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INTRODUCCION

El nitrdgeno es un elemento gque forma parte de muchos
compuestos simples y de casi todas las macromoléculas com
plejas de los seres vivos; especialmente de las proteinas
y de los &cidos nucleicos.

Los microorganismos pueden utilizar una gran variedad
de moléculas nitrogenadas como Ginicas fuentes de nitrdge-
no celular. El amonio, el dcido glutdmico y la glutamina,
fon las mejores fuentes de nitrdgeno; sin cmbargo, algu--
nos otros metabolitos constituyen fuentes de nitrégeno se
cundarias,/entre ellas se encuentran; los nitratos y ni—%k
tritos, las purinas, las proteinas y muchos amino éciaos"
El uso de estos compuestos supone la sintesis o activa--
cién de enzimas catab&licas, y d4 como resultado la éinfg
sis del éciaovglutémico y de la glutamina, intermediaribs
metabblicos, que distribuyen su nitrdgeno en la sintesis
de amino &cidos, aminoazficares, vitaminas, purinas y piri .
midinas, compuestos que a su vez participan en . la sinté—f
sis de macromol&culas.

Los genes estructurales y rcgulatorlos, de las dlver—:
sas enzimas que participan en. la utlllza016n de compues—-
tos nitrogenados, constituyen el c1rcu1to catabéllco nl—— 

‘trogenado. Las enzimas que participan en este circuito,_~




estan sujetas a dos tipos de control: represidn catabdli-
ca nitrogenada e induccidn. El primer mecanismo, previe
ne la expresién de la via en presencia de amonio o de al-
gfin producto de su metabolismo (1); aparentemente, la --
glutamina es la seflal metabdlica que inactiva a un regu-
lador positivo, que se requie;e para la sintesis de las
enzimas (1), La represidn catabdlica nitrogenada constitu
ye un sistema de control general gue regula la expresidn
de muchas de las enzimas que participan en el circuito -
catabéiico nitrogenado, mientras que la induccidn es un
mecanismo que opera con inductores y genes especificos --
para cada via (1). - L

El modelo del operon propuesto para organismos proca
riéﬁes ( 2 ), plantea la regulacibn simulténea de genes
.contiguos, por un mismo efector. Cada unidad de regula--
cién‘se denomina operon y esta constituida por un sitio
promotor, un sitio operador, genes estructurales 'y un ——
gene regulador.

Jacob y Monod, estudiaron el operon de lactosa de =

Escherdichia coli, que determina la produccibén de B-galac 7
tosida, enzima resp0nsabierde la-dggradacién de 1actosa,‘.'

cuya actividad solamente se detecta, cuando las bacterias .

Ny




se cultivan en presencia de lactosa, gue constituye el in
ductor de esta via.

A partir de la cepa silvestre, se aislaron diferentes
mutantes que permitieron establecer un modelo de regula--
cidn. Desde entonces, el establecimiento de circuitos re-
gulatorios, ha dependido, de la identificacién de mutan--—
tes regulatorias, y del estudio de sus interacciones.

En eucariotes, pocos genes se han encontrado agrupa-
dos en forma de operon; sin embargo, en Saccharomyeces - -
cerevisiae existen algunos reportes, de mutaciones cis--
dominantes constitutivas adyacentes a genes estructurales
reguiados negativamente (3, 4, 5, 6) y en Aspergillus ni-
dufans y Neuhospohra chassa se han descrito algunas muta--—
ciones no-inducibles o constitutivas (7, 8, 9, 10).

El estudio de los genes regulatorios que forman parte
del circuito catab®lico nitrogenado en microdrgahismos'—~

eucariotes, ha sido llevado a cabo fundamentalmente en =-

tres hongos: Neunospora crassa, Aspergillus nidulans Y
Saccagromiecss ceneviedae, En estos organismos, semn iden
tificado dos tipos de mutaciones regulatorias: aquellas

que afectan solamente una via especifica, y las que afég

tan a varias enzimas del circuito catabb6lico nitrogenado. .




CONTROL ESPECIFICO:

a) Nitrato reductasa.- El nitrato es una excelente fuente
de nitrbgeno, tanto para Neurospora chalsa, como para -
Aspergillus nidulans; este compuesto es transformado en.
amonio, por accidn de la nitréfo reductasa y de la nitri
to reductasa (11). En Neuxvspora.crassa, ambas enzimasr—
son homodimeros, y la nitrato reductasa posee un cofactor
qué contiene molibdato (12, 13). En ausencia de amonio y
glutamina, la induccibn de estas enzimas en Neunobboaa -
crnassa y Aspergillus nidulans depende de nitrato (1;4k,'15,
16, 17}, éompuesto que activa la transcripcidn (18} y -~ -
previene la inactivacién de esta enzima "in vivo" (19). |
Tanto en Neuwtospora crassa como en Aspergillus ru_dg_ ‘
Lans, se han aislado mutantes incapaces de utilizar nitra
to como fuente de nitrégeno, el estudio de estas mutantes .-
ha permitido la identificacién de algunos genes qué’afec—3

tan la utilizacidn de nitrato.

Los genes nit-3 y nit-6 de Neunsopora chassa, cong= "

tituyen respectivamente los genes estruptur&ies de 1a‘ni-

‘trato reductasa y de la nitrito reductasa (20), homSlogos . -

a los genes nia Dy nii A de Aspergillus nidulans (21).



En Aspengillus nidufans, 5 loci llamados genes cnx, consg
tituyen un cofactor que contiene molibdeno y gue es com-
partido por la nitrato reductasa y la xantino deshidroge
nasa I y II. Este cofactor esti constituido por un compo
nente polipeptidico codificado por enx H y un grupo liga
do que contiene molibdeno, cuydvsintesis estd determina-
da por los genes cnx restantes (22, 23). En Neurospora -
chasset, se presenta una situvacidn similar, los genes - -
néiFi, nit-7, nit-8 y nit-9, son homdlogos a los cnx de
Aspengillus y son responsables de la sintesis y ensamble
del cofactor de molibdeno (20).

- En Newrospohra chassa, el gene nit-4 codifica para -
una proteina regulatoria mediadora de ia induccién por -
nitrato de la nitrato y nitrito reductasas. El produc£o
del gene nit-4 forma un complejo con el nitrato, gque se
une ‘a secuencias de reconocimiento especificas en el-ADN,:‘
adyacentes a los genes estructurales nif-3 y nit-4, per-

'mitiendo asil su expresidn. Mutantes en ni{t-4 no tienen -
actividad de nitrato y nitrito reductasa, pero ﬁo presen '
tan alteraciones en la actividad de otras enzimés’relé—-'
ciénadas con el métaﬁolismo nitrogenado; por lo tanto,

el producto de nit-4 es un regulador positivo especifico-




de la via de utilizacidén de nitrato. En Aspergilluy nddu-
Lans, el producto del gene ail A juega un papel andlogo
al del gene nit-4 de Neuncspora chastsa (1).

Los genes estructurales de la nitrato y nitrito re-
ductasa de Aspengiflus nidulans (nia D y nii A}, se encu-
entran muy ligados, y ambos rééuieren para su expresidn
del producto del gene nin A y de nitrato; sin embargo, se
regulan independientemente y no en forma de operon (1,24,
25, 18).

Tanto en Newrospora crassa, como en Aspergillus nidu
Lans, se han aislado mutantes, que sintetizan una nitrato
reductasa alterada en su estructura, que no presenta acti
vidad bioldgica y que tiene alterado el control de la sin
tesis de estd enzima, gue ahora se pioduce constitutiva;—
mente (26, 27). El aislamiento de este tipo de mutantes,
ha dado lugar al planteamiento de un modelo de ;egulaqién'
autdgena (26). Este modelo propone, que el producto delr-‘f
gene nit-4, es un inductor gue se convierte en represor‘Qy
" por la accidén de la nitrato reductasa, conversidn dque la—!
pitrato réductasa no pﬁede efectuar cuapdo esta se encueagwr
tra unida a nitrato (20). Hasta ahora, la evidencia expeff

rimental presentada a favor de la autoregulacién no.demu-




estra de manera definitiva la operacifén de este tipo de
contrrol,

En conclusibn, 15 induccgén de la nitrato reductasa,
en Nﬁdﬁégpona crasdda y Adpengillus nddulans, esta sujeta
a control positivo por el producto de los genes nit-4 y.
nin A respectivamente y por nitrato.

En Nhunoépoha crassa, este control opera a nivel de

transcripcidn (28).
b) Catabolismo de Purinas,-
En Aspergillus nidulans el producto del gene ugl es

un regulador gue modula la expresifn de por lo menos - -

ocho genes no ligados que participan en el transporté'y‘

" la degradacién de purinas (29), Estos son: nad A, gene <

estructural de la‘adenina deaminasa; hx A,que codifica ==
para la xantino deshidrogenasa; uz Z, cue codifica éara
urato oxidasa; al y aa X, genes estructufales’de la aian«, : "1‘ ‘fﬁ
toinasa y la alantoicasa reépectivamente; xan A,.cuyo §rg_k o
ducto participa en una via alterna de degradacidén de xan-

tina y uap A, el gene estructural de 13 permeasa.de:XantifV :';1 1_€

‘na y 4cido firico (30,31),




El inductor fisioldgico de todas las actividades ba-
jo control de ua Y es el &cido firico y cuando menos, para
la urato oxidasa, esta induccién se¢ debe a sintesis "de -
novo" y se regula a nivel de transcripcién (32). Mutantes
ua Y, no presentan actividad de ninguna de las ocho enzi
mas bajo su control, y no se han logrado aislar mutantes
wa ¥© (constitutivas). Estos datos sugieren, que el pro-
ducfo del gene ua Y es un regulador positivo (32).

En Neurospora cAdAAa, la via de degradacién de puri-
nas es similar a la descrita en Aspengiflus nidulans; sin
embargo, no se ha encontrade un gene regulador semejante
aua¥. La mayoria de las enzimas de esta via,; son induéi
das por Acido firico (1).

La alntoina es un producto de la degradacidén de puri
nas, que Saccharomyces cerevisiae puede utilizar como ﬁhi
ca fuente de nitrdgeno. La via de degradacién de alantoi-
na est4 qompuesta”por cuat;o-eniimas y cuatro sistemas de
transporte (33), cuyos genes‘estén localizadps en tres -
reéiones diferéntes, cada una en diferente cromosoma. lLa
primera regién, contiene los genes estructurales de éian4”
‘toinasa (DAL-1), alantoicasa (DAL-2), de la permeasa de - |

‘ alantéina (DAL-4) y de la hidrolasa de ureidoglicolato -~

- [DAL-3). La segunda, contiene los genes eStructuralés;—4—r



para la urea carboxilasa y la hidrolasa de alofanato - -
(PURI-2] que constituyen un solo cistron gue codifica --
para una protefina multifuncional, finalmente, la tercera
regidn abarca los genes que participan en el transporte
activo de urea [DUR-3) y en su difusién facilitada < .-'~
(DUR-4) (34). '

Todas las enzimas (DAL-1, DAL-2, DAL-3, DUR 1-2) ¥y
el sistema de transporte activo de urea {DUR-3), son in-
ducidos por alofanato éue es el Gltimo intermediario ‘de

esa via (35, 36).

Hasta la fecha, se han logrado identificar dos ele

mentos de control, cuya inactivacibén resulta en una sin

tesis constitutiva (dal-%0)}o no-inducible {daf-§1), de

los cinco preductos génicos sujetos a induccifn por alg '

fanato(37). Segtn el modulo de Turoscy y col (38), el -

producto del gene DAL-§0, controla el nivel basal de eir

_presién génica, tal vez como resultado de interacciones
con regiones adyacentes a los genes regulados, mientras
gue ei‘producto del gene DAL-8] es el responsable del -
.proceso de induccibn, como resultado de una interaccidn

con el inductor alofanato.

Se ha encontrado un tipo de mutantes'en'las”que'el'f”

-
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producto de DUR 71-7 se expresa constitutivamente, mien--
tras el reste de las actividades no se afectan; el locus
mutado presente en estas cepas, se ha denominado DUR-$0
(34), y no se ha establecido si existe alguna interaccibn
entre DUR-80 y los productos de DAL-80 y DAL-8],

La induccidn de la sintééis de las cinco enzimas a--
rriba descritas, requiere sintesis de ARN mensajero y de

proteinas "de novo" (34).
c¢) Catabolismo de Prolina.-

En Aspergillus nidulans, los cuatro genes..cuyos pro
ductos son necesarios para la_degradaéién de prolina, se.
encuentran agrupados (39). Este sistema consta, de la --
permeasa de prolina (pin B}, la prolina oxidasa (p&n i,
" la deshidrogenasa del A '-pirrolin-5-carboxilato (pnn‘C)
y del gene pan A, que codifica pafa un regulador de la‘—
expresién de pan'B, C.y D (39). Este agrupamiento de .ge-.
'nes se encuentra interrumpido por una regidén regulatorié
central, en la que se han aislado mutaptes que funcionan
en cis (39).

La prolina es el inductor de pan B, C y D (1) y el
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producto de pan A es un regulador positivo que media esta
induccidn., Mutantes pan A®, carecen de los productes de
prn B, C gy D (1). '

Se ha aislado una mutacidn phnd, gue mapea en la re
gidén regulatoria central del sistema, esta mutacidn re—-
sulta en una derrepresidén de fé sintesis de la permeasa
de prolina, gue indirectamente aumenta la produccibn de
los productos de pin C y pan P, al aumenfar el transpor-
te de prolina (40). La mutacidn p&nd requiere del pro--
ducto de prn A y de la induccién por prolina (40).

La regidn regulatorie central, debe tener sitios de
reconocimiento para el producto de pan A para la RNA -
polimerasa, y para los moduladores gue regulan la repréF
sibn catabblica nitrogenada y la represibén catabdlica -
de‘carbono (41), ya que la prolina puede ser utilizada
como.fuente de carbono y de nitrfgeno. »

El sistema de los genes pan A, B y C requiere toda-
via de un buen andlisis para establecer si consfitufe un
verdadero operon. Hasta la fecha, no existe‘ninguq ejem-
plo de un sistema tipo operon en eucafiptes. El Sisteﬁa:

His-4 de levadura, y el arom de N. cna@Aa, gue se encu-

entran entre los mejores estudiados, han resultado ser - .-
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genes finicos, codificadores de polipéptidos grandes con
actividades catab6licas mfiltiples (42). El agrupamiento
ga que comprende cuatro genes, cuyos productos estan im
plicados en la degradacién del &cido quiriico, es el mas
parecido al operon bacteriano. El gene ga-] codifica -—
para una proteina regulatoria,:que controla positivameﬂ
te la expresidn coardinada de las tres enzimas codifica-
das por los genes estructurales adyacentes. Mutaciones
en el gene qa-!, resultan en un fénotipo no-inducible--
(43).

La via de degradacién de prolina en S. cerevisdae,
es similar a la de A, ni{dulans; sin embargo, los genes
gue participan en esta via no se encuentran agrupados -
(44) . Mutaciones en el gene put-3 resultan en una sinte
sis constitutiva de la proliﬁa oxidasa y de la deshidro
genasa del p'-pirrolin-5-carboxilato (44). Este gene -
posiblemente se‘ el mediador de la induccidn de estas. -
enzimas por prolina; sin embargo, a diferencia del gene

pan A de-A.nUMZansel.producto del gene put-3 podria ~-
funcionar coﬁo un represor tipico en un sistema de coi

trol negativo (44).
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d) Catabolismo de Arginina.-

En Saccharomyces cenevis{iae, la primera enzima de -
la via de degradacién de arginina, es la arginasa, que -
convierte a la arginina en ornitina y urea; la ornitina,
por acecibn de la ornitino trans;minasa, es a su vesz céﬁ——
“vertida en semialdehido glut&mico, que se metaboliza --
hasta prolina; la urea es transformada .a: CD2 y amonio
(45, 46).

Se han aislado seis tipos de mutaciones que presen-
tan defectos en la induccién de arginasa. El primer tipo
esta constituida pof la mutacidn recesiva Caxr-80 (antes
cargR) que resulta en una sintesis constitutiva de argi-
nasa (CARl)y ornitino transaminasa (CAR-2)}(34). Los si~
guientes dos tipos son dominantes y cada uno est& ligado
éi"gene‘cuya expresidén regula; es decir, la mutacidn --
CART0™ esta ligada a CAR ] y resulta en la sintesis --
constitutiva de la arginasa, mientras que la mutacidn -
"CARZO' esta ligada a CAR 7 y resulta en la sintesis cons =
titutiva de la ornitino transaminasa (3).

Los tres tipos restantes tiénen el mismo fehptiéori

: récesivo,'se han designado a@QSD, ahg8l y angd?, y resul {-
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tan en la sintesis constitutiva de las enzimas de la bic
sintesis de arginina, y en la incapacidad de utilizar --
ornitina o arginina como finicas fuentes de nitrégepo (3).
El hecho de que estas tres mutaciones afecten tanto el -
catabolismo como la biosintesis de arginina, condujofa'—
Wiame et al (3) a proponer qué el producto de estos.ge—-
nes constituye un represor ambivalente trimérico, que se
denomind ARGR. SEgGn el modelo de Wiame, en presencia de
ornitina o arginina, este represor regula la biosintesis
como un represor cldsiceo e induce el catabolismo, a - -
traves de inhibir la accifn represora o la sintesis de -
un aporepresor de las enzimas catabdlicas. El hecho de -
que los productos de los genes ARGE0, ARGE] y ARGEZ regl
len de manera opuesta la bipsintesis y el catabolismo- de
arginina impide la operacidn de un ciclo futil de sinﬁé—
sis y degradacién de este amino &cido.

Saccharomyces cerevisiae ha desarrollado un mecanis
mo ae regulacién peculiar, denominado control epiargina5~
tico, gue tambien excluye la operacidn simultdnea de las
vias biosintética‘y catabblica de arginna. En este orga-
ﬁismo, la‘arginasa es capaz de inhibir a una de las énz£ .

mas biosintéticas, la ornitino transcarkamilasa (47,48);
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El complejo enzimdtico asi formado, conserva la activi-
dad de arginasa, pero no la de ornitinco transcarbamilasa
(49) . | :

La via de degradacibn de argirnina . en N. chassa, es
similar a la de S. cerevdisiae, la arginina es el inductor
de la arginasa (50), mientras éue la glutamina repriﬁé -
esta induccifn (51), la orinitina y arginina son inducto
res de la ornitino transaminasa (52).

. En N. ciassa no se han aislado mutantes regulato--
‘rias como las reportadas en S. cehrevdsiae, sin embargo,
la compartamentalizacién juega un papel importante_que -
impide la operacifn simulténea de la biosintesis y'elfég
Vtabolismo de arginina. |

Weiss jxDavis (53}, han demostrado que N. crassa, =
distribuye la arginina en dos pozas subcelulares: uﬁa -
poza catabollca metabollcamente inactiva; y una poza ve51
cular, -la acumulacibn ve51cular de arglnlna es mediada -
por un sistema de transporte especifico (54,55), Dado’ que -
la arginina retroinhibe-su propia sintesis y es a la vez
inductor de su‘catabolismo (50, 51), la_coﬁqentracién'——.
citosblica de arginina, determina la operabién de la via

‘catabblica o de la via biosintética. Es decir, cuando el
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hongo se cultiva en medio minimo, la concentracidn cito-
gblica de arginina no es suficiente para inducir a la ar
ginasa, mientras que en presencia de arginina, la concen
traci6n de este aminodcido en el citoplasma aumenta has-
ta 75 veces, induciendosé su .catabolismo (53). !
Los productos de los gen;s nit-4, nin-A, DAL-80, -
DAL-81, uay, prnA, ARG-50, ARG-81 y ARG-§2 descritos an-
teriormente, representan sefiales regulatorias especifi--
caé. Existeq otros genes, que codifican para productos,

que regulan simultdneamente la induccién de varias enzi--~

mas del circuito catabdlico nitrogenado.

CONTROL GENERAL:

Represidn catab®lica nitrogenada.- Como se explich
anteriormente, la utilizacidn de fuentes de nitrbégeno se

cundarias, es regulada por induceién. En presencia de una
fuente de nitrbgenc pobre, la sintesis de las enzimas ca
tabblicas apropiadas es inducida; sin embargo, cuando --

simultdneamente se ofrece una buena fuente de nitrdgeno,
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esta induccidn es reprimida; este fenSmeno se conoce como
represidn catab6lica nitrogenada y es una manifestacién -
del uso selectivo de fuentes de nitrégeno de alts calidad.

la nitrato reductasa tanto de A. nidufans como de N,
crassa, muchas de las enzimas de la via de degradacidn‘'de
purinas, de prolina, de arginina y algunas otras enzimas
del metabolismo nitrogenado de S. cerevdsdae, A. nidulans
y N. chassa, estan sujetas a represibén catabblica nitro-~
genada (1,34).

En el inciso anterior, se presentd la participaéién
de diferentes productos génicos en la induécién de dife-~
rentes enzimas involucradas en la utilizacidn de compues
tos nitrogenados. lLos geénes n{t-4 j ninA de N; cradsa y
A. nidulans,afectan la induccibén de la nitrato reductasa,
pero no la represifn catabéiipa nitrogenada (1}.

En S, cerevdsiae mutantes en el gene DAL-60, preseg ‘
tan una sintesis constitutiva de cin;o enzimas de la via4
de degradacidédn de alantoina, gue es reprimible por amoﬁio,
(1), mutantes én el gene DAL-§1, que han perdido la capa

cidad para inducir estas enzimas, aumentan el nivel basal

“.de las mismas cuando estas se .cultivan en fuentes de ni--.

“trdgeno pobres (1). Asi mismo, mutantes afectadas en --
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genes ARG-§0, ARG-§1 y ARG-82 que presentan una incapaci
dad para inducir su arginasa tienen niveles basales de -
esta enzima, que son reprimibles por amonio (56)}. Final-
mente, los genes uaY y panA de A, nidufans regulan la in
duccibn de las enzimas de las'vias de degradacibn de:pﬁ—
rinas y prolina respectivamente, sin afectar la repré—-
sidn catabélica (1).

Estudios realizados en S. cereviddae y N. craszsa ,
indican que la represidn catabblica cpera a nivel de la
sintesis de ARN mensajero (34, 57, 58, 59).

Uno de los problemas mas conEfovertidos, ha sido 1la
identificacién de los productos que median la represidn
catabdlica nitrogenada.

En 8. cerevisiae, Wiame y col (60}, propuSieron a la
deshidrogenasa glutémica y al producto del gene URE-2 --
comoc mediadores . de la represidn catabdlica nitrogenada;
posteriormente, estos mismos autores (61) propusieron gue -
los productos de gfn-! (glutamino sintetasa) y gfn R me-
diaban esta represibn, y que la glutamina era la sehal -
réconocida por estas mol&culas. Hasta la fecha, élgunos
de estos elementos han sido descartados como médiadores,

de este control; sin embargo, no existen suficientes datos.
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que permiten propener cuales sean los moduladores de este
sistema de control en esta levadura,

En Aspengillus nidulans, el producto del gene are A
juega un vapel central en la represibn catabélicalnitro—
genada y se han descrito una variedad de mutaciones en -
are A (1), Lasbmutantes aheA&,Json incapaces de utilizar
una variedad de fuentes de nitrfgeno taies como purinas,
amino &cidos, amidas, nitratos y nitritos (1).

Mutantes aneAd pierden la represidén por amonioc de =
ciertas enzimas del circuito nitrogenado; cémo la nitra-
to reductasa, la xantino deshidrogenasa Yy algunas permea
sas, todas estas enzimas sin embaréo, requieren ser indgt
cidas, lo que demuestra que axrehA solo esta involucrado —T
en la regulacibn de la represibn catabblica (1).

La diferencia entre los alelos aneA y‘aneAd no es
clara, ya que una determinada mutante aneh, puedeféstar
dereprimida para alguna actividad‘normalmente‘reprfmida
por amonio mientras otras éctividades se’coﬁtinuén repré
" miendo en presencia de amonio; es-decir; éada'mutante 5'
areA tiene un fenotipo especiiico, ] ‘
Posiblemente el locus- ated, codifica para ﬁﬁq prqté;_

na gue funciona como un elemento de control posifivo w =i .




i

esencial para la siﬁtesis de algunas enzimas del circuito
metabblico nitrogenado. Aparentemente su papel seria el
de detectar el contenido de nitrdégeno celular reflejado
por la presencia de alglin metabolito.

El locus ZamA, tambien juega un papel central en. la
represidén catabdlica, mutante;-en este locus, tiene£;ni—
veles bajos pero detectables de la deshidrogenasa glutd-~
mica biosintética y de nitrato reductasa. — ¥

Aun cuando famA y areA no estan ligadas, comparten -
algunas propiedades; el alelo Tam.AdI resulta en la de-—- .
represidn de enzimas normalmente~reprimidas por amonio;
mientras que mutantes en el alelo Tdm A*50 son incapaces ;-
de crecer en muchas fuentes de nitiégeno y carecen de va

' ‘
rias enzimas reguladas por nitrdgeno.

Los productos de TamA y anreA, no representan mecanis
mos de control adecuado del mismo grupo de.enZimés del ~
circuito metabdlico nitrogenado, posiblémente codifiquen
para subunidades distintas de una proteina regulatoria -
'multiméfica, o Eal vez actuen a niveles diferentes e@ una
seéuencia regulatoria.

Ya que las mutantes AaeAd estan deréppimidas, pero” .

" aun requieren de induccién, y las mutantes nizA®sinteti-
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san nitrato reductasa constitutivamente, posiblemente -~
estas dos senales funcionen independientemente (1).

En Neurospoia chassa, la .glutamina juega un papel --
central en la represidn catab&lica nitrogenada. Mutantes
que carecen de deshidrogenasa glutimica biosintética - so-
lamente son reprimidas en pre;enciaAde amonio y &cido -
glutimico o glutamina (62); mientras que mutantes que --
carecen de glutamino sintetasa, solamente son reprimidas
"por glutamina (62). Cuando la glutamino sintetasa se Z-~-
inactiva con L-metionina -DL- sulfoximina, solamente la
glutamina es capaz de reprimir la sintesis de nitrato --
réductasa {63) . Muchos compuestos nitrogenados como el -
amonio, el acido glutdmico y algunos otrog amino 5cido§

. pveden ser convertidos a glutamina, ejerciendo esEos,';— )
por lo tanto, un papel indirectd de represidn,
El efecto represor de glutamina es a nivei de trang
“cripcién’ (58, 59, 62). o

El gene nit-2 de N. ciassa, regula la expresién de
varias enzimas dei metabolismo nitrogenado (nitrito rew;
auctasa, enzimas de la via de degradacién de purina§ y 4
amino4cidos, proteasa extracelular, ‘L~amino a01do ox1dasa)

(l), mutantes alteradas en el gene nit-7 son 1ncapaces -‘
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de inducir dichas enzimas (1), Marluff y col (1), han -
propuestc un mecanismo, para explicar la represidn cata-
bdlica, en el que la glutamina se propone como el metabo
lito represor, inactivador del producto de nit-2; al - -
disminuir la concentracidn intracelular de glutamina,_e}
producto del gene niZ-2, recupéra su conformacidn acti&a,
gue ahora le permite unirse a sitios ae reconocimiento en
el ADN, adyacéntes a los genes esfructurales de las en--
zimas bajo su contro;, abriendose la expresidn de estos
genes. Este modelo predice, que el producto del gene - -
nit-2 debe tener afinidad por ciertas regiones de DNA y
por glutamina, haciendo uso de esta suposicidn, se ha lo
grado purificar la proteina codificada por nit-? {64).
Aparentemente, el producto del gene nit-{ parece ser
el regulador mas importante de la represifn catabdlica;
sin embargo, se han aislado otras mutantes que afectan -
la regulacibn de las'enzimés del circuite metabdlico ni-
‘Vtrogenado; la mutgnte MS5 (57) gue no reprime la sinte--
sis dealgunas enzimas, aGn en presencia ae una cantidad -
de glutaminé int;ace;ular'suficienté para reprimir la ig
duccién en una cepa silvestre, y la muténte en-aml que -
'- 7ﬁo'es capaz de utilizar una’serie de fuentes de nitrégendi o

(65).
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:El modelo de regulacifn presentado pof Marzluff (1},
no contempla los productos génicos de MS5 y enwaml, segura
mente la represibn catabblica  tendra que ser explicada -
tomando en cuenta nuevos elementos qué desde luego resul-
‘tar& en un sistema mas complejo del que actualmente se -~

presenta,
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Figura 1.- Representacién esquemitica del.metabblismo
de afginina y pfolina en Neurospora crassa, SAG; semialdehidb_(

glutdmico, OTA; ornitino transaminasa, AGA; Arginasa,
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OBJETIVOS, ~

La represifn catabélica nitrogenada, constituye un -
sistema de control, que resulta en una utilizacidn selecﬁ_'
tiva de fuentes de nitrbgeno de alta calidad, En Neuno§v6
pora crassa, la sintesis de mdéhas enziﬁas que pertenecen
al circuito catabdlico nitrogenado es reprimida por gluti
mina (1); posiblemente al interaccionar esta con el pro-=
ducto del gene nit-? actuando como un correpresor (11},

El aislamiento de mutantes cuyas enzimas sean. insen-
sibles a 1la represibn por glutamina; puede contribuir a -
un mejor entendimiento de este mecanismo de regulacifn,

8i la glutaminag reprime la indueccibn de enzimas'qué -
catabolizan fuentes de nitrégéno secundarias; 1a seleccidn’
directa de mutantes wesistentes a este amino fcido, no”es
posible,

Un enfoque experimental posible.es el que utilizaﬁon
Premakumar y col (57); los cuales éislaron mutgntes en 4=
las que la induccién de la nitrato reauctasa, Ya no era =
reprimida por glﬁtamina. A partir de una ceéa_silvéstfe;
mutagenizada con nitrospguanidina/ rescataron_aquellés Eé;,"

colonias, gue en presencia de glutamina y nitrato, se’ <2~
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tefiian con un compuesto indicativo de la presescia dé ni
trato reductasa. Se encontrd que la glutamina ya no repri
mia la induccién de la nitrato, reductasa, la nitrito re-
ductasa, la histidasa y la acetamidasa.

El objetivo de este trabajo, ha sido el aislamiento '-
y caracterizacidn de mutantes ﬁésistentes a gletamina, ob
tenidas por un método que constituye una alternmativa me-=
jor y casi finica para aislar este tipo de mutantes,

En N, chassa la arginina es degradada por la argina-
sa obteniendose ornitina y urea, la ornitina es-posteriba
mente degradada por medio de la ornitinc transaminasa has
ta semialdehido glutémico, a partir del cual se puede ob~
tener proling, de tal suerte que lg arginina con;tituye -
una fuente de prolina, que puede ser utilizada por auxSs~
trofos de prolina (Fig.l).. La sintesis de la arginasa, es
reprimida poy glutaming (51), por lo tanto cuardo el cul-
tivo se adiciona de arginina y glutamina, la degradacidn
de la arginina se bloguea.y &ste aminofcido no puede ser
“utilizado ni como fuente de nitrégeno ni de ﬁrolina, éor
lo tanto, auxatxefos de proling no crecen en medios de -
cultivo adicionadbs de arginina y-glutamina, Ya que el‘%

catabolismo de arginina y no el de glutamina resulta en -
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.

la obtencibn no solamente de amonic, sino tambien de pro
lina, auxotrofos de prolina cuya arginasa sea resistente
al efecto represivo de glutamina sobre la induccidn de -
la arginasa, seran capaces de crecer eﬁ medios adiciona-
dos de arginina y glutamina, a diferencia de los auxtoré
fos de prolina en los que la sihtesis de la axginasa si%
gue sujgta a represifn por glutamina. A partir de un do-
ble auxotrofo, de arginina y prolina, se aislaron mutan-
* tes capaces de crecer en medios de cultivo adicionados -
‘de arginina y glutamina, El fenotipo de una de estas mu-
tantes es el siguiente:
1) La arginasa y la glutamino sintetasa no estén su
jetas a represifn por glutamina
2) Cuando se cultiva en medio minimo, crece optimqﬂ
mente, acumulando arginina; alanina, glutamico y
glutamina
3). La mayor parte de la orpitina acumulada en estg
ce?a, y un 30% de la glutaming estan secuestradas
en vesiculas, ' ‘ ‘
El,aislamiento.ylcarqcterizacién de esta mutante han
permitido identificar una asg regulatorig del cixcuito

catabdlico nitrogenado constituido por‘la argingsa, 1y A,f

e e A i i iarrihder e At o ma e S O A e e




'

“glutamino sintetasa y el sistema de transporte vesicular

de amino &cidos,
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DISCUSION

Los productos finales del catabolismo de arginina --
que pueden ser utilizados como fuentes de nitrb6geno por -
Neurospora crassa éon: el amonio, el &cido glut&mico v -la
glutamina, de estos unicamente; la glutamina reprime la -
induccién de la arginasa {51} y de la glutamino sintetasa
(66), La prolina, también es un producto del catabolismo
de arginipa; por lo tanto, un doble auxotrofo de prolina
Yy arginina puede crecer en medios adicionados de arginina.
En prééencia de arginina y glutaminag, este doble aﬁxotro—‘
fo no es capaz de crecer, ya que la glutamina al reprimir
la sintesis de arginasa, impide el catabolismo de arginié
na, y por lo tanto la obtencibn de prolina, En este trabgl-
jo hemos reportado, el aislamiento de unavmutante résis-r
tente a glutamina (g&n-RL,

‘El fenotipe gfn-R es conferido pox una mutacifn regu-
latoria monogénica gue altera la regulacifn por glutamina
de la axginasa, la glutamine sintetasa y la acumulacifn
de amino &cidos, - |

-Weilss y Davis, (G7L han’estudiado la distribucidn m

intracelular de arginina en Newrospora chassa, y han -




encéntrado, que menos del 5% de este amino &cido se en--
cuentra soluble en el citoplasma, mientras que el resto,
se encuentra secuestrado dentro de una vesfcula (67). La
arginina secuestrada, representa una poza metabblicamen-
te inactiva y la poza citoplésmica es utilizada tanto --
rara sintesis de protefnas como para catabolismo (671.i

Cuando el hongo se cultiva en medio minimo, la‘conv-
centracién citosblica de arginina es tan pequefia, que sa
tisface la Km de la arginil-tRNA sintetasa, pero no la -
de 1la argih&sa, y en estas condiciones la moza citosblica- -
solamente es utilizada para sintesis dé prq}einas, Ahoré
‘bien, cuando Neursspora chassa se cultiva en presencia -
de arginina, la poza citosflica de este amino dcido au~-—
menta rénidamente, inicifndose el catabolismo de éste i
compuesto. (67),

Se ha demostrado, cue el catabolismo de arginina pue
de ocurfir aln con les niveles basales de'argrnasd,'es‘é
decir, en ausencia de Induccién de esta enzina y'antes~—
de la expansidn total de la poza de arginina (671,

El catabolismo de é:ginina por lo tanto, depende de
que la concentracifn cito?lésmica<de esEe amipo &cido vé

sea suficiente para satisfacer la Km de la arginasa. Sin
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embargo, la capacidad méxima de esta enzima, va a estar
dada ademas por su cantidad, la que a su vez depende de
qgue su sintesis pueda ser iInducida, lo gue solamente su
)
cede cuando ademas de estar alterada la arginina, la -~=
concentracifn de glutamina e: lo suficientemente baja =,
como para no reprimir la sintesis de la arginasa ( );
La compartamentalizacidén de la arginina representa
entonces, un mecanismo primaric de control que regula el
" catabolismo de arginina, va que en Neuiospora crmssa,la
sintesis de las enzimas de ias vias biosint&ticas y ca-
tabSlica estan muy poco reguladas a nivel de inducci@n=
represién.
Legerton y Weiss (68), encontraron que en conaiciOa
‘nes de deprivacidén de nitrégenc, las pozas de arginina
y ornitina desaparecen rdpidamente debido a una degradé
ciéh catalizada por enzimas preexistentes. La mobiliza=x
cidn de estos amino dcidos, sin embargo, no responde ni
a -la deprivacibén de carbono ni é la inhibicién dé la --
sintesis de protefnas. Estos autores sugiereh que la de

privacién de nitrdégeno puede alterar especificamente la
distribucién de arginina y ornitina entre las vesfculas
y el ciﬁoplasma. Dado que la glutamina regula la degra%

dacidn de compuestos nitrogenados, no es diffcil imagi-

nar que este amino &cido, sea tumbién la sefal nitroge-
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- nada gue module el contenido vesicular de amino &cidos.

La mutante gfn-R, es capdz de crecer exponencialmen-
te y acumular al mismo tiempo pozas elevadas de amino 8ci
dos. En amonio acumula pozas de dcido glutdmico, glutami-
na y arginipa mayores a las encontradasven la cepa silves
tre (Tahla 3), las tahlas corrééponden a las del articulo
Neunospora chassa Mutant Impaired in Glutamine Regulation,
cuya copia se adjunta, cuando se cultiva en glutamina co
mo inica fuente de nitrégenc, acumula pozas mayores de -
arginina y glutamina (Tabla 1}]; en ambos casos, aproxima
damente el 70% de la arginina y el~30% de la glutamina,
se encuentran sSecuestrados en vesfculas (Tabla 6)., Asi - , ?,':;
mismo cuando la mﬁtanteAgtan se cultiva en cdncentraéig-
nes de amino limitantes o en fuentes de nitr&geno-secunf
darias como arginina o nuclefsidos, acumula pozas de are
ginina mayores que la cepa sjlvestre ftablas 1, 4.y 51,

Tanto la arginasa, como la glutamino éintétasa de. =~
la mutante gfn-R son menos sensibles a represidn por ?ﬁ‘
glufamina, aun cuando esta ¢epa tiene un contenido int:é
celular de glutamina y arginina mayor que la cepaASilvég 2

tre. Como se dijo anteriormente, en comparacién con-la =

cepa silvestre, la mutante gfn-R tiene una proporcifn —-.

-
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mas alta de glutamina en vesZculas; sin embargo; la mayor
parte de este amino 4cido se encuentra scluble y metab&li
camente activo para ejercer su' efecto représivo (Tabla 6).
La mutacién g&n-R, ha afectado por lo tanto la regula
cibn de la arginasa y de la glutamino sintetasa por gfufg
mina, y la distribucibn subcel&lar de amino &acidos. Esto
sugiere, que la glutamina pudiera ser una de las sefiales
regulatorias que modulan el tradfico de amino &cidos entre
la vesicula y el citoplasma, $in embargo, de ninguna mane
ra es clara la relécién que existe entre el papel de la -
glutamina como regulador de su sintesis y de la sintesfs‘
de otras enzimas del circuito catabélico nitrogenadq Yy
como regulador del tréfico de amfno ééidos entre la vaéug
la y el citoplaéma. Posiblemente, La menor represién de -
la glutamino sintetasa por glutamina, observada en 1é mu—
tante'gtnﬁﬁ pudiera dar como-resultado un mayor flujo de
nitréggno que conduzca a la acumulacifn de glutamina, ar—
ginina, alanina y dcido glutimico en exceso de amonio[ Es
agqui- donde hdy éue tomar en cuenta, que en 1a'mutantéy—— -
gf.n-.R; l‘as amine 4cidos se pueden acumular en la vesicul.a,lb
incluyende a la glutaming) que a su vyez Puede'cdnduéir.a.‘}

que se sobreponga otro mecanismo que ﬁodule el efedtd’6e 
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la glutamina en la represibn nitrogenada,

Recientemente, Mora y col (en preparacidn), han encon
trado que una cepa de Neunospora chassa (am-132) que pre-
senta una delecién en el gene estructural de la deshidro-
genasa glutimica biosintética y que por io tanto es un au
xotrofo parcial de glutimico, crece mal en nitrato como =
fuente de‘nitrégeno, sin emba¥go acumula una poza muy ele
vada de &cido glutémico, el gue posiblemente este compar-
tamentalizado.

Las mutantes que. carecen de deshidrogenasa glﬁt&mica
bicsint8tica presentan un crecimiento residual en medio -
minimoé en esta condicifn el glut&mico se sintetiza a par
tir de glutaming éor medic de la glutamato sintetasa (71},
Este crecimiento residual es inhibido po£ glicina, debido
a que este amino 4cido, inhibe la actividad de la gluta-
minb sintetasa,‘afectandose ast la sintesis de glutamina,
(Herndndez and Mora en preparacidn), A partir de 1a cepa
Am7132, Mora y col ('en preparacifnl, aislaron mutantes—
:esistentes a glicina jg{£“Ri4 que ahora son capaces dg
_ crecer en presencia de amonio Yy glicina.;A diferencia de
la cepa Am-132, las dobles mutantes Am-132; gfi-R, no

acumulan 4cidos glutémico y crecen mejor en amonio. EL -

-
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fenotipo de las mutantes resistentes a glicina puede atri
buirse a una mutacidn regulatoria de la glutamino sinte-—-
tasa o a una mutacidn que altere la regulacién de la vesi
cula,

Esta paradoja nos muestra que 13 regulacifn del tré-
fico del amino &cido entre la Vesicula y el citoplésma,
es un fendmeno conplejo: ¥ pﬁsiblemente regulado por dife -
rentes sehales metabdlicas. El estudio de la mutacibn - -
gﬂh-R nos ha vermitido proponer a la glutamina como una. =
de estas-seﬁales; si bienvla glutaminé ?uede regular el -
transporte de 1z vesicula, a su vez esta puede ser regula
da ﬁor otras seflales que resulten en la compartamentaliza
cidn de glutaming, .

En Saccharomyces cereyisddne la compartamentalizacidn
de amino &cidqs ha sido muy éstudiada_(SQ), y se ha encég
trado que la distribueién subcelular de amino Acidos de=-
éende‘de la fuente de nitrégeno; de 1la asimilacibn de amo
nio y de 1l velocidad de sintesis de éroteing;'por otro‘v
lado; la acumulacidn vesicular de amino écidos-basicos-rg.
gula la distribucidn de las pozas de otgo amino.acido % -
ay, |

. Hummelt et al (711; han repgrtado que -en Neu@qbbokq
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chassa, la actividad de la glutamato sintasa, se reprime
en presencia dé dcido glutémico o glutamina, Come se wues
tra en la tahla 2, la glutamatp sintasa tanto de la mutan
te g&n-R, como de la cepa silvestre se encuentran reprimi
das en presencia de glutamina; este dato‘sugiere que, Q= -
bien la mutacién g&n-R no afecta la regulacibn npor glﬁta—
mina de la glutamato sintasa,‘o gue al igual gue en otros
micrﬁorganismos (72) la expresibn de la glutamato sintasa
es en realidad regulada solamente por el &cido glutdmico
(71)..

La glutamina modula la expresidn de una serie de enzi
mas del metabolismo nitrogenado (1)}, y podria conspderar-
-se como la sefal metabBlica qﬁe regula la represifn cata-
b&lica nitrogenada; 'sin embargo, la naturaleza de las <
macromolé&culas que juegan un papel directo €n la repre—-
si6n catabélica nitrogenada es poco conocida,

Marzluff y cof (1) han postulado un mecanismo para «-
explicar la represién.catabélica nitrogenada en el que se
propone que lé glutamina es el metahoiito represor que ai
su vez interacciona directamente con el prdducto de nit-2
convirtiéndolo a su formg inactiva. Cuandoe la concentﬂav#:_'

cibn celuiar de glutaming disminuye, el producto-de nit-2*
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adquiere una conformacidén activa uni&ndose en el ADN a -
secuencias de reconocimiento adyacentes a cada gene es- -

tructural, induciendese asf su expresidn. El producto del
gene nd{t-2 regula la expresidn de los genes estructurales
de la nitrato y nitrito reductasa, de laé enzimas de 135

vias catabdlicas de purinas y de algunos amino &dcidos, de
una proteasa extracelular, y de la L-aminoicido oxidasa -
(1).. Recientemente hemos encontrado, cue el producto de =
nit-2 regula tambié&n la expresifén de la glutamino sinteta
sa, previniendo su induccién cuando el hongo se cultiva -
en &cido glutémico como finica fuente de nitrBgenc o en 11
mitacién de amonio; en esta filtima condicifn sin embargo,

la actividad de la glutamato sintasa de la mutante ndit-2 |
es ei doble de la encontrada en la cepa silvestre, pasi-=
blemente este aumento en la sintesis de glutamato sintasa
compense la baja induccidn de la sintesis de glutamino v%
sintetasa. La Induccidn de la glutamato sintasa no es ~v~
afeCtaaa por la mutacidn n{t-? este dato sugiere nuavameé
te que la exp:ésién de la glutamato sintasa no'esta‘reguj,
lada por glutamina, (Mora y Gonzdlez en Prepéraci&h), Al

igual que otros auto%es, hemos encontrado adue la inducﬁevv

cibn de la deshidrogenasa glutfmica biosintética también
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es regulada por el producto del gene nit~? encontréndose
una induccién menor de esta enzima en exceso de amenio -
(73). ‘

Existen otras dos mutantes, 1la en-aml y la M85 distin
tas de la n{f-2 que ejercen su efecto sobre algunas enzi-
mas del metabolismo nitrogenado‘(65,57). La mutante en#am?,
presenta una sfntesis constitutiva tante de la prolina -
oxidasa como de la L-amino Acido oxidasa es decir en esta
mutante estas enzimas se sintetizan en ausencia de Induce
tor; sin emfargo en presencia de los inductores especifi-
cos la actividad de estas enzimas disminuye (65).

Por otro lado, recientemente se ha reportado que la -
mutaqién MS5, impide la represién por glutamina de algunas
de las enzimas del circuito catabélico nitrogenado.LGB).'
El gene MSS+, podria codificar para un represor especifica
de este circuito,

Se han aescrito entonces, tres genes que puedén_estar '
involucrados en la regulacifén del metabolismo nitrogenaao |
(nét-Z, en-aml, MS5]), Es posible que tanto la mutaci@n -<
#S5 como la efi-aml, mas que afectar directamente ld sintév
sis de un producto régulario, afectan la distribucién sub - .

celular de metabolitos; este aspecto de la regulacidn del =~
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metabolisme nitrogenado, ha sido poco.estudiado Y ia muté
cibn gfn-R, es la primera descrita en Neurospoha crassa -
que afecta esta distribucibn. . |

Hemos iniciado el estudio ée las relaciones entre la
mutacién gfn-R y las otras mutaciones descritas, Hasta’-T
ahora hemos encontrado gue la mutaci6n gfn-R y la nEI—Z‘v
no son alélicas, El anélisis de la fisiologfa de dcbles =
mutantes g&n-R; ndiL-2, gLnR; MS5, y g&n-R; en-aml, segura
mente permitird plantear de manera mas clara el papel rpe-
gulatoric de la mutacibn gin-R,

En relacién a la regulacién coordinada de diversas en '
zimas es de gran interés el sistema de control general de
amino Acidos de levadura, requla la expresifén de genes no
ligados en algunas de las vias biosintéticas de amino &ci
dos (73), La deprivacibn de amino &cidos, da como resulta
do 1la dgrrepresién de algunas de las vias biosintéticas =
de amino.écidos (74) . Existen mutantes regulatorias que =
resultan en una sfintesis constitutiva de 1as-eniimqs que
participan'en este ciruitd. Recientemente se ha encontrg=
do, que lag secuencia 5'-TGACTév3" es necesarda para la .
derrevresifn de la sintesis del RNAm dei'gene—HIS¢4 dé”vﬂ 
Sacahanomyce&vcenevtziae, posiblemente esta regifn del == .

DNA, media la regulacidn de 1a transcripcién de este = =
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circuito. Supuestamente, existen secuencias nucleotifdicas
similares en la regifén 5' de todos los genes sujetos a -
este control (74), Es factible que un sistema similar seé
el responsable de la sintesis de los transcritos corres~-
‘pondientes al circuito metab&licao nitrogenado en Neuho&-=
pora chassa, ;

Por iltimo en la mutante gin-R, al igual que‘en condi
ciones de no crecimiento (75), se requiere resinfetizar
glﬁtamina para la biosintesis de arginina, ya que dobles
mutantes portadoras de la asimilacifn de ambnio en &cido
glutdmico {am-1] o en glutamina (gln-Ib], acumulan menas.
arginina que la cepa gin-R cuande la glutamina es ig ﬁnica
fuenté de nitrbgeno (Fig, 2). -

‘Al igual que en condiciones de no crecimiente (761, -
“la mutante{g&nrk acumula aminodcidos en presenéia ae.una
buena fuente de carbono (Tabla 3), esto apoya él del cicio >f
de la glutamina propuesto .por Espin y cof (75) dﬁrante"el‘
cual la glutamina se degrada y‘resintetiza, Las ventgias-
‘que representa el degradar y resintetizar glutaming por =
~ este cicio, son que el carboﬁo y el nitrdgénOtse utilicen .
para sintetizar amino icidos en general y arginina y/o‘e-f

glutamina en particular.




BIBLIOGRAFIA

1.- Marzluff, G.A. Microbiol. Rev, 45: 437-461.1981
2.~ Jacob, F. and J. Monod, J, Mol. Biol. 3: 318-356.1961
3.~ Wiame, J.M. en Current Topics in Cellular Regulation
4: (edit. Horecher, B.L. and §tadmén, E.R.) 1-38. .
Academic Press, New York, 1971, ‘ 2o
4.~ Thuriaux, P., F. Ramos, A.;Pierard, M. Grenson, and
J. M. Wiame. J. Mol. Biol. 67: 277-287, 1972~
5.- Douglas, H.C. and D.C. Hawthorne.Genetics. 54: 911-
© 916. 1966. '
6.~ Toh-e, A. and Y. Oshima. J. Bact. 120:608-617.1974.
7.- Pateman, J.A., and D.J. Cove. Nature. g&g:~¢234—1237;’
1967. : o ,'f 
8.= Scazzochio,'ch, F.B. Holl, and I. Foguelman. Eur. J. 7 o
ABiochem. 36: 428-445.1973,
9.~ Scazzochio, C., and H.N. Arst. Nature. 274: 177-179,
1978, » | |
10.- valone, J.A., M.E. Case., and N.H. Giles, Proc, Natl;n f it
Acad. Sci. 68: 1555-1559. 1971. _ SR
11.- Nason, A. Bact. Rev. 26: 16. 1962.
12.- Garret, -R.H. and A. Nasoﬂ. J.Biol.;Chem. géi:,2870;~

2882. 19689.

-

13.-~ Nicholas, D.J.D. and A. Nason. J. Biol. Chem, 211;:

183-197. 1954,




14.-~

15.-

18.-

19.-

20.-

21.-

22.~

23.~

24.-

25.,-

26.-.

Kinsky , 5.C. J. Bacteriol. 82: B898-904.1961.
Nason, A. and H. J. Evans. Methods. Enzymol. 2:411-
415, 1955,

Schloemer, R.H. and R.H. Garrett., J. Bacteriol.ll18:
270-274. 1974. !
Cove, D.J. Biochinm. Bioph&s. Acta. 113: 51-56. 1966.
Sorger, G.J. and J. Davies. Biochem. J. 134: 673~

685. 1973.

Subramanian, K.N. and G.J. Sorger. J. Bacteriol.ll0:
538-546, 1972. '
Tomsett, A.B. and R.H. Garret. Genetics 95: 649-660.
1980. _ ' : -
Tomsett, A.B. and D.J. Cove. Genet. Res. 34: 19432.

1979. ’ '

Ceve, J.D. Biol. Rev. 54: 291-327. 1979.

Séazzocchio, C. Molybdenum containing ehzymés: P. -
487-515. W. Coughlan (ed.), Pergamon Press, Oxford{ft'; 
Arst, H.N. Jr., K.N. Rand, and C.R. Bailey. Mol.‘;‘  S
Gen, Genet. 174: 89-100. ' k 7
Rand, K.N. and H.N. Arst. Molec. Gen. Genet;.1§5! li,;l7
67-75. 1977. ' |

Cove, D.J. and J.A. Pateman-. J. Bacteriol.97: 1374-"

1378. 19689,




27.-

28.-

29.-

30.~-

31.~

32.-

33.-

34.~

35.-

- 36.-

37.-

Tomsett, A.B., and R.H. Garret. Mol. Gen. Genet. 184:
183-190., 1981,

Premakumar, R., G.J. Sorger, and‘D. Gooden. 1978. -~
Biochim. Biophys. Acta. 519: 275-278, 1978,
Scazzocchio, C., N. Sdrin., and G. Ong. Genetics -, ~
100: 185-208. Feb. 1982, °

Philippides, D., and C.‘Scazzocchio.Mol. Gen. Genet.
181: 107-115. 1981.

Scazzocchio, C. Mol. Gen. Genet. 125: 147-155. 1973.
Winther,M.D,, D. Phillipides, H.M. Sealy-Lewis, C.
Scazzocchio, R.A. Kockington, and R.W. Davies. - -
Heredity 44: 288. 1980.- _
Cooper, T.G. Trends. Biochem. Sci. 5: 332-334. 1980.
Cooper, T.G., En The Molecular Biology of the yeastJ
Saccharomyces . Metabolism and gene expression. (Eds,‘
J.N. Strathern, E. W. Jones. J.B. Broach). p},39. -
1982. |
Cooper, T.G., and R.P. Lawther. Proc. Natl. Acad. -

Sci. 70: 2340-2344. 1973,

Whitney,P. A., T.G. Cooper, and B. Magasanik. J. Biol. o

chem. 248: 6203-6209. 1873,

Chisholm, G. and T.G. Cooper. Mol. Cell;'Biol. 23

1088-1095. 1982.




38.-
39.-
40.-
41.-
42.-
43.-

44 .-

45.-

46.-
47 .-
48.-

49.-

50.-

51.-

Turoscy, V. and T.G. Cooper. J. Bact. 151: 1237~
1246. 1982.

Arst, H.N. Jr., D.W. Macponald. Nature 254:26-31.
1975.

Arst, H.N., Jr., D.W._MacDonald, and S.A. Jones. J.
Gen, Microbiel. 116: 285-23%4. 1980.

Arst, H.N. Jr., and D.W. MacDonald. Mocl. Gen. Genet.
163: 17-22. 1978. I

Giles, N.H. Am. Natur , 112: 641-657, 1978,

Case, M.E. and N.H. Giles. P.N.A.S. 72: 553-557.1975
Brandriss, M.C. and B. Magasanik. J. Bacteriol. iﬂg‘
498-503. 1979, ‘

Middelhoven, W.J. Biochim Biophys. Acta.93: 650.1964.
Brandriss,‘M.C. and B, Magasanik. J. Bacteriol. 143:
1980. V

Bechet, J., and J. M. Wiame. Biochem. Biophys. Res.,
Commun., 21: 226~234. 1965.

Messenguy; F., and J.M. Wiame. FEBS. Lett. 3: 47-49.
1969. | |
Penhicks, M, Bur. J. Biochem. 58: 533-538. 1976.

Castarieda, M., J. Martuscelli and J. Mora. Biochem.

Biophys. Acta. 141: 276.1967.

Vaca, G. and J. Mora. J. Bacteriol. 131: 719, 1977. o 3




52.

53.

54.
55.

56.

57.
58,

59.

7 61,

Davis, R.H., M.B. Lawless, and L.A. Port. J. Bacteriol
102: 290, 1970.

Weiss, R.L. J. Bacteriol'iggz 31173, 1977.

Drainas, C. and R.L. Weis;. J..Bacteriol 150: 779-
784. 1982. :
Cybis, J. and R.H. Davis. -Biochem. Biophys. Res. - -
Commun. 60: 629-634. 1974, |
Wiame, J.M, Proceedings of the third International -
Specialized Symposium on Yeasts Helinski (ed H.
Soumalalien and C. Waller) part II. p. 307. 1973,
Premakumar, R.,G. J. Sorger, and D, Gooden, J.
Bacteriol. 144: 542-551. 1979,

Wang, L.C., and G.A. Marzluf. Mol, Gen. Genet. 176:
385-392.

Sénchez, F., M, Campomanes, C, Quinto, W. Hansberg,.
J. Mora, and R, Palacios. J. Bacteriol.lgg:VBBO—BBS.
1978. '

Grenson, M. and C, Hou. Biochem, Biophys. Res.Commun.
48: 749. 1972,

Dubois, E., S. Vissers, M. Grenson, and J. M. Wiame,
Biochem, Biophys, Res. Commun, 75: 223. 1977, o
Premakumar, R., G.J. Sorger, and D. Gooden.. dJ.

Bacteriol., 137: 1119-1126. 1979,




63.-

64.-

65,

66 .~

67 .~

68 .~

69,.~

70,

71,-

12,

Premakumar, R., G.J, Sorger, and D, Gooden. J,
Bacteriol. 143: 411-415, 1980,

Grove, G. and G,A. Marzluf, J. Biol. Chem. 256:
463-470, 1981,

Chambérs, J.A.A, and S,A. Wilkins, Current Genetigs,

6: 87-90, 1982, :

Vichido, I., ¥. Mora, d. Quinto, R, Palacios, and

J, Mora, J, Gen, Microbiol.'ggé; 251, 1978.

Weiss, R,L. and R,H, Davis, J, Bacteriol,129: 866,
1977.

Legerton, T,L, and R,L, Weiss, J, Bacteriol, 138;:

509, 1979, .
Wiemben, A, and M, Dufr, Arch, Microbiol, 101: 45,19.74,~
Messenguy, T., D, Colin and J,P, Ten Have, Eur, J.

Biochem, 108: 4393, 1984Q,

Hummelt, G, and J, Mora, Biochem, Biophys., Res,

Commun, 96: 1688-1694, 1980,

Dendinger, S.M,, L,G, Patil and &,E, Brenchley. J.

Bacteriol, 141: 190-198, 1980,

73,-

bDantzing, A,H,, F,L, Weigmann and A, Nason.'J. Badteriol.

~187: 1333«1339, 1979,

74,=

Donahue, T,F,, R,S, Davis, G, Lucchini, and G, R.;J

Fink, Cell. 32: 89-98, 1983,




75.,~ Espin, G., Ry Palacios and J, Mora, J, Gen, Microbiol
115: 59, 1979,
! .
76.- Mora, Y, , G. Espin, K, Willms, and J. Mora, J, Gen,

Microbiol. 104: 241, 1978,




Y
Uf fniprertueck books

vasa
i
1

B each
oy .
nly 1 $12.00 cach

e without notice,

or Microbiology,
¢ orders. Payiment

n =sirand Reinhold,

W ington, DC 20006

Jos bnat o Pt antoay, Jaly N3 p 1.7
[N R EXR A )
Copytieht = 1553, Awieriean Saiety fur Microbiatogy

Yol 18 Koy

Newrospora crassa Mutant Impaired in Glutamine Regulation
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The final products of the catabolism of arginine that can be utilized as nitrogen
sonrces by Newrospora crassa are ammonium, glitsmic acid, and glutamine, Of
these compounds, only ghiamine represses arginase and glitinine synthetase.
W report here the icolition and chariscteization of o mutant of N. crassa whose
ateinase, phitamine synthetase, snd amino acid sccumulations are resistant to
glutamine repression (gln®). This mntant his @ preater capacity Uhan the wild type
(/) to nccumulate most of the arginine and some of the Zlutamine in osmoticilly
censitive compartments while growing exponentially. Nonetheless, the major part
of the glutamine remaing soluble and metabolically available for iepression. We
propose that the lower repression of glutamine synthethase hy glitamine in this
mutant could be a necessary condition for sustaining the higher flow of nitrogen
for the sccumulation of amino acids observed in ammoninm excess and that, if
glutamine is the nitrogen signal that regulates the sginine accumulation of the
vesicle, the gln" mutant has also escaped this control. Finally, in the gin" mutant,
some glitamine resynthesis is necessary for arginine biasynthesis and accumula-

tion.

Glutamine is-one of the final products of
inorganic nitrogen assimilation and of nitrogen
catabolism; in addition, it is a donor of nitrogen
for macromolecular synthesis. Evidence has
heen presented indicating that glutamine regu-
lates nitrogen catabolism in fungi by repressing
various enzymes, such as allantoinase in Sac-
charomyces carlsbergensis (35), scveral ami-
dases and histidase in Aspergillus nidulans (21),
arginase, glutamine synthetase, nitrate redue-
tase, and glutamite synthase in Newrospora
crussa (4, 11, 12, 20, 34, 37), and allamoinase,
urea amidolyase, catabolic NAD glutamic dchy-
drogenase (10), and glutamine synthetase in Sac-

* charomyces cercvisiae (24). Some of these stud-

ies have shown that ammonium and glutamic
acid, through their conversion to glutamine, are
effective repressors of nitrogen catabolism. Glu-
tumine apparently exerls its repressive cffect at
the transcriptional level, since its addition pre-
vents the accumulation of transtatable mRNA
for nitrate reductase {29), uricase (40), and gluta-
mine synthetase (31, In this regard, it has been
found that, in N, crassa, the nit-2 control gene
encodes a DNA-binding protein that interacts
with glutamine and which is postulated to play a
major role in the expression of the genes in-
volved in nitrogen assimilation (18).

+ Present address: Instituto Mexicano del Seguro Social,
Unidad de Investigacién Biomédica, Guadalsjara, Salisco,
Mexico,

Mutations that impair the repressive effect of
plutamine on nitrate reductase, nitrite reductase,
histidase, and acctamidase have been reported
in N. crassa (30).

We describe here the isolation and character-
ization of a N. crassa mutant whose arginine
catabolism is resistant [0 glutamine repression.
The tesults will show that the arginase and
clutamine synthetase of this mutant arc less
sensitive 1o repression by glutamine and that
during exponential growth this strain accumu-
lates glutamine, arginine, and other amino acids.

MATERIALS AND METHODS

Stucks. All stocks came from the collection of 3.
Mora and from the Fungal Genetics Stock Center at
1he Humboldt State University Foundation, Aicata,
Calif. The basic stocks were the 74-4 and 73-a wild
1ypes; the arg-5 auxatrophic strain, which lacks N-
acetyly-seminldehyde transaminase (D. H. Morgan,
Neurospora Newsl. 8:8, 1965) znd grows on ornithine,
citrulline, or aiginine; the prol-3 strain, which is un-
able o synthetize proline and grows on proline, orni-
thine, and arginine (39); the gln-1b strain, which grows
only on glutamine (5); and the glutamic acid dehydrog-
enase-deficient mutant am-1 (17). Other double und
iriple muants were obtained from the appropriate
crosses. -

Growth conditions, N. crasse was grown on liquid
minimal medivm of Vogel (38), supplemented  with
1.5 sucrose and 25 mM NH,NO;. In some experi-
ments the carbon and nitrogen sources were substitut-
ed s stated in the text, Fed-batch ammonium-limited
cultires of N. crassa were achieved as previously
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Mntageneads mutant sebection. A heavy wuspen-
Gun of spares of the ergeS; peof-3 stiain was capend-
edinanagueens salal 017 Nomethy L N nitio-
A-pitrosogoenidine sod twcubated with diabing in the
dirk @t 28C for 1 h Under these conditions 1073
sivivab wors obtcined, Afterthe motagenic trestment,
conidia were conttifored for 10 min at 2,000 rpm,
washed twice, snd resospunded in stesile water, Som-
ples fram this suspendion were plated on permination
medis contiming elicose and Hoctose (00557 cich}
and 157 sothoce as cathon wnrees and arginine (100
pefml)and ghitamine (SO0 pg'ml) as nittopen soinces.
Phites were incubated an 29C, Paental cpores Tuiled
1o germinate; twre coloties which wppeived after day 2
of incutution were isolated ind transfesied 10 slants of
the <ame medivm containing suarose as the only
crrbon source. Spot testing, crosses, and progeny
analysis were carried out as previously reporied (32).

Determination of ghebiunine synthetase, arginase, and
glutiasnate synthase activities, Glutamine synthetase
setivity wis measured by the transferese assay, fol-
lowing the inethod of Fesguson and Siras (16, in cell-
free eatrucls obtained as previeusly described (28).
Units of activity were eapressed as mictomaoles of y-
elutamy! Hydrosamate produced per minute @ 30°C.
Preporation of cell-free eatracts end measuiement of
in vitro arginise xnd glutamate syithase were done as
previously reported (19, 34).

Determination of amine acid pouts. Sumples were
piepated by homogenizing mycelium with k0% (volf
vol) ethanal. The homogenates were boiled for 10
min, cooled, and fillered thiough membiine fiters
(type RAWP 057; Millipore Corp., Bedford, Mass.).
The filtrates were Jyophitized and the samaples were
resuspended in lithivm citrate buffer (pH 2.88). The
sorhitol piesent in the fractions obtained during sphe-
roplast fractionation was climinated as follows: sam-
ples were precipitated with 1 voluine of 105% trichloro-
acetic acid snd centifuged, and the supernatant wis
neutralized. A 1-ml portion was passed through a
column (5 by 70 mm) of Dowex-S0W resin SOXS-400
(200 10 400 mesh, hydrogen form} and cluted with 0.35
N sodivm citrate {(pH 8.0). The amino scids were
separated with an Aminco amino acid analyzer and
quuntified in un Aminco ratio fluotometer after cow.
pling with o-phthaldigldehyde. Arpinine wus extracted
fiom filtered conidia with 2 ml of 5% trichloroacetic
wcid. After centrifugation, arginine was determined in
the supernatant fluid by the method of vin Pilsum et
al. (36).

Protein determination. Samples of mycelivm were
cojlected on membrane filiers {(type HA, 0.45 pm;
Millipore Corp.) and washed with 2 volumes of dis-
tilled water. The suspended samples were then piecip-
itated with 2 m! of 5% trichloroacetic acid and centri-
fuged for 5 min a1 2,000 rpm, und the pellels were
suspended in 1.0 N NaOH. Protcin was determined by

} Racirwion.

the we thod of Lowry et al. 1200, noing bovine serum
asa atandird,

nd fraetiomation of spluaeptts, Proce-
duree I'nr the proparstion of sphoreplists and the
fractionation of Nenrospora m_\ul'um Wele s eporn.
ed by Welss and Davis (42).

Chuanicals. Amino acids, N-methyl A nitro-N-ni-
tiosoguamdine, and inethionine-pr-sulfeximing were
ahtained from Sigma Chemical Co., St Louis, Mo,
Only 1-amine acids, depilized by Mltration, were tred.

RESULTS

Genetic snd phennty pic unalyses, The prol-3
strain of NL crassa grows well when the niedium
is supplemented with proline, arginine, or orni-
thine (34). Through the concerted action of
arginise (3, 6) and ornithine transaminase (7),
arginine and ornithine are ciatabelized to glutam-
ic acid senialdehyde, an intermediate which this
strain is unable to synthesize via the normal
biasynthetic pathwiy. Glutamine, by repressing
arginase induction, prevents the catabolism of
arginine and, conscquently, the growth of the
prol-d mutant. A similur ¢ffeet of glinamine was
found in the arg-5,prol-3 inwtant, a double mu-
tant unable to synthesize arginine or proline
(34). This double asuxotroph was used as the
parental strain for mutant selection because it
does not grow at all in minimal medium in
contrist to the prol-3 mutant, which is leaky
under this condition, Several arg-5;prol-3 gluta-
mine-resistant (gin®) mutants were selected for
their capacity to grow on arginine in the pres-
ence of glitumine. One of these mutants was
crossed with the 74-A wild-type strain; asco-
spore analysis of the progeny carrying the prol-3
mutation yiclded clones of which 50% were
sensitive to glutamine (pfn®) and 50% were re-
sistant 10 this amino acid (gla"). Similar results
were obtained when the eight uscospores of one
particular ascus from the cross arg-5;prol-3;¢in"
x 74-A were analyzed; progeny were obtained
as follows: prototrophic, arg-3,prol-3;gin®, and
arg-5;prol-3;¢n". One of the prototrophs, when
crossed with an arg-5S;prol-3;gln* strain, yielded
prol-3 mutant progeny nearly half of which were
oli® (4850). A cross between the arg-S;prol-
3;gln® strain und wild-type 74-A did not yield
prol-3;gln" progeny. These results indicate that,
in strains carrying the prol-3 mutation, a single
mutation {g/n") was responsible for allowing
growth on argininc in the presence of glutamine.
In un otherwise wild- -lype h'sc]\!,round this new
mutation is. cryplic; i.e., it leads 1o growth in
minimal medivm which matches the growth of
the wild-type 74-A. The gln" mutation was iden-
tified in the prolotrophic strain because it con-
ferred resistance 1o 10 mM methionine sulfoxi-
mine in minimal medium, as apposed o the
wild-type strain 74-A which was phenotypically
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sensitive 10 1.0 mM methionine sulfoximine.
Glutzmine wnd methionine sutfoximine resist-
ance (ms') segregsted as a single gene in all
CTONSES (b xl)/z.l In sddition, the uln mutation
canfers sensitivity 1o ammonium (am®). This
weans that auxotrophic strains carrying the gln'
mutation fail 10 grow in <potting plates when, in
addition to the wnine add that they 1equire,
aminoniuin i8S present, This effect bas Teen
shew o in the triple mutant arg-S;prot-3;5 00" wnd
in the doubhle motants pol-3,pln" and am-1,0007,
which requite aipinine, proline, and glitanate,
iespedtivelys Subscguent analysis wis carried
a i the pratoltophic ghe' strain,

A fuither evidence supporting the idea that
nive pene nantstion was responsible for the am®
pln" wn® phenotype, spontancous anpsopium-
pesistant mutints (ae') were isoliated fiom the
srain arg-S;prol-3;pln';am®. The selection was
done in the presence of small amounts of argi-
nine (20 pe/ml) and ammonivm excess (25 M),

ity percent of the ammonium-resistant
strains were alco found to be gln* and ms®, und

the frequency of reversion wis 1076

Effcet of glutimine on the induction of argi-
nzse, ghitumine synthetase, and ghitzinate syn-
thase. The lack of glutamine repression on argi-
nine catabolism was tested by measuing the
activity of arpinsse in the wild-type strain 74-A4

(gIn*) vnd in a prototropic gin® strain. Arginase

was induced in 74-A with arginine as sole nitio-

pen souree (Table 1); it wus partially repressed

by 1 mM ghutamine and totally 1epressed by S

mM glotamine. Similar concentrations of gluta-
~mine presented 10 the gln' strain had a Jower

iepressive effect, even though intracellular con-

centrations of glitamine were higher than those
found in the wild-1ype strain (Table 1). When the
gln" mutant strain was grown in arginine alone or
with glutamine as nitrogen source, arginine also
accumulated in higher amounts than-in the wild-

type strain (Table 1),

1n contrast 1o the wild type, in which gluta-
mine represses the synthesis of glutamine syn-
thetase as a result of lowering the concentration
of mRNA specific for this enzyme (31), the

TABLE 1.

Nitlegen sovree®

Gln, 5 WM 0192 0:314
Arg, 1 mM 1.502 1:512
Arg, 1 mM; Gln, 1 mM 0.552 1.238
Arg, 1 mM; Gln, S mM 0.280 0.664

NITROGEN REGULATORY MUTANT 3

glotamine synthetase of the gl <train is lesy
sensitive 1o glutasnine, The gln' strain s o four-
ta sivfold higher sctivity of plutimine Gy nthetase
and @ higher ghtamine pool than the gin® Girain
(Tuble 2). No difference was obsenved in the
oligonieric state and monomer composition of
glutamine synthetase between the wild type (22)
and the gln strain.,

In the wild-type strain a high activity of GO-
GAT is preset when N, crassa is grown in
smmoenivm-limited cultures, and this cozyme is
repressed by glutamine (20). Similar induction
and repression wese also observed in the gin”
mutant (Tuble 2).

Amino acid scenmulation. The gla™ mutant
viows as well as the wild-type strain of N.
craysa in NHGNO; (25 mM) as nitrogen source;
however, the mutant sccumulates glutamic acid,
glutiemine, alanine, snd arginine under this con-
dition (Tuble 3). As in nungrowing cells (13}, the
amino ackd accemnlation found in the gla® mu-
tant was dependent on a good carbon’ source;
when glycerol was substituted for suctose, no
accemulation was observed (Tuble 3).

In fed-batch ammonium-limited cultures, the
gIn' strain, unlike the wild type, showed a 3-h
fag phase, dwing which it accnmulated a small
amount of arginine (Table 4). Only afier growth
had initiated did the arginine content decrease.
When growth ceased, the arginine content in-
aessed sgain (Fig. 1), In glutamine as nitrogen
souree, the imptant w‘un accumnlated ghitamine
and arginine (Table 4). If arginine was used as
n souice, buth the gln® and the wild-1ype
straing grew poorly, but only the mutant accu-
inulated this amino acid (Table 4). When adeno-
sine was used as nitrogen source, the gln' sirain
accumulaled arginine whereas the wild type had
no detectable levels (Table 5).

The intracellular disiribution of arginine and
ghtamine was also determined under different
wowth conditions, 1t was found that a consider-
able amount of the arginine accumulated (50 to
60%6) by the gln' strain in ammonium and in
gliamine was also sequestered in vesicles,. as
previously reposted for the wild-type strain (27,

14 .md plutimine content of gin® and gln' (lrums

n n\nl’mg (\f pmx:m

‘\runme Glutamine

pin’ gin‘

4.050 . 0.260
0.050 0.070
0.060 0.160
0100 0.220

:Gln, Glotamine; Arg, arginine.

Activity eapressed @ micromoles of urea produced per minute per milli

am of protein at 25°C.



¢ - GoNzALEz ET AL..-

T \HLE 2. Enzyme activities and glul.:mmc content
of gln* nnd Aln

Slarna :! tamine
Sitpore s.\ nthetase symhase (jtrt'mg
'L“"":l)c:" spoact® \p act® of praiein)
7&7:)"[ ;gln’ r‘ Aln “L’II;' gln; ,vl.n'
Ghutsmine, 009 0 téo] Np7 | ND {0017 ]0.300
1M

Glutamine, 100120 0,090 0 0005 10,0005 ] 0.050 1.200
5 mM
Clhttamine,
10 mh
Ammeninn] ND|OND 10001700 ND 1 ND

hmited |
NHNOG, 1005 Thog, NDO{OND 100100470
25 m‘d

0.014: 60907 ND ND 1003010070

¢ I \pn-u d s icromaoles of v alutamy) hydrova-
misle produced per minute per millizian of profein w
aC.

" Eapesed o micramoles of NADR oxidized per
inine per nilligram of prarcin,

CND, Not detennined,

41)(Tuble 6). On the other hand, onby 1257 of the
elamine present in the wild-type struin under
hoth conditions was found in the vedcles. In
contrast, 0% of the phnumine sccumulaied by
the pln” suain was found 1o be comparimental-
ized (Table 6).

Ghrtnine utitization fur arpinine accumula-
tion. We have previously reported 1 conidia
of auaotroplic mutunts of N. crassa sccumulat-
ed wrginine and other umino acids, when de-
prived of the amino acid they require, in the
presence of ummonium or glutismine as nibogen
source {13). The presence of mutations that
impaired the synthesis of glutamate (aml and
en-am-1) end glutamine (pki-7 and gla-1b) in
conidia deprived of amino scids prevented the
utilization of the nitrogen atoms of exogenous
elutamine for the synthesis und uccomulanon of

TABLE 3. Amino acid content of gln* und gld'
struing in A‘H.“’

pmnl'nng, nf protein

Amino acid

yln‘ gln
(:‘ul.xinlc acid 0 (117 0.35(\ \0.0-"7)
Glutsmine 0030 0.470 (0.037)
Alsnine (1.023 0.900 {0.032)"
Lysine Np# 0.090 (ND)
Hisidine ND 0.020 (0.020)
Arginine 0.050 4,256 {0.020)

¢ Strains were grown in minimal piediom with 25
mM NH,NO; as nitrogen source and 1.5% wucrose as
carbon source except in the last column (in parenthe-
ses) in which 159 glvcerol was used.

£ ND, Nol delected,

1. BactrrioL,

TABLE 4. Amino acid content of the gla" strain in
&ifferent nitrogen sources

T -;”:’;E g n{;un! o A.lnn mxu-,,cn
Mlrce
TNH, | RHS, Glowmiee Aignine

lnM) hmiled? (5 mM) {1 mM)

Glutemic ocid 0350 0041 0090 0090

Aminoe acid

Glutuinine 0.470 0.008 0.260 0.060
Alunine 0900 0.005 0n.n9 0.040
Lysine 0.0%0 ND* 2.020 ND
Histidine £.020 ND 0.020 0.030
'\runmc 0.290 0120 0.260 1 (y(}ﬂ

“ Fed with 0.03 pmal of NHClUml per h.
FND, Not defeeted.

arpinine (13). Likewise, the arginine accumula-
lion of the gia® struin, growing exponentially in
the presence of glaturnine, was partially prevents
ed by the wrn-1 and gla-1b mutations (Fig. 2).

DISCUSSION -

It bis been shown that one of the products of
arginine cutabolism, glutamine, represses both
arginase (34) und ghitamine synthetase (37). The
catabolisin of arginine Jeads also 1o proline
therefore, a double auxotroph of proline and
arginine cun be grown solely by supplying argi-
nine. The presence of glutumine will prevent
such growth because il represses arginase. We
have fsolated mutants which are resisiant lo
glutamine under these conditions (gin).

The gla® mutation is a monogenic regulatory -

mutation which impairs the regulation by gluta-
mine of arpinase, glutamine synthetase, and
amino acid sccumulation; it leads 1o Jess repres-
sion by glutamine of the enzymes mentioned, in
spite of hn_.hcr intracellular glutamine and argi-
nine content than found in the wild-type strain
(Table 1). Although compared with the wild-type
strain a higher proportion of the glutamine was
found in vesicles, the major par of the ghinamine
wits siill soluble in the gls' strain and metaboli-
cally available for repression (Table 6)..Gluta-
mate synthase is iepressed similarly by ghita-
mine in the pln" strain and in the wild-type strain

_(Table 2). Arginine follows & different distribu-

tion paltern, since the major part is sequestered
in vesicles (Table 6). Weiss and Davis have
extensively stodied the intracellular distribution
of arginine in N. ¢rassa, and they have found
that a large fraction of this amino acid is seques-
fered within a vesicle (43).

The gld' mutation was responsible Tor the

asccumilation of glutamic acid, glilamine, ala-
nine, und wrginine during exponentia) growth on
ammeonium as nitrogen source (Table 3). As
compiared with the wild-type strain, the gl
mutant accumulates more arginine when grown
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FIG. 1. Growihand arginine pool of strain 74-4 (p/n*) (@) and the gl strain (O) grown in fed-batch cultures. -

~ .

in arginine as nitrogen source (Table 1) and more
gltamine and arginine when grown in glutiamine
as nitrogen source (Table 1). Also the arginine
accumulation observed in the gln® strain grown
in arginine is not decreased if glutamine is added
to the medium (Table 1). In the presence of other
nitrogen sources such as nucleosides or Jimiting
ammonia, only arginine was accomulated (Ta-
bles 4 and 5). .

TABLE 5. Amino acid content of gIn* und gin’
strains grown in adenosine (1 mM) as hitrogen

source
Amino acid Lo __ll’i’:'ﬂ'l*l.‘ﬂ’i"‘_"
gin* gl
Glutamic acid 0.093 0.073
Glutamine 0.100- 0.050
Alanine 0.037 0.021
Lysine . 0.300 . 0.050
Histidine 0.050 0.080
Arginine n ND? | 0.220

? ND, Not detected.

As mentioned above, auxotrophic strains car-
rying the gl" mutation are ammonium sensitive;
al present, this is not understood. :

What is the relation between the regulation by =

TABLE 6. Intracellular distribution of arginine
(Arg) and glutamine (Gln) in the gln” and gln® strains

nol200 mg of protein

Distribution in given fraction - gln® | & . gl
Arg G ‘Arg “Gla

Growth condition: .- B
NH* (25 mM) L T
- 52.0 4160.0

Whale cells 1.0 25.0 -
Spheroplasts 7.5 - 9.0 360 104.0
15,000 % g pellet 3.0 1.0 160 31.0
15,000 x g supernatant - 4.8 7.5

U140 680

Growth condition:

Gln (5 mM) . Don e Tl
Whole cells . 13.0 . 38.0 7-53.0° 7150,
Spheroplasts .70 160 43,00 117.0
15000 X gpeliet . 43,137 18.0..31.0°
15,000 x g supernatant - 2.3:13.0 15.0:- 68.0 -
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FIG. 2. Arginine pool of strains gln® (@), g/n"am-1
(O), and pln' gln-b (A) grown in glitamine as nitrogen
souice. '

glutamine of nitrogen catabolism and glutamine
synthesis and, on the other hand, the accumula-
tion of amino acids, mainly arginine? The lower
repression of glutamine synthetase by glutamine
in the gin" strain may account for the higher flow
of nitrogen that leads to the sccumulation of
glutamine and arginine as well as slanine and
chitamic acid, vnder ammonium excess. Evi-
dence has been presented indicating that the
arginine content of the vesicle is regulated by
nitrogen (23) and the energy charge (9). Gluta-
mine could be one of the regulatory signals
which mediate this control. The gin" mutation
has disrupted the *‘nitrogen control™ of vesicle
content, as judped by the accumulation of argi-
ninc and glutamine in nitrogen excess and of

1. Bacterion,
arginine in nitrogen-limited conditions. Further-
more, the inability of glutamine to slop arginine
accumulation in gin” ammonium imited cultures
may lead to inhibition of growth (Fig. 1).

In relation to the other nittogen regulatory
mutanis of N. crassa reporied we have found th
gln' is not allelic to nit-2 and that the latter
mutation, as also happens with other nitrogen-
regulated enzymes (15), impairs the induction of
glutamine sy nlhddse {Gonzalez snd Mora, in
preparation).

In the gln” mutant, asin nongrowing cells (14),
some glutamine resynthesis is necessary for
arginine biosynthesis. This is supgested by a
decrease in the accumulation of arginine, when
lutamine is the pitrogen source, if mutations are
present that impuir the assimilation of ammoni-
um into glutamate or glutamine (Fig. 2). The gin®
phenotype greatly resembles what happens in
nongrowing cells of N. crassa {27), which also
accuinulate amino acids in the presence of a
good carbon source (Table 3} und support the
role of the glutamine cycle that has been pro-
posed, in which glutamine is degraded and re-
synthesized (14). The advantages of such a cycle
would be thai the carbon and nitrogen could be
nsed to synthesize amino acids in general, as
well as for the synthesis and accumulation of
arginine or glutamine or both in particular.

Accumulation of amino acids has been found
to occur in the mycelium of N. crassa (1, 2) and
in . cerevisine (33), where u metabolic block in
a particular biosynthetic pathway such as argi-
nine, histidine, or tryptophan leads to a dere-
pression of the enzyme Jevels in these pathways.
In S. cerevisiae a similar dercpression is gb-
served in Jeaky mutants of these amino acid
pathways (8).
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