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!NTRODUCC!ON: 

En la atmósfera se encuentran grandes cantidades de nitró

geno molecular (aprox. 78-J¡,), es un compuesto Inerte que solamente puerle 

ser usado por algunos microorganismos como son las bacterias fijadoras 

de nitrógeno y algunas algas azul-verdes. Por esta razón la gran mayorra 

de los organismos vivientes obtienen el nitrógeno en forma combinada co

mo amonio, nitritos, nitratos y alln compuestos más complejos como son 

los aminoácidos (1 ), En este contexto se pueden reconocer dos procesos 

Importantes en el metabolismo del nitrógeno: 

1) La asimilación de este elemento a partir de los com-

puestos disponibles en el medio en donde la forma de asimilación depend~ 

rá del organismo en cuestión y 

2) Su utilización en la blosíntesls de los compuestos nitro

genados necesarios para la supervivencia de ese organismo. 

Desde hace ya algunos años se reconocieron a los amlnoácJ. 

dos glutamato y glutamlna como fundamentales en la aslmllaclón y blosfn

tesls de compuestos nitrogenados, ya que actllan como donadores de nltr~ 

geno en las reacclónes blosl ntétlcas , En el caso del glutamato, se le r~ 

conoce como donador primario del grupo amino para la sfntesls de amino! 

cldos principalmente por la vra de la transamlnaclón , en cuanto a la glut!_ 

mina se sabe que puede donar su grupo amida para la blosrntesls de ami~ 

ácidos, purlnas , plrlmldlnas , amlnoazllcares y otros compuestos. 
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En los procarlotes es donde más se ha· profundizado en el -

estudio de la fonnaclón de estos dos aminoácidos y en la distribución del 

nitrógeno en la célula a partir de ellos. Por lo tanto , en el caso que ah!?. 

ra nos ocupa, trataremos esenclalm ente de la fonnación de glutamato y -

glutamlna en las bacterias entéricas en general. Se sabe que las entero-

bacterias utilizan glucosa como fuente de carbono y amonio como fuente -

de nitrógeno , para crecer en un medio mínimo. En estas condiciones, el 

metabolismo Intermedio funciona principalmente con los grupos nitrogena

dos que provienen de glutamato y de glutamlna. La formación de glutamato 

procede esencialmente por 3 vías, dependiendo de Ja forma en las que se 

encuentren los átomos de carbono y nitrógeno en el medio; estas vías son: 

l) La que utlllza 2-oxoglutarato en reacciones enzimáticas 

diferentes de la transamlnaclón como son: 

a) A partir de amonio y 2.-oxoglutarato, reacción catallza

da por Ja enzima deshldrogenasa glutttnlca (L-glutamato: NADP+ óxido re-

duct1sa; EC l. 4. l.4.) (GDH). 

La reacción catal!zada es: 

NADPH + ¡¡+ NADP+ 

~~ 
2-0XOCWTARATO + NH _____ c;pjj ______ • L-GLUTAMATO + 

4 

HfJ 
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b) A partir de 2-oxog!utarato y L-glutamina, reacción ca

ta!lzada por la enzima giutamato sintasa (L-glutamaco: NADP+ óxido re-

ductasa, EC l. 4. 13.) (GOGAT) en forma acoplada con la reacción depen-

diente de ATP que es catallzada por la enzima glutamlno slntetasa. La - -

reacción catallzadlpor la GOGAT es la siguiente: 

NADPH~ /op+ 
2-0XOGWTARATO + L-GWTAMiNA ••• GQGA~ 2 L-GLUTAMATO + 

2) A partir de 2-oxoglutarato y los grupos amino de otros 

aminoácidos por transaminaclón; la reacción general es : 

R-CHNH
2 
-COOH 

(aminoácido) 

+ 

COOH-CO-CH2-C~ -COOH 

(2-oxog!u ta rato) 

---------------· 
·---------------

R-CO-COOH 

(•-cecodcldo) 

+ 

COOH-CHNH.-CH -CH 
""2 2 1 2 

COOH 

(L-glutamato) 

3) A partir de átomos de carbono y de nitrógeno derivados 

de la degradación de otros aminoácidos. 
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En otros microorganismos se han observado también reac-

cl6nes cataitzadas por deshidrogenasas glutámlcas pero que uttltzan NADH 

y éstas parecen estar involucradas en procesos catab6itcos (desamlnacl6n 

oxldatlva) mientras que las enzimas dependientes de NADPll reaitzan prln

clpaimente la funci6n bloslntétlca (amlnacl6n reductlva) del glutamato. En 

las enterobacterias se ha descrito solamente la GDH bioslntétlca. 

La formaci6n de glutamlna se realiza por una sola vía me

diante la reaccl6n cataiizada por la enzima glutamlno slnterasa ( L-glutam! 

to: amonlo-ligasa, EC 6.3. I.2.) (GS), La informacl6n que se tiene sobre 

est~ enzima es muy amplia y se sabe que esta sujeta a varias fonnas de r!:_ 

gulacl6n lo que lmpitca un riguroso control celular sobre la concentracl6n 

y actividad de la GS. La reaccl6n que cataiiza es la siguiente (2): 

AT\ /+~ 

L-GLUTAMATO + NH! •••• CJS ••••• L-GLUTAMlNA 

En la figura l se esquematizan las formas de incorporacl6n 

del amonio a moléculas orgllnicas y las tres principales vías de formación 

del glutamato para llegar a la biosíntesis de glutamina. 
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FIGURA 1 

12-0XOGLUTARATO + NH: l GDH 

1
G-oxOGWTARATO + L-GWTAM!N~ GOGAT 

DONADOR DE 
GRUPOS AMINO 

2~0XOGLUTARATO+AM!NOAC!D~~; 
L-GLUTAMATO 

3 ~EGRADACION DE AMINOACID~ 
L-GLUTAMINA 

DONADOR DE 
GRUPOS AMIDO 



Puede observarse que la aslmllacl6n de amonio y su utill--

zacl6n para la formación de glutamato en las enrerobacterlas está contra-

lada por las tres enzimas antes mencionadas : GDII , GOGAT y GS y la --

relación entre ellas se esquematiza en la Figura 2 • 

glut~mlna 
1 
1 
1 
1 
1 

ATP ~ NADl'll + li+ 

) 

Formación de aminoácidos ( 
y otros compuestos nltro-

GS~enados. ¡ GOGAT 

ADP+fi l / NAD"' 

glutarnato 

FIGURA 2 
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De las enzimas mencionadas anteriormente , trataremos en 

particular de la glutamato slntasa (GOGAT) ya que este trabajo versa so-

bre la caracterización de los genes que codifican para las dos subunldades 

que componen la GOGAT de Escherlchla col! K-12. 

Ha sido descrito por varios autores que el mecanismo pri

mario para la síntesis de aminoácidos a partir de amonio y metabolltos l)! 

termedlos , es realizado por la GOH; o bien, en aquellos organismos que 

carecen de esta enzima, por algunas deshldrogenasas de aminoácidos anil

logas como la alanlno deshldrogenasa. Sin embargo, Tempest y colabo-

radores (.1) , realizaron observaclónes que apuntaban hacia una vía alter

nativa de la aslmllacl6n del amonio en las bacterias. Estas observacl6nes 

son las siguientes : a) Mutantes de Baclllus subtllis que habían perdido -

tanto a tanino deshldrogenasa como la deshldrogenasa glutámlca eran alln 

capaces de crecer en medio mínimo. b) La síntesis de deshldrogenasa 

glutámlca en Klebslella aerogenes podía ser reprimida casi totalmente -

sin afectar la capacidad de estos microorganismos de asimilar amonio y -

crecer en medio mínimo. 

Una Investigación detallada de este hecho reveló la existen

cia.de una enzima que utlllzaba glutamlna para sintetizar glutamato y que -

era desconcictda hasta entonces, 
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Se establecl6 claramente que la síntesis de glutamato , en -

cultivos de Klebslella aerogenes limitados de amonto, podía efectuarse -

por un proceso que Involucraba dos etapas : primero la síntesis de gluta

mlna donde se utlllza una molécula de ATP y luego la transferencia reduc-

tlva del grupo amldo a la posición 2 del 2-oxoglutarato , formándose así -

dos moléculas de glutamato, en esta reacción se consume NADPH. 

De esta manera las reacclónes de formacl6n de glutarnato -

vra glutamlna y la reacción catallzada por la GDll , son casl Idénticas con 

la excepción del gasto de una molécula de ATP; las reacclónes correspon-

dientes se pueden observar en la Figura 3. 

GDH 

2-oxoglutarato + NADPH + H+ + NH! -----• L-glutamato +NADr+ + Hfl 

GS-GOGAT 

1) NH! + L·glumtñiito + ATP -------------• L_-.i;Ju1anrtflá
0

+ ADP +PI 

2) lr-gltlláml°iia + 2-oxoglutarato + NADPH + ¡.¡+ ----•.:l-f.:-glutamato + NADr'" 

NH! + 2-oxoglutarato + ATP + NADPH + H+---•L-glutarnato + NADP+ + ADP 
+Pi 

FIGLIRA 3 
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Actualmente se reconoce que la reacción 1 de la fonnaclón 

de glutamato por la vía GS-GOGAT está catallzada por la glutamlno slntet!!_ 

sa y que la reacción 2 es catallzada por la glutamato slntasa. 

Tempest y col. (3) realizaron un estudio del contenido y di!!_ 

trlbuclón de GOGA T y GDH en varias especies de bacterias y levaduras e!!_ 

cortrando que , mientras la GDH estaba ampliamente dlstrlbuída , la for-

maclón de glutamato por la GOGAT solo se manifestó en los procarlotes. 

Esto Incluye a los organismos fijadores de nitrógeno , varias especies de 

algas azul-verdes , algunos anaerobios , bacterias tennofíllcas y crlotr-

llcas. 

En el caso de los mic roorganlsmos fijadores de nitrógeno -

se conoce que el amonio es el producto pr.lmarlo del proceso de fijación y 

que este metabollto es un potente lnhlbldor y posible represor de la nltro

genasa, entonces para que los organismos contlrnlen fijando el nitrógeno -

debe existir algtln mecanismo para eliminar eficientemente el amonio tan 

pronto como es fonnado • Algunos autores han planteado la posibilidad de 

que la GOGAT , presente en estos organismos funcione Inicialmente para -

eliminar el amonio que se está formando (4) • 

Por otro lado , recientemente se ha reportado actividad de 

GOGAT en ciertos organismos eucarlotes tales como Schlzosaccharomyces 

y Neurospora crsssa (17) • En las plantas se sabe que las dos enzimas Im

portantes para la síntesis de glutamlna y para la transferencia de su nitro-

8. 



geno amido a otros aminoácidos son la giutamino sintetasa y la glutamato 

slntasa respectivamente. Estas dos enzimas se han aislado , eocontránd2 

se a la glutamino slntetasa tanto en el citosol como en los plastldos , ad!_ 

ferencia de la glutamato sintasa que solo está presente en los piástldos ( 18). 

Los estudios bioqulinicos acerca de la GOGAT de Escherlchia 

collson amplios y han sido realizados por varios autores (5-7), a partir de 

la purificación a homogeneidad de la enzima • La Comisión de Enzimas -

de la Unión Internacional de Bioquímica estuvo de acuerdo con el nombre -

de glutamato sintasa ya que , la enzima cataliza la sfntesis de glutamato ~ 

ro no utiliza ATP, las siglas de GOGAT provienen de" glutamlno (amida): 

2-oxoglutarato amim transferasa (oxido reductasa NADP)" , nombre suge

rido inicialmente por Tempest (3) . 

Se sabe que la GOOAT es una flavoprote!'na que contiene 7. 8 

moles de flavina , 38. 4 moles de hierro y 30. 4 moles de azufre por - -

800, 000 gr. de proteína ; tiene un coeficiente de sedimentación de 20S. Se 

le determln6 un peso molecular de 800, 000 d por equlllbrlo de sedlmenta-

clón y ftltraclón en gel. El espectro de absorción es mhtmo a 278 nm , -

380 nm y 440 nm • Por espectros de abSorcl6n y de resonancia electr6nl-

ca paramagnética del NADPH reducido se sugiere la formacl6n de un lnte!: 

medlario llavina semlqulmna estable. La protelha pura mlgra como ban

da dnlca en electrotbresls en geles de polacrllamlda a pH 7. 2 y rH 8. 5 y -

al tratarla con IDS , urea o guanldlna aparecen dos !IDll~ptldos de 135, 000 

d y 53, 000 d de peso molecular en electroforesis de pollacrilamlda-IDS , lo 

que sugiere que esta enzbna estl fonnada de dos aubunldades diferentes. 

9. 



Las Km's aparentes para NADPH, 2-oxoglutarato y L-glu

tamlna son 7. 7 J'l'vl, 7. 3 )' M y 250 )' M respectivamente. Seg\ln Miller

(5) , se puede mantener la enzima pura a -BOºC en presencia de 2-oxoglu

tarato y EDTA por más de un año conservando su actividad total. El ¡ti 

óptimo es de 7, 6 y entre los más potentes lnhibldores de la actividad de la 

enzima están L-aspartato, L-mctlonina , D-glutamato y NADp+, 

Se han aislado la subunldad pesada y la subunldad ligera de 

la GOGAT de Escherlchla col! , y las características que presentan dlfle

ren de otras amldotransferasas conocidas • Se estableció que es en la -

subunldad pesada donde se une la glutamlna para la formación de glutama

to: esta actividad es dependiente de las flavlnas y del Fe-S contenidos taf!! 

blén en esta subunldad , aparentemente es necesaria una cisterna para la -

unión de la glutamina , en esta subunldad se determinó una actividad de -

glutamlnasa (6, 7) • Para la subunldad ligera , se observó que también P!?. 

día formar glutamato pero a partir de amonio, en reacción similar a la de 

GDB • Pudiera pensarse que la deshldrogenasa glutllmlca y la subunldad -

ligera de GOGA T son la misma proteína pero esta posibilidad queda des - -

cartada ante la falta de reacclón cruzada entre los anticuerpos antl-GDB 

y la subunldad ligera de GOGAT (6), 

El mecanismo por el cuál forman glutamato ambas subunl

dades es diferente seglln el resultado de la utilización del NAOPH (7) • 

La actividad dependiente de glutamlna es Inhibida por una clorocetona 

10. 



y por met!onlna sulfoxlrnina, ambos compuestos análogos de la glutamlna • 

Sin embargo , estas substancias no inhiben la formación de glutamato de

pendiente de amonio y esta llltlma actividad se ve inhibida por ditionito só

dico, 

Poco se conoce sobre la regulación de la formación de la -

GOGAT (2) • En trabajos realizados con Klebslella aerogenes , se obser. 

van algunas contradicciones ya que se han reportado al tos niveles de la -

enzima en cultivos limitados de amonio (8) respecto de cultivos crecidos -

en exceso de amonio . Sin embargo , otros trabajos realizados con otra -

cepa de _15. aerogcnes reportan que el nivel de GOGAT era mi!s bajo en cé

lulas crecidas en condiciones llmitantes de amonio que en exceso de éste -

(9) . Brenchley y col. (10) , reportaron en un extenso estudio realizado -

con :!_. typWmurium , la existencia de altos niveles de GOGAT en células 

silvestres crecidas en medio mínimo con glucosa y exceso de amonio a -

pesar de la presencia de glutamato y glutamlna • Sin embargo , se encon

tró una actividad baja en cultivos crecidos con caldo nutritivo o en medio 

de glucosa y amonio suplementados con aspartato o con una combinación de 

aminoácidos que inhiben la actividad de la glutamlno slntetasa. 

Se ha reportado también que la adición de cAMP a mutantes 

cya-de É· col!, bajan el nivel de GOGAT alterando también la velocidad 

de crecimiento. En otro estudio, La Pointe (11), reporta un incremento 

de cinco veces en el nivel de GOGAT en cepas de_§.~ con un.a muta--

. clón termosens!ble de la glutamll-tRNA slntetasa cuando se crecen a una 

11. 



temperatura parcialmente restrictiva y donde la velocidad de crecimiento 

se veía reducida . En este caso , los niveles de giutamino sintetasa se i)! 

crementaron 50 veces lo cual podía alterar el nivel intracelular de glutam!._ 

na . De estos datos se ha concluido que la formación de GOGAT estd re-

guiada aunque no ha sido posible establecer el mecanismo de esta regula

ción (2). 

Sobre la genética d" la formación de la GOGAT, se han -

descrito cepas mutantes en ~· pneumoniae, ~· aerogenes , E· coli y~· 

tyµhimurium • Estas mutantes son incapaces de crecer en medio mínimo 

con glucosa conteniendo una baja concentración de amonio o una variedad -

de compuestos nitrogenados como unlca fuente de nitrógeno • Estas cepas 

fueron descritas originalmente como Asm o negativas para la aslmlla-

ción de amonio (4). 

El iocus genético involucrado en la biosíntesls de GOGAT , 

denominado il!!_Q., se reportó originalmente unido al locus mal P,Q. 

Sin embargo , Pahel y col. (12) han relocalizado este locus (~)en la -

cercanía del gene arg G , en el cromosoma de É· coll. Tyler ha pro--

puesto (2) que el fenotipo Asm- podía resultar de mutact6nes en cualqut~

ra de dos genes estructurales ya que la GOG1\T está fCl'mada por dos sub

unidades diferentes , o bien que este fenotipo podía resultar también de -

alceraclónes en una o más proteínas regulatorlas • Sin embargo , no se -

han reportado cepas Asm - que pierdan la actividad de GOGA T por una m~ 

tación no ligada a arg G lo que sugiere que , los genes para ambas subunl

dades están cercanos a arg G (2) • 
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Una alternativa interesante para estudiar los genes que co--

diflcan para his enzimas antes mencionadas , se ha presenraclo con el ais-

!amiento de plásmidos que complementan mutaclónes presentes en estos -

genes (13) . Estos plásmldos se han aislado a partir de un banco de genes 

de 5. coli (\4) . Esto ha abierto la poslbl!ldad de estudiar la organización 

física , transcripción In vitro , expresión en multicopia y reguL1c!ón de -

estos genes . 

Los plásm!dos aislados son , pACR l que complementa la -

mutación gin i\20 de la cepa MX 705 que es auxótrofa para glutamlna , -

pRSP l y pRSI' 20 que complementan las mutaclónes gclh-1 y ~ respe::: 

tlvamenre de la cepa PA 340 . Células de esm cepa conteniendo estos c\os -

plásm!dos por separado , pierden ahora la auxotro!ía por glutamato. 

En el caso ele la MX 729 ( pRSP 1 1 PA 340) se detecta actividad de GD!l -

pero no de GOGAT y en el caso de la cepa MX 730 (pRSP 20/ l'A 340) se -

tiene ahora actividad de GOGA T pero no de GOi-! ( 13), Se ha demostrado 

que estos plásm!dos contienen los genes que codifican para estas enzimas 

y parte de esta tesis corresponde al trabajo realizado donde se demuestra 

la presencia de los genes que codifican para las dos subunldades de la - -

GOGAT de g. coll K-12 en el plásmldo pRSP 20. A continuación se anexan 

los artículos publicados en este respecto (15, 16). 

En función de los datos a~rlores , nuestro siguiente obje

tivo fué la subclonaclón de los genes que Ldlflcan para ambas subun!<lades 

de la enzima. en aquellos fragmento,s ue DNA más pequeños que lleven cada 

uno de los genes estructurales asr como sus reglones reguladoras . 

!~. 



A continuación se detallan los experimentos llevados a cabo 

para subclonar Jos genes que codifican para las dos subunidades de GOGAT 

de Escherichla coli K-12 en plásmidos Independientes. Para la construc

ción de los plásmldos y para el sistema de mlnlcélulas conteniendo éstos -

Oltlmos , se utilizó la misma metodología descrita en los nrtlculos anterl~ 

res. 

AJ. Subclonaclón de fragmentos generados por restricción del pRSP 20 en 

diversos vehículos de clonación molecular . 

Como se ha mencionado , Covarrubias y col. (IS) reporta -

ron el aislamiento de tres plásmldos híbridos de Col El que complementa

ban las mutaciónes gin A20, gdh-1 y glt B3! • El plásmldo pRSP 20 que -

complementa la mutación glt B31 de la cepa PA 340 , lleva los genes que -

codifican para las dos subtinldades de la enzima GOGA T de ~· coll (16) • 

En la Figura 4 se presenta un mapa· de restricción del pRSP 20 : para lo

calizar la posición relativa de los genes que codifican para las dos subun!_ 

dades de GOGAT en el fragmento de DNA cromosoma! clonado en el pRSP 

20 se utilizaron diversas estrategias las cuales se describen a conÚnua-

clón. 

Una mezcla de los plásmldos pRSP 20 y pBR 328 (19) , se -

trató con la endonucleasa de restricción Eco Rl y los fragmentos genera

dos se ligaron con la enzima llgasa de T4 . La mezcla resultante de la -

llgasa se utilizó para transformar a la cepa productora de mlnlcélulas -

(P678-54) y se seleccionaron las clonas Cm 9 , Ter y Apr. En una puri

ficación rápida de plásmldo de estas clonas , se encontraron dos tipos di-

14. 
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8. IsoJation of E. cóli ChromosomaJ DNA 
Regions Carrying glnA, gdh and gltB 

Structural Genes 

ALEJASORA CoVARRUBIAS, RAY SÁ:-.cHEz·PESCADOR, EDMUNDO 

LozovA, Ft:R:>Asoo BAsTARRACHEA, AND FRANCISCO BoLIVAR 

Dtparlan1tnlo d• Biolo¡¡fo Molecular 
Instituto dt lnwstigaciontJ Biomidicu 

Univmidad Nacion•I Auldnoma d• Mixico 
Apartado l'oJl•l 10221, Mixico 20, D. F., 

Mixico. 

SUMMARV 

Tiiree hybrid plasmids wcre isolated !rom thc Clarkc·Carbon E. roli 
gene hank. l11cse 1cwmbinant DNA moleculcs, pACRI, pRSPI and 
pRSP20 complemc111cd glnA, gdh and gltB mutationl respectivcly. 
In cvery case, thc plasmid ronferrcd to otherwise mutan! cells the 
rapacity to synthesizc the rorresponding wild type cnzymc1: glu1aminc 
s1n1he1ase, glu1ama1c dchydrogenase and glutamatc 1yn1hase, rcspcc· 
th·cly. Evidcnce i1 prcsentcd that indicates the prcsence of the gln.f 
gene in pACRI, the gdlt gene in pRSPI and gltB gene(•) in pRSP20. 
Jnilial characteriution ol thcse plasmid1 using rcstriction cndo
nucleases, is aho presentcd. 

INTRODUCTION 

In Esc/1erichia coli and other enteric bacteria, three enzymes play 
a crucial role for the assimilation of ammonia into glutamate and 
glutamine. Glu.tamine symhetase (GS), is not only responsible for 

12! 
C'.c1¡11ri¡t11 '-" J9fl0 b) Ar1Mmtc- Prnt, lnc. 
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the hinsyn1hcsis of glutamine hut also fur the inllirp•11;ttion 111 
:i111111flni:i inlu gl111amate thnrngh a 1ll11pkd rt·ac1ion wi1h g1111a111a1c 
sp11h;i.,e (C;Q(;AT) (1, 2). In adclition, gl111am;itc ran be symhrsin·d 
f1"111 a1111111mia and t1XPgl111ara1e by a n·;u 1io11 ra1alFe<l by gliua. 
111a1e dd1yclrngenase (GDH). 

Fnll'fir hacterial strains larking GDH do not rc1¡11i1e gh11ama11• 
f.,r g1ow1h. S11d1 nrn1.1nts grow as well as wild type strains on h111h 
'""' ancl high ammonia nnlt'entrations :in<! on othcr nitrng1·n sourn·s 
(l. 2\. 

\f 11tants larking GOGAT can grow witho111 ghnamate on mini mal 
nlt'dium rontaining glucose and excess ammonia but are 11nahk 
Lo gniw on mínima! mrdium rnntaining a low ammonia conren. 
1ra1i11nllT01her mganic cnmpounds as sole sourccs of nitrogen (2. ~). 
\lu1an1s lad,ing buth GDH ancl C.OGAT activities ran not utilize 
a111111<1nia as the unly 11i1rog1•n sourcc ancl require glutamate for 
gruwth (4). 

\futations affrcting the synthcsis and regulation of GS ha\'e he1•n 
isola1ecl in different entcric hactcria. Gc·nctic stuclies havc shnwn 
that these m111ations are loralin·d ata 1111mher of distinrt loci arnnnd 
the chromosome: gliiA, gluR, gin V, gin E, ¡;lr1F ancl g/nG (gin R) (!l, 
fi, 7). From ali thesc loci, the glnA gene, which has bcen mappc·cl 
at 85 min in the linkage map nf E. coli (8), is known to be the 
strnctural gene fur the GS subunit. 

To study the physical organbation and the expression of thcir 
IT'f>rrtive genes in difft-rent genctic hackgrounds, we snught to ¡,.,late 
inrliYidual h)·hricl plasmids whirh cont:iin genes that rnmplcmrnt 
E. co/i l'hrommomal mutatinns :iffccting GS, GDH and Goc;AT 
anivities, re~pectively. 

\\'e have sucened the Clarke and Carhon E. coli gene hank (!l), 
for thc prc·scnce of GS, C~DH and GOGAT gcne-curnplerncnting 
mutatinns and have isolatecl thrce rlifferent plasmids (10). One of 
1 hese, p:\CR 1, carr)'ing the (~S strnctural gene, gin A; a second, 
pRSPI l'arries the ¡;dli gene; and a third, pRSP20, complemcnts the 
¡.:ltR31 mutation that aHects GOGAT acti\•ity. The isolation and 
initial chararterization of these plasmids are described in the present 
paper. 

MATERIALS AND METHODS 

Bacttrial Slrain.s. The E. coli strains med in this work are listed 
in Table I, and have been described bcfore (10). 

Media 1md growth conditioru. For most experiments the NN mini· 
mal-medium was used (10). Glucose at 0.23 was always added as 
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Sira in 

cs;,20 

RRI 

\111206 

rA!40 

MX705 

MX727 

MX729 

~IX7!0 

MX751 

MX746 

TABLE 1 

Li11 o/ S1rain1 

Genotype 

llfrC trpA58 m<tBJ g/yV50 supF58 rr/AJ 

F· JnoA2 /e1186 lhi·l /nd'J gn/1>:2 rJ>•l.W 
hsdS 

F' H/pro.42 his..f thi·l rpsL8 lncl'l gn/K2 
1/r·J supEH (ilt•E·11rgH) ~E2 

F thr·l lcuR6 gdh·l hisGJ gltBJJ 11rgHI 
thi·l ara· U /acl' J ga/·6 nin/AJ xyl·i 
mt/·2 tonA2 ARA- rpsL9 supEH 

F· glnA20 proA2 1"11116 1/ii.J Inri'/ gn/1\2 
rpsLaO ndS 

F· t/1i ili•·680 (pl'O·fac) !:;. (gas.pgl·nlll.bio 
6,glnA2l::Tn5 

SJmt as PA!40 but carr)'ing pRSPI 

Same •• l'A!40 but can)·ing pRSP20 

S:nne as MX705 but canying pACRI 

Same as MX727 but <arrying pACRI 
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Sourcr or Relerence 

Clarke and Carbor. (9) 

Boliur <I al. (1 !) 

A. J. Pittard via A. J. 
Clark 

F. J acob via B. J. 
Bachmann 

F. Baslarrachea <I al. 
Chapter 7 

F. Baslarrachea <I al. 
Chapter 7 

Co\·arrubias <I al. (10) 

Co\'anubias <I al. (10) 

Conrrubías <I al. (10) 

Conrrubias <I al. (10) 

r~rbon source. Nitrogen sources werc eithcr 0.511)M or 15 mM 
NH,Cl, L·glutamatc (2mg/ml) or L·glutaminc (lmg/ml). Othcr 
¡;rowth factc>rs were added al prcdetcrmincd optima! concentrations 
from 1 x IO-•M to 2 x t0-3 M. Luria broth modificd by the omission 
uf glucose, was used as thc rich medium. For solid media, agar 
(Diko) al a final conccntration of 1.53 was addl'd. Strains wcrc 
maintainoo as slants of Luria medium cxccpt MX705 which was 
m~niained on Luria supplcmenl with glutaminc (lmg/ml) and 
mcrodiploid strain1 which wcrc maintaincd on glucosc-NN medium 
with 15 mM NH,CI. 

¡,., ;,.,.,,:. ••• -.• 
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Plasmid DNA purifiration and rellriclion e11donurlea.1e nnnl)·ii.1. 
ColEI and ColEI hyhrid plasmids wcre prl'parcd by the method of 
Betlach et al. (11) aFttr chloramphenicol (200 mg/1) amplification. 
Ali the restriction t·nzymes used in this work were prcpared by rhe 
method of Greene et al. (12) with the cxception ar the rnzpne Srna/ 
which was ohtainffi from Brthesda Research Labs. The rraction 
conditions for the various restriction enzymes have bcen pre,·iously 
reponed (1-'). Agarose gel electrophoresis was rarried out in a 
vertical slab gel apparatus minga Tris·Borate-EDTA System (1-'). 

Enzyme ru.rnys. For enzyme assays, culture wcre grown on gluwse
NN medium with the nitrogen sources arlded as indicated. Cuhurr 
and harvesting conditions were those described by Ben<kr ti al. (14). 
The GS assay used for whole cells and exuacts was the gl111amyl 
transferase a~say described by Shapiro and Stadtman (15), using thr 
final concentration of reactants recommended by Bendrr et al. (16), 
except that the pH was 7.!", the isoactivity point for both the arlenyl
ylated and nonadenylylatffi forros of E. cofi GS (17). In parallel 
assays, 60 mM MgCl1 was added to mcasure the adenynylation Mate 
of GS subuniu, since M19+ inhibits the activity of the adenylylatt'd 
subunits only (18). To determine the average state of adenylylation 
(ñ), we used the fonnula suggested by Stadtman et al. (18). 

For determination of GDH and GOGAT activities, 100 mi cells 
were grown to a density of 6 x IO' cells/ml on glucose NN mffiium 
with ~OmM NH.CI as only nitrogen sourre, except those of ~train 
PA~40 which were grown on the same medium rnpplement wilh 
2 mg/ml of glutamate. 

Celb were centrHuged, resuspcnded in a 1/100 volume of buffer 
(!iOmM Tris, ph7.6 plus 10 mM mercaptoerhanol and disrupted in a 
Branson sonifier. A clear supematant was obrained aíter crntrifuga· 
tion for !10 min at 10,000xg. The GDH and GOGAT acth·itiM 
were determinrd specrrophotometrically by recording the initial ratt 
of NADPH oxidation at 340nm as described by Meen el al. (19). 

Enzyrne puri/icalion. To purify GS the bacteria were grown in 
aereated cuhurrs at ll7ºC in glucose NN medium containing either 
0.23 glutamic acid plus 0.5mM NH,CI or glutamine (1 mg/ml) D 

nitrogen source. The cells were harvestffi in the late logarithmic 
growth phasc, washed twice with extraction buffer (5mM KH,PO. 
0.5 mM EDTA, 50 mM K2HP01, pH 7.2), resuspended in the ~1mr 
buffer containing 2.25 mM l\fnCl2 and diuupted by sonication. Thr 
suspension was centrifuged 15 min at 10,000 rpm and the supernatana 
subjrcted to a purification proc:edure based on affinity chronlll<>
graphy on anthranilate·hound Sepharosc (20, See also Chapter 11). 
Glutamate S)'nthase was purified from the same strain as rep<'md 
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to homogemity, as describcd by Sakamoto et al (21), with sorne 
moclifications. lnstcad of the Sepharose 6B chromatognphy step, we 
utilized a preparative ílat bed electrophocu~ing apparatus with Seph
clex G75 (mperfine) as the support (LKB, Application note 198). 
Ghnamate synthase was purified from the same strain as reponed 
by Sakamoto ti al. (21) 

l111m1111oprecipitation o/ CS. lmmunoprecipitation studies were 
rarried out as previously described by Palacios et al. (22) . The E. coli 
allli-GS gamma globulin fraction used was kindly donated by 
S. Lúpez and R. Palacios. 

P11ri/ication 1md laúelling o/ minicdl.!. Plasmid containing mini
cclls were grown and purified as clescribed by Meagher et al. (23). 
Minicells were labeled with 50 ¡tCi/mmo13'S-methionine in the pres
ence o( 5011g/ml of cach of the unlabeled amino acids. 

Other mtthod.1. Colicin El was prepared from strain JC411 ColEI 
as described by Schwartz and Helinski (24) up to the ammonium 
~ulfate precipitation step. Transformanu were tested for colicin 
immunity by cross-strealting on L-broth agar plates previously spread 
with the colicin El preparat~on described above. Protein was deter
mined in whole cells or in extracts by the method of Lowry el al. (25) 
using bovine albumin as a standard. Polyacrylamide slab gel electro
phoresis in the presence o( sodium dodecyl sulfate, was performed 
according to Laemmli (26). 

RESULTS 

l.10/ation o/ ColEI hyúrid pla.imid.! 

One liler batches of M9 medium were inoculated with 100 dif
fcrent E. coli strains from the Clarlte-Carbon bank, and plasmid 
DNA was i~olated. We were able to obtain 22 DNA pools. With 
1hese DNA pools, two redpient strains were transformed: PA340, 
in order to isolate recombinant plasmids complementing either gdh 
or gltBJI mutations, and MX 705, for plasmids complementing the 
glnA20 allele. We were able to isolate a recombinant plasmid, termed 
pACRI, from one Gin+ MX705 transformed clone and two plasmids, 
termed pRSPI and pRSP20, from Glu+ PA!l40 transformed clones. 

GDH and GOGAT activities in cell.! harboring pla.1mid.1 pRSPJ 
or pRSP20 

The activities of GDH and GOGAT wcre determincd in cells 
extracts from strait1S MX729 (PA!l40/pRSPl) and Mxno (PA340/ 
pRSP20) . Results are shown in Table 11. GDH activity was only 
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TA•U: 11 

Glulamalt nchyrlrogrnau nnd Gl111nmalt Synlhnu S(lrci/ir Arli1•ilit1 
Delmnintd by Pla<mid< pRSPI and pRSP211 

S1rain G<notype GDH GOG.'T 
----------- -·-·-···-- -···-------- ·----·--
CS520 gdh+ gltB+ 184.1 !il.!' 
P . .\!40 p,dh./ gllBJI 2.1 0.6 

111X729 PAHO/pJlSPI 448.6 o.; 
!\IX750 PAHO/p1lSP20 2.5 l~R.6 

Onr hundre~ ml cultures wtre grown to 1 dcnsity of 6x 10111 cclb,!ml nn ghu~ SN 
mrdium ,.·j¡h !O m!lf NH4CI as the only nilrogen source, cxcrpt thme ol •train rA!tO 
which were grown on lhr same mcdium supplrmrntcd "'ith 2 mg/ml glutamatt. 

detected in Slrain MX729. In this case, the GDH spedfic arllnly 
was approximately 2.4 fold higher 1han that observed for the ll'íld 
type strain CS520. The GOGAT activity of MX729 cells was as 
low as to that obtaíned for PA340 rells carrying no plasmid. By 
contrast, MX730 cells synthesized GOGAT with an activily higher 
by a factor of 2.5 lhan the one synthesized by wild type CS!i'.?O cells. 
Consequently, plasmid pRSPI complcmented the gdh mutation, and 
plasmid pRSP20 complemented the gltBJI mutatiori From P.\'.140. 

GS 11ctivity determi11ed l1y pACRI 

The total amountof GS (-Mg+I) as well as the amount of 1111nade 
nylylated GS (+Mg+I) was determined using the iransíerase as!.ly 
in cells of strains MX731 (MX705/pACRI), MX746 (MXi'.?7 / 
pACRI), MX705(glnAZO), MX727 (glnA2l::Tn5), RRI (the glri.f+ 
strain from \Yhich MX705 was derived) and.,CS520 (gln..f+) frllm 
which the colony bank of Col El hybrid plasmids was originally made 
(9). In addition, the GS biosynthetic activity wa1 measured by 1he 
forwatd reaction assay (14, 16). These results are summarizrd ia 
Table lll. 

Wild type gln.4+ strains RRI and C5520 synthesized derepresi.td 
le\·els of partially adenylylated GS when grown on medium '"ith 
cilher 0.5 mM ammonium or glutamate as sole nitrogen sour<c."\. 
l'nder similar growth conditions, l\IX7~1 c~lls hada two.fold h:ghcr 
GS activity, half of which was also adenylylated. This high GS acti\Ílf 
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TABLE 111 

GS Spuific Activitits and Adenylylatian Stales of E. coli Strains 

GSusay Forward 
srraln reaction 
(g•no1ype) Niuogtn ~urce -Mgl+ +Mgl+ 11 .... , 
CS520 0.5 mM Jlm.+ 0.92 0.49 6 0.40 

(glnA +) 15 mM NH•+ 0.08 0.01 10 0.01 

Clu1ama1e 0.66 0.54 6 0.55 

Clutarnine 0.55 0.40 5 0.52 

RRI 0.5 mM NH•+ J.05 0.52 6 0.52 

(glnA+) 15 rnM NH•+ 0.09 0.02 9 0.02 

Clutama1e 0.80 0.45 6 0.49 

Clutamine 0.64 0.57 0.97 

MX705 
(glnAW} Clutamine <0.01 <0.01 0.01 

MX751 0.5 ml\f NH,+ 195 1.07 5 0.99 

(pACRI glnA+ /gln..420) 15 mM NH•+ 0.08 0.01 10 0.01 

Clutarnale 1.99 J.26 6 0.88 

Cluramine 0.16 0.06 7 0.06 

MX727 
(glnA21: :Tn!í) Clutamine <0.01 <0.01 0.01 

MX746 0.5 mM NH•+ 1.96 1.11 5 0.68 

(pACRI 

glnA+ /&ln2/::Tn') 15 mM NH•+ 0.17 0.04 9 0.01 

Clu1ama1e 1.59 0.81 6 O.f5 

Clutamine 1.68 1.46 2· 0.72 

Inocula ''"" grown º'·trnighl in minimal mrclium with thr nltrogrn 90Urtt lndicaled 
in the tablr. Cuhurn Wtrr dllutrcl 1:10 "'ilh thr corrnponding frr•h medlum and 
arrratrd until gro .. ·th rnchrcl appro•imatrly ti x IOI crll1/ml. 

Enryme dt1ermina1io111 wrrr carrird out u dncribrd in MATERIALS AND ME· 
THODS. S•mpln of culrurn of 1he mrrodiploid sualna ¡rown on glu1a1ninr a1 solr 
nitr"l'n source were rrmond brfore hant11ing and scrrrntd for thr pmrnce ol Gln
!ifgTtpn11. Thrse wrrr found only 11 fr<qurncin ol 5'7. lor MX751, and 0.5'7. lor 
MX741. 
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muid he the r<'s11lt of inncaml gene cln,age, sinre Col E 1 hybrid 
plam1icls are known 10 cxist in bacteria! re lis at 1 fi-20 copies per 
1 hrnmosome (27) . 

A 15 mM ammoni111n conrcntration rnpporled goocl growth o! 
ali Gin+ strains that werc testcd (table 111), "'·e111ho11gh it ra11,1·d 
a strong repression of GS synthesis. The well knuwn pattlTn o! 
l'llterir barterial rclls synthe,i1ing small a1111n1nts nf highly ackn· 
ylylated GS in n:sPonse to thcir rnlturing 11n high an1n11111ia ninren· 
tration (5), was strictly followtcl by ali mains that \\'l'H' lt'\l!'d. 

/\fi11icells rmrying JiACRI, pRSPI and pRSP20 

To ckm11mtrate rhat thcsc plasmids carry the GS, GDH and 
COG:\T s1rurt11ral genes, thc synthesis of these proteins was st11clit><I 
in minicells. Minirells carrying the hybrid plasmids were purified 
ancl allowed to synthesizc protein in the presence of 3~S-methinnine. 

Lahelecl proteins from minirells extrarts were separatcd on .'oclium 
clocleryl s11lfate-polyacrylamidc slab gels and the rcsults are shtl\\n 
in Figs. 1 and 2. In the rase of minicells carrying p.\CR 1, a pla<mid 
rockd protein {Fig. 1 A, la ne a) rnmigrates with purifit·d GS mnnormr. 
Cnnsidcring the results presmted in thc p1,recling sertinns, this 
raclioaC'li\'e Polypeptide is very likcly to he GS monomrr. Howe\'t'r, 
the possibilit)' lhat rhe band rould also be trnncatecl rolicin El ('.!~). 
had to he cfocarded. 

Therefore, radioartive minirclls extrans \\'ere trc·atecl ,,·ith rabbit 
anti GS gamma globulin as cl1·srribecl (22). The GS speriric ami
bodit·s predpitatccl only a 53,000 d. protein band, that again comi
grates with purified GS monomer (Fig. 18 Janes h and i). Thhe 
rt'sults clearly inclicate the presrnce of glriA in pACRI. 

In minicells extracts rarrying pRSPI plasmid, it can also be ;een 
a ·~s labeled plasmid cocled protein comigrating with purified C.DH 
monomer (Fig. 2A Janes a and e respectively). To demostrate 1h1t 
this protein was efrectively GDH monomer, ·a double dimemim 
elertrophoresis was performed using radioactive extracts from mini· 
rells carrying pRSPI. In this experiment it was pnssible to \'isualiie 
a protein comigrating with purified GDH monomer (Sánchf'z-rrs
rador el ni., unpublished results). 

Plasmicl pRSP20 was able to romplement the gltBJI mutatit•n. 
To demomtrate the presmce of the structural gene(s) for the GOG . .\ T 
rnzyme it was neressary to use the f(IÍnicells srstcm. Fig. 2R Jane b, 
shows the 3"S labeled proteins coded by plasmid pRSP20; the pa;i1i0n 
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of p111ified GOGAT sub1111its are shown by the ;urows in J;me c. 
Jt ran he seen that plasmid rnclecl proteins comigrate with p11rified 
(,OGAT subunits. 

Re.1triction n11ion11clea.se analy.1i.i of /1y/Jrid·/1ln.11nid.1 

The thrre Col E 1 hybrid plasmids pRSPI, pRSl'20 ancl p:\CR l. 
were ptnifit·d and 1rca1ed with a rnllcninn of restrirtion enzpnes 
in orcler to ohrain prcliminary restrirtinn maps and molernlar 
wei~hts. The relatil'e pmition of the rml1>1111r!l'ase sites present in 
ead1 DNA molenrle, was cletermined hy agarme gel ckctruphoresis 
of sini(le and clouble digt·stion of pJa,micl Di'\A with clifkrent res· 
irir1i11n c·mpne romhinations (10). 

As ran be <c1·n Fig. ~.a O.í mcl rr~trirtion fragment tan he rleri\·ed 
from ali three hybrirl plasmirls aher cligestion .of DNA with the 
restriction cnrlunuckase P.11 l. The same fragment, which includes 
a Smal site, can be obtainerl from pla~mid ColEI. Therefore, we 
amrme that this fragment is part of 1he inartirated colicin El str11c-
111ral gene in the Co!El·hybrirl plasnrids (28). These data allowed 
11! to loc·alize the position of thc rnlicin El immunity gme and 
the origin of replit-ation in the hybrid pJa,micls, asmming that no 
delction or insertion o( foreing DNA in the Co!EI segment orrnrred 
tluring the bank c·onstruction. 

The hybrid plasmid, pACR 1, has a molentlar weight of 10.6 X 106 

claltons and «arried unique restrirtions ~ites for the endon11r!ea<es 
Rgl 11, and Hind 111. lt rarried two ~11hs11a1n ~ites for the rl'strirtion 
rnzynres Eco RI, Sal 1 and Bmn HI, three for Sma 1 and four Psi l. 
There were fuur Hpa 1 restricrion sitcs in the molecule. 

The plasmid pRSPI has a molernlar weight of 8.0 X 101 daltons, 
one substrate site for each of the restriction enzymes Sal 1, Bgl 11, 
and Sma 1, two for the endonuclease Eco RI, three for Psi 1 and 
rhree for the endonuclease Hpa l. Nosites for the restrictions enzymes 
Hind 111 and Bam HI were detected in pRSPI. 

The third plasmid, pRSP20 with a molecular weiglit of 12 x 10' 
daltons, has one substrate site for the rtstriction enzymes Sal 1 and 
Bgl 11. lt carried two substrate siles for the endonucleases Eco RI 
and Sma I, three for the endonuclease Psi 1 and four, possibly five, 
llirid 111 sitcs. Three of rhese /lind 111 sites have been mapped 
in the molecule; a fourth was localized in either one of the two 
lli11d 111 positions shown as dashed lines in the map. A firth site 
muid be localized very close to one of thcse four sites. No Bam 
Hl site was present i.n the hybrid molecule. 
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FIR. 2A Au1orr1diography of a polyacrylamlde· 
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(lane e) , In mlnletllt. The anow In lane a 
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• H1. 11 lH n- 1yn1hlliaed labeled pro1eln1 b ._ codilltd by Colll (lane a) and pRSP20 (lane - -b) In mlnlcelll. Tlle pmillon of purllled GOGAT ·-1ubunll1 are thown. on lane e, ... ... 
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fig. 5. Cirrular m1rir1ion niap• of pRSPI (Á), pRSP20 (8) and pACRI (C). Tht rrlaii~ 
po~itions oí rt'slriction siu:~ an· dra"'·n lo sea.le on rirn1h1r maps dh·idnl into unitJ of 1 )( 
JO'd (ou1<r drcle) ami 1 liloha"' (iuuer circk). 

Ont percenl agar<ltt dt•t1rophnr .. i• slab grb •howing •ingl• and doublr re11riction rn· 
donucle"'• digenions for rach of lht pla•mid DSAs, art prr..,nttd 111hr bouom of •ach 
map. 

for 1hr pla•mid pRSPI: E: ErnR/; B•m:B11lll and S,..I; BS: Bt/11 and Sall; 8E:B11U 
and EroRl(pariial); B:Bglll; Sm: s ... 1; S..S:SllMll and Sall SllP:S .... l and Psll; ES:EcoRI 
and Sa/I; PE: P•tl and EcoRI; l'S:PJll and Sall. Molttular ''"'i11h1tllimattl1rt baltd on 
lhtsiü DNA lagmtnlS grnerai.d by EcoRI (~ E) 15.7, 4.68,5.7, 5.S6, 5.0S.rnl 2.09 md., 
(15). 

For tht pi.•mid pRSl'20: HSm: llindlll and s ... 1; H: Hiridlll, HB: Hindlll and B11U; 
E. EroRI: BE: Bglll 1nd ErnRI; 8: Bg/11, P:P•ll; PB:PJll and Bglll: PS:Pstl 1rnl Sall: EB: 
EcoRI and B¡¡lll; ES: EcoR/ and Sall. Moltcular w<ighl marltn 11 in tht prrvious stction. 
In addi1ion, PM2 DNA rligt<1ed wi1h lliruflll (PM2) ""' ultd. Tht moltcular wtighu of 
lh< resulting fragmenlS art: 5.14, 1.34, 0.6, 0.51, 0.29, 0.14 and 0.06 md; lht lall ont not 
''"º in tht grl (15). 

For 1he plasmid pACRI; PB: PJll and Bg/11; PE:Psll and EcoRI PH:Plll and llindlll; 
P:P.111: PBm:PslL andBamHI; PSm: Psll and Smal; PS:Plll arnl Sall; PHp:Psll and 11/JOI; 
H: llindlll; S:Sa/I Sm:SrMI; Bm; BamHI: P:Pstl; E:EcoRI Molrcular ,.·tigh1 marltrs art 
1ht ,.mt """ u"'d for pRSPI and pRSP20. • 
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DISCl'SSION 

In this communication we reponed the isula1io11 ancl initial res
nirtion enzymc charanerization of three ColEI-hybricl pJa,111i1I< that 
1·arry the GS, GDH and GOGAT structural genes. 

The ronclusive evidence that plasmid pACRI carries the glnA 
gene was demmmrated via the specific immunoprecipitatinn with 
:inti GS antibndies of a plasmid wcled-protein of apprnximately 
5!1,000d. Evide11t·e pre<ented here strongly suggests that pRSPI carries 
the muctural gene that codes for the GDH subunit and that pla•mid 
pRSP20 rarries the GOGAT strnctural genes. Double dimension 
elenrophoresis, in which plasmid coded proteins comigrate with 
purified GDH and GOGAT monomers, has recently confirm this 
hypothesis (Sánchez-Pesrador el al., unpublished observations) . 

At the present time we are interested in isolating those minimal 
1 hromosomal DNA rt'gions, from each of the three hybrid pla'>mids, 
that still me.le for these proteins. Accordingly, we have been able 
to subrlone the glnA gene in different restriction enzyme frag1m·nts 
(Covarrubias el al., unpubfühed results). The same is true for the 
gdh gene. The isolation of these frag1nents will allow us to e~tabli1h 
a physical map of these genes, a step that we believe is es~en ti al fnr 
understanding the physical organization of the regulatory and strur
tu ra 1 regions. 

A1k11rm•l1·rlcpn1·n1S. \\'e wish 10 th•nk Mario Rocha and .\u1ora 01odo f.,r 
their technical hdp. This re>eard1 "ª' supported by Crants N\l 164!1 •nd 16:10 
ltmn Proyecto Nacional de Ciendas ll:hicas (PNCB) of the Consejo Sacional 
de Ciencia y T•cnologfa, México. 
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Tight Línkage of Genes That Encade the Two Glutamate 
Synthase Subunits of Escherichia coli K-12 

F.OMUNIJO LOZOYA, RAY SANCllEZ·i'~:SCAIJOR, Al.EJANIJRA CO\'AHHL'HIAS, lllMA \"ICllll>O. 
AND FRANCISCO BOL!\' AR' 

Dt•¡mrlnmMto dt Biolul(ú1 .\fu/,.rular, /n ... tilulu rlr ln1·r ... lignriunt.'i Biomidirns, l'ni1 t•r ... idod .\'1w1onal 
Aut1inumu dr ,\fé~U"U, .\fi:ffru 20. Di . .,lrito, Apdo Po"lal 7fJ228 F1•<laal, ,\f;xiro 

A hyhrid dt'ol~ rih()nurlt•ic: 11drl molt'l'Ule, plai-;mid pRSP20, whirh WB!'i isolalt'd 
from tht> C.lnrkt• and Carhon Esclieri«hia roli c(lne hank, was ~hown lo (.'Umple
mt-nt thl' g/1831 mutatiun, whirh affl'rls the synthesi!' oí glutamate synthase in 
E. t'Oli strnin PA.140. We prc'.i:.t•nt l'\ irlt·nre whirh dt-rnonstrat~s that plasmid 
pH~P20 t·arrics an 8-nw¡;arlahon E. 1 ali rhrnn111~0111al frngment, inducHng the 
g('nes tonnuting tht.• two une1¡ual glutamate !"~ntha!'l.' suhunits. PolY(lt'ptides with 
molt>r111ar wtii:hl.'> uf ahout \35,000 and 5:J,000, whirh l'Clllligrnterl "ith purified E. 
c:oli glutamate Fynthase !'uhunit pulype¡llicit.>s and immunupreripitatcd with anti· 
bodies to E. roli glulfm1ate synthni-e, were syntht.·si:tt>d by minkells carryin1 the 
pRSP20 plasmid. 

. - -- -··------
Glulamate UCl'Upies 8 n·ntral pti!'itinn in hac- 200), the los.s oí glutamate synthase arli\'ity is 

terial amino ai:id metnholism ht·1·;n1se it ad.~ as ciue to 11·.o.;ions linked to orgG {15). ihL·~t' rt-sult.s 
an amino clonor in the s_vnth1·~i!' oí píifflÍt'nlly !'u¡.awst that either the structural &;l'lll.'!" for hoth 
ali othcr amino acicis. In t·nlNir bal'll'ria, gluta· suhunils are Hnked to nrgG or tht>y nrt• unlinked 
mate l'an be formed by a \'ariety oí n·actions. hut for ~orne r~ason onJy mutations in tht• gene 
One of these i~ írum ammonia and 2·oxoglut.ar· linked to orgG give the Glt- phenotype ll9). 
ate in a rt•tu:tion ratalyzed by gh11amate clehy· • ln this invcstigatiun \H' usl·d an in vitro nrom· 
drogt·m1!-l' 1EC 1.4.1.41. Glutmnale t':tn nl.o.;o be binnnt pla.-.rhid DNA 111olt'l'Ule that rornple· 
.!-'yn1h1·i.:itt·cl frorn 2-oxuclutarnte mul glutarnine nu·nt:; the gltB31 mutnlion of i-trnin P . .i\340 to 
in n n·iu·tinn rntalytt"d hy glul11111al~ ~ynthai.:e ch·mnn~trat(: that the gt'nts lhat l'Ol'utlt.• the two 
{EC 2.fi.1.15). Partkularly during gruwth 1111rler glutamate synthase subunits are tightly link~d 
conctitinns of nitrog~n limitatiun, the glutamate in the E. coli chromosome. 
syntha~e-L·ntalyztd rt>action is l'Ouplt>d to the 
ATP·d~pendt'nt 11ruductiun ní glurnmine from 
ammonia and glutamate <'atalyied by glutamine 
synlhetase tEC 6.3.1.2) ll I). 

The glutamate synthase oí E. <·uli Í.!'i nn iron 
sulfide navoprotein conslc;tin1 of a dimer of two 
unequal •ubunilJi; the molecular weight.s oí the 
two polypeptides are approximately 135,000 and 
53,000 (8, 9). Four dimers apparently ª"'Dciate 
to form an oligomeric structure uf 800,000 dal
tons (12, 19). The g•ne gltB, which is invoh·•d 
in the synthesis or this •nzyme in this enteric 
bacterium, is closely linked to the argG locus 
(15) and is, in ract, th• same locus previously 
called a.<pB (17). 

Sinre glutamate s) nthase ron~islc; o( lwo non· 
idl'nlira) !'11hunits, one might t'XJlt'cl the pheno· 
type lncking glutamate (Glt"l to he the r<·•ult of 
mutations in at lt-ast two i;trudura) genrs. lt is 
interl'sting that in a !-'.uh~tsrntinl numbtr of the 
indeptnrll'nt clt muta11t.~ that han· twt•n i!-ulaled 
from E. ro/i ll5). Kfrh.,ie//n ll<i'"ll•'llt• (4), and 
Kleh.o;irlla pm·1mumiue IS. L. StrL•khtr, F. R. 
Hloom, F. Fo(lr, M. l.t•\·in, anct R. Tyltor, Ahstr. 
Annu. M•et. Am. Roe. ~lkrobinl. l~i7, KR8, p. 
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MATF.RIALS A."D Mt:fllODS 
Ottrkrial strain1. The ~trnins UM>d Rrt' li~h·d in 

Tahle l. E. coli strain PA340 it. the AAlll~ RS J1.lrain 

C'RJOO írom tht laburatory of 8. D. Ranv.al, with 
~hich n.rh•rich lll •how•d 1h11 bolh gltB and 11dh 
mulalions are neceMIU')' to makt • strain a ghnamat.e 
auxotroph. PA340 reverta to ¡lutamatt ind1:pl•ndence 
al 1 froquency or 10·•1cou (1&). 

MNfia and 1fowth cundition•. For mnl'll t'll~ri· 
mt-nl.A NN minimal medium wu uM>d.1t tuntuint-d (in 
grams por liter): KH,PO,, 13.6; K .• 'lO,, 2.61; MGSQ,. 
7H10, 0.2: CaCI,, O.DI; aod F.~o •. ;H,O, O.IK•IS. Glu· 
cose (0.2'-} was always addcd M the c·:irlmn ~uurce. 
The nitrogen suurce was t.~ mM NH.CI or L·t;lutamate 
(2 mg/ml; Sigma Chemic1tl Co.). Other growth factora 
\\l'rP adrt .. d as ¡1rc\'iuu11l)' rfoM.rib1td t31. 1.uria broth 
ll3) 11111tlifi<·d by the omb:.. .. ion of gluto~e ""!" uM'd as 
lhe rkh rnt'rlium. For i;.olid mt:'dia. agar (Oifco l..abo-
1al11rit•sl at a final t'IJIU"t·ntratiun of 1.5'1 ~·a11 added. 

S1rnin PA340 was m:1intAinrd in ~tanta of J.uria 
nwrtium; mL·rmliploid !'ilrains were maintained on 11u· 
t.'ll:'l'·NN nu•dium t11nt11inin¡ 0.5 mM NH,CI 1md lhe 
r1•411in·d "1111ph·m .. nta. 

Cuhun•s fur llSA t'Xlral'lion were gruwn on M9 
nwdium 113). All inrnhatiuM wue carried out al 37ºC 
''ílh F>hakin1. 
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TAHLE l. /.i.~I uf Mrains 

Suain 
Ruurcl'or ref· 

CS~20 HfrC trpA58 mt'IBJ gl_ .. \'50 J. C1uho11 
,.upF58 rrlA 1 

P67fl.M r· thr ltu tlu-1 t>upE lad' tunA H. Tait 
ftJ/ mal_._,.¡ ara mtl m111 

PA340 F"tlv·I lru86Rdh·I hi11GI 
gllB-31 argHI lhi.J ara·l4 
larYI 1af.6 m11t.4J X)l·; mtl· 
2 ton.A.'! rpf.L9 ~upEU 

MX729 Samt' as PA340, hui rarry.lnJ: 
pRSPI l1d'-"l 

MXiJO ~llllf' aa PA340, bul carryu1g 
11HSP20 t,.1ra•1 

MX743 Samt u PA:140. hui ~118' 111 IC};!>20l )( 
PA340 

Pln .. mid USA ¡1urilil'11tion nnd n•r;;lrit'tion en· 
rlonucl<•nsc •nAl)·~is. ColE1 rturl C0Jt:1 hyhrid ¡ilas· 
mid ¡iHS1'20 ...,t'ft' prt'part·d by lht• nwthod of Bt•1lach 
f'I al. fff'd. Proc. 35:2037, 19ii) aÍlt'r chlor1tn1pht>nicol 
C:!OO m~/liln) ;un¡iliíkation. Ali oí tht• rt•iMktiun en· 
zymcs U!"rcl in thi~ Y.ork Wl'rt' prt'l1A.rtid by lht• ml'thod 
oíGrt-t-llt' t'I al. fSI, with lht· nn·ptiun or Smnl, whith 
wa!-0 nh1ai1wd frum Nt•w F.nghmd Riol.ah¡;., 'fhc u•ar
liun t·uuditiuns for thc \·ariuui:; t·nzvmt>i. have lu·t>n 
dl':-niht·d pre\'Íou~ly (2). A¡.:arost' gl:I l'lt•ctru11hurcsis 
o.1.as t.1trril'd out in a vtrtkal !>l¡i.b gt>I up¡mratus, u!'ing 
a Tri!'·horalt>·EDTA i-;ysttm (2). 

Enzymt• AMiaya. For dt·lt'fmi11a1ioni;, uf glut1-1111ate 
~ynlhRH· Rl'li\'ilÍt'S, t·l'!ls \H·rc n•ntrifugttd, !illl'Jlt'ndt!d 
in 0.01 rnlt1111t' of buffl.r (!,{) m~1 Tris, pH 7.6, 10 mM 
11wr•·apt11rthanoll, ;111d cfü-rupt1:d with R Rrnn!'on ~nn· 
1fit•r A d1·i1r ~upnnatant wai- ohtaim•rl 11fkr 1·1·111rifu· 
¡.;atiun at 10,lllX) X/.' for .10 min. 

Er1ly111c Hrli\itit•!'= \'l'fl' ilt•lt·r111im·d :-pt•ttn1¡1hoto· 
nn•lrkatly by nrurcling tlw rate of NAUPH oxidatiun 
at 340 nm, ª" dt'!•t:rihl'd by M1•t•rs et al. (1 n. M1·asure-
11wn1..- 'A't'rt' made with a 1.1·i~" model l'MQll i-¡wclro
Jlho1t111wtcr Clighl path, 1 <"m). Ont> unit uf glutamate 
!'vntha:o:tt atli\'itv wai- clrfin<'d R!'- lht' am1111nl of l'lll\'mt1 

that uxidiled l. prnol uf !"' • .i\DPH per 1nin al 2Ü°C. 
Spedfü· arli\'itie~ are l').¡m·::.:-.t·d ª" unit!-.of cntymt: per 
rnilligram of prutein. 

G1utamale S)'nthase. G1utamale s_vnthdt>e wu 
11urifit'd to homugeneity a1> prt>\'iuusly dt·~<:rilwd by 
fotl-.31tlUIO t>l al. (18). 

Pr••¡ittrnUnn of anti1111diero. To Jirt·¡um• anti-glu
t1111111te "~ rilha!'t' antihodies. Ncw 7.1•ahrnd rahbita 
h~t>iti.hl. 2 to :J 1q¡:) wt:rl' injt'C"tl'rl lhree limes with 150 
¡1¡ uf purifü•d E. co/i l'lll.ymtt ICS520 gltB•1. Sera 
uh1aim·d frum diffl'n·nt hh·crlin¡;s ~l'rt' poolt·d. and the 
lolal glntrnlin fu1l'li11n was prcpared by the ml'lhod of 
Paladm: et al. (16i. 

Prott·ln f'1t·ctrophurc~iti. ::;Jab gel electr11phort>sis 
In lht' ¡1rt!il'1tce oí sudium dudecyl ~ulfate was per· 
furn1l'd a.e: dt>~·rilwd by J.at>mmli (7). Twu-dimt>nsional 
l'1t>clruphorrsil was carried out u de~rihed by 
O'FarreU (14). The Cbndilions for the first dimeni-ion 
fisol'ltrtric point) were as fullowa: 6'1 arrylamide ¡el 
rnntainin¡ HA Nouidet P-40; Biolyte (Bio·Rad Lab
oraturits) with a pH range of 3 to 10. The gel ,..aa run 
al 400 V for 18 h 1t 20°C. The !'t't·ond diml'nsion waa 
run in 1 0.1~ ~odium rtodt'c~·) i-ulfate~llq 1mlyarryl· 
amide gel for 4 h at 20 mA and 20ºC. 

lncorporation of [HS]ml'lhinnlnt> into mini· 
cl'll!i, Minkells were i~olatl'd by three suhJ-ocquent 
,;ucro!ie gradicnt renlrifu¡;:atiuns (IQJ. Pur1ions (2 mil 
of the minicell i;u!\ptnsion wcre inruball'd al :J7ºC for 
30 min with shakin¡; in lhe prc-~l·nc.:e of a mixture 
containing 19 unlabeled amino acids (no mfthionine) 
and 1 ~'"S]methionine (927 Ci/mmol; Nl'W F.ngland Nu· 
clear Curp.). The minic.:ell sus¡iensiun ~11.:= l·hilled and 
centrifu11:l'd, 1nd the pellet "''as stored 1t -70DC. 

1mmunoprecipitation of pl•smid-cncudt•d 11u .. 
tamate syntha!ie. ln1munoprl'ripit.alion studies were 
pcrformt:d as reported by Palacios et al. ( 16). 

Rt11·ket qu•ntitath·e immum1prtot:ipitation. 
R11d1.el quantilatin irnmunopredpitation.i;. 'At•re per· 
fornwd as pre\'iou.i;ly dt•M·riht>d (20). Rampll's kell·frl'e 
t•xtrn.rtsl wne Hpplied to circular v.t>lls, 1111d ele<"lro· 
¡ihon•si!' v.as in an a¡;aro!-.e gel t·onlainin¡ a monuspe
dfit- nntÍM•rum. Tht• rt·lative amount of ánli¡;en was 
d1•lt·rmitwd by rm·a~uring tht' arus of lht' rorkel· 
~ha¡wd pu•eipi1ates thal \At.•re fornlt'd. A ti:t cel l'OO• 

tai11ing l't anti-¡;luta111ate synthast glohulin frHt'llun 
was u~ed. Thc hufTu was 25 mM !iodium hHJhi1 a1 1J1H 
R.6) rnntniniug 0.025i:i sodium azide. Thtt ¡:ti was run 
fur 15 h al 5 V /cm. Aft<r electrophurt••is, lhr J•i •·as 
Will'ht•d l'X(t'OSi\'ely, drittd, and Slainrd Wilh roUlllill'>-'iÍe 
hrilliant blul' H250. 

RF.SllLTS 

Synthcsis of glut11mate synthase by 1nin· 
ict•lls 1·arrying pRSP20, We h~ve prcvi11u•ly 
repurted the i•olation ofthe ColEI hshrid plas
mid pRSP20, which rnmpleni.nts the g/18.11 
mutation preMmt in E. coli strnin P . .\340 (3). 
Figure 1 shows a drlailt·d rtl'lrktion map oí 
pHSP20, induding the rt.•l'cntly tli'lnmir1ed 
K¡ml rcl'trktiun !;Ítf>s. As Tahle 2 showi;. PA340 

1'111 

/ltrllll 

¡¡tiJlll" 

FIG. l. Re.•tridiun map uf pRS/>20. Thr po.•ilions 
uf lht l'Orio11i.; ft'.o:Jrirtiu11 t·ndonurl1woe .•llh.•lrutt' Ail<"H 
art druu·n to :-rnlt un a circular mup. Tli<' hm1y
li11ed "'Cion uf µHSP20 rrprr.•<'nli; tht· rutl-: 1 t t•dor. 
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TAllLF. 2. c;Jutunwlt' .\Hllha\(' .'/)('f'i/1c art,.,.illf'I 
drtcrminrd in l'fJriou.~ r.lrains• 

Sluin 
Glutamat# 
11}nth•'f' 1p 

"' 
CS520 gdh• ¡¡/18' 52 
PA340 11dh·l 111B3/ 0.6 
MX743' 11dh·l 11/IB• 54 
MX730 ¡1RSP2f!¡/18 't¡¡dh·l 1/1831 131 

•Cultures 1100 mil wt•re grown lo a dem:iity o( B X 
JO" n·lhi Jlt'r mi on glurnse-NN medium runt.ainin¡ 15 
rnM NH1CI lt5 the nitrogt'n M>Wre, (')lf.'l'PI ror Mrain 
r A:t.fO, "'hkh was ¡ruwn un the AAllll' mt•rlium H1pple
mc111ed with 2 mi of ¡lulamate Pfr mi. 

• Strain MXi-43 L~ a g1tB• tran!4turlant IPI C8f120) 
ohlrain PA340. 

cells carrying plasmid pRSP20 synthosized glu
tamal<! synthase with a •11•cific •<·tivity 2.5-fold 
higher than the •Jlt'l'Ífic activity nf the enzymes 
synthesized by strain C8520 (31 •nd • 11//B' 
transductant of PA340. 

To dernoni-trate that the ¡;en(' or gtnl's for one 
or both uf the glulamate ~y111h11~1: !'uhunits wtre 
prl'i-ent in pHSP20, we ~t11cfit>d thc syntht·!'is o( 

tht prnt1•ins t·nl·udl·d by this pla~mid in mini
l'ells. The minicell·prcidudng si rain P678·54 was 
ind•p••nrl•ntly transformed with the hyhrid ples· 
mid pHSP20 and the doning vehicle ColEI. 
Minkells from station•ry-ph•se cultures of 
tran!'furmanL'> wtorc• ¡mrifwd And allowtod to syn
lhl•Sile prolt•ins in the (.trt'Sl'llL'e of f'-''S)1m·thio
nine. Minkells w<re lysed with sodium dodecyl 
~ulfate, and their protl'ins wtre ~parated elec~ 
trophoretirally in a sodium dodecyl sulfate·poJy. 
acrylamide slab gel. "S.Jabeled proteins were 
then located by autoradiography. . 

As Fig. 2, lanl" b',shows, the autoradiography 
o( pRSP20·encoded proteins showed the pres
Pnce ofthree main bands which were not prestnt 
in minicells carying ColEl (Fi1. 2, lene a'). It 
was interesting that two of thest! main proteína 
encoded by pRSP20 comigrated with purifil!d 
glutamal<! synthase subunita (Fi1. 2, Jane e'). 
Because the 8-megadalton chromosomal DNA 
fragment present in pRSP20 is not sufficient to 
arcount for all the protein bands observed in 
Jane b', we believe that al least some of the less 
intense bands represented degradation products 
of one or both glutamate synthase subunita. 

Two-dimensional elcctrophoresia of 
pRSP20-encoded protein1, The results de· 
srribed abuve strongly indirated that pHSP20 
carried the genes for the large subunit and pos· 
sibly the small suhunit of ~lutamate synthase. 
How .... r, it has been reported that cloning at 
the EroRI site of ColEl disrupts the colicin El 
structural gene and that, in sorne instances, a 
53,000· to 54,000-dalton truncated colicin El 

J H"nt-HIOI. 

prolein is ~~·nthl'Rizrd in!-itt>ad of tlH• nonmtl 
56,000-dalton mlidn El polypt·¡Hide 110). To 
detrrminl' wlll't}ll'r thi~ protein hanci was t·nm· 
po.sed, at lt•11st in part, of the small clulamate 
!-iynthase subunit, we p(•ñormed a two-dimcn· 
sional ell'ctrophort•i:;is nnaly~is. Radioartive ea· 
trncts from minicclls carrying pHSP20 suhjecled 
to O'Farrell-type gel electrophorcsis shuwed the 
presence oftwo proteins1 which comigrated with 
the large and small purificd glutamate syntha. ... 
subunits (Fig. 3). 

Sp•·cific immunoprecipitation or gluta· 
mate synthase encoded by pHSP20. Al· 
though the radioactive pHSP20-enroded poly· 
pl•ptides migrating in the positiuns of the puri· 
fit·d glutam11le !;ynthase ~ubunits were very un· 
likely to he Hnything other than thcse polypep· 
tides, radir111rtive pR.._'iP20 minicell extrarts were 
treah·d with rabbit anti-glutamate synthase se
rum, as ¡>re\'Íously described (16), to demon· 
!;trate spt:icific immunoprecipit.ation. As Fig. 4, 
lant' e, shows, the 1'-prdfic antiserum pndpitated 
only t wo bands, which again comigral ed with 
the two l'llzyme ~uhunits. r 

Quantitati\'e irnmunoelcctrophonsia or 
glutanutte synthaRe. Tu determine" hether E. 
cnli •train PA340 was able to synthesize any 
antigtm that cros... ... ·rPacted with s1wdfiC' anti·glu
tamale synthase antihudi°' and whelhcr MX730 
(pRSP20 g//8' /g/18,11) was a ble to synthe•ize 
more t:nzyme anti1:en than Mi·ild-type strain 
CS520 (g/tB'I (as expoct•d, duc to the known 
multil'opy nature ofthe ColEI hyhrid pla>mids), 
we peñormt•d quanlitative immunot-le«·lrupho· 
resis experiments in which we used extracts of 

• _b_ b' e' 

1_ 1 ·I Ll --
i~j .. j 
~ ::a - .;¡ - -- ·-

.. . ·~ 
FIG. 2. Sodium dod1•ryl ... utfaft·pol)arrylamidt•tl 

f'ltclrvplwrr1Jia of Cuuma ... sif' brilliunt blut·stru"n«I 
prutrins frum mfofr'tl/J rurryins Cu/Et (lanr a) and 
pRSP20 (lane b). Lan1 e ccmtained thr Blutamal1 
~ntha~t ¡;ubunib purifird from CS520 re/la. Thr au
torudiograpAy u/thi:r.l.rl is !'hou·n un lhe riEhl. Lann 
a• and 6' shuu· lht / S}methionine·lnbrled prote;,u 
rm·odf!d by Co/EI and pRSP20. rt.o;pt"rtil·1/~. Lant r' 
Jaou•s tht pu ... itioru of thr two glutamat~ ~nthau 
~ubunit1 (indiC'alrd 6y arrou·a). 



VOL. 144, 19!!0 E. COL/ GLUTAMATE SYNTllASf: STHUCTUllAL m;Nf:S fil!I 

0 -Td 

l 
2d 

F1c. 3 . • 4ut"rndiogroph o{ pRSP20.f'ncodtd pro· 
tein~ offet tu·u dimf'n.r;fonal gf'l f'leclrophor"sis. Min· 
irtlls rarl)ing pRSP20 urre purifitd and al/ou'td to 
i.)nlhesiu protdn.s in thr prt-Af'nff o/ / 1''S}mrlhio· 
nint. Thr miniulls, u·hich U'ffr mixrd prrt•iously 
U'ith culd puri{ird glutamate 1t")·nthaJt, uien (\',"itt/ 
and tleclruphotf'J.ed on a tu.1V·dimen.i;ional gr/. Fi· 
nally, thf' gfl U'fJ." aulurudiographrd (ser lt:rl). Tht 
arrvu·s indimte the pv.\Ílion.fl of migratinn o{ thr luo 
purifird ¡:/utumate S)·ntha.o;r ,.,uhunits, ll•hich rorni· 
gratrd u•ith pla!1n1id·f't1md<'d protriru. 

these E. rnli strains. As Fig. 5, Janes e through 
h show, wild-type CS520 extracts had gluumat.. 
syntha~e antigtmic le\'els "''hich were approxi· 
mately 30'l tho•e of MX730 extrarls. Hawever, 
PA340 {g/IB.11 gdh-1) (Fig. 5, Janes i, j, k, and 
ll and MXi29 ll'RSPlgdh•/gdh-1 gltB31) (dala 
not •hownJ <"ells did not synthesize deterU!ble 
Jevels of glutHmate synthase antÍgen. 

[)ISCUSSION 

The e\·idence ptt>!'ented ht!re clt>arly demon
strates that the DNA regions th1t cod• far the 
large and small gluurnate syntha .. subunits in 
E. c-oli are present in an 8-m•gad1lton rhromo
O'Omal DNA fragment. However, at lhe pre .. nt 
time it is nat known ~·h•ther these regions are 
in fact two difforent i:;tructural genes which are 
parl of the sarne operon or e\'en whether they 
are contiguous. We believe that at leas! the last 
qut!~tion could he answt!red in the near future u 
difforent chronwsomal DNA fragmenta from 
pRSP20 are subdoned. Ho~·ever, c.rtain evi
denre suggesls that the DNA regions rodin& for 
the•e two enzyme subunif~ could be part of the 
:;ame tran~criptional unit. Quantitati\•e immu· 
naelect rophoresis exp•riments showod that 
when a CS520 (g/18•1, MX743 (a gltB• frana
ductant of PA340 [data not shown)), or MXi30 
(pRSP20g/IB• /g/tB3/) extrae! was used, it wu 
poi;sible to detect cross-reacting material with 
antibodies prepared against wUd-type enzyme 

m a b e 

.,_ 

Frc. •· lmmunuprrripilation of d~ nolro·s>ntltr· 
li::rd glutanrnlf' s_lnlha~e. Minictl~ carrying ~ithtr 
pHSP20 ur Colf:J uoerr purifif'd and allou'f'd to syn· 
lhP:.;izr pruli'Ín!l in the pr~,.tnct of ['''S)mf'fhionint. 
lmnwnoprrcipitaticm u•a.o; perfarmtd by thr proct· 
dure dr1ocrihrd by PaluC'io!I et al. {16). The immuno· 
prtC'ipitates u·err proCr!istd for R/nb gel rltC'lropho· 
rr~i,: in the prrr;cncr of ~odium dode,-yl 1ulfatr (16). 
The figure r;hu11·s thr uutormliograph)' o{ immunoprr· 
ripitatrd proteins, u·hrn anti-g/11tamt1lt s .. rntliow 
nntiboclirs u·rre tl:o.f'd, o/ minkrl/.o; (/nnr tJ), minfrrlll 
c·arryifll Colf:I. (lanr b), nnd mini1·rlls rnrry'ir1¡ 
pRSP20 (lnnc r). Tia" arrolts indirnfr th1.: po,.itiun!i o{ 
thr purified glufumafe .o;._-Ynllw..,e r;uliunü1o (lnnr m). 

and that PA340 (g/t83/J extract.s did nof syn
thesize detectable level• of glutamate synthase 
antigen (Fig. 5). Therefore, if glt83/ L• a "ingle 
mutation, whirh "°'ms to be the rase (15), one 
simple way to explain how Ibis mutation 
switches off the synthesis of two proteins is to 
consider that the genes co4in1 for these proteina 
are part of !he same franscriptianal unit. How· 
.ver, another kind of evidence indicatés that 
thcse coding regions are not part of the same 
tran"<riptional unit. lf the large and small sub
units are synthesized from the same franscrip
tianal unit, then one would expect rou1hly equal 
malar quantities to be produced. This is appar· 
ently no! the rase because the dita in Fi1. 2 and 
3 •how both subunits present 1t rou1hly equal 
intensities, indicating that they mi1ht be synthe· 
sized at different rates. Alternatively, the g/t83/ 
rnutafion could affect an acfivator gene whose 
praduct m1y be required far !he expreSl'ion of 
both glutamate synthase structural genes. lf thia 
las! hypotheRia is true, the putative artivator 
gen• alao hu fo be pre:;enf in pRSP20. 

The fact that !he merodiploid strain MX730 
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Ftr.. 5. Rorkrt q11anlilatü-r imm11n11rlt'rlr11ph11r('."; ... o{ glultinmtt ·')nthu ... t fnim e:clrt1C'b' o{ CS520 (¡!ltB•), 
PA340 (1111831), M,\;;30 (PA340/pliSP20 ¡¡lllJ' /¡:ltlJ3/), u11d ,\1Xi43 /P.4340 g/18' trun,c/urlant}. Exprrim•nla/ 
pruc·rdurrs 'u•f'rt as dt1'l'ribrd in thr fl•,it. Glutnmntr ,.,,ntJ1mr unti¡:t'n u•n1> quuntilalt•d by Ul'iin¡t a 11/andurd 
rurllf uf protrin ,·unrcntrnlú~n n·r .. ui; thr urta of thr r111"l.·tl a.'f a rr{t·~f'11rr. SlolR a, b. '" nnd d runtuinf'd 
extracta from u·ild·(\pt ¡.;/rcun ('8,'i20 (4, 3, 2, und 1 11/( uf luto/ pr11(t'ln. rt·.o;pi•rlit•tl)'); ,o;fut:t f', f. ¡l, u11d h 
runtaintd r.xtrart ... frum ,\IXi30 (4, 3, 2, und I Pll uf totnl prt1tcin, ""'/1c·1·ti1 r6J; ¡.;ful ... i, j, k. and l mntuined 
rxtrarll'i v[ PAJ.40 (5, 10, :!O, unrf :m ¡1¡! uf totnl p10t..in, rf ... p1•rti1'f'(v): u11d 1oltit ... m, n, o, p, q, a11d r t'onlainrd 
glutomatf' .\\nthn.<;f ¡mri(11•d {1um CS.520 (6, 5, 4. 3, 2, und I µg uf tottJI pr11tf'in, rt· ... patii'r/.v}. Rt· ... ·11lt1i t;imilar lo 
thast obtaÍ111'd fur C8S20 t•.tlrnrt ... u t·re ubtuint·d fur .\t.\'i4.1 {Jl/tB• ~dh-1) t>xlr11rt ... (dula 1101 .o;huu•n}. 

~howect elt.>\'ated lt>\'t>l!" uf t•rllyme al'ti\'ity (Table 
2) wa• in agre•m•nt with the high leve! (:,250%) 
of t•nzymt anti~l'n found in the t•slral't.c; of this 
Mrain (fig. 5). The higher glut;1111ate synthase 
!-ipt>cific al'tivity hhi-en·t.>d in MXi30 t·ompared 
with the !-i¡iet·ific arth·ities in wild-typc ~trains 
CS520 and MXi43 rnn be explained parlially by 
the high numher oí rnpies of ColEI h)·hrid plas· 
miel• prolmhly l""'""t per cell (6), although this 
wil) ha\'e to await t·cmfirmation. Howt>n~r1 if 
pH.SP20 is l>rt·Ft'Ol at t he !'ame t·opy numbt:r as 
ColEI (15 to 30 copies per cell), this will imply 
that l'nzyme le\'el~ are not pruportional lo gene 
cto,.age. 

Finally, we ;hould mention that the g/1831 
mutation has ht>en found to rotran~duce with 
both ur¡¡G und ¡¡lnF g1•n••· Unfortunately, plu· 
mid pRSP20 did not <·ornplemtnl either argG or 
g/nFmutations l<lnta not •hown). However, this 
plasmid could be n;ed as a hybridizing probe to 
i!t01ate bacterial chromosomal regions carrying 
thrse genes. 
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ferentes de plásmldos de acuerdo al patrón de restrlcclón reallzado con -

varias endonucleasas . 

El plásmldo pGOI' l se compone del pBR 328 insertado entre 

los sltlos de Eco R l del pRSP 20 : en este plásmldo se ha perdido el frag-

mento de DNA cromosoma! de aproximadamente O. 5 Md comprendido en-

tre los s!tlos de Eco Rl presentes en el pRSP 20. El segundo plásm!do -

encontrado corresponde a la subclonaclón del fragmento de O, 5 Md antes -

mencionado , en el sitio de Eco Rl del pBR 328; a este plásm!do h!brldo -

se le ha denominado pGOL 5 (Figura 5). 

En el pRSP 20 se encuentran tres sitios para la enzima Pst l 

lo que presenta una buena opción para obtener fragmentos de DNA cromo- -

soma! • Con este propósito se trataron los plásm!dos pRSP 20 y pBR 327 

(19) con la enzima Pst l , los fragmentos generados se mezclaron, se ll

garon y se utll!zó la mezcla de llgasa para transformar la cepa P678-54. 

Se seleccionó en medios de Luria agar con tetrac!cl!na y se obtuvieron el!!_ 

nas Aps, Ter. Al purificar plásm!do de estas clonas se encontró un tlpo 

de plásmldo (pGOP 3) , formado por el fragmento de 8. 6 Md del pRSP 20 

que contlene la región de inmunidad a col!clna E 1 y el pBR 327 • 

Otra estrategia utll!zada fué la subclonac!ón del fragmento 

de DNA cromosoma! comprendido entre los sitios de las enzimas ~ l1 y 

Sal 1 (3. 1 Md) del pRSP 20 entre los sitios de Bam lll y Sal l del pBR 327: 

15. 



CONSTRUCCION DE PLASMIOOS DERIVADOS DEL pRSP 20 

FIGURA 5 
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esto es posible ya que !!l.;!_11 y llam lit generan extremos cohesivos idénti

cos que pueden ligarse aunque no se regeneran ninguno de los dos siclos -

originales . De la misma forma descrita anteriormente, se trataron am-

bos phísm Idos , pRSP 20 y pllR 327 . con las enzimas correspon~ientes • -

se ligaron los fragmentos y se transformó a la cepa productora de mlnlcé

lulas seleccionando ahora a las clonas que fueron A/, Tc8
• El plásmido 

que se encontró en estas clonas denominado como pGOL 1 , contiene ln-

sertndo el fragmento <le 3. 1 Md de DNA cromosoma! del pRSP 20 entre los 

sitios de Bam Hl y~ i del pBR 327. Como se observa en la Figura 5 : -

el plásmlclo pGOL 1 posee cuatro sitios de la enzima Hind lll . Por lo -

tanto, al digerir el pGOL 1 con esca enzima y resuspender el DNA digeri

do en un volumen adecuado se obtienen plásmtdos provenientes de la reci.!: 

cutarlzactón del fragmento del pGOL 1 que contiene el origen de repltca-

clón del vehículo y 2. O Md de DNA cromosoma l. De esta forma se obtuvo 

el pGOL 2 , después de transformar y seleccionar en Lurla agar con amp!_ 

clltna . 

A partir del pGOL 2 se han constru1'1o otros tres plásmtdos 

de ta siguiente manera. Se realizó un~ doble digestión del pGOL 2 con las 

enzimas Eco R 1 y Hind lll , los fragmentos generados se separaron en un 

gel de agarosa al 13 en electroforesis, se tiñó el gel con Bromuro de eÚ

dlo. se cortaron las bandas superior e Intermedia (2. 2 Md y t.0 Md res-

pectlvamente) y se purificaron los fragmentos de DNA. El fragmento ma

yor (2.2 Md), que contiene el DNA del vehículo y parte del DNA cromoso

ma!, se rectrculartzó y transformó en la cepa productora de,mlnlcélulas. 

Al purificar plásmtdo de las transformantes se encontró un plásmtdo que -
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tenía un sitio único de Eco R! : este plásmido se denominó pGOL 6. Ei -

fragmento Intermedio ( 1. O Md) const!tuído únicamente por ONA cromoso

ma!, se clonó entre los sitios de H!nd I!l y Eco Rl del pBR 327: este ph!s

m!do se denominó pGOL 3. 

En el pGOL 2 se encontraron tres sitios de la enzima Pvu l! 

(Figura 5): ai digerir el plásm!do con esta enzima , ligar los fragmentos -

generados y transformar se encontró el pGOL 4 que es la rec!rcu!ar!za-

c!ón del frngmento de 2. 7 Md aproximadamente del pGOL 2 al que se le -

han eliminado los fragmentos de ONA cromosoma! que contiene los sitios 

de Eco R 1 y el sitio de Pst 1. De esta forma, el pGOL 4 contiene ahora -

un sitio único para las enzimas Pvu 11, Eco RI. Hind 11! y Pst l. En la Fi

gura 5 se esquematizan las diversas estrategias utilizadas y los plásmidos 

obtenidos según se describió anteriormente. 

B) Pruebas de complementación. 

Como se ha mencionado la cepa PA 340 (~-1. s!!J!.31) es -

auxótrofa para glutamato. Se sabe que al transformar esta cepa con el -

plásmido pRSP 20 se complementa esta auxotrotra quedando ahora a!!.'. (16), 

Esta cepa se transformó con los siguientes P.lásmidos derivados del pl\SP 

20 : pGOP l, pGOP 3, pGOL 1, pGOL 2 y pBI\ 327como control: en ninguno 

de estos casos se observó complementación • A 1 medir la actividad enzl e 

mátlca de GOGAT (16) en los extractos crudos de estas cepas, solo se en

cuentra en la cepa PA 340/pl\SP 20: en los demás casos no se detectó acti

vidad. 
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C) Proteínas codlficadas por los plásmldos derivados <lel pRSP 20. 

Para determinar las proteínas que codifican los plásmldos -

derivados, se utilizó el sistema de mlnlcélulas conteniendo los diversos -

phlsmldos permitiendo la Incorporación de s35 -metlonlna según se ha -

üescrlto anteriormente ( 16) . 

En la Figura 6 se presenta In autorradiografía del gel de -

poliarcllamida-SDS conteniendo los extractos de estas mlnicélulas con los 

plásmldos pGOP 1 (carril B) y pGOP 3 (carril C): estos dos pl:ismidos co

difican rara un polipéptldo que comlgra con la. subunldad pesada de GOGAT 

(135,000 d). El carril D corresponde a minlcélulas con el pRSP 20, donde 

se observan las dos subunidades de la enzima. En el carril B , que tiene 

el extracto del pGOP 1 se observa además un polipéptldo de 39, 000 d que 

no aparece en el pRSP 20. Posteriormente se discute la posibilidad de que 

este pollpéptldo sea un h!brido entre la subunidad ligera de la GOGAT y -

la transacetilasa de cloramfenlcoi del pBR 328. 

Los carriles E, F y G corresponden a los extractos de min!. 

células con los plásmidos pGOL 2, pGOL 3 y pBR 328 respectivamente y -

puede observarse que solamente el pGOL? presenta un pollpéptldo que co

mlgra con la subunidad ligera de GOGAT (53, 000 d). En el extracto con -

e i pGOL 3 se observa un polipéptido de aproximadamente 26, 000 d que no 

aparece en el pBR 328, aparentemente esta proteína corresponde a la par

te amino-terminal de la subunidad ligera de GOGAT. 
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FIGURA 6 

.-135,000d 

- 53,000d 

-39,000d 

;; - 34,000d 

'·' - 26,000 d 
- 22,500d 

Autorradiogrnfra de un gel de acrllamida conteniendo 
los extractos de mtnicélulas con los siguientes plásmldos: 

A) Sin plásmtdo. 
B) pGOP 1 
C) pGOP 3 
D) pRSP 20 
E) pGOL 2 
F) pGOL 3 
G) pBR 328 



El plásmido pGOL 1 presenta el mismo patrón de proteínas 

que el ¡)GOL 2 y los p lásm idos pGOL ~. pGOL 5 y pGOL 6 presentan únic~ . 

mente los pollpéptidos que corresponden al vehículo pBR 327 (darns nomo! 

trados) . 

D) Dirección de transcripción del gene que codifica para la subunldad li

gera de GOGAT. 

El patrón de polipéptidos que presentan estos plásmldos su

giere la dirección de transcripción de la subunidad ligera de la siguiente -

forma. 

Al interrumpir la secuencia de DNA cromosoma! entre los 

sitios reconocidos por la enzima Eco R l del pRSP 20 (plásmldo pGOP 1 ), 

por inserción del pBR 328, se observa la desaparición de la subunldad li

gera y la aparición de un polipéptido de 39,000 del cual podría tratarse de 

un pollpéptido hlbrldo formado por la porción amino-terminal de.la subun!_ 

dad ligera y la porción carboxl-termlnal de la trnnsacetllasa de cloramfe

nlcol del pBR 328. Esta suposición se basa en el hecho de que la cantidad 

de DNA comprendida entre el sitio de Eco RI y la región de terminación -

del gene de Cmr del pBR 328 consta de 440 pb aproximadamente lo que si&_ 

nlflca que esta Información puede codificar para un pollpéptldo de aproxlm~ 

damente 16, 000 d. En el pGOP 1 la dirección de la transcripción del gene 

de Cmr est~ en el sentido de las manecillas del reloj, por lo tanto, si exl! 

te algún promotor de origen cromosoma! colocado en la misma orientación 
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del gene de cmr y localizado en algún sitio del DN1\ cromosoma! anterior 

al sitio de Eco H 1. la transcripción podría Iniciarse a partir de ese prom~ 

tor y quedar en fase con la fracción del gene de cmr del pBH 328 termina.!! 

do en el sitio correspondiente de este gene. 

AL sustraer los 16,000 d (polipéptido de Cmr) de los 39,000 

d del polipéptido pre,;ente en pGOP 1 quedan 23, 000 d de pollpéptldo que -

podrían corresponder a la parce amino-terminal de la subunldad ligera de 

GOGA T , Esto coincide con el hecho de que en el pGOL 3 se observa un -

pollpéptido de aproximadamente 26,000 del cual podría Iniciar su trans-

crlpclón a partir de este promotor cromosomal que deberá estar localiza

do a 600 pb aproximadamente del sitio de Eco H 1 cercano a Pst 1 y Pvu 11 -

en el DNA cromosoma! (0.3-0.0 Md). La traducción terminaría al lnlclo 

del gene de Apr en el pBH 327 ya que en esta reglón de DNA se encuentran 

codones de terminación en las tres fases. Actualmente se están realizan

do experimentos para confirmar la presencia del promotor de la subunldad 

ligera de GOGA Ten la región de DNA cromosoma! antes descrita. 
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D!SCUSION. 

Los resultados iniciales indican que el plásmldo pRSP 20 ~

lleva un fragmento de DNA cromosoma! en donde se localizan los genes -

que codifican para las dos subunldades de la GOGA T. Esto se demostró -

utillzando una serie de pruebas bioquímicas (electroforesis un!- y bldlme!!. 

slonal, lnmunopreclpl~1clón específica e inmunoelectroforesis cuantitativa) 

y pruebas de complementación genética ( l 6) • 

Los resultados finales presentados sugieren fuertemente que 

21. 

se tienen clonados los genes que cod!f!can para las dos subun!dades de GOGAT 

de manera Independiente. Esto implica la posibilidad de que cada uno de -

estos genes tenga una reglón de DNA propia que regula la expresión del - -

gene estructural. Tomando en cuenta los pesos moleculares de la subunl-

dad pesada (135,000d)yde Ja subun!dad ligera (53,000d) de GOGAT, -

parece dJfícll que Jos pollpépt!dos producidos por los pJásmJdos derivados 

y que com!gran con estas subun!dades , sean péptldos dlferemes de ellas. 

Sin embargo-'' se está tratando actualmente de confirmar la identidad de --

los péptldos cod!f!cados por esta colección de plásm!dos derivados del 

pRSP 20, 

Es Importante resaltar que resulta poco probable que la -

expresión de ~os genes que codifican para las dos subunldades esté contr~. 

lada a partir de promotores propios de los vehículos. En el caso del plá'!_ 

mido pGOP 1 , la probabilidad de que algún promotor presente en el pBR -

328 se encuentre localizado en una poslcl6n adecuada para permitir la ex--



presión de un péptido del mismo peso molecular que el de la subun!dad pe

sada de GOG/\T resulta baja. Además en el caso del pGOP 3, el vehículo 

utilizado (pílR 327) , debería contener un promotor dentro de la reglón de 

DN/\ correspondiente al gene estructural de la J-lactamasa (cerca del si

tio de la enzima Pst l): sin embargo no se ha reportado algo semejante -

hasta el momento (20) . 

Para el pollpépt!<lo codificado por los plásmldos pGOL l y -

pGOL 2 que comlgra con la subunldad ligera de GOG/\ T , también es poco 

probable que la expresión provenga de promotores presentes en el vehículo 

pBR 327, El único promotor que tendría esa opción es el que corresponde 

al gene de resistencia a tetraclcllna. Sin embargo, al construir el pGOL 2 

esta posibilidad queda descartada ya que al clonar en el sitio de Hlnd lll se 

Inactiva este promotor y aún así, ambos plásm!dos , pGOL 1 y pGOL.2 , -

siguen codificando para un pollpéptido del mismo peso molecular. En el -

pGOL 3 se clonó en los sitios Eco Rl y Hind 1I1 del pBR 327 y , como en el 

pGOL 2 , no existe ahora un promotor funcional del gene de resistencia a 

tetraclcllna. Asr la poslbllldad mtls viable es que los pollpéptldos codifi

cados por los p14smldos pGOL l y pGOL 2 de 53, 000 d y pGOL 3 de 26, 000 

d de PM, sean expresados a partir de un promotor localizado en el frag-

mento de DNA cromosoma! que llevan clonado. 

Segiln los datos que se han presentado aquf, este promotor 

debería estar localizado aproximadamente a 600 pb (Figura 7) del sitio de 

Eco Rl en el pGOL 3 y cercano a los sitios de reconocimiento de las enz!_ 
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mas Pst 1 y Pvu ll del DNA cromosoma l. Actualmente se están realizando 

experimentos para definir si este promotor corresponde a la subunldad li

gera de GOGA T como parecen sugerirlo los resultados aquí presentados , 

En la Figura 7 se lndlcn la probable locallzaclón de este -

promotor y la dirección de transcripción nsí como el tamaño del DNA ne

cesario para contener el gene de la subunldad ligera. 

Con respecto al péptldo que comlgra con la subunldad pesada 

de GOGAT podemos decir hasta el momento que debe estar cod!flcado por 

aproximadamente 3, 600 pb y que este fragmento de DNA se encuentra entre 

la reglón de inmunidad a collclna del vehículo Col El y el sitio de Pst 1 lo

calizado a 9, 4 Md del pRSP 20 sin que pueda establecerse aún la posición -

o la dirección de transcripción del gene correspondiente, se continúa sobre 

esta línea de Investigación. 

Es Interesante también el hecho de que los plásmldos deri

vados del pRSP 20 no complementan la mutación glt 831 de la cepa PA 340, 

Se ha propuesto que esta mutación es.puntual por la frecuencia de rever

clón que presenta (12) entonces, la hipótesis de que esta mutación estu-

vlera en un gene actlvador de las dos subunldades de GOGAT , no concuer 

da con nuestros resultados ya que si este supuesto gene actlvndor estuvie

ra presente en el plásmldo pRSP 20, Implicaría que al construir los plás

mldos derivados, alguno o algunos de ellos deberían contener este gene -

actlvador y podría entonces producirse la enzima a partir de los genes en 
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el cromosoma , pero como no se encontró complementación, las alterna

tivas quedan abiertas y es necesario fot1Tlular otra teoría que corresponda 

a los datos conocidos. 

Un posibilidad Interesante sería la presencia de una misma 

reglón que funcione como promotor para los genes de las dos subunidades 

y que la transcripción a partir de esta región sea divergente de tal manera 

que una mutación en este sitio afecte la expresión de las dos subunidades 

de la enzima • Para el caso de los plásmidos pGOP 1 y pGOP 3 , la trans

cripción correspondiente a la subunidad pesada quedaría completa dando -

así el polipéptido corres¡xmdieme : la dirección en este caso sería par-

tiendo del sitio de Pst 1 a 9.5 Md del phlsmido pRSP 20 hacia el sitio de -

!!¡¡!_ 11 a 7. 7 Md. 

Para los plásmidos pGOL 1 y pGOL 2 , Ja transcripción del 

gene de la subunidad pesada quedaría truncada y esto podría generar un -

polipéptido pequeño que posteriormente fuera degradado por la célula ya -

que no se observa ningiln polipéptido adicional en la autorradiogratra de -

los geles que contienen los extractos de las mlnicélulas transformadas con 

estos plásmldos. 
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