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RESUMEN

En Neurospora crassa se han descrito dos polipéptidos (a y 8)

responsables de l1a sintesis de glutamina. La expresidn de estos polipé&ptidos

esta regulada por la fuente de nitrdgeno presente en el medio de cultivo.
En cultivos limitados de amonio se encuentra una glutamino sintetasa (GS)
tetramérica, formada principalmente por polipéptidos o, en tanto que en

exceso de nitrdgeno 1a enzima se encuentra estructurada como un octdmero

compuesto predominantemente por mondmeros B.

Se han aislado una serie de mutantes que requieren glutamina para

crecer. Las mutaciones responsables de la auxotrofia por glutamina se

encuentran altamente ligadas entre si y probablemente se localizan en el gene
estructural para el polipéptido €. Estas mutaciones se pueden dividir en

dos tipos: aquellas que causan una disminucidn en el peso molecular del
mondmero 8, generando un nuevo polipéptido de 30,000 daltones (y), y aquellas
que sin alterar sensiblemente el peso molecular de g, modifican su punto

jsoeléctrico (B'). Las revertantes aisladas a partir de cualquiera de estos

dosvtipos de mutantes, solo conservan el polipéptido o de GS perdiendo el

mondmero alterado y o B'.

Enbase a estos datos se ha propuésto un modelo que explica la disminucidn

de la actividad de GS en los aux6trofos de glutamina ~como resultado de la

interaccidn de los mondmeros o normales con los B alterados, formando enzimas
hibridas {inactivas. ’



INTRODUCCION

‘ConcepZOA iniciales.

La asimilacion de nitrégeno es un proceso mediante el cual el
nitrdgeno del medio ambiente es dincorporado al interior de una célula y
combinando, de tal manera, que pueda ser usado en la biosintesis de las
moléculas basicas, como aminodcidos, nucledtidos y aminoazucares que a
su vez sirven de eslabones en la fabricacidn de las macromoléculas propias
de cada organismo.

En la naturaleza el nitrégeno se encuentra de tres maneras: a) Como
nitrégeno molecular en estado gaseoso, en estas condiciones solo es
aprovechable por aquellos microorganismos fijadores de nitrdgeno que lo
reducen a amonio; b) En forma de sales inorgdnicas mds o menos oxidadas como
nitratos y nitritos o altamente reducidas como sales de amonio, este tipo
de compuestos son utilizables como fuentes de nitrdgeno por un espectro muy
amplio de organismos; c) Como nitrdgeno orgdnico (aminas, amidas, etc.) que
son compuestos derivados del metabolismo de seres vivos que para ser
asimilados, requieren de sistemas de degradacidn m3s o menos especificos.
Estos compuestos son bioldgicamente interconvertibles dando lugar a lo que

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

Asimilacibn de nitrhfgeno en procaniotes.

LY
Los microorganismos procariotes pueden usar una gran variedad de

compuestos como fuente de nitrégenc. Esta variedad va desde el nitrdgeno



Nitritos(NO3)
Nifratos{NO3)
A

nitrificacion
Reduccidn Asimilatoria

v Fijaciond
: Mineralizaclon . Nitrogeno o
Nitrdgeno - >Sgales de amonio ¢ m’frloger;o
Organlco ~ " Asimilacion (NH I ) olecular
(RENHg, R-C-NHotc.
0

Fig. 1. Ciclo Bioldgico del Nitrogeno,

R* asqueletos de carbono,



molecular hasta el nitrdgeno presente en aminodcidos, nucleGtidos etc.
. Para que estos compuestos sean asimilados es indispensable su conversién
a amonio, de donde se desprende que el amonio es la fuente preferida de
nitrégeno por las bacterias. Aln y cuando las capacidades y las maneras
de como estos compuestos son usados, varian dependiendo del organismo, en
todos ellos los aminodcidos glutamato y glutamina funcionan como los
donadores del nitrdgeno celular, estos aminod3cidos son interconvertibles
por una serie de enzimas (Fig. 2) ampliamente distribuidas a lo largo de la
escala filogenética.

En Kf€cébsiella y Rhizobiwn el amonio es asimilado por la deshidrogenasa
glutadmica, (L—g]utamato:NADP+oxidoreductasa, E.C.1.4.1.4.) o por la glutamino
sintetasa (L-glutamato:amonio ligasa, E.C.6.3.1.2.).(84,3}). La utilizacidn
alternativa de una u otra de estas enzimas, depende de la concentracién de
amonio presente en el medio. Cuando esta concentracién es menor a 0.1 mM
0 el amonio proviene enzimdticamente de otro compuesto, 1la glutamino sintetasa
(GS) es 1la unica enzima con la afinidad necesaria para asimilarlo, esta
glutamina es a su vez utilizada como substrato por la glutamato sintasa
(L-glutamato:NADP+oxidoreductasa o GOGAT E.C.1.4.13.) para la sintesis de
acido glutamico (60), por lo que mutantes que carecen de actividad de GOGAT
son incapaces de crecer en presencia de bajas concentraciones de amonio (7).

Por otro lado, en condiciones de_exceso de amonio este es asimilado
inicialmente por la GDH biosintética (84).

En E. cofdi y Salmonella a pesar.de que las tres enzimas (GS, GDH y
GOGAT) han sido descritas, la regulacidn de su expresién no se encuentra

coordinada como en el caso de Keebsiclla (84,6).-
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Por Gtlimo, existen algunos microorganismos, como por ejemplo
Anabaena y Baciflus subtidis, en los cuales la finica via de asimilacidn
de amonio es a través de las enzimas GS y GOGAT (13,16,87).

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

a nivel de su actividad y a nivel de su sintesis. La regulacidén de la
actividad enzimd@tica de la GS se lleva a cabo por diversos mecanismos:

a) Por 1la interconversidn entre una forma relajada (inactiva) y una forma
rigida (activa), mediada por la concentracién de los cationes divalentes
MG;* ¥ Mn?* (96). b) Por retroinhibicién acumulativa por los productos
finales del metabolismo de glutamina (26). c¢) Por un sistema de
inactivacidon por adenilacién. La adenilacidn y desadeniIaciGn_de GS son
catalizadas por la enzima adeniltransferasa (ATasa). Esta enzima cataliza la
reaccidn de adenilacidn estimulada por la proteina PII no modificada, y la
reaccidon inversa (desadenilacién) en presencia de la proteina PII uridilada.
La uridilacién de la proteina P;1 se lleva a cabo por la uridiltransferasa
(UTasa). Esta enzima es activada por a-cetoglutarato e inhibida por
glutamina, por 1o que el estado de adenilacidén de GS es una funcidn de la
relacion de las concentraciones intracelulares de a-cetoglutarato y
glutamina (26).

E1 sistema que regula la sintesis de la GS en algunas enterobacterias
tales como E. coli, K. aerogenes y S. typhimuwriium es bastante complejo. E1l
sistema g£n de estas bacterias esta compuesto por los g€nrA, G&nB, gi&nD,
ginE, gZhF, genG y genl. E1 gene gfnA que es el gene estructural para GS,
mutaciones en este gene resultan en el fenotipo Gln~ (15,38,56). Este

gene estd localizado en el minuto 86 del cromosoma de E. co&f y en las



posiciones equivalentes de l1os cromosomas de K. aerogenea y S. Xyphimuniwm,
en todos 10s casos estd ligado por transduccién al operdn nha.
E1 gene g&nF, fu@ originalmente descrito en S. typhdimurium, al
aislar mutaciones no ligadas a gfnA que conferian auxotrofia por glutamina.
Este gene se encuentra localizado en el minuto 68 del mapa de E. cofs
y estd l1igado por transduccidn al gene angG (24). Todas las mutantes G&nF
analizadas hasta la fecha, son incapaces de producir concentraciones altas
de glutamino sinteta;a y la que producen es insuficiente para crecer en
medios sin glutamina.

Simultaneamente a la falta de induccidén de GS en

respuesta a una lTimitacién de nitrdgeno, estas cepas tampoco pueden inducir
algunas enzimas catabélicas, como histidasa o prolino-oxidasa, (fenotipo Ntr ).
E1 gene g€nG fué identificado porque mutaciones en este gene podian suprimir

el fenotipo GIn~ causado por mutaciones en el gene gf&nF (39,71). Este tipo
de mutaciones resultan en una

sintesis baja y constitutiva de GS. Con base

en estos datos se propone que 1os productos de g&nG y GEnF se requieren para
activar la expresion del gene gfZnA. Por otro lado, las cepas con mutaciones
que causan una ausencia total del producto de g&nG (por insercidn de un

transposon) producen un poco mds de GS que aquellas con una mutacidn puntual

en g&nG (57). Esto sugiere que el producto de gfnG también participa en la

represidon del gene gfnA.

E1 gene gfnB codifica para la proteina P11 {22). -Esta proteina

participa en el sistema de adenilacién-desadenilacidn de GS. Mutaciones en
este gene que impiden la uridilacidn de PII’ ademds de provocar una adenilacidn
elevada de GS, resultan en una disminucidn en la concentracién de esta enzima.



Por otro lado, mutaciones que causan la pérdida total de PII dan lugar
a un fenotipo GInC (expresién constitutiva de GS), estos datos sugieren
que la proteina PII no uridﬁTada participa en 1a represidn del gene gi&nA.

E1 gene g&€nD, es el gene estructural para la uridiltransferasa
(UTasa) (5), mutaciones en este gecne elevan el estado de adenilacidn de la
GS y disminuyen su concentracidn. /fmbos efectos parecen estar mediados
por un incremento en la concentracidn de PII a falta de UTasa. La
auxotrofia por glutamina causada por las mutacioneé en los genes g&nB o
aenD son suprimidas por segundas mutaciones que se encuentran altamente
ligadas al gene g€nA y que-han sido identificadas en el gene g&nl. E1l
producto del gene g€nl junto con el producto del gene g£nG reprimen la
expresidn de GS. Pero para que g&nl pueda participar en esta represidn
requiere de la presencia de la proteina P;1 no uridilada (9). Finalmente’
se ha propuesto que el producto del gene g£nG participa en la activacién de
operones catabdlicos nitrdgenados dado que mutaciones en este gene presentan
el fenotipo Ntr™ . .

En la familia Rhizobiacea se ha descrito la presencia de dos enzimas
con actividad de GS (GSI y GSII) (23). La GSI es semejante a la que se
encuentra en enterobacterias ya que esta sujeta a regulacidn por adenilacién
en respuesta a un cambio en la concentracién de amonio. La GSII no esta
sujeta al sistema de regulacidn por adenilacidn pero su sintesis es reprimida
en respuesta a un incremento en la concentracidén de amonio (11). Por otro
lado, se tiene evidencia en favor de una relacidén entre la regulacidn de la
GS y 1a expresidén de la nitrogenasa (50,51) ya que auxdtrofos de glutamina de

Rhizobium "cowpea" 32H1 no sintetizan la nitrogenasa y son incapaces de



nodular (51).

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

bacterias tales como Baciffus brevis y Bacillus caldofyticus (25,94).

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

difieren en sus propiedades cinéticas. lLas enzimas fueron aisladas a partir
de 2 difererentes condiciones de cultivo: una en la cual el organisho es
capaz de esporular y otra en 1a que no. Con base en esto, los autores
sugieren una relacidén entre una de las formas de GS y la capacidad de
esporulacidn en este microorganismo.

En el termofilo extremo B. cafdofyticus también se ha descrito la pré-
sencia de dos glutamino siﬁtetasas que difieren en su composicibén de
aminoacidos, en sus propiedades ciné&ticas y en su espectro de respuesta a
retroinhibidores. Es interesante hacer notar que esta regulacidn por
retroinhibicién se l1leva a cabo de una manera complementaria ya que cada
enzima responde solo a una parte de los productos finales del metabolismo de
glutamina. La GSEI es mas sensible a inhibicidn por glicina, alanina y
serina, en tanto que Tla GSEII es inhibida preferentemente por gin, AMP y
5-fosforilribosa-1-pirofosfato. Los autores proponen que la existencia de
estas dos GS es una respuesta a la necesidad de mantener la termoestabilidad
y la sensibilidad a todo el espectro de retroinhibidores que reguian la

actividad de GS (95). ~

-~

Asimikacibn de Nitrbgeno en PRantas.

La mayoria de las, plantas utilizan el nitrato como fuente preferida de

nitrogeno, ya que es la forma m&s abundante en el suelo, inclusive las sales



de amonio, provenientes de fertilizantes, son oxidadas rapidamente a

nitratos por los organismos del suelo. Adn y cuando un gran namero de
plantas son capaces de usar indistintamente amonio o nitratos como fuente

de nitrdégeno, el amonio no puede ser acumulado,ya que aun pequefias
concentraciones resultan tdxicas para la planta (28). En presencia de
fertilizantes amoniacalaes el rendimiento de las plantas depende directamente
de la capacidad que tengan para detoxificar este amonio y esta habilidad
depende de la disponibilidad de cetodcidos (3,28). A diferencia de 1o que
sucede con el amonio, el nitrato puede ser acumulado hasta concentraciones
relativamente altas sin dafio para la planta.

* Tanto los nitratos como el nitrégéno molecular (N») tienen que ser
nicialmente reducidos a amonio, antes de ser incorporados en compuestos

rgénicos. E1 amonio es primordialmente asimilado combindndolo con ceto-

]

dcidos en forma de nitrdgeno amino y amido. i
Tradicionalmente se habia considerado a la deshidrogenasa glutamica,
como la primera enzima de la via principal para la asimilacidon de amonio, ya
que esta enzima proporcionaba el Unico mecanismo de alta actividad y amplia
distribucidon para la sintesis de un nitrégeno a-amino a partir de amonio y
a-cetoglutarato. La glutamino sintetasa era la Gnica otra enzima que podria
asimilar el amonio y que tenia una distribucidn y actividad equivalente a la
de GDH, pero no se conocia ninguna manera de transferir este nitrdgeno amido
formado durante la asimilacién a l1a posicidén «-amino para sintetizar amino-
acidos.
En 1970 Tempest describe a la enzima GOGAT (60) que en conjunto con
la GS permite a las bacterias la asimilacion de amonio cuando este compuesto

se encuentra en concentraciones 1imitantes. Posteriormente en plantas



fueron descritas dos GOGATS diferentes: la primera es NADPH dependiente

Yy se encuentra en fejidos no verdes (17); la otra esta presente en hojas y
es dependiente de ferrodoxina (42). En la actualidad se ha establecido

que existe una amplia distribucion de la GOGAT tanto en bacterias como en
hongos y plantas. AlGn y cuando se han descrito en varias plantas otras
enzimas potencialmente capacitadas para incorporar amonio en compuestos
orgdnicos, hay muy poca evidencia a favor de que jueguen un papel significa-
tivo en la asimilacidén de amonio (62).

En la actualidad se han realizado experimentos tend%entes a dilucidar
cual es la via principal de la asimilacién de amonio en plantas. En hojas
de chicharo alimentadas con nitrato !°N , o con glutamina !N (amido) &
glutamato !N (amino), el isétopo se distribuye en proporciones similares,
en la poza de aminodcidos libres y en proteinas, independientemente del
substrato suministrado (46,62). Esta observacidn indica que la principal
via de asimilacidn en plantas es la de GS-GOGAT. Experimentos realizados
administrando *°NO3 vid la corriente transpiratoria de hojas cortadas de
Datuna, demostraron que la glutamina es el principal receptor del nitrégeno
fotosint&ticamente reducido (47,48). Estudios cinéticos de la aparicidén de
compuestos marcados en raices de plantulas de arroz, muestran a la glutamina
como el compuesto que se marca inicialmente, seguido en orden por el glutamato,
aspartato y alanina en este orden (97). Finalmente, la cinética de asimila-
cidén de nitrdgeno a tiempos cortos, se ha realizado usando el isotopo
radioactivo 3N en presencia de inhibidores especificos de las enzimas GS
Yy GOGAT. Los resultados obtenidos han generado evidencia que el sistema de

asimilacidn de amonio en nddulos provenientes de la asociacién de RhAdzobium
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con raices de leguminosas (62). Es interesante hacer notar que
- exclusivamente las enzimas de la planta son las que participan en la
asimilacion del amonio que proviene de la fijacidn de nitrégeno, ya que
las enzimas del bacteroide se encuentran completamente reprimidas. .

La presencia de la actividad de GS se ha descrito en semillas (20),
plantulas (85), hojas (86), raices (34,86) y en nddulos de raiz (59).
Existen marcadas diferencias en la actividad presente en cada tejido (43,
86), siendo la actividad especifica de GS mas elevada en hoja que en raiz.
Este mismo patrdn de actividad se observa para la enzima GOGAT. En tejidos
verdes 1a mayor parte de la actividad de GS se encuentra localizada en
cloroplasto (91,70), aunque siempre existe un cierto porcentaje en el
citoplasma (65). La actividad de GOGAT se encuentra localizada exclusivamente
en cloroplasto (91), mientras que la GDH se encuentra predominantemente en
mijtocondria (66).

Tanto en raiz como en nédulos la GS se encuentra igualmente distribuida
en plastidos y citoplasma. La actividad de GOGAT se encuentra asociada a
plastidos y 1a de GDH a mitocondria (62).

Recientemente se han encontrado dos GS presentes en arroz y cebada
(27 ,55). En cebada la GS1 se encuentra distribuida en hojas verdes, raiz,
semilla y hojas etioladas, en tanto que la GS2 solo se encuentra en las
hojas verdes, por 1o que se propone que la GS2 es especifica de este tejido.-
En nddulos de frijol también se han descrito 2 GS. Una de ellas (GSm) es
semejante a la que se encuentra normalmente én raiz en tanto que Tla otra

(GSn:) parece se especifica de nédulos.
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Asimilacibn de Nitnbgeno en Hongos.

La asimilacién de nitrdgeno ha sido extensamente estudiada en los

hongos Newrosporna crassa, Aspergillus nidufans y Sacchanomyces cerevisiae.

En estos tres microorganismos, el metabolismo nitrogenado se encuentra

regulado por sistemas de control mas o menos generales (12,61,74,83). No
obstante que el amonio, el glutamato y la glutamina son las mejores fuentes
del nitrdgeno, estos microorganismos son capaces de utilizar una gran variedad
de otros compuestos, que incluyen: nitratos, nitritos, aminodcidos, proteinas,
purinas, etc. E1 uso de cualquiera de estas fuentes requiere de la presencia
de Tos sistemas especificos que dan lugar a la formacidn de amonio. Uno
de 1os objetivos generales al estudiar el metabolismo nitrogenado es

encontrar los elementos de control que coordinan la expresidn de estos sistemas
metabolicos.

Una buena parte de la evidencia que existe acerca de la regulacién del
metabolismo nitrogenado en estos hongos se deriva del andlisis genético de las
mutantes estructurales y regulatorias. Este andlisis genético deberd ser
complementado, siempre que sea posible con estudios bioquimicos y de
biologia molecular sobre la estructura y funcién de los productos de los
genes bajo estudio, con objeto de definir los genes estructurales y
establecer el nivel de accién de genes reguladores. Mutaciones en los
genes reguladores pueden causar cualquiera de\dos fenotipos: constitutividad
(parcial o total) o una disminucién (en ocasiones total)de la concentracidn
de 1a enzima blanco. En la mayoria de los sistemas de regulacidn positiva

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

frecuentemente halladas son las que suprimen a la enzima regulada. En el
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caso de los sistemas de control negativo, las mutantes constitutivas son
las mds abundantes. Existen ejemplos de ambos sistemas de control en

los microorganismos mencionados (33,75,82). Hay mecanismos de control
generales que integran la expresidn de varias vias y sistemas de control
que solo afectan caminos metabdlicos especificos. Debido a 1o anteriér, las
mutantes con cambios en la actividad de una enzima, reflejan alteraciones
en la expresion de un gene, afectando cualquiera de los siguientes niveles
de regulacidon: a) A nivel de transcripcidn y en algunos casos procesamiento
y transporte del RNA mensajero, b) Traduccidn, c¢) Estabilidad del RNA
mensajero, d) Maduracidn de la enzima y e) Recambio de la enzima e
inhibicién y/o modificacidn. Con el uso exclusivo del andlisis genético no
es posible definir en cual de estos niveles ocurrid la alteracién.

Un sistema que participa en el proceso de 1a asimilacidn del nitrdgeno
en hongos es la reduccidn del nitrato a amonio. E1 nitrato es una excelente
fuente de nitrdgeno para Neurospona y Aspengiflus. Este compuesto es
inicialmente reducido a nitrito por la enzima nitrato reductasa (2) en una
reaccion donde se transfieren dos electrones. Subsecuentemente el nitrito
es reducido a amonio por la nitrito reductasa en una reaccidon compleja que
involucra la transferencia de seis electrones. La sintesis de estas dos
enzimas es inducida por nitrato y reprimida por amonio. En Newwospora los
genes nit-3 y niZ-6 son 1os genes estructurales péra la nitrato y nitrito
reductasa respectivamente (88), en tanto que ndiaD y nilA, que se encuentran
genéticamente 1{gados, son los genes equivalente en Aspergillus ndidulans.

En Newrospona se han aislado mutantes regulatorias en el sistema de
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asimilacidn de nitrato. Las mutaciones mapean en uno de dos £oci: las
primeras se encuentran en el gene nit-4 y solo afectan 'lé expresién de
la nitrato y nitrito reductasa (88) en tanto que otras localizadas en el
gene nit-2, alteran ’Ia‘ expresidon de estas enzimas y ademds tienen un efecto
pleiotrdpico sobre la regulacidn de otras enzimas del metabolismo nitrogenado
(54). La evidencia de que los productos de estos dos genes controlan la

transcripcidon de la nitrato reductasa se desprende de los elegantes experimen-

tos realizados por Premakumar y col. (76).

En Aspengillus nidulans el producto del gene ninaA parece ser un

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

ha propuesto que en este microorganismo existe un fendmeno de autoregulacidon
mediante el cual la nitrato reductasa impide su propia sintesis a través de

inactivar al producto del gene nintA. Solo en presencia del {inductor (nitrato

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

procediendo 1a transcripcidén del locus niaD (8).

Cuando la fuente nitrogenada es amonio ¥ se encuentra en concentraciones

" relativamente altas (mayor a 1mM) la GDH biosintética es la enzima responsable

de su asimilacion. En Newrospora, Asperngillus y Saccharomyces existe una

segunda GDH (74), dependiente de NAD, que cataboliza el glutamato para liberar

amonio. E1 gene estructural para la GDH-biosintética ha sido identificado

tanto en Newnrospona {(am), como en Aspeng.ilfus (agdhA) y en Sacciwvtomyceé (gdh-1).
E1 gene estructural para la GDH catabdlica solo ha sido identificado en
Aspengillus (gdhB) (52). )

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

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

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

alostérica y de la complementacidn intragéncia (21,36). En tanto que 1la

caracterizacion de la enzima se encuentra muy avanzada, la regulacién de

su expresidn es limitada. Ambas enzimas parecen estar reguladas por los

circuitos nitrogenado e hidrocarbonado. 1La actividad de l1a GDH-biosintética

de Neunospora crassa se encuentra elevada en cultivos que contiene una buena

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

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

orgdnica de nitrdégeno,

la actividad de GDH-NADPH-dependiente disminuye, en

tanto que la actividad de la GDH-NAD-dependiente se incrementa. E&n Aspengilflus,

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

aquellos compuestos que dan este aminodcido como un producto de degradacién

(35). De 1o anterior se desprende que la GDH-biosintética no participa en la

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

estos compuestos como fuente de carbono.

La cepa sin deshidrogenasa biosintética, tanto de N. crassa como de

A. nidufans y S. cerevisdae, son capaces de crecer en medios con bajas

concentraciones de nitrdgeno. Esta capacidad de crecer sin una fuente

_orgdnica de nitrdgeno podria deberse a la presencia de 1a GDH-NAD dependiente,

que al invertir su reaccidén normal fuera capaz de sintetizar glutamato. Sin
embargo, el hecho de due esta enzima tenga tan poca afinidad por amonio, que
no se encuentre inducida en las condiciones mencionadas y finalmente a que

una doble mutante de Asperng.illus gdhA;gdhB crezca tan bien como la mutante
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actividad mediada por modificacidon quimica de la enzima. Los resultados

experimentales indican que la sintesis in ino en un reflejo directo de 1la
concentracion del RNA mensajero especifico (73,81), 1o que sugiere, que

la sintesis de 1a GS se controla a nivel de la transcripcién o del procesa-
miento del RNA mensajero. Sin embargo, existe cuando menos una condicidén en
donde la actividad de 1a GS es regulada a un nivel diferente. Cuando
Neurospora se crece limitada de carbono, la sintesis de novo de la GS se
reprime completamente y la vida media de la enzima es varias veces menor
comparada con la vida media de la enzima cuando Ta célula se crece en exceso

de carbono (69). Se propone que la degradacidén de la GS durante la 1imitacion

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

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

una emergencia energética.
El estado oligomérico de 1a GS varia en diferentes condiciones de

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

octam@rica en tanto que en 1imitacidén de amonio crece con una GS tetramérica.
Por G1timo, en Newnospora existen dos polipéptidos con actividad de

GS. Estos polipéptidos, 1lamados o y B, se encuentran presentes en la cepa

silvestre al final de 1a fase exponencial de crecimiento y la relacidn entre

sus concentraciones varia dependiendo de la calidad de la fuente nitrogenada

(79). R -
Saccharomyces cerev.isiae solo presenta una GS. La enzima se ha

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

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

ganismo se encuentra regulada al menos por tres mecanismos diferentes:

< . hl
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a) Represidn de su sintesis, mediada por amonio o sus derivados, b) inac-~
tivacién reversible mediada por glutamina y, c) Degradacidén proteolitica en
respuesta a una deprivacidn de nitrégeno (44).

En A. nidufans la actividad de GS también estd regulada por la fuente
de nitrégeno:encontrandose la mayor actividad en presencia de glutdmico y
Tla menor en glutamina (58).

En conclusidn, se puede decir que las enzimas claves en lTa asimilacidon
-de nitrégeno en microorganismos y plantas son la GOGAT, 1a GDH biosint&tica
y 1a o las GSs.

Algunos microorganismos utilizan alternativamente las enzimas que
sintetizan glutamato (GDH o GAGAT) en respuesta a diferentes condiciones
nitrogenadas (K&ebsiellfa, N. crnassa). En cambio en otros ambas se encuentran
activas, independientemente de la condicidn nitrogehada (E. coli, Satmonella,
Sacchanomyces). Finalmente, algunos organismos biosintetizan glutamato
unicamente a través de la GOGAT, ya que carecen de la GDH (Anabaena, B. aubtifis)
y otros sintetizan glutamato a traves de 1a GDH y no utilizan 1a GOGAT, a pesar
de que esta UGltima enzima estd presente (nddulos, plantas). La presencia de
dos enzimas con actividad de GS ha sido descrita en una serie de organismos
(Rhizobium p, B. brevds, B. caldolyticus, N. crassa, . plantas y nédulos). En
los enterobacterias, aln teniendo un solo polipéptido con actividad de GS se
puede pensar en dos GS, con pfopiedades diferentes, en-funcién del estado
de adenilacién de 1a enzima. -

.La descripicién de dos enzimas con actividad de GS en un gran ndmero
de organismos ha llevado a la generacidn de una serie de hipétesis para
explicar la funcidn fisiolégica de estas dos enzimas, Esta funcidn se ha

relacionado con eventos celulares muy diferentes, tales como: relaciones
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regulatorias con otras vias de asimilacidn (nif) y capacidad de nodulacién
en Rhizobium, la capacidad de esporulacidn en B. brevds, Tas propiedades
cataliticas complementarias de las enzimas en B. caldolyticus y con la
expresidn diferencial de las enzimas en funcidén de las condiciones

nitrogenadas del medio de cultivo en N. crassa.
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ENFOQUES Y OBJETIVOS

Los enfoques iniciales utilizados para abordar el estudio de la
regulacion de la asimilacién de amonio en Newrospona crassa, fueron los
siguientes: a) E1 fisioldgico, que trata de establecer la participacién de

-las enzimas en la asimilacidon de amonio y 1a regulacién que ejerce 1la

fuénte de nitrégeno sobre ellas, b) el enfoque bioquimico, que trata de
purificar estas enzimas y analizar. sus propiedades fisicoquimicas, cinéticas

e inmunolégicas, y c) el de la biologia molecular, que pretende el aislamiento
de las moléculas informacionales (RNA mensajero y genes estructurales) de

cada una de estas enzimas.

E1 presénte trabajo versa sobre el andlisis gené&tico del sistema de
asimilacidn de amonio, centrdndose principalmente en el de la glutamino
sintetasa de N. crassa. Debido a la escases de mutantes auxStrofas de
glutamina en eucariotes sencillos; solo una en Newrospora crassa (78) y
algunas en Saccharomyces cerevisiae (18), de las cuales ninguna habia sido
caracterizada, se decidid aislar un mayor nimero de estas mutantes en
N. crassa. E1 método de seleccidn empleado consistié en aislar cepas que
crecian Sptimamente en glutamina como fuente de nitrdgeno, pero eran incapaces
de crecer en glutamto como Gnica fuente de nitrégeno. Para crecer en glutamato
como Gnica fuente de nitrdgeno, N. crassa requiere una alta actividad de GS
(90), por 1o que las cepas que no crezcan en ese medio podrian tener una

alteracidn en la actividad de GS o en el mecanismo de induccidn de la enzima.
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Una vez incrementado el nimero de auxdtrofos se inicid el andlisis

genético de los mismos. En primer lugar las cepas g&n  aisladas, se

cruzaron por la cepa silvestre para clonar las mutaciones y simultaneamente
determinar el nimero de locus involucrados en 1a auxotrofia por glutamina.

Con las cepas clonadas, se procedid a hacer un analisis por complementacidn

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

para determinar la posicidon relativa de las mutaciones responsables del

fenotipo Gln™ .

Las cepas aisladas y clonadas se analizaron en cuanto a su capacidad
de crecimiento en medios con diferentes condiciones nitrogenadas desde la

deprivacién hasta el exceso de nitrdgeno. Este tipo de estudio permite

conocer si existe una actividad residual de sintesis de glutamina .in vivo,
Para "determinar el nivel metabdlico del bloqueo, se cuantificaron las pozas

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

glutamato y glutamina. La medicidn de las pozas se realizdé en condiciones

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

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

glutamato Yy un decremento en la poza de glutamina.
El and@lisis bioquimico de GS incluyd: la medicidn . vitro de la
actividad de esta enzima para compararla con la actividad de la enzima de

1a cepa silvestre, una caracterizacién inmunologica de la GS de los auxStrofos

aislados para determinar si existen alteraciones en el nimero de recambio de

la enzima o si se encuentra alterada la concentracidon de 1a misma (80).

Se realizé también un andlisis de Tos estados oligomé&ricos de la GS
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de Tas mutantes para determinar si alguna de las mutaciones alteraba la

estructura cuaternaria de la enzima. Estos estudios estuvieron encaminados

a buscar si alguna de las mutaciones se localizaban en el gene estructural
de la GS de Newrospora.

La presencia en N. crassa de dos polipéptidos (o y B) con actividad
de GS, nos l1levd a buscar la relacidn entre estos polipéptidos y los

estados ol igoméricos (tetrdmero y octémero) de la enzima. Estos experimentos

trataron de definir si existen dos GS distintas en este microorganismo y que
papel juega cada una de ellas en las vias de asimilacidn del amonio.

Finalmente se propuso realizar una caracterizacién fisicoquimica de

los polip&ptidos presentes en las cepas GIin~, por medio de electroforesis

en dos dimensiones de los productos sintetizados 4in vivo o 4in vitro, (en

un sistema de traduccidn derivado de reticulocitos) inmunoprecipitados con

Este

anticuerpos especificos dirigidos contra la GS de 1a cepa silvestre.
andlisis se extendid a las cepas revertantes aisladas de estos auxotrofos.

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

interrelacion entre los mondmeros a y 8 de la GS de N. crassa explicando

a . +
el requerimiento por glutamina de los auxdtrofos y el fenotipo Gln de las
revertantes.
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Instead of the octameric structure of the en-
zyme present in the wild-type mycelium grown
on amrmonium excess, the mutants had lower
oligomeric forms under similar conditions (Fig.

the
s Hn
Sen. Microbiol,, in
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2A). Figure 2B shows the sedim
of glutaminge

ited aminani
glutiamine synthetsce
the gin- 70 muatant also chowed
ponding to a dimer. An sbnormal
oligorrerie pattern wos
tant strains when the
at 37°C, and extracts were prapared in the pre
ence of glutamate
toethanol (Fig

form corr

ation profil

yvathetase from wilkd-type and mua-
nt strains gln-ta and gl 15 grown with lime.
Both showed the presence of

s it teet

sededition,

Tvo cheerved in the mua-

Y

agrne siamm, and Zoanereape-

TN e e inent was cactied

out at 47°C since growth is uptitoal and glhatas

mine synthetace sotiviti
found in culture~ proswn in plutar
this case, wild-ty e
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71-A
pln 1a
win 16

* Glutamine cxnthet
d after 12 h of growth ot 20 0 an plotianine as
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ire higher than those

neat 2570 In
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0.4120%) oy
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were proswn on glatanine

plotamine cvrthetese was
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juesent as an octamer, where
the « fuund in oligomeric structures
of lo r weight,

The extracts of mutant strains did not seern
to alter sipnificantly the purificd octameric form
of the wild type s oviden ed by the presence of
both the matant tetraoaner and the wild-type
vctziner when thiey were contrifinged together in
the =are s dicnt (Fipp 3.

15 in the mutants

cer moleca

DIsCL

JON

Of the two glotinine susotiophs partially

charneterized, one of them gl 10, wd
Lecause of its inability to conth phitanine
At 4770 in the presence of ghataanic aeid as the
cole pitrogen source. The ran te for this s
to muintain conditions whereby mutant strains
would show nonepative phenotype while the
wild-type strain has a fully indueed glutamine
nithetise,
The other mutant strain inclonded in this
study, el Ter, isalnted s
and Riligi, Abvte, Proc, Int. Congr. Genet., 11th,
Abotr. no. 1o p 20-50, T, showed somewhat
different phenotypic charateri- tics, In patticu-
lar, it was O with pdatamiate
s the sole nitrogen souree, sahereas matant goln-
Ih wias not,

The low fre of prototrophs obtgined
after crossing the two mctant ~trains indicntes

wans selec

iz

o vears apo (Reich

Bode- toy prrons ot 47

jucn

1 o

tio0

20

FRACTION NUMBER

Fra. 2. Sucrose gradient sedimentation of plutamine syntheta
(O) and gin-1a (O and gin-1h (5) mutants. (A} Wild-tspe straee gzrourn for 12 0 at
grown for 24 hat 25°C
Three strains groun for

as

24 Frat

acticity from crude

xtracts of wild txpe
and mutant strains

5 25 M NHUNO,; catracts and sucrose gradicnts prepared in buffer A (sce text). (B)
5¢C un fed-bateh ammuniune Lmited cxltures, extracts and sucrose gradients

bprepared in buffer A, (C) Three strains grown for 12 7 at 37°C on 5 mM plutamine, extracts and sucrose
gradients prepared in buffer B. Glutamine synthetase acticity was normaliced to the peak fraction in each

&gradient.
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mA plutamine as fhe
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that both mutations are vers closely Tinkaed in
chromo=cime VIR, where mnutant gl T has al-
ready heen mapped (I2sich and Sitagi, Abstr,
Proc. Int. Congr. Genet,, 11th, Abstr. no. 1, p.
49-50, 1463). The complomentation oonudysis,
possible only innwatant /i 1h, showed that this
mutation is recessive to the seild tope.

‘The fact that glutamate w
the mutant strains in cither

RIS

ulated by
excen or 1
ammonium during the ag period and the
crease of this amino acid pool after
sumed indicate that they
synthesis of ghat i
mut

¢ anutations inspa
The adaptation of the
nts to grow on ainmoniom after o Lo,
well s the relatinnahip between the nitrag
source present in the inocalum s<lants and the
duration of this lag phoce, i< by stuedieed,
The ability of the mnrant stiains to grow on
mnmonium after a prolonged Lo phase, tagether
with the proscin e of the tetraone r in moatant ol
Ja and of the tetramer and diter in the mutant
gin.1b, =upgpe-sts a physiological role for these
oligomeric structures of glutamine synthetase in
the fixation of armmonium. These data reinforee
the contention that the prevalence of the tetra-
meric over the octameric forms of the enzyme in
wild-type N. crassa is a regulatory response to
the presence in the mediom of a limiting concen-
tration of ammoninm, and vice versa with ame-
monium excess (Fig, 2) (7).

uine

Sireairs MTLTEnrE SPPAEHS Wt e o0
nosatarce Eatreects idere pirepnaer o o bipfer A cand rieae
FAD ple Ter straain, (FY) pln
S VT T A

dirientation of crude cntracts fromn sattant strarns @y rraved wrh TH-Lebeled

st for J10h at 37 C un 5
1 ath putifeed in vito.
samttiotase avtieats erend readio-

ITh ~trin
feorst

O latcrming

The atfe rence
ity of the rnatnnts
in the wild tvpe g
nitrogen conditions O
cither structural orn
matiant
the mutantsinrepand to the oligomeric stnreture
of phatamine nthetasc, naanely, () the abwence
of the aotameeric form, () the impainment of the
in vitro conversion of the mutant tet
the octameric form

inglutaomine synthotane qetive

~ceornpated with those found
ving under o varicty of
Dl 3) could he due to
atory alterations in the
~trains, The differences in hehavior of

armer to
as o curs in the wild-type
strain (unpubli-hed datag, and D the presence
of diuncrie forms, indicate alterations in the
strus ture of the encvme. This view s further
suppeorted by an mmunochemical study of on-
Lyvine aoetivity (8 Draviliy, Morn, and I

o sabmiatted for pablication). The pos=ihil.
ity that these mutant eneyvmes could alter the
repulition of the eney e during its biosynthe
i< noaw hied

neliez

<tudiedd, TThe autogenoas regulistion
of plutamine syntheta=e hax been well docy
mented in cherichia ¢oft (13,17 and Klebh.
el aerogenes (6,4, 1.4).

The icolation of mutants unable to grow on
Hmited rnounts of armmonia and deficient of
glutaniine =ynthetace activity will help to cor-
relate the structure and function of cucaryotic
plutamine synthetase as well as to better under-
stand the genetics of the stucture
of this enzyme.

ind regulation
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Summary

Two distinet monomers, a and f} p artic nn te in tho structures
ent oligomaers of Neurospora or

In ammoniuvm-limited calture:
monomers was found.  in
mainly from f monoiners i
cnce of both monomoers w

of differ
nihotrse (BEC 6.3.1.2). 7
Y ILLr:lnu ric form ¢ cd mainly of
s of nittogoen an octameric form composed
the proedominant olipomoric state. The pres-
s obscrved ninterincdiate oligomeric forms.

co

Introduction

The nitrogon source roguliates the concoentration (1) and the de novo

synthesis of glutamine synthoetase (GS) in Neuvrospora arassa (2). On slu

tamate as nitrogen sowurce the rate of synthesis of GS is 10-fold higher

than in glutamine and corresponds o a similar difference in the spoecific

MRNA levels of the enzyme (3). N. crassa GS parificd from mycelia grown

on glutamate is structured in an octameric fornm camnposced of monomers

with a molecular wei

he of 48, 000 ().

In Fod-batch ammonium-limited
cultures the activity of GS increasced and instead of an octamer, mainly a
tetrameric form of GS was found (3). This lower oligumeric state of GS

was also found in glutamine auxotrophs of Nourospora (0). Since these

mutants grow in limited armmonium, it is pos=ible that the two oligomeric

states of GS correspond to differoent gone products (6), and have a different

function in ammonia fixation.
Recently it has boen found that two different m onomers contribute to

the activity of GS (Sdnchex, et ali submirted for publication, 1979). These
0006-291X/80/010134-0750G1.00/0
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IMOoNoMers can be soparated inacrylamide pol clectropihunre

s in SPDS-urca
where one of them (a) runs slightly slower than the other (B).

In this paper we repore the roelation that enists boetween the

o Imono -

mers with the oliyjianoeric stire and the fonction of GS in Nearr

1T O

1

Naterial and N

St ins and O
the gIatamic a@id
auxotroph gln-la,
the HumbaIor Stare v

- Wouarospora

Tt e deTICTONT rsutant

tned from the FFungal Gdndlics Stoo
windation, Arcata,

slutamine ausotroph gln-1c was obrained in our Iaboratory and i

of the auxotraphs provionsly roported (6).

ical grade.

wild-type str.
n-1 and the

AN chom

~als used were analye

Growth Conditions. - Batch cultures of N. or
Titing conmidia o Vvoyel s minimal med i (7)) w
trogen source wias glutiomate at 257, or 377
batch ammonsium -limitced coliures at 25°C
achicved as reported (5), copt that th
bated in the absence of nitrogzen, Gro

wore grown after inocu-
ith 1.5 sucro=e.  The ni-
C and glutammine at 37°C. Fed-
ith o cony
conidia v

ant prowih rate, were
Cre not Previously incu-
howas determniined as ribed (1),

Determination of Glutamine Syntl
MCASUred a4s lransicrasce activity
and Sims (8) in cell-frece extracts of Ncuro
work (1), T

Ghatamine syiabictase
=oribed by f uson
pPrred as in a provious

Immunoprecipitation of in viv

Liboled Glutaumine Synthetase. -
res were pulscd With[3i{] Toul T 7oy ond Tioul BoTore Tirvesting.  The
cell-free extracts woere sodimoented in sucrose gradionts (1) and fractions
of the principal peaks of activity were proecipitated with (Ni13)2%503 at 707,
saturation, ru sponded and dialyared overnight, Adliquots woere imrmuano-
precipitated ith antibody ageinst GS as described (2).

IMic cultu

Electrophoresis and Fluorosraphy., -

Che immunoprecipitates were sub-
jected to acrylamide slab vl cIcCtrophoresis in the prosonce of 80S and
7 M urea (Sdnchez, et al; =

submitted for publication, 1979),
Coomassie blue (9) and treated for fluorography (10).

d with

Purification of Glutamine nthetase. - midia abtained from s
glitamine (10 maf) 28 NitrOogcn source, were used to inoculate cultures
with glutamate at 253°C.  After 3 hig the germinated conidia were filtered,
washed and driced with acctone (1), From this powder the octameric GS
was purificd as previously reported (4). The retrameric GS from the gla
tamine auxotroph gln-lc was purificd as reporred (4) from cultures grown
on glutamate at 37 G, cxcept for the following modifications. The cell-
free extract was prepared in buffer A diluted 10-fold, this buffer was
used 1o equilibrate the DEAE-cellulose column, which was eluted with
Buffer A (Buffer A contains 50 m\i imidazole, 50 mM glutamic acid, 80

s with
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GLUTAMNE SYNTHE TASE ACTVITY 1% of mos )

mM MgSOy, 50 mM }\2\0., 0.5 M DT
25 mM \JH‘\O3. ply 7.2y

made 2. 25 m™M MnClp and afuey
column proviously cquilibrated with Buffer

1. 1980
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» S mM 2-mercaptoethanod,
Fhe fracuions with activity were pooled and
- added to the

cpharosc-anthranilic acid
N [RE51 \‘ln( I, the enz
me was cluted with S0 mii ANP in this buaffoer.
tated with (N114)9505 at 70,7 saturation and e
against Buf{fer AL

Results and 1Di

differont oli
grown on batch cultures atr 257
Foed-batch cultures

mainly found as

To =tdy the

tion the 74

€

-A strain

wpomdad amd diatysed

salistribuntion of the two different monomers of GS in the

cvic forms of this enzyme, the wild-type 74-A strasin was
TCowith gluramate as nitrogen source and in
inunnmoenin = danited,

n these conditions the GS is
an octamer (1) and tevramer (5), rospaectively,  In addi-
and the in=-10 mutant =irain wotre @Zrov

1 in glutunine
T ¥ S
A t\ FS 1 2 S % ?_\
\ | L
{ i
z i
i ; 1
{ 1
} l 3
X =
A‘%,, Via
£ . a? .‘\u'
ES s 5 22 25 o SERCEECES o s 2O 2% 5 10 15
—TOP € LT TGN ———T02 5T TOM g TOP BSTTOM g TOP 63T TOM -y
FRACTION NUMBER
Fig. 1.

Sucrose gradient scdimentation of glutamine synthetase from
crude oxiract A, wild-type grown at 25°C on 5 mdl glutamarte
(o) or ammonium -limited (@) B, at 37°C on 5 aM glutamine the
wild-type (A)and the mutant strain gln-lc (a) and C, the am=-1
strain at 253°C ammonium -limited (o) . purificd GS from cul
ftures grown on glutamate at 25°C from the wild-type (x) and {ffom
the gin-1c at 37°C (w). T tetramer, O octamer.
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at 37°C and the iun=-1 mutant =train in lanited=-anunonium.  Fhe glutunine
aim-1 B

auxotrophs were grown on glistainine at 37°C

ince in this condition they

had a sizable activity of GS =stractared ina tetraaner (6). Al the culta-

res were pulscd w ith[Hlcocine as described in metlends.,

In IFig. 1 is proeccnted the transforase activity in adionts

from oxtracts of thoese cultares. As oxpoected the tetraneric GS

pres-
ent in extracts of the wild-t pe annnenibain-limited and in thoe gin-lc (Fig.

1 A,B), the octamer wirs found in the

~A strain grown on gluttmate

(Fig. 1 A). On the other band in the wild-tyvpe prown on glutaanine at 37°C,

in addition to the octuncr, a woell dedined peak of activity was found in the

sucrose gradient left and next o this

olivomer (Fig. 1 B)., A different

oligomer of G

that bandod o Nt and right to the tatraaner, was also

found in the

M-l natant Strain anunonioan-lnited (i, 1), TThe bands

of activity immunoprocipitared, stained with Coomas<ie blue after acryla-

mide gl elecirophoresis in SDS -ur

A

. Bovwn in the top of Fig. 2. 1t
is clear that the octamer is composcd mainly by g monamers (Fig. 2c¢)

and the retramer by a monomers (Fig. 2d). Both monomers were found

in the intcrmediate oligomuoric formn

that buanded in sucrose gradient bet-

ween the tetramer and the oviamer (Fig. 24, b)), As these oligomers
(am-=~1 strain and wild-type grown on gluramine at 37°C) band closer to

the actameric form, an increas

< in the [3 monoimers and a decrease in

the o monomers was apparent.  Only in the case of the wild-type strain
grown in glutamine at 37 C the monomers corresponded to the pool of two

peaks of activity of the

sucrosce gradient.
The fluorography of the gel (Fig. 2 bottom) shows that the distribu-
tion of o and p monomers rescmbles very closely what is scen afrter

staining the gel (Fig. 2 top), and emphasizes that the newly synthesized
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wma o e £

Flg. 2. Top pancl Gel after ic-bluce staining: 2) wildtype on glo
tamine, b)am-~-1 surain sunmonium-limited, ¢) wild-type on glu
tamate, d) Wild-type ammoniwn-limited and e) jln-le strain on
glutamine. In the first and the last tracks of the pel purified
non-labeled GS from glutamate groan cultures was run as a
marker. For other conditions s
panel: get after
chatn, 1.V

COouing g

c Fig. 1 and methods. Bottom
fluoroaraphy. alburnin, 11} -globulin heavy
-ulobulin light chain, o and 3 monomeers of GS.

oa's are incorporated almost exclusively in tetramers and the B ‘s in

octamers.  In contrastg, hybrid monociners were found in the oligorncrs
intermediate between the tetramer and the octivner.,

It has been possible to obtain grosth conditions in which the osta -
mer can be purificd with only traces of @ monomers (Compare Fig. 2 and
3). These data indicate thit the a monomers are not required for the
structure and activity of the uctamer. The terramer purified from gin-lc
mutant strain is composced only of o monomers (Fi 3).

The presence of some @ monomers in the octamer and of some B

monomers in the wtramer,

of the wild-type sirain may be the resule of
monomer hybridization, or that the ¢quilibrium of a s favors more the

arrangement in tetramers than in octamers, and viceversa for the ’} Ss.

The fact that the a monomers of the mutants swrain gln-la and gin-1c in
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Fig. 3. Gel after coomassic-blue staining of the purified preparations
of GS obtatned from gln-lc strain (a,b and ¢) and from wild~
wpe (d,c and f). ‘The cultures were grown as described in
methods.  In the first and the last traks a2 mixture of o andf3
MONOIMaers weoere run s miarkers.

addition to the tetrameoer, arce able to form octimers in a jow proportion,

and that the monomers of the

ild-type strain boehave oppositively (Fig.

1d), is in favour of the cguilibirium hiypothesi 'his cquilibrium would

also depend of the intracaellular conditions, It is in intermeaodinte oligo-

meric formms of GS whoere both monrniers are found in an buportant pro-

portion, then it is possible that these intermodinte states are composed
by hybrids of « and 5 monomers, which appear when the nitroygen content

is neither limiring nor in excess. Pxpoeriments are in progress to purify

the wild-typs teiramer and test in vitro if the presence of this form in

Jow amimonium and the octamer in nitrogen excess, are relited with a

different affinity for ammonium of these oligomers. Receont evidence has
demonstrated that glutamate synthasce (GOGAT) is present in ammonium -
limited cultures (Hlummelr, et al; submitted for publication, 1979). This

enzyme together with the tetrameric GS participates in the assimilartion

of low ammonium concentrartions.

139



Vol. 92, No. 1, 1980 BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESCARCH COAMAUNICATIONS

Acknowledgments: This work was supported in paret by CONACyYyT,

México.

We arc indebted to Dr. Rafacl Palacios for advice and criticism

throughout this work.

7.
8.

9.
10.

REFERENCIES

Vichido, ., Nora, Y., Quinto, ., Palacios, R., and MNora, J.
(1978). J. Gen. MNicrobiol, 106: 251-259.

Quinto, ., NMora, J., and MTacins, R. (1977). ]. Biol. Chem.
252: 8724-8727.

Sdnchez, F., Campomnmanes, M., Quinto, C., Hansberg, W., NMora,
j.. and Palacios, R. (1978). J. Racteriol. 136: 880-885.

Palacios, R. (1976). J. Biol. Chom. 251: §737-4791.
ILimén-tasen, J., f.ara, M., Resendiz) B., and Mora, J. (1977).
Biochem. Biophys. Res. Commun., 78: 123.4-1240.

Divila, G., Sinchez, F., Palacios, K., and Nora, J. (1978).

]. Bacteriol., 133: 693-(08,

Vogel, H.J. (TO03)., Am. Nat. 98: 334-546.

Ferguson, A.R., and Sims, AP, (1974). J. Gen. MNicrobiol. 80:
159-171. -
Martin, A.F., Prior, G., and Zak, R. (1976). Anal. Biochem.

72: 577-585.
Bonner, W._.M., and Laskey, R.A. (1974). [ur. ]J. Biochem. 46:
83-88. -

140



TITLE:. Genetic and Biochemical Characterization of
Glutamine Synthetase from Newrospora crassa
Glutamine Auxotrophs and their Revertants.

RUNNING TITLE: Glutamine Synthetase Mutants and Revertants.

AUTHORS: Guillermo Davila, Susana Brom, Yolanda lora,
: Rafael Palacios and Jaime Mora*.

ADDRESS: Centro de Investigacidon sobre Fijacidn de
. Nitr6geno, Universidad Nacional Autdnoma de
México.

Apartado Postal 565-A
Cuernavaca, Mor. México.



SUMMARY

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

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

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

The biochemical characterization of the glutamine synthetase (GS)
polypeptides of the different mutants showed that both types contain
the a monomer. However in place of the normal 8 monomer, each type
has a new polypeptide differing from normal 8 either in its molecular
weight or in its isoelectric point.

On the other hand, the revertants have only the « monomer and are
capable of growing without glutamine. On the basis of these data we
propose that the lack of GS activity of the auxotrophs is due to the
interaction of the altered 8 with the a monomer, and as a consequence,

the a monomer, of the revertants regains its activity because of the
absence of the altered 8.



INTRODUCTION.

The regulation of glutamine synthetase (GS) (EC 6.3.1.2.) of
Neurospora crassa by nitrogen and carbon sources has been reported
{9,20). Nitrogen source regulates GS concentration at the level of
specific enzyme synthes1s (15), which correlates with the amount of
mRNA as indicated by an in vitro protein synthesizing system (14,17).

On the other hand, carbon source also participates in the regulation
of GS degradation (11).

It has been found that GS is composed of two polypeptides (a and
B) which show different e1ectrophoret1c mobilities (16§ These
polypeptides are arranged in different oligomeric forms; the tetrameric
GS is composed mainly of the o« polypeptide, whereas the octameric form
has mainly the 8 polypeptide (3). We have proposed that the assimila-
tion of ammonia occurs by two different pathways. One operates in low
ammonia with the participation of tetrameric GS and glutamate synthase
(EC. 1.4.7.1.), while in the other the biosynthetic glutamic acid
dehydrogenase (EC 1.4.1.4.) and octameric GS are the enzymes responsible
for the assimilation to ammonium in a high ammonia environment (3).

Central to understanding the role of GS 1in nitrogen metabolism is
the isolation of glutamine auxotrophs and the characterization of the
genes and gene products 1involived. 1In this regard, few reports exist on
glutamine auxotrophs in eucaryotic microorganisms. This may be a
consequence of this involvement of two GS polypeptides, as reported in
Neurospora and in plants (8, 16, 19) in Saccharomyces cerevisiae the
isolation of glutamine auxotrophs has been reported; however, no
characterization has been presented (5,6).

Neurospora crassa glutamine auxotrophs have been obtained and
partially characterized. The physiological behavior, the enzymatic

activity, and the oligomeric structure of their GS have been previously
reported (2).

In this work we describe the isolation of several glutamine
auxotrophs using various selection procedures. The genetic character-
ization of these strains reveals the existence of two types of GS
mutants. Based on biochemical_analysis of the in vivo and in vitro
synthesized GS polypeptides of the auxotrophs and their revertants, we
propose a mechanism by which the interactions between the GS polypep-

tides, present in the mutant strains, causes the inactivation of both
isozymes.



MATERIAL AND METHODS.

Strains. Neurospora crassa wild-type strain 74-A, the inositol-
less strain inl (890601), and the glutamine auxotroph 9in-la came from
the Fungal Genetics Stock Center at The Humboldt State University Foun-
dation, Arcata, Calif., U.S.A.

The other glutamine auxotrophs, gln-1b
and gln-1c, came from the collection of 3. Mora.

Growth Conditions.

A1l the strains were grown for 12 h at 25°C or
37°C on Vogel's minimal medium N (21} supplemented with 1.5% sucrose.
Other nitrogen sources in place of, or in addition to ammonium nitrate
were used as stated in the text. Mycelium was grown from a conidia
inoculum in 1iquid medium sparged with hydrated air (18).

Determination of glutamine synthetase activity.

Cell-free extracts
were prepared from mycelium as previously described (13). Glutamine
synthetase was measured by 1its transferase and synthetase activities,
?iogeported (17). Protein was determined by the method of Lowry et al

Mutagenesis and mutant selection. A conidial supension of the
74-A or inl strain was prepared and adjusted to 2x107 conidia per ml,
and 20 ml of each suspension was incubated with 3 mg of N-methyl-N'-

nitro-N-nitroso-guanidine (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.) for 1 h
at room temperature with occasional shaking. Conidia were then concen-
trated by centrifugation and washed twice with 20 m1 of cold water.
After the mutagenic treatment,

spores of the inl strain were enriched by
incubation in a 500 ml1 Florence flask with 200 m1 of N wmedium supplemented

with 1.5% sucrose, with 25 mM KNOa: at 37°C or with 25 mM NH,NOs at 25°C.
The flasks were incubated for 64 h with shaking. The spores of the 74-A
strain were enriched on 200 m1 of N medium supplemented with 1.5% sucrose,
5 mM KNOs, and 5 mM glutamate at 37°C for 72 h sparged with moist adr.
Every 12 h the entire culture was filtered through cheesecloth into an
Erlenmeyer flask containing fresh medium. The enriched population of

both strains was concentrated by filtration, washed, resuspended in
distilled water, and plated on N agar medium supplemented with glucose

and fructose (0.02% each), sorbose (2%), and 10 mM glutamine as the sole
nitrogen source. Plates were incubated at 29°C until colonies appeared

(2 to 5 days) and then transferred to slants of N agar medium supple-
mented with 1.5% sucrose and 10 mM glutamine.

Crosses were made in 2X
corn meal agar (Difco). Spot testing and progeny analysis were carried
out 2s described (4). All the mutants were transferred to standard
genetic background by 3 succesive crosses with the wild type strian.



Immunoprecipitation of in vivo labeled glutamine synthetase.
The cultures were pulse-labelled with 3H Teucine at 5uCi/ml for
2 h before harvesting, and cell-free extracts were immunoprecipitated
with purified polyclonal antibodies against o and 8 wild type GS as
described (15). The cell-free extracts were also sedimented through
a 5 to 20% continuous sucrose gradient prepared in buffer A (50 mM
imidazole, 50 mM glutamic acid, 80 mM MgSO,, 50 mM K,HSO., 0.5 mM EDTA,
5 mM 2-mercaptoethanol, 25 mM NaHSO3; pH 7.2) or buffer B (5 mM KH2POu.,
0.5 mM EDTA, 50 mM K,SO. pH 7.2) as indicated in text. The fractions
collected were precipitated with (NH.)>S0, at 70% saturation, resuspended
in and dialyzed against buffer A, and immunoprecipitated (15).

Electrophoresis and Fluorography. The immunoprecipitates were
subjected to polyacrylamide slab gel electrophoresis in the presence
of SDS and 7 M urea (16), stained with coomassie blue, and processed
for fluorography (1).

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

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




RESULTS.

Phenotypic characterization of glutamine auxotrophs.

The isolation and partial characterization of strains gln-la
and gin-1b was reported prviously (2,16). The glin-lc, gln-1id, gln-le
gln-1f, gin-1g and gln-1h strains were obtained after mutagenesis of
the inl strain. When the enrichment of this strain was done on
nitrate at 37°C, all the g]utam1ne auxotrophs obtained were inositol-
plus (gln-1d, 91n le, gln-1f, gin-1g, gln-1h); this was not the case
when the enrichment was done on ammonium at 25 C {(gin-1c). The
reversion of the inl mutant may be related to the fact that these
glutamine auxotrophs are leaky on nitrate at 37°C while they do no
grow on ammonium at 25°C, the gin-1i and gln-1j mutants were obtained

by filtration enrichment of the 74-A strain after mutagenesis (see
material and methods).

Although three different selection procedures were used, the
auxotrophs obtained showed only two distinct phenotypes (Table 1).
The gln-11 strain shows a phenotype similar to that of the glin-1b
strain; these two mutants could not grow without supplementation by
glutamine at either 25°C or 37°C (2). A1l the other mutants showed a
phenotype similar to the gln-la; they were capable of growing at 37°C
on glutamate as the sole nitrogen source or on glutamine at either

temperature (Table 1). Both types of mutants, gin-1li and gln-1j, were
obtained during the same enrichment procedure.

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

Since the glutamine synthetase activity is ten-fold higher in
glutamine cultures grown at 37°C versus 25°C, either inthe wild type or

in the mutant strains, the characterization of enzyme polypeptides was
performed on cultures grown at 37°C.

Isolation of revertants from glutamine auxotrophs.

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

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



glutamine. After the first passage the reversion frequency was

1x10"?. The number of revertants could be as high as 1x10-* after

five growth cycles. Revertants were distinguished from the wild type
strain by the presence of a lag phase of about 5 h on cultures
containing ammonium as sole nitrogen source and by a higher sensitivity
to L-methionine sulfoximine, a GS inhibitor (22).

Genetic analysis of glutamine auxotrophs.

In order to determine the linkage between the mutations respon-
sible for the two different phenotypes, we performed genetic crosses
between the two different kinds of strains and obtained the following
results:

In the corss between strains gln-la and gin-1b, we found a
recombination frequency of 1x107% after analyzing I‘leos viable
ascospores. Meanwhile, in crosses between mutants that presente the
same phenotype (gln-1a X gln-1lc) no recombinants were obtained out of
0.5x10% viable ascospores. Also, these recombinants did not appear in
self crosses, where 0.5x10% viable ascospores were analyzed.

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

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

The previously reported recombination frequency of 1 in 5000
between gln-la and gln-1b (2), can now be explained by the high rever-
sion rate of these mutations.

Characterization of GS polypeptides synthesized in vivo and in vitro.

Cell-free extracts, from cultures grown for 12 h on glutamine
at 37°C were immunoprecipitated with polyclonal antibodies and sub- -
Jected to acrylamide gel electrophoresis in the presence of SDS and
urea. Under these conditions the wilid type strain as well as the
gln-1b and gln-17 strains show both a and B8 polypeptides, while the
others show only the o po]ypept1de (Fig. 1A). N




When de novo synthesis of GS was analysed (Fig. 1B), the B
polypeptide was absent from all the mutants except the gln-1b and
gin-1i. A new polypeptide {(y) of molecular weight of 30 K was
synthesized in all the mutants that lacked the B polypeptide.
Another polypeptide of molecular weight of 40K was present in all
the strains including the wild type. In view of the fact that this
polypeptide precipitates also in the absence of specific antibody
(data not shown) we think that its precipitation is due to its
insolubility in the immunoprecipitation buffer.

. For further characterization of the polypeptides, immuno-
precipitates from in vivo labeled cultures were subjected to two
dimensional analysis uUsing isoelectrofocusing in the first dimension
and electrophoresis in the presence of SDS and urea in the second
dimension (Fig. 2A). Mutant gln-1b contains an aitered B polypeptide,
which has the same molecular weight but a more basic isoelectric point
than that of the wild type. The gln-1i strain presents the same
pattern as strain gln-1b, since immunoprecipitates of mixtures of ex-
tracts from both strains show a single spot for the 8 altered band
(data not shown). A1l the other mutants show the y polypeptide which
has a lower molecular weight (30K) but focuses in a similar pH range
to the a and_B8 polypeptides of the wild type strain. The band with
molecular weight of 40K is not observed since its isoelectric point is
more basic than the range of pH used in this analysis. The a
polypeptide of all the mutants is indistinguishable from that of the
wild type strain.

To gain insight into the origin of the mutations obtained,
RNA from the different strains was extracted from polysomes and
fractionated in oligodeoxythymidylic acid columns to separate the poly
A enriched fraction, and translated in a cell-free protein synthesizing
system derived from rabbit reticulocytes. The in vitro synthesized
polypeptides were immunoprecipitated and analysed on two dimensional
gels. Fig. 2B shows that the polypeptides synthesized in vitro have the
same mobility as those synthesized in vivo, further evidence for this
identity, is that when a mixture of immunoprecipitates from in vivo and
in vitro synthesized polypeptides from strain gln-la was analysed in
double dimension gels, it showed a single spot for the y polypeptide
(data not shown). The difference in the relative position of « and al-
tered 8 polypeptides form strain gin-lb seen in Fig. 2A and B is the
result of small differences in the pH range of the gels.




_Biochemical characterization of revertants of the glutamine
auxotrophs .

Polypeptides from revertants of the two different types of
mutants, were characterized by immunoprecipitation of extracts,
followed by analysis in one and two dimensional gels. Interestingly,
revertants of the gln-la or gln-1lc mutants do not synthesize the vy
polypeptide, and revertants of the gln-1b strain do not synthesize the
altered 8 polypeptide, (Fig. 3A). Analysis of 6 revertants of strain
gin-1b, 4 of strain gln-1la, and 2 from strain gln-1c, indicated that
none regain the B polypeptide. o

RNA from some of the revertants was translated in vitro and
the immunoprecipitates of the synthesized polypeptides were analyzed in
one (data not shown) and two dimensional gels (Fig. 3B). In accordance
with the data obtained from in vivo synthesized polypeptides, the in
vitro translated products showed only the a polypeptide. -

Oligomeric state of GS from the glutamine auxotrophs and their revertants.

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

When sucrose gradients of crude extracts from the auxotrophs were
run in buffer A (see methods), they showed an activity peak with a shoulder
toward the heavier zone of the gradient, this shoulder did not appear
when the experiment was carried out in buffer B (gln-1c, Fig. 4). When the
pure a GS was subjected to sucrose gradient sedimentation in either buffer
A or B, the activity peak profile was unaltered. Similarly, the sedimen-
tation pattern of the GS from strain gln-1cR6 showed a tetramer which
behaved as the pure a enzyme (Fig. 4) (3). Other auxotrophs of this type
and their revertants show the same sedimentation profile (data not shown).
Therefore the abnormal oligomeric pattern found in the glutamine auxotrophs
could be explained by the presence of the altered B8 polypeptide.

Searching for a relationship between the deficient GS biosynthetic
activity and the presence of the altered 8 polypeptide in the-.glutamine
auxotrophs, we incubated the gln-la strain in minimal medium and pulsed
labelled it with 3H leucine; in this condition this strain does not grow
due to its barely detectable GS activity. Cell-free extracts from this



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

The gin-1b strain showed two different oligomers when cell-free
extracts were rapidly prepared in buffer B for sucrose sedimentation
analysis. This oligomeric state was different from the one found when
the extract was prepared and run in buffer A (2), where it only showed
one broad peak with Tow activity. In Fig. 6 it can be appreciated that
a and B monomers consedimented in both oligomers. It is interesting
that both oligomers present good transferase activity (Fig. 6)., but no
synthetase activity (Not shown).



DISCUSSION.

In Neurospora crassa two GS monomers (a and 8) are responsible
for ammonium assimilation. Each one participates in the synthesis of
glutamine, depending on the ammonium concentration (3).

The results presented inthis paper show that independent of the
selection method used, only two types of glutamine auxotrophs have been
isolated (Table 1). The phenotype of one is the ability to grow on
glutamate at 37°C but not a 25°C. These mutants have an o GS monomer
with the same molec-lar weight and charge as the a GS monomers from the
wild type strain. In contrast, these mutants do not synthesize in vivo
nor in vitro the 8 GS monomer, but instead. synthesize a polypeptide
(y) with a Tower molecular weight that cross-reacts with antibodies
against a and 8 GS monomers (Fig. 2). We have previously reported the
synthesis of this polypeptide by a cell-free translation system primed
with mRNA from one of the mutants (16). The absence of the £ polypep-
tide and the presence of the vy po]ypept1de in these mutants can be
explained as the result of a mutation in the gene for the g polypeptide.

A second and less frequent auxotroph grows on1y on glutamine.
Analysis of these mutants showed the synthesis in vivo of a 8 polypep-
tide with an altered isoelectric point ( Fig. This abnormal momomer
was also synthesized in vitro (Fig. 2B).

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

We propose that the altered 8 polypeptide in the auxotrophs
blocks the GS synthetase activity of the o polypeptide by participating
in the formation of an abnormal, nonfunctional oligomer, (Fig. 5 and 6).
This proposal is supported by the fact that revertants, which are
capable of growing in ammonium, do so using only the o monomer assembled
as a tetramer (Fig. 4). We have found that the glutamine auxotrophs that
grow on glutamate at 37°C have some GS biosynthetic activity in this
condition. Perhaps this GS activity is due to the fact that there is not
enough vy to titrate (inactivate) all of the a polypeptide. However other
factors may contribute to the inactivation of a monomers. For instance
glutamine auxotrophs accumulate more glycine in ammonium than in glutamate,
and glycine is an inhibitor of the tetrameric a GS. (G. Herndndez and
J. Mora, in preparation).



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

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

The attainment of only two types of glutamine auxotrophs in
Neurospora crassa, one having an altered weight and the other altered
charge of the £ monomer of GS, may be the result of the presence of
two monomers of GS that form two different GS isozymes (16). In order
that a single mutation results in auxotrophy, it must result in the
inactivation of both polypeptides. A single mutation in g could result
in the inactivation of both (a and 8) by the formation of an inactive
hybrid enzyme. Presumably very few single mutation in the £ gene result
in this complex phenotype.

Further support has been obtained from complementation studies
in forced heterokaryons between the auxotrophs and their revertants,
which sow that the mutation responsible for the glutamine auxotrophy is
dominant over the revertant phenotype (unpublished data).
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TABLE 1. ‘ Effect of temperature and nitrogen sources on the
qrowth of glutamine auxotrophs.

Strain Temp Growth
(=C) NH4N03 Glu GIn
74-A 25 + + +
37 + + +
gln-1c 25 - - +
37 - + +
gln-1d 25 - - +
37 - + +
gln-le 25 - - +
37 - + +
gin-1f | 25 - - +
- i Y 37 - + +
gln-1g 25 - - +
gln-1h 25 - - +
37 - + +
aln-11i 25 - - +
37 - - +
gln-1j 25 - - +
37 - + +

Spores of the different strains were spotted on plates of
minimal medium containing 0.8% sorbose and 0.4% sucrose as carbon
source and the indicated nitrogen source at a concentration of 25mM
NH,NOa, 5mM g1utamate or 5mM<glutamine. Plates were incubated at
either 25°C or 37°C and growth was scored 24 hrs later, as + good
growth or - no growth.



TABLE 2. Glutamine synthetase activity in glutamine auxotrophs.

Synthetase activity a

Strain : 25°cP 37°C
74-A ’ 13.90 137.0
gin-1c NDS 3.8
gqin-1d ‘ 0.30 3.6
gln-le 0.50 5.0
gln-1f 0.49 5.0
gln-1g . 0.42 4.0
gln-1h 0.49 5.0
gln-1i ND 5.8
"gln-1j ND 0.9

Asynthetase specific activity is expressed as namomoles of y-glutamil
hydroxamate produced per minute per milligram of extracted protein at
30°C.

bTemperature of the cultures.

CND, not determined.
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Fig.1. Electrophoretic identification of immunoprecipitated glutamine
synthetase polypeptides from wild type and glutamine auxotrophs. Strains
grown for 10 hrs at 37°C with glutamine as the sole nitrogcen source ived
a two hours pulse of H leucine. Cell-free extracts were prepared and
immunoprecipitated with anti-GS as indicated in Materials and Methods.
Immunoprecipitates were subjected to acrylamide gel electrophoresis in
the presence of SDS and 7M ureca. Gels were stained with Coomassie blue (A)
and then subjected to fluorography (B). The mobility of heavy (H) and light
(L) chains of gamma globulin, and of glutamine synthetase polypeptides
(a,B,Y) is indicated by arrows.

Strains: 1, 74-A; 2, gln-ifa; 32, gln-1b; 4, gln-1c; 5, gln—-1d; 6, gln-1i;

7, gin-13.
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Fig. 2. Electrophoretic characterization of in wvive and in wvitro synthesized
glutamine synthetase polypeptides from wild type and glutamine auxotroph strains
grown as described in Fig. 1.

Aliguots of the cultures were labeled with H leucine for two hours and cell-
~free extracts were immunoprecipitated with anti-GS. The rest of the culture

was used to extract RNA as described in Material and Methods. RNA was translated
in a cell-free system derived from rabbit reticulocytes and the product was
immunoprecipitated with anti-GS. Immunoprecipitates of both in vivo (A) and

in vitro (B) synthesized GS were subjected to double dimension electrphoretic
analysis followed by fluorography. Strains: 1, 74-A; 2, gln-la; 2, gln-1b.
Symbols as in Fig. 1; the first dimension (pH) and the second (M.W.) are also
indicated. .
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Fig. 3. Electrophoretic characterization of in vivo and in vitro
synthesized glutamine synthetase polypeptides from revertants of
glutamine auxotrophs. Strains were grown and samples processed as

in Fig. 1. Immunoprecipitates of both in vivo (A) and in vitro (B)
synthesized GS were subjected to double dimension electrophoretic
analysis followed by fluoreography. Also, immunoprecipitates were
subjected to acrylamide gel electrophoresis in the presence of SDS

and 7M urea and followed by fluorography (inserts). Strains: 1, gln-i1aR11;
2, In-1bR8; 3, gln—1cR6. )
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Fig. 4. Sucrose gradicnt sedimentation of glutamine synthetase from

a glutamine auxotroph and a revertant, Strains gin-1c (0-0) and
gln—1cR6 (0-0) were grown 12 hours at 37°C in the presence of glutamine
as the sole nitrogen source. Cell-free extracts were prepared in either
buffer B (A) or buffer A (B} as indicated in Materials and Methods.
Samples werc overlayed on a 5% to 20%t sucrose gradient prepared in the
coxrresponding buffer, and centrifuged 12 hours at 40,000 RPM in the
Beckman SW40 rotor. Fractions were collected from the top of the

gradient and assayed for GS transferase activity. Activity was normalized
to that of the peak fraction.
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Fig. 5. Sucrose gradient scdimentation of GS polypeptides from the
gln-la strain. Spores from gln-la strain were incubated in minimal
medium at 25°C for 10 hours and labelled for 2 hours with H lecucine.

A cell-free extract was prepared in buffer A and centrifuged as in Fig.

4. Fractions werec collected and assayed for GS transferase activity.

Activity was negative in all fractions. Fractions were combined in

four pools to the following molecular weigths: A, 65 to 20 K; B,

100 to 130 K; €, 150 to 210 ¥; D, 220 to 290 K. The tetramerxric form

of GS corresponds to pool C. Collected fractions were immunoprecipitated
acrylamide gel electrophoresis in the

with anti-GS and then subjected to
presence of SDS and 7M urea followed by fluorography.
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Fig. 6. Sucrose gradient sedimentation of GS polypeptides from gln-1b strain.
Cell-free extracts from cultures of gln-1b strain grown for 10 h at T 37°C in
glutamine as the sole nitrogen source were ¢ centrifuged, fractionated, and -—-
assayed for GS transferase activity as in Fig. 4. Fractions with maximal acti-
-vity were immunoprecipitated separately; subjected to acrylamide gel electro-
-phoresis and stained with coomassie blue. T. tetramer:; O, octamer; other sym-
—bols as in Fig. 1.
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DISCUSION

Los resultados presentados en 10os articulos muestran que, no obstante
que se aisTaron auxdtrofos de glutamina usando distintos métodos de

seleccidn, solamente se pudieron obtecner dos tipos de cepas GIn~. Uno de

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

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

su total dependencia por glutamina para crecer.

Los resultados del andlisis genético indicaron que la auxotrofia por
glutamina se debe a una sola mutacién en cada cepa; que estas mutaciones son
posiblemente alélicas, ya que producen recombinantes silvestres a muy baja

frecuencia (aproximadamente 1x107°); y que cuando menos una de estas mutaciones

es recesiva frente al alelo silvestre.

Los aux8trofos incubados en exceso de amonio no crecieron y acumularon

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

veces mis baja que la que se encontrd en auxStrofos para otros aminodcidos

crecidos en las mismas condiciones. Todas las cepas GIn~ estudiadas son

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

un periodo inicial de no crecimiento. Esta adaptacidn habla de la posibilidad

de un segundo sistema~de sintegis de glutamina. En la cepa silvestre existen

dos estados oligomé&ricos de la enzima, tetrdmero y oct@mero, con una partici-

pacidn alternativa en la asimilacidén de amonio (49) en tanto que en las

mutantes solo esta presente el tetr@mero. Estos datos hablan en favor de que

Ja enzima tetramérica es la responsable de la sintesis de glu;amina que
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ocurre durante la adaptacidén de los auxStrofos para crecer en amonio.

La presencia de dos polipéptidos de GS, a y 8 (79), cuya concentracidn
varia de acuerdo a la fuente nitrogenada del medio de cultivo, nos 1levd
a buscar la relacidn entre estos monémeros y el estado oligomérico de 1a GS.
Encontramos que la cepa silvestre en cultivos limitados de amonio, tiene una
GS tetram@rica compuesta principalmente de los mondmeros o, en tanto que
exceso de nitrdgeno, se encuentra una GS oct&@merica formada predominantemente
de po]ipépfidos . Esta relacidn entre la estructura y la funcidén de las
glutamino sintetasa, aunada a la presencia de l1a enzima GOGAT recientemente
descrita en Newrospora (31), permite proponer dos vias de asimilacidn de
amonio en este microorganismo: 1) la que funciona en exceso de nitrdgeno
formada por la GDH-NADPH-dependiente, y 1la GS B y 2) la que participa cuando
el amonio es limitante, constituida por la GS a'y Ta GOGAT.

Estudios cinéticos realizados con preparaciones purificadas de ambas
enzimas han demostrado que la GS a tiene mds afinidad por amonio que la GS 8
¥ que esta Gltima tiene una Vmax 10 veces mayor a la de la primera (Guzma@n J.
y J. Mora comunicacién personal), 1o que concuerda con el papel fisiolégico
que se les ha asignado a estas isozimas.

De la caracterizacidn fisicoquimica de los polipéptidos presentes en
las cep;s Gln~ destaca el hecho de que conse;va el polipéptido a, que es
indistinguible al de la cepa silvestre en los dos fenotipos descritos, y se ~
presenta un cambio en el polipéptido B. Las mutantes que crecen en g]utamatq
a 37°C no tienen polipéptido B pero presentan un polipéptido de 30,000 daltone:
de pesb molecular (y), con el misﬁo punto isceléctrico de los monOmeros

a y B silvestres: las mutantes de dependencia estricta por glutamina presentan



24

un polipéptido de un peso molecular semejante al de B, pero que tiene
un punto isoeléctrico mucho mds bdsico (B'). .Estos datos concuerdan con
la hipdtesis de que Tas mutaciones se encuentran localizadas en el gene
estructural para el polipéptido B.

Contra lo esperado, las cepas revertantes no recuperan el polipéptido
B normal y tampoco aumentan sensiblemente la concentracién del polipéptido a.
Estas cepas son capaces de crecer en exceso de amonio usando Gnicamente el
polipéptido a estructurado en un tetrimero. Debido a 1o anterior proponemos
que los polipé&ptidos alterados (x y 8'), presentes en 1os dos tipos de
auxbtrofos encontrados bloquean la actividad biosintética del polipéptido co.
E1 primero consisti6é en sedimentar extractos de las cepas mutantes en
gradientes de sacarosa e inmunoprecipitar {(con anticuerpos anti GS) las
fracciones con la maxima actividaed de GS, para ver si los polipéptidos
alterados (v 6 B') comigraban con los normales (Fig. 5 y 6 del art?cu]oQ"Genet
and Biochem..."). E1 segundo tipo de experimentos consisti6 en demostrar que
en presencia de un polipéptido alterado, el estado 01{gomérico de 1a GS o
se modifica, alternando su patrdn de migracién en gradientes de sacarosa,
debido a la formacidn de enzimas hibridas menos activas? ( Fig. 4 del articulc

“Genetic and Biochemical..)-Los polipéptidos alterados tambié&n son sintetiza-

dos en un sistema de traduccidn £n vitro, 10 que implica que no son producto
de yna modificacidn post-traduccional.

Las cepas revertantes sintetizan exclusivamente el mondmero o, tanto
4in vivo como en un sistema de traduccidn in vitro, 1o que sugiere que este
fenotipo es el resultado de una mutacidn regulatoria que impide la expresién

del polipé&ptido B.
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Las cruzas realizadas entre las revertantes y la cepa silvestre
no generan cepas auxbtrofas de glutamina, por lo que se puede concluir
que esta segunda mutacidn se encuentra altamente ligada a la mutacién gén
original.

La frecuencia tan baja con la que son obtenidos los auxdtrofos de
glutamina se debe, en parte, a 1a presencia de las dos isozimas de GS» ya que
para que una mutacidn sencilla resulte en el fenotipo GIn~ , deberd inactivar
ambas isozimas.

La presencia del polipéptido vy es una condicidn necesaria pero no
suficiente para dinactivar el monfmero a, ya que cuando estos auxdStrofos son
crecidos en glutamato a 37°C, el polipéptido vy se encuentra presente y
asociado al a. Esto puede ser debido: a que no existe suficiente polipéptido
vy para titular (inactivar) la totalidad de a, a que la vida media de vy sea
menor en estas condiciones, o a que se requiera la participacion de otros
factores como la acumulacion diferencial de algunos aminodcidos con efectos
inhibitorios sobre 1a GS a.

La participacidon de dos vias diferentes para la asimilacién de amonio
en N. crassa se ha fundamentado en estudios fisiolSgicos con la cepa
silvestre (40,68), en estudios cinéticos de las enzimas (J. Guzmdn y J. Mora,
en preparacién) y en estudios fisjoldgicos y bioquimicos de mutantes
auxdtrofas de glutamina (este trabajo). -

La utilizacion de estos diferentes enfoques, ha permitido aclarar la
funcién diferencial de los polipéptidos a y B de ds en N. crassa. En

otros modelos biolégicos en 1os que se han encontrado dos GSs, tales como
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Rhizobium, hojas y nédulos de plantas y algunos Bacilli, se han generado

una serie de hipStesis para explicar su presencia pero ain no se ha obtenido

la evidencia requerida para asignar definitivamente una funcién a cada una

de las dos enzimas.

E1 aislamiento y caracterizacidn
presente trabajo han hecho posible, la
Asimismo, estas cepas han servido como

nuevas mutantes con alteraciones en el

de los auxGtrofos reportados en el
purificacién del polipéptido « de GS.
punto de partijda para la bilisqueda de

polipéptido a.

Por Gltimo, los resultados obtenidos han permitido generar nuevas

preguntas acerca' de la asimilacidn de

amonio en condiciones de limitacién,
GS B en estas condiciones?.
- la expresién de los polipéptidos a y

por un regulador comin?,

nitrogeno en Newrosporas

Aunque el polipéptido a es el principal responsable de 1a asimilacidn de

sexiste a1ghna participacidén de la

B de GS <se encuentra coordinada

éCuantos son y en que localizacidn relativa se encuentran los genes

estructurales de los polipéptidos o y B?

- éhay condiciones de cultivo donde 1la
constituida por monOmeros a y B7?,
- los polipéptidos a de las mutantes y

-

la cepa silvestre?

GS sea una enzima hibrida,

revertantes, ison idénticos a los de

éla sintesis de ¢’ ' y B se regula a nivel de la transcripcidn, del

procesamiento o del transporte del RNA mensajero?,

- éque tanto se parécen entre si Ja GS o y GS B?.



27

Para responder a estas preguntas se requiere llevar a cabo upa serie
de experimentos tales como los siguientes:

~ Determinar la composicidn de aminodcidos de 1a GS a y GS B. Esto
permitird conocer que tan semejantes son estas dos proteinas. La evidencia
conclusiva para determinar la semejanza solo se puede obtener secuenciando
ambas proteinas.

- Obtener un mayor numero de mutantes afectadas en la actividad de
GS 8, con el objeto de elaborar un mapa genético fino del (los) gene(s) de
GS 8, asi como para definir la existencia de £ocd regulatorios.

- Aislar cepas con mutaciones en GS a; con el objeto de definir el
nimero y 1a localizacidn relativa de l1os genes estructuralies que codifican
para l1os polipéptidos o y 8. Las mutaciones en ao, también serdan de
utilidad para definir claramente la participacidn de la GS 8 en la asimilacidn
de amonio.

- Buscar un mayor nimero de revertantes GIn' a partir de los aux6trofos
de glutamina, con el objeto de obtener cepas que recuperen el fenotipo sil-
vestre.

- Estudiar la expresidn de los polipéptidos a,B,B' ¥y v en heterocariones
forzados entre cepas mutantes, revertantes y silvestre, para tratar de
.definir Locdl regulatorios.

- Finalmente, el aislamiento de los genes estructurales de las enzimas
que participan en el metabolismo nitrogenado permitird definir claramente
los niveles de regu1ac}6n de estas enzimas (Transcripcidn, procesamiento,

etc.), asi como el aislamiento.y caracterizacién de secuencias regulatorias.
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