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Introducción 

Después del carbono, el hidrógeno y el oxígeno, el nitrógeno 

es el elemento más abundante en los sistemas vivos; sin embargo, 

junto con el fósforo, es el que se encuentra en menor cantidad en 

la corteza terrestre. Es así, que los microorganismos y las plan

tas han desarrollado una serie de estrategias para buscar el 

nitrógeno y asimilarlo. Estas estrategias se traducen en 

diferentes procesos que comprenden la forma de buscarlo, incor

porarlo a la célula, metabolizarlo para convertirlo en amonio, 

asimilarlo en glutamato y glutamina, distribuir el nitrógeno 

presente en estos aminoácidos a través de enzimas que transaminan 

y transamidan, acumularlo en organelos específicos, sintetizar 

macromoléculas y finalmente degradar el nitrógeno celular para 

reciclarlo otra vez a amonio (1). 

La asimilación de amonio lleva a la síntesis de glutama to y 

glutamina, que es donde converge y diverge el metabolismo nitro

genado. La utilización de cualquier compuesto nitrogenado del 

medio, conlleva siempre a su conversión a amonio y por otro lado, 

el nitrógeno celular continuamente es reciclado a amonio (1). Es 

también, durante la asimilación de amonio, donde el metabolismo 

de nitrógeno y de carbono se unen a través de proporcionar este 

último esqueletos de carbono, poder reductor y energía, indispen

sables para la asimilación de amonio. Debido a lo anterior, el 

proceso de la asimilación de amonio es un punto clave del metabo

lismo celular donde se controla el resto de los procesos del me

tabolismo nitrogenado ( 1). El amonio a s imilado en glutamato y 
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glutamina se distribuye a todos los compuestos celulares nitroge

nados por reacciones de transaminación y transamidación. 

La deshidrogenasa glutámica biosintética (GDH-NADPH) y la 

glutamino sintetasa (GS) son las únicas enzimas capaces de incor

porar el amonio a moléculas orgánicas en microorganismos. La GDH

NADPH cataliza la reacción para sintetizar glutamato a partir de 

a-cetoglutarato, NADPH y amonio. La GS sintetiza glutamina a par

tir de glutamato, amonio y ATP. 

La GDH-NADPH de Neurospora crassa es un hexámero constituido 

por subunidades iguales con un peso molecular de 48,000 daltones 

(2). Los estudios de Fincham y colaboradores (3,4,5,6,7,8), han 

establecido su estructura oligomérica y su secuencia de 

aminoácidos; han demostrado una aparente correlación entre los 

sitios de diferentes mutaciones puntuales y la posición de los 

aminoácidos en el polipéptido, y han clonado el gene estructural 

de la GDH-NADPH de N. crassa. La actividad de la GDH-NADPH es 

ligeramente menor cuando se usa glutamato o glutamina como fuente 

de nitrógeno que cuando se usa amonio (9). Fincham y 

colaboradores han descrito mutantes que carecen de la actividad 

de la GDH-NADPH, estas mutantes en comparación con la cepa sil

vestre presentan una baja velocidad de crecimiento en amonio como 

fuente de nitrógeno, mientras que la velocidad de crecimiento es 

casi igual a la de la cepa silvestre en cultivos limitados de 

amonio (10). Estos datos indican que la GDH-NADPH se requiere 

principalmente para asimilar el amonio cuando éste se encuentra 

en exceso. 

En R._ crassa existe otra glutamato desh idrogenasa que utiliza 
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NAD como cofactor (GDH-NADH), a la cual se le ha dado una función 

catabólica y cataliza la formación de 2-oxoglutarato y amonio a 

partir de glutamato (11). Esta enzima está sujeta a la represión 

catabólica por carbono (11). 

La GS de N. crassa está formada por dos monómeros denominados 

a y p. Los monómeros a (GSa) se constituyen principalmente en un 

tetrámero, mientras que los monómeros P (GSP) forman un octámero 

(11). Tanto los monómeros a como los p tienen un peso molecular 

de 48000 daltones y se pueden separar electroforéticamente en un 

gel de acrilamida con SOS-urea, siendo el polipéptido P el que 

migra más rápido de los dos ( 13) . Se ha encontrado que la 

expresión de estos monómeros y la forma oligomérica en la que se 

estructuran, varían según la cantidad de amonio disponible. Así, 

en exceso de nitrógeno, el oligómero de la GS que predomina es un 

octámero compuesto principalmente por monómeros p (10). En cul

tivos 1 imitados de amonio se encuentra un tetrámero de GS ( 14) 

compuesto principalmente de monómeros a (12). También se ha en-

centrado la presencia de dos monómeros de la GS en formas 

oligoméricas intermedias entre el tetrámero y el octámero (12). 

Se ha demostrado que la síntesis in vivo del polipéptido a o p 

corresponde a una diferente concentración de mRNA específico 

(15) . Hay evidencia experimental que indica que probablemente los 

polipéptidos a y P son codificados por dos mRNA's diferentes 

(15). 

La GS de Neurospora ha sido caracterizada genéticamente al es

tudiarse diferentes auxótrofos de glutamina. Se han reportado 

mutantes auxótrofas que muy probablemente mapean en el gene 
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estructural del polipéptido p (16) . Un tipo de estas mutantes son 

auxótrofos parciales de glutamina, Xª que son capaces de crecer 

con glutamato como fuente de nitrógeno a 37'C , pero no a 25'C. 

Estas poseen un monómetro a de la GS igual al de la cepa sil

vestre, carecen del monómetro p y presentan un nuevo polipéptido 

( y ) de menor peso molecular, que se puede explicar como producto 

de una mutación en el gene estructural del polipéptido P (16). 

Además se obtuvieron, a menor frecuencia, mutantes que sólo 

crecen en glutamina, éstas presentan un polipéptido P alterado en 

su punto isoeléctrico (16). Se ha propuesto que el polipéptido 

(y ) alterado bloquea la actividad del polipéptido a de la GS par

ticipando en la formación de oligómeros híbridos anormales y no 

funcionales (16). Este tipo de mutantes se han obtenido con baja 

frecuencia, probablemente debido a que muy pocas mutaciones sen

cillas en el gene de la GS p podrían dar un fenotipo tan complejo 

para dar la auxotrofia (16). 

Las cepas revertantes obtenidas, a partir de los auxótrofos de 

glutamina, sólo sintetizan el monómetro a de la GS que se estruc

tura en un tetrámero y les permite crecer en amonio como fuente 

de nitrógeno (16). A partir de estas revertantes, se han aislado 

mutantes resistentes a un inhibidor de la GS, la L-metil-metio

nina sulfoximina que dan como resultado un cambio estructural en 

el polipéptido a de la GS que las hace resistentes a este in

hibidor y cambia sus propiedades catalíticas (J. Calderón, L.M . 

Martínez y J. Mora, sometido a publicación). Esta muta ción mapea 

en un lugar diferente de las mutaciones en el gene p de la GS, lo 

que indica que la GS a y la GS P son codi ficadas por diferentes 
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genes y que no existe entre ellas una relación precursor-

producto. 

La GS está altamente regulada y ésta ocurre a varios niveles. 

La calidad de la fuente de nitrógeno regula a la GS, asi, en 

glutamato como fuente de nitrógeno hay mayor actividad y 

concentración de la enzima que en glutamina (17). se demostró que 

esta diferente concentración de la enzima es el resultado de la 

alteración en su velocidad de sintesis, permaneciendo constante 

su velocidad de degradación ( 18) y que las diferencias en 

velocidades de sintesis obedecen a cambios en la concentración 

del RNA mensajero especifico para esta enzima (19). La GS de !L._ 

crassa también es regulada por la fuente de carbono, asi se ha 

reportado que cuando el micelio de N. crassa se cultiva en 

ausencia de fuente de carbono, la GS se degrada, esto se propuso 

como un mecanismo regulador para conservar energia (20). 

La glutamina y otros productos finales de la transamidación de 

la glutamina regulan alostéricamente los monómeros a y ~ de la GS 

(Guzmán J. y Mora J., en preparación). 

Se ha demostrado que los monómeros a y ~ de la GS son inhibí-

dos in vitro por glicina y serina, y que estos aminoácidos inhi-

ben totalmente el crecimiento en glutamato cuando la GDH está 

ausente (21). Estos aminoácidos ejercen un doble efecto regulato

rio; a) inhiben alostéricamente a la GS y por lo tanto, dis

minuyen las pozas intracelulares de glutamina y b) regulan la 

sintesis de la GS al inducir preferencialmente la sintesis del 

polipéptido ~ (21 ). Se ha obtenido una mutante sensible a glicina 

que presenta una alteración estructural en el polipéptido ~ de la 

5 



GS (16). Se ha propuesto que el doble efecto regulatorio de la 

glicina y la serina en la síntesis de la glutamina es un 

mecanismo por el cual se obtiene una relación adecuada entre las 

pozas de glutamato y glutamina. La inhibición de la GS por estos 

aminoácidos favorece inicialmente la asimilación de amonio en 

glutamato y otros aminoácidos. Posteriormente, sin embargo, al 

disminuir la concentración de la glutamina se induce la síntesis 

de la GS ~. restableciendo la síntesis y recuperando finalmente 

la poza de glutamina (21). 

La modificación oxidativa de la GS parece ser otro mecanismo 

que participa en la regulación de la activida d de esta enzima en 

N. crassa. Se ha reportado que la o x idación de los polipéptidos 

ex y ~ de la GS inactiva a la enzima, dando origen a dos 

polipéptidos ácidos que son más suscepti bles a la proteólisis que 

los polipéptidos no modificados (22). 

La glutamina sirve como donador de nitrógeno en una gran 

variedad de vías biosintéticas (Fig. 1), y ade más es un correpre

sor del catabolismo nitrogenado en Neuros pora cra ssa. Debido a 

que la concentración intracelular de la glutamina es el resultado 

de su síntesis y degradación y que de ello depende la regulación 

de la expresión genética de un gran número de en z imas del metabo

lismo nitrogenado, es importante conocer tanto la síntesis de la 

glutamina, como su asimilación. 

Las enzimas que pueden participar en la asimila c ión de la 

glutamina son: las transamidasas, la glutamato s in tasa (GOGAT) , 

las glutaminasas, la vía de la transaminasa de glutamina- 0i -ami

dasa y la L-aminoácido oxidasa. 

6 



Purina.s 

NAD+ ' 
glucoso.Mlna.-6-fosfo. to 

""-

Proteina.s 

T1 
Histiclin<l ~ 

Asi:~~:~~:no D'>c / 2 
Gluta.Ma. to CH 

Arginina., Urea. .,.. 
Ca.rba.Mil f osf a. to 

J.. 
PiriMidino.s 

p-AMinobenzoa. to 

Antro.nito.to 

NH3 
t 1 2 

CH 2 
1 

1-------+----2-oxo-gluta.ra.Ma. to 

H-y llNH2 
CD2H 

AM inoo.cidos 

1 .. r enilo.cetilgluta.Mina. 

i 
Gluto.Mo. to + NH 3 

Fi g . 1 



Las transamidasas son enzimas que catalizan la donación del 

grupo amido de la glutamina a un aceptor, dando como productos el 

aceptor con un grupo amino y ácido glutámico. La mayoría de estas 

transamidasas utilizan ATP. Así, el átomo amido de la glutamina 

es usado para la síntesis de los átomos de nitrógeno 3 y 9 del 

anillo de purina, los grupos aminos de la glucosamina, guanina, 

citosina, ácido p-aminobenzoico, el átomo de nitrógeno de car

bamilfosfato (que es utilizado para la síntesis de la arginina y 

el átomo de nitrógeno· 1 del anillo de pirimidinas), el átomo de 

nitrógeno 1 del anillo del imidazol de histidina y el átomo de 

nitrógeno del pirrol del triptofano (23). 

La transamidasa más estudiada es la carbamil fosfato sintetasa 

de Escherichia coli (24,25), esta enzima tiene un peso molecular 

de 163, 000 dal tones y está compuesto por dos subunidades, una 

subunidad pesada de peso molecular de 130,000 daltones y una sub

unidad 1 igera de un peso molecular de 4 o, 000 dal tones. La sub

unidad pesada tiene los sitios de unión para amonio, bicarbonato, 

ATP y los efectores alostéricos UMP, IMP, ornitina y amonio. La 

subunidad ligera tiene el sitio de unión para el grupo y -glutamil 

de la glutamina. Aparentemente las dos subunidades contribuyen a 

la unión de la glutamina debido a que la subunidad ligera, por 

separado, tiene una baja afinidad por glutamina. Cuando las sub

unidades están separadas, la subunidad pesada es capaz de 

catalizar la síntesis de carbamil fosfato a partir de amonio, 

pero no a partir de glutamina. La subunidad ligera cataliza la 

hidrólisis de la glutamina . Los aspectos estructurales y fun

cionales descritos para la carbamil fosfato sintetasa respecto al 
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sitio de unión a la subunidad l i gera son caracteristicas 

generales de las transamidasas ( 2 6) . Asi, parece que el grupo 

amido de la glutamina se une a un sitio que se encuentra cerca de 

otro que une amonio (26). 

La glutamato sintasa (GOGAT) es una transamidasa que catali za 

la transamidación reductiva de la glutamina con el 2-oxogluta

rato para dar 2 moléculas de glutamato, esta enzima sólo se en

cuentra en microorganismos y plantas . El hecho de que mutantes de 

Bacillus subtilis, que carecian de la actividad de glutamato des

hidrogenasa y de alanina deshidrogena sa, crezcan en un medio mi

nimo (27) y de que en Aerobacter aerogenes la sintesis de gluta

mato deshidrogenasa puede estar totalmente reprimida sin afectar 

la capacidad de este microorganismo para asimilar amonio (28), 

llevó a la demostración de que existe otra via para asimilar 

amonio. En esta via el amonio es asimilado por la glutamino sin-

tetasa para dar glutamina y después la GOGAT lleva a cabo la 

transamidación reductiva de este aminoácido, dando dos moléculas 

de glutamato. 

La participación de la GOGAT en hongos filamentosos se demos-

tró por primera vez en Neurospora crassa con base en la observa-

ción de que una cepa mutante que carece de la actividad de GDH 

crece igual que una cepa silvestre en cultivos limitados de 

amonio (10). La GOGAT de Neurospora crassa se purificó a homoge

neidad, está constituida por un sólo tipo de monómeros de peso 

molecular mayor a 200,000 daltones. La actividad de la GOGAT en 

un medio con amonio es baja, comparada con la actividad en un 

medio limitado de amonio y se reprime e n glutamato y glutamina 
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(29). La mayor actividad de la GOGAT se presenta cuando se crece 

en un medio limitado de amonio. En estudios realizados en 

mutantes en las vías que participan en la síntesis de glutamato 

GDH-NADPH y GOGAT en cultivos con exceso de amonio y cultivos 

contínuos limitados de amonio, se concluyó que la GDH-NADPH es la 

enzima que sintetiza preferencialmente glutamato, tanto en exceso 

como en limitación de amonio, y que la GOGAT tiene un papel im

portante en sintetizar glutamato a partir de la glutamina, prin

cipalmente en condición de limitación de amonio (30). 

Las glutaminasas son enzimas que catalizan la deamidación 

hidrolítica de la glutamina, dando como productos glutamato y 

amonio. La actividad de glutaminasa se encuentra en una gran can

tidad de microorganismos (31). Las mejor estudiadas son las 

glutaminasas de Escherichia coli. Estas bacterias tienen dos 

glutaminasas que se distinguen por su pH óptimo; la glutaminasa A 

tiene un pH óptimo de 5, mientras que la glutaminasa B tiene un 

pH óptimo de 7 (32). La actividad de la glutaminasa A aumenta 

cuando el microorganismo entra en la fase estacionaria en cul

tivos que contienen una al ta concentración de amonio y también 

cuando se crece a este microorganismo en glutamina como fuente de 

nitrógeno. Cuando la concentración de amonio es baja, la ac

tividad de esta enzima no aumenta. La glutaminasa B parece ser 

constitutiva debido a que su actividad no se ve influenciada por 

la fase de crecimiento, ni por diferentes condiciones 

nutricionales. La glutaminasa B es inhibida por nucleosidos tri y 

difosfatados y es activada por nucleosidos monofosfatados (32). 

La v í a de la transaminasa de glutamina-w-amidasa también puede 
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participar en la degradacion de la glutamina. La transaminasa de 

glutamina cataliza la reacción de transaminación entre glutamina 

y muy diversos 2-oxoácidos. El 2-oxoácido de la glutamina (2-

oxoglutaramato) es hidrolizado por una w-amidasa a 2-oxoglutarato 

y amonio. La transaminasa de glutamina, a diferencia de otras 

transaminasas es irreversible in vivo, debido a que uno de los 

productos de esta reacción, el 2-oxoglutaramato, no se acumula 

porque es hidrol izado por la u, -amidasa ( 3 3) . El estudio de la 

transaminasa de glutamina se ha realizado en tejidos de mamíferos 

y se ha . encontrado que en los tejidos de rata hay por lo menos 

tres diferentes transaminasas de glutamina ( 34): 1) La trans-

aminasa de glutamina L soluble, cuyos mejores sustratos son la 

glutamina, la metionina, el 2-oxo- y -metiol butirato, el ¡3-

mercaptopiruvato y el glioxalato. 2) La transaminasa de glutamina 

K soluble, cuyos mejores sustratos son: la glutamina, la fenila-

lanina, y los correspondientes 2-oxoácidos. 3) La transaminasa de 

glutamina K mitocondrial que difiere de la transaminasa K soluble 

en ciertas propiedades físicas. Se ha encontrado actividad de 

transaminasa de glutamina en tejidos de mamíferos (33), en cier-

tas plantas superiores (35), en bacterias (36), en levaduras (37) 

y en insectos (38). La actividad de w-amidasa ha sido encontrada 

en tejidos de mamíferos, levadura, Escherichia coli, Streptococus 

faecalis, hojas de espinacas y hojas de lechuga (33). 

Otras enzimas que podrían participar en la degradación de la 

glutamina son las L-aminoácido oxidasas, que catalizan la 

desamidación oxidativa de los L-aminoácidos. La L-aminoácido 

oxidasa de Neurospora crassa es capaz de ctesaminar oxidativamente 
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a la glutamina con una actividad 50% menor que la que presenta 

con la histidina, que es el mejor sustrato de esta enzima (39). 

La L-aminoácido oxidasa se encuentra presente tanto en extrae-

tos de Neurospora crassa como en el medio de cultivo. La síntesis 

de esta enzima requiere tanto de la inducción por un aminoácido, 

así como simultáneamente de la depresión catabólica nitrogenada, 

por lo que la actividad de esta enzima no se encuentra en exceso 

de amonio ni en glutamina como fuente de nitrógeno (40). En con-

diciones de derepresión nitrogenada, la limitación de carbono en 

presencia de un aminoácido como inductor no permite la inducción 

de la L-aminoácido oxidasa. Los inhibidores de la síntesis de 

proteínas y de la síntesis de RNA bloquean la acumulación de la 

L-aminoácido oxidasa, lo que sugiere que la expresión de esta en-

zima es controlada a nivel de su transcripción (40). 

• 
Cuando a un microorganismo se le da un aminoácido como fuente 

de nitrógeno, éste debe degradarlo hasta amonio para que se pueda 

sintetizar glutamato y glutamina y en esta forma distribuir el 

nitrógeno para la síntesis de diferentes compuestos nitrogenados. 

Sin embargo, en el caso de que la glutamina sea utilizada como 

fuente de nitrógeno, la estrategia celular podría ser diferente, 

ya que este compuesto al donar su nitrógeno por transmidación 

libera siempre glutamato. El grupo del Dr. Jaime Mora propuso que 

en N. crassa, la glutamina como fuente de nitrógeno también es 

degradada hasta amonio para ser después resintetizada ( 41). Se 

propuso que la degradación de la glutamina ocurre por la vía de 

la transaminasa d e glutamina- w -amidasa y la reasimilación del 

amonio de la glutamina ocurre por la GDH-NADPH y la GS, lo que da 

11 



origen a la operación de un ciclo apa rentemente futil (41). 

Se ha estudiado la asimilación de la glutamina en Neurospora 

crassa y se ha encontrado que este aminoác i do es degradado a 

amonio y 2-oxoglutarato a través de las enzimas de la via de la 

transaminasa de gl utamina- w -amidasa ( 4 2) . En esta via la 

glutamina transamina para dar diferentes aminoácidos y 2-oxo

glutaramato a través de la participación de la transaminasa de 

glutamina, después, el 2-oxoglutaramato formado es hidrolizado 

por la w-amidasa a 2-oxoglutarato y amonio (42). 

En N. crassa no se de tecta actividad de gl utaminasa, y ex

perimentos con diversas mutantes e inhibidores demuestran que 

esta vía no opera en la degradación de la glutamina (42,43) . 

En cuanto a la participación de L-aminoácido oxidasa en la 

degradación de la glutamina en N. crass a, se ha reportado que la 

glutamina reprime a esta enzima (40). Se encontró que la ac

tividad de L-aminácido oxidasa en glutamina c omo fuente de 

nitrógeno es muy baja comparada con la activida d que se encuentra 

en histidina. Debido a que el DON inhibe completamente la 

excreción de amonio a partir de glutamina y a que la L-aminoácido 

oxidasa no es inhib i da in vitre por este compuesto, parece ser 

que esta enzima tiene un papel menor en la degradación de 

glutamina (42). 

La GOGAT juega un papel importante en la asimilación de la 

glutamina en N. cras s a como lo indica la acumulación de la 

glutamina y la disminución en el contenido de glutamato y alanina 

en una mutante que carece de la actividad de esta enzima (43). 

Estos efectos son más aparentes en la dob le mutante GOGAT- ;GDH-
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que acumula una gran cantidad de glutamina y tiene una poza de 

glutamato y alanina muy pequeña (43). La mayor excreción de 

amonio de la cepa GOGAT ;GDH- comparada con la cepa GDH- puede 

explicarse por la limitación de glutamato que impide la asimila-

ción de éste por la GS (43). El alto contenido de glutamina en la 

cepa GOGAT-;GDH- posiblemente se debe a que la limitación de 

glutamato impide la distribución de la glutamina, ya que ambos 

aminoácidos se requieren en algunas vías biosintéticas (43). El 

bajo crecimiento que presenta una cepa GOGAT- ;GDH- en glutamina 

como fuente de nitrógeno, así como su crecimiento óptimo en 

aminoácidos que eficientemente dan glutamato por transamidación, 

indican que la contribución de otras transamidasas a la poza de 

glutámico debe ser pequeña (43). Los resultados obtenidos indican 

que las enzimas que participan en la síntesis de glutamato en 

glutamina como fuente de nitrógeno son principalmente la GOGAT y 

la GDH (43). Esta última enzima asimila el nitrógeno que proviene 

de la degradación de la glutamina por la vía de transaminasa de 

glutamina- w-amidasa. 

El amonio liberado a partir de la glutamina es asimilado por 

la GDH, así como también por la GS como lo indica: a) la mayor 
+ 

excreción de amonio de la cepa GDH- ;GS- en comparación con la 

cepa GDH (43), b) la acumulación de glutamato y alanina que se 
+ 

da en la mutante GS- (43), c) el marcaje de la glutamina en la 

cepa silvestre en presencia de [U-14c) sacarosa y la disminución 
+ 

del marcaje de la glutamina en una cepa GS- ( 4 3) . La excreción 

de hasta un 50% del nitrógeno de la glutamina como amonio en la 

cepa GOGAT- ;GDH- indica que una gran parte de la glutamina es 
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degradada a amonio, y que éste es asi11ilado nuevamente en 

glutámico y glutamina por la GDH y GS (43). 

Se ha demostrado que para asimilar glutamina como fuente de 

nitrógeno es necesario convertir este aminoácido a glutárnico, y 

que la GOGAT y la vía de la transarninasa de glutarnina junto con 

la GDH son las enzimas que participan en esa conversión (43). 

La síntesis de glutamina en presencia de este aminoácido corno 

fuente de nitrógeno es necesaria corno lo indica la correlación 

encontrada entre el crecimiento y la actividad de la GS en la 
+ 

mutante GS- en limitación de glutarnina (43). 

La glutamina también se degrada por la vía de la transaminasa 

de glutamina y la w-amidasa en amonio como fuente de nitrógeno 

como lo sugiere: a) la presencia de la actividad de la transa-

minasa de glutamina y de la w-amidasa, b) la acumulación de 2-

oxoglutaramato en presencia de DON, c)el hecho de q ue en una 

mutante sin actividad de asparagino sintetasa pueda sustituirse 

su requerimiento por asparagina, con su correspondiente a-ceto-

ácido (a-cetosuccinamato), debido a la aminación de éste por la 

transaminasa de glutamina. Estos datos indican que el reciclaje 

de glutamina también opera en esta condic i ón (43). 

El reciclaje de glutamina en Ne urospora cras s a puede servir 

para varias funciones además de la de contribuir a la irreversi-

bilidad de la transaminasa de glutamina debido a la síntesis 

endergónica de glutamina, que en la reacción total envuelve un 

gran cambio de energía libre que f avorece la formación de 

aminoácidos por esta transaminasa (33). Debido a que la gluta-

mina, además de ser un donador de nitrógeno, es también un corre-
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presor de catabolismo nitrogenado (44), su recambio puede ser una 

manera de regular rápidamente su concentración intracelular (45). 

Esto es debido a que un aumento en la velocidad de síntesis de la 

glutamina, combinado con una disminución en la velocidad de 

degradación de ésta, ocasionaría una rápida acumulación de la 

glutamina, y viceversa, una disminución en la velocidad de 

síntesis de la glutamina acompañada de un aumento en la degrada

ción de ésta, ocasionaría una rápida disminución en la glutamina 

intracelular. De esta manera, se regularía rápidamente la concen

tración de la glutamina en la célula y ésta a su vez, regularía 

las actividades de la síntesis y la degradación del nitrógeno 

celular. El reciclaje de la glutamina puede ser también un 

mecanismo general para tomar o liberar el carbono de los compues

tos orgánicos nitrogenados. El reciclaje de la glutamina a 

glutamato y otros aminoácidos puede ser una manera de mantener el 

balance de los compuestos nitrogenados (33). 

En Neurospora crassa, el grupo del Dr. Mora ha demostrado que 

cuando se inhibe el reciclaje de la glutamina a través de inhibir 

su síntesis, se disminuye el catabolismo de carbono a partir de 

sacarosa (46). Estos resultados pueden explicar la necesidad de 

la operación del ciclaje de la glutamina (43,46). Se propuso que 

el punto de interacción en la regulación coordinada entre el me

tabolismo del carbono y del nitrógeno, puede ser el gasto de ATP 

para la síntesis de la glutamina. La regulación del metabolismo 

del carbono por la carga energética ha sido ampliamente estudiada 

(45). Así, cuando se crece Neurospora crassa en amonio y se in

hibe la GS con glicina o L-metionina sulfoximina, la 
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concentración intracelular de ATP se incrementa comparada con la 

condición en la cual no se inhibe la GS (1). 

En este trabajo se reportan los estudios de marcaje con L

[amido-13N] glutamina para conocer las vías que participan en la 

asimilación de la glutamina en Neurospora crassa en nitrato de 

amonio como fuente de nitrógeno, la identificación de las vías 

que participan en la asimilación de la glutamina como fuente de 

carbono y nitrógeno y un estudio sobre el gasto energético del 

ciclaje de la glutamina en Neurospora crassa. 
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Objetivo 

En estudios sobre el metabolismo nitrogenado en Neurospora 

crassa, en condiciones en las cuales se restringe el crecimiento 

de este hongo (47), o bien en ausencia de crecimiento, como 

sucede en conidias de cepas auxótrofas privadas del aminoácido 

que requieren (41,48), se encontró que existe una acumulación de 

algunos aminoácidos como arginina y glutamina. La acumulación de 

estos aminoácidos es paralela a un aumento en la actividad 

específica de la GS que, por lo menos en un caso, involucra la 

síntesis de novo de la enzima (41). A través del estudio de 

mutantes alteradas en las enzimas que participan en la 

asimilación de amonio, se dedujo que para que la acumulación de 

arginina se lleve a cabo se requiere resintetizar la glutamina 

(41). Para explicar esto, se propuso que la glutamina que entra a 

la célula es degradada a nitrógeno inorgánico y esqueletos de 

carbono, los cuales son reasimilados en glutamato y glutamina que 

se requieren para la síntesis de arginina y otros aminoácidos 

(41). Se propuso que la degradación y la resíntesis de la 

glutamina dan origen a la operación de un ciclo, el primer paso 

de este ciclo consiste en la síntesis de diferentes aminoácidos 

por medio de una transaminación de glutamina, el segundo paso es 

la hidrólisis del 2-oxoglutaramato formado a 2-oxoglutarato y 

amonio por una w-amidasa, el tercer paso es la utilización de es-

tos productos por la deshidrogenasa glutámica biosintética para 

formar glutamato y el cuarto paso está dado por la resíntesis de 

glutamina a través de la glutamino sintetasa. 
17 



se han demostrado las vías que participan en la asimilación de 

la glutamina cuando se utiliza este aminoácido como fuente de 

nitrógeno (42,43). Así, se ha demostrado que la vía de la transa

minasa de glutamina-w-amidasa participa en la degradación de la 

glutamina a amonio y 2-oxoglutarato (42). También la GOGAT par

ticipa en la asimilación de la glutamina sintetizando dos molé

culas de glutamato (43). A partir de los resultados obtenidos 

utilizando inhibidores y mutantes en las enzimas que participan 

en la asimilación de amonio, se concluyó que el amonio liberado 

por la vía de la transaminasa de glutamina- ~ -amidasa es asimi

lado por la deshidrogenasa glutámica y la glutamino sintetasa, lo 

que da lugar a un ciclo en el cual la glutamina es continuamente 

degradada y resintetizada (43). 

Uno de los objetivos de este trabajo es el demostrar las vías 

que participan en la asimilación de la glutamina y si opera el 

reciclaje de este aminoácido cuando se crece N. cra s s a en una 

fuente inorgánica de nitrógeno como NH 4No3 , condición e n la cual 

uno podría esperar que no es necesario degradar la glutamina. 

N. crassa no es capaz de crecer en glutamina como fue nte de 

nitrógeno y carbono (19), una posible causa podría ser que en 

esta condición operara el reciclaje de la glutamina y que el 

poder reductor (NADPH), energía (ATP) y esqueletos de carbono se 

utilizaran para la síntesis de glutamato y glutamina en lugar de 

ser utilizado para otras reacciones biosintéticas y c recer. De 

tal manera que otro objetivo de este trabajo es el demostrar en 

N. crassa las vías que participan en la asimilación de la gluta

mina, si opera el reciclaje de este aminoácido y conocer el gasto 
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energético del reciclaje de glutamina cuando se utiliza glutamina 

como fuente de nitrógeno y carbono. 
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Resultados 

Los resulta dos sobre la operación del reciclaje de la 

glutamina en Neurospora crassa en nitrato de amonio como fuente 

de nitrógeno, utilizando L-[amide- 13N]glutamina como marca, se 

publicaron en el Journal of Bacteriology, 171:1772-1774, 1989. El 

titulo de este trabajo es n
13N Isotope Studies of Glutamine As

similation Pathways in Neurospora crassa", y los autores son: 

Calderón, J., A.J.L. Cooper, A.S. Gelbard y J. Mora. 

Los resultados sobre el estudio sobre las vias que participan 

en la degradación de la glutamina en Neurospora crassa en 

glutamina como fuente de carbono y nitrógeno y el gasto 

energético del reciclaje de la glutamina se publicarán en el 

Journal of General Microbiology, 135, 1989. El titulo de este 

trabajo es "Glutamine Assimilation Pathways in Neuros12ora cr<:l SSil 

Growing on Glutamine as Sole Nitrogen and Carbon Source " y los 

autores son: Calderón, J. y J, Mora. 

20 



JouRNAL OF 8 ACTE RIOLOG Y, Mar. 1989, p. 1772-1774 
0021-9193/89/031772-03$02 .00/0 
Copyright © 1989, American Society for Microbiology 

Vol. 171. No . . 1 

13N Isotope Studies of Glutamine Assimilation Pathways in 
Neurospora crassa 

JORGE CALDERÓN .' ARTH UR J . L. COOPER.' A LA S. GELBARD:' AND J A IME MO RA '* 

Departamento de Ecologiu M olecufflr. Centro de f11l'n tigacid11 .whrc FUa f'io n "" Nit rÚ.l' l' llo. Unil·t•nidacf Nucim111l 
Autónoma de México , Apartado Po.\lal 565-A. Cucrnm ·a<·a, More/o .,, M<'Xil'o. 1 cmcf /) e¡wrfmc111<f11iodlC'mi.w y a111/ 

Neurology, Cornell University M edica/ Colle¡:e.'! ami Biop l1ysin Lahoratmy. Memorial Sloa11 A.'ctt('l'i11;.: Cc111cer C('ttfer.' 
Ne11· >'ur/... Ne11· }'ork /001 J 

Rcceived l Augu'it 19~M/Acceptcd 16 Di..::cembe r 19HX 

L-[amide- 13 N]glutamine in Neurospora crassa is metabolized to [13N)glutamate by glutamate synthase a nd to 
[

13N]ammonium by the glutamine transaminase-w-amidase pathway. T he (1·'Nlammonium released is assim
ilated by glutamate dehydrogeaase and glutamine synthetase, confirming lhe operation of a i:=:lulaminc cyd e. 
Most of the nitrogen is retained during cycling bctwcen glutamate ::md glutamine . 

In Neurospora crassa. glutamine, in addilion lo partid· 
pating in transamidation rcact ions, is convcrtcd to ~-o\oglu 

tarate and ammonium by the enzyrnes of thc glu1amine 
tra nsaminase-w-amidase pathway, in which a 1ran~amina~t: 
catalyzes tra nsfer of amino nitrogen of gluta mine to va rious 
oxo ac ids. 2-0xoglutaramate thu s produced is hyd rol yzc-u b~ 
w-amidase to 2-oxoglutarate a nd a mmo nium ion (2). 

T he amine nitrogen of glu ta rnine is a lso a ss imila1ed hy the 
actio n of glu tamate synthase (g lu tami ne oxogl uta ra1e ami
dotra nsferase [GOGAT] ), whic h synthesizcs two molecub 
of glutamate from gluta mine a nd :!-oxogluta rate (1). From 
the results obtaincd with severa! inh ibitors and mutant s . 
Calderón a nd Mora concluded that the a mmonium ion 
released by the w-amidase pathway is assim ilated by gluta· 
mate de hydrogenase (G DH) and by gluta mine sy ntheta'e 1 l. 
2). These enzymes, w he n combincd with thc g lutaminc 
transaminase a nd w·amidase. yie ld a glu taminc cyclc in 
w hic h gluta mine is cont inually degra t..l cd :md rcsy nthcsizct..I 
(1) . We report Itere the data obtaincd by us ing L-famide-
13N]gluta mine as a tracer to study thc me ta holic rathways of 
gluta mine assimila tion in N. crassa. 

13N, the longest-lived radioiso topc of nitrogen ( r 1 :". = 9. 9f. 
min), was used to Jabel a mmonia (7). L-[amic/e-1' N]gluta minc 
was prepared from [1 3 NJammonia by us ing g\utarnine syn
thetase immobilized onto CNBr-activatcd Scpharose as pre· 
viously desc ribed (16). 

The N. cras.w cu ltu res were grow n for 8 h at 30"C on 
Vogel minimal medium (17) conta ining 1.51/é suc rose aml ~5 
mM NH 4 N01 as the nit rogen sou rcc. s¡, millilitcr~ of t hi ~ 
med ium was· centrifuged. a nd a fte r decanttltion. 50 µI of 
L·[lllnide-"' N)glutamine (1 to 5 mCi (50 to 100 µM]l was 
added to the cell suspe ns ion . U ptake of label wa' stoppcd b\· 
add ing 2 mi of water . a nd after ccn lrifugation a nda furth l'1 
wash. the metabolites were ext racted with O.~ mi of ice-cold 
1% (wt/vol) picric ac id . The L'N-lahc lcd met;ih,11i tcs \\1.' rc 
ana lyzed by us ing a high·prcssurc liquid chroma l l'!:!raph ~ 
systcm (Se ries 4: The Perkin-Elmer Corp .. Norwalk. Con n. I 
in which thc etlluent was continuously ml1 ni1orcd \~it h " 
Ramona D fl owthrough 'f detector(< ). 

A Partis il 10 SCX 10 µM (4.6 by 250 mm t !Phcnomcnc-.x. 
Ra ncho Palo Verdes. Calif.) analytical C<i titm-cxchan ¡.?.~ Clll · 
umn was used fo r separation: the d ution conditions wcn: as 
reporteJ previously (5). In sorne ca..;cs gluta matc was mea-

.¡ uret..1 by h i gh-pres~ure liquid c hromtttography of thc o· 
pht hald ia ldchyde dcrivates ( 10). and ammonia cnntc nt wa~ 
<lt.!terrninect e nzy mat ica ll y w ith glula m<i tc de hydrogcnase 
(4). 

The rclativc radioact ivity in~orporatcd into the o:-am ino 
a nd amiJe group ... tlf glu lam in c.: was dctcrminct..1 ª' fo llows. A 
~amp l e (Q. I mi ) of thc pic ric aód supe rna ta n1 was at..lded to a 
Dowcx-1 column (acela te form: 0.S hy 2 cm). ovcrlaiJ with 
Dowc-.;-50 res in <Tri"i forrn: 0 .5 hy 2 cm), a nd wa,hl'd w ith 2 
mi of "ah .. ' r. The dualt: (from Whit.:h :immonium and glu ta · 
mate werc ren1ln·cd) wa~ adju..;tc.:d lo pH 5 with 2 M acctic 
ac id. a nd 5 U ofglu tam inase (grnlk V: SigmaChemical Co .. 
St. Loui s . Mll .) wa!' adJeJ . Thc solu tion was inc uhatcd a t 
30ºC fu r 10 min ami pourcd o nl o a 11owex .. )0 column (Tris 
form: 0.5 hy 4 l'íll) . The Pª"''-lhrouph from thi "i col umn a nt..1 
a :! -mi water wa..;h wcrc aJJnl to a Dowcx · I column (atdatc 
form: 0.5 ~, . ·l 1..·111 ). "hK h 111 tu rn wa"' d11 1c <l wilh 5 mi of 
\\~tter. Thc r<.u.lio <. H.: ti vit y rct<1 innl on the t.:olumn~ w:i~ n11.·a · 
surcd hy placinp. thcm in an Au tu gamma cou nt c.:r ll ,KB 
ln ~lrnnK'lll'. Knd .. vilk. ~1 d . ). l .0 1 ~c.:l rcla incd on lhe ' ccnnd 
Dowt..'\ -1 t.:t)lumn ami o n the lhlWl'\-50 column rcpn:Sl' ll tcd 
lahd lH·iginnl ly rn:,ent in the a mino group and thc ami<ll' 
gruup of glu tam inc. rcspc(,:ti vdy . 

2-0xo·f 1 ' N]glularamalc was pr~ pared lh,m L-lamide- 1.l NI 
glut aminc (cf. 3). a nd labc l in thi ~ compound was delermined 
as fo llm''"· A 0. 1-ml samplc of 1hc picrk aciJ supcrnatant 
was addcd lo a DoWC\ · l column Cacct:tte form : 0.5 hy 4 c m ) 
and wa , hcd w il h water. The pa"· throu !!h a nd water Y. <1~hc~ 
Y.t:re savcd . 2-(ho·\ 1

1N h;lutaramatc wa~ duled with 0.4 mi 
uf 2 M ace1i ...: at.:id follo\Ncd hy 1 mi nf water . To thc 
com~mcJ eluate 11.4 mi) v. .. , ;u.klcd ~ mi of 1 M Tris 
h)·<lrochloridc ipH 8 .. <1 anu 80 U of purified rat livcr w
a rnid asc L\\ . Thi.., o:;ol ution was inc nhatcd at JOºC fo r 20 rnin 
and th1.·n ad<led h' a D O\\\.' \ 50 t.:oh1111 11 t l'ri ' l'orm : 0 .) by 4 
c m l ;i nd washed \\Í l h 2 mi t\f water . Ttw .. ras~·lhrouf!.h w~" 

combincd \~ 1 th thc l)tl\\\.'\· I pa" ·lhnrnp.h, ami the \:1hc.: I in 
thes l· cnmhancd frat.:l ion' plus tlll'. labc l remainin p. o n !he 
Dll\\ C\ · l Ct\ lumn rL· pre~c.:nt n l lahl·I im:orpor:111.:d inl o mctah· 
Lllitc s o thcr than ~ .. n,oghll aramak: thc la ht.:I rc1;1inn l o n !lu .. · 
Dowcx -50 colu mn rcprc,enled bhe l o riginally prcst·nt in 
~ -oxngl ut <.u-amatc.: . 

21 

Alter the add ition or 1·\a111itfr·' 1 Njglut a minc to thc wild 
typc ~ t rain. g, lutamatc was more highly labc leJ than othcr 
nitrop.c n·conta ining metaholitc .'\, w ith the c,L·cption of glu 
tamine (Table 1) . At 25 min . a sma ll but signiticant a mo unt o f 
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TABLE laDistribu1ion of labe l <le ri ved from L-lamidt'- 1·' NJglu tamine among variou ~ mctabolites 

Pcrccntage oí labcl in : 

Metabolite Wild · lypc st rain GDW 
WilJ -typc 
strai n rlu:. 

mutan! ' 1r.1in MS" 
5-min labcl 25-min b bc l ( 10-min lahel) 

12~-min l:1bC'H 

Acid compoundsb 1.36 2.1>11 1.34 
Carbamyl phosphate 0 .18 1. 21 0 .19 
Aspartate 0 .16 0 .26 0.4.\ 
Glutamate 8.34 13.9 16. l ~2 .7 

Glutamine•· 86.0 78.4 4.l.4 40.2 
Proline" 0.37 0.:!4 0 .8 1 
Ammonium 2.98 0 .78 14.4 
Histidine" 0.07 0.19 ND' 
Arginine N D 1.21 Nll 
Alanine ND ND 21.9 14 .7 
2-0xoglutaramate ND 0.07 
Glutamine (amine) 1.73 8. lXl 5.60 l.7 

" l ncubated previously for 20 min wi1h methionine sulfo \'. imine 1 f\tSJ. 
h Compound s of unde1e rmined siructure e lut ing carlic :-. t frnm 1hc SC X coturno. 
r nN label in amine plus amide . 
" Tentative assignment. 
... NO, Not dctected. 

Jabel was p rese nl in 2-oxogluta ramate (Table 1). The fac l 
that the labe ling of the a mino group o f glut amine inc rea sed 
during the first 25 min afl e r the pu lse (Table 1) prov ides 
direct evidence that the a mide nitroge n of glutamine was 
redistributed in the glutami ne molecule through the forma· 
tion of glutamate by GOGAT or from th~ glul aminc tran :-..
aminase-w-amidase pathway. follo\.\ti:LI hy rcductivc amina
tion by GDH (1). 

In a mula nt s train lacking GDH activit y (GDH - ) (6) . thc 
relative arnount of labe l in amrnonium was highcr (Table l) 
than that found in the wild-lype sl rain (Table 1 ). In this 
mutant. the intrace llu lar a mmonium pool was la rger ( 1.4 
µ.mol/mg of protein). and the int racell ular !! lutama1 c pool 
was smaller (65 nmol /rng of protein ) than 1ho'L' 1'r 1hc 
wil<l-typc strain (0.4 µmol/mg of protein and 135 nm11I 111!! of 
protein . rcspecti ve ly). Thcsc data indicah.' that a n imp11rtan t 
fraction of the ammonium deri ved from glu tamin t: J q:.rada· 
tion is norma JI y ass imilated hy GD H into glutamate { l:!) . No 
glutaminase act ivit y has been detected in N. crru.rn {4 1 and 
lhe double mulanl stra in (G DH - GOGAT- ) requires gluta 
mate for growth (1). Thus. as Table 1 indica tes. GOGAT i' 
responsible for rlJ N]glutamate fo rmat ion from L-[mnide- 11 NJ 
glutamine in the GDH - strain. 

The presence of a glutaminase would produce 11.' N]glu ta 
mate from L·[amide-DN]glut amine only after glutaminc hall 
bcen labeled in the amino group. Table 1 shows that thc lahcl 
in glu tamate is threefold higher than that prc ..;i: nt in thc 
amine of glutamine. 

The GDH - mutant strain has a highc r GOUAT aclivi t y 
than does the wild·type stra in {12) . Furthermore, :?.-o\oglu
tarate is acc umulated in this mutant strain (11. 1:!) . Thc 
relatively largc incorporation of labct in to glutam:1t e in thc 
GDH - mut ant strain (Table 1) can he c.xplaifü•J as a rc..;ult of 
high GOGAT ac ti vit y and the accumulation of 2·u\,,gJut 
aratc. 

In contras t. the amount of labe l incorporatcd inhl ¡..: lul:i · 
mate in thc wild·t ype strai n is lower than tha t in thc liDH 
strai n because glutamate is synthesized to a large c.xtent by 
GDH ; as a cunsequencc. the glu1:1matc Clll11.·c.:ntration is 
lower in this mutan! (a:-. :-. hown ahove and in rc.: frrcm.·c l ~l. 
Thc important role of GDH and GOG.'\T wa~ f11r thcr :-. hown 
in ex pcrimcnts carril..'.d ou t wi th GOGAT mutant s. Aft cr 20 

min uf inn1bation with L·[am idc- 1 (Njglutamine. 83% of lhc 
labcl was rel..'.overed in gl ut aminc (of which - 90o/r was in the 
amidc i:l nd - 10% was in thc am ine posilion) and 37t. wa:-. in 
g\utamalc . Thus. 1 l 'h of thc label in lhis l'X periment with 
GOGAT mutanl s wa.., in glutami nc (amine) plus J!lutamatc. 
l..'.l) nlparcd with :!~ 'k rrahlc 1) in the wi ld-typc . 

Thc diffcrcnci: in thc.: Jahl'l ing ot thc amine and the amide 
group'i of p: lut aminc CLll•!c.: 1) in thc wild-type strain com
parcd \\ ith that in th 1.· liD ll :-. tra in (Table 1) can be 
um.krstood in pa11 if thc NH., ' al..'.cumulated (as :-. hown 
ahovc a mi in rekrcncc l 2l lowcrs th c.: re lativc specilk 
ac1ivit y o f [ 11 Nlammonium and also if the rcla.r.ive specific 
activit y of f1 'N Jglutamatc.: i:-. h1ghcr in thc GDH - mutant. 

Thc arrrcciahlc 1ran:-.fr r llf amine (glut amate plus g,1 11 -
tamincl nitrogcn 10 alanim: in th c.: (j()JI strain (Tahlc lJ hui 
lhll in thc.: willl · l}'pl· .., train ma) hL· c.xpla1n1.·d hy accum nlat ion 
\lf p~ rll \':tlc.: ª" a rc.: ... ult of a JúTCa..,c.: in ~ - nxo¡: l u1;.iratc 
utili 1;1til1n in thi' ... 1rain (11. l~I. 

In th l..'. wild -typc ' trai n. nilro!!l' ll dc.:ri vc <l from !!,lt tlaminc 
(amidl..'.I \\ ~ I"' not di \atc<l to ot hl..'. r compn11nd ..; ª" c .'< lt:n .., i\l d y 
a ~ in thc.: (jDH mu1ant , ¡rai n CJ':1hk ll . but rather \\ a.., 
cfli cic.: ntl y incorporatc.:d into glutami1w t;i minc) via glutamak 
(T;ibk ll. 

As c.\pcctcd. inhi tiitllln of glu lami ne synthe ta:-.c act ivit y 
hy L-mcthionine su lfuximi nc ( 1.5) ~1catl y 1.kneased the labcl 
in glut am inc (amine ami tota l). A...; a rc.¡ult ol glul aminc 
.. ynthl'ta..,c inhi h1tion. l:1hc lctJ glut am;1 tc accumu l;1tt:d (Tahlc 
U ami "l'lllC l:tl..,cl \\:l.., tran..,fcrrctl to alaninc. 

Thc rt:tcn tion of mon: th¡¡n 9(Y''r nf thc 1 ' N latid in 
glutam:tll' aml glu taminc in thc wi ld ·typc.: ' tra in fl'ahlc 1) 
in<licat c.:.., that almo<.;t a ll thc ni trog.1..:11 wa'i retai ncd during 
cyd ing hc.:t wcc n thc :-.L' twn mctabolitcs. This could c.xplain 
why thc 1.·111.Tgy "rcnt m glulaminc cyd in l! ¡.., vcry high (U; J . 
C:llJcrPn and J . i\1 llf:I . ' ul~ mitkd fllr puhlicat ionl and \\h y 
lhc ') nthc..,¡, t.11' ¡..: hll aminl..'. ¡.,. nc.:cc ...... ary for lh l..'. effcctivc 
11till 1a1i,m l'f ca rl •11 11 OO . 

Wt· <irl' ¡.:r;i l\'1 111 1<1 < icnrgin:1 1 h:rn.ínJc1. l.ort' n111 Sl'~n via. ami 
Yt•landa M11r.1 l~ 1 r ni lh..'.a lly rt'\ it'\\ i11 J! 1hc 11 1<1 nll \t.11 p1 : 1t1 S;1h111:1 
Fih.: - l k Rii.:i.:o and Jane! Fim:).!an for lt'd1111t::1I assi ... ta nt:e : .rnd to tht• 
Mcm11rial Sloan· Kcltcdng Canccr L tl'lhl \ for the pnxluction of 11 N. 
Wc 1hank Alton Mc i ... tcr fur making Pº"'"'hlc the rca li w tio n oí lh i ... 
work . 
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Glutaminc Assimilalion J>athways in Neurospora cra.ua Growiug un 
Glut.uuinc as Solc Nitrogcu ami ~arl.Jou Sourcc 

By JORGE CALDERÓ0N ANO JAIME MORA• 

/)c¡mrtamc11to c/1· t:color.ia !iluf,•c11/or. Centro d<' lm·<•.ui1:ocicí11 .\·ohr(' Fijon/111 de NitrtÍR""º· 

U11i11ersiclacl N11cio11al A111rí11011111 c/f Mé.tico, A¡•nrtaclo l'o.Hn{ 565-A. C1wmarnrn, More/o." 
Mcxico 

(Ucn•i1 ·<'d 17 Alarcli IY8Y ; retiisccl 19 J1111f /9,~Y: acceplt'tl )(¡ J1111c• IWIV) 

Ne11rospora cm.r.111 wilu ·lypc is almosl unablc lo grow on glulaminc as sole nilrogcn ¡¡nd carhon 
souree bul a GDll-;GSt double mulanl strain, lacking NADl' -depcn3~nl ~lotarnate 
dchydrogcnasc a111l partially lacki ng glutaminc synt helasc Jiu grow . Um~r thcsc rnndition•. IM 
~nuble mulanl hada hi¡,thc r chcn1ical cncrgy conlcnl lhan 1he wild-1ypc . Fn1.y111c ""ªY' and 
labclling ex pcrimcnls wilh glulamine indicalcd thal in lhe do11hlc mulanl glulamine was 
dcgradcd lo an1111oniu111 and lo carbon skclclons by glulamalc synlhasc, thc calaholic (NADl 1-
depcndcnl) glulamalc dchydrogcnasc and lhe gl ulaminc lransam inase-<;t·amidasc palhway. 

INTRODIJCTI ON 

Since glulaminc is a nilrogen <lmwr and the final prwducl oí ammonium assimilalion in micro
organisms, il plays a cen tral mcl:1hulic role as a rcprcssor oí nit roge n catabolism. ll lw s heen 
shown lhat in Neuro.1poro craun glularninc is a negative rcgulalor oí nilro¡¡cn cala bolism (Y aca 
& Mora, 1977 ; Marzluí, 1981). Gluraminc syn 1l1e1asc (GSJ (EC 6 . J . 1. 2) is con1posecl uf lwo 
polypeptidcs (Súnchcz el al., 1980; Diivila el al., 1980) and glutamine regulales thc leve l of 
spccific cnzyme syn lhes is (Yichido el ni., 1978) , which cor rclalcs wilh lhc amount of mllN 1\ 
(Sánchcz el u/., 1978; Lara el al., 1982). The carbon sourcc also parlicipates by rcgulating GS 
degradalion (Mora el al., 1980). 

Ju N. cra.r.w, glularuine, in addilion lo being assimilalcd by lransam id<1lion reaclions , is 
convcrled into 2-oAoglularalc. and a111111011ium by lhc cnzymcsofthc glut;iminc lran~amin;1~ w
¡unidase palhway (Calderón<'/ al .. 1985). In lhis pal.hway, glulamine i~ lrnnsaminalcu lo yicld 
diffcrcnl amiuo ac ids and 2·0H1glul ara mal c lh roug h lhc parlicipa ti nn of a glulaminc 
lransamiua sc (T-Ciln). Subscqucnlly, lhc 2-oxoglularamalc is hydrolysed lo 2-oxoglutarale ;1nd 
¡¡mmonium hy lhc aclinn of an w-amida sc (Calderón et al., 1985). 111 lhis lüngus, glularnine is 
:liso assimilatcd dircclly lo a-amino nilrogcn hy tite aclion of glul amale synlhase (GOGAT) 
(EC 1.4 . 1.14), whi ch synlhcsi zcs lwo molcculcs of glulama le (Caldcrún & f\,lnra , 1985). The 
'1'11llll<lllium rdca sc1J hy lhc glulaminc lransa mi11;isc -ro1-;1111ida.e paH1way i.< assin1ila1-.I hy 
Ni\ 01'-dcpcndcnl glulanwlc dchydrogcnasc (Ni\ IJ 1'-c; DI I) (EC 1 . 19 . 4 1 . 4) hnd al so by GS , 

-th1:rs lending lo llrc-<rpcnrl ion ol' a gl11t:1tninc ¡:yck ((':tldc1{111 ,f.t Mora. l 1 1K~j . (iOCiAT ulso 
parlicipalcs in cyding glulami nc lo glulamalc (Calderón & Mora, 19X5). As a rcsu ll of lhe 
glulaminc cyclc, glulamalc a nd ¡?lulaminc are conlinually rcsynlhcs i1cd (Ca lderón & Mor a, 
1985) al lhc CA pcnsc oí ca 1 bon skclclons, red uc l i ve powcr ami AT f' . No ¡:lu l; 11 n i n:isc ar! i vil y has 
l>cen clclcctcd in N. cro.<.w (Caldcrún r t ni. , 1985). Wc ha ve rcporlcd ( l lcmú ndez & Mora, 1986) 
llt:>l cyding is ncccssary lo mainl ~i n :111 o p1 i1 11 a l carhon ílow frnm sucrose . 

- -------- - ---------
Al1/lr1Tittl i 1111.f '. AOI\ , a111inoo •)·:1n" lit· :u:id : DON. tl · d ia1o·~ · nllo·L·th11h•th'i 11c ; (if)ll, i!lutam a le 

<lchylln11tc11a!ic; <:OCit\T, ~lut :unalt .liynth:1~e: (iS, ¡,;lut:imine ' ) nthrta~e : 'r'·(iln . ~lul¡1111inr tran~amina~c . 
T 
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11 has hccn shown (.Calderón & Mora, l 9R5) thal for glutaminc to be optima ll y assirnila!cd as a 
nilrogen sourcc, it musl be convcrtcd to glutamalc, the othcr nitrogcn <lonor. Thc aclivity l•f' 
GOCi/\T an<l thc i11corporation of the a111111011iu111 rclcased hy thc glulami11c lr:1nsaminase .,,,_ 
amidase p:1thway through the N/\DP·GDll are csscntial lo sy11thcsi7C glutamate, sincc th e 
contribution or ami<lotransferases nthcr than GOG1\T is a minor cornponenl of thc ncl 
assimil:11ion or glutaminc inlo glutamatc (Calderón & Mora, 1985). 

Glutaminc cycling opera tes in thc prcsence of ammonium as nitrogcn source as indicaled by 
thc presence of 2-oxoglutararnatc undcr such co11ditio11s (Calderón et ni., 1985). Studics using 
1-' N as a tracer havc al so shown thc opcration oí glulaminc cycli11g in N. crassa, where most of 
thc nitrogcn is rctaincd cycling hctwcc11 glutarnatc and glutaminc (Calderón et al., 1989). 

N. era.un is almost unablc to grow 011 glutarnine as solc nilrogcn ami carbo11 sourcc (Mora et 
al., 1980). Wc propose that this may he explaincd by the grcat cxpcndilure oí cnergy as a result of 
glula minc cycling (Calderón & Mora, 1985), and also as a rcsult of thc trapping oí carhon 
skclctons in the continuons synthÚis oí glutamale and glutaminc. In this paper wc repurl thal in 
conditiuns where glutamatc and glutarninc synthcsis are restriclcd, N. era.un can spare ca rbon 
skclctons and chemic;il encrgy, which in turn allows this fungus to grow 011 glulaminc as !he sole 
11itrogc11 a11d carbon sourcc. Jn addition, thc pathways íor glulamine assimilation for use as a 
nilrogen and a c;uhon source havc been idc11tificd. 

METJIODS 

S1rnin.1. Al! stocks ca me írom thecolleclion of J. Mora or from the Fungal Genetics Slock Cenlcr, l lumbolt Slnle 
University, Arcata, California, USA. The hasic stocks wore the wild-lype strain 74-A; the om-1 sl1ain lacking 
glu1ama1e dehydmgcnase (GD11 - ) (r:incham, 1950); lhc g/11/0 Slrnin par1ially tacki ng glutamine syn1hetase 
activity (GS ±) (Oá vil1 rt al .. 197R); the double mutan! strain nnr-1 ;i/11/n (GOi 1-;GS ± ); and the en-nm-1 sl rain 
(GOGAT-¡ thal lacks GOGAT aclivily (llummclt &. Mora, 19RO h). 

Grt1M·1/1 rmklitioll.'r. Cultures oí N. crnJJu wcre gtown on Vogcl's minimnl mc<lium (Vogcl , 1964) supplcmcnlcd 

wilh 5 mM·¡tlulnminc, in~lcnd oí nmmonium nilratc, n~ thc nilrop.c1l ~011rcc, nt JO "C wilh ~hnking n~ indicntcd. 
Thc carbon 1owrce usc:<l is MateU in lhc lcxt. 

Growth was mcasure<l us dcscribcd prcviously (Vich!<lo N al., 1978) by de1crrni11ing thc lol:.tl protein 
concenlraliOfl by 1he Lowry melhod. 

l>1·taminotüm ofami110 acid pool.r. Saml"llcs for an1ino <iCÍ<l un:ilysi~ wcrc prcpnrc<l hy hurnogcni1ing coni<lb with 
80~~ (v/v) elhanol (Espín'' al., 1979). The amino acids w"ere scparalcd in an Aminco Amino Acid Analyzer, 
coupled wilh •rrhc>-phthalotdehyde (Sigma) and quanlified in an Aminco rnlio nuorimcler. 

Ammonium dtttrmina1io11. J\mmonium concentration in samples of medium was mcasurcd with an Orion 
cleclrode (Espin fl uf., 1979). ' 

lktanr;,wtimroj 1111di•tJtido. Aflcr 8 h growth, 300 mi of thc culture mediurn wcrc quickly íillcrcd and immcrscd 
in tiquid nilrogen, and the nucleotidcs were exlractcd by re,.1<pcnding lhe sample• in 0·6 M-11 C!O,. The extracts 
wcre cenlrifugcd ul 10000 r.p.m. for 2 min, and lhe supernalanls were adjusl<d lo pi l 7- 7·5 by adding ! ·O M-KOl I 
with rapid mbdn,_ . Thc insoluble KCIO_. wils removed by cenlrifugalion . Thc nuclcotides wcrc sepnrnled 'and 
quanlificd by high-pcrformance liquid chromalogrnphy on a Radial l'ak sa .<·carlridge (Walcrs). The 
chroma locraphic condilions were essenlially 1he samc as those uscd hy McKca g & Urown (197R). 

Dc-tnnrinatÍIM o/ tnZ)'ntt activities. Cell ·frcc cxlracts of N. craJSa wcrc prcp:ircd as tlcscribcd prcviously (O;ivila 
tt al., 1978). GS aclivity was mcasurcd by its synthetasc activi1y as cte5cri bcd hy Fcrguson & Sims (1974) . 
Ca1abolic NAO·dcpendcnt glul ama lc dehydrogenase (NAD·GDll) and NADl'-0011 were mea'"rcd as 
describcd by Fincham (1950). GOGAT was measurcd as describcd by tl ummclt & Mora (19800). T ·Gln was 
measured as described by C1IJerón "al. (!985)'. ' 

Afta.fur~nrtnt o/ COJ from (U-"'Cltlutami,,t. Samrlcs oí cultures ¡rown for 12 h on S mM-glut:1mine as solc 
nilroscn and carbon source wcrc transícrred lci a sidc-arm tubc wi1h íresh mc<liurn without gl11tarnine, ami 
preincubaled for IS min wilh or without the inhibitors amínooxyacetic acid (AOA; 10 mM) and 6-diazo-5-oxo·L· 
norlcucine (DON ; 1 mM). These cultures were then given a 1 h pu he wi1h [U·"CJglutamine [0·2 p\i mt- 1 (7·5 kllq 
mt · 1 >I and unlal>elled glulamine lo give a final concentra lion oí O · ~ mM . Tlie CO, relcased was absorbed wilh 
NaOll (Mora'' al., 1972). Whcn \he CO, rcleased was mcas111ed conlinually Ju1ing 12 h of growlh , lhe cultures 
" ·<re grown on S mM·glulaminc with [U-"C)glutaminc [0·211Ci mt - 1 (7 ·5 kllq ml - ')I with shaking ni 250 r.p .m. 
(OD.,0 of inoculum O· I) . 

G/~11omint la/ldli11g ll'itli [U- 1•C!xl11tamntr . Conicfü1 from lhe wild-typc, GS ± and GDll -;GS± strains wcrc 
gcrminaled for 12 hin a medium supplem<nled wilh S m~1 -glulaminc . The mycclium wa. collcc led lry fillration 
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G/11111111i11e a.uimilati1111 hy /'frurospura crus.w 

;1ml lrnn"fcrrcd to :1 mcdium co111aining 5 mM·~lut:imine ami 0· ~11\i 1111 - 1 (lft -75 kllq mi 1
) lll - 1 .al · l~:.lut;1nwlc . 

A her 90 tnin i11cuhation lhc mycclium \\'a!' collct:tcJ and thc amino :1cid conlcnt was dctcr111i11cd "" r~¡'t1rtcd hy 
F.!Opin rt tri. (1979) : the radio;u.:tivity incorpnr:1tcd in cach ami no <tcid w;1~ tlclrrminC'cl in a !'<."Íntill;1tit'Ti1 ('n11nlcr. 

/fr¡mu/11áhility oj rl'.mlt.'f. Thc c.llpcri111cnts rcpnrtcd wcrc c:1ch rc pc;1lc<I al lc:1 st OIKC : rcprc~c11l :1tivc rcsull:-i ;uc 
shown. 

RESULTS 

Groll'f/¡ of the ll'iltl-typc .ttmi11 und rhc dor1lil<' 111ut11111 stmi11 GDll- ; GS ± 011¡:/11r11111i11c11s 11 

11itroKCll 11111/ rnrlum smm·1· 

Thc N. crono wikl-lypc slrai n (74-/\) grcw very slowly 011 glulamine as a nilrogen anú carbon 
sourcc (fig. 1 a) . Prc vious ly. we úcscribed a glutamine cycle in which glutaminc is continually 
degradcd and resynthesized in N . cr11.u11 (Calderón & Mora, 1985 ; Cal<lcrón et u/., 1989). This 
cyclc consumes Ni\DPI 1 ami/\ TP for glulamale an<l glulamine synlhesis, rcspec ti vcly. On Lhis 
hasis, we tesled the capacily ·of lhc doublc mulanl slrain, lacking Ni\DP-GDll activily an<l 
partially lacking GS adivity (GDll-;G S~). lo grow 011 glulamine as thc solc nilrogen and 
carbon sourcc. The doublc mutan! strain did grow bul lhe growth rate was slowcr tl1:1n lhal llll 
glulamine plus sucrosc (í-ig . 1 a). The growlh rale of lhc doublc mulanl slrain incrcascd whcn lhe 
culture was oplin1:11ly acratcd hy lowcring thc inoculum size (Fig. 1 /i). Evcn lhe wild-lypc slrain 
could grow on glulaminc as nitrogcn anú carhon sourcc if lhe culture was inoculall' d at low ccll 
density (r:ig. 1 b). The aCralion was also modilicd by shaking al a lnw spccú . When Lhc wilú-typc 
and the double mulanl. slrains wcre incuhalcd with shaking al 100 r.p.rn .. lhcir growth rnlcs 
werc lowcr e ven with a low inoculum (fig. 1 e). Under lhcse con<lilions the <loublc mutan! strain 
showed a similar growth ralc on glulaminc. as nitrogen ancl car bon sourcc as O!l glulamine plus 
sucrosc; howcvcr, tlu: wilú-lypc grcw only on glulaminc plus sucrnsc (Fig. 11"). 

C'lll'/llirnl 1•111•rJ:J' n111/1•11i. gl111a111i111• r_l'rli11¡: m:r1111•s, 11111i1111 arid n1111t•111 0111/ u1111111111i111111·.1w1·ti1111 

Thc Ni\011, NADl'll. ATI' anJ /\DI' contents wcre higher in thc GDll ·; GS± douhle 
mutan! strain compared Lo Lhe wild-type slrain, when thcse slrnins wcrc incuhalc<l on j¡.°lutamine 
as nitrogen an<l carbon sourcc (rig. 2). Thc difTcrence in total chemical energy was almos! 200 ~~ 

whcn comparing Lhe double mulanl slrnin wilh thc wild·L}·pc slrain (í-ig. 2). The aclivilics of thc 
enr.ymcs involvcd ii1 glutaminc cyding wcre measured. N/\D-GDll activily was also 
dctermined since thc conversion of glulaminc to glulamalc would supply lhis amino acid which 
can then he calabolizcd hy N/\D-GDI 1 for lhe· pniducliun of 2-oxoglularalc. As rcportcd 
pre1·iously (D:mtzig et 11/., 197!!), N/\D-GDll and NAIJl'-GDll are rcgulated hy lhc carlwn 
source. Tahle 1 shows lhal on glutaminc as nilrogcn and carhon source the wilú-lype slrain hada 
low biosynthelic NADP-GDll aclivity, allhough this was al leas! 14-fold higher !han in thc 
double mutanl slrain .' llowever, un<ler lhe same conúitions Lhe calabolic N/\D-GDI 1 activily of 
thc <louble mula ni was 62~~ grealcr lhan thal in tlic wil<l-lype. The GDI 1-; GS± doublc mutanl 
slrain calabolized glutaminc cnicicnlly, as indicatcd by the lower glulaminc conlenl (Tahlc 2). 

GOG/\T also parlicipates in glulaminc assimilalion . As shown in Table 1, GOG/\T aclivily 
was 64~; highcr in thc GDtt-;GS± mutan! strain <lll glutamine withoul sucrosc compared lo 
the wild-typc slrain. In such conditions GOG/\ T activily is cxpresscd dcspile the prcscnce of a 
glulamalc pool (Tahlc i) which has becn shown lo rcpress GOG/\T in N. mu.111 (llummcll & 
Mora, 19801>; LomnilT. .el 11/., 1987). As airead y reporlcd (Dúviln ,., al., 1978). lhc single mulanl 
US:I: slrain has 10-fold lcss GS aclivily lhan lhe wil<l-lypc slrain. This was also lrnc for lhc 
GDll-;GS± douhlc mutan! strain growing in lhe prcscncc of sucrose (Table 1). Similar lo 
N/\Dl'-GDll, GS aclivily was lowcr in lhc wild -lype slrain on glula111i11e cornpa1cd lo 
glulamine plus sucrosc. Ncvc1 thdess, GS aclivity in the wild -lypc strain was 250';:, of lhal in lhc 
Gl)lf- ; GS± mulanl stz:1i11 ¡!rnwing on gl11l:1111inc as nilrogcn and carhon sourl'c . 

In lhe GDI 1-: CS t. sti;1i11 growing on glutaminc alnoe as carhon a11tl nitmgcn sourcc. 2-
oxoglutaralc could he supplil'd lo the lril'arhoxylil' acid cyclc through lhc <'pcralilln of ( il )(i/\T 
an<l lhe calah.,lic N/\[)-(if)ll aclivitics (Tahlc 1 ). 
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,,,, (h) 11) 

2 .____. _ _,_ __ ____. 
o 6 12 ~4 o b 12 ~4 o 12 24 

Timt.:(h) 

Fl&. l. Growth-vnoítlte wihl-17rc (O.e). GDH-;GS• CD.•>. GSt (,!) and GDU- ("f') strains 
from cuhurcs growa 1>115111M·glul•llline wilh (o'pen symhols), or withoul (lilled symhol•) 1·5% (w/v) 
IUCíOS<. Thr cuhures were grown IS follows : (n) •haking al 250 r.p.m., inoculum on, •• ~ O·I ; (h) 
s.bakiag al 250 r.p.m., inoculum OD.uo o::a 0·05: (e) shakiug nt 100 r.p.m., inoculum ODHo e::: 0·05. 

Table l. Spttiftr -J'~ trctir!Íties of th~ 11·ild-typ<' and G 011- ;OS± srrai11.r 

The speciíu: rnzyme activitiu were tieler;,,ined after 12 h growth on 5 mM-glul•mine wilh ar withoul 
1·~% (w/v) sueroso u carbon sourcc. The culll!res were grown with shaking al 250 r.p.m. ; the A,,0 

i110Culum had an OD,,0 oí O· l. NO, Nol detecled. 

Spccific aclivity 
(nmol min- 1 (mg protein)- 1] 

Strain Sucrese GOGAT T-Gtn NAD-GDll NADP-GDll GS 

WiltHrl"' + 10·9 :\.9 18-3 8040 6·0 
8· I . l4 2130·0 14·0 ! ·O 

GDU-;()St + 1 q¡; H 18·9 NO 06 

13·3 5·5 34-10·0 NO 04 
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l'i¡r.. 2. Chcmical cncrgy contcnt oí thc wild-lypc stroin (0) and the GDI 1- ; GSt doublc mula ni •lrain 
<•> growing on glutamine <tS solc nitrogcn ami ca.rbon sourcc. Thc nuclcotiúcs wrre dclcrmincd aflcr 
8 h oí incubation. Chcmical cncr¡r.y is cxprc55cd as thc sum oí i\ TP equivalcnls ( 1, 1/2. J and 4 fur i\ TP. 
i\DP, Ni\Dll and Ni\Dl'll rcspcclivcly). Thc cultures wcrc inoculalcd al an OD,,0 ofO· l and grown 
'!'.ith shaking al 250 r.p.m. 

· Table 2. G/111a111i11e a11d glutc1111ate c11111e11l o/ the ll'i!d-type, GS±, 0111/ GDll- :GS± strai11.1 
gruwing 011 5 111M-gl111a111i11t> as so/e 11ilroge11 a11dcarbo11 source 

Amino acid contcnts was dctcrmined aflcr 12 h growth. The cultures werc grown with shaking al 
2SO r.p.m.: lhc Linculum had an OD,.0 of O· l. 

Amino acid contenl 
Strain Amino acid IJ¡mol (mg prolein)- 1 f 

Wild-type Glulamalc 0·3 
Glu11mine 1·5 

GS± Glutamale O·S 
Glulamine 1-1 

GDU-;GSt Glutomalc 0·3 
Glut1mine 0·4 

Table 3. A111111011i11111 t>xcretio11 by the ll'ild-type, GDll-. GSt 01111 GD/1- ;GS± strai11s growi11g 
011 5 111M-gluta111i11e as sale 11itroge11 a11<f carlxm smirce 

Ammonium prc~cnl in lhc culture mcdiunt was dctcrmincd aflcr 12 h growth. Thc cultures wcrc grown 
· wlth thnkln¡¡ ni 250 r.p.m., lhc lnocnlum hnd un 01>,.., uí U· I. 

Strain 

Wild-lype 
GOU-
GS ·t 
GDU-;GSt 

Ammonium CJlcrclion . 

(¡1mol ml- 1
) 

O-IS 
0·29 
0·42 
1·92 

IJ¡mol {mg protein·•)J 

8·29 
13·18 
IB ·SO 
22-BS 

Wilh glulaminc as nilrogcn and carhon sourcc bolh lhc wild-lypc slrain and the (;DI 1- : GS± 
mutan! strains excreled ammonium as the rewll oí glutamine degrnclalinn; howevcr, lhe double 
mutan! slrain excretcd almost lhree limes more ammonium lhan lhe wild-typc (Table 3). 

Wc reported previously (Calderón el ni., 1985) that in N. era.isa glutamine is degrnded hy thc 
gluta111ine lrnnsaminasc ·(IJ ·arnidase palhway. Table 1 shows lhal T-Gln activily \\·as prcsent in 
lhc wild -lypc ami 1he c..lou hle mutan! strain grown un glularninc in lhc prcsence or ahsence oí 
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Table 4. t;f(i•cr o(i11hihitor.1011 "C0 1 rclt•11.1t· fro111 l'J Ckl11111111i11e by th<! 11•ild-1y¡11.• 1111d 
GQC; ,j J'· .JlraillJ ¡¡rt>ll' Íllf: ()JI g/11(11//IÍlle IU Joft• Ct1r/im1 tlllrf llÍlrt>get1 J()Jlff(' 

Strain 

WilJ · typc 

GOGAT-

lnhihitor 

Non e 
DON (1 m~t) 
AOA (10 rnM) 

Non e 
[)ON (1 mM) 
AOA (IOmM) 

' 

1AC'0 1 rclci\~C 

lc .p.111 . (mg prolcin)·· • 1 

~5 12 6 

3626 
98J 1 

21574 
2079 
3 753 

Table 5. "C02 relea.re by rhe ll'ild-type. GDl/-,Gs± 0111/ Gn11- ;GS± strnim ¡:roll'i11¡: 011 
5 111M-¡:/111ami11e a.r so/e 11itrogl'll 11111/ carho11 so11rce 

"CO, rclcascd wns dctcnnincd during 12 h grow1h on 5 1m1·glulnrninc nncl 0·211Ci mi (7·4 kílq) 
f U· '"CJglulamine. Thc cultures wcrc grown with shtikins at 250 r.r .m. ; lhc inocu lum had an 
OD,.0 of O·I. 

Sira in 

Wild-lypc 
GDH-
USl 
GDll-;GS± 

c.p .rn . 

325371 
))0629 
SJOH.14 

1331067 

(c .p.m. (rng prolcln - •)J 

4·12681 
4 .10~06 

592-148 
313 9 JO 

sucrose ; activity was 62~~ higher in lhc GDl-I-;GS± slrain growing on glutaminc as nitrogen 
and carbon source as cornpared lo the wild-type slrain (Table 1 ). 

Although low NADP-GDI 1 and GS activities wcrc presenl in th c wild-lype strnin growi ng 
on glutamine withoul sucrose (Table 1 ), some of the amrnoniurn relcascd from glutarnine must 
be incorporaled since the GDll- and GS± si ngle mulanl strains excrcted 59 /, and 123'.%, 
respectivcly, more ammonium than thc wild-typc strain (Table 3) and did nol grow as well as lhe 
GDil-;GS± strain under such conditions (Fig. 1 a). 

G/111nmi11e degrat1111io11 11111/ .ty111/re.<is 

The glutarnine degradation pathways of N. era.un growing on glutamine as sote nitrogcn and 
carbon source were demonstrated by incubaling the wild-type and GOGAT- strains with 
l'JC]glutamine and measuring C0 2 produclion (Table 4). In !he wild-type strain, DON, an 
inhihitor of amidolransfcrase and w-amidase activitics, lowcrcd C02 produclion by 93 %.; whcn 
AOA, an inhibilor of aminotransfernscs was addcd, "C02 rclcasc fcll by 82 ~~ (Table 3). The 
amount of 1'C01 relcase<l by the GOGA T- slrain was only ~j.Y. of that released by the wild· 
type; DON inhibitecl by 90% and AOA inhihilcd by 83% tite aníóunt of " CO, rcleased by l11i s 
strain (Table 4) . 

These results indica te that glutamine is degraded to 2-ornglutarate by GOGA T, the catabolic 
NAD-GDll and the glulamine transaminase- w-amidasc palhway. Glulamine oxidation was 
also detrnnined in the single mutanls GDI 1- and GSi, in the doublc mutan! GDI 1-; GS± and 
in the wild-type strain. The mutan! strains oxidized more glulan1ine !han the wilcl ·lype strnin. 
The wild-type slrain and the single mutan! strains oxi<liz.cd more glulaminc per mg of protein 
than the double mutant strain. 1 lowcvcr, total C02 production was four times grealer in thr 
double mutan! strain cornparcd lo the wild-lype str:iin (Table 5). 

Glutarnine synthcsis in !he presence of glutamine as sole nilrogen and c:irbon source wa:: 
demonstraled by incubaling the wild -lype and mulant strains with [' 'C]glutamate. Glutaminr, 
labelling in the wild-type slrain was five and thirteen times greatc r, respect ively, titan in !he 
GS:t and Goll-;GS± strains , in spitc of tite higher spccific radiuactivity found in glulamatL 
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Table 6. /11corpora1itm of la/Je/ frum ! "C]g/ri1a111ate i1110 ¡¡/1110111i11e in 1/ic ~·ild-lype, GS± m1d 
GD/1- ;GS± strai11s groll'i11g 0115111M-gl111a111i11e as so/e 11'.1roge11 ami carbo11 so11rce 

Sira in 

WilJ-lypc 
GSt 
GüU-;GS± 

Olula111inc labclling 
(c. p.m. (mg prolcin)- 1 J 

J7 524 
6905 
2788 

Spcciric radioaclivity 
found in glutamate 

(c .p.m. (µmol gl111nmalc)- 1 J 

230000 
332742 
J~3685 

(Table 6). This in<licates that the ammonium thal comes from glulamine <legradation is 
sequenlially con verted to glulamine. The fouríold lower glutamine conlent in the GDH-;GS± 
slrain in comparison with the wii<l-lype slrain (Table 2) in<licales lhat glulamine cycling is 
severcly impairc<l in thc double mutan!. 

DISCUSSION 

· · In N. crassa glularnine is <legrade<l by lhe glulamine transaminasc-w-a rnidase palhway to 
ammonium and 2-oxoglutar:ilc (Calderón el al., 1985) an<l lhe ammonium rclcasc<l by this 
palhway is assimila(e<l by N ¡\ D P-G DI 1 an<l by GS, thus leading lo the operalion oí a glulamine 
cyclc by which litis ;1111i110 aci<l is continually dcgraúed a11d resynthesizeú (Calderón & Mora, 
1985) . Glutaminc is also cyclcd hy (iOGAT to glutnmale (Calderón & Mora, 1985). 

Allhough gl11lu111lne Is rnnvcrlcd lo 2-oxoglulurulc, this u1itil10 udJ cannol be clllcicnlly 
utilizcd as a nitrogcn and carbon source by wild-type N. crassa (Mora et al., 1980), possibly 
because oí the grcal cxpcndilure of energy as a resull oí glulamine cycli11g (Calderón & Mora, 
1985). Thcre have been reporls in<licali11g lhal a greal amount of cncrgy is expen<lcd in 
glutaminc synlhcsis. ll has becn shown that whcn ammon iu m is added toan ammonium limile<l 
culture of E. coli, there is a bursl oí glulamine synthcsis which imposcs a drastic drain on A TP; 
lhc accumulale<l glulamine activa les !he enzymes for GS inactivation by adenylylation and thus 
the i\TP pool is replenished (Wohlhuelcr et al., 1973). Fisher el al. (1986) reporlcd thal in 
Bacil/11s subtilü, the prcscncc oíthe hcrbicide glyphosale resulls in !he largcly íulile ulilizalion of 
significanl amounls oí phosphocnolpyruvalc and i\ TP. The dramalic abilily oí L-glulamale an<l 
L-glutarnine lo increasc glyphosale resistance in B. subtilis fils in wilh possib le conse4uencc oí 
encrgy drain 011 nilrogen assirnilation. 

We used a <louhle mutanl lacking Ni\DP-GlJll anc.I parli ally lacking GS in order lo pre ven! 
thc wastc of encrgy and carbon skclelon drain in thc synlhesis oí glulamate and glularnine. This 
GDII-;GS± double rnulan t slrain grcw on glulamine as solc carbon and nitrogen source whilc 
lhe wild-type grew only very slowly. The GDI 1- and GS ± single rnulanls also grew only slighlly 
on glutamine alonc, indicating that !he synlhcsis of bolh glutamate and glutaminc con tributes lo 
this elTect. Uctler growlh of !he wil<l-lypc slrain and !he doulile-mulanl was oblaincd in culture 
conditions of high acralion suggcsti11g thal substrale oxi<lalion is a Jim iting process for growth 
on glutamine as nilrogen an<l carbon sou rec. The higher glutarnine conlcnl of !he wild lype 
slrain was prooí thal thc di!Tc rences in growlh bclwecn the wild-type and the GDII-;GS± 
strains were not due to a diffcrence in lhc uptake oí glularnine . 

i\11 thc enzymes thal calaboli7.e glutaminc to glulamale, or ammonium and 2-oxoglularale 
were presenl al highcr activilics in !he GDlI-;GS± mulanl comparcd lo !he wild-type when 
grown on glutaminc as nitrogcn and coHhon sourcc: howcvcr, llic cn1.y111cs tlial a~ s imilatc 
ammonium were prcsent al higher acli vil y in !he wild-lype . Thcsc diffcre11ccs were reílccled in a 
lhrcefol<l higher a111111oniu111 cxcrc lion by !he doublc mutan! when comparc<l wilh !he wil<l- lype 
strain. 

Allhough a highcr rale oí glulamine oxidation in the GDll- ; GS± slrain !han in !he wild
slrnin might be cxpecled. !he highcr CO, production by thc wild -typc strain ca n be explained ií 
lhe cnergy from gl11!:1111i nc oxidalio1i is expended on ¡d11lan1ine cycling in lhc wild ·lypc slrain, 
which cannol happcn in !he douhle mutan!. Thc l:ll!cr is confir111cd l>y thc highcr c.,crclinn of 
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ammonium on 1,:lulami11c as nilmgcn and cnrhon sourcc ill1ll 1)1c dccrcasc ot glulnminc 
rcsynthcsis un<lcr thcsc cunuitions in thc douhlc mutant. Fut ilc cyclcs 111ay not be c11li1cly l'utilc 
si ncc thcy can he considercd as mctabolic proccsscs that uncouple catabolisrn l'rom anaholi sm 
and, although thcy waste cncrgy, thcy compensatc for variations in thc carbon supply (Tempest 
& Ncijsell, 1987) . In this scnse, glulamine cycling is a íutile cyclc when N. cra.ua is grown on 
glutaminc as sale nitrogcn and carbon source but it is necessary in ordcr that glutamine can be 
utilizcd as a éarbon sourcc (1 lern~ndcz & Mora, 1986). The dirTcrenccs in growlh bctwecn the 
wild-type and the GDI 1-; GS± strains can be explained as the result oísparing car bon skeletons 
and energy when glutamate and glutamine synthcsis is severely impaircd. . 

A higher ATP , ADI', NADll and NADPll content wasobservcd in the GDll-;GS± strain 
in comparison with thc wild-type strain. This suggests that consumption oí i\ TP by GS íor 
glutamine synthcsis and Ni\Dl'll by thc NADP-GD ll íor glutamatc sy nlhesis is very high and 
thal a rn ulant strnin wh ich lacks thcsc en zymc aclivities can save energy which ca n, in lurn, be 
uscd far cell growlh. Moreover, when growth on amrnonium is inhibited by lhe GS inhibitors 
glycine or methionine sulphoximine the intracellular conccnlration oí¡\ TP is higher aítcr a 
short pcriod oí incubation, as compare<l wilh non-inhibitcd growth on am monium (Mora et al., 
1988). 

On the basis oí the results presented here, and taking into accoun t the absence oí NADP
GDll and GS activitics in thc GDIJ-;GS± strain, wc inícr that glulaJllale that comes írom 
glutamine by the GOGJ\T rcaction can be prefcrentially dcgra<lcd through the ca ta bol ic Ni\D
G DH to 2-oxoglutarate sin ce less of this compo11nd is u sed in glutamatc and glutamine synthcsis 
colllparc<l with thc wild-type strain. In a similar way, the 2-o,oglu tarale tlrnl comes from thc 
glutamine transaminase-w-amidase pathway can also be prcferent ia ll y divcrted lo the 
tricarboxylic a cid cycle instead of being uscd to synthesize glutalllat e. No gl11tam ina se ac tivi ty is 
found in N. era.un growing on glutami ne as nitrogen and carbon sou rce (Calderón et ni., 1985, 
1989). 

i\lthough we founcl that thc biosynthetic Ni\DP-GDH and GS ac tivi ti es were very low in the 
wild-lype strain growing on glutamine as nitrogen and carbon source, the better growth, the 
higher ammonium excretion and thc decrease in glu tamine synlhesis in the GDI 1-; GS± ·strain 
indic~les thal lhe synthesis oí glutamatc and glutamine by NADP-GD I 1 ancl GS is imporlant lo 
spare carbo11 skelctons and chcmical cnergy. 

Wc ;1rc Jrnlcful to (Jcoriina l lcrm\ndc1. nntl Yolancla Mora f(,r thcir crilic:nl rcvicw oí thc mnn11~crir1. and ro 
lc1i\: ia 01\'crn , LuL Mo1rh1 Marllncz nml Oal i;; Terrones for tcc.:hnirnl ;1ss istnnc.:c. 

Thi• wm k w"' •11r1~1rtr<l in purt hy grn nt1 from thc C-on•oju N11d111111I de C'irndu y Tccnoloklu (CONACYT) 
an<l FonJo de Estudios e ln vullgadoncs J. Zcvada. 
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Discusión 

El estudio de las vias que participan en la asimilación de la 

glutamina en N. crassa en una fuente inorgánica de nitrógeno 

(nitrato de amonio) se realizó marcando con L-[amido-13N] 

glutamina a la cepa silvestre y mutantes en las vias que par

ticipan en la asimilación de amonio de N. crassa y determinando 

la distribución de la radioactividad en los diferentes metabo

litos nitrogenados. 

El hecho de que en la cepa silvestre crecida en nitrato de 

amonio como fuente de nitrógeno, se encuentre amonio y 2-

oxoglutaramato marcado (Tabla la), indica que la via de la transa 

minasa de glutamina-w-amidasa participa en la degradación de la 

glutamina a amonio en esta condición. 

Una parte importante del amonio liberado de la glutamina es 

asimilado por la GDH-NADPH para sintetizar glutamato, como lo in

dica el mayor marcaje de amonio en la mutante GDH- comparado con 

la cepa silvestre (Tabla la). La GS también participa en la 

asimilación del amonio como lo indica: a) el encontrar marcado el 

grupo amino de la glutamina en la cepa silvestre (Tabla la); el 

marcaje en el grupo amino se debe a que se está sintetizando 

glutamina a partir de glutamato marcado, y b) la disminución de 

la marca en glutamina, tanto en la del grupo amido como en la del 

amino y el aumento del marcaje en glutamato y alanina cuando se 

preincuba a la cepa silvestre con un inhibidor de la glutamino 

sintetasa (L-metionina sulfoximina) (Tabla la). 

La GOGAT participa en la asimilación de la glutamina a 
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glutarnato en nitrato de amonio corno fuente de nitrógeno corno lo 

indica: a) la presencia de glutarnato marcado en la mutante GDH 

(Tabla la) , y b) la disminución del glutarnato marcado en una 

mutante GOGAT- (Texto ler artículo). El glutarnato marcado que se 

encuentra presente en la mutante GDH no proviene de una 

glutaminasa, ya que una glutaminasa sólo podría dar glutamato 

marcado después de que estuviera marcado el grupo amino de la 

glutarnina y, corno se muestra en la Tabla la, la marca del 

glutamato es tres veces mayor que la que se encuentra presente en 

el grupo amino de la gl utarnina. También el hecho de que en 1L.. 

crassa no se ha encontrado actividad de glutaminasa (31,43) y el 

hecho que una doble mutante GDH- ;GOGAT- crece mal en glutarnina 

corno fuente de nitrógeno y que requiere de glutarnato para crecer 

óptimamente, apoya la participación de la GOGAT en la síntesis de 

glutarnato indica que las glutarninasas no participan en la 

degradación de la glutarnina. 

El mayor marcaje de glutarnato y el menor marcaje de glutarnina 

en la mutante GDH- comparado con la cepa silvestre (Tabla la), se 

puede explicar por una mayor actividad de GOGAT y una mayor poza 

de 2-oxoglutarato en la mutante GDH- (30), ya que en esta mutante 

se está sintetizando una mayor cantidad de glutarnato por la 

GOGAT, mientras que en la cepa silvestre una gran parte del 

glutarnato se sintetiza con la GDH. El hecho de que la mutante 

GDH- tenga una mayor poza intracelular de amonio, da como resul

tado que en esta mutante se esté sintetizando glutarnina a partir 

de un amonio con una menor radioactividad específica. 

El mayor marcaje del grupo amino de la glutarnina en la mutante 
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GDH- comparado con la cepa silvestre se explica por la menor poza 

intracelular de glutarnato en la mutante GDH-, así corno el mayor 

marcaje en glutarnato en esta mutante, lo que da corno resultado 

una mayor radioactividad específica del glutarnato. 

El mayor marcaje de alanina en la mutante GDH- comparado con 

la cepa silvestre, se puede explicar por la acumulación de 

piruvato a consecuencia de la acumulación de 2-oxoglutarato en 

esta mutante (14,30). 

La distribución de la marca en la cepa silvestre después de 

haber marcado con L-[arnido-13N] glutarnina durante cinco minutos 

muestra que después de la glutarnina, el compuesto más marcado es 

el glutarnato, siguiéndole el amonio. Estos datos indican que una 

gran proporción de la glutarnina es asimilada en glutarnato y 

degradada a amonio en lugar de ser utilizada para la síntesis de 

otros compuestos nitrogenados, de los cuales la glutarnina es un 

donador, corno por ejemplo, histidina, carbarnilfosfato, arginina, 

purinas y pirirnidinas. Así, la marca en glutarnato es 46 veces 

mayor que la de carbarnilfosfato y 116 veces mayor que la de his

tidina, y la marca en amonio es 1 7 veces mayor que la de car

barnil fosfato y 42 veces mayor que la de histidina, sin considerar 

el amonio que se ha utilizado por la síntesis de glutarnato y 

glutarnina. En la mutante GDH- la marca en amonio es 76 veces 

mayor que la que se encuentra en carbarnilfosfato. 

Si considerarnos que en la cepa silvestre a los cinco minutos 

del marcaje, el glutarnato proviene de la asimilación de la 

glutarnina por la GOGAT y sin tornar en cuenta la marca en 

glutarnina ni la asimilación de amonio para la síntesis de 
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glutamato y glutamina, así como la asimilación de glutamato para 

la síntesis de la glutamina, se puede decir que un 62.2% de la 

glutamina es asimilada a glutamato por la GOGAT, que por lo menos 

un 22.2% de la glutamina es degradada por la vía de la transa-

minasa de glutamina-w-amidasa, y sólo un 15.5% del nitrógeno se 

deriva para la síntesis de otros compuestos nitrogenados. 

La retención de más del 90% del nitrógeno marcado en glutamato 

y glutamina en la cepa silvestre {Tabla 1) indica que casi todo 

el nitrógeno está ciclando entre estos dos aminoácidos, lo que da 

como resultado que en este reciclaje se gaste una gran cantidad 

de poder reductor y energía. 

Aunque en N. crassa la glutamina es convertida a 2-oxoglutara-

to, este aminoácido no puede ser utilizado eficientemente como 

fuente de nitrógeno y carbono (20). Una posiblidad para explicar 

esta observación podría ser que en glutamina como fuente de 

nitrógeno y carbono, operara el reciclaje de la glutamina y que 

diera como resultado que el poder reductor y energía en lugar de 

utilizarse para otras reacciones biosintéticas y crecer, se gas-

tara en el reciclaje de la glutamina. En base a lo anterior, se 

probó el crecimiento de cepas con mutaciones en las enzimas que 

participan en la asimilación de amonio. Una doble mutante GDH-
+ 

;GS- que carece de la actividad de deshidroqenasa glutámica 

biosintética (GDH-NADPH) y parcialmente de la actividad de 

glutamino sintetasa (GS) es capaz de crecer en glutamina como 

fuente de nitrógeno y carbono mientras que la cepa s ilvestre 
+ 

crece muy lentamente (Fig. lA). Las mutantes sencillas GDH- y GS-

crecen un poco más que la cepa silvestre en esta condición, lo 
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que indica que tanto la síntesis de glutamato como la de 

glutamina participan en este efecto. La cepa silvestre es capaz 

de crecer en glutamina como fuente de nitrógeno y carbono cuando 

el cultivo se encuentra más aereado como es el caso en el que se 

utiliza un menor inóculo (Fig. lB), en esta condición, la mutante 
+ 

GDH-:GS- crece mejor. Si se utiliza un bajo inóculo y se dis-

minuye la aereación, la cepa silvestre sólo presenta un 

crecimiento inicial y deja de crecer, mientras que la doble 
+ 

mutante GDH-:GS- sólo disminuye la velocidad de crecimiento. Es-

tos datos indican que la oxidación es un proceso limitante para 

la utilización de la glutamina como fuente de nitrógeno y car-

bono. 

Las diferencias de crecimiento entre la cepa silvestre y la 
+ 

doble mutante GDH-:GS- no son debido a una diferencia en el 

transporte de glutamina como lo muestra el mayor contenido de 

glutamina en la cepa silvestre (Tabla 2). 

En comparación con la cepa silvestre, la doble mutante GDH
+ 

:GS- tiene un contenido más alto de ATP, ADP, NADH y NADPH que al 

hacer la equivalencia en ATP del ADP, NADH y NADPH nos da casi el 

doble de contenido de energía química en la doble mutante GDH 
+ 

;GS- (Fig. 2). Estos resultados nos indican que el gasto de ATP 

por la GS y de NADPH por la GDH-NADPH es muy alto y que, cuando 

una mutante carece de las actividades de estas enzimas, puede 

ahorrar energía y utilizarla para el crecimiento celular . 

Se determinaron en la cepa silvestre y en la doble mutante 
+ 

GDH-:GS- las act i vidades enzimáticas de las enzimas que par-

ticipan en la degradación de la glutamina. Como se muestra en la 
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Tabla lb, la actividad de GOGAT, asi como la de la transaminasa 

de glutamina, se encuentran presentes en glutamina como fuente de 

nitrógeno y en glutamina como fuente de nitrógeno y carbono, 

siendo estas actividades aproximadamente un 160% mayor en la 
+ 

doble mutante GDH-;GS- comparado con la cepa silvestre en 

glutamina como fuente de nitrógeno y carbono. Se intentaron 

varios ensayos para determinar actividad de glutaminasa en 

glutamina como fuente de nitrógeno y carbono y no se encontró ac-

tividad en ningún caso. Estos datos indican que las vias que par-

ticipan en la asimilación de la glutamina son similares, cuando 

se utiliza este aminoácido como fuente de nitrógeno o como fuente 

de nitrógeno y carbono (42,43). 

Se determinó también la actividad de deshidrogenasa glutámica 

catabólica (GDH-NADH), debido a que se ha reportado que esta en-

zima es regulada por la fuente de carbono (49) y podria par-

ticipar en la degradación del glutamato sintetizado por la COGAT 

a 2-oxoglutarato y amonio. Como se muestra en la Tabla lb, la ac-

tividad de GDH-NADH se induce más de cien veces cuando se utiliza 

glutamina como fuente de nitrógeno y carbono comparado cuando 

sólo se utiliza glutamina como fuente de nitrógeno, y esta ac
+ 

tividad en la doble mutante GDH-;GS- es un 162% mayor que en la 

cepa silvestre en glutamina como fuente de nitrógeno y carbono. 

Se determinaron las actividades de la deshidrogenasa glutá-

mica biosintética (GDH-NADPH) y de la glutamino sintetasa en 

glutamina como fuente de nitrógeno y como fuente de nitrógeno y 

carbono. Estas enzimas son reguladas por la fuente de carbono y 

se reprimen en una mala fuente de carbono ( 2 o, 4 9) . En la cepa 
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silvestre, la GDH-NADPH así como la GS se reprimen respec-

tivamente 57, y 6 veces cuando se crecen en glutamina como fuente 

de nitrógeno y carbono, comparado cuando se utiliza este 
+ 

aminoácido como fuente de nitrógeno. En la doble mutante GDH-;GS-

no · se detecta actividad de GDH-NADPH, por lo que esta actividad 

es por lo menos 14 veces más alta en la cepa silvestre comparado 
! 

con la doble mutante GDH- ;GS en glutamina como fuente de 

nitrógeno y carbono. La GS se encuentra un 250% más elevada en la 
+ 

cepa silvestre comparada con la doble mutante GDH-;GS- en 

glutamina como fuente de nitrógeno y carbono. 
+ 

En la doble mutante GDH-;GS- comparada con la cepa silvestre 

en glutamina como fuente de nitrógeno y carbono se encuentra 

aproximadamente un 160% más actividad de las enzimas que par-

ticipan en el catabolismo de la glutamina a 2-oxoglutarato y 

amonio mientras que en la cepa silvestre se encuentra una mayor 

actividad de las enzimas que participan en la asimilación de 

amonio, lo que da como resultado que la doble mutante tenga 

ligeramente aumentada su capacidad para degradar glutamina a 

amonio y 2-oxoglutarato, y disminuida la asimilación de estos 

compuestos. Así como se muestra en la Tabla 3, la doble mutante 
+ 

GDH-;GS- excreta casi tres veces más amonio por miligramo de 
+ 

proteína que la cepa silvestre. Las mutantes sencillas GDH- y GS 

excretan más amonio que la cepa silvestre y menos que la doble 
+ 

mutante GDH-;GS-, lo que indica qu"e tanto la GDH como la GS par-

ticipan en la asimilación del amonio que proviene de la 

degradación de l a glutamina cuando se utiliza este aminoácido 

como fuente de nitrógeno. 
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La demostración in vivo de las enzimas que participan en la 

asimilación de la glutamina se realizó midiendo la liberación de 

14co2 a partir de ¡u-14c) glutamina en la c e pa silvestre y en una 

mutante que carece de la ac~ ividad de GOGAT en presencia de 

aminooxiacético (AOA) que es un inhibidor de las transaminasas o 

de 6-diazo-5-oxo-L-norleucina que es un inhibidor de transa-

midasas que también inhibe a la w-amidasa. Como se muestra en la 

Tabla 1, la mutante GOGAT libera un 39 % de 14co2 comparado con la 

cepa silvestre, lo que demuestra la participación de la GOGAT en 

la asimilación de la glutamina a glutama to, asi como indica el 

papel de la GDH-NADP en la degradación del glutama to formado a 2-

oxoglutarato y amonio. En la cepa silvestre como en la mutante 

GOGAT- la liberación de 14co2 a partir de ¡u-14C) glutamina es 

inhibida por AOA y DON, lo que indica que la via de la transa-

minasa de glutamina- w-amidasa participa en la degradación de la 

glutamina a 2-oxoglutarato y amonio. 

Como se muestra en la Tabla 5, la liberación de 14co2 a partir 
+ :!. 

de ¡u-14c] glutamina en las mutantes GDH-,GS- y GDH ;GS es mayor 

que la cepa silvestre; sin embargo, la liberación de 14co2 por 
+ 

miligramo de proteína en la doble mutante GDH-;GS- es menor que 

en la cepa silvestre. Estos resultados indican que en la doble 
+ 

mutante GDH-;GS-, aunque ha y una mayor degradación de glutamina a 

amonio (Tabla 3), el 2-oxoglutarato que se forma no se utiliza 

para oxidarse y dar más poder reductor y por lo tanto energía, 

sino que éste se deriva para la síntesis de otros compuestos 

orgá nicos y crecer. De tal manera que en esta doble mutante GDH
+ 

;GS-, el ahorro de NADPH y ATP para la síntesis de glutamato y 
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glutamina es alto y ahora estos son utilizados para otras reac-

cienes biosintéticas y para crecer. 

La síntesis de glutamina cuando el hongo se crece en este 

aminoácido como fuente de nitrógeno y carbono se demuestra a 

través de marcar con ¡u-14c] glutamato y determinar la marca en 

glutamina. Como se muestra en la Tabla 6, se encuentra marcada la 

glutamina en la cepa silvestre y esta marca disminuye en la 
+ + 

mutante GS- y aun más en la doble mutante GDH-;GS-. Estos resul-

tados demuestran que, no obstante que la actividad de G~ es muy 

baja en la cepa silvestre en glutamina como fuente de nitrógeno y 

carbono, existe síntesis de glutamina y que aunque la diferencia 

de actividad de GS de la cepa silvestre y la doble mutante es de 

' un 250%, estos resultados muestran que la síntesis de glutamina 

es 13 veces menor en esta doble mutante. El hecho de que en la 
+ 

doble mutante GDH-;GS- exista una menor síntesis de glutamina que 
+ 

en la mutante GS- indica que la síntesis de glutamato por la GDH 

es importante para aumentar la poza de glutamato y para que éste 

se derive para la síntesis de glutamina. Así, se puede observar 
+ 

en la Tabla 2 que en la mutante GS-, la poza de glutamato es 166\ 
+ 

mayor que en la doble mutante GDH-;GS-. 

Los resultados reportados en este trabajo muestran que en .l'L_ 

crassa en glutamina como fuente de nitrógeno y carbono, este 

aminoácido es degradado a amonio y 2-oxoglutarato por la GOGAT y 

la GDH-NADH y por la vía de la transaminasa de glutamina-w-ami-

dasa, y aunque las actividades de la GDH-NADPH y de la GS están 

muy bajas en esta condición, existe una considerable síntesis de 

glutamato y glutamina por estas enzimas, dando lugar a un ciclo 
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en el cual la glutamina es degradada y resintetizada que da como 

resultado que el 2-oxoglutarato no se deriva hacia el ciclo de 

Krebs y su metabolismo a otros compuestos orgánicos, asi como a 

un gasto futil de poder reductor (NADPH) y energía (ATP). 

Es interesante mencionar que en glutamina como fuente de 

nitrógeno y carbono las vías que participan en la degradación de 

la glutamina a 2-oxoglutarato (GOGAT-GDH-NADH, transaminasa de 

glutamina- w-amidasa) requieren de un 2-oxoácido para que se 

lleven a cabo, a diferencia de lo que podría ser la operación de 

una glutaminasa y una GDH-NADH como puede suceder en otros 

microorganismos (31,50). Una posible ventaja de que N. crassa 

utilice estas vías para degradar glutamina a 2-oxoglutarato, 

podría ser la de degradar glutamina sin depletar las pozas de 

aminoácidos, ya que es necesario para que estas vías funcionen 

óptimamente una poza de 2-oxoácidos y además que en el primer 

paso de estas vías se sintetiza un aminoácido. 

El reciclaje de la glutamina cuando el hongo se crece en este 

aminoácido como fuente de nitrógeno y carbono puede considerarse 

como un ciclo futil, así el bloqueo de este ciclo da como resul

tado que la glutamina se utilice eficientemente como fuente de 

nitrógeno y carbono. Sin embargo, el reciclaje de la glutamina en 

N. crassa puede tener una función importante cuando se utiliza 

una buena fuente de carbono como lo muestra el hecho de que al 

bloquear la síntesis de glutamina disminuye el catabolismo de 

carbono de la sacarosa (46). Se ha propuesto que el gasto de ATP 

por la GS y la r e gulación del metabolismo de carbono por la carga 

energética pueden ser los puntos de interacción en la regulación 
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coordinada del metabolismo de nitrógeno y carbono (46). En !L.. 

subtilis se ha reportado que mutantes totales de la GS dan como 

resultado una utilización pobre de la glucosa como fuente de 

carbono y la expresión de varios genes sujetos a la represión 

catabólica por glucosa (51). Esto sugiere que este mecanismo de 

regulación coordinada puede ser general. 

Los procesos cíclicos son comunes en el metabolismo celular, 

éstos funcionan en oxidaciones y síntesis , en la generación de 

energía, poder reductor y en el transporte de una variedad de 

compuestos a través de membranas (45) . Sin embargo, existen 

ciclos en los cuales la función no es aparente, como es el caso 

cuando una reacción para la síntesis y degradación de un com

puesto es catalizado por diferentes enzimas y donde la síntesis 

consume ATP. Estos ciclos causan una hidrólisis de ATP sin el 

correspondiente cambio de reactantes, por lo cual a estos ciclos 

se les ha identificado con el nombre de ciclos futiles (45). En 

el metabolismo de carbohidratos existen tres ciclos en tejidos 

gluconeogénicos: a) el de glucosa y glucosa 6 fosfato, b) el de 

fructosa 6 fosfato y fructosa 1,6 difosfato, y c) el de fosfoenol 

piruvato y piruvato. 

El reciclaje de un compuesto puede tener la función en el con

trol metabólico de amplificar los efectos de ligandos 

alostéricos, así por ejemplo la fosfofructoquinasa es inhibida 

por ATP, mientras que la fructosa difosfatasa es inhibida por 

AMP; de tal manera, una baja cantidad de ATP y una alta cantidad 

de AMP da como res ultado la síntesis de fructosa 1,6 difosfato y 

su utili zación en la glicólisis (55) . En las abejas zumbadoras se 
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ha reportado que el reciclaje de fructosa 1,6 difosfato tiene un 

papel importante en la termogénesis del musculo que utilizan para 

volar (52). 

En estudios realizados en E. coli se ha calculado teóricamente 

que en glucosa como fuente de carbono una mol de ATP da 28.8 

gramos de peso seco de células. Sin embargo, los rendimientos ex

perimentales son sólo un 50% de los teóricos ( 45) . Gunsalus y 

Shuster (54) postularon la posible disipación de energia por un 

mecanismo de ATPasa. Harder (55) propuso que para que la energia 

biológica se convierta bien, tiene que trabajar en condiciones de 

máximo rendimiento de energía y por lo tanto tiene que funcionar 

a una baja eficiencia, como es el caso de una máquina de vapor. 

La aplicación de la termodinámica de sistemas en no equilibrio a 

la conversión de energía en sistemas vivos concuerdan con este 

postulado (56), de tal manera que debe haber procesos que con

sumen el exceso de energía, así, se ha propue sto que los ciclos 

futiles pueden funcionar como reacciones disipadoras de energía 

( 45). 
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