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IN'rRODUCCION 

El nitrógeno es un elemento que forma parte de muchos 

compuestos simples y de casi todas las macromoléculas com 

plejas de los seres vivos; esp,ecialmente de las proteínas 

y de los ácidos nucleicos. 

Los microorganismos pueden utilizar una gran variedad 

de moléculas nitrogenadas como .·únicas fuentes de ni tróge­

no celular. El amonio, el ácido glutámico y la glutamina, 

son las mejores fuentes de nitrógeno; sin embargo, algu-­

nos otros metabolitos constituyen fuentes de nitrógeno s~ 

cundarias,,entre ellas se encuentran; los nitratos y ni-~ 

tritos, las purinas, las proteínas y muchos amino ácidos. 

El uso de estos compuestos supone la síntesis o activa-­

ción de enzimas catabólicas, y dá como resultado la sínte 

sis del ácido glutámico y de la glutamina, intermediarios 

metabólicos, que distribuyen su nitrógeno en la síntesis 

de amino ácidos, aminoazúcares, vitaminas, purinas y pir! 

midinas, compuestos que a su vez participan en la sínte-~ 

sis de macromoléculas. 

Los genes estructurales y regulatorios, de las diver­

sas enzimas que participan en la utilización de compues-­

tos nitrogenados, constituyen el circuito catabólico ni-­

trogenado. Las enzimas que participan en este circuito, -
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estan sujetas a dos tipos de cont~ol: represión catabóli­

ca nitrogenada e inducción. El primer mecanismo, previ~ 

ne la expresión de la vía en presencia de amonio o de al­

gún producto de su metabolismo (1); aparentemente, la 

glutamina es la señal metabólica que inactiva a un regu­

lador positivo, que se requiere para la síntesis de las 

enzimas (1). La represión catabólica nitrogenada constitu 

ye un sistema de control general que regula la expresión 

de muchas de las enzimas que participan en el circuito -

catabólico nitrogenado, mientras que la inducción es un 

rnecanísrno que opera con inductores y genes específicos -­

para cada vía (1). 

El modelo del operon propuesto para organismos proc~ 

riotes ( 2 ), plantea la regulación simultánea de genes 

contiguos, por un mismo efector. Cada unidad de regula-­

ción se denomina operen y esta constituida por un sitio 

promotor, un sitio operador, genes estructurales y un -­

gene regulador. 

Jacob y Monod, estudiaron_el operen de la~tosa de~ 

Ehche~ichia coli, que determina la proqucci6n de S-gala~ 

tosida, enzima responsable de la degradación de lactosa, 

cuya actividad solamente se detecta, cuando las bacterias 
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se cultivan en presencia de lactosa, que constituye el in 

ductor de esta vía. 

A partir de la cepa silvestre, se aislaron diferentes 

mutantes que permitieron establecer un modelo de regula-­

ción. Desde entonces, el establecimiento de circuitos re­

gulatorios, ha dependido, de ia identificación 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 Sacc.lrnJiomyce.ó - -

ce.Jie.vióiae. existen algunos reportes, de mutaciones cis--

dominantes constitutivas adyacentes a genes estructurales , 

r·egulados negativamente (3, 4, 5, 6) y en A-!>pe.:1.gLtluó ni-

dul.a116 y Ne.uJio-!>poJia c.Jia44a se han descrito algunas muta--

cienes no-inducibles o constitutivas (7, 8, 9, 10). 

El estudio de los genes regulatorios que forman parte 

del circuito catabólico nitrogenado en microorganismos 

eucariotes, ha sido llevado a cabo fundamentalmente en .. 

tres hongos: Ne.uJioópoJia clLM.6a, AópM.gil.l'.ttó nidulanó y -

Sac.cÍlaJiomr;c.Mó c.e.Jie.viclae.. En estos organismos, se hm ide!! 

tificado dos tipos de mutaciones regulatorias: aquellas 

que afectan solamente una vía específica, y las que afe~ 

tan a varias enzimas del circuito catabólico nitrogenado. 
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CONTROL ESPECIPICO: 

a) Nitrato reductasa.- El nitrato es una excelente fuente 

de nitrógeno, tanto para Ne.uñ.o-!Jpoñ.a eñ.a¿,;,a, como para -­

A¿, peñ.g.í.l./'.u¿, 11.í.dulan¿,; este compuesto es transformado err 

amonio, por acción de la nitrato reductasa y de la nitr! 

to reductasa (11). En Ne.uñ.o-!>poñ.a r_)[aJ.,-!>a, ambas enzimas -

son homodímeros ,· y la nitra to reductasa posee un cofactor 

que contiene molibdato (12, 13). En ausencia de amonio y 

glutamina, la inducción de estas enzimas en Ne.uñ.o;,poñ.a 

eñ.aua y A.6peñ.g.í..tlu.6 núiu./'.an;, depende de nitrato (14, 15, 

16, 17), compuesto que activa la transcripción (18) y 

previene la inactivación de esta enzima "in vivo" (19). 

Tanto en Neuñ.o;,poñ.a r_)[a;,;,a como en A.6peñ.g.í../'.lu;, rúdu 

.tan;,, se han aislado mutantes incapaces de utilizar nitra 

to como fuente de nitrógeno, el estudio de estas mutantes 

ha permitido la identificación de algunos genes que afec­

tan la utilización de nitrato. 

Los genes n.l.t- 3 y n.í..t- 6 de Ne.uñ.;, o poñ.a r_)[a;,;, a, cons­

tituyen respectivamente los genes estru~turales de la ni­

trato reductasa y de la nitrito rcductasa (20), homólogos. 

a los genes n.í.a V y n.í..( A de A;, pe.ñ.9.t.e . .eu& n.í.du.ean-6 ( 21) • 
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En Aape!tgLllua nidulana, 5 loci llamados genes cnx, cons 

tituyen un cofactor que contiene molibdeno y que es com­

partido por la nitrato reductasa y la xantino deshidrog~ 

nasa I y II. Este cofactor está constituido por un comp~ 

nente polipeptídico codificado por cnx H y un grupo lig~ 

do que contiene molibdeno, cuya síntesis está determina­

da por los genes cnx restantes (22, 23). En NeuJtoapolta -

cJtaaaa, se presenta una situaci6n similar, los genes 

nLt- 1, ni.t- 7, ni.t- 8 y nLt- 9, son homólogos a los cnx de 

A.6 p·e.Jtg.Ulua y son responsables de la síntesis y ensamble 

del cofactor de molibdeno (20). 

En NeuJtoapalta cltaaaa, el gene nL.t-4 codifica para -

una proteína regulatoria mediadora de la inducción por -

nitrato de la nitrato y nitrito reductasas. El producto 

del gene ni.t-4 forma un complejo con el nitrato, que se 

une a secuencias de reconocimiento específicas en el ADN, 

adyacentes a los genes estructura1es nL.t-3 y ni.t-6, per­

mitiendo así su expresión. Mutantes en nit-4 no tienen -

actividad de nitrato y nitrito reductasa, pero no prese~ 

tan alteraciones en la actividad de otras enzimas rela~­

cionadas con el metabolismo nitrogenado; por lo tanto, 

el producto de nit-4 es un regulador positivo específico 
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de la vía de utilización de nitrato. En A.6pV¡.gi.Utt'ó 11i.du.­

la116, el producto del gene nit A juega un papel anllogo 

al del gene nit-4 de Neu.no6pona cnaaaa (1). 

Los genes estructurales de la nitrato y nitrito re­

ductasa de Aa ¡:eng.<.UuS 11i.du.la116 ( nia V y nii A) , se encµ­

entran muy ligados, y ambos requieren para su expresión 

del producto del gene 11-<'.n A y de nitrato; sin embargo, se 

regulan independientemente y no en forma de operen (1,24, 

25, 18). 

Tanto en Neuno-0pona cna-0-0a, como en A-0pengillu.6 11-Ld~ 

lan.6, se han aislado mutantes, qoe sintetizan una nitrato 

reductasa alterada en su estructura, que no presenta act~ 

vidad biológica y que tiene alterado el control de la sín 

tesis de esta enzima, que ahora se produce constitutiva-­

mente (26, 27). El aislamiento de este tipo de mutantes, 

ha dado lugar al planteamiento de un modelo de regulación 

autógena ( 26) • Este modelo propone, que el producto de.l -

gene 11-lt- 4, es un inductor que se convierte en represor -

por la acción de la nitrato reductasa, conversión que la 

nitrato reductasa no puede efectuar cuando esta se encue~. 

tra unida a nitrato (20). Hasta ahora, la evidencia expe-. 

rimental presentada a favor de la autoregulaci6n no demu-
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estra de manera definitiva la operación de ~ste tipo de 

contrrol, 

En conclusión, la inducción de la nitrato reductasa, 

a control positivo por el producto de los genes n-l·.t-4 y. 

nú1. A respectivamente y por ni trato. 

En 1v'~.tUt.0.!ipo,~.a e,Jt.a..!i-Oa, este control opera a nivel de 

transcripción (28). 

b) Catabolismo de Purinas,-

En A-0pe.Jt.9-l'.U.u.!i n-ldu.f.an.!i· el producto del gene ua.Y es 

un regulador que modula la expresión de por lo menos - ~ 

ocho genes no ligados que parti.,ci;pan en el transporte y 

la degradación de purinas (.29), Estos son; nad A, gene "" 

estructura,! de la adenina deamina,sa,¡ h.x A,que cod:tfi;ca, ,._ 

para la xantino deshidrogena,sa,; uz Z, que codifica, para 

urato oxidas~ al y aa X, genes estructurales de la a,lan­

toinasa y la alantoicasa, resre.ctiyamente¡ xan A, Cl.lyo pr~ 

dueto participa en una v~a alterna de degradación de xa,n­

tina y trnp A, el gene estructural de la, permeasa, de xant.f_ 

na y ácido úrico l30,31), 

¡ 

1 

! 
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El inductor fisiológico de todas las actividades ba-

jo control de ua Y es el ácido úrico y cuando menos, para 

la urato oxidasa, esta inducción se debe a síntesis "de -

novo" y se regula a nivel de transcripción (32). Mutantes 

ua Y-, no presentan actividad de ninguna de las ocho enzi 

mas bajo su control, y no se han logrado aislar mutantes 

ua ye (constitutivas) . Estos datos sugieren, que el pro-

dueto del gene ua Y es un regulador positivo (32). 

En Neu~oapo~a c~a.6.6a, la vía de degradación de puri­

nas es similar a la descrita en Aape~glllua nldulana; sin 

embargo, no se ha encontrado un gene regulador semejan-be 

a CLa Y. La mayoría de las enzimas de esta vía, son induci 

das por ácido úrico (1) . 

La alntoina es un producto de la degradación de pur! 

nas, que Sacclta~Om!fcea ce~evl.6lae puede utilizar como úni 

ca fuente de nitrógeno. La vía de degradación de alantoi­

na está compuesta·' por cuatro enzimas y cuatro sistemas de 
I 

transporte (33) , cuyos genes están localizados en tres -

regiones diferentes, cada una en diferente cromosoma. La 

primera región, contiene los genes estr~cturales de alan­

toinasa (VAL-1), alantoicasa (VAL-2), de la permeasa de - . 

alantoina (VAL-4) y de la hidrolasa de ureidoglicolato -

(VAL-3). La segunda, contiene los genes estructurales ---
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para la urea carboxilasa y la hidrolasa de alofanato - -

IVURl-2) que constituyen un solo cistron que codifica -­

para una proteína multifuncional, finalmente, la tercera 

región abarca los genes que participan en el transporte 

activo de urea (VUR-3) y en su difusión facilitada~ 

(VUR-4) (34). 

Todas las enzimas IVAL-1, VAL-2, VAL-3, VUR 1-2) y 

el sistema de transporte activo de urea (VUR-3), son in­

ducidos por alofanato que es el último intermediario de 

esa vía ~35, 36). 

Ha~ta la fecha, se han logrado identificar dos ele 

mentos de control, cuya inactivación resulta en una sín 

tesis conc.titutiva ldal-80)o no-inducible (dal-81), de 

los cinco productos génicos sujetos a inducci6n por alo 

fanato(37). Según el modulo de Turoscy y eol (38), el -

producto del gene VAL-80, controla el nivel basal de e~ 

presión génica, tal vez como resultado de interacciones 

con regiones adyacentes a los genes regulados, mientras 

que el producto del gene VAL-81 es el responsable del -

proceso de inducción, como result.ado de una interacción 

con el inductor alofanato. 

Se ha encontrado un tipo de mutantes en las que el 
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producto de VUR 1-2 se expresa constitutivamente, mien-­

tras el resto de las actividades no se afectan; el locus 

mutado presente en estas cepas, se ha denominado VUR-80 

(34), y no se ha establecido si existe alguna interacci6n 

entre VUR-80 y los productos de VAL-80 y VAL-81. 

La inducci6n de la sínte.sis de las cinco enzimas a- · 

rriba descritas, requiere síntesis de ARN mensajero y de 

proteinas "de novo" (34). 

e) Catabolismo de Prolina.-

En AapeJtgillua nid~lanh, los cuatro genes cuyos pr~ 

duetos son necesarios para la degradaci6n de prolina, se 

encuentran agrupados (39). Este sistema consta, de la 

permeasa de prolina (pJtn 8), la prolina oxidasa ( pJtn V), 

la deshidrogenasa del /:, '-pirrolin-5-carboxilato ! pJtn e) 

y del gene pJtn A, que codifica para un regulador de la -

expresi6n de pJtn 8, C y V ( 39) . Este agrupamiento de ge- . 

nes se encuentra interrumpido por una regi6n regulatoria 

central, en la que se·han aislado mutantes que funcionan 

en cis (39). 

La prolina es el inductor de pJtn 8, C y V (1) y el 
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producto de phn A es un regulador positivo que media esta 

inducción. Mutantes pltn A•, carecen de los productos de 

pltn B, C y V (1). 

d Se ha aislado una mutación phn , que mapea en la r! 

gión regulatoria central del sistema, esta mutación re;-"­

sulta en una derrepresi6n de ia síntesis de la permeasa 

de prolina, que indirectamente aumenta la producción de 

los productos de pltn e y p1t11 V, al aumentar el transpor-

te de prolina (40) • La mutación pltnd requiere del pro--

dueto de p!tn A y de la inducción por prolina (40). 

La región regulatoría central, debe tener sitios de 

reconocimiento para el producto de pltn A para la RNA -

polimerasa, y para los moduladores que regulan la repre-

sión catabólica nitrogenada y la represión catabólica -

de carbono (41), ya que la prolina puede ser .utilizada 

corno fuente de carbono y de nitrógeno. 

El sistema de los genes p!tn A, B y C requiere toda-

vía de un buen análisis para establecer si constituye un 

verdadero operen. Hasta la fecha, no existe ningu~ ejem­

plo de un sistema tipo operen en eucariotes. El sistema 

Hlh-4 de levadura, y el a1tom de N. e1tahha, que se encu-

entran entre los mejores estudiados, han resultado ser -
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genes únicos, codificadores de polipéptidos grandes con 

actividades catabólicas múltiples (42). El agrupamiento 

qa que comprende cuatro genes, cuyos productos estan i~ 

plicados en la degradación del ácido quSriico, es el mas 

parecido al operon bacteriano. El gene qa-1 codifica-~· 

para una proteína regulatoria, que controla positivame~ 

te la expresión coordinada de las tres enzimas codifica-

das por los genes estructurales adyacentes. Mutaciones 

en el gene qa-1, resultan en un fenotipo no-inducible--

(43). 

La vía de degradación de prolina en S. ee~ev~h~ae, 

es similar a la de A. n~dulanh; sin embargo, los genes 

que participan en esta vía no se encuentran agrupados -

( 4·4) • Mutaciones en el gene pu.t- 3 resultan en una sint~ 

sis constitutiva de la prolina oxidasa y ~e la deshidro 

genasa del ~'-pirrolin-5-carboxilato (44). Este gene -

posiblemente se el mediador de la .inducción de estas -

enzimas por prolina; sin embargo, a diferencia del gene 

p~n; A de A.1udulaiH el producto del gene pu.t- 3 podría -­

funcionar como un represor típico en un sistema de con 

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

En Sacc/rnltomyce.6 ceJtev.ü.lae, la primera enzima de 

la vía de degradación de arginina, es la arginasa, que -

convierte a la arginina en orni tina y urea; la orni tina·, 

por acción de la ornitino transaminasa, es a sil vez con--

vertida en semialdehido glutámico, que se metaboliza :-­

hasta prolina; la urea es transformada _a: co
2 

y amonio 

(45, 46) • 

Se han aislado seis tipos de mutaciones que presen­

tan defectos en la inducción de arginasa. El primer tipo 

esta constituida por la mutación recesiva Ca!L-80 (antes 

caJtgR) que resulta en una síntesis constitutiva de argi­

nasa (CARl)y ornitino transaminasa (CAR-2) (34). Los si­

guientes dos tipos son dominantes y cada uno está ligado 

al gene cuya expresión regula; es decir, la mutación 

CARIO- esta ligada a CAR 1 y resulta en la síntesis 

constitutiva de la arginasa, mientras que la mutación -

CAR20- esta ligada a CAR 2 y resulta en la síntesis cons 

titutiva de la ornitino transaminasa (3). 

Los tres tipos restantes tienen el mismo fenotipo 

recesivo, se han designado aJtg80, alLg81 y aJtg82, y resu~ 
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tan en la síntesis constitutiva de las enzimas de la bio 

síntesis de arginina, y en la incapacidad de utilizar -­

ornitina o arginina como únicas fuentes de nitrógeno (3). 

El hecho de que estas tres mutaciones afecten tanto el -

catabolismo como la biosintesis de arginina, condujo··a· -

Wiame et al (3) a proponer que el producto de estos ge-­

nes constituye un represor ambivalente trimérico, que se 

denominó ARGR. SEgún el modelo de Wiame, en presencia de 

ornitina o arginina, este represor regula la biosíntesis 

como un represor clásico e induce el catabolismo, a 

traves de inhibir la acción represora o la sintesis de -

un aporepresor de las enzimas catabóli6as. El hebho de -

que los p~oductos de los genes ARG80, ARG81 y ARG82 reg~ 

len de manera opuesta la biosíntesis y el catabolismo de 

arginina impide la operación de un ciclo futil de sinte­

sis y degradación de este amino ácido. 

Sacc.ha1tomyc.e-0 c.eflevúi.ae ha desarrollado un mecanis 

mo de regulación peculiar, denominado control epiargina~ 

tico, que. tambien excluye la operación simultánea de las 

vías biosintética y catabólica de argi~na. En este orga­

nismo, la arginasa es capaz de inhibir a una de las enzi 

mas biosintéticas, la ornitino transcarbamilasa (47,48). 
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El complejo enzimático asi formado, conserva la activi-

dad de arginasa, pero no la de ornitino transcarbamilasa 

(49) • 

La vía de degradaci6n de argiriina en N. c.Jr.a..6.6a., es 

similar a la de S. c.e.Jr.ev.ü.la.e, la arginina es el induct·ar 
.· 

de la arginasa (50), mientras que la glutamina reprime -

esta inducci6n (51), la orinitina y arginina son inducto 

res de la ornitino transaminasa (52). 

En N. c.Jr.a..6.6a. no se han aislado mutantes regulato--

rias como las reportadas en S. eeJr.ev.l.6.la.e., sin embargo, 

la compartamentalizáci6n juega un papel importante que -

impide la operación simultánea de la biosíntesis y el ca 

tabolismo de arginina. 

Weiss y Davis (53), han demostrado que N. c.Jr.a..6.6a., -

distribuye la arginina en dos pozas subcelulares: una --

poza catabólica metabolicamente inactiva; y una poza ve~i 

cular, la acumulación vesicular de arginina es mediada -

por un sistema de transporte específico (54,'55)., Dado que -

la arginina retroinhibe·su propia síntesis y es a la vez 

inductor de su catabolismo (50, 51), la concentración --

citosólica de arginina, determina la operación de la vía 

catab6lica o de la vía biosintética. Es decir, cuando el 
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hongo se cultiva en medio mínimo, la concentración cito­

sólica de arginina no es suficiente para inducir a la ar 

ginasa, mientras que en presencia de arginina, la conce~ 

tración de este amino&cido en el citoplasma aumenta has­

ta 75 veces, induciendose su .catabolismo (53). ' ·' 

Los productos de los genes nlt-4, nin-A, VAL-10; -

VAL-81, uaY, pnnA, ARG-80, ARG-81 y ARG-82 descritos an­

teriormente, representan señales regulatorias específi-­

cas. Existen otros genes, que codifican para productos, 

que regulan simult&nearnente la inducción de varias enzi­

mas del circuito catabólico nitrogen-ado. 

CONTROL GENERAL: 

Represión catabólica nitrogenada.- Como se explicó 

anteriormente, la utilización de.fuentes de nitrógeno se 

cundat"ias, es regulada por inducción. En presencia de una 

fuente de nitrógeno pobre, la síntesis qe las enzimas ca 

tabólicas apropiadas es inducida; sin embargo, cuando 

simult&neamente se ofrece una buena fuente de nitrógeno, 
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esta inducción es reprimida; este fen6meno se conoce como 

represión catab6lica nitrogenada y es una manifestación -

del uso selectivo de fuentes de nitrógeno de alta calidad. 

La ni trato reductasa tanto de A. ni.du..i'.a 116 como de N, 

cha•&a, muchas de las enzimas de la vía de degradación•de 

purinas, de prolina, de arginina y algunas otras enzfmas 

del metabolismo nitrogenado de S.· ceJrevúi.ae, A. ni.du..taM 

y N. cha.6.6a, estan sujetas a represi6n catabólica nitro­

genada ( 1, 34) . 

En el inciso anterior, se present6 la participación 

de diferentes productos génicos en 'la inducción de dife­

rentes enzimas involucradas en la utilización de compue~ 

tos nitrogenados. Los genes l'l.l.t~ 4 y 1ii.lr.A de N: c.ta.6.6 a y 

A. nidu..tal'l•,afectan la inducción de la nitrato reductasa, 

pero no la represión catabólica nitrogenada (1). 

En S. cehevi..6i.ae mutantes en el gene VAL-80, prese~ 

tan una síntesis constitutiva de cinco enzimas de la vía 

de degradación de alantoína, que es reprimible por amonio 

(1), mutantes en el gene VAL-81, que han perdido la cap~ 

cidad para inducir estas enzimas, aume~tan el nivel basal 

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

':trógeno pobres (1). Así mismo, mutantes afectadas en --
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genes ARG-80, ARG-81 y ARG-82 que presentan una incapac! 

dad para inducir su arginasa·tienen niveles basales de -

esta enzima, que son reprirnib'les por amonio (56). Final­

mente, los genes w:iV y pltnA de A. n-Ldu.t.an.6 regulan la i~ 

ducción de las enzimas de las vías de degradación de·p~­

rinas y prolina respectivamente, sin afectar la repre-­

sión catabólica (1) . 

Estudios realizados en S. ce1tev-l.6-lae y N. c1ta~.6a , 

indican que la represión catabólica opera a nivel de la 

síntesis de ARN mensajero (34, 57, 58, 59). 

Uno de los problemas mas controvertidos, ha sido la 

identificación de los productos que median la represión 

catabólica nitrogenada. 

En S. ce1tev-l.6~ae, Wiarne y col (60), propusieron a la 

deshidrogenasa glutámica y al producto del gene URE-2 -­

corno mediadores de la represi6n catabólica nitrogenada; 

posteriormente, estos mismos autores (61) propusieron que 

los productos de_ gln-1 (glutamino sintetasa) y gin R me­

diaban esta represión, y que la glutamina era la señal -

reconocida por estas moléculas. Hasta la fecha, algunos 

de estos elementos han sido descartados como mediadores 

de este control; sin embargo,· no existen suficientes datós 
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que permiten proponer cua,les sean los moduladores de este 

sistema de control en esta levaaura, 

En AépeJt.9-Lllu.& n.ldu.la.né, ,el :oroducto del gene a.Jte A 

juega un papel central en la represi6n catab6lica nitro-

genada y se han descrito una variedad de mutaciones en -
Jt .· 

a.Jte A tll., Las mutantes a.JteA 1 son incapaces de utilizar 

una variedad de fuentes de nitrógeno tales como purinas, 

amino ácidos, amídas, nitratos y nitritos ll)_, 

Mutantes a.JteAd pierden la represi6n por amonio de ~ 

ciertas enzimas del circuito nitrogenado; como la nitra~ 

to reductasa, la xantino deshidrogena,sa y· algunas permea 

sas, todas estas enzimas sin embargo, requieren ser ind1:!_ 

cidas, lo que demuestra que a.JteA solo esta involucrado -

en la regulaci6n de la represi6n catab6lica (lt. 

La diferencia entr-e los alelos a.JteAIL y a.lle.Ad no es 

clara,, ya que una determinada mutante a.JteA, puede estar 

derepri1nida para alguna, actividad normalmente reprím:Ma 
' 

por amonio mientras otras actividades se contínuan repr.f. 

miendo en presencia de amonio¡, es decir; cada mutante -

a.JteA tiene un fenotipo espec!fico, 

Posiblemente el, l.ocus· a.JteA 1 codíf;i:ca para una, prot'e! 

na que funciona como un elemento de control pos:i:fi'Vo "' - · 
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esencial para la síntesis de algunas enzimas del circuito 

metabólico nitrogenado. Aparentemente su papel sería el 

de detectar el contenido de nitrógeno celular reflejado 

por la presencia de algún metabolito. 

El locus :CámA, tambien juega un papel central en.la 

represión catabólica, mutantes en este locus, tienen.ni-

veles bajos pero detectables de la deshidrogenasa glutá-

mica biosintética y de nitrato reductasa. 

Aun cuando ~amA y akeA no estan ligadas, comparten -

algunas propiedades; el alelo Ta~ AdI resulta en la de--

represión de enzimas normalmente'reprimidas por amonio; 

mientras que mutantes en el alelo Tam Ak50 son incapaces 

de crecer en muchas fuentes de nitrógeno y carecen de va 

rias enzimas reguladas por nitrógeno. 

Los productos de TamA y akeA, no representan mecanis 

mos de control adecuado del mismo grupo de enzimas del -

circuito metabólico nitrogenado, posiblemente codifiquen 

para subunidades distintas de una proteína regulatoria -

multimérica, o tal vez actuen a niveles diferentes en una 

secuencia regulatoria. 

Ya que las mutantes A~eAd estari dereprimidas, pero· 

aun requieren de inducción, y las mutantes nlkAcsinteti-

! 
! 
1 

. ·1 
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san nitrato reductasa constitutivamente, posiblemente 

estas dos señales funcionen independientemente (1) • 

En N~uhobpoha chabba, la.glutamina juega un papel 

central en la represión catabólica nitrogenada. Mutantes 

que carecen de deshidrogenasa glutámica biosintética· sb­

lamente son reprimidas en presencia de amonio y ácidÓ 

glutámico o glutamina (62); mientras que mutantes que 

carecen de glutamino sintetasa, solamente son reprimidas 

por glutamina (62). Cuando la glutarnino sintetasa se .. 

inactiva con L-metionina -DL- sulfoximina, solamente la 

glntamina es capaz de reprimir la síntesis de nitrato -­

reductasa (63). Muchos compuestos nitrogenados como el -

amonio, el acido glutámico y algunos otros amino ácidos 

pueden ser convertidos a glutamina, ejerciendo estos, -­

por lo tanto, un papel indirecto de represión. 

El efecto represor de glutamina es a nivel de trans 

cripción (58, 59, 62). 

El gene nit-2 de N. cha~ba, regula la expresi6n de 

varias enzimas del metaboli~mo nitrogenado (nitrito re-~ 

ductasa, enzimas de la vía de degradación de purinas y -

aminoácidos, pro teas a extracelular, · L-arnino acido oxida~a) 

(1); mutantes alteradas en el gene nit-2 son incapaces~ 
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de inducir dichas enzimas (1). Marluff y col (1), han 

propuesto un mecanismo, para explicar la represión cata­

bólica, en el que la glutaroina se propone como el metabo 

lito represor, inactivador del producto de nit-2; al - -

disminuir la concentración intracelular de glutamina, e~ 

producto del gene nit-2, recupéra su conformación activa, 

que ahora le permite unirse a sitios de reconocimiento en 

el ADN, adyacentes a los genes estructurales de las en-­

zimas bajo su control, abriendose la expresión 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 suposición, se ha lo 

grado purificar la proteína codificada por nit-2 (64). 

Aparentemente, el producto del gene nit-2 parece ser 

el regulador mas importante de la represión catabólicai 

sin embargo, se han aislado· otras mutantes que afectan -

la regulación de las enzimas del circuito metabólico ni­

trogenado; la mutante MSS (57) que no reprime la sinte-­

sis de algunas enzimas, aún en presencia de una cantidad -

de glutamina int.racelular · suficiente para reprimir la in 

ducción en una cepa silvestre, y la mutante en-aml que -

no es capaz de utilizar una serie de fuentes de nitrógeno 

(65). 
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. El modelo de regulación presentado por Ma:i:zluff (11 1 

no contempla los productos génicos de MS5 y e.n."a,m1, :oegu;i;~ 

mente la represi6n catabólica,tendra que ser explicada~ 

tomando en cuenta nuevos elementos que desde luego resul.,. 

tará en un sistema mas complejo del que actualmente se . .,. 

presenta. 



GLUTAMICO SAG ----PROLINA l OT( 
ÜRNITINA/ 

CnL.:J l /GA 
ARG l NI NA---.....-~ 

VESICULA 

Figura 1.- Representación esquemática del meta~olismo 

de arginina y prolina en Neu~o~po~a c~a~~a, SAG; semialdehido 

glutámico, OTA; ornitino trnnsarninasa, AGA; Arginasa. 
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OBJETIVOS.-

La represi6n catabólica ~itrogenada, constituye un -

sistema de control, que resulta en una utilización selec~ 

tiva de fuentes de nitrógeno de alta calidad, En Neu.JL0:6•°" 

)JOlta C.ltCUi:6íl. 1 la sS'.ntesis de muchas enzimas que pertenecen 

al circuito catabólico nitrogenado es reprimida por g1Ut5, 

mina (11; posiblemente al ;i:ntera,ccionar esta con el p;i;o-~ 

dueto del gene ni~~z actuando como un correpresor (11, 

El aislamiento de mutantes cuya,s enzimas sea,n insen-

sibles a la, represión por gluta,mina 1 puede contribui:i; a, -

un mejor entendimiénto de este mecanismo de regula,ción, 

Si la gluta,mina reprime la, inducción de enzima.s que 

' 
cataboliza,n fuentes de nitrógeno secunda,ri.a,s 1 la, selección 

directa, de mutant.es :I;'esistentes a este a,mino ~cido, no es 

posible, 

Un enfoque experimental pos;i..b;l,e es el que utilizaron 

Premakuma,r y c.ol (57 J ¡ los cua,les ai.slaron rnut<1ntes en -':­

las que lC\ inducción de la ni tra,to ;reductasa 1 ya no era. ~· 

reprimida por gluta,mi:na, A. .partir de un_a cepa, silvestre, 

mutagen:i-:zada con nitrosoguan,idina,, resca,taron a,quella,s --:~. 

colonias, que en presencia de glutamina y ni trato, se . .:.;.-'-· 
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teñian con un compuesto indicativo de la presencia de ni 

trato reductasa, se encontr6 que la glutarnina ya no rep~i 

mia la inducci6n de la nitrato,reductasa, la nitrito re­

ductasa, la histidasa y la acetamidasa. 

El objetivo de este trabajo, ha sido el ais1"1!liento. ·.,. 

y caracterización de mutantes resistentes a glutamina, o~ 

tenidas por un método 9.Ue constituye una alternativa me.,.,, 

jor y casi única para aislar este tipo de mutantes, 

En N, c./Lct.ó.óa. la arginina es degradada por la argina.,.. 

sa obteniendose ornitina y urea, la ornitina es posterib~ 

mente degradada por medio de la ornitino trans¡i;ninasa has 

ta sernia,ldehido glutámico, a partir del cual se puede ob­

tener prolina, de tal suerte que 19 a,rginina constituye -

una fuente de proli·na., que puede ser uti.lizadé\ por aux6.,,.­

trofos de prolina. (J'ig, 1 L. Lé\ síntesi:> qe l.a argi·nasé\, es 

reprimida po:i¡ gluta.mina (51L, por lo tanto cuando el cul,-:" 

tivo se adiciona de a,rgin;i:na y g1utarnina, 1 la· degradación 

de la. arginina, se bloquea, y éste a,rni:no~cido no puede ser 

utiliza.do ni corno fuente de n±tr6geno nt de prolina,, por 

lo tanto, a,uxotrofos de p;17ol,i.na, no c;17ecen en medios de -

cultivo é\diciona,dos de a;rginina y· gJ,u tarnina,, Ya q;ue el, 

databolismo de arginina y no el de glutamina resulta. en -
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la obtención no solamente de amonio, sino tambien de pr~ 

lina, auxotrofos de prolina cuya arginasa sea resistente 

al efecto represivo de glutam±na sobre la inducción de ~ 

la arginasa, seran capaces de crecer en medios adiciona­

dos de ·arginina y glutamina, 21 diferencia de los auxtol7~ 

fos de prolina en los que la sintesis de la a:i:ginasa si.,. 

gue sujeta a represión por glutamina. A partir de un do~ 

ble auxotrofo, de arginina y prolina, se aisla.ron mutan­

tes capaces de crecer en medios de cultivo adicionados -

de arginina y g1utamina, El fenotipo de una de estas mu­

tantes es el siguiente: 

ll.. La arginasa y la glutami·no sintetasa no están su ~ 

jetas a represión por g1utamina 

2)_ Cua,ndo se cu'.1,tiva, en medio mí:nimo, crece optim<1~ 

mente, acumulando argini:na,, a,1anina,; gluta.mico y 

glutamina 

3 L La mayor parte de la ornüina, acumulad<\ en esta, 

cepa,, y un 30% de l,a g!lluta,mi'f\é\ estan secues·tra,das 

en vesl!culas, 

El <1islamiento y car<1cterizé\ci.ón é).e_ estP, muta11te ha,n 

permitido i-dentifica'r una, asé\ regU!l,<1tori-a, del, ci·rcu:t:to 

cata,b6l,i·co ni-trogena,do constituido por la argina,sa, la, 
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glutamino sintetasa y el sistema de transporte vesicular -

de amino ácidos, 

.-



j 

' 1 
_j 

- 28 ~ 

DISCUSION 

Los productos finales del' catabolismo de arginina 

que pueden ser utilizados como fuentes de nitrógeno por -

Ne.ttll.OhpO!ta c.ll.ah!.a son: el amonio, el ácido glutámico y ·Ía 

glutamina, de estos unicamente¡ la glutamina reprime la -

inducción de la arginasa (51) y de la glutamino sintetasa 

l.66), La prolina, también es un producto del catabolismo 

de arginina¡ por lo tanto, un doble auxotrofo de ~rolina 

y arginina puede crecer en medios adicionados de arginina. 

En prisencia de arginina y glutél.lllina, este doble auxotro­

fo no es capaz de crecer, ya que la glutamina al repr.;i:mir 

la s:lntesis de a,rginasa, im~ide el catabolismo de argtni ... 

na, y por lo tanto la obtención de prolina, En este tra,b~. 

jo hemos reportado, el aislqmiento de una mutante res;ts-.-

tente a glutamina .tg.e.Yl~RL 

El fenotipo glJ'l~.R es conferido po;r; una mutación regu"' 

lator:tC'\ monogénica que altera la regulación pol:' gl,utamina 

de la arginasa,, l,a glutami·no s;lntetasa y la, acumulaci.ón 

de amino ácidos, 

Weiss y Da.vis, (671. han estl,ld;tado l.a distribución .,,.,.. 

intracelular de arginina en Ne.u11.08po11.a c.ll.ah&a, y ~an - -
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encontrado, que menos del 5% de este amíno ácido se en~­

cuentra soluble en el citoplasma, mientras que el resto, 

se encuentra secuestrado dentro de una vesícula (67) • La 

arginina secuestrada, representa una poza metab6licamen­

te inactiva y la poza citoplásmica es utilizada tanto.~~ 

para síntesis de proteínas como para catabolismo (.67 l. 

Cuando el hongo se cultiva en medio mínimo, la con.,.­

centraci6n citos6lica de arginina es tan pequeña, que s~ 

tisface la Km de la arginil-tRNA sintetasa, pero no la -

de la arginasa, y en estas condiciones la poza citos6lica 

solamente es utilizada para síntesis de pro~eínas, Ahora 

·bien, cuando Ne.u1tol>po1ta. c/ta.ó·lia. se cultiva en presenc;i:a -

de arginina,, la, poza citos6lica de este amino ác:tdo au..-­

menta, rár.idamente, iniciándose el catabolismo de este .,..,. 

compuesto. l67t. 

Se ha demostrado, que el catabolismo de arginina ;,iu~ 

de ocurrir aún con los nivel.es basales de argi'nasa,, es 

decir, en ausencia de inducción de esta, enzima y antes· -

de la expansión total de 121 ¡:ioza de arginin21 (671, 

El ca:tabolismo de argíni·na por lo tanto, depende de 

que la, concentra.c.ión citop1ásmica, de este amino ác;i:do .. 

sea suficiente para satisfacer la Km de la arginasa. Sin 
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embargo, la capacidad m&xima, de esta enzima, va, a estar 

dada ademas por su cantidad, la que a su vez depende de 

que su síntesis pueda ser inducida, lo que solamente ~u 

cede cuando ademas de estar alterada la arginína, la 

concentración de glutamína eG lo suficientemente baja."'· 

como para no reprimir la síntesis de la arginasa ( ). 

La compartamentalización de la argínína representa 

entonces, un mecanismo r.riTiiarío de control que regula el 

catabolismo de argi:nína, ya que en Neu.1to-&po1ta e.Ita.&·-&· a, la 

síntesis de las enzimas de las vías· bíosi:ntéticas y· ca~ 

tabólica estan muy poco reguladas a ¿ii:vel de índuccí.5n" 

represión. 

Legerton y Weiss (.68} / encontraron que en condicío"' 

nes de deprivación de nitrógeno, las· pozas de argínina, 

y orni:tina desaparecen r&pidamente debido a una degrad~ 

ción cataliza,da por enzimas preexistentes. La mobíliza,,,­

ción de estos amino ~cides, sin embargo, no resp,onde n~ 

a la deprivación de carbono ni a la inhibición de la 

síntesis de proteínas. Estos autores sugieren que la de 

privación de nitrógeno puede alt~rar específicamente la 

distribución de arginina y ornitina entre las vesículas 

y el citoplasma, Dado que la glutamina regula la degra.,.. 

dación de compuestos nitrogenados, no es dificil imagi­

nar que este amino ácido, sea también la senal nitroge.,.. 
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nada que module el contenido vesicular de amino ácidos. 

La mutante g.t11~R, es cap¡\z de crecer exponencialmen­

te y acumular al mismo tiempo pozas elevadas de amino áci 

dos. En amonio acumula pozas de ácido glutámico, glutami­

na y argini~a mayores a las encontradas en la ce:oa silv.e~ 

tre (Tabla 3) 1 las tablas corresponden a las del artículo 

Ne.u.ILOlipoh.a. c.h.a..6sa. M.utant Impaired in Glutamine Regulat:i:on, 

cuya copia se ad~unta, cuando se cultiva en glutamina CE: 

rno única fuente de nitrógeno, acumula pozas mayores de ~ 

arginina y glutamina (Tabla 1 )_; en.· ambos casos, aprox:bn~ 

damente el 70% de la argin:i:na y el' 30% de la glutamina, 

se. encuentran secuestrados en vesí:,culas (Tabla Gl., Así:. . ..,.. 

rnísmo cua,ndo la. muta.nte g.tii"'R se cultiva en concentrac':i:~. 

nes de amino lirnitantes o en fuentes de n:i:tr6geno secun­

dari:<1s como arg;i:nina o nucl,eésidos 1 acumula poza,s de ar..­

ginina mqyores que la, cepa s;i:lvestre (tablas 1, 4 y s¡_, 

Ta,nto la argi·nasa., como la gluta,rn;i:no sinteta.sa de .,.. 

la mutante gl11.7.R son menos sensibles· a. repres:ión por '<'..,.. 

glutamina, aun cuando est¡¡, cepa t;i:ene un conteni.do i)ltI"5. 

celular de glutamf.na y· argini:na mayo:i: qu.e la cepa si:lV'e!!, 

tre.· Corno se dijo anter;i::o;rm¡ente, en comparación con l,a ..­

cepa silvestre, la mutante g.f.11.-R tiene una proporción 



.. 

- 32 -

mas alta de glutamina en vesS:culas¡ sin embargo; la, mayor 

parte de este amino ácido se encuentra soluble y metab6li 

camente activo para ejercer su· efecto represivo (Tabla 6). 

La mutaci6n gln-R, ha afectado por lo tanto la regul~ 

ci6n de la arginasa y de la glutarnino sintetasa !?Or glut'a .· 
mina, y la distribución subcelular de amino ácidos. Esto 

sugiere, que la glutamina pudiera ser una de las señales 

regulatorias que modulan el tráfico de amino ácidos entre 

la vesícula y el citoplasma, Sin embargo, de ninguna mane 

ra es clara la relaci.6n que existe entre el papel de la .,.. 

glutarnina corno regulador de su síntesis y de la síntesi·s 

de otras enzima,s del circuito catab61ico nitrogena,do y .,.~ 

como regulador del tráfico de amino ácidos entre la va,cu~ 

la y el citoplasma. Posibl,ernente, ·La menor represi6n de ..,.. 

la, glutam;i.no síntetasa, po;r gl,utamina, observada en lp, )l)U-

tante. gln.,..R pudiera dar como ;i;esultado un mayor flujo de 

nitr6geno gue conduzca a la, acttmu1ac;i:.ón de glutam;i:.na. 1 a;r-· 

ginina, alanina y ácido glutlimi.co en exceso de amoni·o •. Es 

aquí donde hay gue tornar en cuenta, c¡ue en la mttta,nte -­

gln~R, las an)ino ~cidos se )?Ueden acumuJ.a:r: en la vesícttJ.a; 

incluyendo a lé\ g:t,utqrriina: ~e ó\ su vez· ~uede ·conducir a, 

que se sobreponga otro mecanismo que module el efecto de 
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la glutamina en la represión nitrogenada, 

Recientemente, Mora y col.Cen ?reparación), han encon 

trado que una cepa de Ne.u.11.oh·po:i-a. cl1.a.bh·a. (am-132J que pre­

senta una delecíón en el gene estructural de la deshidro­

genasa glutámica biosintética y gue por lo tanto es un au 

xotrofo parcial de glutámico, crece mal en nitrato como -· 

fuente de nitrógeno, sin embargo acumula una poza muy el~ 

vada. de ácido glutámico 1 el gue posiblemente este compar­

tarnentalizado, 

Las mutantes que carecen de deshidrogenasa glutámica 

biosínt€!tica presenta.n un crecimiento residual en medi:o .,. 

ml:nimo¡ en esta condición el glutámico se s:tntetiza a, pa::_ 

ti:r de glutamina. por medí.o de la glutamato sini;:etasa (:711 .• 

Este crecimiento residua,1 es inhibido por glicina., debido 

a que este amino ~cido 1 inhibe la actividad de la gluta.~ 

mino sintetasa. 1 p,J;ectandose as! '.!,a síntesis de g1utamina,1 

(Hernández a.nd Mora. en piiepa.ra,c:i:ónl- 1 A parti;i; de l.a ce,P¡¡, 

Am.,.13 2, Mora y c.ol C ·en prepa,ra.ciónl, aislaron muta,ntes-:­

resistentes a glicina Cgl.t..,R L, que ahora son capa.ces de 

crecer en presencia de amonio y glicina. A diferencia de 

la cepa Am-7 32, las dobles mutantes Am- 7 32; gU-R, no 

acumulan ácidos glutámico y crecen mejor en amonio. El 
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fenotipo de las :mutantes res~stentes él glicina !1Uede atr.:!:_ 

huirse a una :mutación regulatoria de la glut<:1mino sinte-­

tasa o a una :mutación que alt~re la regulación de la vesí 

cula, 

Esta, para,doja nos muestra que la regulación del trá­

fico del amino ácid.o entre lé\ vesículé\ y el citoplásma, 

es un fenómeno conplejo; y posiblemente regulado por dif~ 

rentes seña,les metaból,icas. El estudio de la mutación ...- -

gln~R nos h<:1 permi:ti.do proponey a la gl,utamina como una 

de estas· señ<:11,es. si bien lé\ g luta,mina puede regul<:1r el -

transporte de 1<:1 vesicula, 1 a su vez esta puede se;r: regul~ 

da por otr<:1s seña.les que resu'.l, ten en la comparj:amenta,;J.;i:z~ 

c±ón de gl,uta,mina,, 

En Sac.c.h1vz.omyce-0 c.e/¡,ey.ltri:a.e l,<:1 compartronenta,lización 

de a,rnin0 &cidos ha. sido muy estudiada (69), y se ha encon 

tra,do que la d;i.•stribución subcelu],ar de amino ácidos de,..­

~ende ·ae 1<:1 fuente de ni.trógeno; de la, asimi:l<:1c;i.:ón de am9_ 

ni'o y de la, ve1,9cidad de s.íintesi·s de proteína,¡. por otro .,.. 
1 

'.La,C!o, lél a,cumul,a,ción ves;i:cul,a,r ae amino ác;i.dos b&si:cos X'~. 

gu;J,a, la di·str;i.'buci.611 de las poza,s de otro a,mino ~cido "' -: 

C7 al'. 
Hu:mmel, t e.t a.t (711: h21n reporta,do que en Neut¡,MpOJr.a 
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e~ahba 1 la actividad de la glutamato sintasa, se reprime 

en presencia de ácido glutámico o glutamina, Como se mue.e. 

tra en la tabla 2, la glutamatp sintasa tanto de la mutan 

te g.tn-R, como de la cepa silvestre se encuentran reprilnE_ 

das en presencia de glutamina; este dato sugiere que,·º.'"'"' 

bien la iputaci6n g.f.n-R no afecta la regulación por gluta~ 

mina de la glutamato sintasa, o que al igual que en otros· 

m:i:croorgan:i:smos (72) la expresión de la glutama,to sinta.sa, 

es en realidad regulada solamente por el ácido glut&mico 

(71). 

La glutam:i:na modula :La expresión de una serie de enzi' 

mas del metabolismo nitrogenado (1) 1 y podr~a considerar­

se como la señal meta,b6lica, que regula la. represi:ón ca.ta..,.. 

bólica ni!trogenada; ·sin ·embárgo 1 la.. naturaleza. de las -­

macromoléculas que juega.n un papel directo en la repre-­

sión catabólica ni.trogenada. es poco conocida, 

Marzluff y eal (1) han postulado un mecanismo para 

explicar la represión catabólica, nitrogenada en el que se 

propone que la glutamina es el metabolito represor que a 

su vez interacciona directélll)ente con el product.o de n.í:t ... 2 

convi·rti;éndolo a su forma, ina,ctiva. Cua,ndo :La concent;i;a,.,,..,. 

c:i:ón celula,r de glutamina, disminuye, el producto de. n.{.'.t::-2 
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adquiere una conformación activa uniéndose en el ADN a ~ 

secuencias de reconocimiento adyacentes a cada gene es- -

tructural, induciendose así su. expresión. El producto de'.1, 

gene nit-2 regula la expresión de los genes estructurales 

de la nitrato y nitrito reductasa, de las enzimas de las 

vías catabólicas de purinas y á.e algunos amino ácidos,· de 

una proteasa extracelular, y de la L-aminoácido oxidasa -

(1 ) .. Recientemente hemos encontrado; que el producto de 

n.l't-2 regula también la expresión de la glutamino sinte't~ 

sa, previniendo su inducción cuando el hongo se cultiva ~ 

en ácido glutámico como única fuente de nitrógeno o en 1~ 

mitaci6n de amonio; ert esta última condición sin embar90 1 

la actividad de la glutamato s;i:ntasa de la mutante ni:t-2 

es el doble de la encontrqda en la cepa silvestre, pos~~~ 

blemente este aumento en la síntesis de glutamato s·:i:.nté\SP. 

compense l,a baja inducci'Ón de la s:í;ntesis de glutam;i:.no "'~ 

sintetasa. La i·nducci·ón de la glutqrnato sintasa no es .,....,. ... 

afectada por la mutación n.tt~2 este dato sugiere nue~vam·e!l 

te que la expr,esión de la c¡JlUta,rnato sintasa no. está regu::- . 

lada por g'.l,utamina. (Moré\ y González en preparaci.ónl, lÜ 

igué\l que otros é\utores 1 hemos encontré\do c;r,ue la induc.,...,. . .,­

ción de la deshidroc¡Jené\sa g'.1.utám:i:cé\ biosintéUca, tP,mb;i':.én 
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es regulada por el producto del gene 11.l'.t"2 encontrándose 

una inducci6n menor de esta enzima en exceso de amonio -

(73). 

Existen otras dos mutantes, la e.11-aml. y la MSS distin 

tas de la 11.l·.t-2 que ejercen su efecto sobre algunas enzí:,.. 

mas del metabolismo nitrogena,do (65, 57). La mutante e.n.,-am1, 

presenta una sínte.sis constitutiva tanto de la proli:na .,. 

oxidasa como de la L-amino ácido oxidasa es decir en esta 

.!)lUtante estas enzimas se sintetizan en ausencia de induc..,. 

tor; sin embargo en presencia de los inductores· específi­

cos la act:lvidad de ·estas enzimas disminuye (65). 

Por otro lado, recientemente se ha reportado que la ..,. 

mutaci6n MS5, impide la represi6n por glutamina de algunas 

de las enzimas del circuito catab6lico nitrogenado (.63). 

El gene MSS+, podría codificar para un represor especffico 

de este circuito, 

Se han descrito entonces, tres genes que pueden estar 

involucrados en la regulaci6n del metabolism? nitrogenado 

[n.l'.t-2, e.n,-am1, MS5 l., Es posible que tanto la muta,ci6n .,..,. 

MS5 como la e.~-amJ I mas que afecta.r directamente 1.a. stn·t~ 

s·is de un producto regular;i:o, ¡'\fectan la di:strihuc;i:.6n sub 

celular de metabolitos¡ este C\Specto de la, reguiac;i.'Ón de~: 
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metabolismo nitrogenado, ha. sido poco estudiaCJo y la mut~ 

ción g.l'.n-R, es la pr;bnera descrita en NeuJt.o.bpolta. c.Jt.a..b./ia. -

que afecta esta distribución. 

Hemos iniciado el estudio de las relaciones entre la 

mutación g.1'.n-R y las otras mutaciones descritas. Hasta 

ahora hemos encontrado que la mutación g.1'.n-R y la n.l'.t-2 -

no son alélicas, El análisis de la fisiología de dobles ~ 

mutantes gln-R; n.i..t-2, glnP.; MS5, y g.1'.11-R; en-a.m1 1 segure. 

mente permitirá. plantear de manera mas clara el papel :i;e­

gulatorio de la mutación g.1'.11-R, 

En relación a la regulación coordinada de diversas en 

zimas es de gran interés el sistema de control general de 

amino ácidos de levadura, regula la expresión de genes no 

ligados en algunas de las vías biosintéticas de aJl)ino á·c!_ 

dos (73)., La depr;i:vación de am;tno ácidos, da como result~ 

do la derrepresi6n de algunas de las vías bio:;;·intéticas ..,.. 

de run:i:no á,cidos (7 4) , Exi.sten mutf!ntes regu'.latoria,s <;!Ue 

resultan en una síntesis constitutiva de las· enzima,s que 

pa.rt:i,cípan ·en ei:;te ciruito, J\ecientemente se ha encentra,"' 

do, que la, secuencia 51-TGllCTC~3'' es necesaria :r;ia,ra l.a -.,,-. 

derrepresíón de la síntesi's del l\Nllm de'.!, gene HIS'74 de -~ 

Sa.c.c.fiaJt.omyc.e.b· c.eJt.evL'l>·Úte., posiblemente esta región del .. 

DNl\ 1 media, la regu'.l,a,ci'óp qe '.l.é\ tra,nscripci'Ón. de ·este ·.,... ., 
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circuito. Supuestamente, existen secuencias nucleotfdícas 

similares en la regi6n 5' de ~odos los genes sujetos a -

este control (74), Es factibl~ que un sistema similar sea 

el responsable de la síntesis de los transcritos corres~~ 

·pendientes al circuito metabólico nitrogenado en Neulr.oli·-,-. 

poJta. cJta..6 .6 a., 

Por último en la mutante gln~R, al igual que en condE_ 

ciones de no crecimiento (75) 1 se requiere resintet:tzar 

glutamina para la biosfntesis de arginina 1 ya que dobles· 

mutantes portadoras de la asimilación de amonto en ácido 

glut>ámico la.m.,--11 o en glutam±na rg.e.n,..1 b·L, acumulan :menos 

arginina que la cepa g.ln"R cuando la glutamina es la, úni.ca, 

fu en te de nitrógeno (F ig, 2 )_, 

Al igual que en condicione:;; de no crecimiento (761 1 

la mutante g.tn .. R acumula. an¡inoácidos· en presenci·a de .una 

buena ~uente de ca.rbono (Ta,bla, 3) 1 esto apoy~ el del ctclo 

de la. glutami:na, propuesto por Esp.fo y col (75) durante e;J, 

cual la glutamina se degrada y resíntetiza,, Las vent9ja,s· 

que representa el degra,dar ·;r resintetiz¡;r glutqrnina, ?ºr -:­

este ciclo, son que el carbono y· el n:i:tr6geno se üti:licen 

para sintetizar amino ácidos en general y arginina y/o --

glutamina en particular. 



BIBLIOGRAFIA 

1.- Marzluff, G.A. Microbio!. 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 

!: (edit. Horecher, B.L. and ~tadman, E.R.) 1-38. 

Academic Press, New York, 1971. 

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. 120:608-6i7.1974. 

7.- Pateman, J.A., and D.J, Cove, Nature. 215: ..J.234-1237. 

1967. 

8.-. Scazzochio, c .. , F.B. Holl, and I. Foguelman. Eur. J. 

Biochem. 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, Na,tl. 

Acad. Sci. 68: 1555-1559. 1971. 

11.- Nason, A. Bact. Rev. 26: 16. 1962. 

12.- Garret, ·R.H. and A. Nason. J.Biol, Chem. 244: .2870-

2882. 1969. 

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

183-197. 1954. 



14.- Kinsk9 , s.c. J. Bacteriol. 82: 898-904.1961. 

15.- Nason, A. and H. J. Evans. Methods. Enzyrnol. 2:411-

415. 1955. 

16.- Schloemer, R.H. and R.H. Garrett. J. Bacteriol.118: 

270-274. 1974. . ' 

17.- Cove, D.J. Biochim. Biophys. Acta. 113: 51-56. 1966. 

18.- Sorger, G.J. and J. Davies. Biochem. J. 134: 673-

685. 1973. 

19.- Subramanian, K.N. and G.J. Sorger. J. Bacteriol.110: 

538-546. 1972. 

20.- Tomsett, A.B. and R.H. Garret. Genetics 95: 649.-660. 

1980. 

21.- Tomsett, A.B. and D.J. Cov,e. Genet. Res. 34: 19-32. 

1979. 

22.- Co:ve, J.D. Biol. Rev •. 54: 291-327. 1979. 

23.- Scazzocchio, C. Molybdenum containing enzyrnes. p. -

487-515. W. Coughlan (ed.), Pergamon Press, Oxford. 

24.- Arst, H.N. Jr., K.N. Rand, and C.R. Bailey. Mol. -

Gen, Genet. 174: 89-100. 

25.- Rand, K:N. and H.N. Arst. Malee. Gen. Genet. 155: 

67-75. 1977. 

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

1378. 1969. 



27.- Tomsett, A.B., and R.H. Garret. Mol. Gen. Genet. 184: 

183-190. 1981. 

28.- Premakurnar, R., G.J. Sorger, and D. Gooden. 1978. -

Biochim. Biophys. Acta. 519: 275-278. 1978. 

29.- Scazzocchio, c., N. Sdrin., and G. Ong. Genetics 

100: 185-208. Feb. 1982 .. · 

30.- Philippides, D., and C. Scazzocchio.Mol. Gen. Genet. 

181: 107-115. 1981. 

31.- Scazzocchio, c. Mol. Gen. Genet. 125: 147-155. 1973. 

32.- Winther,M.D., D. Phillipides, H.M. Sealy-Lewis, c. 

Scazzocchio, R.A. Kockington, and R.W. Davies. - -

Heredity _ii: 288. 1980. 

33.- Cooper, T.G. Trends. Biochem. Sci. 5: 332-334. 1980. 

34.- Cooper, T.G., En The Molecular Biology of the yeast 

Sac.c.fta11.omyc.e..ti. Metabolism and gene expression. (Eds. 

J.N. Strathern, E. W. Jones. J.B. Broach). p. 39. 

1982. 

35.- cooper, T.G., and R.P. Law'ther. Proc. Natl. Acad. -

Sci. 70: 2340-2344. 1973. 

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

chem. 248: 6203-6209. 1973. 

37.- Chisholm, G. and T.G. Cooper. Mol. Cell. Biol. 2: 

1088-1095. 1982. 



38.- Turoscy, V. and T.G. Cooper. J. Bact. 151: 1237-

1246. 1982. 

39.- Arst, H.N. Jr., D.W. MacDonald. Nature 254:26-31. 

19 75. 

40.- Arst, H.N. Jr., D.W. MacDonald, and S.A. Jones. J. 

Gen. Microbiol. 116: 285-294. 1980. 

41.- Arst, H.N. Jr., and D.W. MacDonald. Mol. Gen. Genet. 

163: 17-22. 1978. 

42.- Giles, N.H. Arn. Natur • 112: 641-657. 1978. 

43.- case, M.E. and N.H. Giles. F.N.A.S. 72: 553-557.1975 

44.- Brandriss. M.C. and B . .Magasanik. J. Bacteriol. 140: 

498-503. 1979. 

45.- Middelhoven, W.J. Biochim Biophys. Acta.93: 650.1964. 

46.- Brandriss, M.C. and B. Magasanik. J. Bacteriol. 143: 

1980. 

47.- Bechet, J., and J. M. Wiame. Biochem. Biophys. Res. 

Commun. 21: 226-234. 1965. 

48.- Messenguy, F., and J.M. Wiame. FEBS. Lett. 3: 47-49. 

1969. 

49.- Pennicks, M. Eur. J. Biochem. 58: 533-538. 1976. 

50.- Castañeda, M., J. Martuscelli and J. Mora. Biochem. 

Biophys. Acta. 141: 276.·1967. 

51.- Vaca, G. and J. Mora. J. Bacteriol. 131: 719. 1977. 



52.- Davis, R.H., M.B. Lawless, and L.A. Port. J. Bacteriol 

102: 29 o. 1970. 

53.- Weiss, R.L. J. Bacteriol 126: 1173. 1977. 

54.- Drainas, c. and R.L. Weiss. J. Bacteriol 150: 779-

784. 1982. . ' 

55.- Cybis, J. and R.H. Davis. ·Biochem. Biophys. Res .. - -

Commun. 60: 629-634. 1974. 

56.- Wiame, J.M. Proceedings of the third International 

Specialized Symposium on Yeas·ts Helinski (ed H. 

Soumalalien and c. Waller) part II. p. 307. 1973. 

57 .- Premakumar, R. ,G. J. Sorger, and D. Gooden, J. 

Bacteriol. 144: 542-551. 1979, 

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

385-392. 

-

59.- Sánchez 1 F. 1 M, Campomanes, C, Quinto, W. Hansberg, 

J, Mora, and R, Palacios. J. Bacteriol.136: 880-885, 

:1978. 

69.- Grenson, M. and C, Hou, Biochem, Biophys. Res.Commun. 

48: 749. 1972, 

61.- Dubois, E., s. Vissers, M. Grenson, and J. M. Wiame, 

Biochern, Biophys, Res, Commun, 75: 223, 1977. 

6.2. - Prernakurnar, R. , G. J. Sorger 1 and D, Gooden. J. 

Bacteriol, 137: 1119-1126. 1979. 



63.- Premakumar, R,, G.J, Sorger 1 and D, Gooden. J, 

Bacteriol. ~: 411-415, 1980, 

64,- Grove, G. and G,A. Marzluf. J, Bíol. Chem.· ·256: 

463-470, 1981, 

65,- Chamb~rs 1 J.A.A, and S.A. Wilkins, Current Geneti:c;:s, 

6: 87-90, 1982, 

66.- Vichido, I,' Y. Mora, c. Quinto, R, Palacios, and 

J, Mora., J, Gen. Microbi'ol.· 1·06: 251, 1978, 

67,- Weiss, R,L, and R.H, Davi·s, a, Bacteriol,'129~ 866, 

1977. 

68,- Legerton 1 T,L, and R,L, Weiss, J, Bacteriol,.,138: 

909, 1979, 

69,- Wiemben, A, and M, Durr, Arch, M:i:crobiol,· ·~: 45 1 19.74, 

70.- Messenguy 1 T,, D, Colín a.nd J,P, Ten Have; Eur, J. 

Biochem, ~: 439, 1980, 

71,- Hummelt, G, and J, Mora, Biochem, Biophys, Res·, 

Commun, ~: 1688-1694, 1980, 

72,- Dendinger, S,M,, L,G, Patil and J,E, Brenchley, J, 

Bacteri·ol. 141: 190..,-198, 1980, 

73,'" Dantzing 1 A,H,, F,L, Weigmann a.nd A, Na,son, J, Ba.cteriol, 

--~: 1333..,..1339, 1979, 

74,.,.. Donahue 1 T,F, 1 R;s, Da.vis·, G, Lucchini, and G, R, 

Fink, Cell,'32: 89~98 1 1983, 



75,- Espín, G,, R, Palacios and J, Mora, J, Gen, Microbio~ 

115: 59, 1979, 

76.- Mora, Y, , G. Espín, K, ~~llms; and J, Mora, J, Gen, 

Microbiol. 104: 241, 1978, 

.· 

~. <1 

1 

' 

>I 

¡ 
l 

l 



!_. --------

i 

~(::.y 
~f¡'•.ifi.•1/,.1d• /n1ok.~ 
i 
1 

: 
1 

! 

1 
1 ' ¡-----------·-
b l'.';1ch 
¡ ..., 

\nJ: 1!12 00 l':tCh 

¡,_,w u:itbout 11<Jtice. 

¡~--

t\rr k.1n Sorict)' for 

i r·c--:---·-
h~~~:~-r1 ~~~ :~~~:.<~~~~.~~~~;·; 
' . ¡ 
In '~71r.md Heinhold, 

i __ , 
¡-------------
¡ ""' 
r\';1 ing10n, DC 20006 
' . 
! 

/.-
¡ 
i ,_ 

Zip.'P0!>1:d Code 

1. ·: ~ .... q l'' p .. , ; 1 .. 111! (lt,,. J"'~ : .. -.1, r 1.~ 1 
1.,.:¡.i.1·,.• ~· (! 1•.~·: 11:~.1: 1~.ru 
r.T,'':·~11 ·• l'-'). ,.\111t·1l •. ·n ~,.,¡r1;. f.,¡ ~1i.-111l•i(llog~· 

lv'c11r¡1.1rurt1 ( ru.1.111 J'v111tant Jrnpaircd in Gl11t:1111inc Rt:g11h1tinn 
ALICIA 00:>1.At.E/ .. :.JJNrRl'A TENORIO, r;i-R,\RDO l'ACA,1 "" J.\l~IE :.1<1l~A· 

c. IJ/fl~ dr /111 ( .11i;,•11ii:•11 .1oh1t' r¿:,u irín d, ,\'i11/•go10, L'1ii11 r.1tdc1d .\'¡¡¡ ¡.,,wf :\1111~1/l)//J/J "' .\f1'1i1 n, 
C111111t;111r11 •. \f, ,,,·/11.1, .\frlitn 

r!J1.: flnal ¡n odurt~ nf thc cat:1h11Ji~m nf ar ginini: tl1al c:m hl' u1ili1..:d a"! nitr ogcn 
~tilllCl'~ by ;\'c1110.1¡i11/fl Clfl.\.Hl are ;\lllllh'lliUlll, r!t1L1111iL- :tcid, :1nd gl11!:111lÍl1C, ÜÍ 
tl1e"c <.:ninpound'.'!, onl) g111l,!111inc rcp1i:~ .... r~ ;1r¡;in;1..,l' and i.:.ln1;,11iinc ... yntbcla!-ie. 
\\'e ll'purl hc1c lhc i'-obliun ;ind ch;:r;:rk1i/:1tion of ;1 m11tan1 oí/\'. 1 rtJ.\.\tl who\c 
a1gí11ao;.c, t~lu1:rn1inc ~)lll11L'la!-.c, :rnd amino ;1ciJ ;1ccurnula1inns :uc rco.,i...i:rnt 10 
glut::ininc ri.:p1e~~ion (g/11r). This 1rni\;:11t h:1~ a l'1t'•1ta ca¡1;1city than tlic \\ild l)pC 
(t;/11~) to :1ccumulatc 111o~t of' thc ;11 t~ininc ;111d "t'lllt' t)f thc !o'.lt1\:1mint: in o.~motical\y 
1..l.!nsitivc compa11111cnls \\hile g1uwing c\pnnL"ntially. Nt11H.:thclcss, lhc major part 
of thc i;lutamine rernains ~oluhlc and mdabolically av:ii\ahlc for rcpres!iion. \\'e 
pn1ro"lc 1h;1t thc lowcr reprcs.<:ion of gl11taminc s} 11thcth:1sc by gl11taminc in this 
mutan! ccltlld he a ncccssary condition for sus\;1ining thc higher ílow oí nitrogen 
for thc ;1ccumula1ion of amino acids obscrvcd in :1111moniurn cxccss <Jnd 1ha1, if 
g\utaminc is tht nitrogcn signal tlwt 1cgulatcs !he argininc ;-iccumulation of the 
,·csiclc, thc ¡;/nr mutan! has :1\sn c!-.capcd this control. Finally, in thc g/11r mulant, 
sorne g1111;-irninc rcsyntla:sis is ncccssary fur é1rgininc hio!-iynthc~is and accumula­
tion. 

Glutaminc is· onc of !he final producls of 
inorganic niiwvcn n~similation :md of ni1J<1gcn 
cntaholism; in <1dcli1ion, it b a donor of nitrogcn 
for ITii1CWmnkcular ~ynthc!-iis. Evidcncc h¡1s 
hecn prc~cnted indicating lhnl glutaminc rcgu­
lales nilrogcn ca1;iholism in fungi by 1cprc!-i~ing 
various enZ\ mes, such as al\anloinasc in Suc­
ch11r(1111yc:es. c1irlsbt1rgt'l!.\·is (35), severa! :1mi· 
dascs and histida>C in Aspergillus nidulans (21), 
arginasc, glutaminc synthcta~c, nitratc rcduc-
1ase, f1nd glutnmatc syn1hase in Nt1urvspora 
cws.rn (4, 1 J, 12, 20, 34, 37), and allantllinasc, 
urca amidolya'<, calaholic NAD glulamic dchy­
drogcnasc (10), and glutaminc synthctasc in Sac­
clinromvct's cerCl·isfru• (24). Sorne ofthese ~lud­
ies havé !-ihown that amrnonium and glutílmic 
acid, thro11gh thcir convcrsiori to glutnminc, are 
cffcclivc rcpressors of nilrogcn calabolism. Glu­
tamine nppfl.renlly cxerts its rcprc~sive cffect al 
!he lranscriplional leve!, sincc ils addilion prc­
vcnls the accumulation of lranslalable rnRNA 
for nilralc rcductasc (29), uricasc (40), and glula· 
mine synthclasc (3Jj. Jn lhis rcgard, il has bccn 
found thal, in N. cra.ua 1 thc nil-2 conti-ol gene 
cncodes a DNA-binding prolein that inlerncts 
with glulaminc and which is poslulalcd lo play a 
major role in !he expression of !he genes in· 
volved in nilrogen assimila1ion (18). 

t Prcmn addrcss: Jmtiluto McAic;ino del Seguro Social, 
Unid<id de Jn,.c~lip1ción lliomMica, Gu<id<i\ujara, Jafüco, 
MeAico. 

Mutations that impr-tir lhc 1cprc~~ivc cfkcl of 
glut¡1rninc on nilratc rcducta ... c, nitritc 1cductase, 
Jii~tidasc, and i1Cclamida!-C Jwvc bccn rcpor1ed 
in N. crm.rn (30). 

\\'e <k!-cribc hcrc thc isol<ition and char¡1cter· 
i1ation of a N. no.\.HJ mutnnt who!:'c argininc 
cat;1holism is rcsi~tant 10 glutamine rcprc~sion. 
The resulls will show thal \he arginasc and 
glu1aminc synthct01~c of this mutant are lcss 
scnsitive lo rcpres~ion by glu1aminc and 1hal 
during cxponcntial growth this strnin accumu­
Jatcs glutaminc, argininc, and 01hcr amin·o íH.:ids. 

MATI:Rl.-\LS A:\ll ~IETlltlllS 

Slucks. Ali slocks carne from the colleclion of J. 
Mora i1nd from the Funp.I Gcnctic!i Swck Ccntcr al 
thc Humboldt ·s1ak Univcrsily F1.mnda1ion, A1ca1a, 
Culif. Thc ba~ic sl\"ii:.·ks wcrc the 74-A :rnd 73-u wild 
1) pes; the arg-5 au~'otrofihic strain, which 1acks N­
accl)'i·j'·l:.1.!íllialdchydc tr;msaminair.e (D. H. Morg<in, 
}:e1J1osp0ra Ncw!>l. 8:8, 1965) anJ 1,!íOW~ on Clrnilhine, 
citrulline, or &1gininc; thc prol-3 !ilrnin, which is un­
ai:,Je to synthclizc prolinc and f:rDWS on prolinc. orni­
thine, :md í1I gíninc 09); thc uln-Jb Strain, which grows 
only on g\ut:1minc (5); and the glulamic :1cid dchytlrog­
ena~r-def1cit:nl mut<1nt mn·/ 07). Otha double íJnd 
triple murnnts \\Crc oblained from thc appropriale 
CIOSSCS. 

Growlh comlllion'i. /\'. crca.rn was grown on Jiquid 
rninimal mcdium of Vuge1 (38), suppkmcnlcd wilh 
1.5% !\UCrosc and 25 mM ~H4N03 . ln i;omc c,_pcri· 
mcnts thc carbon Hnd nitrogen ~ourc~s w1.·re ~ub,tilUI· 
cd <iS !-U1tcd in thc tcxt. Fcd-ha1ch ::1mmonium-limited 
culuues of N. crm.w \\ae ;1chic\cd as pr1.·viously 

. , ..... ,. .. 
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r. í"'rh·d ~~~! \,,, i.L ,·.1 ff 1..:t\l·,lt'd fr,;1n ,J:int'i, 

~~;¡•¡\·\~, [,1~ ~¡!, d' ·;; •. 1'.'.,\·,-~·~ ~1:,;~~:'~~-·:~l~~l:~.::1;:~ .:'.~::l.·,¡:.1l1li1;~ 
\J.L· d,1Jt !11! J,i:1 \ ,¡\ ::'.'J (" fp!)1>1'>ul b): d.·~·' lHhkf 
jr;(::O.lL''l\'ilt lit:h! ,!1 :.'l C. 

Cul:wc' '.\L"H.: .. t.!J\l'J b~ i111·~·uLtting u•r1idi;1 irilo 
FIL•lcnct· f..i·i .... l•111t.::11ill!; 1ht: \,:Ji\ill~ mrdi;i. lnruha­
lit'll \\:t' ct11inl 11111fl'r1~ h .i! ~Yl \\ilh ¡_,,,11in11nu!-. 
Jl11\>J•!i111: LIÍ h)d!,:lt'd :iir. 

•,1111ap·111·•,¡., ;11rd 111111.1111 'dn·lion. A hr,:\·y '·lhf'l'l1· 

•fl1n 11Í•pl1JL'' nf !hi.: 1.1g-.\· f'''i/-3 •,\1,1in \\,¡\ •.t:'-j'l'lld­

nl in .1n o:qll~"('\l'. ._,,J.i1i,-.;; PI (1 Ol ~·; .\'-n1c1h~ 1-.\''-nilw· 
i\'·nilrL1'!•¡_'iJ,:nid1m· .:111~ i1h~1l· dv,l v.itli •li:\1.in¡.: in :he 
tb1k ;1\ ~ ... e íur 1 h l~r1tki tl1t:\l' C11nd11i,111\ lll",i 
~111\i\',11 ''· :' o!·.1 ,,i1;L·1l. .\fh;r !he 11111L:r..:nir.: l!(:~111ll·nt, 
c1•nidi;1 \\f!l' tt:i1rif11p.:d fur 10 min :11 2.ono rpm, 
\\;:,hr.:d l\•.icc, :.1nl rnL1~p1.1Plnl in ~h1ilc w;dt:r. S<1rn­
rln fH1m llii<. •.ll'P•Wi,,n \\flt: pl.:ll'd 1111 fl'lllii11,1tion 

IJH diil (('Hl::ininr J;lilo;11<.1· :inJ Íllll'IP't' (0.11)<,( 1·.id1) 
:111d J',f :.1•1b0<.c i1\ 1'<dh11n ~11111rn :1nd :1q;i11i11r.: (lll(l 
pg'ml) :md ¡)nt•nninl' l~l1{l 11!_.:'rnl) ;i\ 11i11nrl'n \{1111ces. 
P!:1!t:<; \'.ne inn1b:1IL'd al ~YT. P.nl'ntal <.rn1n f.1ilcd 
lo l!L·11nin:1'c; Vi1Jc ll1lo:1it'' \1h;d1 :q 1p1..·<1n·d ;ifkr day 2 
11finc11b;1\ion ''ere ¡,o!.1tl'd :md tr.m,fL·11cd In ~J.iuhof 
lbc '-•HllC n1niium cu111:1ini11g '-lldO .. c ~1~ 1t1c nnly 
c:11bon 'n11rcc. Spot lcqing, l'.IUS'-l'~, :md p1n¡;l'll)' 
ar,:_¡Jy,i\ \1,crc r•111ied (1ut a~ rnL'Vin111,Jy 1t:r<11lúl (32). 

01 lt.:rniin.1!i1111 uf gJ11!.1111i1H· !-~ lllht'l:t..;l', ar¡.;i11;M·, ;111d 

glulam;1tc !-~lllhi!"l' ;1dhith•\, (ilt¡l;m1inc ~yn!hclil!-.C 
itrtivi1)' was mer.•u1L"d by \hl' 1r;1mÍl:fii\C a'->!-.ay, fol· 
lowing tl1l" 111c1liod l1ff'eq,;u~on ;111J Sim\ (16), in c.rll­
Írfc c.\lracls ob\;1incd a~ prcvi1111"ily dc~rrihetl (28). 
t.lnit!i of :ictivity v.c1c 1..'\jHl.."'cd ª' mic1omoks of -y· 
glutarnyl lipho\;:r;1;1tc r1nJuct·d rer rninllll' al ~o<c. 
P1qMr;iliiln of <.:1.::ll-frct• c:dr;1cl~ <:nd mc::..,\11~·111cn1 of 
in \'itH1 ;11t:ina"c ;ind flut:!matc ~:111ha"" w('f"C done :is 
p1evic:n1~4· rcpuned (19. 3-t). 

Odcr111im1lion of a1ni110 :idd pool!-.. Sample1¡ \~ere 
p1cpiired by homogc11i1.ing 111) i.:-rlium with t-:Q't(. (vol/ 
vol) cthanol. Thc hn111nrcnates \\ere boikd for 10 
min, cooled, :md fihered thHiu!_!h mcml:i1;mc fihcrs 
(typc RAll'P 047; ~lilliro" Corp., lkdf,>rd, ~la'5.). 
The filtratcs \Hrc lyor.hilill'd :1nd tlic ~nr.1ples \~ere 
1c!:-uspcnckd in lithi11rn citr;i\e buffer (pH ~ .Rg)_ The 
~orbitol p1\~~c:nt in thc fr;1ctiom obtaintd duling !-.phc­
rophist frhclionation wa!-. climinatrd as follows: ~am· 
plt:s ncrc prrcipit<.:tcd with 1 volt1mc of 10<;! lrichloro­
ncctic ocid ;111d c1.:n1tifu~t·d, c111d the ~11pcrnat;1nt was 
ncutr:ilia·d. A 1-ml portion \\íl" pa~~i:d through a 
column (5 by 70 mm) of 001\ l'X·~U\\' f\'!-.in ~O:\f>-~00 
(200 to -WO mc\h, hydrrii;tn íorm} ;1rHI clukd \\ilh 0.35 
N ~odium citr<itc {p!-1 8.0). The ilíllino ;1cid!i \\CIC 

!-ieparatcd wilh an Aminco aminCl acid :1n:!lyzcr and 
qu\lnlirird in :in Aminco 1;11io flu1Hllmctcr níter cou­
rling wilh o·phlhalcliah.kh)JC. A1i;i11inc w:i~ C.\\r:ic1c:d 
frnm filkrrd conidia with 2 ml of 5~{- 1iichh11oaci:tic 
arid. Aflcr ct:nlrifufation, argininc \l ;:i\ 1ktt•rmin1·d in 
thc !:-Upernalanl ílui<l by !he mcth,,d of \'ilíl Pihum et 
;,!. (36). 

Prntdn clctcrminalion. Sampll'~ of m}r<.'lium v.cre 
r11llt•c1ed on mcrnbrnnc fillers (l)pC HA, 0.45 ¡1m; 
Millipore Corp.) ;md \\ í!.Shed v.·ith 2 volumes of <lis­
tillcd \~atcr. The ~uspendl·d ~amples v.c¡c thcn p1ecip­
i1a1ed wíth 2 mi of 5~ trichloro;Kctic 11cid ;md ccntri· 
íuged for 5 min ;;I 2,000 1pm, :rnJ thc pdlcl!i werc 
su~pendcd in 1.0 N Sr.OH. Pro1rin was dctcrmincd b}' 

J I~ .-.n 1 ~mt. 

ll1c m1·1l1nd of l.o~qy el ;d. 1;1,\, t1·i:11: k•\iflt' 'crum 
.11!'1.r:·.in ;1\ ;1 ~~.n1d.1rd. 

l'11 l"'f ··li"n ~.rHt r1 :lfli1111ali•111 11í '¡•!1111•¡•h'''· P11 •rc­
t\in L'' fu¡ !ht.: r1q·.1r;!li1m f'Í 'l'!il"l•'j'l.:\l' .11HJ lhc 
í1.1~·1i.i:1.i1i,-r1 of ,\'11tr~1.1¡w10 rn~ll"lit1m n..:1t: ;1, 1cpnrt· 
nl b; \\'t·i•\ .~nd n.1\"i~ (42). 

Cli, mir.i1'. ,i\minri ;Kids, i\'.111t:thyl-N' -nilro·.V-ni­
\1 Cl'-i'~l1.i11idi11l', and methinnim:·DI.· ~ulrr \iminc wcrc 
l1ht;1innl Í!P!ll Si,¡_:111a Chcmit.al Co., St. Louis, Mo. 
Onl} 1 ., .. 11i1111 ;H id~. ~k1ili1cd by fi!tt:tlinn, \~l.'IC ll'Cd. 

HESll!.'J'S 

r.cm lic :inrl 1il1t·1inl) pie a11al~·..,es. Thc ¡no/-3 
~tr:iÍn of /\'. 11u.~rn g1n\vs well whc.:n llie 111i:diurn 
¡., ~llí'f•krnc111cd \dth p10Jinc, :irginine, ur orni­
tl1im.· (34). TJ11·(lugh thc Cl•!JCCl"lcd i1Clion ar 
:11.t_!it111<,,c (3, 6) ;111d orni1hir1c lr;np;:irnin:t!-.C {7), 
ar,;;inint: aml mnithinc are cataboli1cd to glulam· 
ic ;1ciJ ~t:111i:1ldchydc 1 <m in1crn1t:diatc \\ hich this 
~\rain Í!; 1J11;1blc to svnthc~ilc via thc normal 
l--io~yntl1ctic pathway: Ul11larninc 1 by rcp1cso;;ing 
:irginasc imluction, rrcvc.:nt~ thc cat11boli!.m of 
:irrininc and, con-;cqucntly, thc growth of thc 
¡nul-3 mut;mt. A ~imilar dftct of glillaminc Wi:tS 

fnund in thc ar,;-5,pro/·3 m11t:1nl, a doublc mu­
tant u11:1blc to !:.ynthcsizC mginine or prolinc 
('4). This cloublc '"'"'11orh was U>cd as the 
parental -;train for mutanl ~clcction hccausc it 
dN~s not grow al ali in minimal mcdium in 
contra~t to thc prol-3 nrnlant, \\ hich i~ lcaky 
undcr tlii~ ccmdition. Severa! arg-5;prol-3 gluta· 
minc-re~islant (J:l11r) mulants wcrc ~elcclL•d for 
lhcir cap;icity to grow on argininc in thc pres­
cncc of glulaminc. One of lhcsc mutants was 
cro,,cd with the 74-A wild-type strain; asco­
spi.:irc <inalysis of thc progcny carrying thc pro/-3 
mutalion yiclded clones oí which 50% wcre 
!-.cnsitivc to glutamine (gin~) ;.ind 50% wcre rc­
sistant to this amino acid (glll'). Similar results 
wcrc obtaincd whcn lhc ci,ght a~cosporcs oí onc 
particular rt1>.cus from lhe cross arg·5;prnl-3;g/nr 
x 74-A wcre ;inalyzcd; progeny wcre obtained 
as follows: protClln.'phic, arg·5;prol-3;g/11' 1 and 
arg-5;prol-3;gln'. One oí the prototrophs, whcn 
cros;cd with an arg-5,prol-3;g/11' strnin, yicldcd 
pr(>/.3 mutant rrogcny nchrl)' halí oí which wcre 
g/11' (48%). A cross bctwccn the arg-5;pro/-
3;g/11' strain and wild-type 74-A did not yield 
prol-3;gln' progcny. Thcse rcsulls indicatc that, 
in strains caHying !he prol-3 m11tation 1 a single 
mutation (g/11') 11as rcsponsiblc for allowing 
gwwth on argininc in the pre!-.cncc of glutamine. 
In an othcrwise wild-type hackground this new 
mulation is cryptic; i.c., it Jcads to growth in 
minimal mcdium which matches the growth of 
the wild-type 74-A. The ¡;In' mutation was iden­
tified in !he protolrophic stroin because it con­
fcrred resi1tance lo 10 rnM methionine sulfoxi­
mine in minimal mcdium, as opposcd lo the 
wild·l)'pe slrain 74-A which wus phcnolypically 
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J, H"-r 11.klOI.. 

!.111>! •¡;l1nu¡il.1"h.1'111r_c. 
i1f "P!Jtltij'l..!s\~ .~ud 1hc 
:1 .• ,-.1wn \q'Jt· ;i., rq1urt-

:.v ~·thyl·N'·ni\10-,\'-ni­
!.,c-DI "lilfrn Í111it1t' '.~c1c 
j·;il,_L~o .. SI. 1 •Hli~. Mo. 
'j,~ 1\/i1\in11, hLI(' 11'-.t·d. 

1 

¡TS 
j ;11~J..l)"·t·s. Thc ¡110/-3 
ú'I ~fo.~11 lhc n1<:dit1m 
)ne, !11 L:ininc, 111 n1 ni­
, u)rit cr1td ;1clinn of 
;i11L•1 .. .tr:1~1'\arni11a ... c {7), 
;at 1nli1.cd to l'l11tam­
Ú'111/i·dia1e whTch thi!, 
l·titc ,.¡a thc normal 
::1rr:..1e, by rc:p1l·~.~i11g 
11s le r:itílholi'.111 of 
t', 111c gruw1h of lhc 
:L'CI of i;lu1:1rninc was 
:rn: 11, a dcn1hk mu-

a ininc or pn1linc 
ph \k:J5.. 1P .. t'd :i~ thc 
~clcrtion hccrn~c it 
mi~"·nial ílh~rliurn in 
;i1n ,_1,·Jiich is lraky 
:al t';i¡.:·5:¡1101·3 gluta. 
:H. Wt:Je ... ch:cttd fur 
~lr(···,¡ne in lhr pres­
; ti ~e mutnnt!I was 
'.rl·tYPc strain; ti'\Co­
,ly C<lrrying lhc ¡uol-3 
~f "'~hich 50% wcrc 
f) 1 'd 50% wc1c re­
~/111'. Similor 1rn1lts 
h1 "'cospores of onc 
:os· '.irg-5;prol-3;g/n' 
ige / wcrc nhtaincd 
tp-J'/prol-3;gln', and 
~ prololrnphs, whcn 
l;g"-! strnin, yicldcd 
yl fofwhichwe1e 
l'Cri-'the ar¡;-5;pro/-
74-A did no! vicld 

·e~ ·-·,s indicate Íhat, 
.i t llation, a ~incle 
;i,.illJc far allcm·rng 
~'·:n_~~ of ghJlhmine. 
itc,' round this ncw 
ll' s lo growth in 

't·ht.<i the grow1h of 
: mutalión was iden­
~Hi1 -

1
.1ccause il con­

:·rni iÍllnine sulfoxi­
lns 0ppo,cd to thc 
!wr., rhenotypically 

I~ 

\l'll~i1ivc to 1.0 mM rncthioninc ~11lfoximinc. 
G\11t::mine ;rnd methinnine lit11í11;1\irninc Jl'\ist­
;111(C (ms') 't:e1n::11ed a!-. ;i \i111~lc L'(Jlt.: in :ill 
Ul'""c' .inaly;cd.~ln i1t.ldi1i0n, ti.~·¿.:!~' 11w!;t1ic1n 
lonfcrs \l'.W,ilivity to arn11111nium (w11~). Thb 
111l';1m. that ;ni\olrophic .:.tr11ins c:1rrying thc g/11 1 

1nut:1\i(ln fail to ~1nw in "rn1ting plalcc.. wlll'n, in 
;,cldiliPn In ll1c :1111inn <1Litl thal thcy 1cqui1c, 
.11n:111.ir1ium je., pll'"-tl11. Tlii~ dkct h:is l•ten 
·lic•'.'. íJ in ll1l'. l1ipk JJllll.1!ll 1ilt,'-5;¡11of·3;.t;lnr ;111d 

in tln· d111,J,k i!HJ!;in\'. 1nol-.~.glnr :111d u111-l,gl11r, 
\~ }¡jl }¡ 1 t t¡\J ir l' ;¡¡ ¡_"Íl 1ir1C. f1f nJinc, ;nul glu1;1Jfl,11C, 
11·•.¡•c,lÍ\dy. Sub .. tqt1rnl ;111:ilyc,i~ \\:1-. ci11icd 
Plll in 1\.t" ¡ •lí.111!11 •rl11c .i.:"1' <.\1.1in. 

/\.., fu; t !.u n·il~t-111.. L' \t1ppu1 t iug tl1l' idc;1 tliat 
11;1l· !-''·nL 11•;11:.1iu11 \'.r1~ lt.'."fll)IJ',ihk fu¡ the ,.111' 
J,'/llr 111.\r rlil'lid\)'pl', <..¡ 1 1lflL11lU1\J~ :0:11Hit)ilillm­

IL'.~.i•,t;111I 111ul;int~ (or:11) Hl'lt j..,¡1J;11t-d f1urn thc 
!-\i;1in u1;; 5,pio/·3;¡;111',·0111'. Thc o.,ckrlinn was 
clL,111.: in thc prco...i.:nct of ~111all :rnwunt<; of :11gi-
11inc (~O ¡tg/ml) ;rnd ;u11111uHillm e:> cc•.s (2S mI\1). 
Sc\l:nly pi.:1ccnt of thc <1mm1rnium·1e\Í:-.lant 
~uain~ wcrc :1l'í1 found 10 he gin~ ;lncl ms\ ;rnd 
lhc f1t·qui;11cy of rcvc1siun was 10-<·. 

Eiftcl uf ;..:lolamint on lhe inrluc1ion of ;1rgi-
11otsc, i:Ji1t:imi11c ~) nth('fao...c, :rnd gl11la111;11c 5)'ll­
llw!ic. Thc h1d: of glut;1111inc rt·pre~!'>ion on a1gi­
nim: ntriboli~m was l<:stcd hy m::m.u1 ing thc 
í1ctivi1y of ;irr,in<i~c in thc wild-typr !-.llain 74-A 
(¡:In") andina fl/CllCllropic Mlnr str;1in. Argina~c 
wa~ imlucl'd in 74-A with ;11gininc ;p .. 'ºk nit10-
l~t:n ~()\JrCe <Table 1); it w~1s parli<1lly 1t.:p1c5...,ed 
by 1 m\I glulamine ""d lolal!y 1ep1t<>c<l by 5 
mM glu1aminc. Sirnilm conccntralions of gluta-

""minc pn:~t:nlcd 10 !he ¡;!JJ' ~1r:iin liad a luwcr 
1cpressivc dfcct, even thnugh intri1n:llul~r con­
tcn1ralium. of glutr.tmine \:.:ere hi!!hcr than tl1o~c 
found in 1hr wild·type slrain (Tahle J). \\'hen thc 
gin' mutan! strain \\'as grown in argininc ;,Jnne or 
with glut<iminc as nitrogen sourcc, arginine Hbo 
¡.¡ccumulalt:d in higher amoun1s 1han·in lhl' wild­
lype ~!rain (Table l). 

In con1rns1 10 !he wild type, in which glula­
rnine 1cpn.~s~cs the ~ynthcsis oí glulaminc syn-
1hc1;:1!--c as a 1esult of)o\i.t~rinc thc c011ccntr;ition 
of mRNA specific for 1his - cnzyme (31 ), 1hc 

Gin, 5 mM 
Arg, l mM 
Arg, 1 mM; Gin, l mM 
Arg, 1 mM; Gin, 5 mM 

>:In' 

0.192 
1.502 
o.m 
0.180 

.:: Gln, filul<-11ni11c; Arg, :1rginíne. 

¡;In' 

0.314 
1.512 
l.238 
0.664 

blu1ami11c "lyn!l1dit!-.<: of the .~.;,,r ... 1r.-1in ¡, k~~ 
~rno...itiH 10 rli1t;1a1inc. Thc g!nr \lr.1in lt.1" a fnur­
to ~j\ftlJd higher ;1cti\·j¡~· llf rlU!,::l~Ífll' '.\ ri! iH•l;1'l' 
;111d :1 hi¿~l1c1 ¡._:J11!;1rninc pool \)1,111 tl11..: ,i.;/11' '1r.1in 
CL1bk 2L No d1ffe1 c:nrc wa!-. oh .... t:i '> t·t.J in lile 
olig1•1111..:ric ~t;1tc ;md monomcr co111pP!-.il iCJn of 
glut.1rni11<: synthcta'c bcl\Hcn lhc wild !)pe (22) 
;1nd thc J.:ln' strain. 

In lhl' wild-typc ~tr:iin a high :1cti\'ily of GO­
(i:\ r is pit'.~ct whcn N. c.:1os.rn is gwwn in 
;i1nr11l111ium·lirni1nl niltures, <1nd this l'lll) me is 
11.:p!t'~'l'd by glulaminc (20). Similar indurtion 
;ind 11.:p1c~'ion \\CIC also oh~crved in thc glnr 
11)111¡,nt rr.,blc 2). 

\11;i1111 add :trn111111lafinn. Thc i;lnr rnulant 
!'10>\ s as wcll as 1he wil<l-type i;;;train uf /\'. 
r//i.\W in >..'J L1N0_1 l25 mM) as nitrogr.:n ~c111rcc; 
hrrn t'\ t'r, 1hc nll!Ltnl acrwnul:Hes clulamic flcid, 
Flut:mine. :d;tnine, :ind ¡irgininc u~der tliis con­
dili1•11 (Table 3). As in nungrowing cdls (13), the 
;m1ir10 11t id :1\.'C1111111lf1tion found jíl the J;/11' mu­
t11n1 ",1., dt:pt·mknl on a I;Ood car bon '>OUrcc; 
\\J1tn L'.lyccrol was sur.\litutcd for sucrn~e 1 no 
;Kcun1ul;-itio11 \1,';!l-. oh~r.:rvcd (Table 3). 

ln ft.:d-h<llch ammonium-limilcd cullures. thc 
~In' '1rnin, unlikc !he wild 1ype, showcd a 3-h 
lag pi""º· du1ing which il acc11m11la1ed a sm:ill 
fllnnunl oí ;uginine (Table 4). Only aí1cr g1ow1h 
h;1d initir1\cd clid lhc uginine contcnt dec1eHse. 
\\'licn UJCJ\\'lh cca1.,ed, llic íirgininc contcnt in­
c11.:;:~~d ;JJ;_<iin (Fig. 1 ). In gl11t;rn1ine as nitrogen 
~n111cc, !he 1111Jl'1n1 s11ain accurnula1ed glutamine 
<illd <1q~ir1ine (Table 4). Jf a1gininc w~s us .. ~d as 
nit1ogcn sou1cc, 1n·1th lhc glnr arid thc wild-typc 
~\rain~ g1cw poorly, but only thc nmtant iJCCU· 
rnuloled this amino acid (Table 4). Whcn adcno· 
!-.ine was u:-.rd t1s 11ilro,g1,.·n sourcc, thc gin' Mrain 
i.!<.:cumul;itcd arginine whercas the \i.-·ild typc had 
no deh'cJable lc,cJs (Table 5). 

The inlraccllular dis1rih111ion oí arginine and 
ghl13minc was also dclcrmincd undcr diffcrcnt 
g1ow1h conditinns. lt was found 1ha1 a comidcr­
Ílbk amounl of the argininc accumulated {50 10 
60%) hy thc 1;!11' slrain in ammnnium :1nd in 
gJ11:.rn1inc was alo...o Sl·4ucstc1cd in vcsicles, as 
p1eviou;ly 1tpt>11cd for !he wild-typc stniin (27, 

.~r,!!;nine 

¡;In' ~¡~;-

0.040 
O.t.00 
0.460 
0.41JO 

o.~50 

0.%0 
0.910 
0.750 

Glulaminc 

¡.'In' gM 

(l.050 
0.050 
0.060 
0.100 

0.260 
0.070 
0.160 
0.210 

"Ac1ivi1y c~,plt'S'lcd as :nicromolt·~ cif lHra pwduced rcr mimllt· p..:r 111illig1<1rn of p1Ndn 31 2YC. 
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"E.\J•lt"~ni .i~ rni'-JlllJ11)!t'!. nf? ~di.'~:111i)l }i1d10\ü­

u1;;1t' l'Hh~JH 1·d pr.:1 rninult' ¡11:1 rnilli~:r.nn el pHilrin ;lf 

3WC. 
1' E\f'lnt:d c.~ 111iu,1m1Jln of ,'-:ADH (1\iJi1t:d pcr 

minult ¡•el rnil!ii;r:1rn flf p111rt·in. 
' SD, ~'l1! 1k!crJ1;Í1wd. 

41) (T:1blc <•). On lhc ni her h;,rid, only J 2•;;. nf !he 
gl111aminc pn..:!-il'.nl in thc wild-type str;1in undcr 
holh conditions \\':JS found in 1hc vc~ic!e~. ln 
contr;!sl, .~ur;c, of tl•t gl11L1minc ;1ccumubh'd hy 
lhc ¡:{!{ s.1r;1in W;j~ fnund 10 he rrn11parimcn1al­
i1cd (Tahlr. 6). 

Glubmin(' 1Hili1.arion for :o giniut :wrnrn11Ja­
fi(ln. \Ve h'1vc pre\!iou<;"l)' 1cpnrll'd 1ha1 r.011iciia 
of au.xc1110pliic muI:inl~ of N. ua.Lw ;.,c:curnul:it­
cd ;irgininc and othcr :1mino :1cids, whcn de­
privcd of the amino ;-icid thcy rL'quire, in thc 
fllt:~t·rJCt of arnmonium or glutarnine ;,1~ 11i11 ogcn 
.!-Ollrce {13). The prescnc:e of rnulalions thal 
írnp<.iircd the synthcsis of ghllnmate (iJm} and 
c11-a111-l) :wd gluwmine (¡:ln·l and g/11-lb) in 
conidia drprived of rm1ino ;.;cids p1cvenled thc 
utilization of the nitrol!cn ;s1oms of -e:x(Jecnous 
glulaminc for lhc synth'"csis and ;tCcumulalion of 

TABLE 3. Amino ~ci~ u1~1c::~111 oí ;;!11· ;md gin' 
~.lroims rn NH 4 

Aniint' add 

filu1;1mic 11cid 
Cil111:1mine 
/\);1nine 
Ly!-inc 
Hh1idine 
Ari;ininc 

1•/n• 

o l1J7 
OlllO 
(1.023 
NDh 
ND 
0.050 

gin' 

0.350 (0.047) 
o.;n1 (ü.o>7¡ 
o.9no tlUJ32) 
IJ.UY(I (NO) 
11. ll'º (0.020) 
o.~9o (0.010¡ 

" Stralm Wtre grown in minirnal fllt·.dium with 25 
mM SH4N03 '1!> ni!/fl~t'n ~nurce ;md 1.5~( J.11c10se as 
crirbon ~nurce c\ct::rt in lJic las! cnlumn (in p:irt'nlhe· 
St'S) in \\ hich 1.5'l1 glyccrol W<JS uscd. 

1' ND, No! <letcclt"d, 

,, ~~·;.· .. : ' 

TAHLE 4. Amirio ncid conlenl ;1í 1l1e ¡;lnr qr11l11 in 
diffncnt nitrn!jC'O 'ºw,: es 

NH, }:H,•, G/o::.:n1i11t .-\1¡.:iniue 
(~~ mM) Juniled• (5 m~I) (l m\1) 

Glu:.11nic acid 
Glul:!lni11e 
:\!:mine 
Ly~i11e 
Hiqidine 
/\r¿;inine 

O.JlO 
0.470 
0.900 
0.090 
0.020 
0.290 

0.()4} 
0.00R 
0.009 
ND" 
ND 
0.120 

0.090 
0.260 
0.019 
0.020 
0.020 
0.260 

"Fecl with O OJ µmol of NH 4Clfml pcr h. 
"ND, Not dt'lccled. 

0.090 
0.0(>0 
0.040 
ND 

O.Q30 
J 1.00 

;11t•ininc 03). Lihcwisc, thc:: ª'l~inine accumula­
linn of lhe ¡.:lnr strain, !!rowing cxponcn\iaJly in 
lh<.: pn:<.cnce ofglul:miinc, was p;inial1y prcvcnt­
ed by \he 11111-/ :111ct ~/11-Jb lllilla1i.ons (Fig. 2). 

!JISCUSSION. 

]I hos bccn sl1own 1ha1 one of !he produc1s of 
<irgininc ca1;.;iboli~m. glu1aminc, repre~~cs both 
arginasc (34) ,;nd ghJt;imine syn(hclase (37). The 
ca1ahc•li"n oí arginine lcads also to proline 
ihe1cforc, a douole auxo1roph of prolinc and 
argininc c;m be grown ~olcly by supplying argi-
11ine. Thc prc!-.cncc of glUll.!Oline wiJl p1evcnt 
~11d1 gruwlh hrcau~c il repres~es argin<JSC. \\'e 
h;ivc i~lll<1kd rnut;rnts which are resis1nnt lo 
glu1;1rninc under \bese condilions (gin'). 

Tht glnr mut<Jtion is a monogcnic rcgulatory 
rnutalion which impairs !he regula1ion by gluta· 
mine of í:trgin<J~e. glulamine synthetasc, and 
i.lmino acid accumuJntion; it ler3ds to Jess repres· 
sion by g1uittininc of tl1e enzymes mentioncd, in 
spilc o( higbcr in\raccllular glulumine and argi­
ninc con\cnl !han (ound in \he wild-lype s\rnin 
(Table l ). Alrhough comparcd with !he wild-lype 
slrnin a higher proportion of \he glutamir¡e was 
found in vesiclcs, !he majar pan ofthe glu1aminc 
was slill wluhle in the g/11' s1rain and rnelaholi· 
rnlly avai\ah\e Íllr repression (Table 6) .. Gluta· 
ma1e S)'nthase i' 1epre"ed similarly by Nhita· 
mine in rhc ¡;lnr strnin and in the wildwtype strain 
(T;ib\c 2). A1ginine follows a di!fcrent dis!ribu-

. lion pn11t.:rn, sínce thc major part js sequestered 
in vesic\es (Table 6). \\'ciss and Davi5 have 
exkn\ivcly srudied thc incraccllular dis1ribu1ion 
oí <JII;ini11c in N. cra.t.w, and they havc found 
1ha1 :1 lar ge fracrion of1his amino acid is scques­
lered wi1hin a vnicle {43). 

The ¡;/11' 111ur;i1ion 11·as responsible for thc 
occumulation oí gJu1:1mic acid 1 glutarnine, ala· 
uine, and arginine during exponcnti<J) growth on 
ammonium :H nitrogen ~ource (Tahle 3). As 
cnruparcd wjth the wild-type strain, the gin' 
mu~~:nl :1ccumulatcs more urgininc when grown 
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:in1~_nt of (hr gin' 5trnin in 

•r; :cín in ~·i.tn nill1•1·en 

Glul.:rninr Ar¡:inin~ 
t5mM) () mM) 

1.0... o ü90 0.090 
i t~18 O. 260 O. 060 
i.fKl!L O 019 O 040 
r'C 0020 ND 
\'D 0.020 O 030 

L~º--~2~~---_i~~ 
~}:1-"''l 'ml pcr h. 

)tht-1rfininc t1ccumu)a­
¡cw ,g t:>.poncntially in 
¡, \\'í1~ par1ially prcvent­
)1> !l!.\lfalion; (Fig. 2). 
i 
i" .-.: 
1 onc of !he pwd11c1s of 
/;.Hr1.:-,e, rtpresscs hoth 
pe nlheta'c (37). Thc 
;lec . . i ~ilso to p1 oline 
ptroph of piolinc and 
¡lch'-by 'upplying :.rgi­
pu1 ninc will prc\'ent 
~P· <.~se~ arginn~c. \Ve 
i·l1kh are resislrtnl lo 
¡1ni:.i.¡1ns (¡;In'). 
¡mi :ogenic rcf!ulatory 
fic .'.'~ula1ion by ~luta­
fninc synthc.la\e 1 and 
lit ;,~iüs lo lts.s rcprcs­
jn7 .. :1es mcntioncd, in 
~ff ~:11tarninc and argi­
in thc wild-lypc 'lrnin 
)•<,Jvith the wild-lypc 
í o( ne glu1amiije was 
¡r ¡;j1 oflhe ghllamine 
.)' strain and rnelaboli­
}io: f~able 6). Glula­
¡:d 1 ,¡mlarly by glula­
iin ,,~ wild-type strain 
1s a diffcr·enl distribu-
·l • 
¡~r t ~TI is scqu_eslered 
i:e1sr,.-tand Dav1s have 
lrnr:,,lular distrihulion 
fand thcy havc found 
~:m¡ ·.~o 11cid is seques-! rt~xmsible for the 

¡acid, glutamine, ala­
xp:. ¡cntial grow1h on 
flUI •; (Table 3). As 
lyp'(?llstniin, thc g/nr 

l
:uginine whcn grown 

'I 
¡ ' 
! 
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fJG. 1. Grnwlh and argininc pool Of strnin J.l·A Li:l11') (Q) and thc glnr si rain (0) grown in frd-batch cul11Jres .. 

in arginine as nítrogen source (Table J) and more 
glutamine and argininc when grown in glut11mine 
as nitrogcn 'ºurce (Table 1). Also !he argínine 
accumul.ation observcd in thc gin' strain grown 
in arginine is nol dccrcascd if glutamine is added 
to the medium (Table J). ln thc pre'scnce of olher 
nitrogen !'OUrces such as nucleosides or limiting 
ammonia, only arginine was accumulatcd (Ta­
bles 4 and 5). 

TABLE 5. Amino :1cid conlcnl of ¡;In' and gin' 
strains grown in adcnminc (1 mM} as ní11ogcn 

~OUICC 

-------------~1rriol!mg or p-;;,~¡;­
Amino ;1cid -¡¡;.-------;¡;¡ 

Glulhmic a~¡;¡--·---0.093------- 0.073 

Glutamine 0.100· 0.050 
Alanine 0.037 0.021 
Ly,ine O. 100 . 0.050 
Hi•lidinc 0.0.10 0.080 
Ar~inine NDª 0.220 

"ND, Not deltcted. 

As menlioned ahovc, auxotrophic slrains car· 
rying the gl11' mulation are ammonium sensitive; 
at presenl, this is not underslood.. · 

Whal is thc relation bctwecn thc regulation by 

TAÜLE 6. lntriicelJular dislribution of arginine 
(Arg) and glulamini (Gin) in thc gin' and gin' slrains 

µ.rnoV200 mg of proteln 

Diqribution in l!ivcn ffoclion &In' , gin' 

Grow1h condition: 
NH," (25 mM) 
Whok cclls 
Spheroplasts 
15,000 X g pelle! 
15,000 X g supc111atant 

Growth cundition: 
Gin (5 mM) 
Wliole cells 
Sphcroplasts 
15,000 x g pelle! 
15,000 x g supcmatanl 

-----
Ar¡: Gin Arg Gin 

11.0 
7.5 
3.0 
4.0 

13.0 
7.0 
4.3 
2.3 

25.0 
9.0 
1.0 
7.5 

38.0 
16.0 
1.3 

13.0 

52.0 
36.0 
16.0 
14.0 

160.0 
l04.0 
31.0 
68.0 

53.0 150,0 ' 
43.0 ' 117.0 
18.0 31.0 
15.0 68.0 
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FJG. 2. Argininc pool of strains glnr t<»). glnr wn·l 
(0), and gln' glt1-Jb (!) grown in glutamine as nit;ogen 
~OUTCC. 

glutamine oí nitrogen cataholism and glutamine 
synthcsis a11d, on thc other h3nd, the accumula· 
tion oí omino acids, mainly 3rginine7 Thc lo"er 
repression oí ghllamine synthctase by glutamine 
in thc gin' strain may account íor the highcr ílow 
oí nitrogen that lcads to the accumulation oí 
glulamine and arginine as \l./cll as &lanine and 
,glutamic acid, under ammonium excess. Evi­
dence has becn pre>cnted indicating that the 
ttrgininc content of thc vesicle i!\ rcgulated by 
nitrogcn (23) a11d the cnergy charge (9). Gluta­
mine could be one oí thc regulatory signals 
which mcdiatc this control. The gin' mutation 
has disruptcd the "nitrogen control" oí vesicle 
content, as judgcd by the accumulation oí argi· 
nine and glutarnine in nitrogen cxcess and oí 
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aq;inine in nitH1geh-limikd condition!\. Furthc:r­
more, the in;1bility ·or gl11tamine to 4'\np a1 ginine 
étccurnulation in d1{ ammonium·limih_·d cuh11rcs 
may lcad to inhibition of growlh (Fig. l ). 

ln rclation to !he u1l1cr nit1ogcn n:g11latury 
mutants oí,\'. c1a.\.rn rtportcd '"·e liiivc found tht 
gin' is not a\lclic to nit-2 and that the latter 
rnul::ition, :is ;ibo happens with othcr nitrogen-
1cgulatcd c'07.)'l11CS (15), ÍmpaÍrS thc induction OÍ 

clutamiuc synthcta;e (Gunzalcz :rnd Mora, in 
prcparatiun). ' 

ln thc g/nr rnutant, as in nong1owing cells (14), 
~ome glutarninc resynthcsis is necessary for 
arginine biosynthcsis. This is ~ug~cslcd by a 
dccrcase in thc t1ccunrnl:11ion of ¡.¡rginine 1 whcn 
~lut;1minc is tl1c nitrogcn ~mire e, if mutations ate 
prc:!o.cnt that impair the assimilation of ammoni-
11m into glutoirrntc or glutamine (fig. 2). The gin' 
phcnotype grcatly rescmblcs what happens in 
nongrowing cclls oí N. crnssa (27), which also 
accumulatc amino acids in thc prcsen'cc oí a 
gund cnrbon ~ourcc (Table 3) :ind support the 
role oí thc glutamine cyclc that has· bcen pro­
poscd, in which glutamine is dcgraded and re· 
synthesized (14). The advantages oí su ch a cycle 
would be that the carbon and nitrogcn could be 
uscd to synthesizc amino acids in genera], as 
wcll as for the synthcsis and accumubtion of 
;irginine or glutaminc or hoth in particular. 

Accumulation oí amino acids has been found 
to nccur in the mycclium oí N. crassn (J, 2) and 
in S. cerc1'i.liue (33), wherc a metabolic block in 
a particular biosynthetic pathway such as argi· 
nine, histidine, or tryptoph:m leads to a dere­
p1e.sion oí the cnzymc leve Is in these pathways. 
ln S. ct.'rf!\iisiae a siinilar dercpression is ob· 
•crved in leaky mutants oí these amino acid 
pathways (8). 
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