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INTRODUCCION 

Las enterobacterias son capaces de crecer en medio mínimo adicionado de una fuente 

de nitrógeno, y una de carbono; existe una gran variedad de compuestos orgánicos que 

pueden utilizarse como fuente de carbono (y de energía), así como varios compuestos 

orgánicos o inorgánicos nitrogenados que pueden servir como fuente de nitrógeno. La 

fuente de carbono preferida por Escherichia co/i es la glucosa. y de nitrógeno es el 

amonio. puesto que es en estos compuestos en los que se observa la mayor velocidad de 

crecimiento. Las enzimas encargadas de asimilar el amonio son principalmente la gluta­

mino sintetasa (GS). la glutamato deshidrogenasa (GDH). y la glutarnato sintasa (GOGAT). 

La GS sintetiza glutamina a partir de glutamato y amonio para lo cual consume una 

molécula de A TP; las otras dos enzimas producen glutamato, la GDH lo hace a partir de 

a-cetoglutarato y amonio con el consumo de una molécula de NADPH; la enzima GOGAT 

sintetiza glutamato a partir de glutamina y a-cetoglutarato y también oxida una molécula de 

NADPH. Las actividades de GS y GOGAT resultan en la incorporación del amonio del 

medio en glutamato y glutamina. La glutamina a su vez se utiliza en la célula para la 

biosíntesis de nucleótidos, aminoazúcares. histidina. triptofano y asparagina; y el glutamato 

es el donador de su grupo amino para la biosíntesis del resto de los aminoácidos y del 

nitrógeno orgánico celular en general. 

Cuando la concentración de amonio en el medio es alta (n1ayor de lmM), éste se 

incorpora directamente en glutamato, glutamina y asparagina; sin embargo. si la con­

centración de amonio es menor de 0.1 n1M, la única enzima que puede incorporarlo es la 

GS puesto que tiene una alta afinidad por este compuesto. Así mismo, cuando no hay 

amonio en el medio, éste debe obtenerse por catabolismo de compuestos nitrogenados 

celulares como aminoácidos o urea; el crecimiento en estas fuentes alternativas de nitrógeno 

siempre es más lento por lo que se dice que éstos cultivos estan limitados de nitrógeno. 

En condiciones de limitación de nitrógeno, la síntesis de GS está muy inducida, el mismo 

sistema que regula su transcripción. también controla la síntesis de las enzimas catabólicas 

y sistemas de transporte de estas fuentes limitantes de nitrógeno. A estos sistemas cuya 

síntesis se induce por limitación de nitrógeno, se les denomina Ntr. La síntesis de GS por 
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ejemplo, y muchas otras enzimas estan sujetas a un control que depende de la accesibilidad 

de nitrógeno, lo que las identifica como miembros del regulón global regulado por 

nitrógeno (Ntr). En Klebsiella aerogenes (10, 33, 51), se ha demostrado que en con­

diciones limitantes de nitrógeno, las enzimas responsables de la asimilación de amonio son 

GS y GOGA T, cuya acción concenada resulta en la síntesis neta de glutamato; este dato 

llevó a proponer que el papel de GOGAT era la asimilación de nitrógeno en condiciones 

de limitación de éste; en condiciones de exceso, la GDH sintetiza el glutamato ya que la 

síntesis de GOGAT se encuentra reprimida. Estos experimentos realizados en Escherichia 

coli no han arrojado los mismos resultados; es decir, si bien la enzima GS sí está sujeta a 

control por nitrógeno (Ntr). tanto la GOGAT corno la GDH se sintetizan a altos niveles 

independientemente de la accesibilidad de nitrógeno, es decir, estas dos enzimas no se 

componan como miembros del regulón Ntr. 

En E. coli y otras enterobacterias. mutaciones que se encuentran en el gen esiructural 

de GS (glnA) resultan en auxotrofía por glutarnina, ya que es la única enzima celular que 

la sintetiza (5, 30). La enzima GDH es totalmente dispensable; cepas que llevan mutacio­

nes en el gen estructural (gdhA). no tienen fenotipo detectable ya que en este caso la 

síntesis de glutamato la lleva a cabo GOGAT (59). En el caso de cepas que contienen 

mutaciones en los genes estructurales de GOGAT (42), presentan 3 fenotipos: pérdida de 

actividad enzimática de GOGAT, incapacidad de desreprimir la síntesis de GS por 

crecimiento en glutarnina como fuente de nitrógeno (fenotipo Gsd·), e incapacidad de 

utilizar fuentes alternativas (limitantes) de nitrógeno, como son arginina. prolina, serina, etc. 

cuyos productos de degradación son glutamato o amonio (fenotipo Ntr"). La razón por la 

cual estas mutaciones en la región glt causan los fenotipos Gsd· y Nrr· no se ha establecido 

con claridad. Así pues en E. co/i y otras bacterias que posean ambas enzimas que biosinte­

úzan glutamato, solamente son auxótrofas de este aminoácido cuando pierden por mutacion 

tanto la actividad de GDH como de GOGA T. 

Generalidades de las enzimas GS y GQGAT 

La GS es una enzima de aproximadamente 600 OOOd de peso molecular (PM) 

compuesta por 12 subunidades iguales que tienen un PM de 50 OOOd cada una. Tanto la 

actividad enzimática como la síntesis de la proteína, estan sujetas a un control muy 
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riguroso. Un primer mecanismo de control está dado por inhibición acumulativa de la 

actividad enzimática por algunos productos del metabolismo de la glutamina (23). Tal vez 

el mecanismo más imponante de regulación de la actividad de GS, es la adenilación 

reversible de un grupo tirosilo de cada subunidad de la GS. Este mecanismo responde a la 

disponibilidad de nitrógeno en el medio y la enzima va perdiendo actividad a medida que 

aumenta su grado de adenilación (23, 29, 51). El sistema enzimático que cataliza la 

adenilación y desadenilación de GS es bastante complejo y también interviene en la regula­

ción a nivel de transcripción no sólo de GS, sino de las demás enzimas sujetas a control 

por Ntr, y a esto me referiré más adelante. 

La enzima GOGAT (glutamina-amida-2-oxoglutarato aminotransferasa oxidorreduc­

tasa,NADP) de Esc!ierichia coli es una flavoproteina que contiene fierro y azufre; tiene un 

PM de 800 OOOd y está compuesta por 4 dímeros activos catalíticamente y cada uno 

formado a su vez por 2 subunidades de diferente PM: la subunidad pesada tiene un PNI de 

166 OOOd aproximadamente (39) y la ligera de 53 OOOd (39, 35); la enzima tiene una alta 

afinidad por sus sustratos, las Km aparentes son 7.7 µM por NADPH, 7.3 µM para a.­

cetoglutarato, y 250 µM para glutamina (35). Se ha descrito que la subunidad pesada tiene 

el sitio de unión a glutamina y que tiene actividad residual de glutaminasa (31); por otro 

lado se sabe que la subunidad ligera tiene una actividad muy pequeña (aproximadamente 

So/o de la actividad con glutamina) de sínteis de glutamato en presencia de amonio; y 

aparentemente, esta subunidad es capaz de unir et.-cetoglutarato (35, 49). 

Organización física de los genes que codifican paro las enzimas GS y GOGA T 

Operón glnALG 

El gen estructural de la enzin~a glutamino sintetasa (glnA) se encuentra situado en el 

min 86 del mapa cromosómico de E.coli y se encuentra formando un operón complejo (40) 

con los genes glnL y glnG que codifican para las proteínas NRu y NR1 respectivamente 

(ver esquema l). La región regulatoria de glnA posee dos promotores de los cuales el más 

cercano al gen estructural (g/nAp2) está sujeto a control por Ntr; para lo cual requiere de 

una subunidad a específica para genes regulados por nitrógeno (cr'"'), que es el producto del 

gen glnF (que no se encuentra ligado en el mapa cromosómico), así como de la proteina 

NR1 activada por fosforilación (ver más adelante), que forma parte del mismo operón. El 

promotor lejano al gen glnA (glnApl) se transcribe en presencia de RNA polimerasa 
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asociada al factor c:i'° comunmente utilizado por los promotores de E.coli y además se 

reprime por NR1• Existe además otro promotor (glnLp) en este operón que se encuentra 

entre los genes glnA y glnL que también se reprime por la proteína NR1• El producto de 

glnL (NRn) es una cinasa de proteínas que cataliza la modificación covalente. reversible, 

por fosforilación (dependiente de ATP) de la proteína NR, (pr6ducto de glnG) (37). En 

condiciones de limitación de nitrógeno. la síntesis de GS se desrreprime. y resulta en alta 

actividad enzimática porque la enzima se encuentra desadenilada completamente. En estas 

condiciones el transcrito de glnA se inicia en el promotor n1ás fuerte del operón que es 

glnAp2. Para esto se requiere la RNA polimerasa asociada a ~ y la proteína NR, 

fosforilada por NRu; este transcrito puede continuarse hasta el último gen del operón que 

es glnG y de esta fonna es cuando mayores cantidades intracelulares de NR, se encuentran 

(47. 48) (ver esquema 1 ). Cuando la cantidad de amonio extracelular es elevada. la GS ya 

presente en la célula se inactiva por adenilación de cada una de sus subunidades y la 

transcripción de glnA iniciada en glnAp2 se reprime porque la cinasa (NRu). cataliza la 

desfosforilación de NR, que es esencial para la transcripción a partir de éste promotor; y 

ahora el transcrito se inicia en el promotor más débil glnApl. En este caso los niveles 

intracelulares de NR, son muy bajos y. principalmente. se sintetizan a partir del promotor 

g/11Lp (46. 47, 48, 54). Estos niveles bajos de NR, son suficientes para activar la síntesis 

de glnA a partir de g/nAp2 si las condiciones de amonio se vuelven limitantes; esto se 

debe a que existen en la región de control dos sitios de alta afinidad de unión a NR,; sin 

embargo. estos niveles de NR1 no son suficientes para activar la transcripción de los 

operones catabólicos sujetos a control por Ntr (40, 41. 48. 54). solamente cuando la 

transcripción se inicia en el promotor fuerte. g/nAp2. se alcanzan las concentraciones 

intracelulares suficientes de NR, para activar, junto con la RNA polimerasa que lleva el 

factor cr'"'. los sistemas Ntr; esto probablemente se debe a que el resto de los operones Ntr. 

no tienen más que un sitio de unión a NR, en sus regiones de control. Como se mencionó 

anteriormente. se requiere de la fosforilación de NR1 por NRn para que NR, fosforilado 

(NR1-P) pueda activar la transcripción de los promotores sujetos a control por Ntr. así 

como el de glnA (30, 36, 37, 48). 

Operon gltBD 
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Los genes que codifican para la enzima GOGAT de Escherichia coli ya se han 

clonado (16) y estan contenidos en un fragmento de DNA cromosoma! de 8.55 Kb que 

codifica para las dos subunidades, por lo que se sabe que se encuentran muy ligados (22). 

En Salmonella ryphimuriwn se idenóficaron Jos genes que codifican para la subunidad 

pesada y para la ligera y se les denominó y gltB y gltD respectivamente, y aparentemente 

se encuentran formando un operón en el min 69 del mapa cromosómico (27). Por analogía 

con los genes de Salmonella ryphimuriwn también a los genes de E.coli se les denominó 

gltB y gltD. Estudios realizados con Jos genes clonados de E.coli han revelado que ambos 

genes se transcriben en el mismo sentido desde gltB hacia g/tD (análogo a Jo descrito para 

S. ryphimurium), y se sugirió que probablemente existe un promotor entre ambos genes ya 

que plásmidos en Jos que se tiene subclonado el gen glcD en cualquier orientación con 

respecto al vehículo, dirigen la síntesis de Ja proteína en un sisten'a de minicélulas (22). 

En Bacillus subti/is, los genes que codifican para las subunidades pesada (gltA), y 

ligera (gltB), de GOGAT ya se han clonado (6, 7), y se encuentran separados en el 

genoma; también se describió que la transcripción de éstos genes se regula por la fuente 

de nitrógeno utilizada durante el crecimiento: la mayor expresión se obtiene en cultivos 

hechos en amonio, existe una expresión intermedia cuando la fuente de nitrógeno es 

glutamina, y finalmente los genes se encuentran repremidos por crecimiento en glutamato. 

Se sabe que el gen gltA se encuentra contiguo al gen gltC el cual se transcribe de forma 

divergente con respecto a gltA, y es un regulador positivo de la transcripción de este 

último; además el producto de gltC reprime su propia síntesis. 

Tanto en Eschericlzia coli (42) como en K/cbsiella acrogenes (10), y en Salmonella 

ryplzimuriurrt (17, 20, 27) se han descrito mutaciones que afectan Ja síntesis de GOGAT y 

que sitnultáneamente confieren un fenotipo anteriormente denominado Asm· que significa 

incapacidad de crecer en fuentes limitantes de nitrógeno como son arginina (fenotipo Aut'), 

prolina (fenotipo Pue), histidina en el caso de K. acrogencs (fenotipo Hui-) etc. Actual­

mente a este fenotipo se Je conoce corno Ntr" que se refiere a la incapacidad de regular 

adecuadamente la inducción de Jos sistemas catabólicos de utilización de fuentes limitantes 

de nitrógeno. Como se mencionó anteriormente, además del fenotipo Ntr característico de 

cepas mutantes en la región glt, existe otro fenotipo asociado: Gsd· que se refiere a la 

incapacidad de desreprimir la síntesis de GS por crecimiento en glutarnina como fuente de 
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nitrógeno. La glutamina se considera una fuente limitante porque cultivos de cepas 

silvestres hechos en este aminoácido como única fuente de nitrógeno. produce una 

inducción de GS y de las demás enzimas sujetas a control por nitrógeno. independien­

temente de que permita un crecimiento casi tan rápido como el amonio (10. 29). El 

fenotipo Gsd· que confieren las mutaciones en la región g/r se ha explicado suponiendo que 

en cepas que no presentan actividad de GOGAT. se acumularía glutamina intracelular. lo 

que resultaría en represión del operón glnALG y por Jo tanto no existiría inducción de GS 

(29). 

También se ha reportado (42) que algunas supresoras del fenotipo Ntr" de mutantes en 

región glr, se localizan en el gen glrtL que además ocasionan una síntesis elevada de as 
independientemente de la fuente de nitrógeno utilizada. Esto sugiere una relación entre los 

sistemas de control de GS y de GOGAT aunque no se refleje en una síntesis coordinada 

de ambas enzimas en las condiciones de crecimiento descritas. 

Con respecto a la regulación de la síntesis de GOGAT de Escherichia coli. no se han 

hecho suficientes estudios. pero ya se ha descrito (9. 10. 51) que se reprime por cultivo en 

glutamato como fuente de nitrógeno, pero no se altera por crecimiento en ninguna otra 

fuente limitante. Aparenten1ente existe un activador de la síntesis de GOGAT que está 

ligado al operón glrBDF (l. Castaño Tesis de Maestría); y por datos recientes que se 

presentarán en la sección de Resultados Adicionales, aparentemente existe también un 

represor de éste operón. 

Transducción de la señal de nitrógeno en el medio. 

El estudio genético de las respuestas adaptativas celulares a variaciones en el medio 

que las rodea, como cambios en osmolaridad, quimiotaxis, accesibilidad de nitrógeno etc., 

se ha mostrado que las respuestas estan mediadas por sistemas de dos componentes (1, 30, 

50, 53): el primero es generalmente una cinasa de proteínas que se fosforila en un residuo 

de histidina, y el segundo es un regulador asociado, que media la respuesta, generalmente 

por activación. de la transcripción de los genes involucrados en la misma. La transducción 

de la señal ocurre cuando el grupo fosforilo del ATP se transfiere al residuo de histidina 

de la cinasa (que generalmente es un sensor), y posteriormente. del grupo fosfohistidina se 

transmite a un residuo de ácido aspártico en el regulador. Por estudio de la secuencia de 

aminoácidos tanto de los sensores como de los reguladores clonados (alrededor de 20 en 

7 



procariotes), se sabe que existe una alta homología entre cada uno de los dos componentes 

de un sistema específico (l, 53); aparentemente, durante la evolución de los procariotes, se 

seleccionaron sistemas regulatorios de dos componentes para detectar cambios en el medio 

y transmitir la información al aparato transcripcional. En general, las regiones carboxilo­

terminal de los sensores son homólogas entre sí, y generalmente son proteínas trans­

membranales. Una excepción a esto, interesantemente es el sensor del regulón Ntr: la 

proteína NR0 , que se encuentra en citoplasma; también uno de los sensores del sistema 

regulatorio de la quimiotaxis, el producto de cheA, es citoplásmico. Los reguladores por lo 

general, presentan una región conservada en la región amino-terminal, y otra en la zona 

carboxilo-terminal, donde suele encontrarse la estructura hélice-vuelta-hélice característica de 

proteínas regulatorias que se unen a DNA. 

El sensor recibe directamente la señal del medio, o bien la recibe otra molécula y se 

genera otra señal que puede detectar el sensor del sistema, esto es, en algunos casos la 

cinasa no es el sensor directo. aunque en general sí son las cinasas las que funcionan como 

receptores membranales que detectan los cambios en el medio. Si bien se ha llamado 

sistemas de dos componentes, esto es una simplificación, puesto que en general, los 

sistemas contienen componentes adicionales de transmisión de la señal y en algunos casos 

hay más de un sensor y/o más de un regulador. 

Para el caso del regulón global de nitrógeno, en el cual los operones forman parte de 

él están controlados por reguladores conmnes, también se sabe que muchos de ellos están 

sujetos a controles particulares independientemente de Ntr. 

La expresión de los operones Ntr depende en forma absoluta de solamente 2 regulado­

res: 1) el producto del gen glnF que codifica para la subunidad rr'4 de la RNA polimerasa, 

cuya presencia es indispensable para el reconocimiento de los promotores sujetos a control 

por la accesibilidad de nitrógeno. (ver esquema 1); y 2) el producto del gen glllG (proteina 

NR,) que se une a DNA. Es necesario tener una concentración intracelular elevada de esta 

proteína para que haya inducción de todos los operones Ntr, excepto el caso del promotor 

glnAp2 que al tener dos sitios de alta afinidad por NR,, se induce aún en bajas con­

centraciones relativas de esta proteína. 

Otro regulador importante, aunque no indispensable para la regulación de la transcrip­

ción de glnA y los demás operones Ntr, es el producto del gen glnL (NR0 ) (3, 11). Esta 
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proteina es una cinasa que cataliza la fosforilación y desfosforilación de NR,. NR, 

fosforilado (NR,-P), es la forma activa de NR, para estimular la transcripción de gl11Ap2 

(37), NR, no fosforilado es incapaz de iniciar la transcripción de glnAp2 (ver esquema 1). 

El mecanismo de fosforilación es igual al descrito para la cinasa del sistema de quimio­

taxis, y se ha demostrado que ambas cinasas pueden fosforilar, aunque con mucho menor 

eficiencia, a los reguladores de los sistemas heterólogos (36). 

NR0 no se requiere para la activación de la transcripción a punir de gl11Ap2 in vivo, y 

de hecho, mutaciones en glnL no afectan los niveles de expresión de GS es decir, ésta 

enzima se reprime y desrreprime casi igual que la silvestre (los niveles de GS son dos 

veces mayores en cepas que llevan una deleción del gen gl11L solamente en condiciones de 

exceso de amonio), aunque esta respuesta adaptativa se realiza a n"lenor velocidad. Estos 

estudios indican que existe un mecanismo independiente capaz de regular por fosforilación, 

estos sistemas; y que en células silvestres bajo ciertas condiciones, la cinasa principal del 

sistema es NR0 (53). De esta forma, NRu es una cinasa que actúa tanto como n::gulador 

positivo como negativo de la transcripción de glnAp2 (37) ya que controla el grado de 

fosforilación de NR, a través de catalizar tanto la fosforilación como la desfosforilación de 

NR,. 

En cultivos limitados de nitrógeno, la inducción del operón glnALG resulta en 2 

efectos importantes; por una parte, la inducción de GS para poder utilizar bajas con­

centraciones de amonio, y por otra, incrementar las concentraciones intracelulares de NR1, 

lo cual es indispensable para la inducción de los demás operones sujetos a control por Nu· 

(ver esquen,as 1 y 2). 

La actividad de NR 0 está modulada a su vez por todo un sistema que involucra una 

cascada de transmisión de información en el que aparentemente el balance entre el 

metabolismo de carbono y nitrógeno es la señal crítica; este balance se refleja en la 

relación de la concentración intracelular de glutan,ina y a-cetoglutarato (51, 53). Esta 

relación controla la actividad de una enzima: Uridiltransferasa (Utasa) (que es el producto 

del gen glnD). que cataliza la uridilación y desuridilación de otra proteína regulatoria (P11) 

(que es el producto del gen glnB) (4, 11, 21, 29) (ver esquema 2). Las actividades 

enzimáticas de uridilación y desuridilación de la Utasa, responden diferencialmente a la 

presencia de a-cetoglutarato y glutamina: cx.-cetoglutarato estimula la uridilación de P 0 , y la 
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ESQUEMA 2: Sistema de la urirlilación-desuridialción de la 
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glutanúna estimula la desuridilación; de esta manera, cuando las condiciones de crecimiento 

no estan limitadas de nitrógeno, la relación de a-cetoglutarato a glutamina es relativamente 

baja y P 0 esta predominantemente sin uridilar; y cuando la relación de a-cetogulatarato a 

glutanúna es elevada por !imitación de nitrógeno, la proteina P 0 tiende a estar uridilada. 

Por una parte, la relación de P 0 a P 0 -UMP, controla la adenilación de GS por la enzima 

Adeniltransferasa (Atasa), que se estimula por P 0 no modificada para la reacción de 

adenilación (11, 19, 21). P 0 también actúa en la regulación de la transcripción del operón 

glnALG (11) de la siguiente manera: P 0 no modificada tiene un efecto negativo en la 

transcripción del promotor controlado por nitrógeno de glnA (glnAp2), mientras que la 

forma uridilada de P 0 parece ser inocua para este efecto. La evidencia genética indica que 

la proteina P 0 no modificada, actúa a través de controlar la actividad de NR0 (3, 11, 15). 

La regulación negativa se debe a que P 0 estimula la desfosforilación de NR,-P por NR0 • 

En experimentos in vitro cuando se añade P 0 a mezclas que contienen NR1-P y NR0 se 

observa una rápida desfosforilación de NR,-P dependiente de A TP (24, 37), para lo cual es 

esencial la presencia de NR0 • Por último, la activación de la transcripción de glnAp2 

requiere de NR, ya sea que esté o no NR 0 (3, 11), por lo que parece probable que otras 

cinasas donen sus grupos fosforilo a NR,. 

La RNA polimerasa de Eschericlu·a coli asociada al factor as4 se asocia al promotor 

glnAp2 en ausencia de otros factores, y resulta en la formación de un complejo cerrado de 

transcripción (38); cuando la polimerasa y la región del promotor se incuban junto con 

NR" NR0 y A TP, se obtienen complejos estables que aparentemente es el complejo abieno 

de iniciación de la transcripción (38, 43); todos estos datos indican que el papel de NR.-P 

es estimular la transición del complejo cerrado al complejo abierto. 

Como se mencionó anteriormente, se han descrito sitios de alta afinidad de unión a 

NR, en las regiones regulatorias de varios operones regulados por Ntr, que funcionan como 

"aumentadores" (enhancers) bacterianos, es decir que su efecto estimulador puede obser­

varse a distancia de los promotores sobre los que actúan (48). Se ha propuesto un modelo 

en el que NR.-P unido a su sitio en el DNA hace contacto directo con la RNA polimerasa 

que lleva el factor cr', para lo cual se requiere que haya un doblamiento del DNA, ya que 

puede existir una distancia relativamente grande entre los sitios de unión a NR,-P y el 

promotor (43). NR,-P solamente activa los promotores que utilizan la RNA polimerasa 

11 



asociada a a5"' por lo que es posible que haya una estrUctura asociada a esta fonna de la 

RNA polimerasa que sea la que reconoce NR,-P (53). 

En resumen, existen varias enzimas celulares que estan sujetas a control por el sistema 

global Ntr. Los reguladores últimos de la repuesta a la accesibilidad de nitrógeno, son los 

productos de glnF (o"'), glnL y glnG (NR0 yNR,), donde la cinasa es NR0 y el regulador 

es NR1• La actividad de NR11 está modulada por otra proteina (P0 ) que a su vez responde 

(a través de la actividad enzimática de otra proteina: Utasa), a las concentraciones 

intracelulares de a.-cetoglutarato y glutamina que reflejan el estado del metabolismo célular 

de carbono y nitrógeno. Dado que la ausencia (por deleción) de la proteina NR0 no 

ocasiona fenotipo Ntr y presenta desrrepresión normal, aunque más lenta de la síntesis de 

GS, debe haber otra proteina con actividad de cinasa que sustituya eficientemente a NR0 

para la inducción de los sistemas Ntr. La hipótesis de que hay al menos otra proteina que 

actúe sobre NR, para activar los sistemas Ntr, también se ve apoyada por el hecho de que 

existen mutaciones que se localizan en región glr que ocasionan fenotipo Nu-; esto pudiera 

deberse a que para que este sistema de transducción de señales general, funcione adecuada­

mente requiera de un sensor o cinasa diferente a NRn. y/o de otras moléculas moduladoras. 
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ANTECEDENTES 

En el laboratorio estamos interesados en el metabolismo nitrogenado de Escherichia 

coli. en particular en la regulación de la síntesis de la enzima GOGA T y la relación que 

dene con el control de los sistemas regulados por nitrógeno (Ntr). 

Nuestro interés por la organización estructural del operón que codifica para esta 

enzima. surgió a partir de la construcción de una cepa que lleva una mutación por 

inserción del fragmento n en el gen gltB. La caracterización de esta cepa mostró que no 

presentaba actividad detectable de GOGAT, que era incapaz de crecer en arginina como 

única fuente de nitrógeno (fenotipo Ntr·), y no desreprimía la síntesis de la enzima GS por 

crecimiento en limitación de nitrógeno (fenotipo Gsd·); al complementarla con un plásrnido 

que lleva el gen glcB· se recuperó aproximadamente la n~itad de la actividad de GOGAT 

de la cepa silvestre, sin embargo conservaba el fenotipo Ntr· (l. Castaño, Tesis de Maestría 

). Este dato sugirió que el fenotipo Ntr· no se debe a acumulación intracelular de 

glutamina ni a la ausencia de la actividad enzimática de GOGAT; y planteó la posibilidad 

de la existencia de un tercer gen hacia abajo de gltD, sobre el cual fuera polar la inserción 

del fragmento n insertado en gltB. Este tercer gen del operón glt estaría involucrado en la 

regulación de los sistemas Ntr. 

El único plásmido que complementó a la cepa que lleva el alelo gltB225::n fue el 

aislado originalmente, pRSP21, que contiene clonado un fragmento de DNA cromosoma! de 

8.55 Kb que abarca todo el operón de GOGA T, la cepa entonces presentó alta actividad de 

GOGAT (debido a que el plásmido está en multicopia), fue capaz de crecer en arginina 

como única fuente de nitrógeno (fenotipo Ntr•), y fue capaz de desrreprirnir la síntesis de 

la enzima GS por crecimiento en una fuente de nitrógeno lirnitante (fenotipo Gsd•). 

Este dato apoyó la hipótesis de que en el plásmido pRSP21 se encuentran clonados 

todos los genes necesarios para complementar todos los fenotipos ocasionados por el alelo 

gltB225::Q 



OBJETIVOS 

Tornando en cuenta los datos mencionados en la sección anterior, se planteó la 

hipótesis de que los genes que codifican para la enzima GOGAT se encuentran formando 

un operón con un tercer gen de caracter regulatorio necesario para la inducción de los 

sistemas Ntr. El objetivo general del trabajo es conocer la organización estructural y 

fisiológica del operón propuesto, así como su participación en la regulación de los sistemas 

Ntr. 

Los objetivos particulares son: 

l. Demostrar la existencia de un gen cuya expresión es necesaria para la inducción de los 

sistemas Ntr. 

2. Demostrar que los genes que codifican para la enzima GOGA T se encuentran formando 

un operón con el tercer gen involucrado con la regulación Ntr. 

3. Aislar mutaciones en el gen regulatorio y caracterizar su fenotipo. 

4. Aislar y caracterizar mutaciones en el gen glrD. 

l.4 



RESULTADOS 
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A .2.0-kilobasc DNA fra1:,ment carryin~ untihiutic rcsi~h1ncl! markers '>\as insertcd into the g/tB ~ene of 
Escherichia coli pre,·iou~ly cloncd in a ntullicup~· plu~nlid. Rt.>placcment of tlu: chromosomal ¡.:lt/J+ gene by the 
gltB22S::fi n1utation lcd to cclls unablc tu synlhc¡.,izt: µ,lulamalc syntha~c. utilize gro\'-th ratc-lhniting nitrogen 
sourccs. or dt.>rcprcss thcir gluhuninc synlhctasc. The exi..;tencc nf a J.!llllIJF opcron cncuding thc l••rgc (g/tll) 
and sn1all (glt/J) suhunits uf glutamatc synlh•1sc anda regulatory pc..·plidl.' (¡..:ltF) at 69 min of thc B. coli linka¡.:c 
map wus dcduccd fron1 con1pl1..•1ncntulion anal.)"?>is. A ph1Mnid carrying thc t.•ntirc gltB .... IJ+ ¡.·+ opcron 
complcmcntcd cells for all thrcc ofthe ntulanl phcnotypcs aS1'>ucialt.•d uith thc polar glllJ225::!'t 1nutalion in the 
chro111oson1c. ll~ contrast. plas111ids carr) ing, ¡.:/tll .... onl~· c:o1nplcn1cntcd cclls for gluh•n1•1tc S) nthasc acti ... ity. A 
major trici~lrunic 111U.'."'.·\. n1olcculc ''ª..; dctcctc<l frmn ="orthcrn (l{~A hlol) l>SA-RNA h)bridization 
cxpcrin1t.>nl!i ""ilh D:-.OA. prohcs cunlaining !>ingle ~ene?> of thc opcron. A 30.200-dahon pul:'." pt.·ptidc was identiticd 
as the gltF product. thc lack of "hich '-\as respun-;:ihlt.· fur the inahilit.Y of cclls to U1'>e nitroge11-li1niting sources 
associated wilh gltll.225::!!. 

ln many microorgani~n11'> un1.lt:rguing. nitrogen limitation. 
thc conccrtcd action uf two cnzym..:-.. glu1an1ine -.ynth..:ta~c 
<EC 6.3.1.2) and g.lutamalr..: !->yntha-.c ( EC ::?.ó. l.53L lc:.u.b lt..l 
ncl synthc~is of 1.-glutamatr..: from u-k.ctoglutaratc anU ¡1111-

monia. In cntcric bacteria. anothcr cn:t.yn"lr..:. glutamate Uc­
hydrogcnasc ( EC 1.1. l.1) abo functiun'> in the hil.l'>Ynthc~i-. 
of L-glutamatc by catalyzing thc reductive amination uf 
n-kctoglutan1tc 'l.\:ilh an1m0nia. Ln'>~ of both glutamatr..: 1..h:­
hydrogcna1'>..: 41nd glutarnatc .... yntha-.c. hut not ci1hc.:r cnzyme 
alonc. render~ thc cell .... auxotrophic for glulamatr.: (4). 

Glu1amatc ...,ynlha:-.c oí J;.'.,ch1·1·ichiu c-oli C;.1ta\y/_c-. the 
forma1ion of twc..l glutamatc moh:cuk:-. from glut~rn1inc and 
o.-kctoglut•.ratc. Thc l:,.,". coli cn1:yrnr..: b curnpo-.cJ of fou1· 
<limcr~. cach Jimcr con ... i-.ting of l'•VO diffcn:nt ... ubunih "' ith 
molecular ma1'>'>C"' of 135 ~tnd 5::; kilodalton:-. t:!lla. :!-H. ln 
Sa/111011el/a 1ypliinr11ri11111, th..: ~tructu1·;.d gcne-. for thr.: l0trg..: 
and ~n1~dl glutan1.:1tc -.yntha:-.c :-.ubunit .... havc hc..:n tenn..:i..1 
1-:ltB ¡ind gltD. rc-.pcctivcly: h1.llh g..:ni.::-. arr..: cnntiguou~ anU 
probubly forn1 an operon at hlJ min uf thc link•11;c map { lKI. 
In/:..-. coli. nvo gene-. appan:ntly analog.ou-. h . .l anU havin¡; thc 
samc genctic organiz.¡ition a~ gltH anU g/t/J of s·. 1yplú11111-
ri1011 h¡tvc b..:en cloncU ( l:?. 17). >.:lt/J n1utalin1i... ;tll"i.:clinµ 
biosynthc~b of glutamat..: ~yntha-...: in E. coli -.imult~lncuu-.\y 
imposc thc Ntr- phclllllypc t:!h) on th..: cc\1-.. i.c .. lh..: 
inability lo utilizc -.ub~tratc'> -.uch a-. aq;.ininc ur pn .. Jlinc. 
'1.vhosc degradation yiclUs cithcr NH..i. • ur µlutamat..:. glr/J 
cclls also display thc a~u- phcnotyp..:. '"'"hich ¡~ the inahility 
of thc cclh. lo Ucr..:prc1'>~ g.lutaminc ~ynth..:ta~c when they an.: 
culturcd on g.lutaminc. an N-limiting amino <1ciJ that ~up­
ports su~1aincU gruwth (8. 19). A rclatiun-.hip hetw..:cn 
glutam~tc syntha-.e hiu-.yn.thr..:-.i-. and th..: Ntr nctwork ¡..., 
ft:rlhcr sugg.c-.tcU by thc finding that thc Ntr- phenotypc of 
1-:'18 mutanl'> can b..: -.upprcsscd by mutati1..ln~ in g/11/_ lrurUJ 
< l9. :?6J which rc-.ult in ¡, high i.;0nccntration llf g\utan1inc 
synthcta~e rcgardlc~~ of thc nitrogcn ~uun.:c uf the n1cdium 
(GlnC phcnotypc). 

In thi!>. work. wc c~tabli~ht:J thc cxi'>tcncc in E. coli uf a 

.. Corrc~ponding. author. 

.dt/J/JF upcron .:ompri-.ing g..:nc1'> cc..lJing ror thc h1rgi.: <glt/J) 
and ~mall (g/tJ)) glutaniat..: 1'>Y11tha-.c 1'>llhunib anU a thirU 
Uow1htrean1 gene. g/rF. th..: product of which ¡ipp1..·ars to br..: 
involv..;J in Ntr n:gulation. 

l\lATEIUALS A~D l\IETllODS 

l\¡lclcria and hacteriophuge ~train1'>. Ali of 1hc bacteria! 
~\rain-. u-...:U werc dcrivativc~ uf/:,·_ coli K-1::?. cxc..:-pt RRl. 
whid1 Í!-> an /::. '""¡¡ K-12-B hvbriU tTahl..: lL Str;...in PA34U 
canic-. a ~i.:lt/JIJF mutatil>n .. in additilHl to an un111¡1ppi;J 
tnutation th~lt alh:ct-. thc lcvd uf cxpre~-.ion uf the wild-typ..: 
g/111/JF llp.:n.111. a-. in pla~mid pRSP:?l. whr..:n introUrn.:r..:ll into 
P:\.340 l."l..'11-. by 11·.:u1-.f1..1rn1ation. A -.train carrying ;.lnly th..: 
dcl..:tinn ,.,.a.., 1..1htaincU by tran-.dth.::ing th..: arg(i3 I 1ic.-ivativc 
:..tXlJ71 '-'llh Pl prop~1gatcU lH1 P:\.340. :\.nH1n!! ari.:G' tr•1n'">­
duct~111l-. un.:lh\c to nlakc g\u1an1atc -.yntha-...; u.:tivi1y, one 
'"'ª.., ¡..,,o\atcd anll h:rm..:d :...tXlJK~. lnhcritancc uf thc 
~I t:lt/J/ JFl 1nu1atillll by thi-. -.train wa ... con1i1·n1ed by colon y 
hyb1idiz~1tion with pb-.mid pGOP3 or pRSP::?l h\hid1 con­
tain gl!U and g/t/JIJ/·" g..:nc-.. 1·c-.p..:ct1vcly. -.ce Fig. 1) a~ a 
p1 oh..;. 1po.'\.'73::Tn.5 ,., a-. fo1·1n..:dy ktHl'\\ na~ gl11F73::Tn5 (9). 

Culture nll.•dia. Clltl\f"llc' LB hroth ani..1 NN tninin1;.d n1e­
diu111 hilvc bcen pr..:viou-.ly dc-....:1-ibcd 111 J. Thc ai..!ditiun'> l1..l 
NN tli11;1\ conl.·..:ntr.:1l1lH1-.) '\\cr..: 0.2'"( ¡;lucn-...: a1'> the carh1..ll1 
-.nuri.:c anU 15 111:..t :--.;1t..i.CI fl1r N ,_.,.,i;c ... -. n1cUiun1 or l n1g or 
L-glu1an1i11..: p<..'r mi f1..H" ~-lirniting m..;diun1. Othcr nt1tri1iun:.1I 
rcquir..:111l.0 1lh wer..: -.ati-.ficd hy adJing the lilt..:r--.tcrilizcd 
compl1unU-. at prcUetennincd conccntration-. 11 ). Th..: final 
cunl..'cnt ratil1n~ of antihiot i..;-. '"'..:rr.: .a-. rll\11..n-.·-.: kanan1ycin. :_:\O 
p .. g/m\; -.p..:...:1inon1ycin. :?O µB.iml~ ... 1repton1y\.;"in. 100 µg.ln1l: 
tr.:tnacyclan..:. 10 p.g/1111: an1pí..:illin. lOll ¡.1..g.,1 1111. 

Phl1'>1nhb. Ali of th..: pla-.111ii..1-. u-..cd ar..: ~hown in T¡thlc 1. 
Pla-.mii..1 \)NA'"'ª" purilkU a'> Uc..,1.:-rih..;d by Betlach ..:l al. (5). 
Thc r..:\.;"ornbinant pla-.rnid-. c1..1n-.tn11.:t..:d '\Vt:rt: dr..:rivr..:d frun1 
pBR3::!::! t6L pHR.1:!7. ~1r pBR3::?H 1:HL 

En.1.yn1e ;.lcth ity dt.>lt.·nninntinn~. Glutan"lin..: ~ynthcta~e ac­
tivity wa-. UctcrmincU hy thc -y-g.lutan1yhran~f..:ra~c ª'~ªY 
111); ~pccitlc activiti..:~ are cxprc ... ~cU a~ nanon1nlcs of -y­
glutamyl hydroxam•1te furmcU pcr minute pcr millig.ram of 
protcin at 37'""C. Glutamatc synt ha-.c and glutan1a1c Jehyc..lro-
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TABLE. 1. Bao::tcri:.\\ .... tr;,ün-. <.n'l...l pla ... tní1..h 

E. '"-vli ~n--"'in 
or pla .. miJ 

Str..i.in ... 
lud-:!U lli,.,iJJ{ k\.d.\flu RRl 

P678-54 
PolAT~ 
PA34U 
MX6l4 
MXK48 
!\\X97l 
N1Xl17:?. 
MX\176 
MX1178 

F tltr l••u tití-/ !>U(lE lut·)' hiH.-\ ~cd 111ul '~'{ "'"'' 1utl 111i11 
polA.?/-UT .. ) 

h 
~l 
1~ 

-

gltIHl ~~llt-1 
~tpra-1.icl g1llE ifr-MW tlri-1 
rpoN73::Tn.."1' 
Same ª"" !'l.\Xt.14 bu.t ,1ri:G3 l 
S¡tme •~-. :-,.\ Xtt 14 hu\ 1..·~Jl1- J 
S~mc U'> !\\X.614 hut gdli-1 f...'.hH125::!l 
S•~me ~\-.. ~\Xt:l1~ but gltll:225::!.l 

¡.:ltH • JY /-' .. Ucri-.. ;,\\ivc of C<.\\El 
1-:lrlr /J .. J·'· Cm' úertv.,\iv..:- uf pRSP:!O 

U. .. llachmann 
3 

" " Thi~work 
Thb work 
"lnis.work 

Pla-;miU'S 
pRSP:!O 
pRSP21 
pGOPl 
pGOP3 
pGOL:? 
pGOPkU 
pGOGl 
pGOG:?. 
pGOG3 

glrlr gltJl::pUR?-~8 i:/rF"' :\p' T..:' <lerivath-'!! ~"'lf pRSP:!O 
glJB .. T..:' Ucriv;,1.ti.._.c of pBR3'.!7 

u 
Thbwork 
12 
12 

i.:ltn- Ap' J.eriv;1\i"'c of p\lR3~7 12 
¡..!llH225::U T..::' Sp..::' Srm' 1.k1iV~\ti.vc .._,f {lG0P3 
1-:/1F 4 .-\.p' d..:rl.v;,1üv.: uf pGOP\ 

Thi.~ WOf'k 
Thh. wotk 
Thi~ w,,rk 
Thb "'-'OTk 

S;,un..: a-. pGOGl hu\ .dtFJ::U Ap' Spc.' Sn\' 
¡.:/JF 4 T..::' •.h.'ti.,,·;,1tivc uf pBR~::!':. 

gcna~c acl\vitic'S \.Vt.!rc tlckrmí.ncU by thc mcüw...1~ of ~k~r~ 
e\ tl\. C?.2}~ spccific acl.ivhic"' an:: expn.:..,,-..cu a~ nanun\uk'.-. 1..'lf 
NADPH oxi<lízcd. pcr minute p1.:r ml\ii~r¡lm l)f prot..:in at 
room 1.1.!mpcruturc. Protcin -.vas n-tca-.;,un:d by th1.: n1\!th ... )ü l.)f 
Lowry et al. l 16). \.\.'\th bovínc si:run1 a\bumin a~ thc ~tan· 
Uan.L 

\argc g.lutamatc ~ynth~\SC ~ubunit ( Fig.. 1 l. wa~ ~ut at thc 
H,l.!J\1 ~itc. '"'hich intcrrupts this g.t:nc M 1.:?- k.i\ohasc~ t°rl."11Tl. it"' 

R~a~ents. Enz.ymc~ wcrc ohtalnc.J. from P-L \3.iochl!:mi­
cab. lnc. tSt. Goar. Fcdera\ Rcpuh\ic 1..'lf Gi:rmanyl. Arn.in\..' 
ach.b. vit;.tmin~. an<l antihiol.ic~ ""erc frllO'l Si.g.n1a Chcnlica\ 
Co. <St. Loui ..... !\-10.}. Radiochc.:micab , .. ·ere fron1 Amer-..h•un 
Corp. (,r\.r\ington Hdg.hh. 1\\.). LB mc ... tium i.ng.n.:::Uícnh w..:r..: 
from Difco Labon.,torll!'.-. t Dc.trolt. ~tich. ), and l."llhcr n:;.tgcnt-. 
wcrc of ;,1na\ytka\ ~ra<lc. 

Phcnotypic chaructcrb..ation. The ph!i\.itropic Ntr ph1.:no­
typ\! '"'ª"> -..corcJ ~,.., ..::e\\ gro\.v\h on O.:!.'."< L-arg.in1rtc a-.. lhc. 
on\y nitrogcn ~ourcc t/\ul). Thc abi\ity of cdb \o Ucr..:pn::-. ... 
thcir glut~1n1inc ~ynth..:ta-.,c un1.h.:r nitrogcn-\\miting ..::nnl.!i· 
tion!-. uf g.ro,~:th tG~d) i-. anothcr Nu·-a-.. ... ociatc<l phenotypc 
{13. 14. :?.':>). Thu-.., thc -..pccifü.; ;,\clivity of g.\utaminc -.ynthc· 

5' cnd, On lhc '-."1\hcr hanJ.. UNA ofphl~m\U pHP4SH t:?.~l was 
dig.c~tcd wilh cn:t.yme HHrnH l. ""hic:h gcncr;ltC~ two frag­
m..:nh of ~.3 :.mJ. 2.0 ki\oba~cs. Thi: :?..O-kth .. 1ba~c DN.~ 
fragn1cn1. h•'~ bccn "'>hl.nvn to C\.,ntain thc gene which confcrs 
rl.!~i~t:.tncc to 5trép\l.)n1ydn anJ ~ricctin1...'"lnr~·i::in t..Sm1 S{"I..:' ). in 
;.ll.h!ition to \r;.,n-.cri.ption ~ln<l. u·nn-.,\atkH'I t1.:rnünati1.'n 'c­
qucncc~ <~8L Thi.., so-ca\kd n fragn1cnt \va.., \igatcd. to 
pGOP3 prcvkn1~\y \ine;.lrizcd -. .. ith U¡..:ll.\. and thc \ig.aüon 
n'lixtun:: '"ª~ u-.,cU to 1ran..,,f1,.1rn'l RRl con1r11.:tcnt ce\\~ t.Tab\c 
1). Sdcc:tiQn '''ª' pcrf1.Wn'lc\..\ on LB rilatc.., ~upp\cmcntcd with 
....tn:pton1ycin. Thc Sn-,.• ;.:ü\onic~ that april.!"arcd upon incuha­
tion '"ere tc-.tcU for thc a..::con1panying Spc' :.rn<l T..::• phcno­
typc'!-.. Rc~trk:ti.on cn:t.ynlc 1nappi.ng. 1..'lf l)nc 1...1f 1.hc fC'!-.Uhing. 
plasmid~ <:onti.rmcU thc in~t:rt ut thc H.d\l sitc of pGOP3. 
\hu-.. interrupting t-:1111 '" íthin thc 5"' h~üf of thc gene. 

1:.i~c of cc\b gn..lwn .... ·ith L-glutan.1\nc a-.. the M)k nitn.1gcn 
sourcc i~ a quantitativc 1nca~urc \..)f thi.:: Ntr fun..:.tínn. Thl.! 
cnzymc n1a<lc undcr- thi~ condillon i~ fu\\y a..:t\vc li\1...h). nthet­
icaUy. i.c •• unaJcny\y\atcd. \n L.1..::t. g.\utaminc -.,ynth..::ta-.c 
dcr~prC~">\on i-.. more -..cn-.ith·c \n \ow h;vd.., of thc g.cncr~\\ 
Ntr ;.\ct\v:.ttor ~R1 than are 1...'\thcr Ntr-a-.;-.o-.;};.,tcd phcnot~ pe-.,, 
~uch a~ Aut t:?.7l. Ccna\n E. coli n1utant-... Íl.1r in .... tan..;c. 1n;,ty 
wcak\y <lcrcprc~~ l.hcir g\utarninc -.,ynthcta-....:. d..:ar\y 1mfo . .:at· 
ing NtI" functi.onaHty, yct in~un1cknt to tn~lkc thcm /\ut · { .... ce 
Table 2). 

Throughout thi~ paru::r. t\ lh ... tinct\l.'ln h..:t...,\cen th..: G-.,.l.\ ;,md 
Ntr phcnl.itypc~ i~ kcpt on\y für thc cvcntu~\Hty that an 
additi.onal rcgu\at1..1ry fachw li.e .• t.hl.! ¡.:/rF producl ho.:..: 
Rco:,.u\ts and 01.scu~~ionll cou\cJ. dir..:ct\y dcrt:pn.!"!->.-. g.1uta1ninc 
s-ynthct.asc without uctivati.ng th..: cnti.rc Ntr :,,y~tcm. 

Gt:nctic und rccombinant OXA procc:durcs. Prcp;,lration of 
Pl drA \y~;,\\!.!~ ;.in<l U-<.\n..,duction pro toe: oh; werc a~ J.c~cribcü 
by ,.\iUer {23). E. n>li cclb wcrc prepared for tnm~forrnntion 
as dc<a-cribcd by Coht:n et u\. ( 10). 

For con ... trucüon of thc glrU225::n in~ertl.on. pla">miJ. 
pGOPJ \12). "\Vhich c1...'lntain .... the complctl.! J,!llU gene for thc 

To ~ubclnnc th....: .i..:lrF gene, p\;,\..,miü pGOPl ¡ \::_\: Fi¡;.. l l wa~ 
Uic.c .... ti.::d ....,..,..ith ~'útral. and Jian1H\ hnkcr-. wcr....: ~u .. hl.:U. Aftcr 
Ji;1mH\ dig..:'!-.Ü"-H"l. thc nli-...tnrc "'ª"' hg.at.:J. anJ. U"'>CÜ \\.'! 
tran..,forn1 E. n1li RR\ ..:d\-..: ~dc..::\l1...)n '"'''"..., lh,nc for Ap' tTc') 
\\.' ;1\\ow fur rcdrcu1ari1a\lnn fn.-,n-1 thc HamH\ '.-.itc ín pBR3~~ 
\n tht: Smal -.itc lh' v. hkh Ht1ml \ l \ínkcr-. had hct!n a ... tUcd) in 
p(J{)l'l '\Í.1.hout intcrrupliun 1.)f ,i..:lrF. :\.p' Te' tr;.ln..,f1.H·n1ants 
\..., crc :--.cn::cn....:d for th..:. prc..,cn...:c üÍ th..:: Ül!'!-.ÍTc\.\ p\;.\-..nlitl hy 
rc .... tric\ion cnLyn1...:: ana\y-..i.,..,. Thc r..::-...u\tant p\a...,n1id. pCJOG\ 
{Fi.!:!,. ll. Cl.,nt~Ünl.!d a l.}:.-ki\l)\.'la-.c dul,nlO'!-.l\Ola\ fragnlcnt 
in1n1...::Uiat1.::\y dov,·n..,trl!a1n of t!ltl>. 

To ..:0n...,,tn1..::t thc l:ll/-"J::tt in..,cni<..1n, p\a...,nüú pGOG1 wa~ 
cu\ al thc llind\\\ -..itc that intcrnlph .drF ( Fig.. 1) ~tnt.\ \ig.atcd 
, .. ·ith thc n DNA frag.mcnt C<lt'r) in~ llirH.l\\\ cnu ..... Thc 
\it?ation n1ixturc ...,._.ª.., U'!-.<.:1..l t\..' lran .... t' .. nnl RR l. C\)tnpct..:nt c..:\\~ 
wi\h :--.dc..:ünn for .-'\p' Sn1' Spi.;' t1,¡u1 ... fonnant-.. H.c,triction 
cnzymc n1:\pplng. uf th..:: rc-.u\tant phl'.-.nliü. rGOG:?.. Cl.)O~ 
flrmcU th~\\ thc n fragn,cnt wa-... ln~encd al thc uniqu\! 
llim\\H :-.itc. 

'\Vith thc pu•fH."\~c uf con~truct\ng a p\u.sm\U in "\Vh\ch J..:ltF 
wa-. tn.\n~cd.bcd fron1 thc anti·tt·l promotcr of pBR'322. "''e: 
~ubc1oncJ thl! chromo~onm\ frag.mi.:.nt of pRSP:?.O { l~~ Fig.. 1) 
from its ~c.cond E"cnR\ ~itt! immcdh\tcly down~trcam of ultO 
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~· 

pGOG2 Ap" Spe"' Sm" 
Q!!..E== ..n. 

pGOG3 Te"' 

G!.!....E: 

~ ~ " " .. 'U. 
I!!!! <I!!!' 

RH 

<!!!! ~ 

-
FlG. l. Schematic reprc!>cntation of th..:: pla-.mid-. u:-...::d. Thc: 

a.-rowheads im.1icatc dircction uf tr;.m~cription. VccH.,r DN.·\. is not 
dr.iv.·n to scalc. Only n:lcv;.ml r..::-.triction cn1:yn1c ~it..:-. are -.hov.n in 
pRSP:?O tl:?J. pRSP:!l. and pGOPL Abbri:vi~1tion-.: U. ll11mHl: ll~. 
B}-:111: H. //ittdlll: I>. P.,11: R. EcoRI: S. Smul. In pl;.1-.nlid pGOPl. 
thc ~mall EeoRl fra1!mcnt th;.ll n1;.1kc-. up thc ~111> 3' cnd \~a-. 
~Ub"'ititutcd by e, oRl-lincaril'cd pBlC\:!8 i l:!J. In pGOG:!. th..: !l 
fr..tgmcnt lSpc' Sm'l wa-. in:-...:rtcd ;1t thc //111dlll -.itc. H.c\..:v:1111 
ve hiel..:: promllt..::r~ t P Cm ;.1nd P ;1nti-kn ~1nd thcir dir..:...:tiun llf 
tr..1n-.cription 01rt: indicatcd (;\;:!). Supl.·r-.cript-. R ;.1nd S i1nlit.:;.lti.: 
rc~i-.tancc ;1nd ~cn-.itivity. rc-.p..:...:tivt!ly. to thc ;1nt1hiotic. Poim..:: 
?.ymboh. a!-. in 'J.:11/J anJ i.:ltF'. ind1co1t..:: dbcl~nunuity ;.it thc :'' ;1nd 3' 
cnd ... re!<>pcctivcly. In pGOL:!. only l!flJ) i-. ...:ontplc:tc. Thc carbuxy 
tcrminu .. uf i.:/zF ,,.;.,, údctcú úuring lhc Clln ... truction ofthi-. p\a-.m1J. 
Symbol~: -. chromo .. omal DS/\: t ~•. coding rcgllin ... : - . \·c..:tur 
D~.A. 

up to thc /'.\ll .. itc of thi.: vector. Thi..; fntgrncnt l.lf apprn,i­
mately :?.8 kilob~l!<>C"'> wa ... cluni.:d into pbsmid pBR?<?:? pn.:vi­
ou~ly dige~tcd with E< oRl :.md Psrl. Tran-.rormation uf RRl 
competcnt cdls \cd tu Te~ (.~\p .. ) clones carrying p\a-.miU 
pGOG3 in which ~ltF i~ tran~cribcd frorn thc: anti-te! pro­
motcr. 

!"orthcrn <R!"A) blot RNA-DSA. h)o·bridizalion ... Total cd­
lular RNA was isolated a~ dcc;;,cribcd by Aiba et al. l:'.L 
Agarosc gcls cont~tining :?.:? !\1 formah.khydc wcre prcparcd. 
and tht! RNA preparution"> \.VC:l"C clcctroph1..iri.:~cd us di.:­
scribcd bcforc <:?O). cxccpt that 1 mt..1 Na:?HPO-l and 1 m~1 
KH 2 PO-l wcrc addcd to all of thc buffcrs (pl-t 6.0). Gel 
trJ.nsfcrs and niuoccllulosc filtcr hyb.-idiz;.ition, wen: c~trried 
out as dcscribed bcfo.-c C33). 

Pol:ypcptide synthesis by minicells. !'-1inice11s ""''Cl"I.! purificd. 
by threi.: scqucntial suc.-o~e g.radii.:nt ccntrifugations C:!l). 

i:l1/UJF OPERO~ OF F.. COI./ 

from strain P67H-54 lTahh: 1) pri.:viou ... ly transfl.nm..:J .. ..-ith 
thc diffc.-cnt plasmitl~. Thc: minicclb wcrc !<>Uspentlcd in 
mcthioninc a~!'>:1y n1cJium ( Difcol unJ incubatcJ with ...... S­
labclcJ L-mcthionine t5ll µCilmll for 30 min ¡1t 37"'C with 
shaking:. Radioactivdy lahe\cJ minicell-. w..:ri.: c..:ntrifugC"J 
and suspended in 50 µ1 of -.ampk huffcr t 10~·; g:lyc1.!'rol. :?.3<;é­
sodium doJccyl ~ulfat..:. O.h:?S M Td-. lpl-i 6.8\. .5<:i (3-
0lcrcaptocthanol) an<l hoilcJ frl.)Ol :? \l.., 4 min h..:forc Z5-µ.I 
samples weri.: ~uhjcctcJ to ckctnlphl_lrc~i~ on so<liunl Jodi.:­
cyl .,ulfate-polyacrylami<li.: gcb. 

RESULTS .-\.:--.;:O DlSCUSSIO:" 

Charactcrization oí thc g/t/l225::1l mutatiun. Thc ,.:Ir 
B.1~5::n inscrtion wa ... con~truct..:<l :.,~ <lc~crihcJ in ~l¡lh:l"ial-. 
:Lnd f'lolcthotls. \Ve induccJ. ho.)lllologou-. rccon1hin:1tion of thc 
~lrB225::n allcle into thc chroml.1 .. omi.: hy tran~fornling. a 
po/ACl"s) strain with pla~rnid pGOP:. tgl1Il.J25::!l) :11 ,:.o~c. 
Sincc this ~tnün hi.:ar~ a tcn1pi.:ratun:-~en-.itivc DN.·'\. poly­
mcrasc 1. it i~ unahlc tu rc.:plicate ColEl-typc ph1!->mid~ :.lt 
4~"C (15). Afti.:r 5 h al 4:?cC. thi.: cdl ~ll..,pl!n">ion wa~ ... prc:.u.1 
on LD-~trepton1ycin-~pcctinun1ycin platc:-.. lnJi.:penJcnt col­
onics that appcarc<l upon incuhation al 37'"C wcn! ~crc:cncd 
for tetracyclin~ ... cn~itivity. Or KOO ..::o\l.llli..:~ tC!<>lCU. ~ had thl.!' 
J..:sircJ Te' Sn1' Sp..;' phl!notypi.:. Pl \·ir...\ wa-. propag.:ltc.:J on 
one of thcsc !->train ... and thc r..:~ulting. ly:-.ate '"ª~ u..,c<l to 
tran~<lucc s1rain ~\X117'1 li.:dli-/l to Snl~ ¡1nJ Spc'. Pl \'ir.r\ 
gro .. vn on onc of thi.: tran ... ductant:-.. ~tX 1176. WOt!<> th..:n u-.cd 
to trans<luec stro.1in .. MXll14 lwil<l lypl.!'I. ~tX848 (rp11:V73:: 
Tn5). t..\X.971 argG3/. and MX117::!. lgd/i-/) to Sm' ~1n<l Sp..::~ 

<Tatile l l. Count..:r ... i.:lcction wa ... <lllllC fl.ir :\.ul . Kn1' Gin-. 
Arg' Aut- • and Glt - • rc">pl.!'ctivcly. Thi.: rc:-.ult-. ~howi.:<l 
g/t8225::n cotran~du .. :ti1..ln with arg(1'31 (40''( l and 
rpol\.'73::Tn..'i l95r; 1 hut not with gdh-1. 

To check \Vhcth..:r the n:con1bincd ..:hrllOHl~onHI\ nn1to.1tion 
Wa'.'. thc ~aml.!' ¡1!-. that in pla ... irlÍ..l pUOP3. l>NA-DNA h;hoiJ­
ization wa-. carricd ullt '"'ith pGOP> DNA a-. th..: prnhi.:. The 
rc-.ult!-. l.'.ontlrn,cd that lHllltoh11!llll.., ri.:..::on1h1nation had oc­
currcd in thc: tran-.ductant-. (Jata not -.llll\\OI. 

Tran,cription of ,;lt/JUF :.1!'> an opcrun. Bulk RN.-\. ... fron, 
four Jifferi.:nt -.train-. ,.,,·ere purili.cJ fro.lln ...:ulturi.: ... grl.lWtl l.lO 
cithcr 15 m~t Nlt_.Cl nr ll.::!'( !!luta111;:11c a-. th..: -.ole nitrog.cn 
MlUr..::e. Thc -.,ean:h for g/r/ll>F-!-.pcc1ti..:: mRN:\. u:.ui.....::tipt-. 
wa"> carricd out with thrcc diffcn:nt h~·hridiLalil.lO píl.lhe~: :.1 
1.8-ki\oha">C //i11Ulll-.t:ltlJ intcrn~l\ fro.q,:.m..:nt. a 0.6-killlba'!-.e 
/.:."coRl 1-:lNA fragmcnt cun..:..,pondin~ tn thc 3' half uf glcJJ. 
an<l a 0.-lS-ki\oha-.i.: /li11dl 11-JJonil l I frag1nent Juwn ... trcam of 
;.:ltD which inchu.1..:-. p~u-1 uf g/!F but i... J..:vuid uf gJtU and 
,.:11/> ... i.:quencc-. l Fig. ':!.l. 

.·\. nlajllr laq!c tr;1n~..:1·ipt uf ;1ppnn,in1at..:ly 7 .~ kiluh:.1:-.e-. 
wa-. d..:tcctcJ frum ~1Xh14 ur ~1X61-tlpRSP~l) ccll-. with 
i.:ach uf thc thrcc prllb..:-.. ti.:~tcd. Th..: trat1"..:ript ¡.., 1.5 kilo­
ba-.c:-. lungcr th;1n the -..il'i.: c:-..p..:;.;tc<l f1..1r a i,:lrll-glrl> rnRNA. 
and ~o it carric:-. ..:nough RN:\. ll., l!OO.:lldl! :-.ynlh..:-.i-. llf a ...,n,all 
gl1F polypepti<lc. No -..u..:h tran!-.c::ript wa-. 1..ktcctcd with ~1ny 
of thc pn>bc~ in the total RN.·\. puritied from l!ith..:r MXl 176 
lg/1112:!5::!.l gdh-J) l_)r P:\.34ll t~gl1JJDl-·1. 

\\'hcthcr othcr mRNA han<l:-. in thc gch c::urrc:-.pond to 
tran~cripts of cithcr onc or two gene!'> of thl! upcrun or to 
<ll.!'gl"ad;.ition product'!-.. of thc thr..:c gi.:nc mllN.·\.'!-.. ri.:quirc~ 
more careful exanlination. 

Our rc~ults :.1\so indicati.: that ~ynth..:-.i-. of thi.: 7 .5-kiloha">c 
RN.r'\. is reprcs ... cU by glutamate whcn this ¡..., u~i.:d u:-. thc ~ole 
nitrogcn ~ourci.: in thc g.-owth me<lium (compare lani.::-. G aml 
N of Fig. '::!.). in agrecmcnt '"·ith thc p.-eviou~ty oh~e.-vc<l 



824 CASTANO ET AL. 

A) 

Bl 

.---P~Obe A­
pRSPZI PA3-40 MX614 W.X1176 

GN GN GN G H 

' w 

-Pl'Ob• 8------. 
pRSPZt M340 MX6l4 MXU76 

GN G N GH GH 

-Pl'Obe e---...... 
pRSP2S PA~ NX6i4 loDCU76 

G N 

~\ ... 
1 

GH G N GN 

J. BACTERIOL. 

FlG. :?. :-.::onhcrn hlot R~A-D!".-\. \.!':...pc1imcnh. Cuhu>c'> frotn ""'h1ch \l."\\~tl RSA:.. wc1c puriticd a1c: indi.:atcd "'' having ~ l01inin1al mcdium 
c:ontaining 15 m!'--1 :--;H.,.Cll or G lO.::!.<:"C L-glutamatc.:l .,.., thc -.ok n1trog.c:n .. uurcc. N cu\tun:::.. of :..train PA340 abo carricd 0.0'!'7é L·glutamatc to 
5ati5ofy thc rcquircml!nt uf thc :..train. {.-\.1 S...:hcm;111c rc:rrc-.cnt;1tion of thc i:lt rc:gil.)O from "" hich probt"-. A. B. and C Y.ere purificd. (lJ) Total 
RXA .. '10 µg) from thc ...,1r;1in-. indi..:~1tc:d '-\CTc: hlottcd ;.tnd hybndi.t.cd Y.1th prubc..., :\.U. ~md C. Lanc..., labclcd pRSP!l cont:.1in 10 µ~ oftotal 
R!"A punti.:J. fr.,,1111 -.\rain '.\1Xhl~CpRSP:!l,. \11."hcn total RSl\ purillcJ fl·om -.1rain ~1Xól4lpRSP:!ll "''ª"" u .... cd. thc lanc: v.a-. hcavily labdcd 
Y.hcn hybridizcd v.ith prot"lc .-\.~ -.incc the b.10..:l-.gH,und r.t1...11u;..:ti\.ilJ ""1' prn!_!1c-.-.ivdy diniini ... hc:d a-. thc more dl.lwn-.1rc:;1m pro~~ Y..l!TC u:..cd. 
thi.., implic.., -.pecitic 3· to~· dc~r:.idatinn. Cln-.cd aíH)'-1,hcad-. indicatc th.: nii~ration of lbS rR='l\ l3.000 nu..:ko.Jtide .... J. Opr..•n .1rn.)v.hcad~ -.llllw 
a lar~c tro.1n'>\.:íipt of 7 .~UO nuclcntidc-. or mure dctcctcd ""'ith ali pr~lhc~. 

rcprcs~ion of g.luw.matc ~yntha~c by glut:.t01~h: l7. 30). Thc 
mcch<.tnbm undcrlying thi~ cffcct of glutam¡1t1,: is unknown 
but appcar" to he unrclatcd to it!'> :.1ction a~ a nitrogcn-limiting 
grov.th ..,ourcc. Glut;,1minc. "' hich at..,o act~ a ... a nitrogcn· 
1imiting ~ourcc for E. coli. dot:s not rr.!prcs ... glutam;,1tc 
~yntha~C synthC!'>iS (""}'¡1hlc :?L 

ldcnlificalion of lhc ¡:/1F ¡ml)·pt..•ptidc product. Thc tran~la-

Gru...,th 

Str.l\n lpla .. miJI .onJ 
ph.:nul) r.: 

tion products of thc gil rr.!gion wcrc charactcrizcd in \he 
miniccll ~y~tcm. ln addition to thc larg.c and small subunits 
of glutami.tlc ~yntha ... c.:. thc: polypcpti<lc product~ of thc >:ltB 
:.1nd -µltD g.cnc~ l l:?. ::!4). rc~pccti' dy. wc idcntificd thc >:llF 
prod.uct a~ a 30.:::!00·J.alton pr..)lypcptidc t Fig. 3) not prcscnt in 
minicc11.., carrying cithcr th.: contrnl pta-.mid pBR3:?.9 tFig. 3. 
Jane::?.) ur pGOU:? l.dtF/::H: Fig. 3. lanc 7). Synthcsis ofthc 

Sp.:.:11\..: •• ..:11'"1t) ~·t 

r.:\.:vant ~enot)·pc Glutan"\alc -.ynth.1.,c Gh1t.1m.1lc Jd1)d1'1¡;.cn.1 ... c Gl•11 .. m1n.: ,.ynthct .... c 
GI• Ntr 

Nlirnllmi;. N c.,.;e-. .. N \1111111ni;. N c'll..::.: ... ,. N hm1ting N C)l...;c .. -. 

MX614 ·wild typc 71 07 :!05 :!Uh l.ll40 l:?.K 
P AJ~O cdl1- J ~i:l1IJLJP ll o ll o 307 :!SO 
M.X98.H ~J.:ltlJDF () () 261 185 :!.00 l::?H 
MX117::?¡.:Jll-/ 79 7' o o 1.100 120 
MXl 176 J.:~111·/ J,:ltll2~5::11 o o ll o 3"JO 330 
MX1178 ¡.:ltB~25::!l + o o :!8:! 214 190 100 
!\.1X614lpRSP2:11 i:ltB•JrF· + + 781 751 NL> :?::?9 7~5 150 
MX9XH1rRSP::?l1 ¡.:l1B· v- ¡.·· + + 784 ND 121 NL> 1.117 160 
MXl 176tpRSP21) gf11r Ir F ... + + 575 607 o () 731 210 
~1Xll76(pGUPll clrH· g/1F· + 18 16 ND ND ~D NL> 
MX117HlpGOPll ¡.:J1B- glrF- 15 18 188 ':!19 ::!.70 180 
~tX9KXlpGOP3l i:ltB • o o 141 NL> :?hO 130 
~tXll761pGOPJl 1 .. :t11J· 37 54 o o 320 :?00 
~tXll78tpGOPJl gJt11• 31 34 33::!. 174 690 :!.5K 
MX<JKfüpGOL:!I gltlr o o 11::!. NL> 170 :!.hO 
~tXll7b(pGOL:!I 1:/1/Y o o o () ~50 33':! 
MXll7XtpGOGll cltF- o ll :!7K :!19 410 110 
~tXl 17KtpGOG':!1 1.:/rFl :n ll o 253 23~ 440 150 
~tXll7K1pGOGJ1 J...•lrJ··· ll o :?.34 :!45 305 140 

·• Enz~mc .. ..:11,.111.:-. ar<I' Cll.f'n:-. .. .:d ól"> nanomuk.., uf NADPH u'll.1J1LeJ pc:r minute pcr m1lh¡::.ram of protc1n al ~t·C f.,,-...- ¡;lu1;.n1atc "')ntha ... c anJ ¡::.lut .. matc 
dc:h)Jru¡;.:n ..... .: .tnd .. ..., "º'"''mute-. .... r "'r-¡;lu1anlyl h) Jro,am .. 1e furmeJ p.:r nl1nu1c pcr m1l11¡¡.ram ol' protcin at )7~C fur ~lutaminc ') n1he1 .. ,.c. Zcru "aluc ... .::orrc'i""-'"d 
to :;;;1.0 t.: .. hu ... c thc .::untrul-. "•1houl ¡tlut;am1nc for ¡tlutarnatc ,yn1h.i-.c ur ...,jlh•lul ammoni;i fur ~lutamatc deh)JíU\tcna,.:. N hnutm• anJ N clO..CC"'"' 1nJ1.:atc ¡:rowth 
un :"-.'.N mcd1um o..:ontainint: fi.1-1 rn~\ L-i,!\utaminc on l!ó n1!'.t NH.CI ª"' thc .. ole rutro¡;en '!>ourcc. rc'>pcclivc\)". Enzymc -.pccific actn1tic-. .. re thc mean'!> of 1wu 
dct.:rmmath1n-.. -...i1h -.tand.ird J.:,1;1tion., of le-., than 1:'>'7< uf lhC mean. c'll.i.:ept fnr ¡;lu1~1matc '!>)'nlha.,c. fur -...hich thc lo'a\uc-. are th.: mean"' uf thc Jctcrmination,. 
anJ 1h.: ... 1;.1nJ.trJ d.:,.a.1l1<1n-. are.,.., h1¡;h il"> -tOS: uf lh.: mean. Gii Jcnutc-. prntotruphy 1 t-) or au,utrophy (-) f,lr ¡¡.lutamate. Nlr "·•'> '!>..;orcJ b)' thc ab1hl)" of.:clb 
to utillzc O.~.-;. t ·:•r¡¡.uun.: a-. the 'ºle n11ru¡;cn -.ourcc. SD. N,n Jctcrn11ned. 
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7 8 m1't NH~C\ (nitrogcn cxccss) or l mg of gluto.m1inc pt!r m\ 
(ni\rogen \imhatíonl as thc sote nítrogcn sourcc in lhc 
mcdium. ll b m.")\cworthy that ncilhcr g\utamate ~ynthas.c 
Ol."tr g.tutumatc Ui!hydn..'lg.cna-.,c apfh!~\rcU to be rcg.ulatc<l by 
cithcr nitrogcn ~ourcc tT~lh\c '1.L 

"" "" 

Thc thrcc phcn1...--itypic Ucfcch as~odatcd '-'•ilh thc .:hron,o­
:sornal .t:lzB22S::n a\kk in ~1Xl176 or !\1X117~ cl!\b. i.c .• 
\ack of g\ut~\m~ltc ~ynt\rn...,c activí.ty. Ntr- afüt GMJ-. aml thc 
g\ut;.tmatc aux .. Jtruphy ~1f ':\lX 1170, wcn.= cün\p\crncntcd hy 
p\a~mid pRSP::!.O ur pRSP'!l (Tahh! :!L in "'hi..::h thc cntirc glt 
regí.un""ª°" ch.Hh!d in an l:o\,55-k.i\...)ba~c DN/\ scgn1..:nt ~Fig. 11 . 
Nonc of thc pla-..n1\\,.\..., carrying. indi.viUua\ opcn .. 'ln genes. 
h,1wcvcr • ...:out..\ cotnpkrnctH ;.,\\ of thl.!' phcnutypic <lclc...:t~. 
Fron' thc~I.!' rc...,uh...,, ,._,e Cl'lndudc \hat in ~\Xl176 and 
~1.X\178. the gltU215::n in .... enion ¡..., f\\.)\ar ovcr thc J.o'l.vn­
-..1n.:~ur1 g.<:ne" of thc 1..~pcnJn, in agr1.:cn1cnt \.Vith pn.:vioU'> 
e\. ídcn..;..: 4.lll thl.!' J.11 t:c\\1.ln .,.,f tran-..criptÍ• . .ln frorn gltH to glcl> 
<l~I ;. ... nJ. ~qiparcntiy tu dtF. 

Cunlpktncnt•tllt.H\ lor t.lutan\ati.:: ~yntha~c acti.vity wa..., aho 
achic-.c1..! In !\\Xll7h by riGOl·~ tglrn· 1 or pGOPl (J.:hlJ~ 
g/rF' L pRSP~1 dlr..:l:tl.!<l X- to 9-fo\d incn.:a~cJ. k"·cb of 
g.hn;,ur1atl." ..,~ ntha-:-.c acti-. ity 1.,l\. cr th;.1t 1.i.f ""''ild-typc cdh.. 
whcn~a..., pGUPl am! pGOP~ Uirc~\1.!'.U 5.5- anU l .6-fotd re~ 
J.ucl.!'J kvch. n;...,pcctivdy lTabk '.:!,). lt b. pü~~ib\c thal 

FlG. 3. :\ut.._w;1J.i,)~rarh uf a 10 h) \5•:t- pü\~ a.;:r~ \~1n1H.1<.:-..,1~d11.J.1n 
Uo<lccyl ..,ulfatt! ~r;,u.ii<.:nt gd. '>hu\~H"\~ \''Slm<.:1h1ornnc-\;1hd..:d pr.._1-
tcin-. cncod..:t.I h¡. v.111~,,1.., p\.1..,muJ.-., Lan1.:-.: ::!. l't>"7~-5.11pBH.:\~~1: 1-. 
P678-5·HpH.SP21l~ ..\. P1>7K-5.11¡-.tlOPl 1: 5. Pt..7~-54\p(j()(_j}): (1, Pt.7H­
~4t riG0Gl l: 7. Ph7i-;-~J.1pCiO{i°2): ~. P61:-\<"4q·•HP.1.50} ("lSL Thc 
nun1hcr-. 0.11 th<: kfl tn;.11~in of thi.: ú~u1e \ndi..'ah:: mnh:c::ub.t' m;.1 ... -... 
mar~..:r-. in kih.l>.b\tun-... l h<: ~/rF ['IH,lCll) proJu.::t of ~o.~0111.\a\ton-.. i-. 
inUi..::atcU by arr•.Y\ .. h1.::.u..I-.. l.<•tt"-t.: ;1nU .,IH.1\l ¡,::\utamatc -.yntho.1-.....: 
-.,ubunit-. n10.1dc by rnink..:1\-. ..:nnt.11n1nµ. pl.~-.rniú pH.S1'2l 'bn<.: 3l ·,uc 
inl!icatcú by L ¡1n.J S. rc ... fH.:..:t1\.d~. Thc tn111..:::.1t..:r.1 -.rn,111 -..ubun11 
syn1hc-.i .. c.J by min1.:.:d1' .. ~ tth pGUPl ¡.., indi..::~1t..:U ~1-. S'". 

~\Xl 176 <pGOPl} ~c\h ~:·1nhc~i.tc hybrki g\u\amatc ~yn­
tha:-.c mnkcuh::.., th¡\\ ~Llnlain th..: norn\O\\ Lu·gc cnf.yn°\c ~Ub· 
unlt. a-. .... nchltc ... \ "" ith c:ilhi:r thc truni.::atcU .10-ki\oda\ton !:.mal\ 
"uhunit cn..::~Kkd by pOUPl t.Fig.. l) .... ,r thc wi\U-typi: ~n1a\\ 
...,ubunit cnc1..H.kd hy thc cht·ün1l1-..oma\ g/11:> gene. if ~o. thc 
n.:\a\\v..: anoount~ of thc...,c \'-"º U\\.1\ci.:H\c-.. ff\a\.' ac...:ount for thc 
k''l.'-Cr µ\uto\m<.1tc vynth~l..,C a...:tivüy nf ~\Xll7h(pGOP1) than 
M X 11761 pGOP3 L 

Th<: n..:ar\y \vítd-t":- pi.: k-. e\.,..,( gh.1t;..u1-.atc ~yntha'>l! m~u.lt! by 
t\ü-.. \a..,t ~train .... uggc...,t.., ...,,Hlh: cxpn.:-.,~k"n of thc chn.)0)\.)~on1a\ 
i.:lrl> ~..:ne d..:-.,¡-,itt..": thc ,dtH225:il ln-..1.:nl1..11L Thi~ \...,in agrce~ 
ntcnt .,,1,;i\h Gar..::ianubi~) et ;.1L l \2L "'ho ~ugg.c~tcU gltD 
tran~..::ri.püon fn.J1n it".'> c.l"-·n pnnno\cr. 

30.~00-<lahon po\ypcpth.lc "'- ª"' niorc prunoun.:cU ""hcn thc: 
gltF gene wa~ tf"1n-.crihl.!'d from thl.!' clor¡unphcnic .... 1\ prom1..,tcr 
of pGOPl or pGOGl than ..,.,·hcn it nriginatt.:d frum thc 
wl!U-typc prümotcr a ... in pH.SP~l (conYp~\rC \;. .. ne:-.:;:., 4. and 6 
of Fí.g. 3i. A~ cxpe..;tcd. thc gltF po\yflc:pliL!I.!' ""ª" .. n·crprn­
duccd from thc anti-ter prom<.,tcr o\'p\a..,miU pGOG~ t:\:!: F\g. 
3_ \anc 5). 

A prc._i,11.1-,. .... ugg..:-.tinn of g,\uto.1n1atc ~yntha~c activity 
C'\C\•1-..ivc\y duc tn lhc \~1rg.c cnt.,. n\..:: ... ubunl\ ( l~) ª"' an 
a\tcrnati.vc l.!'..._planation fur thi~ cnLytnc a.::tivity in 
MXll7MpGOP3J \_lf ~\Xll7SlpGOP:;.) probab\y J.\.h!.., nut. 
apply ..... incc p<...1()P3 ,.., ª"' un~1b\c tn '.!Xpn,::...,..., thi.., cn:t.)'l\\t! in 
':"<.1X'J~~ '~-~t1B1>F) ..::dt... cr:.abk '!). 

Thc ¡iforl..'mcnlion~d hlochc:n1tca\ C'- 1dcn1.:c 1h~1l !:;l.!'Jl<..:"> ,.:lrH. 
gllD. and g/tF arl.!' uan-.crlbed in a ~i.ng\c mR~A ...,.pecic-. ~~nu 
thc fact that thc g/rB225::0 muta\\on pn.=vcnh ih ... ynthc~i-... 
anü thu~. tran-.,\a\lon ~)f thc c<..irrc~pundin¡; po\ypcptidi.= prod­
ucts. suppon thc OH_..,Ud of ~' g/1BDF .._1pl.!'r<.Hl in E. (·11/i. 

Co1np\cn1cntation \c~l~- ln a ..... ..,~~~ing. cun1p\cn\cntati1)n \.lf 

thc thrcc phcn\.ll) p..::-.. detective in ~\ratn .... ..:::arr) ing thc 
J,:ltB225::n tn~crtiun "'-ith p\a-.mid ... ...:arryinµ al\ "-H int.livi<lua\ 
genes of thc ~lt8J)F llP<..'fl)n. v.c tunk int\.l ;.1.::count thc 
fo\lawing. c::on-..l< .. kr;.\tl1._1n-... Strain ':\.\X117h \i..:J/1-! ::.:!rH225::U) 
cannot n1akc cilh..:r glutan1;.\tc -.,.ynth~\~C: t..ir glu1:1m.1tc Jch:- · 
i.lrogcnasc activi.ty ~tnd . ..:l'n...,c4u..:nl\y. i-.. a g\utan1~itl.! au:..o­
troph \4). Thb "">trai.n "':a-., •~1..lc4uatc fur \c-.tin); p\a..,niíd 
com¡'\\t.:mcnt¡1\ion f1.\r gluta1n;.\tt.: ~yntha"I.! a-.::tt\ ity .... iniuh~t· 
neou-..\y 'vilh g\ut~unat.,: prt1\\_)trophy. Thc !;Jut~un.1tc ~tUX\..lttü· 
phy of ':\.\Xll7b. howc..,cr. U.id. n1..H a\1.._.,. .. v \c-,.ting 1..lf compk· 
mt:nt.ation f0r thc ~\r and G-...d phcnLll~ pi.!'"> unh:~-., g.\uu1matc: 
\.\.'¡l.S a<ldcU to thc nl<:<liunl. Pla~mú.i complcnicntalion f,1r 
Ntl.""' and G~ü' w~,.., pn.=fcrcntii.ll\y canii:d out i.n -..train 
~'lXl178 (J:lt8215~:nl. \.\hich <ll1Cs not re.quin:: glut¡,.matc for 
gro\i..·th. sine\! thi~ ¡.,_ pro" ide.J hy g\utamo.itc <.h:hyJrogcn;.\~c. 
Thc Ntr aod. o ..... u ph~n\.\lyp..::-., could thcn \:-e "'cor~d v.:íth 1 '.' 

ln\ o\v1,:1ncnt 1..1f \he: .~lrF prnducl in lhl.!' :1..::livo\ti.On llf thc 
Ntr ~y...,tcm \.., -.uggc-.tc ... \ by -.cvcra\ hnc~ uf c\.'i.dcni.:t.!. gltF 
,.,,.~\ .... c\,,ncd \n t...., o diffcn:nt pta .... nü1.h. pGOUl and pLJ0<..13. 
E.ven thou~h ~lrF ¡..., tr~1n .... crit'11.'U. fn.1m thc chloran\phcnkQ\ 
pn,'lmotcr of pBR3'.!X In plJUO 1 ~rnU from th..: anli-cc.·t pro-
1no1er of pHR:r2-: in. pGOG3. bolh p\a...,míd..., compkmcntcd 
~1.Xl 17~ l.i.:lrH215::U.l ce\\... tu Na' hut nu\ G~t..\ • tTab\c: 2). 
ln thc:-.1! c..:\\..,, Ntr · c1..1mpk:n1cntat11.1n \\.')ok pl~lCt! in thc 
ab-.,l!ncc of ghHatn~t\1.!' ...,:- ntha:-.c. a rc:-,.t.1\t th<.lt ~pc¡ik:-. i.n favor 
uf ~1cth ~tlion of Ntr cithi.:1' Uin:...:üy or inUlrcct\y by thc gltP 
pri._,Uuct \iut n\.1\ \. ia it..., po--~ih\c a..::tivati.on l.1f tht: gltlJDF 
1.,ip.:ron. Fur rca...,on" n1_)\ \.;,n\.l\.Vn. ncnhcr pOOPl nor pGOGl 
\\.a~ ühk \1,) cnn1pkmcn1 :-..\X•-)8X t~.:.drlJVF )\o Ntr-. The 
inahility of p(i0P3 lt:lrH ·) t.._o com.pk1ncnt thc Ntr- phcno­
t)pc ~)r '.\tXllih tdrH215::U.\ cc\\.., 1.T,1bh: ::.1 ... ugg.c~b that. in 
thc:...,c cdl-... gl1F cann .. 1\ h..: cthcicnt\y tran .... crihe<l a-:. part of ~\ 
hici~tr0ni..; ni..:..,-.,;,u.!\! lfl)ln a puto.1tivc t.:ftJJ p1omotcr or fn.lnl ¡!l. 

prum.01..::r of i.t ... 0~"'11. 
Thc rc:-.u\t ... of noncun"l.p\\!tnl.!'ntation of thc G~ú- phcno­

typc of ~1Xll78 hy ¡..:/tF' fn.m\ ci\ht!r pGOGl or pGOG3 
tT~~bh! 1> are t:.~kcn a~ an intlicat1on tha1. thc g\utumatc 
~y1nha<,c mokcuk ur cc:nain thrc~ho\d lcvc\s. of intl."accllut:.u· 
glutam~tlc. not achicvcd -...otcly by thc biosynthcüc uct\on of 
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g.lutamatc dchydrogcm1sc. in place of or in addition lo thc 
~ltF product. <.1rc rcsponsibk ror Gsd • cxprcs.,.ion. 

Glutamatc h;1s l""'º oppo~itc cfTcct"' on cxprcssion oí thc 
opcrons coding íor glutamatc syntha~c and glutaminc syn­
thetasc. As prcviou!-.ly !-.Ugg.c!.tcd (7. 30). and confirmcd by 
us lFig. :::?). glutamatc rcprc!-. ... C~ g\utam:.1tc !-oyntha..,c in wild­
typc cclb. lt abo compktcly dcrcprc ... ..,c.., glutaminc !->)'nthc­
tasc (30). but thi!-> cffcct i".'> not i:::xcncd ~oklv hv a..:tion a~ ~1 
nitrogcn-limiting --.ourcc ;1s in othl!r c:1~c~. i.c.: low N H .. ~. 
argininc. or prolinc, for it <loe ... ~o in thc .~lrJJDF dclction 
strain ~1X9XS (/\.. V. o ... orio and F. Ba..,tarrachca. unpub­
li~hcd <lo:1ta). Apparcntly. gluta1natc ovcrCL)ffl...: ... thc r..:quirc­
mcnt for thc gltF product in thc activatiun of thc Ntr ... ystcm 
and .!-.atisfic~ thc rcquircml.!nt <Jf a functional .t:ltB[)F opcron 
for G~d •. Con..,cqui.:ntly. thc gftF prnJw.:t. thc \cvcl of 
intraccllu\¡1r glutan1a1..-. or hoth appcar to n:gulah: g/11A.LG 
cxprc..,!->ion by an unkno\VO ff\ci...·hani..,m. 

lt i~ kno\'" that thi: Ntr ... v .... tcm ¡.., turn1.:d on in gfrlJ 
mutant.., undi:rgoing nitrug1.:n liñ.itation hy .... uppn: ....... or 111uta­
tions in gf11L. kaJing to thl.! GlnC phcnlllypc t:~hl. Sincc ~uch 
supprc ... o.;ion <loe.'> not act by rc .... toring glutamatc "">Yntha ... c 
activity. it may act hy h; pa.., ... ing ¡1 rcquir1.:tn1.:nt f\._-,r thc gltF 
product. Furthcr cxpcrin1cntati0n on thc pu ... ~iblc role""> 1.)f 
thc ~ltF pro<luct ¡m<l glutamat..: in c."(prc ........ ion of gf11L and 
J.:lnG or on thc functionality of thdr proüucb ~ccms war­
rantc<l. particularly in light 0f rccc.:nt cvh.kncc a-.. .... oci¡tting. ¡\ 
spccific ~lnL n1utation C1..lnforring thc GlnC phcnotype with 
los'i of thc ability uf ito,, gin/. pr1...,duc:t. NR 11 lin thc prcscncc 
ofthc ¡.:/11/J product. P 11 1. tu inactiv¡1ti.: tJcphoo,,phorylatcl the 
activatcd ~f11G product NR 1-P 1~51. 

Ex.pcrimcnt~ in progre ... ~ ::1rc.: intcndcd to dl.!finc more 
prcci"">dy thc ~l.!111.! proJuct-phcnotypc rdationship'> oí thc 
complcx g/r!Jl>F upc1·un. 

/\ CK'.'i:O\\"LEl>C :'\lE'.'OTS 

"\\'e ar..: gr;;1tcf11l tn .-"\. (j;1n.:1:1rrubio for thi: ..:on ... ti-u..;tillll of pla..,1nid 
pRSP:?.l and h..:lpful dl"<.:"lJ,.,iun .... : F. Boliv;1r anU cu·""ºrk..:r-.. fnr 
prov1J.in~ p\;1..,nlld.., pCiOPl. pCi<lL~. ;1nd pGOP~; B. Bachmann for 
ou.lvic..: on gene :1nd •1\1..:\c d..: .... 1gn;1t1un .... : :1nJ. S. S1h.er f,1r critiC;ll 
n:vicw of the 1nanu-,cnpt. Thank-.. are it\..,ll Uuc to J. ~l;.1.r;.lri fur 
exccllent technical ;.1..,-,1"1.1ncc .:1nJ. to R. ~1. Cu..:\";.1.., and D. Cuello.ir 
fur typing th.: n10.rnu .... cnpt. 

Thi-.. \\úrk w;."" .... upplllteJ 1n pan h:i- Ri..:ardo J. Zcv;.iJ.¡1 Found;11ion 
grnnt REF. l:'ill hh. 
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RESULTADOS ADICIONALES 

OBTENCION DE CEPAS QUE CONTIENEN LOS GENES HutC DE K. aerogenes 

Con el objeto de determinar cuantitativamente la inducción de los sistemas Ntr. se introdujo 

por transducción a las cepas del laboratorio los genes del operón hut de K/ebsiella 

aerogenes. Se ha demostrado que los genes del operón hur de K. aerogenes estan 

regulados por la accesibilidad y calidad de la fuente de carbono (represión catabólica). así 

corno por la accesibilidad de nitrógeno. Se han aislado mutaciones en el gen hure de 

K.aerogenes, que ya no requieren histidina para la inducción de las enzimas del operón 

(28) y solamente son sensibles a control por el sistema Ntr. En particular, se ha usado 

este operón mutante constitutivo (hutC) de K.aerogenes para la detern1inación de actividad 

enzimática de histidasa como monitor de la función Ntr tanto en K.aerogenes corno en E. 

coli (14). En estos sistemas, en condiciones de limitación de nitrógeno, la síntesis de 

histidasa se induce 3 veces con respecto a condiciones de exceso de nitrógeno (11, 28, 29, 

40). Cepas que contienen mutaciones pleiotrópicas que confieren fenotipo Ntr· como son 

las que se localizan en glnG, g/nF, g/nD etc., presentan actividad enzimática de histidasa 

equivalente a condiciones de represión, aun cuando los cultivos están lin1itados de nitró­

geno (4, 11). La estrategia para introducir estos genes está descrita en la sección de 

Material y Métodos. 

OBTENCION DE LAS MUTACIONES glrDJ::MudIIPR13 .Y. g/rFJ::n 

En la sección de Material y Métodos se encuentra descrito el aislamiento en plásrnidos de 

los alelos g/rD::MudIIPR13 y g/rF J::O., así como el método utilizado para realizar la 

recombinación homóloga de estos alelos con el cromosoma. La recombinación del alelo 

g/r8225::0. se describió en el anículo. 

La inserción del Fago MudIIPR13 (45) ocasionó una fusión traduccional del gen lacZ con 

la región anüno-terminal de g/rD 

23 



Se realizó un experimento de hibridización de DNA-DNA tipo Southern para verificar 

que las mutaciones.inicialmente aisladas en plásmido, se transfirieron sin cambio alguno al 

cromosoma de cada receptora; (datos no mostrados) el mapa de la región cromosomal de la 

cepa sil"estre comparada con las tres mutantes por inserción aisladas se encuentra esquema­

tizado en la Figura l; el mapa de los plásmidos construidos que no se incluyen en el 

artículo se encuentran esquematizados en la Figura 2, y descritos en la Tabla 2. 
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TABLA L Cepas bacterianas utilizadas 

CEPA GENOTIPO O FENOTIPO RELEVANTE 

MX614 

MX1172 

MX1178 

MX1179 

MX2099 

MX3000 

MX3001 

MX3002 

MX3003 

MX3004 

MX3005 

MX3006 

RRl 

6 (/ac-pro) i/v-680 thi-1 

PA340 

PolAts 

YMClO 

M8820(Mu•) 

MC4100 

(Mucts) 

MC4100 

igual que MX614 pero gdhl 

igual que MX614 pero gltB225::0. 

igual que MX614 pero g ltF l: :n 

igual que MXl 172 pero proh (lacU) 

igual que MX2099 pero i/v• 

igual que MX3000 pero Hutc+"­

igual que MX3001 pero g/tB225::0. 

igual que MX3001 pero g/rFJ::n 

igual que MX3001 pero gltD::MudlI 

igual que MX3002 pero gdJz• 

igual que MX3002 pero g/rD::MudlI 

lzsd-20 (hsdR lzsdM) 0 

t:f..gltBDF) gdhl 

po/A214 (Ts) 

6(lacUJ69) hwC",.,,,. 

araDJ396 (araCOIBA-/eu)7679 

6(proAB argF-lacIPOZYA)XIII 

rpsL(SmR) (Mu•) 

araDJ39, 6(argF-/ac)U169 rpsL159 

(SrnR), re/Al flbB5301 (Mucts62) 

igual que MC4100 (MuctS) pero 

(Mucts) Jisógena para MudIIPR13 

(MudIIPR13) 
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TABLA 2. Plásmidos y Bacteriófagos utilizados 

PLASMIDOS · 

pRSP21 

pRSP22 

pRSP23 

pRSP24 

pDFl. 

pGOLl 

pGOLl::Mu 

pGOL2 

pGOPl 

pGOP3 

pGOG3 

pUC19 

pMC1871 

pRK2013 

FAGOS 

Mue• 

Mucts62 

MudllPR13 

, ___ e_.~----,_. 
GENOTIPO O FENOTIPO RELEVANTE 

CmR 

gltB::lacZ gltD•r CmR 

glrB•D+ tJ.' gltF') CmR 

glrB•D+FJ::Q CmR 

gltD•g/tF* ApR 

'gltB"gltD+ ApR 

gltD::MudIIPR13gltF* CmR ApR· 

glrD• derivado de pBR327 ApR 

glrB•g/tD::pBR328gltr ApR TcR 

glrB• derivado pBR327 TcR 

gltF* derivado de pBR322 TcR 

lacz•1aci~ ApR 

'lacZ (comienza en el 8º codón) 

incP mob• KanR 

lac'2YA CmR 
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FIGURA l: 

Estructuro de lo región cromosomal .sLl.!. de diferentes cepas 
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CARACTERlZACION FENOTIPICA DE LAS CEPAS MUTANTES EN LA REGION GLT 

Inicialmente se determinaron las actividades enzimáticas de histidasa, GOGAT, y B­

galactosidasa de cada una de las cepas mutantes en la región crornosornal glr. Los 

resultados se encuentran en la Tabla 3, estos experimentos se realizaron en cultivos 

limitados de nitrógeno (N-limit) por crecimiento en glutamina como fuente de nitrógeno; 

con el objeto de observar condiciones de inducción de los genes del operón hur. Como se 

observa en esta Tabla, todas las cepas que contienen mutaciones en alguno de los genes 

del operón glrBDF fueron incapaces de inducir la síntesis de histidasa en respuesta a 

limitación de nitrógeno. Las mutantes presentaron de un 10%-35% de la actividad de esta 

enzima comparada con la cepa silvestre, independientemente de si llevan o no el gen gdhA 

silvestre. Corno se espera, mutaciones en glrB o en glrD no tuvieron actividad de 

GOGAT detectable. En el caso de la mutación glrFJ::n, la cepa presentó una actividad de 

GOGAT comparable a la de la silvestre en estas condiciones. Solamente la cepa MX3004, 

y su derivada la MX3006 (glrB225::n glrD::MudlIPR13), que llevan la fusión (a nivel del 

octavo codón de la proteina) del gen lacZ con el amino terminal de glrD presentaron 

actividad de B-galactosidasa. La cepa MX3004 tuvo actividad de esta enzin1a elevada en 

condiciones de limitación de nitrógeno; esta actividad se rerirnió aproximadamente unas 4 

veces por crecimiento en glutarnato como fuente de nitrógeno. La cepa MX3006 presentó 

actividad detectable de B-galactosidasa (alrededor de 45% de la cepa padre MX3004) a 

pesar de llevar la inserción polar del fragmento O en gltB; lo que indica que glrD se puede 

transcribir de un promotor diferente del de gltB. 
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TABLA 3: Actividades enzimáticas de histidasa. GOGAT y B-galactosidasa de diferentes 
mutantes en el operón glrBDF. 

HISTIDASA 
CEPA GENOTIPO N-lirnit 

MX3001 Silv.hutC"ll.(lac) 92 

MX3002 gltB225::Q. 25 

MX3003 gltFl::Q. 35 

MX3004 g/rD::MudIIPR13 11 

MX3005 g/rB::n gdh· 22 

MX3006 gltB::O. g/rD::Mu <10 

GOGAT 
N-limit 

99 

N.O. 

108 

N.O. 

N.D. 

N.O. 

B-galactosidasa 
N-lirnit Glt 

N.O. N.O. 

N.O. N.O. 

N.O. N.O. 

196 59 

N.O. N.O. 

46 23 

HISTIDASA 
Mut/Silv 

1 

0.27 

0.38 

0.12 

0.23 

0.1 

Las actividades estan expresadas en nmol. de producto formado por min por rng de 
proteína. 
N-limit significa crecimiento en L-glutamina (lmg/ml) como fuente de nitrógeno. 
glt significa crecimiento en L-glutamato (0.2%) como fuente de nitrógeno. 
N.O. significa activi<;iad no detectable. 
Los valores mostrados son la media de al menos tres determinaciones . La desviación 
estandard es del 30o/o para GOGAT y de 25% para histidasa. La relación entre el valor 
de la silvestre y las mutantes se conserva en todos los experimentos realizados. 

COMPLEMENT ACION DEL ALELO g/rB225::n CON DIFERENTES PLASMIDOS 

Posteriormente se hicieron complementaciones de la cepa que contiene la mutación 

gltB225::0. con varios plásrnidos que contienen distintas partes de la región cromosomal glt. 

Los datos se muestran en la Tabla~ 4: 
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TABLA 4. Actividades ·enzimáticas de histidasa y GOGAT_de la cepa glrB225::0. 
complementada con diferentes plásmidos. · 

CEPA GENOTIPO 

MX3001 Silv. hure 

MX3002 glrB225::0. 

MX3002/pRSP21 glrB+D+p+ 

MX3002/pGOP3 glrB+ 

MX3002/pGOL2 glrD+ 

MX3002/pGOG3 glrF' 

MX3002/pGOPl glrB+v-r 

MX3002/pRSP23 glrB+D•F" 

MX3002/pDF1 glrD+p+ 

ACTIVIDAD ENZIMATICA 

HISTIDASA :¿~¡;_" c<':JooAT· 
'~~(·,-·· :.·.<·~:·;~:."'-•J-~ 

N-limit N-exceso 
·. ;:S-' .' .. ' -~ 

~--. 

N-limit N-exceso· ... 

99 38;_ .;.'. 110 ·.-. 74 

28 i7 ND~ N.D. 

123 27 856 1122 

47 35 57 52 

<10 <10 N.D. N.D. 

<10 <10 N.D. N.D. 

37 45 40 41 

53 27 1038 1095 

89 N.D. 

HISTIDASA 
en N-limit. 

Mut./Silv. 

1 

0.28 

1.24 

0.47 

0.1 

0.1 

0.37 

0.53 

0.9 

Las actividades estan expresadas en nmol. de producto formado por min por mg 
de proteina. 
N.D. significa actividad no detectable. 
Las actividades específicas son el promedio de al menos tres 
determinaciones con desviaciones estandard de 30o/o para GOGA T y de 
un 25% para histidasa. 
La relación de actividad entre la silvestre y las mutantes se conserva 
en todos los experimentos realizados. 

Como se observa en la Tabla 4, la cepa MX3002 no presentó actividad de GOGAT 

detectable y no indujo la síntesis de histidasa por crecimiento en limitación de nitrógeno 

como ya se había mostrado en la Tabla 3. Cuando a esta cepa se le transformó con el 

plásmido que contiene toda la región glr silvestre (pRSP21, Tabla 2), se restableció el 
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fenotipo Ntr+, es decir, indujo y reprimió la síntesis de histidasa por limitación y exceso de 

nitrógeno respectivamente. La actividad de GOGAT se encontró muy elevada en ambos 

cultivos posiblemente porque el plásmido pRSP21 se encuentra en multicopia (14). La 

complementación de la cepa MX3002 con el plásmido pGOP3 (glrB•) mostró un dato inte­

resante: ésta cepa presentó aproximadamente la mitad de la actividad de GOGA T de la 

cepa silvestre, lo que indica que gltD se puede tanscribir independientemente de g/tB; 

además se conservó el fenotipo Ntr de la cepa sin plásmido ya que presentó una actividad 

de histidasa de menos de la mitad que la silvestre. Esto muestra de una manera cuan­

titativa el dato ya reportado (14) en el que se observaba polaridad de la inserción glrB225-

::n sobre gltF y que se requería la transcripción elevada de éste gen para complementar el 

fenotipo de crecimiento Aut•. La complementación con el plásmido que solamente lleva 

gltD• (pGOL2), no presentó actividad ni de GOGAT ni de histidasa como se esperaba 

puesto que esta cepa no tiene forma de sintetizar la subunidad pesada de GOGA T, y la 

inserción cromosoma! resulta polar sobre los genes que se encuentran hacia abajo. 

Cuando se hizo la complementación de esta cepa con el plásmido que contiene glrF 

(pGOG3), claramente no hubo complementación para GOGAT, y sorprendentemente 

tampoco la hubo para inducción de histidasa. El plásmido pGOPl (gfrB•o"F•) ocasionó un 

fenotipo similar en la cepa que lleva el alelo g/tB225::n; es decir que presentó actividad 

detectable de GOGAT pero no indujo la síntesis de histidasa en condiciones de limitación 

de nitrógeno. El plásmido que lleva una deleción de 193 pb dentro del gen gltF (pRSP-

23), si bien presentó una actividad de GOGAT muy alta (efecto multicopia) tampoco 

mostró niveles de inducción de histidasa. Solamente el plásmido pDFl que codifica para 

gltD•r fue capaz de complementar par.i el fenotipo Hut• aun en ausencia de actividad de 

GOGAT puesto que esta cepa no tiene el alelo silvestre gltB'. Estos datos indican que 

para que haya complementación total del fenotipo Ntr' se requiere una transcripción 

elevada de los genes glrD•F• desde el promotor de gltB y que la inserción del fragmento Q 

en glrB es polar sobre la transcripción de los genes gltDF; y por lo tanto no se alcanzan 

niveles suficientes de los productos de estos genes para inducir los sistemas Ntr. 
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COMPLEMENTACION DEL ALELO glrFJ::n CON DIFERENTES PLASMIDOS 

Los datos de complementación de la cepa MX3003 que contiene el alelo gltFl::Q. se 

encuentran descritos en la Tabla 5 

TABLA 5: Actividad enzimática de histidasa y GOGAT de la cepa que lleva el alelo 

glrF::n complementada con diferentes plásrnidos. 

ACTIVIDAD ENZIMATICA 

HISTIDASA GOGAT HISTIDASA 
CEPA GENOTIPO N-limit N-lirnit Mut./Silv. 

MX3001 Silv. hure+ 85 105 

MX3003 glrFl::O 35 86 

MX3003/pGOG3 gltF+ 80 118 

MX3003/pGOP1 gltB•D·r 81 105 

MX3003/pRSP21 glrB•v•r 110 853 

MX3003/pRSP23 glcB•D•F" 25 817 

Las actividades estan expresadas en nrnol. de producto 
forrnado por rnin. por rng. de proteina. 
N.O. significa actividad no detectable. 
N-lim.it. significa crecimiento en glutarnina 6.7mM corno 
única fuente de nitrógeno. 

1 

0.41 

0.94 

0.95 

1.29 

0.29 

Los valores mostrados son la media de al menos tres deter­
minaciones. La desviación estandard es del 30% para GOGAT 
y hasta de 45o/o para histidasa La relación entre el valor 
de la silvestre y las mutantes se conservan en todos los 
experimentos. 

Corno se observa en esta Tabla, la cepa MX3003 fue incapaz de inducir la síntesis de 

histidasa en condiciones de limitación de nitrógeno; la actividad de GOGAT que presentó 

esta cepa es igual a los niveles de la silvestre. 
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En este caso, todos los plásmidos que contienen región glrF silvestre, complementaron 

para la inducción de histidasa, icluyendo el plásmido pGOPl (que no lleva el gen glrD•); 

ya que la mutación cromosomal está después de gltD, y la transcripción cromosomal es 

suficiente. El único plásmido que no complementó para el fenotipo Ntr• es el pRSP23 que 

lleva una deleción del fragmento interno de SalJ de glrF. Esto otra vez indica que se 

requiere el producto silvestre de este gen para la complementación del fenotipo Ntr. 

COMPLEMENTACION DEL ALELO glrD::MudllPR13 CON DIFERENTES PLAS­
MIDOS 

Se transformó la cepa MX3004 que lleva el alelo glrD::MudllPR13 con los plásmidos 

indicados:y· se.deteirninaron las actividades enzimáticas que se muestran en la Tabla 6. 

TABLA. 6: · A6tivid~des Enzimáticas de histidasa, GOGA T y B-galactosidasa de la cepa 
glrD::MudllPR13 complementada con diferentes plásmidos. 

ACTIVIDAD. ENZIMATICA 

HISTIDASA GOGAT B-galactosidasa HISTIDASA 

CEPA GENOTIPO N-limit N~limit N~limit · Mut.lsn.Y; 

MX3001 Silv.hur~ (lac) 92 99 N.D. 1 

MX3004 glrD::MudII 34 N.D. 196 0.36 

MX3004/pGOL2 gltD• 39 31 88 0.42 

MX3004/pGOG3 gltP 31 N.D. 114 0.33 

MX3004/pRSP21 glrB•v·r 153 753 17 1.66 

MX3004/pRSP23 glrü+D•F" 48 586 99 0.5 

MX3004/pRSP24 glrB•D•F::Q 28 1252 84 0.3 
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Las actividades estan expresadas en nanomol. de producto formado por min. por mg. de 
proteina. 
N-lirnit. significa crecimiento en L-glutamina (l mg/ml) corno fuente de nitrogeno 
N.D. Significa actividad no detectable 
Los valores mostrados son la media de al menos tres determinaciones. La desviación 
estandard es del 30% para GOGA T y de 25% para histidasa; para B-galactosidasa la 
desviación es menor del 20o/o. 

Los datos presentados en la Tabla 6, muestran que la inserción del fago MudlIPR13, 

en el gen gltD, produjo fenotipo Ntr puesto que la síntesis de histidasa no se indujo en 

respuesta a limitación de nitrógeno; esta inserción ocasionó también pérdida de la actividad 

de GOGAT; y dado que es una fusión traduccional del gen lacZ con gltD, presentó 

actividad de B-galactosidasa, cuya expresión se reprimió por crecimiento en glutarnato como 

fuente de nitrógeno (Tabla 3). La complementación de la cepa que lleva esta fusión con el 

plásmido que lleva el gen gltD' permitió la síntesis de la enzima GOGAT a niveles 

detectables aunque más bajos que la silvestre; sin embargo, la presencia de gltD' solamente 

no es suficiente para complementar la inducción de histidasa. La expresión de B-ga­

lactosidasa en condiciones de crecimiento en glutamina. se disminuyó aproximadamente a la 

mitad. La cepa MX3004 complementada con pGOG3 (g/rP). no presentó actividad 

detectable de GOGAT tal como se espera, y la actividad de B-galactosidasa fue también 

aproximadamente la mitad de la que presentó la cepa sin plásmido. El plásmido pRSP21 

(gltB'D'F') fue capaz de complementar para el fenotipo Nrr• y presentó una actividad de 

GOGAT característica de cepas que contienen la región glt silvestre en multicopia. Con 

respecto a la actividad de B-galactosidasa de esta cepa, se vió una represión de aproxima­

damente 10 veces con respecto a la cepa sin plásmido en cultivos con glutamina como 

fuente de nitrógeno. 

La transformación de la cepa con el plásmido pRSP23 glcB'D'F resultó en actividad 

multicopia de GOGAT. pero no se complementó para inducción de histidasa; interesante­

mente, este plásmido no produjo represión considerable de B-galactosidasa (corno sucedió 

con pRSP2 l) en estas condiciones. aunque la expresión se redujo aproximadamente a la 

mitad como sucedió con los demás plásmidos probados. Por último se probó el plásmido 

pRSP24 (gltB'D'glcF 1::0.) para determinar las actividades enzimáticas. Como se ve en la 

Tabla 6, este plásmido también presentó actividad elevada de GOGAT. y se conservó el 

fenotipo Nrr· puesto que no hubo inducción de histidasa. En esta cepa tampoco se observó 
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una represión marcada de B-galactosidasa (este plásmido se comportó de manera semejante 

a pRSP23); sino que se redujo también aproximadamente a un 45% de la actividad que 

presentó la cepa sin plásmido. 
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DISCUSION 

La enzima glutamato sintasa (GOGAT) de Escherichia coli cataliza la síntesis de dos 

moléculas de glutamato a partir de glutamina y cx-cetoglutarato. Está compuesta por dos 

subunidades diferentes codificadas por los genes g/rB y glrD (27) que se encuentran 

contiguos en el cromosoma, probablemente formando un operón; estos genes ya se han 

clonado (22) en un fragmento de DNA cromosomal de 8.55 Kb aproximadamente. 

Anteriormente se había reponado (42) que mutaciones que abatían la síntesis de GOGAT 

conferían también otros dos fenotipos: Ntr·, es decir incapacidad de utilizar como fuente de 

nitrógeno aminoácidos cuyos productos de degradación son amonio o glutamato (por 

ejemplo arginina o prolina); y el fenotipo Gsd· que significa incapacidad de desrreprinür la 

síntesis de la enzima glutamino sintetasa (GS) por crecimiento en glutanüna, que es una 

fuente de nitrógeno limitante (10). 

En E.coli solamente se había descrito una mutación que resultaba en pérdida de la 

actividad de GOGAT que es el alelo glrB31 que lleva la cepa PA340 (42), y que posterior­

mente se estableció que esta cepa contiene al menos dos mutaciones, una deleción del 

operón, y una mutación aparentemente en un regulador positivo de la síntesis de GOGAT 

(!.Castaño Tesis de Maestría). Se construyó una cepa que contiene el alelo g/rB225::0. y, 

como se describe en la sección de Antecedentes y Objetivos de este trabajo, el estudio de 

la complementación de esta cepa con diferentes plásmidos, nos permitió observar que es 

posible que una cepa tenga niveles de GOGAT parecidos a la cepa silvestre, y que sin 

embargo conserve el fenotipo Ntr-; es decir, que este fenotipo no se debe a la ausencia de 

actividad de GOGAT. Este dato planteó la posibilidad de Ja existencia de otro gen hacia 

abajo de gltD cuya expresión se requiere para Ja inducción de los sistemas Ntr. 

l. Los genes de GQGAT se encuentran formando un operón con el gen gltF 

Como se observa en el anículo presentado en esta tesis, los genes gltB y glrD se 

encuentran formando un operón con el gen gltF puesto que se detecta un RNA mensajero 

de aproximadamente 7 .5 Kb que abarca los tres genes del operón. La inserción del 

fragmento n. en glrB impide la síntesis de este transcrito lo que apoya Ja idea de que la 
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región glt se comporta como un operón. La subclonación del fragmento cromosomal que 

está hacia abajo de gltD nos permitió identificar el producto de gltF como una proteina de 

30.2 Kd aproximadamente; este dato concuerda bastante bien con la estimación de PM 

obtenida por los datos de secuencia (26.4 Kd) hechos en el laboratorio del Dr.F. Bolívar. 

2. Se requiere de los genes gltD y_ gltF para la complementación de los fenotipos Aur y__ 

Qg!•. 

Con respecto a la complementación de los fenotipos conferidos por la mutación g/rB225::n, 

se observó que solamente el plásmido pRSP21(g/rBDF+) fue capaz de complementar para 

los tres fenotipos que confiere la mutación, es decir Ntr'", Gsd· y GOGAT-. Los plásmidos 

pGOG3 (g/rF+), pGOGl (g/tF+) y pGOPl (gltB'DºF+) complementaron a la cepa que lleva 

el alelo g/rB225::n para el fenotipo Ntr', medido como crecimiento en arginina como fuente 

de nitrógeno (Aut), sin embargo, este no es un método cuantitativo ni exacto puesto que 

las cepas requieren ciertos aminoácidos, que al agregárselos al medio pueden permitir cierto 

crecimiento que posiblemente nos llevó a considerar falsas positivas, y no necesariamente 

indicaba que en estas cepas hay una inducción de las enzimas sujetas a control por Ntr. 

Como se ve en la Tabla 2 del artículo, cepas que no expresan niveles silvestres de gltD y 

gltF no se complementaron para el fenotipo Gsd', como es el caso de la cepa MXl 176 

(glrB225::0.) complementada con cualquiera de los genes del operón por separado: pGOP3, 

pGOL2 y pGOG3; solamente el plásmido completo pRSP2\, que lleva la región glt 

silvestre, complementó para ambos fenotipos Aut• y Gsd'. Por lo tanto, esto permitió 

suponer que posiblemente se requiera tanto de la expresión de g/tD como de gltF en 

cantidades elevadas para complementar el fenotipo Gsd' y posiblemente también la 

inducción de enzimas Ntr. Estos niveles probablemente no se alcanzan cuando la expresión 

es a partir del promotor propuesto para gltD en el caso de la n1utación glrB225::n. Cuando 

se complementó la cepa MX988L(gltBDF), con los plásmidos pGOG\ y pGOPI estos no 

complementaron para los fenotipos Ntr' y Gsd' ni tampoco para actividad de GOGAT lo 

que pareciera apoyar la idea de que se requería de la presencia de la molécula de gluta­

mato sintasa, o bien la subunidad ligera (codificada por gltD') además de gltF+, para la 

inducción de los sistemas Ntr. En los casos anteriores, la cepa que lleva el alelo gltB225-

::0. complementada con pGOPl, presentó actividad detectable de GOGAT y por lo tanto, 
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significa que hay una expresión. aunque disminuida, del gen glrD cromosomal, tal vez por 

esta razón esta cepa presentó fenotipo Aur. sin embargo era posible que no hubiera 

inducción real de las enzimas Ntr; de hecho, esta cepa no se complementó para el fenotipo 

Gsd• (Tabla 2 del anículo, cepa MXl 176(pGOPl)). En realidad, la enzima GS está 

también sujeta a control por nitrógeno, y en este sentido es una enzima Ntr, sin embargo, 

dado que la región regulatoria adyacente al gen estructural de esta enzima (glnA) tiene dos 

sitios de alta afinidad por el producto de glnG (NR,) (48) que es el activador indispensable 

de los sistemas Ntr, se ha descrito que se requieren muy bajas concentraciones de NR1 para 

activar totalmente la transcripción de glnA (40, 41), contrario a lo que sucede para activar 

los operones catabólicos de arginina, prolina, histidina, etc. en los que se requiere una 

elevada cantidad de NR, que solo se alcanza cuando la transcripción se inicia en el 

promotor fuene del operón: gl11Ap 2 (40, 47. 48). Es por esta razón que se mantiene una 

diferencia entre los fenotipos Ntr y Gsd. Tornando en cuenta estas consideraciones. era 

necesario reevaluar el fenotipo Ntr cuantitativamente utilizando la actividad enzimática de 

histidasa (lturH) de K. aerogenes que además lleva la mutación en el gen hutC que permite 

que la expresión de histidasa sea independiente de la inducción por histidina, y solamente 

responda a regulación por nitrógeno (28): una cepa silvestre, presenta actividad de histidasa 

3 veces mayor que una cepa que contenga una mutación en alguno de los genes invo­

lucrados en la regulación de los sistemas Ntr (40). 

3. Mutaciones por inserción en cualquiera de los genes del operón ocasiona fenotipo Ntr 

Con el objeto de averiguar el papel de gltF en la inducción de los sistemas Ntr, se 

determinó actividad de histidasa en cepas de E. coli que llevan el operón hutCy.,..,.. Se 

recombinaron en el cromosoma las rnutaciónes gltFJ::il y glrD::MudlIPR 13, y se determinó 

su fenotipo. 

En la sección de Resultados Adicionales de esta tesis, en la Tabla 3, se observa que 

las tres mutaciones aisladas en cada uno de los tres genes del operón glr ocasionaron un 

fenotipo Ntr" es decir no indujeron la síntesis de histidasa por crecimento en una fuente 

limitante de nitrógeno como es glutamina; y la diferencia entre las mutantes y la silvestre, 

es entre 3 y 4 veces menos actividad enzimática en las mutantes, tal corno se había 

reponado (40). Por los datos descritos en el anículo, se sabe que la razón por la cual el 
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alelo gltB225::0 confiere el fenotipo Nt:r es que la inserción del fragmento n en gltB 

resulta polar sobre la transcripción del resto del operón. La cepa que contiene el alelo 

g/tD::MudllPR 13, también fue incapaz de inducir la síntesis de histidasa. en este caso 

también puede explicarse porque la inserción del fago MudIIPR13 es polar sobre la 

transcripción de gltF y/o porque se requiere de una transcripción silvestre de gltD; a esto 

me referiré más adelante. El hecho de que la cepa MX3003 (glrFl::Q) también presentó 

fenotipo Ntr" indica que se requiere de la presencia de gltF' para obtener una inducción 

adecuada de histidasa. 

4. Es necesaria la transcripción elevada de glrD y_ gltF para la inducción de histidasa 

Tanto en el artículo como en los datos presentados en la Tabla 4 se muestra el 

experimento de complementación por pGOP3 (glrB•) de las cepas que llevan el alelo 

gltB225::n. (MXl 176 y MX3002) y como se observa en los resultados, este plásmido fue 

capaz de complementar para actividad de GOGAT aunque en niveles menores (aproxima­

damente el 50o/o, Tabla 3) que la cepa silvestre; en estas condiciones, se observó que la 

actividad de histidasa no se indujo, es decir. a pesar de que la cepa presentó niveles 

medios de GOGAT, no se complementó para el fenotipo Ntr•; esto además permite concluir 

que no es la actividad de GOGAT por sí sola, ni tampoco la subunidad pesada (glrB•) las 

responsables del fenotipo Ntr•. En esta misma tabla, se reponan los datos de complemen­

tación de la cepa MX3002 (gltB225::Q) con los plásmidos pGOL2 (glrD•), pGOG3 (gltF') y 

pGOPl (glrB•D·F•), ninguno de estos fue capaz de complementar para inducción de 

histidasa, todas las cepas presentaron de un 10% a un 35o/o aproximadamente de la 

actividad de histidasa que presentó la cepa silvestre MX3001. Estos resultados permiten 

concluir que ni glrD• ni glrF· por sí solos son capaces de complen1entar para el fenotipo 

Ntr•. Aparentemente se requiere de que se transcriban en altos niveles tanto glrD• como 

glrr. Para probar si ésto es lo que realmente está sucediendo. en la Tabla 4 se incluyen 

los datos de complementación de la cepa MX3002 (glrB225::Q) con los plásmidos pDFl 

(gttD•r), pRSP21 (glrs•v•r), y pRSP23 (gltB•v•r); es intersante notar que el plásmido 

pDFl sí complementó para inducción de histidasa, aún en ausencia de actividad de 

GOGAT puesto que esta cepa no tiene un gen glrB•. Esto establece que la transcripción 

elevada de estos genes es necesaria para la inducción adecuada de las enzimas Ntr. El 
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experimento con el plásmido pRSP23 que lleva una deleción de un fragmento de Sal/ (de 

aproximadamente 200pb) interno de gltF, y que por lo tanto no tiene el producto de este 

gen, muestra que tampoco se indujo Ja síntesis de histidasa por crecimiento en limitación 

de nitrógeno; sin embargo el plásmido pRSP21 que lleva Ja región glt silvestre, fue capaz 

de inducir la síntesis de histidasa en cultivos hechos en glutamina, así como de reprimirla 

en cultivos hechos en exceso de nitrógeno. En el caso de la cepa MX3003 que lleva el 

alelo gltFJ::O., corno se muestra en la Tabla 5, esta cepa también presentó fenotipo Ntr· ya 

que no fue capaz de inducir la síntesis de histidasa, sin embargo, a esta cepa sí se le pudo 

complementar con todos los plásmidos utilizados, excepto con pRSP23 que no lleva el 

alelo silvestre de gltF, pero la complementación con pGOG3 (gltF'), pGOPl (gltB•D-r) y 

pRSP21 (gltB•o•r), indican que la razón por la cual la cepa MX3003 es Nrr·, es sola-

mente porque no puede sintetizar el producto de glrF, y cualquier plásmido que lleve este 

gen silvestre es capaz de complementar para Ncr+. El plásmido pRSP23 no complementó 

para este fenotipo porque no tiene el gen glrF silvestre. Cuando a la cepa MX3004 se le 

complementó con pGOL2 (g/rD·), se sintetizaron niveles detectables de GOGAT, aunque 

solamente se llega aproximadamente a un 30% de la actividad que presenta la silvestre. 

Este plásmido fue incapaz de complementar para el fenotipo Ntr•, ya que presentó una 

actividad de histidasa muy parecida a la cepa sin plásmido. La misma cepa complemen­

tada con pGOG3 (glrF') tampoco presentó niveles inducidos de histidasa, y corno se espera, 

no presentó actividad detectable de GOGA T. Otra vez, cuando se transformó a la cepa 

MX3004 con pRSP21 (glrB'D'F') (Tabla 6), se obtuvo complementación total para el 

fenotipo Ntr', así como una actividad de GOGA T característica de cepas con el plásmido 

en multicopia. lnteresantemente, los plásmidos pRSP23 (gtrs·o·F·) o pRSP24 (g/rB•D•FJ::-

0.), fueron incapaces de complementar a esta cepa para el fenotipo Ntr' aún en presencia de 

alta actividad de GOGAT (Tabla 6); este dato claramente apoya la hipótesis de que el 

producto silvestre de glrF se requiere para la inducción de los sistemas Ntr. 

El resto de los experimentos en los que no se complementa el fenotipo Ntr•, las cepas 

presentaron aproximadamente los mismos niveles de histidasa en crecimiento tanto en 

limitación como en exceso de nitrógeno. 

Con respecto a la actividad de GOGA T que presentan cada una de las mutaciones 

aisladas en el operón se observa que las dos mutaciones localizadas o en gltB o en glrD 
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perdieron la actividad de esta enzima; en el caso de la mutación en gltF se observa en las 

Tablas 3 y 5 que la cepa MX3003 presentó niveles silvestres de GOGA T en estas 

condiciones. La actividad de GOGA T que presentaron las cepas MX3002, MX3003 y 

MX3004, complementadas con pRSP21, o pRSP23, se observó una expresión cerca de 10 

veces más elevada que la cepa sin plásmido; esto probablemente se deba a que estos 

plásmidos se encuentran en multicopia, sin embargo esto no alteró la inducción de 

histidasa. Las actividades de GOGAT que presentó la cepa MX3003 complementada con 

pGOG3 o pGOPl en estas condiciones, son casi iguales que la cepa sin plásmido, ya que 

ninguno de los dos plásmidos lleva los dos genes que codifican para las subunidades 

pesada y ligera respectivamente (gltBD), y no se alteró la cantidad de GOGAT que se 

sintetizó. En el caso de la cepa MX3002, como ya se mencionó cuando se complementó 

con los plásrnidos pGOL2 (glrD•) o pGOG3 (g/r~) no presentó actividad de GOGAT, sin 

embargo los plásmidos pGOP3 (gltB•) y pGOPl (gltB•D"F•), presentaron la mitad de la 

actividad de GOGAT que presenta la silvestre. 

Como las cepas MX 1176, o MX3002 llevan el alelo gdlzl, y por lo tanto son 

auxótrofas de glutamato, se introdujo por transducción a la cepa MX3002 el alelo gdJzA•, 

con el objeto de saber si el aumentar los niveles intracelulares de glutamato afectaba de 

una manera significativa la inducción de histidasa. El resultado fue que la cepa que 

presenta actividad de glutamato deshidrogenasa (GDH), se componó igual que la cepa 

inmediata anterior que no posee actividad de GDH (MX3002), datos no mostrados. 

5. Aparentemente existe un promotor entre los genes gltB ~ gltD 

Dado que la inserción del fago MudllPR13 creó una fusión traduccional del gen lacZ 

con gltD se utilizó la actividad de B-galactosidasa de esta cepa como monitor de la 

expresión de gltD. Como ya se había demostrado que es posible transcribir, aunque en 

menor medida, el gen glrD a panir de un promotor diferente del de gltB (Ver anículo 

Tabla 2 cepa MX1176(pGOP3), y Tabla 4 de resultados adicionales cepa MX3002/­

pGOP3), se determinó actividad de B-galactosidasa en la cepa MX3006, que además de 

llevar el alelo g/rD::MudIIPR13, lleva también la inserción polar gltB225::0., para cuan­

tificar solamente la expresión del promotor propuesto entre gltB y gltD. Como se observa 

en la Tabla 3, la cepa MX3006 presentó aproximadamente la cuarta pane de la actividad 
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que presentó la cepa inmediata anterior (MX3004), donde la expresión de gltD viene desde 

el promotor de' gltB y' por lo tanto, la expresión mayoritaria del operón es desde este 

promotor. -4~expresi6n del, promotor de g/rD (glrDp) parece reprimirse ligeramente por 

crecimiento én. glutarriato (alrededor de 2 veces). 

6. La represión del operón por gluramato posiblemente está mediada por el producto de 

gltF 

En la Tabla 3 se observa que la expresión de gltD medida como la expresión de B­

galactosidasa de la cepa MX3004 (g/rD::MudITPR13) a partir de la fusión traduccional de 

lacZ con gltD, se reprimió aproximadamente 4 veces por crecimiento en glutamato, tal 

como se espera; ésta represión quizá es menor que la que se observa cuando se cuantifica 

actividad de GOGAT en cultivos hechos en glutamato (aproximadamente 10 veces menor 

actividad que en cultivos en amonio o glutamina) o cuando se observa cantidad de 

transcrito específico de GOGAT (ver Figura 2 del artículo). Esto puede deberse a que para 

que haya una adecuada represión del operón por crecimiento en glutamato se requiera del o 

los productos de gltD• y/o g1tF•. La actividad de B-galactosidasa que presentó la cepa 

MX3004, fue de aproximadamente 200 nmol/producto forrnado/min/mg de proteina (Tabla 

6). La complementación de esta cepa con los plásmidos pGOL2 (g1tD•), pGOG3 (gltF'), 

pRSP23 (gltB•o•F·) y pRSP24 (g/tB•o•FJ::Q), reveló que todos presentan aproximadamente 

la mitad de la actividad de B-galactosidasa que tiene la cepa sin plásmido, independiente­

mente de si presentan o no actividad de GOGAT como es el caso de pRSP23 y pRSP24. 

El caso de la complementación con pRSP21, mostró un dato interesante: la actividad de B­

galactosidasa fue aproximadamente 10 veces menor en estas condiciones que la cepa sin 

plásmido (Tabla 6). El hecho de que los dos plásmidos equivalentes pRSP23 y pRSP24, 

no ocasionaron una represión de la expresión de B-ga\actosidasa (y por lo tanto de gltD), 

indica que se requiere del producto de gltF para ejercer la represión observada en estas 

condiciones con el plásmido pRSP21. El hecho de que la cepa con el plásmido pGOG3 

que lleva gltF' no se observara ésta represión, puede indicar por un lado que también para 

ésta función se requiera del producto tanto de glcD corno del de gltF, o bien que solo se 

requiera del producto de éste último gen, pero solamente en condiciones en las que existan 

altos niveles de glutamato intracelular como seria el caso de los plásmidos pRSP2l, 
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pRSP23 y pRSP24, que presentaron muy altos niveles de actividad de GOGAT. Es posible 

entonces que la represión de la síntesis del transcrito de GOGA T por glutamato, que 

nosotros observamos, y que están de acuerdo con observaciones previas (9, 51), esten 

mediadas por el producto de g/rF y posiblemente también por el de g/rD es decir la 

subunidad ligera de GOGA T. Desde luego se deben hacer determinaciones enzimáticas de 

B-galactosidasa en cultivos crecidos en glutamato como única fuente de nitrógeno, para 

probar esta esta hipótesis y establecer qué productos génicos intervienen en esta regulación. 

Es posible que además haya una autoregulación de este operón mediada por los mismos 

productos, ya que cuando se complementa a esta cepa con los plásmidos que llevan por 

separado los genes del operón, hay una reducción del 50% en la actividad de B-galactosida­

sa; esto no parece depender de los niveles intracelulares de glutamato puesto que la 

represión se observa aún en ausencia de actividad de GOGA T como en el caso de la 

complementación con pGOP3. Esta es la primera evidencia de la existencia de un posible 

represor del operón glrBDF. 

7. Propuesta de un sistema general de regulación. 

En el contexto de la evidencia que existe de que los genes de GOGA T se encuentran 

formando un operón complejo, y que tanto el último gen, g/rF como el que codifica para 

la subunidad ligera de GOGAT, gltD, parecen tener un papel regulatorio importante en la 

asimilación de nitrógeno, y posiblemente también en la regulación de la síntesis del propio 

operón; quiero proponer un modelo fisiológico que explique los datos que se tienen por el 

momento. 

Como ya se mencionó en la Introducción, las respuestas adaptativas de las bacterias a 

cambios en el medio, generalmente estan mediadas por sistemas de dos componentes (1, 

30, 50, 53). Para el caso de la respuesta a la accesibilidad de nitrógeno, se sabe que los 

reguladores son los productos del gen glnL (NR0 ) y glnG (NR,) que son el sensor (cinasa) 

y el regulador respectivamente; además de la subunidad d'4 específica para genes regulados 

por la accesibilidad de nitrógeno que está codificada por el gen glnF. NR11 es uno de los 

dos sensores (el otro es CheA, 30), que no contienen dominio transmembranal, y que por 

lo tanto son citoplásmicas y deben recibir la señal de la disponibilidad de nitrógeno a 

través de otro componente; ya se ha propuesto que en este caso el producto del gen glnA, 
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la glutamino sintetasa, sea el sensor primario que genera una señal intracelular (la glutami­

na) que se transfiere a NRn a través de las proteinas Uridiltransferasa y Pn (1, 30). La 

proteina NRn probablemente actúe en condiciones medias de represión donde se observa 

que se requiere esta proteina para reprimir totalmente (11) la transcripción del gen glnA, y 

tal vez NRn es muy sensible a la información de la cantidad intracelular de glutamina que 

le proporciona Pn en su forma no urid.ilada y por lo tanto catalice principalmente la 

desfosforilación de NR,; esto se ve apoyado porque algunas mutantes aisladas en glnL, 

presentaban un fenotipo en el que la célula no reprimía la síntesis de GS por crecimiento 

en altas concentraciones de amonio (11), y otro tipo de mutaciones son las que resultan en 

una alteración tal en NR11 que pierde la capacidad de desfosforilar a NR., y esto ocasiona 

un fenotipo constitutivo tanto de la síntesis de GS como de los sistemas Ntr aun en 

presencia de amonio en el medio (37). Parece que la actividad más evidente de NRn es la 

desfosforilación de NR, ya que el efecto más claro es que la síntesis de GS no se reprime 

en ausencia de NRa. y sin embargo hay inducción total del operón Jmr"'•"' (3). De hecho 

inicialmente se había propuesto que el producto de glnL reprimía la síntesis de GS (32). Se 

sabe además que ausencia total de la proteina NR 11 por deleción del gen que la codifica 

glnL, permite una regulación, aunque más lenta, de la síntesis de GS, e inducción total de 

los sistemas Ntr aún en exceso de nitrógeno (3, 15). El hecho de que NRu sea dispensa­

ble., sugiere que existe alguna otra enzima en la célula capaz de sustituir en ciertas 

condiciones a esta proteina; de hecho, recientemente se ha publicado (36) que en experi­

mentos hechos in virro la cinasa que regula la respuesta quimiotáctica, CheA, puede 

fosforilar (aunque mucho menos eficientemente) a la proteina NR., responsable de la 

transcripción de los sistemas Ntr; también NR 11 puede fosforilar a la proteína CheY que 

interacciona con el motor del flagelo para controlar el comportamiento de nado; lo que 

indica que los sensores, que generalmente son proteinas que tienen actividad de cinasa, 

tienen especificidades cruzadas. 

Los mecanismos de control de la síntesis de GOGA T, y los que controlan al regulón 

Ntr (controlado por NR,, N Ru y a'"') posiblemente esten relacionados puesto que el fenotipo 

Ntr" característico de mutaciones en el operón glrBDF, se puede suprimir por segundas 

mutaciones en glnL que al mismo tiempo confieren constitutividad para la síntesis de GS 

(42, 49) (fentotipo GlnC). 
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Por otra pane datos de secuencia de gltF obtenidos por Noemí Flores en el laboratorio 

del Dr. F. Bolívar. han revelado la existencia de un posible péptido señal, y un probable 

dominio transmembranal; además también se encontró un posible sitio de unión a ATP, 

revelado por similitud con la secuencia consenso de una =gión conservada en proteínas 

eucarióücas que se fosforilan; recientemente se ha podido encontrar tres =giones conserva­

das entre las cinasas procarióticas (generalmente sensores) (53). y es posible encontrar 

homología entre estas tres regiones ya reponadas, con zonas equivalentes de la secuencia 

de aminoácidos deducida para gltF. 

Considerando todos estos datos. el n1odelo que propongo es el siguiente: El producto 

de gltF se encontraría en membrana. y en condiciones fisiológicas de limitación de 

nitrógeno, inicialmente el producto de gltF detectaría la escasez de amonio en el medio; 

probablemente porque. o bien no puede unir amonio dado que está limitante, o bien porque 

une algún aminoácido cuya degradación provee de amonio o glutamato y que se considera 

limitante (como son arginina o prolina). En esta situación. GltF se fosforilaría siempre que 

también se encuentre la subunidad ligera de GOGAT "acüvada" por altas concentraciones 

de cx-cetoglutarato intracelular, indicativas de limitación de nitrógeno. GltF fosforilado 

donaría su fosfato a NR, lo cual lo volvería activo para inducir la síntesis de las enzimas 

Ntr. En condiciones de exceso de amonio en el medio, GltF podría unirlo, y esto 

probablemente impediría que se fosforile, y además, la subunidad ligera no estaría activada 

dado que no habría niveles suficientes de a-cetoglutarato. En este caso, NRu catalizaría 

principalmente la desfosforilación de NR1, volviéndolo inactivo para inducir la síntesis de 

los genes controlados por Ntr. Es decir, se propone que gltF sea una proteina regulatoria 

análoga a NRu, esto es, podría ser la contrnpane transmembranal de ésta, y GltF actuaría 

sustituyendo a NR 11 bajo condiciones de altas pozas intracelulares de cx-cetoglutarato, 

catalizando la interconversión de NR1 a NR1-fosforilado. Esto explicaría por qué el 

producto de g/nL es totalmente dispensable para la inducción de GS así corno de las 

enzimas que penenecen al regulón Ntr. Se propone que el papel de la subunidad ligera 

sea el de transnútir la información con respecto a las pozas intracelulares de cx-cetogultarato 

ya que esta subunidad probablemente une este compuesto (31, 35), (ver esquema 3). 

Existe la posibilidad de que el producto de gltF directamente fosforile a NR1, o bien 

que done su fosfato a NR0 , y éste finalmente integre la información proveniente tanto del 
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producto de gltF corno de la proteina P 0 • y se la transmita al regulador final que es NR,. 

Los datos de mutaciones supresoras del fenotipo Ntr' (de mutaciones en el operón glrBDF). 

que se localizan en glnL (NR0 ), pudieran apoyar la idea de que el producto de gltF actúe a 

través de NR0 ; sin embargo el hecho de que esta proteina es totalmente dispensable para la 

inducción de histidasa permite suponer que el producto de gltF puede fosforilar a NR, 

directamente; y las mutaciones supresoras en el gen glnL revierten el fenotipo Ntr porque 

el producto NR0 mutante. mantiene constantemente fosforilado a NR1 y se vuelve dispen­

sable la presencia del gen gltP--. 

Todavía se tienen que hacer más experimentos para probar esta hipótesis. que por una 

parte presupone que una cepa que contuviera mutaciones que ocasionaran pérdida del 

producto tanto de glnL como de gltF serían incapaces de inducir la síntesis de histidasa por 

crecimiento en limitación de nitrógeno. puesto que no habría ningún sensor que bajo el 

estímulo apropiado, activara por fosforilación a NR,. Otra predicción de ésta hipótesis. es 

que el producto de gltF es en realidad capaz de autofosforilarse. y posteriormente fosforilar 

a NR1 o bien a NR0 ; probablemente en presencia de la subunidad ligera de GOGAT. Por 

último. también deben hacerse experimentos dirigidos a esclarecer el mecanismo de 

represión por glutarnato a la que está sujeto el operón gltBDF. y qué productos génicos 

están involucrados en este proceso; así como cuales elementos de la región regulatoria de 

gltB se requieren para la represión. 

Aparentemente se requiere del producto de gltF para observar la represión producida 

por alto glutamato intracelular. pero es posible que esto sea un efecto indirecto. es decir 

que el producto de gltF generaría una señal (posiblemente por fosforilación) que produciría 

la represión cuando haya una alta poza intracelular de glutamato (y seguramente la poza de 

cx.-cetoglutarato se encontraría baja en estas condiciones). Tan,bién pudiera ser que gltF 

directamente sea un represor del operón al que pertenece aunque qu1za esto es menos 

probable ya que el producto de gltF posiblemente está embebido en la membrana. 

Por último quisiera hacer notar que existe evidencia de que hay un regulador positivo 

en la síntesis de GOGAT (l. Castaño Tesis de Maestría); y este activador se encuentra 

localizdo en la misma región cromosoma! (min 69 del mapa cromosómico) que los genes 

estrUcturales de GOGA T; experimentos preliminares que se es tan llevando a cabo en el 

laboratorio parecen indicar que el plásmido pRSP2 l que lleva la región cromosoma! 
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originalmente aislada (14, 16) lleva tanto los productos génicos necesarios para reprimir 

como para activar la síntesis de GOGAT. 
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CONCLUSIONES 

La sección de Resultados de esta tesis permite trazar las siguientes conclusiones: 

1) Los genes estructurales de la enzima GOGAT:se encuentran formando un operón 
··-· •,, i . , 

complejo con un tercer gen g ltF. cuyo P.rixlu·c~o: está . involucrado con la inducción 

de los sistemas Ntr. 

2) Existe al menos un transcrito grande de aproximadamente 7 .5 Kb, __ reprimible por 

crecimiento en glutamato, que abarca los tres genes del operón. 

3) Una mutación polar por inserción en el primer gen del operón gltB oca~io~~- pÚdida 

del transcrito grande. 

4) El producto de gltF se identificó como una proteina de aproximadamente 3Ó Kd; 

5) Existe otro promotor, aunque más débil, entre los genes que codifican para la subu­

nidades pesada y ligera de GOGAT (gltB y g/tD). 

6) Mutaciones por inserción que se localicen en cualquiera de los tres genes ·del. operón, 

ocasionan fenotipo Ntr·. 

7) El fenotipo Ntr" ocasionado por estos alelos sólo se complementa por plásmidos que 

llevan tanto glrD• como gltF•. 

8) La transcripción proveniente del promotor secundario entre gltB y gltD no es suficiente­

mente fuerte como para poveer las concentraciones intracelulares necesarias de cada 

producto para complementar para el fenotipo Ntr•. En la cepa silvestre estas concen­

traciones solamente se alcanzan cuando la transcripción se inicia en el promotor de 

glcB. 

9) La transcripción del operón está sujeta a represión por glutamato para Jo cual se re­

quiere del producto de glrF y posiblemente también de Ja subunidad ligera de GOGAT. 
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MATERIAL Y METODOS 

1. Cepas Bacterianas plásmidos y bacteriófagos 

Todas los bacteriofagos y las cepas bacterianas usadas se encuentran descritas en la 

TABLA 1, y son derivadas de E. coli K-12 excepto la cepa RRl que es un híbrido entre 

E. coli K-12 y E. coli B. 

Todos los plásmidos utilizados estan descritos en la TABLA 2. 

2. Medios de cultivo 

Los medios de cultivo utilizados son: como medio rico Luria-Bertani (LB) (34) que 

contiene 1 % de peptona de caseína, O.So/o de extracto de levadura y 1 % de cloruro de 

sodio, como medio mínimo se utilizó NN (16) que contiene 13 gr/lt. de fosfato monobás­

ico, 2.61 gr/lt. de sulfato de potasio, 0.2 gr/lt de sulfato de magnesio, 0.01 gr/lt. de cloruro 

de calcio y 0.5 mg/lt de sulfato ferroso. A este n1edio se le adiciona glucosa 0.2% final 

como fuente de carbono, como fuente de nitrógeno se agrega cloruro de amonio 15 n1M 

final (Nitrógeno en exceso), o glutan1ina lmg/ml final o glutan1ato 0.2o/o final (Nitrógeno 

limitante) esterilizados independientemente por filtración. Otros requerin1ientos con10 

aminoácidos o vitan1inas se esterilizaron por filtración y se añadieron a las concentraciones 

óptimas previamente determinadas (34). Las concentraciones finales para los antibióticos 

son las siguientes: Kanamicina 30 µg/rnl, Estreptomicina 100 µg/ml, Espectinomicina 20 

µg/rnl Arnpicilina o Carbenicilina 200 µg/ml, Cloramfenicol 10 µg/ml, y Tetraciclina 10 

µg/ml. 

Todos los cultivos se hicieron a 37ºC excepto la cepa po/A· (Ts) que se realizaron a 30ºC. 

3. Obtención de lisados de PI virA y titulación 

Para la propagación del fago Pl virA en las cepas donadoras adecuadas, se cultivaron éstas 

en medio LB hasta fase exponencial (40 unidades Klett (UK)). Se tomaron O.Sn1l de este 

cultivo y se mezcló con O.lml del fago Pl diluído a lXlO' unidades formador.is de placas 

(u.f.p.)/ml en NN esteril, y la mezcla se transfirió a tubos de LB adicionado de 25 mM de 

CaCl2 más agar al 0.75% (LC), esta mezcla se vació en cajas de petri con LB n1ás 25 mM 
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de CaCI,, 25 µg/ml de timina y 0.2% de glucosa (LCTG). Las cajas se incubaron a 37ºC 

durante aproximadamente 12 Hrs. Posteriom1ente se raspó el agar suave, se transfirió a 

tubos y se le agregó 3 mi de LB, se añadió 1/20 de volumen de cloroforn10, y se agitó 

vigororsamente en vonex. Posteriormente se centrifugó y el sobrenadante se recuperó y se 

le añadió cloroformo nuevamente, se guardó a 4ºC. Los lisados se titularon sobre la cepa 

sensible AB1157 resuspendida en O.OIM de MgS04 y 0.005M de CaCI,. Se mezcló O.lml 

de esta suspensión con 0.1 mi de diferentes diluciones del fago y se incubaron durante 

20min a 37ºC sin agitación, y posteriormente se vaciaron sobre cajas de LcrG con ayuda 

de agar suave LC. Se incubaron a 37º durante 12Hrs. y se contaron las unidades for­

madoras de placas. 

4. Transducción con Pl 

Se cultivó la cepa receptora en medio LB hasta 40 UK, se centrifugó y concentró 10 veces 

en peptona de caseina al 1 % posteriormente, se añadió 1 volumen de una solución de 

CaCl2 0.05M y MgS04 0.03M., y 1 volumen de fago Pl propagado en la cepa donadora 

adecuada diluido a 5 X 107 ufp/ml. La mezcla se incubó a 37ºC por 20 min sin agitación, 

se lavó dos veces con NN. y las células se resuspendieron en 0.1 ml de NN para después 

platearlas en medio selectivo. 

5. Inducción y transducción de lisados MudIIPR 13 

Se cultivó la cepa lisógena para los fagos MudlIPR 13 y Mucrs62 (8) en LB más 5mM de 

CaCl2 y 200mM de MgSO. a 30ºC con agitación, cuando llegó a 30 UK, se incubó a 37ºC 

durante 20min, y posteriormente a 42ºC por 90min para producir lisis celular. Se le agregó 

1% de cloroformo y se agitó con vonex y se centrifugó. Este lisado se utilizó para la 

transducción de las inserciones del fago MudIIPR 13 a la cepa receptora M8820 (8) de la 

siguiente manera: se utilizó 1 mi de un cultivo saturado en medio LB m•ís 5mM de CaCl2 

y lOmM de MgS04 de la cepa rcceptorn. y se mezcló con 100µ1 del lisado de MudJIPR13-

Mucrs62 y se agregó MgSO. a una concentración final de 2mM y CaC12 20mM final. Se 

incubó a 30ºC durante 30min sin agitación. Posteriormente se le agregó 2 n1l de LB y se 

puso en agitación por 75 min, se lavaron las células con NN y se resuspendieron en 0.4 mi 

de NN y se platearon en medio selectivo. 
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6. Transformación por plásmidos híbridos 

Se cultivó la cepa receptora adecuada. en medio LB hasta 30 UK, se centrifugó a 4ºC y 

se lavó con NaCl lOmM, posteriormente se resuspendió el cultivo en 0.5 volumen de CaCl2 

lOOmM y se incubó en hielo durante 20 min, se centrifugó y se resuspendió en 0.1 

volumen de CaCl2 lOOmM. Se tomaron 0.2 ml de esta suspensión celular, se añadió 

alrededor de lOOng del plásmido resuspendido en CaC12 lOOmM y se incubaron en hielo 

por 60 min. Después se pasaron a un baño a 42ºC durante 70 segundos. Se les agregó 1 

ml de LB y se incubaron a 37ºC por 60 min. Se tomó 0.1 ml de la suspensión y se 

plateó en cajas de medio selectivo. 

7. Purificación de DNA de plásmido 

En general para todas las técnicas de biología molecular. se siguieron los procedimientos 

descritos en el libro de protocolos en biología molecular (2). 

Se creció un cultivo de la cepa adecuada transformada con el plásmido de interés más el 

antibiótico apropiado; se centrifugaron 10 ml de este cultivo y se lavaron con una solución 

que contiene 20% de sacarosa, 50mM de EDTA y SOmM de Tris pH 7.6. El precipitado 

se resuspendió en 2.25 ml de esta misma solución. y se le agregó 50 µl de RNAsa (10 

mg/ml) y 5.25 mi de una solución de NaOH 0.2N y SDS 1 %; se agitó vigorosamente y se 

incubó en hielo durante 10 min. Al cabo de este tiempo, se le agregó 3.75 ml de una 

solución de acetato de sodio 3M pH 4.8. se mezcló por inversión y se incubó por 30 min 

más en hielo. Después se centrifugó por 15 min a 10 000 rpm a 4ºC. El sobrenadante se 

filtró por un membrana millipore de 0.45 µm. se le añadió 1 volumen de isopropanol y se 

centrifugó a 10 000 rpm por 15 min a temperatura ambiente. El precipitado se lavó con 

etanol al 70% y posteriormente se secó al vació y el DNA finalmente se resuspendió en 

500 µl de una solución de Tris 10 mM pH 8 y EDTA 1 mM (TE). 

8. Purificación de DN A cromosornnl 

Se cultivó la cepa adecuada hasta saturación y se centrifugó 1.5 ml en una micorfuga. La 

pastilla celular se lavó con 1 ml de TE y posteriormente se resuspendió en 567 µl de TE; 

se añadió 30 µl de SDS al 10% y 3 µl de proteinasa K (20mg/ml); se mezcló e incubó 

por 1 hr a 37ºC. Se añadió 100µ1 de NaCl 5M y se mezcló; posteriormente se añadió 
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80µ1 de una solución que contiene 10% de CTAB (Bromuro de cetiletiltrimetilamonio), y 

0.7 M de NaCI; esta mezcla se incubó por 10 min a 65ºC. Se extrajo con un volumen de 

cloroformo/isoamflico (24:1), y se centrifugó durante 10 min en una microfuga. El 

sobrenadante se volvió a extraer con 1 volumen de fenol/cloroforrno/isoamílico (25:24:1). 

La fase acuosa se transfirió a otro tubo y el DNA se precipitó con 0.6 volumenes de 

isopropanol; se centrifugó durante 5 min más y el precipitado se lavó con etanol al 70%. 

Se secó el DNA al vacío y se resuspendió en 100µ1 de TE. 

9. Digestion con enzimas de restricción 

Tanto el DNA de plásmido como los DNAs cromosomales se digirieron con diferentes 

enzimas de restricción según el caso y siguiendo las instrucciones de cada enzima en 

particular. Las reacciones se detuvieron por calentamiento a 65ºC, o por congelamiento. 

10. Hibridización de DNA contra DNA tipo Southern 

Las muestras de DNA cromosoma! digeridas con las enzimas adecuadas, se sometieron a 

electroforesis en geles de agarosa al 1 % en solución amortiguadora TBE (Tris 89mM pH 8, 

ácido bórico 89mM, EDTA IOOmM); se corrió a 40 volts durante 12 hrs. El gel se tiñó 

con bromuro de etidio y posteriormente se lavó durante 15 min con HCI 0.25N, después se 

hicieron dos lavados con NaOH 0.5N y NaCI IM de 15 min cada uno. Los dos úlimos 

lavados se hicieron con una solución de Tris 0.5M pH 7.4, y NaC! l.5M. La transferencia 

del DNA se hizo a un papel de nitrocelulosa según la técnica de Southern (52). 

La hibridización de cada filtro se hizo utilizando el probador adecuado para cada caso, y 

generalmente se utilizó a-CTP (32P) para marcarlo por nick translation según indicaciones 

del fabricante. La hibridización se llevó a cabo en solución amortiguadora de fosfatos 

O.lM a 45ºC durante 12 hrs. Los lavados se hicieron inicialmente a temperatura ambiente 

en solución SSC 2X y SDS 0.1 %, y finalmente 2 lavados a 42ºC en solución SSC O. IX, 

SDS 0.1 %, (2). Los filtros se expusieron a films Kodak y se revelaron después de 24-48 

hrs. 
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11. Determinación de actividades enzimáticas 

La cuantificación de las actividades enzimáticas de GOGAT, 13-galactosidasa e histidasa, se 

hicieron, en los casos en los que se permite, del mismo cultivo: se crecieron de 20ml a 

30ml de las cepas en cuestión hasta que llegaron a 170-200 Unidades Klett en los medios 

indicados en las tablas, para las determinaciones de los resultados adicionales, ya que fue 

necesario dejar los cultivos hasta fase estacionaria para detectar la actividad de histidasa. 

En el caso de las actividades de GS, GOGAT, y GDH, el método para su determinación se 

encuentra descrito en el artículo; para el caso de 13-galactosidasa se utilizó el método de 

Miller (34). Para la cuantificación de histidasa se utilizó el método descrito por Pahel et.al 

(42). 

La cuantificación de proteína para calcular las actividades específicas se realizó utilizando 

el método de Lowry et.al (26), utilizando albúmina sérica bovina. 

l2. Consrrucción de cepas que llevan el operón ltutC,.,.,,. 

Para introdueir Jos genes del operón hutC a las cepas del laboratorio, se utilió como 

donadora para la propagación de PI, la cepa YMCJO donada por el Dr. Magasanik (Tabla 

1) (11), que además de tener insertado en el cromosoma estos genes de K.aerogenes, 

contiene una deleción del operón /ac. Inicialmente se transfirieron por transducción los 

alelos silvestres de los operones i/v y pro a la cepa MX 1172 (Tabla 1) con el objeto de 

obtener una cepa sin auxotrofías, ya que al añadir prolina, isoleucina y valina (que son los 

requerimientos de la cepa MX 1172), la cepa puede utilizarlos como fuentes de nitrógeno. 

Posteriormente se introdujeron los genes del opcrón lzut~ y la selección fue crecimiento en 

histidina como única fuente de nitrógeno. Finaln1cnte se con1probó por detcnnintación de 

actividad enzimática que efectivamente se transfirió este operón; así mismo se verificó que 

la cepa siguiern. conservando el fenotipo Lac· (la cepa YMClO posee una deleción del 

operón lac). 

13. Aislamiento de la mutación g/rD::MudllPR 13 

Se utilizó el bacteriófago MudllPR 13 (45). Este fago contiene solamente los extremos e y 

S del fago Mu lo que le permite insertarse al azar en el cromosoma o en plásmidos que 

contenga la cepa lisógena. Posee además el gen que le confiere resistencia a cloramfenicol 

y Jos genes del operón lac sin promotor; el gen lacZ empieza a partir del octavo codón de 
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B-galactosidasa de manera que cuando el fago se inserta en la orientación y fase de lectura 

adecuadas de un gen blanco, se obtienen fusiones traduccionales de éste con lacZ. 

Este fago, para transponer, requiere de las funciones de transposición que le provee en 

trans un fago Mucts62 ayudador que al poseer un represor termosensible (mutación cts62) 

se induce al elevar la temperatura del cultivo a 42ºC. De ésta fonna se obtienen inser­

ciones al azar del fago MudIIPR 13 que posteriormente se transfieren independienten1ente a 

las cepas adecuadas. 

Se utilizó el plásmido pGOLl (22) para buscar mutaciones por inserción de MudIIPR13 en 

gltD y/o gltF; se introdujo a la cepa MC4100/MudIIPR13 (45). La inducción de la 

transposición del fago, y la transducción a la cepa receptora M8820, se hizo como se 

describió en el punto 5 de ésta sección. Se seleccionaron las transductantes en dos tipos 

de medio: medio Luria con cloramfenicol, y n1edio Luria con c\oramfenicol más ampicilina 

que es la resistencia para la que codifica el plásn1ido pGOL2. De las seleccionadas en 

cloramfenicol, el 90o/o también eran resistentes a ampicilina, lo cual indicaba que una 

altísima proporción de las transposiciones de éste fago son al plásmido. Se buscaron 

aquellas inserciones que fom1aron fusiones de B-ga\actosidasa con algún gen del plásmido, 

cultivando las colonias en cajas con medio mínimo y un indicador de actividad de B­

galactosidasa: B-D-isopropilthiogalactósido (X-gal). Se tomaron solamente aquellas que 

dieron coloración azul, que era indicativo de una fusión con /acZ. Se purificó DNA de 

plásmido de aproxinrndamente 40 colonias, que se analizaron por patrón de restricción para 

buscar una mutación en gltD. Se encontró una mutante en la que la inserción del fago se 

localiza n1uy cerca de la mitad de este gen. 

14. Aislamiento de la mutación gltFJ::O. 

La mutación gltFl::Q se aisló inicialmente en el plásmido pGOGl, y el método utilizado se 

encuentra descrito en el artículo. Posteriomeme se aisló Ja misma inserción: gltF 1 ::n en el 

plásmido pRSP2 l, y este fue el que se utilizó para hacer la recon1binación en cromosoma. 

15. Recombinación en el cromosoma de Jos alelos glrD::MudllPR13 ~ gltFJ::O. 

La recombinación por homología de las mutaciones aisladas en plásmido al cromoson1a, se 

llevó a cabo utilizando la cepa po/Ats y el mismo método utilizado previamente para la 
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recombinación del alelo glrB225::n que se encuentra descrito en la sección de Material y 

Métodos del artículo. Para el caso de la recombinación del alelo g/rD::MudIIPR13 se 

probaron alrededor de 5000 colonias de las cuales solamente se encontró una que man­

tuviera los marcadores del fago (CmR), y fuera sensible al marcador del vehículo (Ap); 

para el caso de la mutación g/tFJ::n se probaron alrededor de 2000 colonias de las cuales 

2 presentaron el fenotipo deseado (Spc/SmR y Cm'). 

Una vez obtenidas las colonias con el marcador deseado, se utilizaron como donadoras para 

la propagación de PI para transferir los alelos a las cepas receptoras adecuadas y seleccio­

nando para los marcadores de cada inserción. Posteriormente se aisló DNA cromosoma! de 

cada una de las cepas y se verificó por hibiridización de DNA-DNA tipo Southern, que las 

inserciones transferidas a cromosoma fueran las mismas que se aislaron inicialmente en los 

diferentes plásmidos. 
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