzos de huestro laborato--

rio se han dirigido al esclarecimiento de al apasionan-

te regulécién del operﬁn'gigHLG de Escherichia coli. Eg
ta tesis representa una peqﬁeﬁa parte de esos esfuerzos.
El trabajo. gue se presentari trata de la transcripcién
del primer_gen_de-dichb_pperﬁn{ glnA, el cual codifica
para la enzima glutamino sintetasa (¢S). Esta enzima =
cataliza la ﬁhicé-reaccién por la cual se puede sinteti

zar el aminodcido glutamina en E.coli

Como se veri m3s claramente en la "Introduccidn",

la importancia de la reaacidn catalizada por GS hace --
gque Esta enzima esté barrocamente regqulada tanto en su

actividad por mol&cula como en su misma sintesis.

- La presente tesis incluye cinco secciones ade--

mds de esta. La "Introduccidn" transcrita aqui directa

mente de la ;esis doctoral de mi tutora, Alejandra Cova
rrubias, es una excelente descripcidn de las caracterig
ticas estructurales y funcionales de los sistemas de re
gulacidn de GS tal y com¢o se conocian en la &poca en =--

gque iniciamos el trabajo aqui presentado.

En la seccidén de "Antecedentes" se hace una re-
capitulacifn de aquella informacidn mis directamente re
lacionada con el trabajo de ésta tesis. Alli se comen-

tan también algqunas de las virtudes y defecteos de la me
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todologia empleada.

La secciﬁn.de;“Resultados" es en realidad un ar
ticulo generado en nuestro laboratorio. Como tal, es -
el resultado del_trabajp de vaxios y no de una sola per
sona, En nuestro g;upo.nadie respeta los proyectos de
los demids; continuamente unos y otros insisten en suge-

rir experimentes, en, aportar otras interpretaciones y -

en brindar tedo tipo de ayudas y colaboraciones. Asi -

- es que_"Resulfados" lo hize "Fuenteovejuna"; solo puedo

-

decir que tambié&n yo participé.

‘. Entre las aportaciones novedosas del articulo -
incluido, cabe mencionar las siguientes:

a) Demostracidn de la existencia de des promoto

res para el gen glnA {PglnA{ ¥y PglnAj, y localizacibn de

‘los mismos.

b) Un andlisis de la forma en la que estos pro-
motores respenden a cambios en el médio; el cual permji
tid concluir gque, conforme la disponibilidad del nitré-
geno disﬁinﬁye respectb a la del carbono, la expresidn

a partir del promotor cercanc a glnA (PglnAs} aumenta -

mientras gque aguella a, partir del promotor lejane - =~

(PglnA1) disminuve.

"

¢) Un anslisis del papel regulador de tres pro-

teinas (losg productos de los_genes glnF;'gInG y glnL, -

‘ampliamente descritos en la "Introduccida" y otras sec-

ciones), cuvas funciones habian sido definidas a partir

de sus efectos sobre la sintesis de GS, pero cuyos pape

-
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les en este articulo se- -consideran analizando sus efec-
tos sobre la transcripcidn . a partir de los dos promoto-
res de glnA. Este andlisis condujo a las siguientes --

conclusicones:’

I) Los productes de los genes glnF y glnG se -
requieren para inducir al promotor PglnRs. En particu-

lar, este prometor no da origen a una transcripcidn de-

. tectable en,ausengjagdelnproducto_de“glnG.(también"cdng

cido como NRq).
. I1I) El produecto de glal parece antiactivar 'la -
expresidn a partir de PglnAs. En ausencia de este pro-

ducto la expresidn a partir de Pglnhg permanece induci-

da por los productos de glnF y glnG en condiciones de -
exceso de nitfégeno,;contrafiamente a lo gue sucede en
ﬂna cepé silvestre.

;,;IIIJZ-Elaproductomde;gigg reprime la transcrip- -
ciﬁn a partir del promotor Pgi£§1. Tal repreéian es ma
yor en condiciones de limitacidn de nitr&geno. Esto es

opuesto a lo dque antes se-habia supuesto: . gue el pro--

ducto de glnG tenia un efecto represor sobre la expre--

sidn de glnA en condiciones de exceso de nitr8geno.
d} Un anflisis muy preliminar de los efectos de

una mala fuente de carbono sobré la expresidn a partir

de los'dos prombtores de-ginh. De éste surgen dos datos,

.interesantes. El primero es que, en condiciones de. exce

so de nitrdgeno y limitacidn de carbono la proporcidn -
de las expresiones .de PglnA,; y PglnA, estd notablemente

aumentada; ‘lo suficiente como para hacer gue la trans-—--




cripcifn iniciada en PglnA¢ tenga un papel significativo

en la sintesis de 68, El1 segundo dato
gue, en una.cepa glnF~, la expresidn a
promotores se.aumenta_dréspicamente en
no y limitacibén de carbono.  Este déto

integrar con nuestra concepcidn actual

interesante es --
partir de.ambos'%
exceso de.ﬂitrégg
es muy difiecil de

de la regulacidn

de glnA, sin embargo, indica claramente que puede haber

una-expresidn- importante a partir de PglnAy en ausehcia

del producto de glanF, la cual en ningfin caso se observa

en la ausencia del producto'de'qInG.

A la seccidn de "Resultados" le sigue una de - --

"piscusidn®. En esta seccibdn or un lado, se tratarid -
r r

de eliminar, mediante_ciertos argumentos de 1égica, algg

nas de las interpretaciones a nuestros

datos qgue conside

ramos .errdneas. y,. por otro lado, se ampliaran algunas de

las conclusiones y elucubraciones presentadas en la dis-

cusidn incluida en el articulo.
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INTRODUCCICON

 Todo organismo vivo requiere para crecer de asimilar nitré-
geno en macromoléculas; Los micpoorganismes usan una gran varie-
dad de compuestos nitrogénados como fuentés de nitrdgeno celular.
Dentro de estos ltimos existe una amplia gama que comp:ende desde
compuestos inorgénicds tales como nitrdgeno gaseoso, nitrato, ni-
tritos y amonio hasta compuestos orgdnicos tales como histidina,
prolina y arginina. Todos estos compuestos pueden ser modifica-
dos enzimaticamente para dar amonio y glutamato.

‘Las vias por las cuales se metaboliza el nitrdgeno se pueden
dividir en dos clasesi a) una via asimilatoria, necesaria para su
utilizacidn a partir de compuestos disponibles en el medio, y b)
una via biosintética la cual da lugar a los compuestos que contie-
hen cnitrégeno; Cada organismo presenta algunos pasos caracteris-
ticos en cada una de estas viasj sin embafgo, algo que pareée ser
comin es que 1los intermediarios celuléres claves en la biosintesis
de compuestoé nitrogenados son glutamina, glutamato y aspartato.
Los dltimos dos son los compuestos iniciales de las rutas de bio-
sfntesis de varios aminodcidos y, también funcionan como donadores
del grupo amino en muchas reacciones. Glutamina es probablemente
el compuesto sencillo mds importanté de la cé}ula, ya gue su grupo
amido es utilizado como fuente de nitrdgeno en la biosintesis de
varios aminoécidog, de purinas y pirimidinas, de glugosamina-6-F,
de dcido para-aminobenzoico, NAD, carbamil~P, etc, (Ver Figura 1)

(1).
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FIGURA 1.

Rutas de asimilacidn de amonio para la sintesis de
glutamina y glutamato.
En esta figura se muestran las vias de sintesis de glu
tamina y glutamato, asi como algunos de los compuestos
en los que participa el nitrdégeno del grupo amido de
1a glutamina. Los nitrdgenos mds obscuros son agusi-
llos que derivan del grupo amido de la glutamina.
GS: Glutamina sintetasa, GDH: Glutamato deshidrogenasa,

GOGAT: Clutamato sintasa, TA: Transaminasa.
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Glutamina, glutamato y aspartato son compuestos facilmente

interconvertibles a través de las siguientes reacciones:

GS

* + ATP ——» GLUTAMINA + ADP + Pi

1. GLUTAMATO + NH4

: ' GOGAT '
2. CLUTAMINA + 2-CETOGLUTARATO + NADPH ————3% 2 GLUTAMATO +

+ NADP

TRANSAMINASA
3 GLUTAMATO + OXALOACETATO - - * ASPARTATO + 2-CETOGLU-

TARATO.

Todas las enzimas gue catalizan estas reacciones, asi como la
glutamato deshidrogenasa (L-glutamatos: NADP+ oxido.reductasa, EC
1;4.1.4) (GDH) (ver aBajo), se encuentran en todos los microorga-
nismos capaces de crecer en amonico como dnica fuente de nitrdégeno.

La reaccidn 1 es llevada a cabo por 1la enzima glutamine sinte-
tasa (L~glutamato: amonio ligasa, EC 6.3.1.2) (CS) vy resulka ser
1a ¥nica via de sintesis para glutamina. La utilizacidén del amom
nio asimilado depende de la actividad dé la glutamato sintasa (L-
glutamatos: NADP' oxidoreductasa, EC 1.4.1.3) (GOGAT) 1la cual ca-
taliza la reaccidén 2. Las reacciones catalizadas por estas des
enzimas, GS vy GOGAT;'dan rcomo resultado la sintesis neta de gluta-
mato a partir de 2-cetoglutarato, proporcionado por la fuente de
carbono del medio, y de amonio, con un gasto simultdneo de una mo-
lécula deé ATP. En condiciones de crecimiento en las cuales la

goilcentracidn de amonio presente en el medioc es menor que 0.1mM,
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o bien, cuéndo el amonio deriva por via enzimdtica de otras fuen-
tes de nitrdgeno, las tres reacciones antes mencionadasg son las

que permiten la asimilacidn del amonio (2,3). Es en estas condie
ciones éuando GS es la enzima mas importante en la captacién del
amonio del medioc v, por lo tanto, resulta de una importancia sin—
gular, ya que se encarga de acop;ar los procesos catabdlicas por

1o que se producen amonio y 2—cetoglutaréto con las vias biosinté-
ticas que llevan a la formacidn de proteinas, &cidos nucleicos, po-
lisacdridos complejos y algunas vitaminas (Ver figura 1). En al-

gunos organismos como Bacillus subtilis, las reacciones 1 y 2

constituyen la dnica via para la utilizacién del amonio (4). O-
tros organismos, tales como las enterobacterias, pueden utilizar
el amonio para la sintesis de glutamato a través de la enzima glu-

tamato deshidrogenasa {GDH):

2~ CETBGLUTARATO + NADPH + NH,® ~————— GLUTAMATO + NADP
Esta enzima tiene un Km relativamente alto, del orden de 1mM, tan-
to para 2-cetoglutarato como.para amonio, lo cual sugiere que pa-
ra aquellas células creciendo en condiciones de limitacidn de niz’
trégenq, esta enzima resulta relativamente énefectiva; de ahi que
esta seacaidn.sea dtil sdlo cuando la concentracidn de amoni@ en

el medio es por lo menos 0.1mM (3,5). Consecuentenente, mutantes

de enterobacterias que carecen de GOGAT no crecen cuando se les

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

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



La interconversidn entre glutamato y aspartato es llevada a
cabo por varias aminotransferasas (readcién 3), de ahi que un de-
fecto genético gue soclamente afecte a una amimoﬁransferasa ho re-
sulta en requerimiento por aspartato (7); ,

| En enterobacterias, la importancia de la funcidn de GS se re-
fleja en la manera eﬁ cémq responden, tanto los niveles de dsta
enzima como su actividad, a la fuente de nitrégeno en el medio de
crecimiente. Aquellas c€lulas gque crecen en un medio donde el cre-
cimiento estd siendo limitado por la calidad de la fuente de car-
bono, y que contiene amonio ¥y glutamina, no requieren de GS., En

estas células la concentracidn de €sta enzima puede ser extrema-

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

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

fuente limitante de nitrdgeno con una buena fuente de carbono re-
sulta en un aumento de aproximadamente 100 veces en la concentra-
¢idn de GS y toda la enzima se encuentra en la forma capaz de sin-
tetizar glutamina (8).

Las gnzimas que se requieren para la conversién de una fuen-
te potencial de nitrdgeno a amonio sdélo pueden llevar a cabo su
funcidn cuando hay suficiente GS activa disponible para asimilar
el amonioc que dstas proporcibnan. Esto hace pensar en gue la cé-
Jula pasea un mecanismo gue ﬁegule 1a-s{htesis'de G5 ¥y de las en-

0 » » Fd rd [) -,
Zlmas que proporcionan amonio, de tal manera que é€stas ultimas soO-

lo se produzcan cuando en las células exista suficiente GS. DE_hEe

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

Durante la introduccidn de ésta tesis me limitar€ a tratar
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el sistema de regudacidn de GS, as{ como su relacidn con la sinte-
sis de las enzimas encargadas de proporcionar amonio &n enterobac-

terias.
BIOQUIMICA DE GS

Como se indicd anteriormente;_GS cataliza la produccidn de
glutamina, dependiente de ATP, a partir de amonib y glutamato.
ILa enzima tiene un peso molecular de 600 000 d vy contiene doce sub-
unidades idénticas, las cﬁales se arreglan en dos unidades hexago-
nales. Se ha observado que los cationesﬁdivalentés Mg++ o Mn++ se
requieren para estabilizarla (9). Estudios de Stadman y Ginsburg,
v Holzer et al. {(1,10) demuestran gque 1la actividad catalftica de
GS se regula por tres mecanismos (i) 1la interconversidn de una *
forma relajada (inaCtiva) y una forma taut {activa) en respuesta
a la variacién en la concentracidn de cationes divaientes;_ii)'in-

~hibicidn por retroalimentacidén ejercida por varios productos fi-

nales del metabolismo de glutamina y iii) alteracidén covalente de

la enzima por la adenilacidn reveréible de un residuo tirosilo en
cada subunidad la cual es catalizada por la enzima adenil-transfe-
rasa (Atasa). La mdxima actividad biosintética se obtiene cuando
se encuentra completamente desadenilada (Eo) y disminuye conforme
el grado de adenilacidn aumenta. Sin embargo, la enzima completa-— ~
mente adenilada (Elz) gue es biosintéticamente inactiva, ain es
capaz de transferir el residuo glutamil de la glutamina a hidrexil—

24

amina en presencia de ADP y Mn“ (actividad de transferasa). A un
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cierﬁo valor de pH, caractefistico'de cada GS, tanto la enzima a-
denilada como la no adenilada tienen la misma actividad de trans-
ferasa y cuando ésta se mide en ﬁresencia de Mg2+, sdlo es activa kx
enzima no adenilada. De &sta manera es posible determinar tanto

la actividad total de la enzima como la fraciodn correspondiente

a la enzima no adenilada en células crecidas en d#ferentes condi-
ciones (1,98). Este mecanismo de modificacién covalente de GS pa-
rece haber evolucionado como un sistema de cascada biciclico, muy
complejo. E1 c¢iclo superior involucra la interconversién de la

proteina regulatoria P por medio de un mecanismo ciclico de u-

11?

ridilacidén y desuridilacién de un residuo tirosilo, especifico en
la proteina P,,. E1 ciclo inferiof involuc:% 1a adenilacién v
desadenilacidén Por la accidn de la Atasa, de cada subunidad de GS.
El que estos dos ciilos estén acoplados deriva del hecho de que
PllUMP estimula a ia Atasa para que lleve a cabo la reaccidn da -
desadenilacidn, en tanto que P,, estimula la reaccidén inversa (11,
12} (Figura 2). |

Los pasos de modificacidn en ambos ciclos también se encuen-
tran regulados por un gian nﬁmero de metabolitos, de los cuales la
gintamina y el 2-~cetoglutarato muestran efectos muy notables., Em
el ciclo de adenilacidn, L-glutamina estimula la reaccidn de adeni-
lacidn e_inhibe la de desadenilacidn, en tanto gue 2-cetoglutarato
ejerce-un efecto opuesto sobre estas mismas reacciones (1,9).

Andlisis tedricos de sistemas modelo sugieren gue los siste-

mas de cascada ciclicos poseen propiedades regulatorias extraordi-

narias, de tal manera que la concentracién de numerosos metaboli-
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- FIGURA 2. Sistema de adenilacidn-desadenilacién para Glutamina
sintetasa. - .

El sistema de adenilacidn y desadenilacidn de G5 estsd

representado aqu{ como un modelo de cascada, el cual

consiste de dos ciclos enzimdticos interconvertibles,

muy ligados entre sfi. En un ciclo, LaT6S es continua
o mente adenilada y desadenilada. - En el otro, la protei
» na PII es continuamente uridilada y desuridi;ada. La
— cascada de GS es altamente flexible con respecto a la
LJ : regulacidn por un gran nimero de metabolltos* es capaz
- de dar una enorme s&8al de ampllflcac1on, es capaz de
iJ gobernar la amplitud de la respuesta a un efector alos
térico dado; pudde generar una respuesta de tipo coope
hj rativo al aumento en la concentracidn de effectores a -
- lostéricos (11). + indica estimulacidn Yy = indica -
™ inhibicidn.
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tos es monitoreada continuamente a través de interacciones alosté-
ricas y de sustratos con varias dd las enzimas en la.cascadas pa-
ra el caso especifico de GS, es posible ajustar autométicémente su
actividad especifica para aliviar los requerimientos de la célula
por glutamina (10,11,12).

Pof 10 que se refiere al control por cationes divalentes, a
la fecha no ha sido posible atribuirle un significado fisioldgico,
ya que se carece de informaéién sobre las concentraciones intra-

celulares de los diferentes cationes dévalentes bajo diversas con-

‘diciones metabdlicas y nutricionales.

Otro de los mecanismos reguladores de la actividad de GS que

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

re a inhibicidén por retroalimentacidén. Woolfolk y Stadman (13a,
iBb), después de'probar algo més de 50 compuestos, encdnt?aron que
ila Gs.se iﬁhibfa por CTP, AMP,'glucosamina—G—P, histidina, tripto-
fano, carbamil-P, alanina, glicina y serina. Resulka sighificaQ
tivo que el nitrégenoc del grupo amida de la glutamina se utiliza
directamente en la biosintesis de todos estos inhibidores, excep-
to de alanina, glicina y serina los cuales derivan indirectamente
de glutamina via racciones catalizadas por GS, GOGAT y transamina-
sas. Por lo tanto la inhibicién de GS por esfos metabolitos cons-
tituye un sistema de regulacidén por retroalimentacidn en el cual
cada producto final de una via metabdlica muy ramificada.inhibe la
primera enzima comdn en la ruta. Adn cuaﬁdo glutamato también es
un.prodqcto final del metabolismo de glutamina no es un inhibidor

por retroalimentacidén. Esto parece razonable, ya que glutamato
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también es sustrato para la sintesis de glutamina. Es posible que
la funcidn de alanina y glicina dea el sentir las fluctuacidnes en
la poza de glutamato y, dependiendoldg ésta, inhibir la GS; ya que
estos aminodcidos sé encuentran en un equilibrio dindmico con el
glutamato por las reacciones de transaminacidn. Resulta interesan-
te hacer notar gue la enzima adenilada s8lo es sensible a tripto-
fano, histidina, AMP-o CfP. En experimentos llevados a cabo in
vitro se requieren de concentraciones relativamente altas (1-100mM)
de la mayoria de estos inhibidores para producir un 50% de inhi~-
bicién de la actividad enzimdtica; por 1o tanto, aidn bajo condicio-
nes fisioldgicamente extremas, cada inhibidor sdlo causard una in-

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

‘bidores actdan independientemente uno del otro, ya que la activis

dad fraccional gue se obtiene con cualgquier combinacidn de dos ©
mds inhibidores disminuye dependiendo del nimero de inhibidores
presentes., Asi pues,se puede decir que el efecto de los inhibido-
res es "“acumulativo"”, por lo tanto, cuando varios metabolitos se
encuentran presentes en exceso se produce una inhibicign casi com-

pleta de la actividad de GS (1).
FISIOLOGIA PE LA SINTESIS DE GS

En enterobacterias la disponibilidad de nitrdgenc en el medio
de crecimiento regula no sSio la actividad de GS, sino también su
concentracidn intracelular (ver Tabla.l). El nivel absoluto de es~
ta proteina varia de maneré inversa a 1a.disponibilidad de nitré-

geno de tal manera que la concentracidn mds alta de GS se encuenc
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tra cuando las cé€lulas son cultivadas en ausencia de amonio, o bien
cdn una fuente limitante de nitrdgeno como serian histidina o glu-
tamina (Glutamina se considera una fuente 1imitante de nitrdégeno,
Ya que contrariamente a 10 esperado, la GS se encuentra inducidg.
Se ha preopuesto que éste se debe a.qué la glutamina no se transpor-
ta'eficientemente dentro de la c€lula; sin embargo, se conocen po-
cos datos al respecto). En este caso los niveles de la enzima son
cinco a diez veces mayores que los encontrados en condiciones en
que las células son cultivadas en un medio con exceso de amonio

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

-go, la concentracidn caracteristica de GS en estos medios deficien-

tes de nitrdgeno no refleja su mdxima velocidad diferencial de sin-
tesis. Se ha encontrado que durante el cambio de un medio que con-
tiene glutamina y amdnio y una fuente_pobre-de_carbono {ej.: his-
tidina) a un medioc que contiene gluéosa v una fuente pobre de ni-
trégeno la velocidéd diferencial inicial de sintesis de GS fue de,
aproximadamente, cuatro o cinco veces mds alta que la velocidad
caracteristica del estado de equilibrio en un medio deficiente de
nitrégeno, la cual se mantiene una vez que se ha alcanzado la con-—
centracidn apropiada dé G8& (3,5), Como va se ha mencionado tam-
bién el grado de adenilacidén de la enzima disminuye cuando las cé-
lulas se cultivan en un medio deficiente en amonio. .Como resulta-

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

tacidn y exceso de amonio es de varios cientos de veces (Ver Tabia 1).

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

. ' . : - - »
trados en células crecidas en medios ricos (14, 15), en medio mi-
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nimo con algunas otras fuentes de carbono (8) no resultan sola-
ﬁente de la represidn por amonio, sino que mds bien reflejan la
propofcién entre glutamina y Z-cetoglutarato (8). Existen algu-
nos datos reportados por_Sénio: (17) que éugieren que #1 estado

de adenilacidén de GS en E« coli W refleja la proporcidn intrace-
lular de 2-cetoglutarato y glutamina, como habia sido predicho por
el trabajo de Stadman vy colaboradores (1,3,18). Sin embargo, ca-
ba hacer notar que los datos ' de Senior (17) muestran variaciones
significativas en los niveles intracelularés de G5 bajo condicio-
nes donde no se observan capbios en el estado de’adenilacién de la
enzima. Asi pues, es posible que otros factores diferentes a la
disponibilidad de amonio tales como la fﬁente de carbono, se en-
cuenteen involucrados en la represidn y de derrepresién de GS (1).
En condiciones de cultivo_continuo; los niveles de GS varian de i
manera compleja en funcidén tanto de la disponibilidad de caribono
como de nitrdgeno.  Significativamente, bajo condiciones de limi-
tacidn de carkono, ia sintesis de GS no se encuentra totalmeﬁte
reprimida aﬁh en presencia de concentraciones moderadamente altas

de amonio (1).
GENETICA DEL SISTEMA dln

ginA.. Este gene corresponde al gene estructural para GS. Exis-
ten tres tipos de mutaciones que se han localizado rmuy ligadad a
glnA. la primera glaée'(glnA_) da lugar a un fenotipo Gln vy a la

ausencia aparente del polipéptido correspondiente a GS (3,16,19,20,
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21,22,23). la sequnda clase de ﬁutaciones resulta en la sinte-
sis de altos.niveles de GS, eﬁziméticamente activa (fenotipo

GInC) bajo todas las condiciones de creciméento (3,24,25). Una
tercera clase_de mutacionés {fenotipo Gln (AC)”) permiten 1la pro-~
duccidn de altos niveles de GS enziméticamente inactiva, en un me-

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

va puede ser detectada ipmunoldgicamente, o en getes de poliacri-

lamida. Estos resultados parecian indica: qué se requeria de una
GS funcional para reprimir la expresién de glnA en respugsta a las
concentraciones.de amonio. Cabe hencionar aqui que estas mutantes
GLn~ presentan el fenotipo Ntr€, lo cual significa que la regula-

cién general del nitrdgeno se encuentra alterada (Ver gln®, glnF y

glnl), de tal manera que existe una sintesis constitutiva tantb de
aquellas enzimas encargadas de degradar aminodcidos que pueden ser
usados como fuentes alternas de nitrdgeno, como de agquellas prote-
inas involucradas en los sistemas de transporte para algunos amino-
dcidos{(3,5,19).

Otras mutantes Glnf de E. coli y K. aerogenes, incluyendo a-
quellias que resultan de la insercidn en glnA del transposdn ™n3 p
del fago Mu, presentan el fenotipo Ntr , es decir, gque sbn fncapa~
ces de elevar la concentracidn de enzimas involucradas en 1la degrd-
dacidén de otras fuentes de nltrogeno (26,27,28,29,30). E1 gene
ginA ha sido localizado en el mlnuta B6 del cromosoma de E. coli,

¥ en una posicidn correspondiente en los cromosomas de K. aerogenes

K. bneumoniae y de 5. typhimurium. En todos estos Casos glna &c

encuentra ligado por transduccidn al locus rha. En E. coli el or-
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den de 10s genes en esta drea del cromosoma es rbs-ilv-fad-polA-glni

~rha-pfk-tpi-metB-argH (5).

glnF. En S. typhimurium se descubrid una mutacién la cual no se

encontraba iigada a ginA y qﬁe resultaba en un requerimiento por glu
tamina. Esta mutacidn fue localizada en una posicidn que correspon
de al minuto 68 en el mapa de E. ggli‘y se encontrd ligada un 15%,
por transduccidn mediada por el fago P22,.a un gene que en E. coli
corresponde a argG (31). Posteriormente, mutaciﬁnes similares -
fueron descritas en E. ¢oli y en K. aerogenes; estas mutaciones se
ehcontraban 1igadaé en un 25% y 50%, respectivamente, a gggg por -
transduccién mediada por el fago P1. En el caso de K. aerogenes

el orden de los genes en esa regidn del cromosoma parece ser glnF-
argG- g___, con solamente un 2% de cotransdu001on entre g__* ¥y gltB

(32). En cambioc en E. coli glnF Yy gltB se encuentran muy ligados

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

los genes es argG—glnF-gltB, encontrandose un 7% de ligamiento en--

tre ginF y gltB {34).

Todas las mutaciones en ginF que se han examinado hasta ahora,
ya sea mutaciones espontdneas o inducidas por el mutdgeno ICR (pro-
duce cambio de fase) (31,35), o bien por insercién del transposdn

Tnl0 (20), han dado lugar a la incapacidad de producir una concen--

tracidén de GS mds alta que la encontrada en células del tipo silves

tre crecidas en una fuente pobre de carbono y con ‘un exceso de glu-
tamina y amonio, condicidn que resulta en 1a represién mas fuerte
de GS (fenotipo GIn~). Aparentemente esta concentracidn de GS no

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

Otra de las consecuencias de mutaciones en glnF es la inca-
pacidad de aumentar la concentracidn intracelular de histidasa o
de enximas similares, y de algunas permeasas para aminodcidos,
en respuesta a la deprivacidn de amonio (fenotipo Ntr™) (35).

Ninguna de 1las mutaciones en glnF parece afevtfr la capaci-
dad de la célula para regular la aetividad de GS por adenilacidn

¥ desadenilacidn (31,35). ‘Asi pues, se piensa gue ei.producto
de ginF se requiere para la activacidn de gigé, Yy para la activa
cidn de la expresidn de los genes para las enzimaé_Ntr en res -

puesta a la limitacidn de nitrdgeno en el medio.

glnG. Mutaciones en este gene tienen la caracteristica de su -
primir el fenotipo Gln que resulta de mutaciones en ginF, = Fué

de esta manera como el gene gigg fue identificadd tanto en S. ty
Ehiﬁuriuﬁ (36) como en g: Qé;i (26). Estas mutaciones dan lu -
gar, en preseﬁcia 0 ausencia de un gene glnF funcional, a una
concentracidén intermedia de.GS, independientemente de la compo-
sicidn del medio (fenotipo GInR), v al fenotipo‘Ntr- (Ver Tabla
1), |

Los fenotipos G1nR, Ntr pueden resultar de mutaciones espw
pbnténeas,-o bien de mutaciones debidaz a la insercidn del fago
Mu 6 de los transposones TnlQ & Tnﬁ (26,28,35,36). También se
han.descrito mutaciones en dginG gque resultan en un fegotipo GIln
¥» las cuales se distinguen de mutaciones en ginA por el hecho -
de qde casi todas las revertanﬁes eeponténeas de estas mutantes,

. a , . .
seleccionadas por su cpacidad para crecer en ausencia de glutami

na;presentan los fenotipos GInR y Ntr (37,38).
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E]l hecho de que la falta de un productc funcional de glnG re-
sulta en una concentracidn de GS baja-intermedia, esencialmente no
regulada, sugiere que el producto de gInG funciona como un activa-
dor de la expresidén de glnA. También se ha observado que mutacio
nes en glnG pueden dar lugar a una concentracidén de GS mds baja que
l1a que se encuentra en-mutantés que carecen completamente del pro-
ducto de gilnG, ésto aunado con el hecho de gue los valores de las

act1v1dades de GS, observadas en una fdobhle mutante glnF —glnG, son

mayores comparadas con aquéllos correspondientes a una mutacidn sen

cilla glnF: sugieren gque el producto de glnG también puede actuar

como represor de la expresidn de glnA (36).
glnD. Otro gene cuyas mutaciones dan lugar a un fenotipo Gln~

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

41). Estas mutaéiones tienen como consecuencia la incapacidad de
producir una enzima UTasa funcional, que se requiere para la conver
si6n de PII a Progyp ¥Y» POX lo tanto, la GS en estas mutaciocnes
tlende a estar altamente adenlladaﬁ Estas mutantes tampoco son
capaces de convertir PIIUMP en PII‘ Este dato, junto con otros,
sugiere que_ambas actividades {UTasa vy UR) estdn asociadas con la
nisma proteina (40,41). Mutaciones en glnD también resultan en
el fenotipo Ntr~, |

Es importante hacer notar que la concentracidn de GS en estas
mutanteé, particularmente aguéllas descritas en E. coli, es muy
baja (40), 10 cual hace pensar que la incapacidad de estas c€lulas
para crecer en ausencia de giutamina no sélo se debe a la alta ade

nilacidn de GS por la falta de UTasa.
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glnB. El gene ginB se localiza en una posicién que corresponde
al minuto 55 en el cromosoma de E. coli. Las primeras mutacio-

nes en aglnB; que'fuerdn aisladas en K. aerogenes (27), y subse -

cuentemente en S. typhimurium y en K. pneumohiae (42,43), presen

tan un fenotipo muy similar al de mutaciones en glnD, ésto es,
Gin~ Ntr~, y presentan una GS altamente adenilada. E1 fenoti-
po GIn de mutacicones en glnB puede sér suprimido por mutaciones
muy ligadas a lasrprimeras, algunas de las cuales resultan de la
insercidn del transposén Tn% (44). ©Por otro 1ado, recientemente,
se ha demostrado que el fenotipo Gln de muta01ones en glinD puede
ser suprimido por una insercidn del fago Mudl en el gene: g__ﬁ B (3).

El andlisis de diferentes mutaciones en glnB ha llevado a la
conclusién de que este gene'corresponde al gene estructural para
‘la proteina PII’ gque Ccomo ya sé ha mencionado, es un componente
del sistema dé adeﬁilacién de GS (44,45). E1 hecho de que en es-
tas mutantes, la GS se'enéuentré sdlo en su formé adenilada, se de
be,aparentemente, a la estimulacidn del proceso de adenilacién por
PII no modificada. |

El fenotipo Gln~ Ntr~ de mutantes en glnB y en glnD (incapa -
ces de convertir Prr @ PIIUMP) sugieréuque Pr1 antagoniza la sinte
sis de GS, asf como 1la activacién de la sintesis de enzimas bajo
control nitrctenado tales como hisﬁidasa (27). . Esta hipdtesis se
ve apoyada por la existencia de mutaciones en g___, incapaces de
producir PII’ que presentan altas concentraC1ones de GS ain en cé-
lulas crecidas en una fuente pobre de carbono y con amenio y gluta

mina como fuentes de nitrdgeno (fenotipo GlnC).  Sin embargo, en
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estas mutantes la regulacidn de las enzimas sometidas al control
. . +
nitrogenado, esencialmente, es normal (Ntr ) (44).

El efecto de P__ sobre la sintesis de GS parece ser distinto

1T
de su funcidn en los sistemas de adenilacidn, como lo demuestra el
hecho de que mutaciones que dan lugar a la pérdida de ATasa no pro
vocan un aumento en 1la concentracidn de GS en mutantes en ginB con
una PII alterada (46). Por otro 1ado, se ha reportado que la re-
gulacién de la sintesis de GS no se ve afectada por mutaciones en
el gene giggé incapaces de producir ATasa (39,46). Por 1o qué se
puede inferir que el efecto de P, sobre la adenilacion de GS se

ejerce a través de la ATasa, en tanto, su efecto sobre la expresipn

de glnA es independiente de la ATasa. - -

glnL. Otro gene que se encuentra muy 1igadoha glna, ademds de

glnG, es el llamado glnL. Mutaciones en éste ltimo son cmpaces
de suprimir el fenotipo Gln de mutantes ginD & ginB . Las mua-

tantes gInlL™ presentan los fenotipos GInC y NtrC (21,27,41).

Sin embargo, se han descritb algunas mutantes con deleciones de
glnkL en las c@ales la regulacidn de GS es casi normal. Estas pre
sentan béjas concentraciones de GS cuando se cultivan con un exce-
so de amonio y glutamina, y una alta concentracidn de GS cuando se
cﬁltivan én glucosa con glutamina como fuente de nitrdgeno. Tam-
bién presentan mds GS que una cepa silvestre cuando se crecen en

un medio conteniendo glucosa con amonio y glutamina (fenotipo
G1n+/C). Por otro 1ad6, la regulacién de las enzimas bajo con ~
trol nitrogenado en estas mutantes parece encon#rarse normal (Ntr+).

Inserciones en ginl, asi como algunas mutaciones puntuales dan lu-
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PABIA 1

7 Caracterfisticas de mutaciones en los genes del sistema gln

] ' Actividad enzimdtica en
L nmolas de producto/min/mg
de proteina.

Medio de

_1 Genotipo Fenotipo crecimiento cs® Histidasad
1w + + o
., silvestre Gin Ntr GH 1400 (1) 260
GG1ln ' 1500 (2) 350
i _ GN ' 360 (7) 100
i _ '~ GNG1n 150 (6) 80
= _ HNG1n _ 20(12) -
M ginL™_ GinC NtrC GG1n 1600(11) 380
ki glnB " GNG1n 1500(11) 290
: HNG1n 1100(12) _—
. : ) _
 glnG GInR Ntr~ GG1n 250 (1) 120
- GN 150 (1)
- glnkL | : GNG1n 100 (9) —
i: HNGIn 80(10) ——
- c .
- glnd Gin NtrC GGIn ND 370
| ‘ GNG1n NB 820
1 _ .
glnA~ Gln~ Ntr GG1ln ~ ND 40
B - GNG1n ND 40
{J gqlnG .
gﬁnF_
[ glnB3
) + + . S .
{(ginL) Gln /4C Ntr GG1n 1000 ——
- _ GNG1n 300 ——
HNG1n 55 —
|
Lo . . . -+
(a) GH: Glucosa + Histidina; GGln: Glucosa + Glutaminaj; GN: Glucosa + NH
— GNG1n: CGlucosa + HH@ + Glutamina; HNGIn: Histidina + NH4 + Giutamina.
~* (b) La actividad enzimftica de GS estd dada en nmolas de ¥ -glutamilhidro-
. xamato/min/mg de proteina (actividad de transferasa). Los numeros en-
' tre paréntesis representan el estado de adenilacidn de la enzima, des-
- de (0) (no adenilada) hasta 12 (totalmente adenilada). ‘
"' f{g) ND: Actividad no detectable.
‘ (d) La actividad enzimdtica de la histidasa estd dada por nmolas de produc

™ £0. /min/mg de proteina {(---): en estos casos la actividad no fue
determinada. - ' : '
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- _ TABLA 2
. Productos y localizacién de los genes del siste-
- ha gln.
-
™ LOCALIZACION EN
B - GENE EL CROMOSOMA? PRODUCTO
._L. iy
] glnA 86 GS
a8 InL 86 pL
. glnG 86 - ' PG
1nF 68 - pF

- g-nt
S ginB 35 Py

glnD - UTasa _
----- ? glnk ? ATasa
L

(a) La localizacidn de cada gene estd dada en
minutos con respecto al cromosoma de Esche-

- richia coli K12. _
(b) GS3; Glutamina sintetasa; pL: producto de
fj glnL; pG: producto de glnG; pF: producto de

1InF; P,.: proteina P..; WTasa: Uridiltrans-—
gINL: Fqa 11

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

Un resumen de lée caracteristicas de las mutaciones en los
genes gln se muestra en la Tabla 1. Adn cuando no se ccnoce la
funcién detaklada de cada uno dé los genes reguladores para glgé
y Ntr en la discusidn correspondiente a esta tesis se tratard de

dar explicacidén a algunas de las diferentes mutantes gque se han

aislado en estos genes,

LA ORGANIZACION DE LOS GENES glnA, glnkL y ginG.

La clonacidn de la regidn glnA del cromosoma de E. coli y su
andlisis con endonucleasas de restriccidn (23,43,49), asi como

los estudios de complementacidn de mutacdbness en la misma regidn

- del cromosoma con_plésmidos conteniendo fragmentos de DNA de difg

rentes tamafios provenientes del segmento originalmente clonado, han

demostrado que los genes dinﬁ, Qiﬁi Y éihc se encuentran contiguos
en una regidn de aproximadamente 4 500 pb.

El andlisis de los polipéptidos codificados en los pldsmidos
hibridos utilizahdo el sistema de minicélulas (48,49,50}, ha per-

mitido identificar los productos de los genes glnL y glnG y tener

una idea aproximada de sus pesos moleculares, 1ios cuales son de
36,000 v 50,000, respectivamente.

bTambién ha sido posible determinar la orientacidén de estos
genes en el cromosomb de'g. gg;i;llo que'indica que estos genes se
transcriben en el sentido contrario de las manecillas del reloj a

partir de glhA y hacia glnG (29,49,51). Esto sugeria que los tres

waAam
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genes podrian formar parte de un opeedn. Sin embargo, el hecho
de que la regulacidn de la antesis de GS fuera normal en cepas
merodiploides con insercicnes en gilnA y en glnG, éstas dltimas -
en posicidn trans, no parecia apoyar la hipdtesis de unoperdn sen
cillo (26,28,36). | |

. :Por otro lado, también exist{anhlas observaciones de que,
primero, inserciones en glnA o en ginG producen un fenotibo Ntr ,

y segundo, gue cepas con inserciones en glndA y glnG localizadas

. s o 4 [} . > .
en posicidn trans, son incapaces de activar el operon hut en res
puesta a la limitacidén de amonio (26). - Esto hacia pensar gque
estos tres dgenes podrfan'seguir formando parte de un operén, siem

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

gundo promotor, el cual podria estar localizado entre glnA y glnG.
Por lo tanto, se tenia que asumir que el gene glnG ( gue se requie

re para la regulacidn de la expresidn de glnA) se puede transcri

- bir a partir de cualquiera de dos promotores, pero gue la concen

tracidn necesaria del producto de glnG para activar el operdn
hut sdélo se obtenia cuando este gene se transcribia a partir del
promotor de glnA (52).

Esta hipdtesis se ve apoyada por estudicd de la expresidn de
ginG en E. c¢oli, donde este gene se fusidn6 al gene lacZ gue care
ce de proﬁotor, de tal manera qgue la actividad de %—galactosidasa,
medida en diferentes condiciones vy en diferentes mutantes, refle
ja la regulacidn a la cual_se.encuentra sometido glnG.  Los re-.
sultados de fal estudio confirmaréh que el producto de glnG fun-

ciona tanto como activador como represor de la transcripcidn de
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glnd y, por otro lado, que la transcripcién que se inicia en el
promotor de glnA contimdia hasta glnG (51). A partir de este mig
mo tipo de estudios se han reportado datos que sugieren la presen
cia de un segundo promotor (47) y éstos se ven apoyados por resul
tados que se presentan en este trabajo. Lag actividades de @-gg
lactosidasa, provenientes de las fusiones de glnG con lacZ, obte
nidos en diversas condiciones de disponibilidad de nitrégeno,'sg
gieren que 1la transcfipéién iniciada a partir del segundo prbmo—
tor esta sujeta a represidn pér el producto de glnG en condjcio-
nes en gue este proaucto se encuentra en el estado que se requiee
re para la activacidn de glna (51). Asi pues, se sugiere que el
producto de glnG estd presente en, relativamente, altas concentra

ciones en cé€lulas crecidas en un medio limitado de nitrégeno vy,

en este caso la transcripcidn se inicia en el promotor de glnd;

por otro lado, en células crecidas en un medio con ﬁna fuente po
bre de nitrégeno y un exceso de glutamina Yy amonio, este produc-
to se encuentra en concentraciones'bajas Y sﬁ transcripcidn se
inieia a partir del segundo promotor, Esta baja concentracidn
del producto de ginG parece, sin embargo, suficiente para reprim
mir completamente en el promotor de ginA vy, en su forma activa,
también resulta suficiente para activar la tfanscripcién a par-
tir del mismo promotor; sin eﬁbargo, parece ser insuficiente pa
ra activar la expresidén de hgg.

La hipStesis de que.glna, glnl v glnG forman parte de un

operdn complejo también ha sido sugerida por Cutterman et al.

(58), quienes encuentran que el fenotipo Ntr provocado por mu -
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taciones puntuales en glnd puede ser suprimido por mutaciones
en el gene que codifica para el factor de terminacidn rho.
- Todos los resultados que llevaron a la conclusidn de que

o los genes glndA, glnl y glnG forman parte de un Operén comple jo

han descartado completamente que GS tenga alguna funcién importan
te tanto en la regulacidn de su propio gene (glndA) como de los
genes bajo control nitrogenado, como se habia sido errdneamente

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

o
!
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ARTECEDENTES

Parte de la informacidn gue se presentaré en esta
seccidn ya ha sido dada en 1a-TIntrodu§ci6n", sin_embargo
se repetird agqui por cuestiones de &nfasis. Para favore-
cer la claridad ée recurrirﬁ'al uso de incisos numeradds
en donde una afirmacidn es seguida de su justificaci&n ¥

en ocasiones de alguna aclaracién o corolario.

1) Existe un transcrito gue incluye los genes =-

glnA, glnL y glnG.. Tnserciones en. glnaA son polares sobre

glnL y glnG ya que disminuyen en cis la transcripcidn de

estos genes (20,28;51,58,0) .

2). Cierta cantidad de la tranécripcién“iniciada
al principid de'gigéﬂno_céntinua hasta el final de_gigg.
Usando un sistema para medir transcripéién (una cqnétruc«

ciﬁnfqon:ng1lac:inSertado en el gen cuya_transcripciﬁn -

se desea medir) se observa que la transcripcidn de glna -

es mias de cinco veces.superior a 1a_de glnG (51,58,0)

3) Existe un promotor entre glnA y glnG. Una in
sercidn en g&&é no elimina 1la transcripcidn de glnG. Ade
mis, ésta transcripcién.resiaual estid regulada en una f£Or
ma diétinta a la de gina (47,51;58,0)

41 ﬁésumiendo los incisos anteriores (1,2.y.3),
se conclzyé que s6lo una pafte de 1la transcripcidn inicia

da en .glnaA continfia hasta glnG y que existe un promotor -

entre estos dos genes. Actualmente se sabe con precisién

que dicho promotor se encuentra entre glnA.y gilnL (86,87).

‘T.os transcritos conocidos del operdn son, Ppor orden de --
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abundancia, TglnA>>TglnALG>TglnLG (3,51).

5) E1 gen ‘glnA estd regulado por la disﬁonibili-—
dad de-nitrégeno;-;Las actividades de GS en limitacibn de
nitrégeno son de 2.0 UGS (ﬁnidades especificas de GE= un
micromel de'gama—g1utami1hidroxaﬁato/min/mg de proteina),
mientras gque en exceso de nitrbgeno son de 0.2 UGS (3,5;
b}.

6) El_producto'de glnF és-pafte del activador de
gigé.rUna'cepa~géggf-tiene‘actividades”de GS8 menores a --
0.01 UGS en ambas condic¢iones de nitrdgeno (amonio 15mM ¥
0.5 mM) (20,31_,,35',0)-.

75 El producto de glnG es parte del activador de
glnA. Una cepa glnG~ tiene actividades de GS menores a =
0.08 UGS en ambas condiciénes de nitrégeno..
8}_E1_PIQ&HC£éTdE'g&£§‘ es también un represpf de
glna. Cuénéo arﬁna.cepa“glggf (carenteidé.acti&ador fun-
cional) se 1e-aﬁéde una mutéciﬁn gque elimina al producto
de glnG las actividades de GS se elevan, de menos de - -
0.01 UGS, hasta alrededor de 0.05 UGS. Esto es cierto pa
ra'amﬁas condiciones delnitrégeno (26,28,35,36,37,38,0}.

' 9) El efecto activador del producto de glnG es ma
ydr‘que_se efecto_represor._ Las actividades de GS, en am

bas condiciones de nitrSgeno, son inferioreg en una cepa

- glnG~ que en una cepa silvestre (26,36).

10) El1 producto de glnk disminuye la transcripcidn

de glnA en condiciones de exceso de nitrGgeno. Una cepa

_glnL™ tiene actividades normales de G8 en limitacidn de -

nitrbégeno, pero en exceso de nitrégeno las actividades de

.



GS estdn elevadas a mas de 1.5 UGS en lugar de las norma-
les de 0.2 UGS.

11) E1 producto de glnkl recibe-informaciﬁn de.la -
proteina Pyg- Algunas mutantes en el.gen que codifica a
Pyy tienen el mismo fenotipo que mutaciones en EEEE; Por
otro lado, la mutacidn gquB, due caﬁsa baja expresidn de
glnA, no se manifiesta en presencia de una mutacidn en --
glnkL (3,25).

_12) Todos lqs-efectps-regulatorios antes menciona-
dos-reﬁuieren dé lalPresencialdel producto de"glgg. Muta~

‘giones en este gen son episgtdticas a mutaciones en los gg

nes glnF, glnl, glnB y glnD (3,0).

13} Resumiendo, ﬁlﬂé'se induce en limitacidn de ni
trégeno mediante los productos de EEEE y glnG; en excesa
.dé nitrdgeno &sta expresidn. disminuye por el efecto del -
producto de éigg y, de alguna forma, por Prr. EI produc-—
to de glnG es unlrepresor de glnA pero no se puede con-
cluir i ésta represidn es constitutiva o en qué condi- -
cidn es mayor. (Magasanik adoptd la hipBtesis mas simple:

gue el producto de glnG reprime en eXCeso de nitrbdgeno).

Una mutacidn (gln76) la cual provoca una expresidn

alterada de glnaA, tiene especial relevancia para E&sta te-

T

sis por lo cual merece un tratamiento aparte. Esta muta-

cidn fuéd aislada en el laboratorio de Fernando Bastarra~=-

‘

chea por Aurora 0Osorio guien hizd una profunda caracteri-
zacidn de la mima (88), posteriormente, fue transferida a

un pldsmido por David Romero lo cual permitid a Patricia



Figura *.- &Andlisis de cepas con gln76

CEPA GERNOTIPO | UGS en CONCLUSTIONES
VN |TN

MX902 glnG- 0.06[0.04 gln76 hace a un promotor

MX927 glnG~ glh76 . 4.0 | 2.0 | mis de 30 veces mis fuer

: ' te.

'33931 ' gln76 glnF~ 0.15[ 0.5 glnG reprime; mis en YN

Mx982 gln76 glnF~ glnG~ 4.0 1.8 | . .que en AN

: : . _ i

MX929 gln76 : 2,0 0.6 Se requiere glnG para -

MX931 gin76 glnF~ 0.15/ 0.5 activar en JN.

MX982 gln76 ginG glnF~ 4.0 [ 1.8 _En ausencia de glnG~, -

MX927 gln76: glnG~ - 4.042.0 ‘gilnF no activa; glnG~ -

- : ' ' es epistdtico sobre - -
glnF";

MX614 ' Silvestre 1 2.0. 0.2 . El aumento en la fuerza

33929 ' gln76 2.0 | 0.6 de promotor (conclusidn

- ' de A) no se cbserva en
JN; se observa un poco
en TN.

I N glucosa 0.290, 0.5 mM NH4Cl

N

!

It

glucosa 0.290, 15 mM NH4CL



Ledn localizar la mutacidn por secuencia, asi como estu--
diar los efectos de ésta mutacifn en un sistéma mis o me-
nos aislados (89). Siguiendo c<on la-numeracién-anterior,
enunciaré algunas de las caracteristicas de 4sta mutacidn
y de los resultados qgue de ella se concluyen .

14) gln?é es una mutacidén en la regifn de con-’-
trol de 2555. Afecta la expresidn de glna, s8lo actia en
cisy y_esta'ligada’100%'a'§igé por cotransducciénf No es
ana mutacidn en la regibdn gque codifica a GS, ya que ne =7
afecta la actividad especifica medible de &sta en condi--
ciones de limitacidn de nitrégeno (88). (La secuencia de
1a mutacidn ha demostrado que la mutacidn cae 198 paresS =
ae bases antes del coddn de iniciacibn de GS {89).

Fsta mutacidn fug tan relevante para ésta tesis -

porgque un'inténsofésfuerzb"para explicar las actividades

de GS de las cepas que 1ievan esta mutacidn en distintos
contextos genéticos'{con todos los reguladores presentes
o en ausencia del producto de glnP o el de ginG © ambos) ,

nos forzd a implicar la existencia de dos promotores para

la expresidn de glnh asi{ como inferir algunos aspectos de

la regulacidn de ambos promotores.

En la figura * se comparan por grupos lag activi-

. o . o .

dades de G5 de -distintas cepas ¥ junto & cada comparacloll
’sefanotan~cbhclﬁsiones gue de ella se derivan.

'15) Ta mutacidn gln7é aumenta la fuerza de un ==

- .

promotor. En ausencia de induccidn Y'represién las acti-

-yvidades-de GS8 son extremadamente altas en una cepa que -~

—



lleva la mutacidn gln76 (se concluye de A}).

16) Como en una silvestre, uﬁa cepa coq gln76 si-
gue siendo.reprimida por el producto de glnG. Se observa
ademAs gue ‘el producto de_glﬂg reprime mas en limitacidn
que en exceso de nitrdgeno, si bien reprime en ambas con-
diciones. (conclusion B; ver tambi&n inciso 8).

17} Ai'igual gue- en una cepa silvestre, en una cg

pa con la mutacidn gln76 el producto de glnG tiene un pa-

pel activador en condiciongs_de limitadiﬁn de nitrégeﬁo_
Iconqlus@&nﬂc;-vﬁr“también-inciso 6). El1 producto de - =
glnF tiene_un_efecto minimo en condiciones de éxceso de -
nitrdgeno. _

18} Como en una cepa silvestre, en una cepa con -

la mutacidn gin76, el preoducto dé'glnG es parte del com--

plejo activador. {conclusidn b, ver tambi&n inciso 7).

- En presencia,-cbmo en ausencia,; de la mutacidn gln76, -la

. pérdida del producto de glnG tiene un efecto epistdtico

sobre la'ausencia del'prbgucto de glnF.
19}). Resumiendo, la mutacidn gln76 hace fuerte a -
un preomotor. Por otro lado, el gque los productos de - -~

glnF y glnG activen en iimitacidn de nitrdgeno, y que el

producto de ginG reprima, sigue  siendo vilido en presen-
cia de ésta mutacidn.

20) E1 efecto de aumento de la fuerza de promotor
ocasionado por gln76, de alguna forﬁa, no se manifiesta -
en limitacidn de ﬁitrééeno cuando todos los reguladores -
estin presentes*{conclusién'E). Este dato es suﬁamente -

difieil de'explicar con un sdlo promotor, ya dque la fuer-—




J

L.

za de un pramotor es una propiedad intrinseca del mismo,~

es decir una propiedad
por 1o tanto un cambio
jo'cualquier condiqiéh
la fuerza dellpromofor
516n de A} .

La explicacidn

gue no depende de la regulacidn, ¥
en esa fuerza debe manifestarse ba
metabdlica. Ademds, gln76 aumentd

mutado al menos 30 veces (conclu—-

mAs viable al por qué no se obser-

va el aumento- de fuerza del promotor en 1imitacidén de ni-

trdgeno es gue, precisamente en £sta condicidén, ese efec-

to es ocultado por otra transcripcidn de glnd de mayor --

proporcidn. Esto es lo mismo gue decir gue en limitacidn

de nitrdgeno se usa principalmente un promotor que no es

el mutado, De las conclusiones C y D es obvio gue hay un

promotor gue se induce

por los productos de glnF ¥y glnG -

en limitacidn de nitrdgeno. Por otro lado, se deduce de

la conclugidn B gue hay un promotor que se reprime mayor-—

mente en esa misma condicidn. Suponiendo que estos dos -~

promotores no son el mismo y uge la mutacidn gln76 afectd

la fuerza del qué es reprimido por glnG, es fdcil expli--

car esta paradoja. . Es mids, las actividades de GS en dis=.

tintas condiciones y cepas, permiten obtener valores nﬁmg

ricos para la fuerza de los promotores asi como los ran—=-

gos de activacidn y represibn. Con tales valores se pue-

de;modEla;za@ecuadamente_tanto-ldiregulaciﬁn de las cepas

que llevan gln76  como.

de control silvestfe.

la de cepas que llevan una regidn
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21) Resumlendo, se sggiere gue existen, al menos
en las cepas con gln76, dos promotoxes a partir de los ==

cuales se expresa glnA. Uno de ellos es activado por los

productos de:glnf v glnG {ésta_activacién es mayor en 1li
mitacidn de nitrbgeno, quizds porque en excesé es impedi-
da por el producto de glnkL). ﬁl otro promotor es reprimi
do por el producto de glnG en ambas condiciones, pero ma-
yormente en limitacidn de nitrégeno.

22) Bay en la regidn de control de glnA tres se-=
cuencias gue parecen promotores por Su homologfa coﬁ el -
promotox congenso (20).

pe lo hasta ahora mencionado, la informacibn mis
pgievante.se encuentra resumida en los'incisos 4,13 v 21.
Ccn ésto termina la presentacidn de los antecedentes bio-
légicos qué dieron un marco conceptual al desarrollo del

proyecto.

Ahora comentar® un poco respecto a.la metodologia.
Buena parte de los resultados\que se presentan en el arti
culo incluido fueron obtenidos mediante el uso de =~ -
"Northern'sﬁ. .Esto consiste en separar una poblacién de
RNAs mediante hacerlos migrar electroforeticamente por --
una matriz porosa (agarosa o acrilamida) la cual opone --—
mis resistencia al movimientco de RNAs grandes due al de -
pequefios. Como lo que interesa es sepgrar de.acuerdo a -
las longitudes (nimero de nucledtidos) de los RNAs, se in
cluye en la matriz un agenté desnaturalizante gue impide

la formacidn de estructuras secundarias en el RNA (211).
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.Posteriormente se transfieren los RNAsS a umn SOpPOr
te s8lido (papel de nitrocelulosa) en donde la separacién
lograda por la electroforesis se conserva. Sobre ééﬁe-sg
porte s8lido se detectan los transcritos deseados median=.
te hibridizacidn in situ con un oligonucledtide complemen
tario {un probador; en nuestro caso alglin fragmento espe

cifico de DNA) el cual est@ marcado radiocoactivamente o de

" alguna otra forma.

-

Este método es sumamente Gtil ya gqgue permite.de—-
tectar directamente transcritos.especificos.' Entre la in
ﬁormaciSn gue se puede obtener estd él ramafio de los =17 =
transcritos, la cadena de la qgue se copian, sus sitioes de
inicio ¥y terminacién; as? como su abundancia. A diferen=
cia de otras metodologfas alternativas, los Northern's --
son fieles a la abundancia de los transcritos. Esto es,-
dados transcritos distintos, pero los cuales tengan la --
misma'exteqsién de homologia con el probador, este método
los detectari con sefiales proporcionales a su abundancia.

Esto no sucede con métodos como el mapeo por 81 o la ex--—

tensidn de primero, pués en &stos las regiones en las cua

"1es los transcritos difieren, tienen efectos sobre la de-

teccidn de los mismos.

Por otro™lado, el mapeé por S1. 0o la extensidn de
pfimero pueden determinar los extremos de un transcrito -
con una precisidn de mis o menos un nucledtido, mientras
gque la méxima precisién de un Northern es de aproximada--
mente veinte nucledtidos. Es decir, los Northern's son =

superiores para realizar estudios fisiolbgicos mientras -
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los otros dos mé&todos tienen una gran precisifn para ané-
lisgis estructurales;

Debo advertir gue, é continuacidn, me propongo ==
dar un tratamiento pseudo matemitico de un. aspecto que es
necesario téner en mente. se refiere a un artificio.inhg
rente a la cuantificacién de_RNAs mensajeros en bacterias,
el cual tambidn estd presente en experimentos de tipo - -
Northern. Al final de éétas ecuaciones refraseaié el ar-
gumento en lenguaje cotidiano.

Empézaré p6r definir algunos términos: Rx/Rt sig-
nifica el cociente de una_poblacién x de RNAs respecto al
total de RNA (Rt) contenido en una preparacidn. Asi = -
Rr /Rt quiefe decir.la proporcién de RNA ribosomal en una'
prgpafacién,, De igual forma se define la proporcidén de -
RNAs mensajeros (Rm/Rt} o dé un transcrito i (Ri/Rt). La
abundancia relativa de dos poblaciones {(i,3) de RNAs esta
dada por (ﬁi/Rt)/(Rj/Rt)=Ri/Rj.

ahora bien, se sabe Que en E.éoli Rf/Rt es mayor
a 97/100 (22}. ﬁadie ha obter}i'do directamente el wvalor -
de Rm/Rt, pero es necesariamente menor a (Rt-Rr) /Rt y por
lo tanto menor a 3/100. De la abundancia de 1los rihosomg
les obtenida del valor Rr/Rt se conclﬁye que Rm/Rt depen-—
de fuertemente de Rr/Rt. Se sabe que el vélor;de Rr/Rt -
cambia seglin las condiciones de crecimiento y segiin la fa
se de crecimiento del cultivo (92). " Esto iﬁplica que.-u—
Rm/Rt es distinto para'dos cultivos diferentes., Desgra--

ciadamente no.hay forma de medir el Rm/Rt de un cultivo.
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Esto tiene serias implicaciones puesg;, cuando se quierxen =
comparar los niveles de un mRNA especifico (Ri) entre dos
cultivos (y,z), el wvalor im?ortante ést&’dado fof - -
(Ri/Rm}y/ (Ri/Rm)z ¥ no por (Ri/Rt)y/(Ri/Rt)z e1 cual es -
el valor gque se obtiene por Northern's, mapeo pcr 81 0 =~
cualquier método alternativo. ‘Esto significa que no se =
puede comparar directamente, de un cultivo a atro, los ni
veleé de un mMRNA especifico.” B

Sin embargo tal comparacidn se puede establecexr en ==
neestro ©aso particular, suponiendo, no sin riesgo, que -
1a_actividad espécifiéa de @S paxra cada cultivolx.es pro-
porcional a (RA/Rm)x! donde RA representa a los mRNAS - -~

completoé que llevan glnA. Puesto gue el nivel de detec-—

cidn de los transcritos de glnaA, dados por el vlors - -

RA/Rt, no son proporcionales a 1a actividad de GS se debe
obtener un factor de correcéién FCx para cada cultivo x:.
vox=(UGS)x/ (RA/Rt)x. Con este factor yva podemos comparér
los niveles de los transcritos dé_gig& de.dds cultivoé: -
(RA)x/(RA)y=FCx(RA/Rt)x/FCy{RA/Rt}y. En ésta tesis se de
muestra gque héy dos transcritos principalgs pafa glnh.

La comparacién de los niveles de estos transcritos entrel
dps.cuitivos (x,y) se realiza asi:

(RA1)x/(RA1}y=FCx(RAL/RA)X/FCy(RA1/RA)Y;.

{RA2) x/RAz)y=FCx_(RA_2/RA} % /FCy (RA,/RA) Y.

Es importante destacar que el valor de’ - -
{RAT/RAz}x=(RA1/Rmx/(RA2/Rm)x es eguivalente a - =
(RA1/Rt)x/(RA2/Rt)x ya’que-(Rm/Rt)x es una constante del

cultivo x. Dado que (RA{/Rt)X Y (Rﬁz/Rt)x son datos - =
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qgque se obtienen de un Northern, entonces la relacidn - -
(RA1/RA2)x para un cultive se obtiene directamgnte. -
ademés, ésta relaciBn se éuedé comparar de un cultivo a
otro sin otras consideraciones.

En resumen,llos diferentes niveles de RNA riboso-

mal en una preparacidn de RNA total generan un artificio

_cuantitativo en la deteccidn de RNAS mensajeros egpecifi

cos. Sin embargo, se pueden estimar los niveles reales

de un transcrito de glnad, (en unidades arbitrarias) me--

—

diante considerar la cantidad de GS que tal transcrito -

genera. Esto permite comparar 1los niveles de los trans-

‘critos en distintas condiciones de cultivo. Por otro la

do, la proporciﬁn entre dos transcritos en un cultivo se
puede comparar'dirgctaﬁente con la ﬁroporcién correspon-
diente de esos-dbs transcritos en otro cultivo.. En el -
articulo ineluide, esto se usd para hacér las COmparacig

nes necesarias, aungue no en una forma cuantitativa.
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OBJETIVOS

Nuestfo objetivo mis general es el entender la -
18gica de la regulacidén del operdn glnALG, Partiendo -
de la suposicidn ge_qué.dicha l6gica debe estar escrita
al nivel_de.los transcritos independiéntes del operdn,-
se planted como objetivo inmediato el analizar tales =--
transcritos asi.como las condiciones y los efectores ~--
que modifican su sintesié-y/o procesamienfc. Inicial--
mente, se decidid esfudiar los transcritos que contuvie
ran a g£E§; la exisfencia de dos de los.cuales, Tglna y

TglnALG, se inferia por evidencias ya mencionadas.
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ABSTRACT

The glutamine synthétase of enterobacteria is one of the
enzymes whose synthesis and regulation is best characterized.
In E. coli, its structural gene, glmA, along with two regula-
tory genes, glnlL and glnG, form the complex operon glnALG.

The products of glnlL and ginG, together with the product of

the ginF gene, control the expression of various genes involved
in nitrogen utilization including the glnALG operon. In this
work we report that there are two functional promoters for glinA
expression which are differentially regulated by the nitrogen
availability and which also respond to the carbon metabol1sm
One of these promoters (Pg___z) requires the products of the
glnF and glnG genes for activation. However, there can be
expression from this promoter at very low rate by the sole
action of the glnG product (NRy }. The other promoter (Pgﬂ_ﬂi)
is repressed by NRI" We further show that NR binds with high
specificity to a restriction fragment conta1n1ng Pgl§§1. The
precise locations of the glnA transcription initiation sites
were determined. Some aspects of glnA regulation are discussed
from the viewpoint of za two promoters model.
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INTRODUCTION

The synthesis of glutamine is the first step in a highly
branched biosynthetic pathway. A high proportion of the intracel-
lular aitrogen is assimilated as glutamine and then distributed
to a large nunber of compounds such as amine acids, nucleotides,
amino suzars and cofactors. In view of the central role of gluta-
mine in the nitrogen metabolism it is evident that the enzyme
glutamine synthetase {L-glutamate: ammonia ligase, EC 6.3.1.2.)
should be a strategic target for cellular control, Studies of
this enzyme in Escherichia coli and other gram-negative bacteria
have shown that the tatalytic activity and the level of this
enzyme are subjected to a highly complei and rigorous control
system. In addition to feedback inhibition by several emd products
of glutamine mz2tabslism, the glutamine synthetase activity is '
regulated by the covalent addition of AMP on each of its 12
subunits through a complex bicyclic cascade system (Stadtman and
Ginsburg, 1974; ‘Stadtman et al, 1930). Furthermore, this enzyme
is one of several proteins whose synthesis is regulated by the
availability of nitrogen in the growtn fledium. - Under nitrogen

“limitation glutamine synthetase is derepressed. firowth in

conditions of nitrogen excess causes repression by about 10-20

- fold (Woolfolk et al, 1966; Tyler, 1978).

- The intracellular levels of glutamine synthetase also seem
to be affected by carbon and/or energy limitation (Tyler, 1978) .
Prusiner et al have suggested that this enzyme is regulated by
CAP and cAMP; however, the effect of a cya mutation on the
glutamine synthetase levels are small compared to that observed
for more classical catabolite sensitive genes (Prusiner et al,
1972).

The biosynthesis of this enzyme and a number of other gene
products involved in the transport and/or utilization of various
nitrogen sources such as ammonia, proline, arginine or histidine
are under the control of the Ntr system whosé effectors are the

' pfoducts of the regulatory genes glnF, glnL and glnG (reviewed



by Magasanik, 1982; Servin-Gonzilez and Bastarrachea, in press}.
Evidence from different laboratories have helped to establish the
existence of a complex glnALG operon (Pahel et al, 1982; Rothstein

et al, 1980; Guterman et al, 198Z; MacNeil et al, 1982b; Alvarez-

Morales et al, 1984)Tthas been proposeé that under nitrogen limiting
conditions the products of ginF and glnG activate transcription
from the glnA promoter through glnA, ginlL and ginG. Under nitrogen
excess conditions, transcription of glnL and glnG can also be
jnitiated at a second promoter, 1ocated between glnA and glnl
(Pahel et al, 1982; Guterman et al, 1982; MacNeil et al 1982a).
Transcription initiated at this promoter is subjected to repression
by the glnG product (NR ) (Reitzer and Magasanik, 1983; Alvarez-
Morales et al, 1984). Also it has been proposed that NR; has
negative effects on glnA expression by itself or in comb1nat10n
with the glnL product (Pahel et al, 1982; Ueno-Nishio et al, 1983;

Krajewska-Grynkiewicz and Kustu, 1983).

The products of three other genes, glhB, glnD and glnE are
modulators of glutamine synthesis through the adenylylation-dea-
denylylation of the glutamine synthetase molecules {reviewed by
Tyler, 1978). Furthermore, there is evidence suggesting that the
product of glnB interferes with the activation of the glnALG
operon, presumably through interaction with the ginlL product

(Magasanik, 1982).

" The unique physiological position of glutamine synthetase makes
this complex system a very attractlve model to study the regulation
of gene expression in bacteria. In an effort to understand the con-
trol of glutamine synthetase biosynthesis at the moleclular level
we are carrying out the analysis of the glnALG operon control regions,
as well as the identification of the different transcripts synthe-
sized from this operon and the influence of different regulators and

growth conditions over its expression.

Osorio et al (1984) have reported the genetic characterization
of a cis-acting mutation (gln-76) which mediates high levels of
glutamine synthetase synthe51s in the absence of a functional glnG




product. As shown in that paper, the glutamine synthetase levels in.
strains carrying this mutation are abnormally regulated by the
nitrogen availability. The fact; that this mutation was isolated in
a glgg' background (lacking activation and repression), and that in
this background the gln76 allele causes'extremely high glutamine
synthetase levels, suggests the presence of an up-promdter mutation.
However, the up-prombterleffect of this mutation is not observed in

"nitrogen limiting conditions in a wild type background. These

observations together with a careful analysis of the phenotypic
characteristics of gln-76 allele in different genetic backgrounds
suggested the presence of more than one promoter for the glinA
expression.

We report here the results obtained from Norther-hybridization

and primer extension experiments which show the existence of two
"promoters  for the glnA expression. Furthermore, evidence is

presented which indicates that these promoters are differentially
regulated. Previously existing models on the glnALG operon regulation
were modified to in&lude these new data.
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RESULTS.
Two initiation sites for glnA transcription.
In order to explore if, as suggested, there are two promoters

for glnA, we looked for the corresponding initiation sites in a
primer extension experiment. For this, RNA was obtained from a
strain containing pACR101 (MX789, Table I) grown in GHA. According
to the construction of pACR101, transcription initiated at the -
glnA promoter should continue downstream into the B-lactamase gene
of pBR327 (Figure 1).Thus, the 5'-end nucleotide of the EcoRI -
primer used in this experiment hybridizes with the RNA 154 bases
downstream from the first nucleotide of the glutamine synthetase
initiation codon, as shown in Figure 1. Two main reverse transcripts
were detected. Their sizes indicate that-glgﬁ transcription is -
initiated 70 and 184 bp upétream of the glutamine synthetase
initiation codon. The promoters corresponding to the distal and
proxlmal initiation sites {from now on referred as Pg___1 and -
PglnA,, respectively) do not match those which were inferred by
their sequence homology to the consensus promoter (Covarrubias and
Bastarrachea, 1983). The possible -35 and -10 regions for Pglg&l
and PglpA, are shown in Figure 2. Unlike PglnA., 335&2 resembles
very little the consensus promoter.

The two glnA promoters respond differently to the nitrogen

'avallablllty. Most available data on glnA regulation have been -

obtained by measuring the glutamine synthetase levels. The existence
of two functional promoters forced us to reconsider that data from
a new perspective: that the glutamine synthetase levels are the -
result of the expression from two promoters, pessibly regulated

in different ways. For this analysis, Northern blots were used

since they reliably reflect the relative abundance of the transcripts .
within the cell. However the detected levels of a transcript are

- infiuenced by the abundance of rRNA in a total RNA preparation. This

difficulty is inherent to any method (Norfhern blot, Sl mapping
or other) used to compare the intracellular levels of any: -
transcript comlng from different growth conditions. This artefact
is evident in the Northern blot experiments presented here since
the detected levels of the transcripts. do not correspond to the -

glutamine synthetase specific activities. To circumvent this -



problem we decided to make such comparisons assuming that the
glutamine synthetase sepecific activities indicate the real levels
of the transcripts. On the other hand, the ratio of two transcripts
can be compared directly between two different growth conditions.
 Some aspects of the regulation of both promoters are more -
easily observed in strains carrying the gln76 allele since as we
will show later, this mutation increases the expression of PglnA,
without drastically modifying the logic of the regulation (Ledn
et al, submmited to publication and this work). For this reason -
many of the experiments that will be presented here were done with
strains having this mutation. These experiments will be presented
first, to be confronted afterwards with those performed with the
wild type glnA control region, '

Lane a and b in Figure 3 show RNAs of the strain MX929 -
(bearing gin76 in a wild type genetic background, Table I) obtalned
from GLA ( & ) and GHA ( T ) cultures respectively. These were
hybridized: against a glnA internal probe (Probe A). As it can be -
seen, the electrophore51s conditions used allow the distinction of
two glnA transcripts. One transcript, predominant in the GLA RNA,
has aproximately 1640 nucleotides; the other, predominant in GHA
has an estimated size of 1770 nucleotides. It should be noted that,
in our system, the RNAs used as molecular weight markers, fragmented
human rotavirus genome and E. coli TRNA, migrate precisely in -
proportion to the logarithm of their molecular weight. Due to this,
we can affirm that the lengths of the two glnA transcripts coincide
very well with the distaﬁces from the two pfomoters; idéntified by
primer extension, up to a terminator localized in the glmA-glnl -
intercistronic region (Ueno-Nishio et al, 1984; Rocha et al, -
submitted to publication). We call the 1770 nucleotide transcript
glgﬁi and the 1640 nucleotide transcript Tg_____2 according to the

promoters from which these transcrlpts start. Figure 3 also shows ‘that

the synthesis of the two transcripts is regulated in response to the
nitrogen avallablllty. The levels of TglnA, are higher in GHA. The

levels of TglnA, are regulated in the opposite way, being lower in

GLA than in GHA. _ _
When a wild type strain, MX614, is subjected to this kind of

analysis, the absence of the gln76 mutation is manifested by the

absence of Tg__g1 either in GLA or GHA (lanes a and b in Figure 4)f



This agrees with other results, which indicate that the gln76
mutation is an up-mutation in Pg13§1 (Lebn et al, manuscript

in preparation). In the primer extension experiment shown in
Figure 1 we have demonstrated that Pg__§1 from a wild type glnA
control region is indeed expressed in GHA. When a Northern
hybridization is done using much more RNA per lane, Tg__n1 can
also be detected in MX614-GHA RNA (lane g, Figure 4). It is
important to emphasize that the observed expression ratio of the
two promoters, PglnA /PglnA,, is lower in this experiment than
that observed in the primer extension experiment. Among the
possible explanations to this, it should be considered that
primer extension usually produces quantitative artifacts on the
detection level of different transcripts. The discrepancy may .
also be due to the fact that in the primer extension experiment
the glnA control region was’ in muItlcopy. This interpretation
agrees with the MNorthern experiment shown in lanes ¢ and 4 in-
Figure 4. In this case the RNAs came from a strain, MX781,
carrying a multicopy plasmid, pACRl, which contains the wild type

ginALG operon. As it can be seen, TglnA, is easily detectable in
GHA but not in GLA. It js also observed that the levels of Tg A,
are enhanced in GLA with respect to GHA, Thus, the direction in

‘which PglnA, and PglnA, respond to changes in the nitrogen -

availability resembles that of a strain bearing the gln76 mutation.
This suggests that the logic of the regulation and, therefore, the
action of the regulators is not qualitatively altered by the gln76
mutation. It should be mentioned that, like in the primer extension

experiment, the PglnA, / PginA, expression ratio is higher from -
pACR1 than from the wild type chromosome (experiment with MX614);
probably accounted by an effect of the copy number.

"~ "A confirmation that the 1770 nucleotide transcript seen in
the MX789-GHA RNA is indeed Tglg_1 and that its level is lower in

GLA, is shown in Figure 4 (lanes a'thru £'), In this case RNAs from

strains MX614, MX781 and MX929 obtained from GLA and GHA were
hybridized with a single stranded probe (ssl) chosen so that it

- would specifically detect transcripts initiated at PglnA, but not

at PglnA,. As expected, tbis probe detectyf spegifically TginA,;



- First, the synthesis of TglnA, is almos

mainly in the MX789-GHA and MX929-GHA RNAs. This transcript is
also detected, but at a much lower level in MX789-GLA. This
experiment demonstrates that the expression of PglnA, in aiwild

type glnA control regions is repressed under nitrogen limitation.

No transcript was detected in any of both MX614 RNAs (GHA and

GLA) indicating that the amount of TglnA, is under the sensitivity
of this experiment. This data is important since in the MX614

GLA RNA hybridized. with probe A (lane b Figure 4), a band of
approximately 1770 nucleotides is seen above the TglnA, band

which could be interpreted as Tg;gé1. However from the intensity

of that band it can be predicted that if it were TginA, it should

be easily detected with the single stranded probe. Since this is
not the case, that band is likely to be g‘TglnAz_transcript whose
3'_end is longer than that.of. the mginﬁTgInﬁiztranscript.

Regulation of the two glmA promoters.

To identify which regulators mediate these TesSpONSESs to
nitrogen availability we made similar experiments using strains
carrying mutations in known regulators (ginF and glnG). These
strains are derivatives either from a wild fype strain (MX614) or
from the strain containing the gln76 mutation (MX929) (see Table I).

As it had been established, mutations in ginG are epistatic
to mutatioﬁs in any other regulator of the system, suggesting that
red for any regulation, either positive
: 19793 McFarland

the product of glnG is requi
or negative- (Kustu et al, 1979; Pahel and Tyler,
et al 1981; MacNeil et al, 1982; Magasanik, 1982). Lanes ¢ and d

in Figure § show RNAs from strain MXQZ?‘(gln?ﬁ,glﬁG?d::Tng) grown
in GLA and GHA and hybridized with probe A. It can be appreciated
that the lack of glnG product causes a complete loss of regulation,
| t constitutive, at a very
high }evel; TglnA, is not synthesized at all. These data explain
how the glnG preduct is, at the same time, an activator and a

repressor: it activates the PglnA, promoter and repressgs'PglhA1.
n though in the absence of the

It 1is interesting to Rnte that eve
rises in both conditions, the

glnG product the levels of'TglnA1
effect is much larger in GLA. This suggests that the repression

exerted by the glnG product is more important under nitrogen
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limitation.
Lanes e and f in Figure S show RNAs of strain MX931 (gln?ﬁ,

g1nF73::Tn5) obtained from GLA and GHA and hybridized against probe
A. In this case, it is observed that induction of PglnmA, is
prevented in both nitrogen conditions. This agrees wlth the
previous data which indicated that the ginF product is, along with
the glnG product, part of the glnA activator compleX (Kustu et al,
1979; Pahel and Tyler, 1979; McFarland et al, 1981). On the other

- hand, the absence of a functional glnF gene does nol seem to have

any effect over the regulation of TglnA1 ‘which keeps responding

normally to the nitrogen availability.
Lanes g and h in Figure 5 show the same type of analysis domne

with strain MX982 {gln76,glnF73::Tnj, gInG77). As expected, the
results obtained in this case are very similar to those obtained
with straln MX927 (gln76, glnG?4"Tn5) which corroborate that a gin

" mutation is epistatic to matations in gln
L The glutamine synthetase levels of a ginG strain is typically

low and not regulated, about 0.05 GS units. The glutamine synthetase
level in a glnF strains is below 0. 01 GS units or not detectable.
When a mutation in glnG is introduced to a ginF~ straln, the strain
recovers the glutamine synthetase levels characteristic of a g___
strain, 1nd1cat1ng that the glnG mutation alleviated the glnA
transcription £6m repre551on. We have shown that in the presence of
g1ln76 such glnG product repression is exerted over PginA,. Lanes c
and d in Figure 6 show RNAs of a glnG~ strain with a wild type glnA
control region (MX902) obtained from GLA and GHA and hybridized
with probe A. Since the only transcript detected in either nitrogen
condition is TglmA, two conclusions can be drawn: first, that the
glnG product is required to activate PglnA, and second, that the
transcription repressed by the glnG product 1is that from PglnA,.

Both conclusions are tonsistent with the ones obtained in the
presence of gin76 allele. : : :

Lanes e and f in Figure 6 show RNAs from a glnF strain (MX848)

obtained from GLA and GHA and hybrldlzed with probe A. As expected

_from the glutamlne synthetase activities of a gln strain, the

level of glnA transcripts is extremely low. In the insert in
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Figure 6 an overexposure of this experiment is shown. Both transcripts
are present in both conditions. This result indicate that, although
the glnF produet is required for PglnA, activation, the glﬁg product
by itself can originate a very low expressiodn from PglnA,. On the

~other hand, expression from PginA, is being repressed by the glnG

product. We should point out that, in this case, unlike that when
the gin76 mutation is present, there is no evident regulation of
TginA, in response to the nitrogen availability, In this strain, the
glutamine synthetase level is so low that it can not be used for
refcrence. For this reason we do not know if the regulation of PglnA,
js hidden by the rRNA artefact or if, with a wild type glnA control
region, the glgg product is reduired by Pglg&1\for jts regulation.
Lanes g and h in Figure 6 show RNAs from a ginkL non-polar
mutant (MX1019), obtained from GLA and GHA and hybridized with probe
A. The most drastic effect of this mutation is on thé synthesis of
TglnA,. This strain is unable to reduce the expression from PglnA,
in GHA. This suggest that the glnlL product is required to limitate,
under nitrogen excess, the activation function of the glnG and glnF
products. In this glgg' strain, PglnA, still responds to the
nitrogen availability, although the TglnAI/TglnAz ratio in GHA is

increased as refered to a wild type strain. Since the TglnA, levels

are abnormally high, this indicates that the Tglg&1 levels are much
higher. than expected. This implies that, although the glnL product
is dispensable for repression, it does have a negative effect over '
PglnA, expression. '

The glInG product binds to glnA control region.

The aforementioned experiments. indicate that the product of
glnG exerts regulatioqcover Pglgg1 by itself. We further supported
this hypothesis by shoing that this product can specifically bind,
in vitro, the=214 bp Hhal fragment containing PElE£1 (Figure 7). It

. should be noted that no other fragment was retained, not even the

192 bp fragment ﬁhich contains PglnAZ._This result correlates with
the fact that induction of PglnA2 also requires the product of glnF.
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PglnA, responds to carbon limitation.

One of the most interesting features of PginA, is that although

it is a regulated promoter, it is expressed very little compared

to Pglnﬁz. Even in GHA, where PglnA1 is derepressed and PglnAz is
less activated, the TglnA,/TglnA, ratio indicates that TglnA, has a

minor participation in the synthesis of glutamine synthetase.

Bl S In order to find growth conditions where expression from PglnA1

would be more significant for the glnA expression, we explored the
effects. of a poor carbon source. As expected, under these conditions,

either in Luria broth or in LHA, the TglnA1/Tg1nA2 ratio is increased
enough to make the levels of Tglg&1 important for glutamine synthetase
synthesis, (Lanes b and g, Figure 8). This increase in the
TglnAinglnAz ratio is caused, only in part, by a further reduction

in the levels of TglnA,. In a gIlnF~ background the levels of both
transcripts are highly increased in LHA conditions compared Wwith:those
in GHA (Figure 8, lanes ¢ and d). None of the poor carbon source
effects just mentioned are clearly evident in a glnG~ background
(Figure 8,.lanes e and f). L '

Not even in LHA the levels of Tﬂlﬂé1 become highér than those
of Tglg&z. The possibility that Pglgél is used preferentially in
later phases of a culture was discarded. RNAs isolated at late
exponential and early and late stationary phases from MX614-GLA and
MX614-GHA cultures show no increase in the TglnA1/Tg1nAilratio |
(data not shown). '
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DISCUSSION.

We have shown that glnA transcription is initiated at two
promoters which are inversely fegulated.'Changes in the growth
condition causing glutamine synthetase synthesis to decrease
are accompanied by a gradually diminishing'expressipn from
Pglg&z and a gradually increasing expression from PglnA,.
However, under all the conditions studied, the largest proportion

of transcription starts ét'PglnAZ; This suggests that the expression
from PglnA, would be a mechanism for finely tuning this synthesis,
particularly under glutamine synthetase repressing conditions. It

would be very interesting to find out if there are conditions
where expression from PglnA, overrides that from PglnA,.

The data presented here demonstrate that NR part1c1pates in
the regulation of both promoters. In its absence, PglnA, is

completely turned off. On the other hand, the highest expression -
we have obseved from PglnA1 occurs only in the absence of NRI In

this case PglnA, by itself is sufficient to give a glutamine
synthetase act1v1ty of about 0.05 G.S5. units. Before this work,
it was not clear how NRy participated as a repressor of glnA
expression. In particular, it seemed a more logical hypothesis
that NRI
synthetase levels are lower in this condition than under nitrogen

would repress under nitrogen excess since the glutamine

limitation. Instead we have demonstrated that NRI represses under

conditions where the glutamine synthetase levels are induced.
Our interpretation to why should there be such a mechanism will
be discussed later.

Our data indicate that the glnF product, along with NR,, is
required to induced PginA,. However, in a glnF background we
observe some expre551on, although very small, from Pglﬂéz In a
glgg_ background this expreséion is not detected. This probably
indicates that NR; is able to bind to a certain extent to PglmA,
in the absence of the glnF product causing a low expression from
this promoter.

From our data, 1t is not clear if the glnF product has'a

direct participation on Pgin 1 expression. The regulation of
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'Pglnﬂ.I appears to be normal in a gln76 ginF  background when

compared to a gin76 background. On the other hand, in a ginF~
strain carrying a wild type glnA control region we observe no
response of PglnA, to. the extracellular levels of ammonia. An
in depth characterization of the gln76 mutationm, being carried
out in our laboratory, will probably shed 1ight over this question.
Some preliminary data suggest that a' gln76 mutation does not
interfere drastically with the normal regulation pattern. This
would indicate that the obseved lack of regulation over PglnA,
in a glnF~ background is an effect of some metabolic imbalance.
It should be noted that the glnF  strain, MX848, is the only Gln
auxotroph used in this work, therefore Gln was added to its
cultures. Although,a wild type strain résponds to the extracellular
concentrations of ammonia showing no effect by the presence or
absence of Gln, it is possible that in a glggf strain the
extracellular Gln does have an effect over the glnA regulation.
The mutation in ginlL present in MX101) causes an elevated
synthesis of Tglg&z under nitrogen excess. This éuggests that a
functional glnlL product is required to prevent induction of PginA,
under- these conditions. Chen Y.- M. et al (1982) -have shown that a
glnlL deletion mutant is able to fully decreased the levels of
glutamine synthetase. According to this report, it would be the

presence of an aberrant glnL product, not the absence of a functional

one, which causes elevated expression from PglnA, under nitrogen
excess. This suggests that the direct effectors of ginA regulation
receive information from the glnL product as well as from another
signal, probably a metabolite. An indication that at least NR;

can receive information independently of the ginL product is that
Pglgﬂ1,in MX1019, is correctly regulated. This is not to say that

‘we have discarded any effect of the glnk product over PglnA,. In

fact it seems that the range of‘?glg&1 regulation 1is broadened in

this glnL mutant as reflected by an increase of Tglgﬁl in GHA

with respect to its levels in the MX614-GHA RNA. This suggests that

the glgk_product'has a negative effect over PglnA, expression.
Under carbon excess and nitrogen excess the level of Tglg&1

.is'very low compared to that of TglnAz. When a poor aarbon source
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“is suppiied, instead of a good one, the glutamine synthetase levels

decrease while the TglnAlnglnAz ratio increases substantially.

Although in this condition TglnA, zemains the main transcript, the
amount of TglnA, becomes significant for glutamine synthetase
synthesis. This effect is more pronounced in GHA than in Luria
broth. Adding glucose to Luria broth reduces the Tgl_nAI/T_glnA2
ratio (unpublished results)., It is possible that under a more
severe carbon 1imitation, like in acetate as carbon source, the

TglnA, levels will reach ‘those of TginA,. This would have important
implications to understand the role of PglnA,. '
Tyler (1979) has reported that the glutamine auxotrophy of a
g_;_: mutant can be suppressed by growth in a carbon limiting
medium. She has found that there is an eight fold increase in the
glutamine synthetase activity. This outstanding result is supported

_‘by zour data, which indicate that in a glnF strain the levels of

both transcripts are dramatically augmented under carbon limitation.
These data support_that_TglnA2 can be transcribed in the absence

“of the glnF product. In this case, PglnA1 and Pgln A, are regulated

in the same direction, contrastlng with the other regulatory effects

we have observed. Although this may imply another regulatory level,

at present we do not have any good explanation for these facts.
Recently, Dixon (1984) has found that the glnA gene from

"Klebsiella pneumoniae can also be transcribed from two tandem

promoters. In this case the downstream promoter is activated by the
ginF gene product in the presence of either the glnG and glnl or

the nifA products. The'requirement of the glnlL product for activation
marks an important difference with the E. coli promoter. The
downstream promoters from E. coli and X. pneumoniaé are completely
homologous. We have found that a sequence overlapped with the E.

coli ginA downstreamﬁpromoter, from poSitioﬁs -98 to -84 (Fig.2),
present a very high homology with the consensus sequence for a

nif promoter (Ausubel,1984). This may have to do with the hypothesis
that the ginG and nifA product are evelutionary related (for review
see Ausubel, 1984). In regard to the upstream promoters, both are
negatively regulated by the glnL and glnG products. However, in this
case the E. coli upstfeam-promoter does not correspond to that of
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K. pneumoniae.

The existence of two promoters poses some interesting questions.

One may think that the glnA expression could be properly regulated

. at only one promoter. However, bacteria have evolved a more complex

strategy. The major regulation of glutamine synthetase synthesis in
response to the avilability of nitrogen is mediated by NR;. Perhaps
only with two promoters can NRI mediate regulation according to

many different signals. On the other hand, our results indicate
that, in conditions where glutamine synthetase is synthesized at

low levels, a decrease in the Tglgﬁz levels is partially compensated
by an increase in the Tglg&j levels. Thus, it seems that the
synthesis of glutamine synthetase varies in a smoother way than that
of TglnA,. Probably, this smooth response to changes in the
intracellular milieu can not be attained with a promoter which, on.
the other hand, is committed to respond more drastically- under
nitrogen limitation conditions. This could also explain why one of
the two promoters is expressed at low levels and why théy are
inversely regulated.' | | ‘ '

Under nitrogen excess and carbon limitation, glufamine
synthetase could deplete the a-ketoglutarate pools of the cell,
thus there should be a level of fine carbon regulation over glnA
expression. PginA, would be a strategic target for this control.
According to this hypothesis, the inverse regulation of Pglg§1 is
a mechanism to allow the carbon metabolism regulation system an.
increasing control over the glutamine synthetase synthesis when
the carbon resources become précarious.

The presence of a sequence homologous to the CAP binding site
preceding PglnA, (Fig. 2) agrees with the hypothesis that this
promoter responds to the carbon metabolism.

A regulation model involving two promoters.

The results obtained in this work have slightly modified the

view of how the genes in the glnALG operon are expressed. We

proposed the following model. )

Under carbon excess and nitrogen limitation conditions, most
trahscfiption from the glnALG operon starts at PglnA,. Under these
;onditions PginA, is activated by the coordinated action of NR;-
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'and the ginF product, while PglnA1and Pglnl are repressed by NR,.

These are the conditions of maximal glutamine synthetase synthesis.
Under carbon and nitrogen excess, the activation of PglmA, is

reduced through the action of the glnlL poduct, maybe in combination

with the P;; protein, as proposed by Magasanik (1982). Under these

conditions the repressionof PglnA, and Pglinl exerted by NR; is
partially relieved. This results jn an increase in the TglnA1/Tg1nA2

‘ratio. The ievel of glutamine synthetase decreases about 10-fold.

Under carbon limitation and nitrogen excess, a further
decrease in the expression of PglnA, occurs. Also, expression from
PglnA1 increases. Under these conditions the glutamine synthetase

levels are reduced another 4-fold.
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‘MATERIALS AND METHODS.

Reagents. Enzymes were obtained from commercial sources. Aminoacids
vitamins and deoxyribonucleotides were from Sigma Chemicals Co.
Radiochemicals were from Amersham. All other reagents and media
used were analytical grade. |
Strains. All strains used in this work are described in Table I.
Culture media. The NN minimal medium, described elsewhere -
(Covarrubias et al 1980}, was supiemented with different carbon
and nitrogen sources to form the folldwing combinations: glucose
high ammonium (GHA), glucose-Gln (G-Gin), glucose high ammonium
Gln (GHA-Gln), lactate high ammonium (LHA) and lactate-high -
ammonium-Gln (LHA-Gln). The final concentrations were 2g/1 glucose
and lactate, 0.5mM and 15mM for low and high ammonium respectively,
and 1mg/ml for Gln. The Ntr phenotype of a strain was- tested by its
ability to grow in 0.2% arginine as the sole nitrogen source. The
presence of transposon Tnj was tested, by the kanamycin resistance
it confers, in media containing 30mg/l of kanamycine sulfate. Luria
broth (LB) was made as described by Davis et al (1980).

Throughout this article, the name of a strain followed by the
name of a medium will be used to designate a.particular culture
or RNA. ' .
Glutamine synthetase.activity. The y-glutamyl transferase assay

used was as previously reported (Covarrublas et al, 1980).

Specific activities are given as-nanomoles of y- glutamyl hydroxamate

formed per min. per mg of protein at 37°C (GS units}.

Plasmids. Plasmid pACR1 is a ColEl derivative containing the
complete glnALG operon (Covarrubias et al, 1980). Plasmid pACR101
was constructed as follows: A Smal-EcoRI fragment (728 bp) which
‘contains the glnA cqhtrol region (Covarrubias and Bastarrachea,
1983) was purified from plasmid pACR1. After adding BamHI linkers
to the Smal end; this fragment was cloned into the BamHI-EcoRI
digested cloning vehicle pBR327 (Soberdn et al, 1980).

RNA isolation. Cultures were harvested at 0.5 0.D. 600nm, and total

" RNA was extracted according to Aiba et al (1981).
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Northern Procedures. Agarose gels containing 2.2M formaldehide

were prepared and electrophoresed as described by Maniatis et

al (1982) except that ZmM NaKHPO4 was added to all buffers. The

gel transference as well as the nitrocellulose filter hybridization
were carried out as described by Thomas (1980). Probe A is a -

700 bp EcoRI-BamHI glnA internal fragment. Probe ssI is a 51ngle
stranded probe obtained from a M13mp8 derivative by primer -

extension with klenow polimerase. This probe corresponds to the
complementary strand. of the glnA transcript. Its 5'-end is in the

~HaelIll site adjacent to PglnA2 (see Fig.2). Probe A was labeled

with {a-*?P} 4CTP by nick translation and used at a concentration

of 10ng/ml and a specific activity of sx108 dpm/ug. 4ug of total

RNA were used per gel slot. The results from the Northern experiments
shown here were reproduéible'ﬂith different RNA isolates. '
NRIbinding assax._This'assay was carried out in a similar way to the

RNA polymerase binding assay described by West and Rodriguez (1980).

3ug of HhaI_digested PACR101 were mixed with purified E. coli NRI
(Rocha et al., submitted to publication)} in a 1 to 10 molar ratio.

The binding reaction was carried out in 20ul of binding buffer -

(BB, 20mM Tris-HC1 pH8, 10mM MgC1, 0.1mM EDTA, 0.1mM DTT, 5% glycerol
and 75mM KC1) and was incubated for 20 min at 37°C: 1pl of heparin

" (10mg/ml) was added and incubation continued for another 20 min. The

reaction was diluted with 200ul of BB. Restriction fragments bound
to NR; were traped by filtering this reaction through a 6mm -
nitrocellulose disc (Scheleicher and Schuell-BA85). These were then
eluted from the nitrocellulose with 500ul of elution buffer (10mM
Tris-HC1 pH8, 0.2% SDS, 0.3M sodium acetatej, ethanol precipitated
and analyzed in a 7.5% polyacrylamide gel. '

Primer extension procedure. We followed a modification of a protocol

kindly provided by John Rossi, using as a primer the EcoRI-16mer
(Wallace et al, 1981) which is homologous to the sequence adjacent
to the EcoRI site in pACRI01. 0.1 picomoles of (°2P) 5'-end labeled
primer were mixed with 50ug of RNA obtained from strain MX?SQ grown
in GHA. The mix was denatured at 94°C for 5 min in 8.7mM Tris-HC1
pH8.3, 0.3-M EDTA and 1nmedlate1y chilled on ice. The primer-RNA
‘hybridization was done at 43°C for 3 hrs. The reverse transcriptien.
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reaction was carried out in 52 mM Tris-HC1 pH8.3, 10.5mM MgCl,,
4.2mM DTT, 1mM each TTP, dGTP, dATP, dCTP and 53 units of reverse
transcriptase in a final volume of 25pl, during 30 min, at 43°C.
RNA was degraded by adding 2 ul of a Tmg/ml RNAse solution and
incubating for 1t hr at 37°C. This reaction was_phendl extracted,
ethanol precipitated and the?reverse transcripts were analyzed

in a conventional sequencing gel. -
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Table I. Bacterial Strains

~ STRAIN "  GENOTYPE - ' SOURCE OR REFERENCE

- MX614 F (pro-%ac)d galk 11lv680 thi-1i : ‘Bastarrachea et al (1980)
MX848 - S Same as MX614 but glnF73::Tnj Osorioc et al (1984)
MX902 Same as MX614 but glnG74::Tn5 | Osorio et al (1984)
MX927 Same as MX902 but gln76 . . Osorio et al (1984)
MX929 .~ Same as MX614 but gln76 - ~ Osorio et al (1984)
MX931 . Same as MX929 but ginF73::Tnd _ -~ Osorio et al (1984)
MX982 Same as MX931 but glnG77 Osorio et al (1984)
MX10197 Same as MX614 but ginL83® F. Bastarrachea.
MX781 F proAZ leuB6 thi-1 lacY! galK2 rpsL20 hsdS :
_ H o recA glnA70 ré mé / pACR1 : Covarrubias et al (1980)
MX789 » F‘proAz leuB6 thi-1 lacYl galK2 rpsL20 hsdS

recA rp my /pACR101 . ' - This paper
a

glnL83 is a non-polar point mutation isolated as a supressor of the Asm~ phenotype of the g1t831
“mutation. | |

97
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the ratlonale of this experiment.
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Figure ﬁ. Nucleotlde sequence of the glgﬂ 5'-end, This is a partial
sequence from the one published by Covarrubias and Bastarrachea_-'
(1983),to indicate the g1lnA transcription initiation sites as well
as the ginA promoters. Some corrections have been made to the
pub11shed sequence: the GC, at positions -121 and -120, was
originally a CG; also, between the C-and A, at positions -197 and
-196, a G has been eliminated. The possible -35 and -10 regions
of PglnA, and PglnA, promoters are boxed. Numbered arrows, 1 and
2, indicate the corresponding mRNA start sites (-184 and -170).
The wavy line shows the location of the putative ribosome binding
site. Horizontal arrows show palindromic sequences. The sequences
overlaid -with a dark bar corresponds to the conserved heptamer
proposed by Ow et al (1983) as the NRI Tecognition sequence. The
sequence overlaid by dashed bars show the proposed NRI blndlng
site. The sequence underlaid with open bars correspond to a

reéion homologous to the consensus CAP binding site (Adhya and
Cavoae 10O0RTY
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Figure 3. Northern blot hybrldlzatlon of RNAs obtalned from strain
MX929 (gln76) grown in a medium containing as nitrogen source
‘either 0.5mM NH,C1 (¥ , lane a) or 15mM NH4C1 ( @ lane b) and
hybridized agalnst probe A. Denatured human rotavirus (250761)
‘_genome and E. coli rRNAs were used as molecular weight markers.
The sizes of the rotavirus RNAS were based on Both et al (1982)
and Arias (personal communlcatlon). A typical pattern of
rotavirus RNAs migration is shown in lane c ; the positionms of
E. coli TRNAs are indicated with full tfiangles.'All molecular
weight markers are expressed in nucleotides. The approximate
molecular weghts .of the two main glnA transcripts are indicated’
at the left of lane a. The scheme.on'the right shows the
initiation and termination 51tes of Tg___1 and TglnA,. The
restriction fragment correspondﬂg to probe A is indicated. The
dashed box indicates a reduced drawing scale.
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Figure 4. Northern blot hybridizations: In the line indicating
the nitrogen source, up and down pointing arrows mean 15mM and
0.5mM NH,C1; respectively. The amount of RNA loaded in each lane
was: a thru f, Sug; a' and b*, 20pg; c' and d'; 10yug; e' aad f';
Sug; g, 20ug. Lanes a' thru f' were hybridized with a single
stranded Tglgﬁ1.specific probe, ssI. Lane g is equivalent to
lane b but at a much higher sensitiviyy.The relevant genotypes
of the strains used in these experiments are: MX614, wild type;

MX781, glnA70/pACR1; MX929, gln76.
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Figure 5. Northern blot hybridization of RNAs from strains

carring the gln76 allele. In the line indicating the nitrogen
source,up and down pointing arrows mean 15mM and 0.5mM NH4C1,
respectively. The detection sensitivity is the same for all lanes.
Bands below the main glnA transcripts are products of physiological
mRNA degradation. The relevant genotypes of the strains used are:
MX929; 1n76; MXQZ?, glnG74::Tn5 gin76; MX931, glnF73::TnS gin76;
MX982, glnF73::Tnb5 glnG77 gln76. |
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Figure 6. Northern blot hybridization.
nitrogen source, up and down pointing ar
NH4C1, réspeCtively;-g means 1g/1l 6ln.

at the same sensitivity. The insert below, lanes e-f and g-h
represents the same hybridizatidns at different sensitivity to

emphasize the presence and relative abundance of the two glnA

transcripts. The relevant phenotypes of the strains used are:
MX614, wild type; MX902, glnG74::Tn3; MX848, glnF73::Ta5; MX1019,

glnL83.
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Figure 7. NRI binding assay. Lane a, pACR101 digested W
Lane b, fragments bound td'NRl; only the 214 bp fragment,
PginA,, was retained. For details see Materials and Methods.
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Figure 8. Northern biot hybridization. In the 1ine.indicatiﬁ;

the nitfogen source, up and down pointing arrows mean 15mM and
0.5 mM NH4C1 respectively; g means 1g/1 Gln. In the line indi-
cating the carbon source, G means 0.2% glucose, L means 0.2% -
lactate. The detection sensitivity is the same for all lanés -
except g and h | | o
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PISCUOSION

El trabajo de &sta tesis abre nuevas posibilidades
bPara entender la regulacidn del operdn glnALG. - Su impor-
tancia reside en que Plantea una serie de bPreguntas que -

al ser contestadas ahondar&n nuestra comprensién del sis-

tema. TLas primeras Preguntas que se nos han ocurrido son

< Es una estrategia comfin en bacterias el tener mis de un

promcotor para la expresidn de un gen' ? & Por qué es conve

niente tener mis de un - promotor ? ¢ En el .caso de glna,
pPara gué@ sirve el tener dos promotores ? ¢ Por qué estos
Se regulan inversamente ? Alrededor de algunas de estag

Preguntas gquisiera centrar 1la discusidn.

Si resultéra que la existencia de mas de un promo-
tor es casual, las preguntas anteriores'perderian todo --
significado. Por ello quiero analiéar, antes dque nada, -
€sta posibilidad. Veamos. No es improbable gque se Qene—
en promotores al azar; es decir, sin ninguna Presidn se-

lectiva; por simple acumulacidn aleatoria de mutaciones.

Se sabe gque la RNA-polimerasa reconoce in vitro secuen- -

clas. que no son promotores (93). Mas atin, dado que en --

glnA el promotor distal es muy d&bil, pudiera haberse ge

nerado por deriva génica. Sin embargo, se debe recordar

que el prgmotbr distal de glnA esti regulado por la dispo

nibilidad de nitrdgeno y ademis comparte con el promotor
Proximal un regulador 1mportante del metabolismo nltroge—

nado: el producto de glng,



Tomando en cuenta lo anterior, resulta muy dificil
concebir que e; promotor distal no haya estado sujeto a -
presibn selectiva. Sin dicha presidn; ¢Cdmo pudo &ste --
promotor adquirir un sistema de regulacién especifico que,
Por sus caraéteristicas; barece estar tan relacionado a -
lasg fﬁnciones del operé&n? Psr otro lado, dade que tal re
gulacidn existe, es muy improbable que la presencia de --

tal promotor tenga un valor neutral para la bacteria.

En particular, la transcripcidn del promotor dis--
tal pasa por encima del promotor proximal; PglnA;. Hemos
demostrado gue la tranécripcién de PglnAy representa en -
algunos casos; como en lactato alte amonio,_al menos el -
30% de los transcritos de glnA. Esto sugiere que la sin-
tesis de TglnlAy debe intexferir con 1la transcripcidn a --

partir del promotor proximal, Pglna,.

' M&s afin, dada la cercanfa de estos dos promotores,
cabe pensar que se establezca una competencia por la RNA-
polimerasa. Dicha competencia no serfa irrelevante pués,

si bien ambos promotores transcriben el mismo gen, no es

de suponerse gue ambos promotores tengan la misma capaci-

dad para formar el "complejo abierto de transcripecidén" --
con la RNA-polimerasa, es decir, el complejo funcional de

e}

la iniciacifn de la transcripecién (93).

Tampoco debe ser irrelevante el que ambos promoto-
res compartan para su regulacién al producto de glnG. Se
ha calculado que el la célula debe haber alrededor de 30

moléculas de &ste regulador (94). Es dfficil concluir si



€sta cantidad representa © no un exceso de regulador, 8i
bien entre ambos promotores solo pueden titular dos de es

tas molecylas, es Posible que las restantes esten unidas

‘al DNA en otras regiones o simplemente se encuentren li--

bres en elqc:i'..toplasma,r bPero demasiado lejos de la regidn
de'control defﬁlﬂé‘ Lo gue con esto-quiéro decir, es que,
en cada momento, solamente lés meléculas de NRy gue estén
suficientemente cerca dé E£E§ entran en juego, y gque es--
tas deben ser pocas. va que, ﬁomo S€e muestra en este tri'
bajo, un fragmento de restriceidn que lleva al promotof -
distal une-con_gfan'avidez al préducto de g££§, es muy --
pProbable que éste promotor reduzca la disponibilidad de -

NR1 en cuwanto a 1la activacidn del promotor proximal,

-Hasta.el momento mi argumento ha sido que, dada la -
Preexistencia del promotor proximal, con una regulacidn -~
Optimizada, la aparicidn deil pPromotor distal afeétarfa -
tal regulacidn y por lo tanto tendria ﬁn_valor de selec--
cidn negativo. Claro qﬁe esto es "poner la carreta en- -
frente del caballo™. Lo.que en.realidad suponemosgs es due
la funcidn de éﬁbos pPromotores ha sido optimizada durante

una larga evolucidn Y que la presencia de un segundo pro-

‘motor aumenta las probabilidades de Bxito de la bacteria,

Otros argumentos a fabor de la ntilidad de PgihA; provie-
nen de 1a existencia de sistemas similares, con dos prémg
tores para 1la expresidn de glnA, en Klebsiella Y Anabaena,

los cuales se analizarin en breve.



Con la discusidn anterior he guerido convencerles de

que, 2l menos en el caso de glnA, la existencia de dos -~

promotores si tiene un papel fisiolfgico {aungue descono-

cido}) y a la vez he aprovechado para destacar algunas - -
ideas gue tienen implicaciones para cuando haya gue consi

derar la funcidn de ambos promotores.

Como ya se menciond, en Anabaena Yy en Klebgiella pneu-

monie la expresidn de glnA tiene importantes similitudes
con E,coli (nota 1}. (En Anabaena existen cuatro bromoto
res, aungque los dos m3s distales tienen una baja expre- -

sidn y no se ha hallado que estén regulados).

En primer lugar, los tres sistemas tienen mids de un -
promotor. En los tres casos, él promotor proximal tiene
la mayor capabidad para originar-transcripcién de'glnA._h
En todos los casos, aﬁadirﬂuna alta concentraci&n de amo-
nio al medio tiene el efecto dé disminuir la expresidn de
€ste promotor. Sin_embargo en ninguno @e los trxes casos

se ha observado gue dicho promotor pueda ser apagado del

todo en respuesta a las condiciones de cultivo,

El segundo promotor, ordenados seglin su lejanfia al eco
ddén inicial de GS, se parece, entre los tres organismos, -
bPor su baja expresibn, la cual Puede ser apagada del todo.

(En realidad no se han encontrado, en K.pneumoniae de ti-

Po silvestre, condiciones donde &ste promotor esté activo.

Es probable gque el anidlisis no haya sido suficientemente

Nota 1. En los siguiente pérrafos, cuando no se especifique alguna
otra referencia, la informacidn respecto a 1os promotores
de ‘Anabaena, Klebsiella y coli provienen de las referencias
95,96 y =1,




sensible o exahustivo), En E.coli y Anabaena este promotor

tiene una m&s alta expresifn en exceso de nitrbgeno que en

limitacidén del mismo. Ademids, en los tres casos, el segun

do promotor se parece al "promotor consenso" de E.colli, --
mientras gque el primer promotor en ningin caso se parece a
€ste consenso; pareci&ndose, en cambio, a los promotores -

"nif"™ (97).

El segundo promotor de Anabaena se expresa en Egcoli_-
en condiciones de exceso de nitrdgeno., Por otro lado, en
una g;coli‘ginG“, dicho promotor se expresa,aunqﬁe desregu
ladamente, tanto en exceso como en 11m1tac1on de nltrSgeno
No se han probado otras condiciones tales como limitacifn

de nitrdgeno en presencia de glnG. Serfa interesante ver

si en tales condiciones la similitud entre los genes glnaA

de Anabaena y de E.coli se mantiene.

Anabaena y Klebsiella tienen la posibilidad de fijar

nitrbgeno molecular. En las condicicnes en la que esto su

cede, el primer promotor de glnA esta inducide, mientras
el segundo promotor esta reprimido. Dado que la - fijaci8n
de nitrbgeno es reprimida por 1la bresencia de amonio en el

medio, &sto pudiera ser una correlacidn accidental. Sin -

embargo en Klebsiella se sabe que .en realidad existe una

sl .
regulacidn cruzada (96,97). En este caso el producto de
nifA, un regulador de los genes involucrados en la fija- -
cidn de nitrdgeno, bPuede, si se encuentra en gran abundan-

cia, funcionar como un mtivador del bpromotor proximal de =

glna.

i
i
1



Desgraciadamente se sabe poco respecto a 10s regulado-

res de glnA en Ahabaena, Por otro lado, en'KIEbsiella-pa-

rece existir un sistema de regulac1on muy similar a E. coll.

Como en E. coll, se han 1dentificado los gene glnF; g1nG y

glnL (llamados ntrhi, ntrB Y ntrC, pero gque aquf, por clari

dad, designaremos con el nombre dado en E. COll) Ademis -
de gue la organizaciﬁn de estos genes en E,coli y en Kleb-
siella se asemeja, la expresidén de glnA y el sistema de re

gulacidn Ntr, o Reg, tamhi&n tienen una gran similitud,.

En cuanto a la regulacidn de los dos bromotores de glna

el trabajo realizado en Klebsiella indica los siguientes pa

recidos con nuestros resultados en E.coli, E1 promotor pro

ximal es activado por los productos de glnF ¥ glnG en limi-

tacidn de nitrdgeno. E1 promotor distal es reprimido pOr .=
el producto de glnG. . en ambos casos el producte dE'glnL pa

rece ser un represor de é€ste promotor. En'KlebSIella no --

hay represiﬁn.completa del promotor distal_en ausencia de -
Elﬂé' En correlaci8n con esfo, en.nuestro caso parece ha~-
ber una elevaci®n en los niﬁeles de'Tﬁlgéj én una cepa glnkL
en alto amonio.. Una diferencia iﬁportanfe entre ambos sis-
temas es gque en Klebsiella el producto de glal parece reque
rirse para la activacién del promotor broximal, mientras --

gue en E;coli tal dependencia no existe.

Es ihteresante el gue hayan todas esas similitudes ya -
dque no son el resultado de una dlvergen01a redu01da Por -

un lado E.coli y Anabaena estin muy poco relacionas. Por -

otro lado, E.coli y K.pneumoniae, aunque son parientes cer-
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canos, utilizan secuencias distintas para 1la expresién de -
glnA. Alineando, en virtud a su alta homolpgia, las regio-
nes de control de Elﬂﬂ de estos dos mlcroorganlsmos, ée ve
que los promotores usades no corresponden. exactamente._ Es-

tos  datos sugieren gue una funciBn com@in ha éncontrado solu

. ciones similares, aungue no idénticas, en. estos tres orga--

nismos, <¢Culdl es esa funcidn que exige tal mecanismo de re-
gulacidn?...: Desafortunadamente no se han analizadeo mutan--

tes donde la expresidn del promotor distal haya sido elimi-~

nada. De momento sdlo Podemos. jugar un poco a especular,

Existen distintos. tipﬁs de hip8tesis para ekplicar la -
conveniencia de dos promotores en un sistema:

A) El primer tipo plantea una imposibilidad fisica para
lograr una curva de expresidn de ciertas caracteristicas'dg
seédas cbmo respuesta a una curva sefial,  Como un ejemplo -
imaginario digamos que fuese fisiolégicamente conveniente -

que los niveles de expresidn de un sistema cambien exponen-

‘cialmente respecto al cambio lineal de una sefal. Las hipd

tesis de imposibilidad fifsica explicarfan la presencia de -
més de un promotof, asumiendo que existen limitaciones inhg
rentes a las proteinas y el DNA gque impiden contruir un sig-
tema con s8lo un pfomotor el cual respdnda con una curva --
exponenéial al cambio_de 1a sefial reguladora ' y que con dos
o varios,promotb;es.es-ﬁosiﬁle asemeljar la expresiéh desea=~
da mas adecuadamente.

B} Las hip&tesis de un segundo tipo plantean- que algu--

oS promotores son una especia de sistema de seguridad. Es
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decir, que en caso de que,-debidd a mutaciones o a dondicig
nes ;adibalmente distintas, el promotor principal dejara de
'funcionaf, un promotor secuhdario_garantizaria uha expré~ -
5idn quE‘permiﬁiese el crecimienﬁo dé la bacteria., EL pro-
motor secundario seria insensible a la catastrofe o, m8s --

alin, se prenderia por ella,

C) El1 tercer tipo de hipétesis pfopone la existéncia dé
mis de un promotor’como‘un mecanisno Para aumentar 1os'gré-
dos de libertad de un sistema, En el caso de dos promoto--
res, A y B, estas hipbStesis asumen que la expresifn de &s--
toé se puede comportar come no ac#plada. Es decir gue a -~
Partir de conocer 1a expresién de A no hay ninguna funcidn
(en el sentido matemitico) gue permita predecir la expre-. -
sidn de B, pues para una expresiﬁﬁ Ax,-existen una serie de
expresiones alternativas Bx, By, Bz, etc. Esto imblica, -—
forzosamente, gue exiéte al.menos-una senal QUe no es comiin
a Ay B. Implica tambi&n, gue al menos alguno de los regu-
ladores no es compartido. Si, por éjemplo, un sistema de -
dos promotores se regula con una sola proteiﬁ, ésta.tiene -
necesariamente al menos tres estados: uno que afecta a A;
otro que afecta a B y otro gue no afecta, como regulador, a

ninguno de los dos.

Eélos tres tipo de_hipétesis no son excluyentes y éuede
Ser que sean simultaneamente ciert&s{ Sin_embargo; las hi-
pétesié del tercer tipo,‘debido a la versatilidad gue flan-
tean y al tipeo de conceptos gque manejan, parecen, intuitivi

mente, encerrar un significado biol8gico mis relevante. -




Para el caso de los dos promotores de glnA nuestras hipSte-

sis favoritas pertenencen a esta categoxia,

Aungque debemos reconocer gue no hemos ensayado muchas -
condiciones de crecimjento, cabe recordar que s8lo hemos ~-

visto una expresidn significativa de PglnAqi cuando la limi-

tacidn de carbono es determinante de 1a velocidad de creci-.

miento de la bacteria, Esto; y el hecho de existir muy cer

s

ca de PglnA1 un posible sitio de reconocimiento para la pro

B

‘teina CAP, nos ha inducido a pensar que este promotor estd

sujeto a una regulaciﬁn por carbono gue no compafte con - -
Pgiaéz.. Lo atractivo de esta posibilidad es gue situa a -
'Pg£2&1.como_ﬁn punto iméortante para regﬁlar el equilibrio

necesario entre losg metabolismos del;nitrSgeno y.del_c%rbo-

no.,

‘Otra de las explicaciones gue nos gusta proviene de la

sugerencia, hecha por Little y Brener (98), de que existan

en E.coli dos estados posibles para la RNA-polimerasa, el =

balance de los cuales afectarfa diferencialemnte 1a exXpre—-

sién de todos los genes deﬁla bacteria. Es posible que - -

TglnA4 sea transcrito préferehcialmente Por un estado de po
limerasa ¥y TglnA; por el %otro. Esta posibilidad se hace, -

de alguna forma, m8s interesante por el hecho de gue quizis

" glnF codifique para una especie de subunidad_éigma {92,100).

En este séntido hay Que recordar que PglnA, no se parece al
"promotor concenso" de E.coli y sfi a 1os'promotores "nif" -

de Kleibsella 1o cual invita a pensarx que es reconocido --

por una RNA-polimerasa distinta a la.que reconoce a la mayo




ria de los promotores de E.coli.

Las hiﬁétesis expuestas, y mucho de lo que se ha plan-=~
teado en gsta discusidn, encuéntranIcontrargumentos en da--—
tos ya existentes. EBn ninglin caso la interpretacién es - -
inica; ﬁero en esto residé el encanto del sistema. A veces
la eleccidn de una alternativa es cuestidn de intuicidn o,-

en dado caso, de-sensibilidad estdtica.

Al final de la discusidn del artfculo incluido se pre--
senta un.modelo de regulaci8n. Sin duda es una belleza de
sim?lificacién descriétiva... pronto eétars obsoleto: ha--
bri uno ﬁas amplic ¥y 6etall§doP Eso no esté mal; pero lo -
que m&s motiva el inguirir cientifico és el pasar del des-—-
cribir al entender. Désﬁﬁés de todo, no hay placer mayor -
gue el concluir gue nuestra 1l8gica estaba equivecada: gue

la bacteria tenia razdn 1
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