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RESUMEN 

En NeIL!lo~poJr.a. ~ha se han descrit~ dos polipéptidos (a y S) 

responsables de la síntesis de glutamina. La expresión de estos polipéptidos 

esta regulada por la fuente de nitrógeno presente en el medio de cult;vo. 

En cultivos limitados de amonio se encuentra una glutamino sintetasa (GS) 

tetramérica. formada principalmente por polipéptidos a, en tanto que en 

exceso de nitrógeno la enzima se encuentra estructurada como un octámero 

compuesto predominantemente por monómeros B. 

Se han aislado una serie de mutantes que requieren glutamina para 

crecer. Las mutaciones responsables de la auxotrofía por glutamina se 

encuentran altamente ligadas entre si y probablemente se localizan en el gene 

estructural para el polipéptido B. Estas mutaciones se pueden dividir en 

dos tipos: aquellas que causan una disminución en el peso molecular del 

monómero B. generando un nuevo polipéptido de 30,000 daltones {y), y aquellas 

que sin alterar sensiblemente el peso molecular de B, modifican su punto 

isoeléctrico {B'). Las revertantes aisladas a partir de cualquiera de estos 

dos tipos de mutantes, solo conservan el polipéptido a de GS perdiendo el 

monómero alterado y o B'. 

En base a estos datos se ha propuesto un modelo que explica la disminución 

de la act;vidad de G.? en los auxótrofos de glutamina -como resultado de la 

interacción de los monómeros a normales con los B alterados, formando enz;mas 

híbridas ;nact;vas. 
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I NTRODUCC ION 

La asimilación de nitrógeno es un proceso mediante el cual el 

nitrógeno del medio ambiente es incorporado al interior de una célula y 

combinando, de tal manera, que pueda ser usado en la biosíntesis de las 

mol€culas b~sicas, como amino5cidos, nuclc6tidos y aminoazucares que a 

su vez sirven de eslabones en la rabricación de las rnacromolécuias propias 

de cada organismo. 

En la naturaleza el nitrógeno se encuentra de tres maneras: a) Como 

nitrógeno molecular en estado gaseoso. en estas condiciones solo es 

aprovechable por aquellos microorganismos rijadores de nitrógeno que lo 

reducen a amonio; b) En rorma de sales inorgánicas más o menos oxidadas como 

nitratos y nitritos o altamente reducidas como sales de amonio, este tipo 

de compuestos son utilizables como ruentes de nitrógeno por un espectro muy 

amplio de organismos; c) Como nitrógeno orgánico (aminas, amidas, etc.) que 

son compuestos derivados del metabolismo de seres vivos que para ser 

asimilados, requieren de sistemas de degradación más o menos específicos. 

Estos compuestos son biológicamente interconvertibles dando lugar a lo que 

se denomina el ciclo del nitrógeno (Fig. 1). 

A6~c-i.ón de n..i..VL6geno en pJr.ocaA.i.o:tru.. 

' Los microorganismos procariotes pueden usar una gran variedad de 

compuestos como fuente de nitrógeno_. Esta variedad va desde el nitrógeno 
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molecular hasta el nitrógeno presente en aminoácidos, nucleótidos etc. 

Para que estos compuestos sean asimilados es indispensable su conversión 

a amonio, de donde se desprende que el amonio es la fuente preferida de 

nitrógeno por las bacterias. Aún y cuando las capacidades y las maneras 

de como estos compuestos son usados, varfan dependiendo del organismo, en 

todos ellos los aminoácidos glutamato y glutamina funcionan como los 

donadores del nitrógeno celular, estos aminoácidos son interconvertibles 

por una serie de enzimas (Fig. 2) ampliamente distribuidas a lo largo de la 

e·scala filogenética. 

En K.féb-6.<.e.Ua. y Rlúzob.<.wn el amonio es asimilado por la deshidrogenasa 

glutimica, (L-glutamato:NADP+oxidoreductasa, E.C.1.4.1.4.) o por la glutamino 

sintetasa (L-glutamato:amonio ligasa, E.C.6.3.1.2.).(84,37). La utilización 

alternativa de una u otra de estas enzimas, depende de la concentración de 

amonio presente en el medio. Cuando esta concentración es menor a 0.1 mM 

ó el amonio proviene enzimiticamente de otro compuesto, la glutamino sintetasa 

(GS) es la unica enzima con la afinidad necesaria para asimilarlo, esta 

glutamina es a su vez utilizada como substrato por la glutamato sintasa 

(L-glutamato:NADP+oxidoreductasa o GOGAT E.C.1.4.13.) para la sfntesis de 

acido glutámico (60), por lo que mutantes que carecen de actividad de GOGAT 

son incapaces de crecer en presencia de bajas concentraciones de amonio (7). 

Por otro lado, en condiciones de_exceso de amonio este es asimilado 

inicialmente por la GDH biosintética (84). 

En E. co.f..,¿ y Sa.hnoneLe.a. a pesar de que las tres enzimas (GS, GDH y 

GOGAT) han sido descritas, la regulación de su expresión no se encuentra 

coordinada como en el caso de K<'.eb-6.<.e.e.ei:t (84,6).• 
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Por útlimo, existen algunos microorganismos, como por ejemplo 

Anabaena. y Bac-i.Lt'.u.l. 6ub:élcLú., en los cuales la única vía de asimilación 

de amonio es a través de las enzimas GS y GOGAT (13,16,87). 

En enterobacterias se han descrito dos niveles de regulación de GS: 

a nivel de su actividad y a nivel de su síntesis. La regulación de la 

actividad enzimática de la GS se lleva a cabo por diversos mecanismos: 

a) Por la interconversión entre una forma relajada (inactiva) y una forma 

rígida (activa), mediada por la concentración de los cationes divalentes 

MG2 + y Mn 2 + (96). b) Por retroinhibición acumulativa por los productos 

finales del metabolismo de glutamina (26). c) Por un sistema de 

inactivación por adenilación. La adenilación y desadenilación de GS son 

catalizadas por la enzima adeniltransferasa (ATasa). Esta enzima cataliza la 

reacción de adenilación estimulada por la proteína P11 no modificada, y la 

reacción inversa (desadenilación) en presencia de la proteína P11 uridilada. 

La uridilación de la proteína P
11 

se lleva a cabo por la uridiltransferasa 

(UTasa). Esta enzima es activada por a-cetoglutarato e inhibida por 

g1utamina, por lo que el estado de adenilación de GS es una función de la 

relación de las concentraciones intracelulares de a-cetoglutarato Y 

glutamina (26). 

El sistema que regula la síntesis de la GS en algunas enterobacterias 

tales co~o E. co¿¿, K. avi.ogene.6 y s. ~ypfz.<.mWL-i.wn es bastante complejo. El 

sistema g.t.n de estas bacterias esta compuesto por los g.f.nA, G.f.nB, g.f.nV, 

El gene g.f.nA que es el gene estructural para GS, 

mutaciones en este gene resultan en el fenotipo Gln- (15,38,56). Este 

gene está localizado en el minuto 86 del cromosoma de E. co¿¿ y en las 



5 

posiciones equivalentes de los cromosomas de K. aellogene.t. y S. ~yplúml:VLÚl1TI, 

en todos los casos está ligado por transducción al operón ~luz.. 

El gene gLnF, fué originalmente descrito en S. ~yph-<mWLú.un, al 

aislar mutaciones no ligadas a gL•v\ que conferían auxotrofia por glutamina. 

Este gene se encuentra local izado en el minuto 68 del mapa de E. coU 

y está ligado por transducción al gene aJtgG (24). Todas las mutantes GLnF 

analizadas hasta la fecha. son incapaces de producir concentraciones altas 

de glutamino sintetasa y la que producen es insuficiente para crecer en 

medios sin glutamina. Simultaneamente a la falta de inducción de GS en 

respuesta a una limitación de nitrógeno, estas cepas tampoco pueden inducir 

algunas enzimas catabólicas. como histidasa o prolino-oxidasa. {fenotipo Ntr-). 

El gene gLnG fué identificado porque mutaciones en este gene podían suprimir 

el fenotipo Gln- causado por mutaciones en el gene gLnF {39,71). Este tipo 

de mutaciones resultan en una síntesis baja y constitutiva de GS. Con base 

en estos datos se propone que los productos de gLnG y GLnF se requieren para 

activar la expresión del gene gLnA. Por otro lado, las cepas con mutaciones 

que causan una ausencia total del producto de gLnG (por inserción de un 

transposon) producen un poco más de GS que aquellas con una mutación puntual 

en gLnG (57). Esto sugiere que el producto de gLnG también participa en la 

represión del gene gLnA. 

El gene gL.nB codifica para la proteína P11 "{22). -Esta protei'na 

participa en el sistema de adenilación-desadenilación d~ GS. Mutaciones en 

este gene que impiden la uridilación de P 11 • además de provocar una adenilación 

elevada de GS, resultan en una disminución en la concentración de esta enzima. 
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Por otro lado, mutaciones que causan la pérdida total de P11 dan lugar 

a un fenotipo GlnC (expresión constitutiva de GS). estos datos sugieren 

que la proteína P 11 no uridilada participa en la represión del gene g.t.n.A. 

El gene gLnV, es el gene estructural para la uridiltransferasa 

(UTasa) (5), mutaciones en este gene elevan el estado de adenilación de la 

GS y disminuyen su concentración. f,mbos efectos parecen estar mediados 

por un incremento en la concentración de P11 a falta de UTasa. La 

auxotrofia por glutamina causada por las mutaciones en los genes gLnS o 

gLnV son suprimidas por segundas mutaciones que se encuentran altamente 

1 igadas al gene g.t'.nA y que han sido identificadas en el gene gLnL. El 

producto del gene g.t'.nL junto con el producto del gene gLnG reprimen la 

expresión de GS. Pero para que gLnl pueda participar en esta represión 

requiere de la presencia de la proteína P11 no uridilada (9). Finalmente" 

se ha propuesto que el producto del gene gLnG participa en la activación de 

operones catabólicos nitrogenados dado que mutaciones en este gene presentan 

el fenotipo Ntr-. 

En la familia Rlúzob-iacea. se ha descrito la presencia de dos enzimas 

con actividad de GS (GS 1 y GS 11 ) l23). La GS 1 es semejante a la que se 

encuentra en enterobacterias ya que esta sujeta a regulación por adenilación 

en respuesta a un cambio en la concentración de amonio. La Gs 11 no esta 

sujeta al sistema de regulación por adenilación pero su síntesis es reprimida 

en respuesta a un incremento en la concentración de amonio (11). Por otro 

lado, se tiene evidencia en favor de una relación entre la regulación de la 

GS y la expresión de la nitrogenasa (50,51) ya que auxótrofos de glutamina de 

Rlúzob-úun "cowpea" 32Hl no sintetizan la nitrogenasa y son incapaces de 
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nodular (51). 

La presencia de dos GS ha sido descrita recientemente en.otras 

bacterias tales como Bac..U.l.u.6 b-'r.ev.ú. y Ba~ caÁ'.do¿y:t-lC1L6 (25.94). 

De B. bJtev.U. se han purificado dos enzimas con actividad de GS que 

difieren en sus propiedades cinéticas. Las enzimas fueron aisladas a partir 

de 2 difererentes condiciones de cultivo: una en la cual el organismo es 

capaz de esporular y otra en la que no. Con base en esto. los autores 

sugieren una relación entre una de las formas de GS y la capacidad de 

esporulación en este microorganismo. 

En el termofilo extremo B. c.aJ:.do~y:t-lcu.h también se ha descrito la pre­

sencia de dos glutamino sintetasas que difieren en su composición de 

aminoácidos. en sus propiedades cinéticas y en su espectro de respuesta a 

retroi nhibidores. Es i ntere:s;;r,te hacer notar que es ta regulación por 

retroinhibición se lleva a cabo de una manera complementaria ya que cada 

enzima responde solo a una parte de los productos finales del metabolismo de 

glutamina. La GSE 1 es mas sensible a inhibición por glicina. alanina y 

serina. en tanto que la GSE 11 es inhibida preferentemente por gln, AMP y 

5-fosforilribosa-l-pirofosfato. Los autores proponen que la existencia de 

estas dos GS es una respuesta a la necesidad de mantener la termoestabilidad 

y la sensibilidad a todo el espectro de retroinhibidores que regulan la 

actividad de GS (95). 

La mayoría de las, plantas utilizan el ni trato como fuente preferida de 

nitrógeno. ya que es la forma más abundante en el suelo. inclusive las sales 
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de amonio, provenientes de fertilizantes. son oxidadas rápidamente a 

nitratos por los organismos del suelo. Aún y cuando un gran número de 

plantas son capaces de usar indistintamente amonio o nitratos como fuente 

de nitrógeno, el amonio no puede ser acumulado 1ya que aun pequeñas 

concentraciones resultan tóxicas para la planta (28). En presencia de 

fertilizantes amoniacalaes el rendimiento de las plantas depende directamente 

de la capacidad que tengan para detoxificar este amonio y esta habilidad 

depende de la disponibilidad de cetoácidos (3,28). A diferencia de lo que 

sucede con el amonio, el nitrato puede ser acumulado hasta concentraciones 

relativamente altas sin daño para la planta. 

Tanto los nitratos como el nitrógeno molecular (N 2 ) tienen que ser 

inicialmente reducidos a amonio, antes de ser incorporados en compuestos 

orgánicos. El amonio es primordialmente asimilado combinándolo con ceto­

ácidos en forma de nitrógeno amino y amido. 

Tradicionalmente se había considerado a la deshidrogenasa glutámica, 

como la primera enzima de la vía principal para la asimilación de amonio, ya 

que esta enzima proporcionaba el único mecanismo de alta actividad y amplia 

distribución para la síntesis de un nitrógeno a-amino a partir de amonio y 

a-cetoglutarato. La glutamino sintetasa era la única otra enzima que podría 

asimilar el amonio y que tenía una distribución y actividad equivalente a la 

de GDH, pero no se conocía ninguna manera de transferir este nitrógeno ami~o 

formado durante la asimilación a la posición a-amino para sintetizar amino­

ácidos. 

En ig70 Tempest describe a la enzima GOGAT (60) que en conjunto con 

la GS permite a las bacterias la asimilación de amonio cuando este compuesto 

se encuentra en concentraciones limitantes. Posteriormente en plantas 
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fueron descritas dos GOGATS diferentes: la primera es NADPH dependiente 

y se encuentra en tejidos no verdes (17); la otra esta presente en hojas y 

es dependiente de ferrodoxina (42). En la actualidad se ha establecido 

que existe una amplia distribución de la GOGAT tanto en bacterias como en 

hongos y plantas. Aún y cuando se han descrito en varias plantas otras 

enzimas potencialmente capacitadas para incorporar amonio en compuestos 

orgánicos, hay muy poca evidencia a favor de que jueguen un papel significa­

tivo en la asimilación de amonio (62}. 

En la actualidad se han realizado experimentos tendientes a dilucidar 

cual es la vía principal de la asimilación de amonio en plantas. 

de chícharo alimentadas con nitrato 15 N , o con glutamina 15 N 

En hojas 

{amido) ó 

glutamato 15 N (amino). el isótopo se distribuye en proporciones similares, 

en-la poza de aminoácidos libres y en proteínas, independientemente del 

substrato suministrado (46,62}. Esta observacián indica que la principal 

vía de asimilación en plantas es la de GS-GOGAT. Experimentos realizados 

administrando 15 N03 viá la corriente transpiratoria de hojas cortadas de 

Va.:ó.vut, demostraron que la glutamina es el principal receptor del nitrógeno 

fotosintéticamente reducido (47,48}. Estudios cinéticos de la aparición de 

compuestos marcados en raíces de plántulas de arroz, muestran a la glutamina 

como el compuesto_que se marca inicialmente, seguido en orden por el glutamato, 

aspartato y alanina en este orden (97). Finalmente. la cinética de asimila­

ción de nitrógeno a tiempos cortos, se ha realizado usando el isotopo 

radioactivo 13 N en presencia de inhibidores específicos de las enzimas GS 

y GOGAT. Los resultados obtenidos han generado evidencia que el sistema de 

asimilación de amonio en nódulos provenientes de la asociación de Rfu:zob--ú.un 
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con raices de leguminosas (62). Es interesante hacer notar que 

exclusivamente las enzimas de la planta son las que participan en la 

asimilación del ámonio que proviene de la fijación de nitrógeno, ya que 

las enzimas del bacteroide se encuentran completamente reprimidas. 

La presencia de la actividad de GS se ha descrito en semillas (20), 

plántulas (85). hojas (86). raíces (34,86) y en nódulos de raíz (59). 

Existen marcadas diferencias en la actividad presente en cada tejido (43, 

86), siendo la actividad específica de GS mas elevada en hoja que en raíz. 

Este mismo patrón de actividad se observa para la enzima GOGAT. En tejidos 

verdes la mayor parte de la actividad de GS se encuentra localizada en 

cloroplasto (91,70). aunque siempre existe un cierto porcentaje en el 

citoplasma (65). La actividad de GOGAT se encuentra localizada exclusivamente 

en cloroplasto (91), mientras que la GDH se encuentra predominantemente en 

mitocondria (66). 

Tanto en raíz como en nódulos la GS se ercuentra igualmente distribuida 

en plástidos y citoplasma. La actividad de GOGAT se encuentra asociada a 

plástidos y la de GDH a mitocondria (62). 

Recientemente se han encontrado dos GS presentes en arroz y cebada 

(27,55). En cebada la GSl se encuentra distribuida en hojas verdes, raíz, 

semilla y hojas etioladas, en tanto que ia GS2 solo se encuentra en las 

hojas verdes, por lo que se propone que la GS~ es específica de este tejido.­

En nódulos de frijol también se han descrito 2 GS. Una de ellas (Gsn,) es 

semejante a la que se encuentra normalmente en raíz en tanto que la otra 

(GSn2) parece se específica de nódulos. 
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Al,,{m.(,lac..tfin de N.i.ZJl.6geno en Hongo&. 

La asimilación de nitrógeno ha sido extensamente estudiada en los 

hongos Newi.o&poJLO. CAcU.6a, A.6pe.Ag~ .U.du.1'..a.rt.6 y Sac.c.h<VLomyc.e& c.<Vtev.U..<.ae. 

En estos tres microorganismos, el metabolismo nitrogenado se encuentra 

regulado por sistemas de control mas o menos generales (12,61,74,83). No 

obstante que el amonio, el glutamato y la glutamina son las mejores fuentes 

d~ nitrógeno, estos microorganismos son capaces de utilizar una gran variedad 

de otros compuestos, que incluyen: nitratos, nitritos, aminoácidos, proteínas, 

purinas, etc. El uso de cualquiera de estas fuentes requiere de la presencia 

de los sistemas específicos que dan lugar a la formación de amonio. Uno 

de los objetivos generales al estudiar el metabolismo nitrogenado es 

encontrar los elementos de control que coordinan la expresión de estos sistemas 

metabólicos. 

Una buena parte de la evidencia que existe acerca de la regulación del 

metabolismo nitrogenado en estos hongos se deriva del análisis genético de las 

mutantes estructurales y regulatorias. Este análisis genético deberá ser 

complementado, siempre que sea posible con estudios bioquímicos y de 

biología molecular sobre la estructura y función de los productos de los 

genes bajo estudio, con objeto de definir los genes estructurales y 

establecer el nivel de acción de genes reguladores. Mutaciones en los 

genes reguladores pueden causar cualquiera de dos fenotipos: constitutividad 

(parcial o total) o una disminución (en ocasfones total) de la concentración 

de la enzima blanco. En la mayoría de los sistemas de regulación positiva 

(mediados por proteínas activadoras), el tipo de mutantes regulatorias mas 

frecuentemente halladas son las que suprimen a la enzima regulada. En el 
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caso de los sistemas de control negativo. las mutantes constitutivas son 

las más abundantes. Existen ejemplos de ambos sistemas de control en 

los microorganismos mencionados (33,75,82). Hay mecanismos de control 

generales que integran la expresión de varias vías y sistemas de control 

que solo afectan caminos metabólicos específicos. Debido a lo anterior. las 

mutantes con cambios en la actividad de una enzima, reflejan alteraciones 

en la expresión de un gene. afectando cualquiera de los siguientes niveles 

de regulación: a) A nivel de transcripción y en algunos casos procesamiento 

y transporte del RNA mensajero, b) Traducción. c) Estabilidad del RNA 

mensajero. d) Maduración de la enzima y e) Recambio de la enzima e 

inhibición y/o modificación. Con el uso exclusivo del análisis genético no 

es posible definir en cual de estos niveles ocurrió la alteración. 

Un sistema que participa en el proceso de la asimilación del nitrógeno 

en hongos es la reducción del nitrato a amonio. El nitrato es una excelente 

fuente de nitrógeno para NeWLo6polW. y A6pe/L9~- Este compuesto es 

inicialmente reducido a nitrito por la enzima nitrato reductasa (2) en una 

reacción donde se transfieren dos electrones. Subsecuentemente el nitrito 

es reducido a amonio por la nitrito reductasa en una reacción compleja que 

involucra la transferencia de seis electrones. La síntesis de estas dos 

enzimas es inducida por nitrato y reprimida por amonio. En NeWLo6polW. los 

genes Y!Lt:-3 y n,i.;!;.-6 son los genes estructurales para la nitrato y nitrito 

reductasa respectivamente (SS). en tanto que n.iaV y >'ÚÁ.A, que se encuentran 

genéticamente ligados, son los genes equivalente en A6pe/1.9-<.Lf.tu, n.icú.ú'.a.Ylh. 

_En Newz.o6po1W. se han aislado mutantes regulatorias en el sistema de 
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asimilación de nitrato. Las mutaciones mapean en uno de dos ¿oc<.: las 

primeras se encuentran en el gene nLt:-4 y solo afectan la expresión de 

la nitrato y nitrito reductasa (88) en tanto que otras localizadas en el 

gene n.i..C-2. alteran la expresión de estas enzimas y además tienen un efecto 

pleiotrópico sobre la regulación de otras enzimas del metabolismo nitrogenado 

(54). La evidencia de que los productos de estos dos genes controlan la 

transcripción de la nitrato reductasa se desprende de los elegantes experimen­

tos realizados por Prcmakumar y col. (76). 

En AópCUt-g~ t'LldtLf'.a.Y!ó el producto del gene •t-útaÁ parece ser un 

regulador positivo de la transcripción de la nitrato reductasa. Asimismo se 

ha propuesto que en este microorganismo existe un fenómeno de autoregulación 

mediante el cual la nitrato reductasa impide su propia síntesis a través de 

inactivar al producto del gene •U/IA. Solo en presencia del inductor (nitrato 

en este caso) la nitrato reductasa no se uniría al regulador positivo, 

procediendo la transcripción del locus •«aV (8). 

Cuando la fuente nitrogenada es amonio y se encuentra en concentraciones 

relativamente altas (mayor a lmM) la GDH biosintética es la enzima responsable 

de su asimilación. En Ncun.ohpolUl., MpCAfJ~ y Sac.c.ha.1wmuc.c.6 existe una 

segunda GDH t74), dependiente de NAO, que cataboliza el glutamato para liberar 

amonio. El gene estructural para la GDH-biosintética ha sido identificado 

tanto en Ne.LVLo<!.po'Ul. (a.mi, como en A<!.pen.g-i.Lt.Lu> (gdhAI y en Sacc.~UVtom!Jcc.6 (gdh-J l. 

El gene estructural para la GDH catabólica solo ha sido identificado en 

A<!.peAg.;,u.,u. (gdhB) (52). 

De todas las GDH biosintéticas, la de N. c.ttahóa es la mejor caracte-

rizada. La enzima es un hexámero de subunidades idénticas, cada una con 
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de 452 aminoácidos, para la cual se conoce su secuencia {30). Con esta 

enzima se han realizado estudios pioneros en el campo de la regulación 

alostérica y de la complementación intragéncia (21.36). En tanto que la 

caracterización de la enzima se encuentra muy avanzada, la regulación de 

su expresión es limitada. Ambas enzimas parecen estar reguladas· por los 

circuitos nitrogenado e hidrocarbonado. La actividad de la GDH-biosintética 

de NeUILObpo1!.t1. C/t<Wba se encuentra elevada en cultivos que contiene una buena 

fuente de carbono y amonio o nitrato como fuente de nitrógeno (10,29,35). 

En cambio, cuando se cultiva en concentraciones bajas de glucosa y una fuente 

orgánica de nitrógeno, la actividad de GDH-NADPH-dependiente disminuye, en 

tanto que la actividad de la GDH-NAO-dependiente se incrementa. En Abpe/l.g-<.Leub, 

mutantes en el gene gdhB (GDH-NAD-) crecen muy mal en glutamato y en todos 

aquellos compuestos que dan este aminoácido como un producto de degradación 

(35). De lo anterior se desprende que la GDH-biosintética no participa en la 

degradación de glutamato. De manera similar, estas mutantes tampoco usan 

estos compuestos como fuente de carbono. 

La cepa sin deshidrogenasa biosintética, tanto de N. C!Ul.bba como de 

A. tú.du.C.luu. y s. ceJtev.U.~ae, son capaces de crecer en medios con bajas 

concentraciones de nitrógeno. Esta capacidad de crecer sin una fuente 

_orgánica de nitrógeno podría deberse a la presencia de la GDH-NAD dependiente, 

que al invertir su reacción normal fuera capaz de sintetizar glutamato. Sin 

embargo. el hecho de que esta enzima tenga tan poca afinidad por amonio, que 

no se encuentre inducida en las condiciones mencionadas y finalmente a que 

una doble mutante de Abpe,ng.t.Lf.tu, gdhA;gdhB crezca tan bien como la mutante 
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actividad mediada por modificación quimica de la enzima. los resultados 

experimentales indican que la síntesis ~n v~vo en un reflejo directo de la 

concentración del RNA mensajero específico (73,81}, lo que sugiere, que 

la sintesis de la GS se controla a nivel de la transcripción o del procesa-

miento del RNA mensajero. Sin embargo, existe cuando menos una condición en 

donde la actividad de la GS es regulada a un nivel diferente. Cuando 

NeuJLo.!.po.tta. se crece limitada de carbono, la síntesis de novo de la GS se 

reprime completamente y la vida media de la enzima es varias veces menor 

comparada con la vida media de la enzima cuando la célula se crece en exceso 

de carbono (69). Se propone que la degradación de la GS durante la limitación 

en la fuente de carbono sirve para disminuir el gasto de esqueletos de 

carbono y de ATP en la síntesis de glutamina, cuando la célula esta enfrentando 

una emergencia energética. 

El estado oligomérico de la GS varia en diferentes condiciones de 

cultivo (49). La cepa silvestre crece en exceso de nitrógeno con una GS 

octamérica en tanto que en limitación de amonio crece con una GS tetramérica. 

Por último, en NUVtohpo.rw. existen dos polipéptidos con actividad de 

GS. Estos polipéptidos, llamados a y B, se encuentran presentes en la cepa 

silvestre al final de la fase exponencial de crecimiento y la relación entre 

sus concentraciones varia dependiendo de la calidad de la fuente nitrogenada 

(79). 

Sac.cha.!Lomycu. cvz.ev-<'..6.ü:te solo presenta una GS. La enzima se ha 

purificado 130 veces y se ha visto que se encuentra constituida por 10 a 12 

monómeros de 43,000 daltones de peso molecular (67). La GS de este microor-

ganismo se encuentra regulada al menos por tres mecanismos diferentes: 
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a) Represión de su síntesis. mediada por amonio,o sus derivados. b) inac­

tivación reversible mediada por glutamina y. c) Degradación proteolítica en 

respuesta a una deprivación de nitrógeno (44). 

En A. n,(_dU-f.a.n.t, la actividad de ~S también está regulada por la fuente 

de nitrógeno:encontrándose la mayor actividad en presencia de glutámico y 

la menor en glutamina (58). 

En conclusión. se puede decir que las enzimas claves en la asimilación 

·de nitrógeno en microorganismos y plantas son la GOGAT. la GDH biosintética 

y la o las GSs. 

Algunos microorganismos utilizan alternativamente las enzimas que 

sintetizan glutamato (GDH o GAGAT) en respuesta a diferentes condiciones 

nitrogenadas (K¿ebh~eLe.a.. N. CAa.l>ha). En cambio en otros ambas se encuentran 

activas, independientemente de la condición nitrogenada (E. coRÁ-, Sa.bnone.Lea., 

Sacch.tvz.omyceh}. Finalmente. algunos organismos biosintetizan glutamato 

unicamente a través de la GOGAT, ya que carecen de la GDH (Anabaena, B. 4ub~) 

y otros sintetizan glutamato a traves de la GDH y no utilizan la GOGAT. a pesar 

de que esta última enzima está presente (nódulos. plantas). La presencia de 

dos enzimas con actividad de GS ha sido descrita en una serie de organismos 

(Rh..i:zob~ p, B. bJ?.ev~. B. c.a.C.do¿y;t,i.Cllh, N. ~-uu.ha,. plantas y nódulos). En 

los enterobacterias. aún teniendo un solo polipéptido con actividad de GS se 

puede_pensar en dos GS, con propiedades diferentes. en.función del estado 

de adenilación de la enzima. 

La descripición de dos enzimas con actividad de GS en un gran número 

de organismos ha llevado a la generación de una serie de hipótesis para 

explicar la función fisiológica de estas dos enzimas. Esta función se ha 

~elacionado con eventos celulares muy diferentes. tales como: relaciones 
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regulatorias con otras vías de asimilación {nif) y capacidad de nodulación 

en Rlú.zob-ú.un, la capacidad de esporulación en B. blLev.U.. las propiedades 

catalíticas complementarias de las enzimas en B. c.aJ:..do¿y:e¿CLLl> y con la 

expresión diferencial de las enzimas en función de las condiciones 

nitrogenadas del medio de cultivo en N. CIUU~d. 
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ENFOQUES Y OBJETIVOS 

Los enfoques iniciales utilizados para abordar el estudio de la 

regulación de la asimilación de amonio en Neu/lo6po~a C/lll..66a, fueron los 

siguientes: a) El fisiológico, que trata de establecer la participación de 

las enzimas en la asimilación de amonio y la regulación que ejerce la 

fuente de nitrógeno sobre ellas, b) el enfoque bioquímico, que trata de 

purificar estas enzimas y analizar. sus propiedades fisicoquímicas, cinéticas 

e inmunológicas, y c) el de la biología molecular, que pretende el aislamiento 

de las moléculas informacionales (RNA mensajero y genes estructurales) de 

cada una de estas enzimas • 

.El presente trabajo versa sobre el análisis genético del sistema de 

asimilación de amonio, centrándose principalmente en el de la glutamino 

sintetasa de N. C/ta.66a. Debido a la escases de mutantes aux6trofas de 

glutamina en eucariotes sencillos; solo una en Ne.LVLo6po~ CAa.L>ha {78) y 

algunas en Sacch~omyce.6 cvz.ev.ú>.la.e (18), de las cuales ninguna había sido 

caracterizada, se decidió aislar un mayor número de estas mutantes en 

N. C/ta.66a. El método de selección empleado consistió en aislar cepas que 

crecían óptimamente en glutamina como fuente de nitrógeno, pero eran incapaces 

de crecer en glutamto como única fuente de nitrógeno. Para crecer en glutamato 

como única fuente de nitrógeno, N. ~ha requiere una alta actividad de GS 

(90), por lo que las cepas que no crezcan en ese medio podrían tener una 

alteración en la actividad de GS o en el mecanismo de inducción de la enzima. 
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Una vez incrementado el número de auxótrofos se inició el análisis 

genético de los mismos. En primer lugar las cepas gbt- aisladas, se 

cruzaron por la cepa silvestre para clonar las mutaciones y simultaneamente 

determinar el número de locus involucrados en la auxotrofía por glutamina. 

Con las cepas clonadas, se procedió a hacer un análisis por complementación 

de la recesividad o dominancia de las mutaciones y cruzas entre las mutantes 

para determinar la posición relativa de las mutaciones responsables del 

fenotipo Gln-. 

las cepas aisladas y clonadas se analizaron en cuanto a su capacidad 

de crecimiento en medios con diferentes condiciones nitrogenadas desde la 

deprivación hasta el exceso de nitrógeno. Este tipo de estudio permite 

conocer si existe una actividad residual de síntesis de glutamina ~n v~vo, 

Para.determinar el nivel metabólico del bloqueo, se cuantificaron las pozas 

intracelulares de substratos y producto de la enzima, en este caso de 

glutamato y glutamina. La medición de las pozas se realizó en condiciones 

de crecimiento en exceso de amonio, ya que, si el bloqueo se encuentra en la 

síntesis de glutamina, se espera un incremento en la poza intracelular de 

glutamato y un decremento en la poza de glutamina. 

El análisis bioquímico de GS incluyó: la medición~ v,[;;O¡_o de la 

actividad de esta enzima para compararla con la actividad de la enzima de 

la cepa silvestre, una c~racterización inmunologica de la GS de los auxótrofos 

aislados para determinar. si_ existen alteraciones en el nú111ero de. recambio de 

la enzima o si se encuentra alterada la concentración de la mi·sma (80}, 

Se realizó también un análisis de los estados oligoméricos de la GS 
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de las mutantes para determinar si alguna de las mutaciones alteraba la 

estructura cuaternaria de la enzima. Estos estudios estuvieron encaminados 

a buscar si alguna de las mutaciones se localizaban en el gene estructural 

de la GS de NeU1Lo6po11.a.. 

La presencia en N. C/la.66~ de dos polipéptidos {a y S) con actividad 

de GS, nos llevó a buscar la relación entre estos polipéptidos y los 

estados oligoméricos {tetrámero y octámero) de la enzima. Estos experimentos 

trataron de definir si existen dos GS distintas en este microorganismo y que 

papel juega cada una de ellas en las vías de asimilación del amonio. 

Finalmente se propuso realizar una caracterización fisicoquímica de 

los polipéptidos presentes en las cepas Gln-, por medio de electroforesis 

en dos dimensiones de los productos sintetizados ~n v~vo o ~n v..(;t/¡_o, {en 

un sistema de traducción derivado de retiéulocitos) inmunoprecipitados con 

anticuerpos específicos dirigidos contra la GS dela cepa silvestre. Este 

análisis se extendió a las cepas revertantes aisladas de estos auxotrofos. 

Los resultados que se derivaron de este enfoque, permitiron conocer la 

interrelación entre los monómeros a y B de la GS de N. C!UL46a explicando 

el requerimiento por glutamina de los auxótrofos y el fenotipo Gln+ de las 

revertantes. 
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''"t .. ti" 11 ¡•t• • 11>1t.1t• d 111 ".? 1:1\ nf ~' 11-1th\.,ru.1• o·tu· 
:" 1.! and • .. 1111 d11¡.-. ,\f.,¡ ;, º"" .,1 ..!.t~•l IJ•in .. 111d thr• 
J" !~.-t.-. ''•·ro· -11 ¡•.-11c!t·d 111 l P:....: ~"tl1-t I'n•t,.111 "ª" 
.J,:.r1n11H-<l l1_v th" 1111•h,,d ••f L"""r_Y ot al !~l. n--in~ 
i,.,., 11"· -•·r11111 ;,\\,,:1n1n ,,_a -~ .• n.!.111L 

:<-1ut;i¡.:•·nt· ... i ..... 11ul 1nuto1nt -...·lt·l·ti.,n .. •\ , <>lli,J1:il 
'-tl-J" 11·?<11> (:..' ,,. ltl-) 111 \>\!< .- d1-t11lo·d ..... 1lt·r "ª"·in-
t i:J, . .i,.d "1!h J :\f; 111\\ ..... 11" '.h;-1 .~-11\!TtJ ."'.'·111tru-<1-
;.:;; •!Ht!l!H· 4~1¡~111;1 1 ·i.,.1111• al (~.,. :-:.1 L""'""- ~1 .. ~ for l 
lo 111 th• .i .• rl- .11 :::>e v.1:h --h . .1-d11g t-.. ,.,<11.1 ..... ·rt.· 1ht.·n 
•<•n• • 111r,d•·d bv C11t1.tl1"11 "" ;1 1~11·111!1r:111•· filt1·r t~1il· 
\1¡n•1•· c~"fl'. 1:--.'1·,. H:\\\.\•. n-17 ¡•111) ;uul ..... 1-!u"<l ,_. .. ith 
1 "1<! >\.tt•·r. .·\fl .. r 11>1111,¡:• 1¡o·'-Í-., • nnuba ._..,·rt· incuhntt•d 
in" ;.np 111\ l-:rl1·1111a·\t·r ila-l- '' 1th :..'!",n 1nl nf N 1n•·di11m 
qq>pl.·111111l•d .... 11\i l :,', ·11• '""' <111<! ;, rn~1 i:l11t:in11•tt.• 
... :!.. _,,¡, 1L.!i<·,.,• n '""11•· .. rl"tH· O;, ... k ..... ,,.. ltH ut..110--<l 
"'lth -.h •• \-.i11g :it :i';~(' E-. •·r'- '" h lh•· •·fltlrt· ("\Jhur-t.· v..·ns 
filt .. r.·.! lhrough e lw• _,., l .. th 111to nn Erl.·1111u•,_,_.r Oa:-.k 
t •>11t .• 111111g fn·,._h 111t·dn1111, l ht.· JHO• , .... ,.. lu·iui: ~1·p,.;1tC'd 
t·1¡..:ht 1inw-. 'l"h•· "llri. h•·•I ~por .. population "ª ... 1_·on-
ct·11trall•tl b~· r11tration, v.a~lu·d.. n·~11-¡u·n<i._,<J In t .... ·it:l'­
r~1..,t1Jlo·d "'-¡Jto•r. :Jll<l pl;1t"d un="' agar ll1l·<liurn ~upplt~· 
nH·nlt•d .... 11 h gltlC'''''' ;111cl fnl• 10-.1- (0 n.'.~; t·achl in pl.-1cc 

G93 



69.\ l>.·\\:11 •• \ 1-~T :'\l. .J. l\A1-J t:tclfll-

uf '-U• ruo-t.• a1nl ._.,11t;1111i11¡..: 1~; ··••llHt .. t.• a•ul 1 .\.'"", 1n:".t 
;:1ut~i.1uint• a-. th .. · ~·•lt· uit11,~:t·n -..uu1o·t• l'l .. to·,. ""l"U' 

in~uh:oh·tl ""' ~t"C', o.aul tho· • .. 1 .. nii·-. that ª1'1""·11•·•1 
¡lftc.·r !! tu!°> da:-._ of irH q\,,,tl'>rl Yot·rt· tra11-.f1·11t·d h> 

~31\(,_ uf.~ -•~:•tr fll• d1uf1t '-U!•l•lt·1n•·t1lt·d "'th l ;,'. 
-.utro•~ ... :111<1? "!•; n1\, 1·111l .. 1n11u·. 

·1·.'l.1•1 1· 1 (;,,,,.:/; •0'";1"""'º .. f .... .' 1ro.-...-..u ¡.:/44fo111inc­
•1 r: '"'l"í''' ... to ,/,ff•·r .. ·111 11111••;..•r·n ,...,¡,,, ...... 011</ 

,,.,,,, .. 114furrt-

~¡•ot t.·-..tint:. • l<"~,. ... :1i.d p1 .. ¡;o·u .... .r, .. 1:. 1- ''' r•· 
1:.1.tria:1I "'11 a-. ¡>I•"'- 1• "l'-1:" I • I" •I t •·ti l 1) C •, ·•~·1 ·I• rn1·1oln· 

~~;.'~tt,:~!~; :·: :;, ~ ;; l~l!·~:;l ;',~'.\ ; 11 o 111: '.: ;~:; ,;~: \': .. ~ ,.l l •~,; l 1.','';-:,~:;~ 
t•unt·c.·ntrooti .. n ··f !", -: 10• .... h ,,.., 1iol r"' ~. ,i,. ...... ·'' 
:~1~C. :\111t:1ut-.. v.•·ro· ¡•q1•n•·d t,.,.. ,, ... ," .-.,!!. 11, ...... 11.t. 
typ ... - .. tr.,.in. 

·r, "'" 
¡"("1 

;_'~ t 

.17 

_____ ~ ·-· . ---- -·-- - -

:-.;n.so, 
.. (;!., 'ª" 

<_;lut:unato· ·•'"' i;:h11.a111i11 .. puol-.. l~L:t:1ni.t'•· .. ,,.¡ 
;:1ut.;.1111i1u· ·.~• rt· • '&.ll .i• lo·d :.- .¡, .. • llL• t! \,., "\'.oc .t :11ul 

~'l .. r•• (!!".l "'"' ~· l•·•'·•t···! .1· '' ¡·•.rtt d ¡,-'" F. li'.""·"" .>111\ 

~in1ia ... C·') f~ .. th ;'1"""' "' 1<!· ""' ,,. ,,., .. •.o¡1o·d. },~ .. ,. 
i·-. .otu¡nt· diluto<>n ""·tl11"1 .•f~t·r ,,.\<!1T:<>h ••I l"'"l..:luta 
1ui11e .ah•\ ['ºl~lr.IHt.01111• ·"u! tS•·"" 1---: ... :lanrl :.;u,\, .. ,, 
c .. rp. n .. ,1 .. n. ~\ ....... )tu tl ... ll.<1'· l"'&.\1.t<·l 

'1'1.tt•·-. '~' :-•· n,. .,¡,,,: •. .¡ !"r :~1. h t .. f.,,,. ;:1., ...... tl1 "'"ª" 
... "'' <i ;,., • {;:•"•<\ ¡:1.,,.,1Ji) ur · li," ¡·1 ....... th!. (;!u aud 
j ;JI\ '"~•·rt· .u!do d •• t ;, f111 .. t • '''" < 11:1.•!l••fl ,,f :•(o<) ¡1¡..:.'101, 
.11tt\ :-.:Jt.:"Cl, .,.._,..._ .tdd,·t! ata fit1.1I • '•"' t·fltrn11 .. n of '.!.[1 

,,,:-..1. 

D••t.1.:nninatiun of 1;1ut.uniru• .... ~ ntho·t.1--•· :u·ti...-­
ity. Co·l1 fro·ll.· •·'a.Ira• t-... -." 1t• ¡•ro i•·•••·d .,-. ¡>f• "-l•H:-1'• 
1it·,.... ,,¡,._,1 ¡ :n1. C~ln~.,n•ll·• . ,..t,. ... "" .,~'"'".¡ 
by it."'i tf"<1ll-..ft J.<-•" .!1><! -.pt!H \.•·•· ·" !1-.1t10·-. \, ... tlot 
n•a:tl , .. d-. .. r !-'• r .:\J-n11 . , ,,,¡ :-0-:JT: >1:1-. 1 !"11 l • 111~ •· .,f ·•' ~ 1-. at., 
..., t.·ro.· , "'I''' - -..·•! .~ .. H 11• r• .i: ,.,1, .... of ·1 ;;:'JI:•: :.:.1 lo:-,! r" ... 1-

rnatt.· (•ro•h1<lc.·d l'•·f 111,fl'll<· ;,~ .1t1""l.: 

~ut:r••-.~· J.!Tactit·nt .._, . .Jinu·ntHti .. n .. ""-" '"•i•l• - uí n ;, 
rol ••Í tho· • ··11-fr, ,. ,.,,'·"t.._ ~~· 1• \;.-.•ro·•! ,,._, ... " ;, to 
:-o·.; ••1J1ti:Hi<>•i'- -u• J""•. ,. 1 :1.,,~ .. ·11t u1 .1~}11 r \ . .,!f•·r /\ (.'", 
rn:\1 ¡ li1·.pL.1tt··P ;, :n'1 1·-:L:-l• 1" r! . .,, ... ,,,.~, ~, .. ,,.,•tic 
.;1t..1d-r,o r:.'.'t K.:--:o, iPH 7 :.!ll "' l•t:!~o·r H (.-.o 1n\.1 
i1~•idaruh.-- (J :~ 111~1 ··•L•.l• ,,. . .¡, .. 1,,:1 .. :, tl""·"" • :1 .... 1ti-:,r1 
1n!\1 K.~<).-!"1 Tll~1 '2 '"' 1. "l''"•·t!..,1 ... I -.q 1n~1. 
!\'t¡::<."l·!",il 111~\ ¡.;:ut.01n:tt•· !¡1ll 71}1 ;,.. lll<!~1.1"d :ond 
• t.·ntrifu~··d r .... \:.! h .at ., ,_.in;¡ ~l>lf\I ,, 1.:-,.~·r. ,,l!J,¡<' 11 

tr1fugl' ,,t ·111,'"""l rJ>Tll ..... th a ~\\'lO r"lnr .·'l,.ft•·r • • 11tnÍ· 
\J;;o1tinn. f}.'.~·1111 r,.,. l1••fi'- ..... ft' t 1,\\,., to d fr<•lll 11 ••. t<>I' 

nf lho.· tnl••·'-, "11d ~·.l111.,:1>1n•· -:.nthot.1--•· "'':1·.1t.-. ...... 1 .. 
ti(•:t•rrnino.·d in t•;n h fr'" t'"" c:1 .. 1 .. i1 lf ¡.r .. •··111'- ....... r .. 
t;-..•·•l ª"' r.1.t1·\..•·r-.. of ,.., t!111,.-:,tati<>n .... ¡>r•·"1<ni·l·.- d•·­
....._.:-iLo.·d llO). 

1-.urifirntiun of in ,.¡.,. . .,.lnht·l•·d ~h1ta111i11 .. : -...'."·n­
tlu•t.1t ... c-. l~:.ittb o 11l!t1J""O•.., .,j tbo· '"~:ld,.t-.¡ .. · --~r.,in ~:i<•.,..11 

on :--; rn•-<!i•un ..... ,:h r, 1""~1:'-1 ~111'. . .rnat•· .,~ti.• ~.,¡.. 1"tr"· 
¡.!O;""h .... ,n·•·•· 1t· .. •·1-..•·d :\ 1 n 11•in ["'\~,· <>! 1 ll l1:" :t.1.,11111 .. 
(:-.;:t_·W En¡.:L.nd Su•l, .. r r-,,1¡•. l !'l·1 11ill F1••:n th•·-•· 
tultur.-..... -=!ot;11n1110• ~:-n1~ ... ._,,,. ·~ •- l•'lllf:o <! ,,, ¡•t•·~1 
ou-.t.y oh_ ..... ril1l·d 1 lUJ. 

H.E~l "LTS 

Spot.. tt.•!->ling. cun1plt•JlH·ntation, ;,nd a1lel­
i .. rn. oí" Glutamin« au-...otrnph .... "1";1},J,. l .._h,1,..,~ 

thc gro,,·th p;1tt•·rn-.... •>ll ¡11:tt•·~ <>f tbe t-. ... u d1ffl'l"· 
f::'Ot. ¡;lutaniinP au,<•tr<•ph:-.. ~1ut:1nt gin-Tu'"""~ 
nul ahl~ to gro...,· on ;1tn111onia and/or ;;l11t<nnic 
acid at Z~fºC. lt ¡..:n·...,· :tt :~;"'("" ...... Jth ¡..:lt1t;1nu1.t .. a .... 
thc !-(,1'-" nitrngt·n !--<>Un l:, but 11"t ._._ h•·ll hnth 
glutan1ate anti :1tHt11<>nia ,,,...·,·n• pr1·-....t·nt in tht._• 
rniediurn; only gltita:nille Y:a~ u-.t·d :i~ a riitrogt.>f\ 
:--~nJrc•~ at hoth tt•rn¡H.·r:it11rt·~. 

l'r.,c. lnt (",,n;:r. (~•·n•·t.. 1 Jth. r\.1>-.tr. no. l. p. 
~C:.•-f,11. 1~•+,:ii. ·rh .. 1n11t:1nt :--train 1:ln·ll1. , .. hilh 
· . .,;: ., J,., t. 1! lo•·( .\\l'-1' uf it-- in:Jb1lity to gr••''' on 
¡.:h1t::nialt· ;1t :~7 ·t·. _.,t ... ,, d1d '"'t 11tili..·,- ;,::.:zi'>nÍa 
.1~ :. 11it1";~··n •.01in 1· :11 •·ith1·r ~~, or :r;·-c~. ;1nd 
.. nt_v ~:l111.1:111n•· ~11pp•11t,·d g1 .. \"1.th. 

·1·11 .. to·• ,.,.. •. ¡.,,.n •. -..--.. ,,f th1· ;~/11 Jf• 11n1L1ti<1n "'·as 
t···Lil1li·h•·(\ by t '•llq•:• lll•"!lt:1ti<•ll ;•IJ,:)_, .... ¡ ... }{1•t· 
•·l"u• .u:-••n-.. · ... o·ro· ¡•r•·•~d• 1-d ,.,h•·n • <•n1di:1 11f the 
c!c,u},}1· ::1\ll.tnt J ... •.-:. ]f. r1.~11·2 ¡1\11-... 11nídi:1 uf the 
llllll.!Ill ~t1 . .i11 .u¡.:·.'> --~•·1•· • l1lt1i:.·d to¡.:o·tl1o·r ltl ~ 
11 .. dit:111. in -. .. hi··h 1H·11h•·r .-tr.1ir1 ;,)111h· , .... a~ ;1hh• 
to ~;pn,· "\'-"· ··"•·f"•· ll'>t ;1~•1•· t11 l••·rf.,rtn 1ht· 1·.,1n-
1•l•·lTH t1lati•>n .. n:11y-i.- .,f tliv ;.:ln·lrz ~tr:1i11 h(•· 
• ;,uq· .,f it~ \.·;1\..ln··· ·~ ;1ft• 1 ¡•1••lo:•,·•·rl in<"uh;1ti•,n 
in:-...; 11io·diurn. 

'J"}¡t' ll\~ll.11\t ¡:!n· Jh "'O't~l 1•¡::tt• d.,.._ i1 l\1<1!\•IJ.,'.t:flÍC 

t1n1L1tion. "\'.'li•·H tbi-.. ni121.1nt '"':1~ ,·ro-..-..ed \>.ith 
tl1t· 7:1-a , .. 1ld·t\i"' -11-<iin. ,Jj-..... , tic•n .,f t\ .. ,, a ... ci 
d.·111.,n·.t1 .. ~ .. d th:1t li:df .,f tht• """' o-.p.,re:- ...... ·1·:-e 
g\11t;nnint· <!tl'' •t r• ·¡>h'-, "" h1·rt·:1'- t la· 1"l·:11 .. i111h·r 

.,,.,.ro ¡.1otc,tr"ph ... 'l'h .. t r"-~ \i .. 1 .. ~•·1·n¡:lr1· lu and 
~Ír¡-]/¡ nrily t:;1'"t' "flo.· l!l<•t<,ll"Jlh nut of .'">,000 
..1.1\1lP :1!--•·.,,¡11>p·._ ·1·hu-. the 1-....-1111111t::ti1111 ... 111:ip 
'-•·1:-· •lo-o· to 11r10· :l!l••tlu·r ;.11d ;,,,. p1 .. h.1bly al-
1..\ic. 

1•hy ... i11logical and hiocht•1nical charac­
t•·ril".atinn ofthc.• nn1tants. /\'"' ... }iu-.._n in Fir::. l. 
tl.t· 1n11tant -..tr:.~n ..... ¡_:!n la ;111d 1:/11.Jb "'t.arted 
¡.::o\\Íll¡..:; :-l<1-.\ly "nly af!t·r t.i... h uf in. 111•:1ti,.n in 
:-..; 11.1·1!il1tTl.· 

Th~ M.•lt-t..:tilJf\ prvc-t.•(!ure ll'-t..·d to ubt:1in mu­
tant. gin-Ja i:-, unJ...n,,-. ... n (R'-.·ich <tn<l ~ila~:-]. Ah!'--tl'. 

"l"hP • unid.i:i u-•·ci a-.. lht· ir11.culur11 i.o tht..·!:"t.• 
t·:'>.p•·I i111•·llt~ -. .. ._·rt• 11l1taÍIH'll f:-•1111 !--lants of N 
n1Pfliu1n in which tlu.• ~IL:--=O .• \"-·a~ !--Uli:-titutt<d 
hy 10 111~'!: glutan1i1H•. A d1ffr·n·nl ;ituation hcld 
wht·n cuni.clia 'l.'l. t·n• harvt-:-ft•d frorn slants. of N 
tnt·fli11n1 plt1!- ~00 Jll-! uf glutar11i.nt.• pt~r n11. In this 
1..·;1~t_.. gro .... ·th -..1artt.:d .uftt:r G to R h of inL'ubatiun 
:111d at a ratt" highcr than that ahovc (Fig. IA). 

ln ft-d-hat...:h arnrnoniutn·lirnitt_•tl ,_·u1tt1TP~. t.he 



Ven_ J:J.a. 1H78 .. V_ {'/\'A,<.;.'-.;.-\ <;l.l T.\:'\11:-.:E ;\l"X<lTl«Jl'llS 

F11;, l. Gr .. 11fh<llrc•·-..,f1•1/,Jt_•¡,..4··;¡n1"J1n1<lrr11f-.¡:!11 /ul 01.,n.!r!:• 11,1· A.1.,11:!i111.\f."\"//,:\;{J,(AJ. 
un f1..•J.fHll1·J1 onrrn"'"'"" lrn11f, rl • u/110, .... (/t), .,,,.¡ "'' .> 1n.'.! ;:!;.f.zr.-;11"· ¡(") (J¡,." ..... 1:i!•.,/ ... 11Hli1 ~tf•· • .. 11ídiu 
l111rt·1•,.,fc·tl {t•JITI -./u111 ...... 1,fu11:u1g .:.!.i •n.\f .'\.'/{,_'\.'() ,,,•,,' 1 ;.,· f>1.",f ¡:l11'<1''""''· '/., ... , ,¡ ... _ .. ,.,!,.,/ ... ,,,.¡,, aft· ,.,,,,,¡,., 
hure c.-.t•·•I fr .. 111 ... /,1111 ... • .. 11f11u1111;c JO 111.\! ;:! .. :,11•;u¡,· " ... tlu· ,.,,', t:t!• .,,·,·ri .. .,,. ' .. 

1nutnnL"" ¡..:n·-.•• lirH«idy ;1ft•·r a l.q: -..1n11l.1r 10 that 
oh~crvt·d in :u1 1·~c·1·'. .. s rof ;1111111<>fli111n 11-'ig. 1 HL 
Optin1.al ¡..:ro-. .. ·th of l1 .. 1h 11111t;int-. \ .. ª"'oh-., 1·-..-d 
.,, .. ·h~·n ;, rn;\1 glut;1111i11P "'' "'"' pr•·.~•·nt :1-.: t IH· · nlt· 
nit rog(·n so11rcP t Fíg. 1 <:1. 

In thc pn"-.t'tlc t· of t·it lit·r lo-. .. "' hi¡:h , ":1• o·n­
lr .. .ttiuns tJf :1111111<>11i111n. ;1c.. th•· "h· :1Í11'•¡:"n 

~nurct·. i.1..•., 1111dt·r n•Hq'.r<•\~in~; , ":1di1i.,r1-.., tlu· 
rnutant~ a1·1·11111uL.t1·d a liigh ;.:l11t..r11.i1t· ["•"l. 
in<!it.'<ttin¡.: a lil1wk in :la· :--_\.nlL• ... ¡ ... ••f ¡..:li1t:1111i1H". 
/\.lTt•l'lli11¡~ly, tht· ;:l11t:rrnit1<• JH01J} -.~.1- ftl\IJHI t11 l>t.' 
V•·rv lo .... · u1ult·r· 1!11-. '0:1d1ti"n ('J';d>\t" :21. :\ l<1\ .. ·­

t·ri;1g uf th1· :o<• 1i111:il:!11·d ¡:l11t:•?ll;it1• \ .. a.._ 11h­

:--Pr\.'1·d aft1·r ¡1rc,J1>11~:··d i1"·,1l>:1t ¡,,n \~ ).,·n lh•· 111u­
t . .ant!=. ~tart..-d tu gro\ ... HT\ .11nn1 .. 1in11n tdal.1 11.,l 
:--ho-. .. ·n). 'J"lu: ¡no/.:l 1T1111.111t , .. ;,:-- iH<·l11d··d ;i-.: a 
cnntro1 in t hP:-t• t''-l" 1 i1111·nt ... 111 t 0111p;1r1• lh•· P"ºl 
... ¡,.,~ of ;..;:lut:1111ic il\. id in a dlfft·rt Ilt ;H11ino at·id 
aux••truph 11111h·r I\(•flgr•>"si11;~, 1>f!t!iti1111..;. 

GluL1tnii1t· :--:-.11th1·L1:--I' .wt i" i1_v a-.. Jlul¡:•-<l b .... 
the :--vnth··ta ...... ;1-...-...:1v (,..(.l' :11.0-. 1-) -.~··•"':.!O- tq ;~o­

fold lowt.•r than 1lu··\.~·1lt!-t:v¡1L· ;u :í-. it_v -. .. h•·n tlH· 
111ut.ants .... ·1·rc gn,v..:11 in th•· pn·--•·nct.· .,f ¡_!l11ta­
rnint~ as tlH.· :--ole nítr<1g.-u !-<11u·,·t· c·rahli- :!). En­
zvnH_. nctivitit-'-', -. .. ht·n n1,.;1,..urt·d l1Y tlu· t1:111-.fl.-r­
n-~P n~..;ny, .... t•rP about 10-fold )o\~t-r in tht• 1uu­
tant,.:; than in thc wild ty¡u.-. "l'lu· 1·.1ti<>:-- uf .-..yn-, 
tlu•tHse to ti-:tn:--ft.·r;1,..e a.-ti-.atit.·:- -..-. .. r1·, tln·n:futl.•. 
lowE.-r in the n1utanL"-> than in the wild type. 

Previo11s !-.tudit·s in <•ur l;_1boratory hav(• (•,..tah-

·r · 1'1 1 ~ 1;¡,,., .. ,. ,,r, ,,,,,¡ 1-11:10,.un•· ¡1""'·" ,,¡ 
,.,•:,ft1!•11n• "" ,,,r1 ,.,.,/, ~ ,,,,,¡,.,. ./1¡/•·,,.,,, ;:'''" th 

''''"'''"'"'· 
!-':'·"" ·'""'" 1:!.,•.1t:\.•I• 1;1 ... , •• ,. ..... -',.,_.¡,1,.,n 

;.1 " l.11•111 i1th " IJ'.•·l " ,q,; 
¡.:..,, .......... " 170 () :.!!;.'', 

;:b; '" J , LI 11 ! l 1 11 ~: " ;,! •• -, ,, ti.i::! 
1: .... l ........ () ;cr_! () ll:.!!J 

;::n Jh I.1111:! lllh " 1:.!·l " 111 ;~ 
¡.:,. ........ " ,,. ~!'. " l\ft} 

,,,.,,¡ :1 E" \'-.,.. " 170 " ::::m 

'.'\ni;n" ·" 1d I" ,.,¡_ "'"f'' <!··~• rini1a·d .it l '...' h :iftt·r 
1P ., 1•!.1:1 .. 11 ,.f ,,.,., !1., :11 l:o¡•1P! 111• dHnn ;,nd .tt•· •'"-· 
'"' -· d "'· 1:,1• r< 1111.l•" ¡ •·r 111•ll:¡.:1.t111.,f1·-..t1 ... 1.-d pro-
1•·111. 

li:-lH·d that ,"\'., rr:.- .... a ¡;l11t.11Hi1ll· ...._:-.11th .. ta:--t- can 
t·xi-..t in f\.~o ddf .. r~·nt 11lit-:<>n1.-1·ic ,._1;1t1·~. \\'la·n 
t1H· or¡.::1r1i-.111 ¡.._ ¡..:r<1~\ n •:xp"n .. 111 i.ill_v in tht· prps­
•·111·1· c1f gh1ta1natt.-. t-:l11t:ir11itil'. or ;1n1nir•liÜ1 as tht> 
,._o}t• ni1rog1<n "-•n1n·t·. tlu· •·n.1.:-.nu• is found a-.: an 
oct.atnt•r ('\'ichid11 .-t al., .J. C1•n. :'\1in·ohin1.. in 
prt•ss)_ On tht.· otht.•r hand. " .. ht•n lirnitin(! .am­
lfHHlia i:-- ¡1r.-!-t•nt a:-; th1.• nitrogt!n !".uurc1..•, thc 
l'tu;Vfllt' is fo11nd n,.-. u tt·tranu·r ('i). 

l;1:-.tt·ad of tht.• uc1a1111·ric: !"ln1cturt.• of thr l.'n­
.1.'.'·<tlH· pn""-l'nt in thi- -.\·iJd-type 1nyct.>1iun1 ~ru·wn 
11n ar11nu111iun1 cx1·t·ss. tla• n1utants had luv..·cr 
11lignn1t~ric fonns undur sitnil.ar eondition!"; (Fig. 
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2.A). Fi¡:ur.• :!B ~ho..,, ... _.. tlu.• :--.•·diuJo·nt~iti .. n profif,._.. 
of i;lut.arniru· ~ynthi-1;1'··<· frorn "" ild-1.v¡H· a tul 1nu· 
t;int to:trnin.s J:ln-1.z :1nd 1:/n · J!J ¡..:10\'. n wil h 1irn· 
itcd arn.rnonia. J)•1th ,..}10\\o·d lhP pn·.-..t·ru·t· uf 
i;luta1ninP ... ~ 11tl1t·t:1:--.c· : .... a l•·t 1·;n11t.·r. In addit ion, 
tlu· ¡:In- lb 11111t:n1t :d·o ... }¡o\\t·d ;1r1 oli1:••1111·ric 
fonn c<•rrt·.-..¡u•11din~~ to a di111• r. .\n ;d,111•1111al 
uligurn•·rir- p.1tf1·r11 '""'a.-.. ;,J-.., .,t,. •·1 '"•·d in tho· 111u­
tant o;tr;1io--. \\h• 11 tLt·y v,.,.,.. ¡:r<>'-'-11 <di ~:l11t.1111i11P 
HI :i7"C. arul ,.,1r.1•·t .... "'-•·l"t' 1"' 1•::11·•! 111 1111• ¡1r•·~;­

•·nrt• of ,.;lu!a111.dP. 111:i¡;r1• -.i1ir11, ;,!l.¡ ~-lllf·t•·;q1-

lot•th111H•l (Fi¡:. :!f"'I. ºf"J,j •. •·'f""' Í111•·nl \\;1·.' ;11 r io·d 
out .at :.¡7c·c• •,irut· ¡:10,<.th ¡.., upti•11:d :111d gl11t:1-
1ni111.: ~yritl11·tw 1· ;., t ivi1 ¡, .. :11 •• hi,:ln·r thao 1h .. -.c 
íounci in .-ult11n·- ¡;1 .,,,,.n in ¡:l111<1n,irit· :1t '2.""1"( ~. In 
thi ... ( :I"-•º, \\"lld·t~ r"· 1:!111:1r11i1Jt• .... r-.1J .. ·1:.---·· \\;1 ... 
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'"C.lut<tn•i1u· •;.n~h··1;1»I' ·1·~·~ 1fi1 •" 11• ti\. ,..,,,. d•·To•r­
rni1u·ri 01ft(·r 1:! h ,,f ¡;r•.v.th al ~;, 1_· ••:• ;:l•1!.·•r111io· "" 
tlu: -.oto~ niln,¡;Ln -.n11r .... :-.:,.,., 1fic :" 11'> 1::0 ¡ ... •· 'i"' ..,.,,.,¡ 
a.' rni<.:rou1olt· ... of "f ;'.l11L1n1:vl li_,.,¡,,,· ... 11• ,: .. ¡.i ... !,H ··d 
po·r n1i1 .. 1h• p•·r n11!11gr.1111 ••f 1•r<>lo·1u :11 .. O(' . ...::, !':•n· 
1Ju•ti1~ luti .. ·11y;·r. tr;.11 .. f,.,,, .. , .. 11ti·.ity 

.J. J\.\c-11 Hl••I-

111,.-..•·IJI ª"' an ut·l:1n1t•r. v. ho·n·a:-. in tht.· t11uf~1nt-"' 
the t·nzyuu• v.:1~ fnund in c.Jli¡.;ortH·rie o.ln1ctun•.s 
HÍ lo·,\·L·I" J1H1h•, 11la1· \\•·i,:ht. 

"f'hc f·xtral.:1'-i <•Í r1111t.1nt !'-traifl!-. rlid 11ot spc_•rn 
t .. ;1h1·1· :-.i¿:11ifí1·:1ot ly t lu· J•t1rifit·d º' tanu·ril· for1n 
11ftlu· '>\ild lYJ''" ::-. t·v1do·nr •·d h.'\-· llu· pn··,0·111·~· of 
hnlh th1- 1111Jl.u1t lt·l1:-r11•·r ;1:icl lht- \"\.·ild-type 
•wL1J11<·r \ .. ·li,·u 1111·.\' \\t·r~·,, nt11f11::•·d 1 .. ;:•·'111·r in 
th•· ¡:1.1di1·111 IFq: :n. 

(,f 1111· f\•.n ;;l11f;1n.i111· ;nJ".•dl••ph.._ p.1rti.dly 
e !i.11ar·t1•ri.-o·d. "r1t· ,,f Tli• r11. ;~ln !h.,._;,., ... ,.,,., !t·d 
1,,., ;il1,..1• .. r it,.._ ill:1Ldi1y ''' ·:.·nrlu·.-.,io· ¡;l11t:1111i1u· 
;1t :~7 '(~ i11 1 ho· pro· ... 1·tl< , • .,f ;:hit ;1111ic :H·id a~ t }u• 
. ,,J .. 11il1o;;tll '<"11• f' 'J'}¡,. 1.i:;,,:1:d1· r .. r thi-, 'o\:ts 

tu n1;:Ínt;iin • ourlitic,n-. "~ h•·rt·by 111t1f:u1t ~1r;1in.s 
"~"tdd ~ !i"\"• a ti•·¡:.tti-.o· t•l11·11ql:-J11: \'ohilt· the 
w1ld"t:•p•· ,..1.-:iin }¡;¡ .. a f111ly iriduc·t·d i:lut:1111ine 
·y11th•·t;, ... , .. 

~l'ln• o11i+·r 11111t;1rat ,..1r:1i11 i11< l11rl•·d ira this 
.... t11dy. g/11.Ja. ¡ ... ,,1:i11·d '-'•:11t• _v•·;ir" ;i¡:o !l{•·it"h 
:irid !-'il;1¡.:i. ,-\.t ..... 1.-. !'10(·. l:i: c· .. n;.:r c;,.111·1. l lth. 
Al1c.lr. 110. l. JI ·HJ-."",(J. J: .. :·ii. !!J1>' ... 1·d ,.. .. 11io·,.,hat 
d1ff,·1t·11t ¡.J1 .. n<>t.-.1>ic • l1:1r.,. t··:-i-tif'-.. In ¡i.11ti•·u­
lar, it \'''"' :d.J,. In ¡:r11\\ ,¡1 .i7 ·t: ._.,_ ith 1:111f.n11.ite 
;~ ... th•· ... .,J,. 1;i11.,¡.;•·n !-"º'' •·. '-' )¡,.,,.;, ... r1111f;,nt ;.·fn. 
Jh \\";1-.11ot. 

·1·1". ¡,, .... fro·•¡11•·111·y ,,f l•fl>l•.tr"pfi ... •il•t:,i:H·d 
aft1·r e r,,-.-.ju;..: thf' l\'ofl :1J01!.111t -.f1.ii11 ... i11di··:itps 

FRACTION NU~BER 

F10. 2 . • <:;ut·ru ... e ¡.:rudú·nt ,,,.,¡¡,n,•ntuf1tu1 uf Rlut1urru1t· ,._ir1tlu·fu ..... uc·/111!_\ [10111 < r¡,.¡,. 1·.xlruct ... of u·ild r.'Pe 
(0J and j!fn·lfl (8) une/ ¡.:/n.Jh (6) 1r1ufr1nt .... (Aj \\"1/d t.'f"" -.fruur ¡:nn1n fur I:.! ha/ ,:!.·)'·e und n1utant ... truins 
Nruu·n fur 2-1 h ut 25•·c• ori 25 111.\I ..... '}/,.'';{) ,; c·Atruc·/,. und ... 1u·10 ... 1· ¡.:t1.1d1,.11t ... JH<"J"" ~ d 111 huf/1..·r .·\ ( ... t•f! Ir.ti). (8) 
Thr1:eli>lruiri ... ¡.:1uun fur:J./ h ul ~.5"Cun ft·d IH.llt'I: u111u1.,111u.1u 11111a,·d ,·:..:lturt'-'"· .·.tll<J<'f ... ,uuJ ... u .. ·1.., ... .,•;.:rculh•r1/'° 
pr.part.•d in buff1.•r ...-\. (C) Thrc.-..• ... /ruin ... ¡.:ro1rn for /:! h uf :J7""C 011 5 111.\f ¡.:lutfl111iru·: t•xlraL't ... und 1-UL'rv.o;e 
¡:rudit.•nls prrpurt·d 1n hufft·r /J. Gluturnúu· ... _-.ntlu:tu ... e u<·t11·11_v u"·' 11ur111ull.:n/ lu thr ¡>t·al,· frurtion in ••ach 
gradient. 
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l-'Ho .• 1 . . ..;:1,r·ro-.•· ¡..;111<f1o11( ··• ,¡,,,« nfuf¡¡,f! "( • '"''' • '''''' (.-. :·,.,.,, rnl•f<U•f .. ,,,,,,, •. 10¡ nu,,-,f ¡¡ ¡//¡ "1/-f,zht•lri/ 
Jll.~f"f{U'<f ¡:/ufrJUIÚu• _ .. _.._,,fl,. fu..,• (- 1 fr"''' t/u I~ ¡/,f t_-.¡.,· •:!<t/'1 .~:.1t 0 1T/[ •fr<JIT/' "t ,,. J"''"' fl /ut /;,_> h U( --J/" r <Ul ,'j 

Tn.\I ¡.:/ut11n11111• "" /),.· 111ft<•;:•·ri ... ,¡,,, •' 1: \ /1 ''' (-. "• / • l''' />.I! • ,¡ lf¡ !-1./(• 1 • \ ,,,,,/ "" l ,.,¡ u itJ. /''º 1{10-./ 111 1 ti o 
/ul-rlr<l ¡:lu!<11110 .. • .. _-.1:!/u·/<1.-.•· {_\} ;.•l•i Ja -~:.,,,,_ (]t) ;:.'n ff, ·f.-<Ilf! (;h1fr.'!T1/I" '.' '"'" lfl•o· '" f/! lf_-.. .,,,.¡ ta<lto­
LJ("lit 1(•' 11 •·r~- 11<>rn1 fJ{¡.:;o .f f1, /},. ,· .. "I (1110 /¡, .n p: o,,,/¡ ,_;1 ,,,¡,. 11 f 

that looth nn1t;iti•1n~ ;,ro· \."o·rY < li•'o·h liT1!-.• -d in 
chnuno-.urnc \:B .. '"'" ho·n· 11n1f .. 111 ;:Ir; lu ha!-;.!· 
r1•:.i<ly lu.-cn rn;tp¡ .. -d tH1·i··h .111d :-=1L.;;1 •. ·\b<-.tr. 
Proc. Tnt. Congr. <':1·ru·t., llth, Al1 .. tr. ""· 1, p. 
49-50, J!•f;:n. 'I"Ju· n•tro¡•l• 11 ... rit;llion .-n"l.-.-..i--=. 
possihlt." only i11 t1H1lant ;;In /h, .... }1<1\.,•·<l th;tt 1hi:--. 
111utati••n is t"l"l l":--'-i\1- ti. tlH· -.-. ild t:. p•·. 

·rhe f:u:t that i~Iutan1:,t.- \'.;!~- ;1< ··11::,\il:1:.·d li_v 
thc 111utHnl ~tr;1i11:-- in• 11li• r , .. ._.,. •·1 L; .. :tin;: 
a1n111or1i111n during tla· l;1g t><·ri"d ;1nd t h•· dt" 
Cf"t.'Hl-'t' of tlii:-- i1Il1Ít1<1 :••id I'""} ;ifh·1 ;:1••'-'l.th l"l" 

~U11H_·d in<li•·att• that th··--.- 1111JLition- i11ip:1ir tl11• 

syntlu_•:--i'-' of gl11t:n11i1u· •t'hi· ;uLqot:!li<>n <•I tln· 
rnutant~ to g-ro\."- on :1111t1l'•!111Hn :dtt•r ;1 !:1)-!, :1" 

wcll ;1;.;. thl· rt·l:iti1111--hip 1 ... 1-. .. , l"tl lh•· Ilitr.,,:,-n 
!-Oun·t· pn•'-l·flt in tlu· i1111• 1il•ir11 -.\:1:1t ..... 011d tia.• 
dur¡1ti•Jn ,,f thi:--. );1¡! ¡il1 1-1·, i-. bo·ini: .-..tqd1•·cl. 

~l'hc :1bility uf tl1t· 11111t:1nt --t1;1i11-.. 1,, ):ro\.,. ott 
a1nr11oniurn af1l·r ;1 p1r>J.,11;.,:•·d };,•~ ¡>h:i-1·. 1•1;..:•·tln·r 
v.·it h t la- pn·-l·J1• .... r t h·· t 1·t 1.~1111 r i11 :111Jt ;q1t ;:ln 
Ja and of tlH· t1-tr;11111·r .n1d di111•·r in q.,. 11111tant 
g/n./b. i--Hgg•·<.:;I!-. a l>h)---.i<>lo¡..:iral n•lt· fur tln·'--l' 
01i~o111t·ric i--t nu t url'~ of ¡.;lut;1nlint- :--_\. n1 h•·ta~P in 
the fi:ll.ation of ;ir11111111li1irn. 'f'lH·'-t> data r'·ÍIJÍ()f'I"(· 
the contt·ntion tha1 tla· Jll"l·\.·a11·nn• uf the t1·tra­
n1l.-ric over th1· oc1:11u•·ric: Í•1rn1" ofth•· 1·n.-vriH: in 
v.·íld-type ¡'\,'_ cra.-.·.-.a is ll l"l·gu1:1tory rt_·:--pl:n~1.· to 
the ¡irc~l'íH't• in thl' 1111·dit1n1 ofa lirniting coJH'l•n­
tration of an11-noni11rn, :in<l vicP ver,'"'-3 v.·ith atn~ 
monium exc:M-•s (Fig. 2) (7). 

·¡·},.. r!11f, r+ !I' , .... in ;:lut.::11i•t1· ... _ ... nth, t.1 .. •·:11 tiv-

: :~- ~ •l~tt· l 1~~-:; ~;!\~.~:::: ;,:, :: . .'~: ~ ¡1 ~¡ T :~::¡~: -~} :1t J :·~;·,\t'.; ~~J r::~ 
11itr.,¡;t·n , <>nditiun-. 1·1· .. ~,1 •. :n , "tild !ti' duP to 
• 1tl1•·r --tn,. t11ral "I n·;:•d·d•1ry ;d:. 1:t1i<>n· in thl• 
111nt:u1t :--!r;1in-.:.. '1'111· d1ff, I• 11< 1·-. in 1'1·1.:1'-Íor pf 
th1· 1:1ut:1nt .. in 11·¡~.11d to tlu· 1,}1¡.;•11n1·ri1· -.!r•J«t11re 
.,f ¡;l11t:~T:1irH· ~,;.·11tlu·l:1-•·, 11;1111 .. I~-. (i) tlH· ah-.. ncc 
,,fd1t·" t:,~n• ric f'>r:-11. IÍtl th•· i1npair111•·nt ofthc 
in ... ¡,,., , . .,n .. •·1··-i"n .. f th .. 11n1lant t•·tr:11111•r to 
thP '" t.111i.-ric for111 •1~ '" • 111:-- in tht> \\ild-t)-JH .. • 
·-11.1i11 (q1q>.d•11-l1 .. d cl.1t¡1). o1r1d Ci1i) th .. pr•·-•·f\("t.' 

,.f di11u·ri¡· fui-111'-, i:-;.di•·afl· ;.lh·r:1tion<., in the 
q f"\lt t llft' t1f tiH· •·11')- TTH·. 'I'bi-. .. ¡,.\ ... i-.:. Ílll"t la·r 
:-1q,;-'n l··d I>_\. ;1n i11:11111llih h1·111i• ;¡} '-fudy nf •·n­
.ry1111· ;1,·ti-.it)- 1~:1111·!1••7, I>.: .. 1L~. :"-.1(>ra. ;1n1l I•a­
\;,. 1·•-. -111.111i11t·d f .. r ¡•.:!.~" :di .. 11). ·r1i .. l"l'--ihil­
ity 1h:1t tht·'-•· 111ul.111t •·11.·:· 1111·" < \>uld :1h1·r thc 
l•·•:ul 1ti<>ll •>flh1· •·11:.)-111 .. du1i11g it:--. l•i<•-.ynth•·~is 
i- nq-..,- l,1·i1:¡: -111di.·d. ·¡·t11· :n1t.,;..:1·n<>u.._ r .. guL.tion 
Hf ¡.:lut .i111Ínt· :--..\. nth•·t ;i,.:.._. ha:-- lu·Pn '""l·ll <l<•l"U­
llll"l\t.-d i11 ¡.;,_("Ji1·1i.-ht<1 t·,,/z (l:l, 17) and K!ehsi·­
•·ll.: llt1<J)!•"/lt' ... {fi. ~·. 1·1). 

·1·1ie i•;\•l.iti••ll of nnit:tttf.'-- 1111:1bh· to ¡.;ro,,_..· on 
Ii111it1·d ;1n1oun1~ uf .11111no11i:1 ~uul dl•fi1·it.·n.t of 
glut:n11irH· -.ynth~·t;1-..1• a•·tiYity will l·wlp to t.or­
relate thl:' !-tructun· a11d function of cucaryotic 
¡..:lutan1int~ :--yntlH·ta!--t• a!-. ._.,.l'll as to ht.>tter under­
~tand the g1·1wt in .. of t h1.• :--tlH_tun· .and n•gulation 
of thi~ 1.·n.1.ynu-. 
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Su1nrnary 

-rwo (li ->ti th.·l 11100: Jl11L't·s. tl: :11hi {1.i p.11·t i~ - ip ltl.! in thc.• st n 1ctu res nf di ffcr 
t..:nt oligu11h.: r·s uf ;-..:L:L:1 u::¡J.11·.1 e r·:t~;;.,;.1 t,1· :t.i.i 11 i ¡:._• :·y1:rl1•.·t:1~~c (EC (1. ?.. 1. 2). -
In an1rnoniu1n-linlítz.()Clllíi'!rt..·S~-a11H:t·ic f1--,nn co111p<>sed 1nainly of a 
rnonorners '-';as found. In c:O:LL::-:;s c-,f nittll.c:'·L·n <til ln . .:ta111cric for-rn composed 
n1ainly f1·orn ~ 1nci11u:1ll_·rs is thc: pi-ctLuni11:-1nt nlil~oincric st¡1te. ·rhc prcs­
cncc of 1...-_)th lll()n111ncrs \ 1.·as 1•b:-->L'1·v..;d in intcnllL"lHate ulit.;orneric fonns. 

Introduction 

synth<.:~·d$ of gluta1nin:_~ :;y11thL•t.l~<-' (GS) in ~sp.._n-.:1 ~ (2). On gl~ 

tarnat..: ~s nitro¿en S•J1n·cc:: th<.: 1·.1te of ~ynrhL'sis of GS is 10-fold hi~her 

with a 11101<...-cuLlI- ......... ·i::_.:ht of -lS. U!X.l (-t ). In F ... d-lu tL:h .l1n1!1l)niuin-li1n itcd 

Cll}[Ul"CS thC .t.__:ti\'ity uf CS ÍJJ...."l"c.t . ..;._ d 0 li1d i11:.:t~·.¡¡J Uf :tn :1,·t.1111.L•r, n~:linJy a 

n-1utants grow in lin1itL·d a11111Hiniu1n. it is pu:>o-:iblc th...lt thc~ rwo oligon,cric 

states of GS co1·rc~ponJ to diffcr._·nt ~1..'fK· p1·l"l..._lucrs (6), and ha.ve a. diffcrcnt 

function in arnn1onia fixation. 

Recently it has b._:l..'n found rh:tt two Liiffl..'.n.·nt ffl onorners cuntribute to 

the activity of GS (S~~nch(."z., et al: subnlitted for publication. 1979). These 

OOOE-291X/G0/010134-07$01 .00/0 
Cop_lr1¡.:hl ,~- 1980 hy All.1dt'f111C Pre'\', /ne_ 
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'~hcrc une uf th.:111 (<t} n11_1s ~;Ji:r•,htly sh,\\t..:I" t~un thl.." l1lhL'r (f>). 

:-..1at~ri.:"1 l .1nd ~ .. tetlFhJs ------------··-
Str:tins ~1.nd Ch~·1nivals. - :--:Lur11~;p.Jt.t 1.. 1·.1:;:-;;1 -. .. ·ild-typL' ~.ti·.dn 7·t-A. 

thc: blu:::an1lz.-;-;c:tn-._""'!'"t-11~L·rn~-!1.1·~ ... ~í,~·llt 11--;\lf::1----¡-j"la111-l a11d tl'•·-· :_;~· .. t-.W:T11c 

~~.i;c;~::~~l·~· ,f,{~l ~~:~; '-' -.~·~:~·i~·~·):~ ~~:i\i;.JL;~~ ,;¡r;~/;_11\ t,11~ .. l ~\1.~~~:11/1 ~·~;-z;;/t_ ~\-~~~·:· ~\ 0C·-·.;~~1~1· a t 
glut:unin<: ;nP1.utn•ph ~.'.,ln-lc "'-'ª"" t>h!'.liJH:d in 1·1ur J.1bDLHory ~qi....! is .tn .dh:l1.:­
of thc au-.otn1ph:~ p1· ..... v1(~u:.~ly 1·l:i"<•1·t1..·t! (f')- -\ll •'h·-·n1ic.1ls u~~·-·d ..... ere an:1.lyt 
ical grJdc. -

GrO\Vth Cnnditiuns. - n.nch l'llll1..:1·,_-s \_lf :--.:-. 1.."r;1:;:..-:~1 ·.•.:..·re ~'.ll>'.',t) <tftcr inocu­
Tattng, cornd1.I. 10\0~L·l's 1nini1n.1l 1;Jt.·~~1tllil {"'7"j~·:·itr1 1. ~:·~ ~;·:c1·o""t:. rb• .. : r.i­
trogcn sou1·L-e w·1s :,;lt1t.t:o1.lt.._· .1t 2~·c. "1· 3·_:-c .•nd t~lut.uninL· at 37 e:. Fcd-

~~~~~'.:~~;z~1~1t~_i1~.~1~.~ ~~~~~11 i(t~)~ '-,~~;~~~~1:~~·~ 1 ;,11\ ~j~:~c'"·~·:· 1 ~~~~:~: ~.:.'~.r;_~~ :·; 1r~r~ \\1~r.:.~ ~:~, 11;~:~~· i 11 ~~~ ~e 
bated in thc- abs•_J1t:c.: of nit1-.),.'.,L·n. Cr<_,·.•:th v:.is l:~·tL:·1~1invd .is :..1 ·,~.__ 1·¡h,__·:J (1 ). 

Dctcrrn.ination uf Glut.11nine Sy1n11,_·ta~e :\L·tivity. - Cl>tt.1.1ni1"i._· ~:-1,~i.<..:t.it::e 

rn<:asurcd as tr:1n.=.;1 ... :r.1::_-;.__. a .. :uv1t\'. w.ts a~ó-~aVL'Ll a.s d1...·:---:._-1·ibL·d bv ¡-,_·r~".u.son 
and Sin1s (S) in cvll-frc·<..: L':"..l1-.t._·ls t·>f :--=o...:u1·0;..¡-..:ll·.1 p1«_·¡--..1rcd ;is -in a p---;·._·\'hJ\_ls 
"\\'ork ( l ). -- ------

In1111unoprt..·cipit.1tion of in Yivo-l 1h!...·lo...:d Glut.1111int.: S:-ntll<,·t:1sc~ - ¡·hL' ..:-ultu 
res ,., .. ere pulscJ \ntTll-:3\TJI~:::r11L--íGJ;-¡;-,1c:T'iüUt~·TZ'1rL: h;1t~\~n.;.. rhc 
ccll-fn .. :e cxtr:ict.s WL'I·e ~:.:·di111 .... ·ntL·d in '-'lh't-ose t:i·a..._!i,._:nts (·1) .in,J f1-.u:tinns 
of thc prin.::·ipal pvak:.:: of activity ;'-'L·t·c prL'cipiLHc-d '-'-'ith (:--.,:J 1.1 );2-.;n-.; .u :-o;; 
saturo tkln. r·..._·~u ~o: p-.._·n.._~..._.¿ ;1n,1 l~ ¡ d 1::-··.1 /!._'d ovv rni ¿:ht. /\ l i• t'.!t it :-.; '.~ ..._. r«_: in 1 rn~ino­
prcc i pi tatt·d \•:ith :1nrih<h~Y :q:.-.dnst GS ~1s d1..·~._-rihvd (2). 

Elt:..:r.1-ophorl..!sis dnd Fluoro.:r;1phy. - 1-hL: i1n11H1nc·.p1·L·cipit.\t:._ :-.; \\ L n .. : ::::ub­
JL'Ctcd to .1cryLuT11d·~ sLln i;-"-·l 1..:lc....::trop~HH"csis in thc- pi·:..··~t_-n..._-c uf ~DS and 
7 ?\,turca (S.:!ncl1t:z. t.:t .:.i.1: :-:;;_:bn1ittL·d fur pc1bli..._,dtiun. l<.J;')), _-;t..1i:~·-·..J .... ith 
Cornn:i.ssie bluc (9) :\llLf(n_·.tt.__d fur fhicirogLlphy ( l O). 

ruri ficntion of G lut,1111 i nt.: Svnthc:t;t se. - C:1 nlidia ubt:1 i nL·d f1·nn1 s !.~ nts with 
glutan11nt.! (10 n1.'\.~s-n1tn;~-,::;:¡~llJiCc, ·.vL·rc 11sL·.J tu inu .. ·u1:1tc cultures 
with glutar-nat<.: .it 2s-c. /-.ftcr 3 h~ th,___. gcrrnin.it1..·d ce>nidia '.1....:rL.' filtcrcd. 
washcd an<l dricd with a..:ctnne (1). Fr·on1 thi~ po:n1.L~L·r thLO' Ch.::t.1n1 ... ·ric GS 
was purifit.:d as pn:\'itl'.l':-:ly t'L'Pl•T"t(.•d (.;). rh•:' tctca1t1 ..... ·ric GS frorn thc glu 
taniine au:"-Llt1·oph :;ln-lc '.\d.S purifiL·d :1~ r._·¡:--.~ncd (4) fron1 ..:ulrurL•s ~ro\.Vn 
on gh1ta111atc at :3/C. L·xccpt for the following n1oclific:ninns. ThQ cell­
frec extra et wn.s prep~ red in buffer _.\ di lutcd 10-fold, this buffer was 
used to equilibratc the OE:\E--;;__·L:llulos~ colurnn. which was clutcd -..vith 
Buffer A (Buffer,\ cuntains 50 1n~t itnidazolc, .SO rn:0,.1 glutainic acid, SO 
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1nr-.,1 !\.'1g,S0.1 • .SO 111~1. K2SO.~. O.~ n1:-...-i. l·:D 1~ .. ,. 5 n1!\.1. 2-1nen .. -:aptoet\lanol. 
25 1nl\\ NallS03. pt\ 7. 2). l"he f1-actions vdth ¡1..;tivity ..... ·c·re pooh·O .1nd 
rnadc 2. 25 n'l!\.I\. }..1.nCl2 otnd aftci- at\-.k·d to th1...: ~;cphar-osc-¡1nthi-.-1nilic a~id 
colurnn pn.:viously e\i.uilibi-atvd ... vith P.ufft..:r 1\ 2. '25 111~1. :-..i.nc~i..,, thc L'li'#Y­
rnc was elut1...~d "vith ...;o 1n~ ... 1 ,'\~ ... \Pin this h11ffvr. l"ht: pnncin W.-is p1-{._•cipi­
t.:tt(.. .. d with (Nll.1)2SO.; at :·u,~ ,..;.ttu1·.tti1'n ;111d i·c·~;t:~q")•_·nd1..:,l ·1nl' t..H:dy/cd 
:.igainst Buffer :\. 

Rcsults ;ind \Ji~~-u-;'.-->h•n 
------·---~------

FcG-b;1tch c'-.iltu1 , _ _.s :•11111\l'?1í11:n -\i1n it l:d. ln tht.:se .__.undit i1 JllS t\K! GS is 
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~ 
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~ 
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Fig. l. ~ucrose g_r3dh:nt SL·.JinH.•ntation nf glutanün..: synthvt:..l.St: frorn 
e rudc c.:xtra~t.=>: A. wt 1~ -typc ~ro· ... ·n :n. 25cC on 5 in .. •.:\ gl\1t.11natc 
(o) or ammonh1m-lirnited (•)B. at :37-=c on 5 1n!>.t ¡;,luta1ninc the 
wild-typc (&.) and the mutant. ~train ~ln-lc (.:i.) and C. thc am-1 
strain at 2s•'c amn"lonium-linüted (~ purifiPll GS from cul. 
rures t;,rown on gluta1nate at 25"'C from thc ...... ·ild-typt..:! (x) and rrom 
thc g.ln-lc nt 37'-C (•). T tctratncr. O (.X::t:1.mcr. 
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ac 37""'C a11U Llu.: ain-1 111ul.t11t ·-tr-.dn in l1111iLL·d-.1111n1u111u1n. l'll....: t_;lut.1111irn.: 

auxotrophs ...... t.·rt.· g1·u-. .. n on gL:tL1;11i11t...· :1t :17'(: ~:iJk'c in rhis cu11tlition tlH:y 

hac.J a :Si/.1hJc :h·tivity t>f (;S ~~r1· 1 i. turc·t.~ in .a tvt1·.1111cr· (C1). ,\IJ tht.: t.·uJtu­

res "'-"ere pul:,;vd .._., itl1[~ll]l,·ll .. ·itH .. : .1~; 1h...·~··1 i!J• .. ·d i11 111t·~?t1,.is. 

In F i ~. l i ~; ¡ 11·' ·: : ... 11 r t .. J r J l • · t i . 1 1 i ·~ f,_. 1 . 1 :~ L' , 1, · 1 i ·• 1 t y i 11 ~~ l l ~ · 1 ' • : ,_. t ', 1 . IL l i 1.. ·11t s 

ene in t.•Xt1-a ... :t~; of thr..· .... 11 .. t-t~.p:..- .111111H•niu1n-Jirnitc·d :111d in tllc ~~~: ... :_!_~ _ _(Fig. 

l A.B). thc o...:t.11ncr \' .. 1~~ f11q1·, ... l in tlH .... ' :_·!..._~ ~t1·.1in :¡~.ro-..•.n un ghn:1111ate 

(Fig. 1 :\). On thc utll• .... ·f"' ~1.111~1 in th,• ..... lld-ty¡ .. _· ¡~1·u~•;r1 (•tl glut;111dne at :~7"C. 

in addition to rl1v ,,~·t.1111•·1-, .1 \'.•.·111l• :·¡¡,,__.,! 11•-·.1!-.: ,1f .1,~rivity -.. ... :1s ftH!nd in the 

SllCr"tlSt...: gr:idivnr. k·ft .11Hl JH'Xl t<i :?ii:· ('li.',\)l!\l'I- (Fit> 1 B) .. \ diffL·r-c:nt 

found in thL' .un-1 111ut.1nt ~11·.iin •1111-i¡111itt..·,l (Fi.1.":. lC). 1·11,_· h.1nds 

of activity in1r11u11t.prc ... -ipiL1tc·d, ~tain·-·d ,_.,¡,h ('.(•.t!lt.l: ...::i~· !1!11._· .i.ftL·r ;1c1-yla-

is clear that rile c-....:t:1111L·1· is cn111p.·1.:.;L·d r11,1i111y by{) 111on11!'lL·t·s (Fig. 2c) 

and thc t<.:tr~nner by n n1onon1e1·s ( Fi~- 2d). Bc1th 111(1rv1111L·rs '\vcrt_• found 

wccn thc..! tctran1er dllU thc \h.':.,lmL·r (l .. ig. 2;1,b) ... \S tlH.'~l" olibC.ltl)L'rS 

(am-1 sera in and wild-typ._· )-~n,wn on glur.iniinc .1t .37 C) b:ind cl(i~cr to 

thc o.::can1~ric funn, an incrc.'.l..<.::~ ln thc ¡> 111on.i111t...·rs ;111L! a d"-·L·rcasc in 

thc o· n1onn1nl.'rs was ;"'lpp:in.:nt. Only in tll._· c:ISL' of thc wild-typc strain 

gro-.. .... n in glutanoinc .lt 37 .. l..-:: tllc 111unon11. .. :.·rs coi-rcspondc•d to thc pool of two 

pcaks of .. tctívity of thc ~;u....::1·ust.: gi-adicnt. 

Thc fluorography of the gt..:l (Fig. 2 botton1) tihov.·s thac the distribu­

tion of a and f3 rnonomcrs rcsc1nbles vcry closcly what is sccn afcer 

staining thc gel ( Fig. 2 top). and c1nphasizc:s thac che nev.:ly synthesized 
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Flg. 2. 

• ~a=-.,.._...,.~ ---- ~:.:.:;,-~ 

. ~(:::>2-~~/~::~=~3 

Top p..'1.ncl Cel 3fter .._.(_)'l.,1J1.i.~;sic-h!u•_' :;taining: a) "vild-typc on ~lu 
ta.mine. b)an1-l st1·.:1in .i1nn1oniutn-litnitccl 1 e) vwild-typc on gru 
tnn1ate. <l)\ .. 7ihf:typ'".: an1n1011i·.11n-lir11i[t.:d :ind e) ¿-;ln-lc ~t.rain On 
glutarntnc. In thc fi1·sr :q1d thc.: la-..t tr¡1cks of-u~ gel purified 
non-labeled GS frorn glutaru.ite ¿:n•· ... n ....::c.iltures .... ·.1s run J.S a 
rnarker. For ut1H:r ..._·11nditir.ns ~;,;e Fig.. l and rncthods. f:.rJttOrn 
panel: gel after flunt n:._',Llphy. :\ :l lhlHllÍl1 1 } 1 )' -.!_"',lnhulin 11<.:•a.vy 
ch:1in. 14 }" -glob111in ht~ht (_"\1:1in, rl" arnJt'), 1nnno:r1'-·rs uf GS. 

a's are incorpe>r;1tL'd altnost L·:-;clu:-ivL·ly in tvti-.1n-1..::rs .. 1nd the ¡:,'sin 

intcrrnediatc hct'\.vccn thc tL'tt-a1ncr ;111d thL· ~i.. .. :!.1!11t.:i-. 

It has becn f"!í1ssiblc to obtain ~:!,1·,1,\t\1 .._·1;nditi~J11s in "'-ltich thc o ... ~t..i-

rricr can be purifi1...·d ""'íth unly l r:u ... ·cs of n 1n1•1\• >1n1...·1·s (ctirn¡iare Fig. 2 <lnd 

Thc prcscnc-c of sorne a tnonon11...·rs in th;.."' octan1cr and of son1c J!> 

rnonorncrs in thc tc:tr.'.ltTH:r. of thL' vdld-ty·pc strain rnay be thc rcsult of 

rnonon1cr hybridization. or tl-,..:.it t11L'" equilibriutn of a 's favors more the 

arr:ingen1ent in tctra.n1crs than in octa1ners. and viceversa for thc {!> •s. 

Thc fact that thc o n1onomers of t.hc tnutants str~1in ~ln-la ;:ind ~ln-lc in 
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Fig. 3. Gel a!tcr coon1assic-bluc s.t:lining o! thc purificd prepar.Hions 
o! GS •Jhtain1...•d fron"l ~In-le .str-:iln (n,b :i.nd e) :J.nd !ro1n wild­
typc (d,c and f). ·r11e cultures "'•L"rc gn."l""º as dL"':;cribed in 
ni<.:thods. In th.::: fir~t and thc.." last traks :i. ntixtun:~ of c:t" andj) 
rnonon1ers werc run ;p..; r11:1 r·kers. 

and that thc n1ono1nt.:1-~ uf tl\!_- '.'.'ild-typ.: st1".1in b ... :h.1v._: 11p~ ....... )::-:itivL'ly (Fig. 

ld), is in favou1· uf tll"....' '--''!uilii1T l111n hyp:,th-.:~is. l"his L'(i.LJílib1·iu1n would 

rncriC fon11S Of (-:;S Wlll.:I"v lr1th llllll\l•lll<..."I"S dl"C' f11U!ld lll .tll illlpdI·t.l.11t ~H-0-

by hybrids l>f et and ¡> 11innc):11vr·s, ·.vhi .... ·ll .tpp.::i1·\.·;h<...'l1 thL~ nitn~:._~1...~n content 

is ncithL·r li111irinf. !Hll" in t·-...._· ... :~-:;s. 1:::-:p ..... ·1·i1111.:nt~ .-1rc in pn1~!_1- .. ·ss to purify 

diffc:rcnt affinity fnr anl1noniun1 of thesc olig01ners. Re-cent t..'\.'iLlcncc has 

dcmonstratcd that glutamatc synthasL! (GOGA'T) is pi-1...·sent in an"ln"1onium-

limited cultures (l lUJnrnclt, et~; subn"1ittcd for publication. 1979). This 

enzyrnc togcthcr with thc tc-tramc:ric GS p.:i.rtic-ip~·nc:s in che assimilarion 

oí low ammonium conccntrations. 
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SUMMARY 

In this paper we present the isolation and characterization of 
glutamine auxotrophs of Neurospora ~ and their revertants. 

The results show that in spite of the fact that various enrichment 
procedures were used we found only two types of auxotrophs. 

Genetic crosses performed between the different mutants showed that 
the mutations responsible for their phenotypes are highly linked and 
probably affect the same gene. 

The biochemical characterization of the glutamine synthetase (GS) 
polypeptides of the different mutants showed that both types contain 
the a monomer. However in place of the normal B monomer. each type 
has a new polypeptide differing from normal B either in its molecular 
weight or in its isoelectric point. 

On the other hand, the revertants have only the a monomer and are 
capable of growing without glutamine. On the basis of these data we 
propose that the lack of GS activity of the auxotrophs is due to the 
interaction of the altered B with the a monomer, and as a consequence, 
the a monomer, of the revertants regains its activity because of the 
absence of the altered s. 



I NTRODUCTI ON. 

The regulation of glutamine synthetase (GS) (EC 6.3.1.2.) of 
Neurospora crassa by nitrogen and carbon sources has been reported 
(9,20). Nitrogen source regulates GS concentration at the level of 
specific enzyme synthesis (15), which correlates with the amountof 
mRNA as indicated by an in vitro protein synthesizing system (14,17). 
On the other hand, carborl"source also participates in the regulation 
of GS degradation (11). 

It has been found that GS is composed of two polypeptides (a and 
e) which show different electrophoretic mobilities {16). These 
polypeptides are arranged in different oligomeric forms; the tetrameric 
GS is composed rnainly of the a polypeptide, whereas the octarneric form 
has rnainly the e polypeptide (3). We have proposed that the assimila­
tion of ammonia occurs by two different pathways. One operates in low 
ammonia with the participation of tetrameric GS and glutamate synthase 
(EC. 1.4.7.1.), while in the other the biosynthetic glutamic acid 
dehydrogenase (EC 1.4.1.4.) and octameric GS are the enzymes responsible 
for the assirnilation to ammoniurn in a high arnmonia environrnent (3). 

Central to understanding the role of GS in nitrogen rnetabolisrn is 
the isolation of glutarnine auxotrophs and the characterization of the 
genes and gene products involved. In this regard, few reports exist on 
glutamine auxotrophs in eucaryotic microorganisms. This may be a 
consequence of this involvement of two GS polypeptides, as reported in 
Neuros~ora and in plants (8, 16, 19) in Saccharomyces cerevisiae the 
isolation of glutamine auxotrophs has been reported; however, no 
characterization has been presented (5,6). 

Neurospora crassa glutamine auxotrophs have been obtained and 
partially characterized. The physiological behavior, the enzymatic 
activity, and the oligomeric structure of their GS have been previously 
reported ( 2) . 

In this work we describe the isolation of several glutamine 
auxotrophs using various selection procedures. The genetic character­
ization of these strains reveals the existence of two types of GS 
mutants. Based on biochemical analysis of the in vivo and in vitro 
synthesized GS polypeptides of-the auxotrophs and their revertants, we 
propase a mechanism by which the interactions between the GS polypep­
tides, present in the mutant strains, causes the inactivation of both 
isozymes. 



MATERIAL ANO METHODS. 

Strains. Neurospora crassa wild-type strain 74-A, the inositol­
less strain inl \890601). and the glutamine auxotroph gÚn-la carne from 
the Fungal Genet1cs Stock Center at The Humboldt State niversity Foun­
dation, Arcata. Calif., U.S.A. The other glutamine auxotrophs, gln-lb 
and gln-lc, carne from the collection of .J. Mora. 

Growth Conditions. All the strains were orown far 12 h at 25ºC or 
37ºC on Vogel's minimal medium N (21} supplemeñted with 1.5% sucrose. 
Other nitrogen sources in place of. or in addition to ammonium nitrate 
were used as stated in the text. Mycelium was grown from a conidia 
inoculum in liquid medium sparged with hydrated air (18}. 

Determination of glutamine synthetase activit3· Cell-free extracts 
were prepared from myce1ium as previously describe {13). Glutamine 
synthetase was measured by its transferase and synthetase activities. 
as reported (17). Protein was determined by the method of Lowry et a1 
{10). 

Muta~enesis and mutant se1ection. A conidia1 supension of the 
74-A ar inl strain was prepared and adjusted to 2x107 conidia per ml, 
and 20 m1 of each suspension was incubated with 3 mg of N-methyl-N'­
nitro-N-nitroso-guanidine (Sigma Chemical Co .• St. Louis. Mo.) far 1 h 
at room temperature with occasional shaking. Conidia were then concen­
trated by centrifugation and washed twice with 20 m1 of co1d water. 
After the mutagenic treatment, spores of the in1 strain were enriched by 
incubation in a 500 ml Florence f1ask with 200 ml of N medium supplemented 
with 1.5% sucrose. with 25 mM KNO, at 37ºC or with 25 mM NH~No, at 25ºC. 
lhe flasks were incubated far 64 h with shaking. The spores of the 74-A 
strain were enriched on 200 m1 of N medium supplemented with 1.5% sucrose, 
5 mM KNO,. and 5 mM glutamate at 37ºC for 72 h sparged with moist air. 
Every 12 h the entire culture was filtered through cheesecloth into an 
Erlenmeyer flask containing fresh medium. The enriched population of 
both strains was concentrated by filtration, washed, resuspended in 
disti11ed water, and p1ated on N agar medium supplemented with glucose 
and fructose {0.02% each), sorbose {2%}, and 10 mM glutamine as the sale 
nitrogen source. P1ates were incubated at 29ºC until colonies appeared 
{2 to 5 days'} and then transferred to slants of N agar medium supple­
mented with 1.5% sucrose and 10 mM glutamine. Crosses were made in 2X 
corn mea1 agar {Difco). Spot testing and progeny analysis were carried 
out as described {4). All the mutants were transferred to standard 
genetic background by 3 succesive crosses with the wild type strian. 



Immunopreciyitation of in vivo labeled glutamine synthetase. 
The cultures were pu se-labelled with •H leucine at 5~Ci/ml far 
2 h befare harvesting, and cell-free extracts were imrnunoprecipitated 
with purified polyclonal antibodies against a and B wild type GS as 
described (15). The cell-free extracts were also sedimented through 
a 5 to 20% continuous sucrose gradient prepared in buffer A (50 mM 
imidazole, 50 mM glutamic acid, 80 mM MgSO,, 50 mM K2HSO,, 0.5 mM EDTA, 
5 mM 2-mercaptoethanol, 25 mM NaHS0 3 pH 7.2) or buffer B (5 mM KH2PO,, 
0.5 mM EDTA, 50 mM K2SO, pH 7.2) as indicated in text. The fractions 
collected were precipitated with (NH,)2SD, at 70% saturation, resuspended 
in and dialyzed against buffer A, and immunoprecipitated (15). 

Electrophoresis and Fluorog~J!:l_. The im~unoprecipitates were 
subjected to polyacrylamide slab gel electrophoresis in the presence 
of SOS and 7 M urea (16), stained with coomassie blue, and processed 
far fluorography (1). 

Two-dimensional electrophoresis. Two dimensional electrophoresis 
of the glutamine synthetase immunoprec1pitates were done as described by 
O'Farrell (12) with the following modifications: Electrofocusing gels 
were run at 400 vol~s for 18 h omitting the final high voltage pulse, and 
the second dimension electrophoresis was carried out as previously reported 
(16). 

~NA re aration and cell-free- rotein-synthesizing system. 
Polysomal RNA prepared as described 17 was chromatographed on a column 
of oligodeoxythymidylic acid cellulose and used to direct the in vitro 
translation system (14). The translated GS was immunoprecipitate~a 
direct procedure (17) and analyzed by two dimensional gel electrophoresis. 



RESULTS. 

Phenotypic characterization of glutamine auxotrophs. 

The isolation and partial characterization of strains gln-la 
and gln-lb was reported prviously (2,16). The gln-lc, gln-ld, gln-le 
gln-lf, ~ and gln-lh strains were obtained after mutagenesis of 
the inl strain. When the enrichment of this strain was done on 
nitrate at 37ºC, all the glutamine auxotrophs obtained were inositol­
plus (gln-ld, gln-le, gl_n-lf, gl.!:i-=lg_, gln-lh); this was not the case 
when the enrichment was done on ammonium at 25ºC (gln-lc). The 
reversion of the i!>..l.. mutant may be related to the fi)ct that these 
glutamine auxotrophs are leaky on nitrate at 37ºC while they do no 
grow_on am~onium ~t 25ºC, the g_l__n~li_ and gln-lj_ mutants were obtained 
by f1ltrat1on enr1chment of the 74~A strain after mutagenesis (see 
material and methods). ---

Although three different selection procedures were used, the 
auxotrophs obtained showed only two distinct phenotypes (Table 1). 
The gln-li strain shows a phenotype similar to that of the gln-lb 
strain; these two mutants could not grow without supplementation by 
glutamine at either 25ºC or 37ºC (2). All the other mutants showed a 
phenotype similar to the _g_ln-la; they were capable of growing at 37ºC 
on glutamate as the sale nltrogen source or on glutamine at either 
temperature (Table 1). Both types of mutants. gln-li and gln-lj, were 
obtained during the same enrichment procedure. 

The glutamine synthetase specific activity of the mutants was 
measured in comparison with the wild type GS in cultures grown for 12 h 
on glutamine as nitrogen source at 25ºC or 37ºC. The results show that 
the synthetase activity is approximately thirty-fold lower in the 
mutants than in the wild type, when grown either at 25 or 37°C (Table 2). 

Since the glutamine synthetase activity is ten-fold higher in 
glutamine cultures grown at 37ºC versus 25ºC. either inthe wild type or 
in the mutant strains, the characterization of enzyme polypeptides was 
performed on cultures grown at 37ºC. 

lsolation of revertants from glutamine auxotrophs. 

The ability of the different mutant strains to regain the 
capacity to grow on ammonium was explored by plating conidia in this 
substrate as sol e nitrogen source and without any mutagenic treatment. 

The number of revertants obtained from any of the mutant strains 
increases with the number of vegetative growth cycles performed on 



glutamine. After the f;rst passage the reversion frequency was 
lxl0- 7 • The number of revertants could be as high as lxlo-• after 
f;ve growth cycles. Revertants were distingu;shed from the w;ld type 
stra;n by the presence of a lag phase of about 5 h on cultures 
contain;ng ammonium as sole nitrogen source and by a higher sensit;v;ty 
to L-_methion;ne s_ulfox;mine, a GS inhibitor (22). 

Genetic analysis of gl utamine a_u_xotrophs. 

In order to determine the linkage between the mutations respon­
sible fer the two diff"erent phenotypes, we performed genetic crosses 
between the two different kinds or strains and obtained the following 
results: 

In the corss between strains gln-la and gln-lb, we found a 
recombination frequency of lxl0- 5 afteY:-a--¡:¡alyzing ~x106 viable 
ascospores. Meanwhile, in crosses between mutants that presente the 
same phenotype (gln-la X gln-lc) no recombinants were obtained out of 
0.5xl06 viable ascospores. Al so, these recombinants did not appear in 
self crosses. where 0.5xl06 viable ascospores were analyzed. 

In all the crosses performed, a large number or revertants was 
obtained. The recombinants and revertants were distinguished by the 
following criteria. The revertants appeared only after 5 days of 
incubation in the selective media wh;le the wild type recombinants 
appeared arter 12 h of incubation. 

Revertants were more sensitive to L-methionine sulfoximine than 
the wild type strain, and appeared when self crosses were perf"ormed. 

The previously reported recombination f"requency of 1 in 5000 
between gln-la and gln-lb (2), can now be explained by the high rever­
s;on rate of these mutat1ons. 

Characterization of GS polypeptides synthesized in vivo and in vitre. 

Cell-free extracts, f"rom cultures grown f"or 12 h on glutamine 
at 37°C were immunoprecipitated w-ith polyclonal ant1bodies and sub­
jected to acrylamide gel electrophoresis in the presence of SOS and 
urea. Under these conditions the wild type strain .as well as the 
gln-lb and gln-li strains show both a and e polypeptides, while the 
others show only the a po~ypeptide (Fig. lA). 



When de novo synthesis of GS was analysed (Fig. lB), the B 
polypeptide was absent from all the mutants except the 9ln-lb and 
gln-li. A new polypeptide (y) of molecular weight of 30 K was 
synthesized in all the mutants that lacked the B polypeptide. 
Another polypeptide of molecular weight of 40K was present in all 
the strains including the wild type. In view of the fact that this 
polypeptide precipitates also in the absence of specific antibody 
(data not shown) we think that its precipitation is due to its 
insolubility in the immunoprecipitation buffer. 

. For further characterization of the polypeptides. immuno-
precipitates from in vivo labeled cultures were subjected to two 
dimensional analys1su51ng isoelectrofocusing in the first dimension 
and electrophoresis in the presence of SOS and urea in the second 
dimension (Fig. ZA). Mutant .!l!_n-lb contains an altered B polypeptide, 
which has the same molecular weight but a more basic isoelectric point 
than that of the wild type. The qln-li strain presents the same 
pattern as strain gln-lb, since immunoprecipitates of mixtures of ex­
tracts from both stra1ns show a single spot far the B altered band 
(data not shown). All the other mutants show the y polypeptide which 
has a lower molecular weight (30K) but focuses in a similar pH range 
to the n and_S polypeptides of the wild type strain. The band with 
molecular weight of 40K is not observed since its isoelectric point is 
more basic than the range of pH used in this analysis. The n 
polypeptide of all the mutants is indistinguishable from that of the 
wild type strain. 

To gain insight into the origin of the mutations obtained, 
RNA from the different strains was extracted from polysomes and 
fractionated in oligodeoxythymidylic acid colwnns to separate the poly 
A enriched fraction. and translated in a cell-free protein synthesizing 
system derived from rabbit reticulocytes. The in vitro synthesized 
polypeptides were immunoprecipitated and analysed on two dimensional 
gels. Fig. ZB shows that the polypeptides synthesized in vitro have the 
same mobility as those synthesized in vivo. further evictence for this 
identity, is that when a mixture of---rmmunoprecipitates from in vivo and 
in vitro synthesized polypeptides from strain gln-la was ana.,-Ysed in 
douti"fe"dimension gels. it showed a single spot for the y polypeptide 
(data not shown). The difference in the relative position of n and al­
tered B polypeptides form strain gln-lb seen in Fig. ZA and B is the 
result of small differences in the pH range of the gels. 



Biochemical characterization of revertants of the glutamine 
· auxotrophs. 

Polypeptides from revertants of the two different types of 
mutants, were characterized by immunoprecipitation of extracts, 
followed by analysis in ene and two dimensional gels. Interestingly, 
revertants of the gln-la or gln-lc mutants do not synthesize the y 
polypeptide, and revertants of the gln-~ strain do not synthesize the 
altered B polypeptide, (Fig. 3A). Analysis of 6 revertants of strain 
gln-lb, 4 of strain gln-la, and 2 from strain gln-lc, indicated that 
nene regain the S polypeptide. ----

RNA from sorne of the revertants was translated in vitre and 
the immunoprecipitates of the synthesized polypeptides were analyzed in 
ene (data not shown) and two dimensional gels (Fig. 30). In accordance 
with the data obtained from in vivo synthesized polypeptides, the in 
vitre transl ated products showed only the a polypeptide. --

01 igomeric state of GS from the glutamine auxotrophs and their revertants. 

We have previously reported that strain gln-la has a GS that 
bands as a tetramer in sucorse gradients, instead of the octameric enzyme 
of the wild type. 1-ie have found that the mutants gln-lc through gln-lh 
presentan oligomeric pattern of GS that is similar to that of the gln-la 
strain. 

When sucrose gradients of crude extracts from the auxotrophs were 
run in buffer A (see methods), they showed an activity peak with a shoulder 
toward the heavier zone of the gradient, this shoulder did not appear 
when the experiment was carri ed out in buffer B (gl n-lc, Fi g. 4). \..'hen the 
pure a GS was subjected to sucrose gradient sedimentation in either buffer 
A or B, the activity peak profile was unaltered. Similarly, the sedimen­
tation pattern of the GS from strain gln-lcR6 showed a tetramer which 
behaved as the purea enzyme (Fig. 4) {3). Other auxotrophs of this type 
and their revertants show the same sedimentation profile (data not shown). 
Therefore the abnonnal oligomeric pattern found in the glutamine auxotrophs 
could be explained by the presence of the altered S polypeptide. 

Searching fer a relationship between the deficient GS biosynthetic 
activi_ty and the presence of the al tered B polypept i de in the ...gl uta mi ne 
auxotrophs, we incubated the gln-la strain in minimal medium and pul sed 
labelled it with 3 H leucine; 1n this condition this strain does not grow 
due to its barely detectable GS activity. Cell-free extracts· from this 



culture, were sedimentated through a sucrose gradient with buffer A, 
fractions were collected for immunoprecipitation, and subjected to 
gel electrophoresis. As shown in Fig. 5 the y polypeptide was found 
in the same pooled fractions as the a polypeptide. 

The gln-19 strain showed two different oligomers when cell-free 
extracts were rap1dly prepared in buffer B for sucrose sedimentation 
analysis. This oligomeric state was different from the one found when 
the extract was prepared and run in buffer A (2). where it only showed 
one bread peak with low activity. In Fig. 6 it can be appreciated that 
a and B monomers consedimented in both oligomers. It is interesting 
that both oligomers present good transferase activity (Fig. 6), but no 
synthetase activi ty (rlot shown). 



DISCUSSION. 

In Neurospora crassa two GS monomers (a and B) are responsible 
far ammonium assimilat~Each one participates in the synthesis of 
glutamine, depending on the ammonium concentration (3). 

The results presented inthis paper show that independent of the 
selection method used, only two types of glutamine auxotrophs have been 
isolated (Table 1). The phenotype of one is the ability to grow on 
glutamate at 37ºC but not a 25ºC. These mutants have an a GS monomer 
with the same malee-lar weight and charge as the a GS monomers from the 
wild type strain. In contrast, these mutants do not synthesize in vivo 
nor in vitre the B GS monomer, but instead, synthesize a polypeptíde 
{y) wit~ower molecular weight that cross-reacts with antibodies 
against a and B GS monomers (Fig. 2). We have previously reported the 
synthesis of this polypeptide by a cell-free translation system primed 
with mRNA from one of th~mutants {16). The absence of the B polypep­
tide and the presence of the y polypeptide in these mutants can b~ 
explained as the result of a mutation in the gene far the B polypeptide. 

A second and less frequent auxotroph grows only en glutamine. _ 
Analysis of these mutants showed the synthesis i_!l_ yivo of a B polypep­
tide with an altered isoelectric point ( ñg. 2A). This abnormal momomer 
was also synthesized in vitro (Fig. 2B). 

The low frequency of recombinants found in crosses between these 
two types of glutamine auxotrophs indicates that these mutations are 
very close and possibly map in the structural gene far the B polypeptide. 

We propase that the altered S polypeptide in the auxotrophs 
blocks the GS synthetase activity of the a polypeptide by participating 
in the formation of an abnormal, nonfunctional oligomer, (Fig. 5 and 6). 
This proposal is supported by the fact that revertants, which are 
capable of growinQ in ammonium, do so using only the a monomer assembled 
as a tetramer (Fig. 4). We have found that the glutamine auxotrophs that 
grow on glutamate at 37ºC'have sorne GS biosynthetic activity in this 
condition. Perhaps this GS activity is due to the fact that there is not 
enough y to titrate (inactivate) all of the a polypeptide. However other 
factors may contribute to the inactivation of a monomers. far instance 
glutamine auxotrophs accumulate more glycine in ammonium than in glutamate, 
and glycine is an inhibitor of the tetrameric a GS. (G. Hernández and 
J. Mora, in preparation). 



As the revertants from glutamine auxotrophs only synthesize 
in vivo and in vitro the a GS monomer (Fig. 3). we propase that these 
stra1ns have--¡¡- regulatory mutation that turns off the expression of B 
GS monomers. 

Crosses of these revertants do not yield glutamine auxotrophic 
progeny. indicating that this new mutation is closely linked to the 
original mutation. 

The attainment of only two types of glutamine auxotraphs in 
Neuraspora eras~. ane having an altered weight and the other altered 
charge of the S monamer af GS, may be the result af the presence af 
twa manomers af GS that form two different GS isazymes (16). In arder 
that a single mutation results in auxotraphy, it must result in the 
inactivatian af both palypeptides. A single mutatian in B cauld result 
in the inactivatian of bath (a and B) by the farmation of an inactive 
hybrid enzyme. Presumably very few single mutation in the S gene result 
in this camplex phenotype. 

Further support has been abtained fram camplementation studies 
in forced heterokaryons between the auxotraphs and their revertants, 
which sow that the mutation respansible far the glutamine auxotraphy is 
domi nant over the revertant phenotype ( unpubl i shed da ta). 
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TABLE l. 

Strain • 

74-A 

gln-lc 

qln-ld 

qln-le 

gln-lf 

qln-lg 

gln-lh 

gln-li 

gln-lj 

Effect of temperature and nitrogen sources on the 
growth of glutam1ne auxotrophs. 

Temp 
( ºC) NH4 No3 

25 + 
37 + 
25 
37 
25 
37 
25 
37 

25 
37 
25 
37 
25 
37 
25 
37 
25 
37 

Growth 
Glu 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Gln 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Spores of the different strains were spotted on plates of 
minimal medium containing 0.8% sorbose and 0.4% sucrose as carbon 
source and the indicated nitrogen source at a concentration of 25mM 
NH,NO,, SmM glutamate or SmM-glutamine. Plates were incubated at 
either 25ºC or 37°C and growth was scored 24 hrs later, as + good 
growth or -· no growth. 



TABLE 2. Glutamine synthétase activity in glutamine auxotrophs. 

Synthetase activity a 

Strain 25ºCb 37ºC 

74-A 13.90 137.0 
gln-lc NO e 3.8 
gln-ld 0.30 3.6 
gln-le 0.50 5.0 
gln-lf 0.49 5.0 

.9.l!!=..!.g_ 0.42 4.0 
gln-lh 0.49 5.0 
gln-li NO 5.8 
9ln-lj NO 0.9 

ªsynthetase specific activity is expressed as namomoles of y-glutamil 
hydroxamate produced per minute per milligram of extracted protein at 
30°C. 
b . 
Temperature of the cultures. 

cND. not determined. 
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F ig. 1 . Electrophoretic idcnti f ication of irnmunoprccipi ta ted g lu taminc 
synthetase polypcptidcs from wild type and g1utamine auxotrophs. Strains 
gro\..TI for 10 hrs at 37ºC with glutamine as the sole nitro~en source ived 
a two hours pulse of H leucine. Ccll-free cxtracts wcre prepared and 
i..mmunoprecipi tated wi th anti -GS as indicatcd in Matcrials and Methods. 
Immunoprecipitates \..'ere subjected to acrylamidc gel clectrophorcsis in 
the prescnce of SDS and 7M urca. Gcls wcrc stained with Coomassie bluc (A) 
and then subjcctcd to fluorography (B). Thc mobility o~ hcavy (H) and light 
(L) chains of gam.~a globulin, and of glutarninc synthetasc polypcptides 
(a,8,y) is indicated by arrows. 
Strains: 1 74-A: 2, qln-1a; 3, ~ln-1b: 4, q1n-1c; 5, ~; 6, ~; 
7, ~- --- ----

B 
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Fig. 2. E1ectrophoretic characterization of in vivo and in vitre synthesized 
g1utamine synthetase po1ypeptides from wi1d type and g1utamine auxotroph strains 
grown as described in Fig. 1. 
A1iquots of the cultures were 1abe1ed with H 1eucinc fer two hours and cel.1-
-free extracts wcre L~unoprccipitatcd with anti-GS. Thc rest of the culture 
was used to cxtract RNA as dcscribed in l'-~at·~ria.1 and Methods. R.NA was transl.ated 
in a cell.-free system derived frorn rabbit reticulocytes and the product was 
immunoprecipitated with anti-GS. Immunoprecipitatcs of both in vivo (A) and 
in vitro (B) synthesized GS werc subjected to doublc dimension e].ectrphoretic 
¿ffi"a1ysis fo11owed by fl.uorography. Strains: 1, 74-A; 2, o1n-1a; 3, qln-1b. 
SymboJ.s as in Fig. 1; thc first dirncnsion (pH) and thc s~cond (M.W.~a1so 
indicated. 
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Fig. 3. Electrophoretic characterization of in vivo and in vitro 
synthesized glutamine synthetase po1ypcptide;-f~rever'.tants of 
g1utamine auxotrophs. strains were grown and samples processed as 
in Fig. 1. Immunoprecipitates of both in vivo (A) and in vitre (B) 
synthesized GS wcre subjected to doublC-dimcnsion electrophoretic 
analysis followcd by fluorography. Also, immunoprecipitates were 
subjected to acrylarnidc gel electrophoresis in the prcsence of SDS 
and 7M urea and followcd by fluorography (inserts). Strains: 1, gln-1aR11; 
2, gln-1bR8; 3, qln-1cR6. · 
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Fig. 4. Sucrose gradicnt scdimcntation oí glutamine synthctase from 
a g1utaminc auxotroph and a rcvertant, Strains q1n-1c (O-O) and 
gln-1cR6 (0-0) were grown 12 hours at 37ºC in thc--p~scnce of g1utamine 
as the so1e nitrogcn sourcc. Cell-frec extracts were prepared in either 
buffer B (A) or bufLcr A (B) as indicatcd in Matcria1s and Methods. 
Samples werc ovcrlayed on a 5% to 20~ sucrose gradicnt prepared in the 
corresponding buffer, and ccntrifuged 12 hours at 40,000 RPM in the 
Beckman SW40 rotor. Fractions werc collccted from the top of the 
gradient and assaycd far GS transferase activity. Activity was norma1ized 
to that of the peak fraction. 
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Fig. 5. Sucrose gradicnt sedi..nH~ntation of GS polypcptidcs frorn the 
qln-1a strain. Spores ~rorn qln-1a struin werc incubatcd in minimal 
;;ca-iü!n at 25°C for 10 hours--¿;;-dlabclled for 2 hours with H loucinc. 
A cell-~r~c extract was prcparcd in buffer A and ccntrifuqcd as in Fig. 
4- Fractions wcrc collccted and assaycd for GS transfcrasc activity. 
Activity was. ncgative in all f"ractions. Fractions \..·ere combined in 
four pools to the following molecular weigths: l'.,,, 65 to 90 K; B, 
100 to 130 K; C, 150 to 210 K; D, 220 to 290 K. The tetrarncric form 
of GS corrcsponds to pool C. Collccted fractions wcre immunoprecipitated 
with anti-GS and then subjectcd to acrylamidc gel clectrophorcsis in the 
prescnce of SOS and 7M urea fol lowcd by f"luorography. 
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Fig. 6. Sucrose gradient sedimcntation of GS polypcptides from g1n-~ strain. 
Ce11-free extracts from cultures of q1n-1b strain gro~~ for 10 h at 37ºC in 

glutaminc as the sale nitrogcn source~r~centrifuged, fractionated, and -­
assayed for GS transferase activity as in Fig. 4. Fractions with maximal acti­
-vity were immunoprecipitatcd scparately; subjected to acry1amide gel electro-
-phoresis and stained with coomassic blue. T. tctr.:imer; O, octamer; other sym-
-bols as in Fig. 1. 
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DISCUSION 

Los resultados presentados en los artículos muestran que, no obstante 

que se aislaron auxótrofos de glutamina usando distintos métodos de 

selección, solamente se pudieron obtener dos tipos de cepas Gln-. Uno de 

ellos se caracteriza por su capacidad de crecer en glutamato a 37ºC; el 

otro • que es el fenotipo encontrado, con menor frecuencia. se define por 

su total dependencia por glutamina para crecer. 

Los resultados del análisis genético indicaron que la auxotrofía por 

glutamina se debe a una sola mutación en cada cepa; que estas mutaciones son 

posiblemente alélicas, ya que producen recombinantes silvestres a muy baja 

frecuencia (aproximadamente lxl0- 5
); y que cuando menos una de estas mutaciones 

es recesiva frente al alelo silvestre. 

Los auxótrofos incubados en exceso de amonio no crecieron y acumularon 

pozas elevadas de glutamato, en tanto que la poza de glutamina fué cinco 

veces más baja que la que se encontró en auxótrofos para otros aminoácidos 

crecidos en las mismas condiciones. Todas las cepas Gln- estudiadas son 

capaces de adaptarse a crecer en amonio (en exceso o limitado) después de 

un período inicial de no crecimiento. Esta adaptación habla de la posibilidad 

de un segundo sistema-de sínte~is de glutamina. En la cepa silvestre existen 

dos estados oligoméri~os de la enzima, tetrámero y octámero, con una partici­

pación alternativa en la asimilación de amonio (49) en tanto que en las 

mutantes solo esta presente el tetrámero. Estos datos hablan en favor de que 

la enz1ma tetram&rica es la responsable de la s1ntests de glutqm1na que 
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ocurre durante la adaptación de los auxótrofos para crecer en amonio. 

La presencia de dos polipéptidos de GS. a y B (79). cuya concentración 

varía de acuerdo a la fuente nitrogenada del medio de cultivo. nos llevó 

a buscar la relación entre estos monómeros y el estado oligomérico de la GS. 

Encontramos que la cepa silvestre en cultivos limitados de amonio. tiene una 

GS tetramérica compuesta principalmente de los monómeros a. en tanto que 

exceso de nitrógeno, se encuentra una GS octámerica formada predominantemente 

de polipéptidos s. Esta relación entre la estructura y la función de las 

glutamino sintetasa, aunada a la presencia de la enzima GOGAT recientemente 

d.escrita en NeWL06pol!.L1. (31), permite proponer dos vías de asimilación de 

amonio en este microorganismo: 1) la que funciona en exceso de nitrógeno 

formada por la GDH-NADPH-dependiente, y la GS B y 2) la que participa cuando 

el amonio es limitante, constituida por la GS a y la GOGAT. 

Estudios cinéticos realizados con preparaciones purificadas de ambas 

enzimas han demostrado que la GS a tiene más afinidad por amonio que la GS B 

y que esta última tiene una Vmax 10 veces mayor a la de la primera (Guzmán J. 

y J. Mora comunicación personal). lo que concuerda con el papel fisiológico 

que se les ha asignado a estas isozimas. 

De la caracterización fisicoquímica de los polipéptidos presentes en 

las cepas Gln- destaca el hecho de que conserva el polipéptido a. que es 

indistinguible al de la cepa silvestre en los dos fenotipos descritos, y se 

presenta un cambio en el pol ipéptido B- las mutantes que crecen en glutamato. 

a 37ºC no tienen polipéptido B pero presentan un polipéptido de 30,000 daltones 

de pesó molecular (y). con el mismo punto isoeléctrico de los monómeros 

a y B silvestres: las mutantes de dependencia estricta por glutamina presentan 
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un polipéptido de un peso molecular semejante al de e. pero que tiene 

un punto isoeléctrico mucho más básico (B~). ,Estos datos concuerdan con 

la hipótesis de que las mutaciones se encuentran localizadas en el gene 

estructural para el polipéptido e. 
Contra lo esperado. las cepas revertantes no recuperan el polipéptido 

B normal y tampoco aumentan sensiblemente la concentración del polipéptido a. 

Estas cepas son capaces de crecer en exceso de amonio usando únicamente el 

polipéptido a estructurado en un tetrámero. Debido a lo anterior proponemos 

que los polipéptidos alterados (a y B'), presentes en los dos tipos de 

auxótrofos encontrados bloquean la actividad biosintética del polipéptido a. 

El primero consistió en sedimentar extractos de las cepas mutantes en 

gradientes de sacarosa e inmunoprecipitar (con anticuerpos anti GS) las 

fracciones con la máxima actividad de GS, para ver si los polipéptidos 

alterados (y ó B') comigraban con los normales (Fig. 5 y 6 del artfculo ~Genetic 

and Biochem •• ~~). El segundo tipo de experimentos consistió en demostrar que 

en presencia de un polipéptido alterado, el estado oligomérico de la GS a 

se modifica, alternando su patrón de migración en gradientes de sacarosa, 

debido a la formación de enzimas híbridas menos activas? ( Fig. 4 del artfculo 

"''Genetic and Biochemical,.).Los polipéptidos alterados también son sintetiza­

dos en un sistema de traduce i ón _¿n vLól.o. lo que implica que no son producto 

de ~na modificación ~ost-traduccional. 

Las cepas revertantes sintetizan exclusivamente el monómero a, tanto 

-i.n v_¿vo como en un sistema de traducción .lit v..i;tAo, lo que sugiere que este 

fenotipo es el resultado de una mutación regulatoria que impide la expresión 

del polipéptido e. 
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Las cruzas real;zadas entre las revertantes y la cepa s;lvestre 

no generan cepas auxótrofas de glutamina, por lo que se puede concluir 

que esta segunda mutación se encuentra altamente ligada a la mutación g.t.n­

origina·l. 

La frecuencia tan baja con la que son obtenidos los auxótrofos de 

glutamina se debe, en parte, a la presencia de las dos isozimas de GS. ya que 

para que una mutación sencilla resulte en el fenotipo Gln-, deberá inactivar 

ambas isozimas. 

La presencia del pal ipéptido y es una condición necesaria pero no 

suficiente para inactivar el monómero a, ya que cuando estos auxótrofos son 

crecidos en glutamato a 37ºC, el polipéptido y se encuentra presente y 

asociado al a. Esto puede ser debido: a que no existe suficiente polipéptido 

y para titular (inactivar) la totalidad de a, a que la vida media de y sea 

menor en estas condiciones, o a que se requiera la participación de otros 

factores como la acumulación diferencial de algunos aminoácidos con efectos 

inhibitorios sobre la GS a. 

La partic;pación de dos vías diferentes para la asimilación de amonio 

en N. C'La..6ha se ha fundamentado en estudios fisiológicos con la cepa 

silvestre (40,68), en estudios cinéticos de las enzimas (J. Guzmán y J. Mora, 

en preparación) y en estudios fisiológicos y bioquímicos de mutantes 

auxótrofas de glutam;na (este trabajo). 

La utilización de estos diferentes enfoques, ha permitido aclarar la 

función diferencial de los polipéptidos a y e de GS en N. C'La..66a. En 

otros modelos b;ológ;cos en los que se han encontrado dos GSs, tales como 
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'RJúzo~. hojas y nódulos de plantas y algunos Bac..<..e.lÁ., se han generado 

una serie de hipótesis para explicar su presencia pero aún no se ha obtenido 

la evidencia requerida para asignar definitivamente una función a cada una 

de las dos enzimas. 

El aislamiento y caracterización de los auxótroros reportados en el 

presente trabajo han hecho posible, la purlricación del polipéptido a de GS. 

Asimismo, estas cepas han servldo como punto de partida para la búsqueda de 

nuevas mutantes con alteraciones en el polipéptido a. 

Por último, los resultados obtenidos han pennitido generar nuevas 

preguntas acerca· de la asimilación de nitrógeno en Ne.J.Vto~po4a.; 

- Aunque el polipéptido a es el principal responsable de la asimilación de 

amonio en condiciones de limitación, ¿existe alguna participación de la 

GS B en estas condiciones?. 

la expresión de' los polipéptidos a y B de GS lse encuentra coordinada 

por un regulador común?, 

- lCuántos son y en que localización relativa se encuentran los genes 

estructurales de los polipéptidos a y B? 

lhay condiciones de cultivo donde la GS sea una enzima híbrida, 

constituida por monómeros a y B?, 

los polipéptidos a de las mutantes y revertantes, lson idénticos a los de 

la cepa silvestre? 

- lla síntesis de a y S se regula a nivel de la transcripción, del 

procesamiento o del transporte del RNA mensajero?, 

- lque tanto se parecen entre si la GS a y GS $?. 
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Para responder a estas preguntas se requiere llevar a cabo una serie 

de experimentos tales como los siguientes: 

- Determinar la composición de aminoácidos de la GS a y GS a. Esto 

permitirá conocer que tan semejantes son estas dos proteínas; La evidencia 

conclusiva para determinar la semejanza solo se puede obtener secuenciando 

ambas proteínas. 

- Obtener un mayor número de mutantes afectadas en la actividad de 

GS s. con el objeto de elaborar un mapa genético fino del (los) gene(s) de 

GS s. así como para definir la existencia de ~ocl regulatorios. 

- Aislar cepas con mutaciones en GS a; con el objeto de definir el 

número y la localización relativa de los genes estructurales que codifican 

para los polipéptidos a y s. Las mutaciones en a, también serán de 

utilidad para definir claramente la participación de la GS Ben la asimilación 

de amonio. 

- Buscar un mayor número de revertantes Gln+ a partir de los auxótrofos 

de glutamina, con el objeto de obtener cepas que recuperen el fenotipo sil­

vestre. 

- Estudiar la expresión de los polipéptidos a,8,S' y y en heterocariones 

forzados entre cepas mutantes, revertantes y silvestre, para tratar de 

definir ¿oc,¿ regulatorios. 

Finalmente, el_aislamiento de los genes estructurales de las enzimas 

que participan en el metabolismo nitrogenado permitirá definir claramente 

los niveles de regulación de estas enzimas (Transcripción, procesamiento, 

etc.), así como el aislamiento.y caracterización de secuencias regulatorias. 
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