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INTRODUCCIÓN:

La. composición química de los seres vivos es* cualita-

tivamente, muy diferente de la del entorno físico en que viven.

La mayor parte de los componentes químicos de los organismos -

son compuestos orgánicos de carbono en los que este elemento se

encuentra en un estado relativamente reducido. Muchas de estas

moléculas contienen también nitrógeno como las proteínas, los

ácidos nucleicos y otras biomQ.¡léculas importantes de los orga-

nismos vtvos. Aunque el nitrógeno molecular se encuentra en -

gran canttdad en la atmósfera, es relativamente inerte desde -

el punto de vista químico y no puede ser utilizado por la mayor

parte de los seres vivos. La mayoría de los organismos vivos -

obtienen su nitrógeno de alguna forma combinada, por ejemplo,

nitrato, amonio, o compuestos mSs complejos como aminoácidos.

El glutamato y la glutamina son los productos primarios de la

asimilación del nitrógeno debido a que son Los únicos puntos -

en donde se fija el nitrógeno inorgánico en esqueletos de car-

bono para dar nitrógeno orgánico. Estos animoácidos ocupan una

posición central en el metabolismo intermedio debido a que son

los donadores universales del nitrógeno en la célula,

La asimilación del amonio es el punto donde se fija el

nitrógeno en moléculas orgánicas y de ahí se distribuye hacia

la síntesis de compuestos nitrogenados que son utilizados en -

la síntesis de macromoléculas. Debido a lo anterior el proceso

de asimilación del amonto es un punto clave del metabolismo



celular donde se controla el resto de los procesos del metabo-

lismo nitrogenado.

La deshidrogenasa glutámica (GDH-NADP) y la glutamino

sintetasa (GS) son las únicas enzimas capaces de incorporar -

el amonio a moléculas orgánicas. La GDH-NADP cataliza la reac_

cion para sintetizar glutamato a partir de a-cetoglutarato» -

NADPH y amonio. La GS sintetiza glutamina a partir de glutama_

to, amonio y ATP.

La GDH de Neurospora crassa es un hexámero constituido

por subunidades iguales con un peso molecular de 48,000 (1).

Los estudios de Finchan y colaboradores (2, 3, 4, 5, 6) han -

establecido su estructura oligomérica, su secuencia de amino-

ácidos y han demostrado una aparente correlación entre los -

sitios de diferentes mutaciones puntuales y la posictSn de -

los aminoácidos en el polipéptido. La actividad de la GDH es

ligeramente menor cuando se usa glutamato o glutamina como -

fuente de nitrógeno que cuando se usa amonio (7),. Finchara y -

colaboradores han descrito mutantes que carecen de la activi-

dad de la GDH. Estas mutantes en comparación con la cepa silr-

vestre presentan una baja velocidad de crecimiento en amonio

como fuente de nitrógeno, mientras que la velocidad de creci-

miento es casi igual a la de la cepa silvestre en cultivos -

limitados dé amonio (8), Estos datos Indican que IB SDH se -

requiere principalmente para asimilar el amonio cuando éste -

se encuentra en exceso.



La GS de Neurospora crassa está formada por dos mono-

meros denominados a y $. Los monóraeros a (GSa) se constituyen

principalmente en un tetrámero, mientras que los mondmeros 3

(GSp) forman un octámero (9). La GSatetramérica tiene una - -

mayor afinidad por amonio que la 6S$ octamérica y su velocidad

máxima es 10 veces menor (J, Guzroán y J, Hora, en preparación).

Esto concuerda con la presencia de la GSa en condiciones de

limitación de amonio y de la GSg en exceso de amonio. Se ha

demostrado que en exceso de diferentes fuentes de nitrógeno,.-

tales como amonio, glutanato y glutamina, la actividad de la -

GS se regula a nivel de la concentración y de la síntesis dé -

novo de esta enzima (10, 11), Se ha establecido que las dife—

rentes síntesis de la SS in vivo corresponden a una diferencia

similar en el nivel de RNA mensajero específico que codifica -

para la enzima (12, 13), La actividad de la GS es alta en glu-

tamato, intermedia en amonto y baja en glutaroina(12).

Cuando el micelio de Neurospora crassa se priva de la

fuente de carbono se observa una degradación de la GS octaméri_

ca, esta degradación es mayor en presencia de glutamina. En -

este último caso también se observó que la degradación de la -

GS coincidía con la disminución en el RNA mensajero específico

de esta enzima (C. Quinto, R. Palacios y 0. Mora, comunicación

personal). Si el micelio se priva de la fuente de carbono y de

nitrógeno, hay una degradación de la GS y de la proteína total,



que es acompañada de una excreción de amonio al medio de culti^

vo. Cuando se vuelve a adicionar la fuente de carbono se obser^

va un aumento en la concentración y en la actividad de la GS y

una reincorporación del amonio del medio en proteína (14). Se

propuso que la degradación dé la GS en ausencia de la fuente -

de carbono es un mecanismo regulatorio que previene la sínte-

sis de la glutamina preservando los esqueletos de carbono y -

energía para el mantenimiento de la célula (14).

La GS es inhibida por un número de metabolitos de la doná_

ción del nitrógeno de la glutamina (15) y de esta manera regu-

la la concentración de la glutamina de acuerdo con las deman-

das de estos metabolitos.

La glutamina» sirve como donador de nitrógeno en una -

gran variedad de vías biosintéticas y además es un correpresor

del catabolismo nitrogenado en Neuros pora crassa. Debido a que

la concentración intracelular de la glutamina es el resultado

de su síntesis y degradación y que de ello depende la regula-

ción de la expresión genética de un gran número de enzimas del

metabolismo nitrogenado, es importante conocer tanto la sínte-

sis de la glutamina como su asimilación,

En microorganismos eucariotes se conoce como se regula

la síntesis de la glutamina. Sin embargo, no se conoce como se

degrada este aminoácido, a excepción de la asimilación de la -

glutamina por transamidación.



Las transamidasas son enzimas que catalizan la donación

del grupo araido de la glutamina a un aceptor, dando como p r o —

ductos eJ aceptor con un grupo amino y ácido gl titánico1. La ma-

yoría de estas transamidasas utilizan ATP. Así, el átomo amido

de la glutamina es usado para la síntesis de los átomos de n i -

trógeno amido del NAD y de la asparagina, los átomos de nitróge_

no 3 y 9 del anillo de purina, los grupos aminos de la glucosa-

mina» guanina» citosína., acido p-arainobenzoico, el átomo de ni-

trógeno de carbamilfosfato (que es utilizado para la síntesis -

de la arginina y el átomo de nitrógeno 1 del anillo de pirimidi_

ñas), el átomo de nitrógeno 1 del anillo del imidazol de histi-

dfna y el átomo de nitrógeno del pirro! del triptofano (18).

La transamidasa más estudiada es la carbamil fosfato -

sintetasa dé Escherfchia co1 i (19, 20). Esta enzima tiene un -

peso molecular de 163,000 y está compuesta por dos subunidades,

una subunidad pesada de peso molecular de 130,000 y una subuni_

dad ligera de un peso molecular de 40,000, La subunidad pesada

tiene los sitios de unión para amonio, bicarbonato, ATP y los -

efectores alostericos UMP, IMP, ornitina y amonio. La subuni—

dad ligera tiene el sitio de unión para el grupo Y-glutamil de

la glutamina. Aparentemente las dos subunidades contribuyen a

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

separado, tiene una baja afinidad por glutamina. Cuando las

subunidades están separadas, la subunidad pesada es capaz de -

catalizar la síntesis de carbamil fosfato a partir de amonio -

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

hidrólisis de la glutamina. Los aspectos estructurales y fun —



clónales descritos para la carbaroil fosfato sintetasa respecto

al sitio de unión a la subunidad ligera son características ge_

nerales de las transamidasas (21). Asi, parece que el grupo

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

de otro que une amonio.

La glutamato sintetasa (GOGAT) es una transamidasa que

cataliza la transamidación reductiva de la glutamina con el a-

cetoglutarato para dar 2 moléculas de ácido glutamico. Esta -

enzima sólo se encuentra en microorganismos y plantas. El h e -

cho de que mutantes de BaciTlus subtjijs, que carecían de la -

actividad de glutamato deshidrogenase y de alamina deshidroge-

nasa, crezcan en un medio mínimo (22) y de que en Aerobacter -

aerogenes la síntesis de glutamato deshidrogenasa puede estar

totalmente reprimida sin afectar la capacidad de este microor-

gamtsmo para asimilar amonio (_23), lleyó a la demostración de

que existe otra vía para asimilar amonio, En esta vta el a m o -

nio es asimilado por la glutamíno sintetasa para dar glutamina

y después la GOSAT lleva a cabo la transamidaciSn reductiva de

este aminoácido dando dos moléculas de ácido glutántico..

La participación de la GOGAT en hongos filamentosos se

demostró por primera vez en Neurospora crassa con base en la -

observación de que una cepa muíante que carece de la actividad

de GDH crece igual que una cepa silvestre en cultivos limita-

dos de amonio (8). La GOGAT de Neurospora crassa se purificó -

a homogeneidad. Está constituida por un sólo tipo de monómeros



de peso molecular mayor* a 200,000. La actividad de la GOGAT

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

en un medio limitado de amonio y se reprime en glutaraato y

glutamina (24). La mayor actividad de la GOGAT se encuentra

en el medio crecido en limitación de amonio. Esto sugiere -

que la vía de asimilación que opera en limitación de amonio

es la GS-GOGAT, aunque no se descarta la posibilidad de que

la GDH también participe en la. asimilación de amonio en esta

condición debido a que se encuentra una apreciable activi-

dad de esta enzima (12),

Las glutarainasas son enzimas qué catalizan la deamj_

dación hidrolitica de la glutamina dando como productos - -

glutamato y amonio. La actividad de glutaminasa se encuen-

tra en una gran cantidad de microorganismos (25), Las mejor

estudiadas son las glutarainasas de Eschertchia coli. Estas

bacterias tienen dos glutamtnasas que se distinguen por su

pH Óptimo; la glutaminas^ A tiene un pH Óptimo de 5, mien-

tras que la glutamínasa B tiene un pH óptimo de 7 (26), La

actividad de la glutaroinasa A aumenta cuando el roícroorga--

ntsrao entra en fase estacionaría en cultivos que contienen

una alta concentración de amonto. Cuando la concentración -

de amonio es baja, la actividad de e&ta enzima no aumenta,

La actividad de glutaminasa A se eleva cuandp se crece a *•

este mtcreorgantsiDó en glutamina como fuente de nitrógeno.

La. actividad de U glutajntnasa B parece ser constitutiva -

fle&i>dQ a que su actividad no se ve influenciada por la fase



de crecimiento, ni por diferentes condiciones nutricionales.

La glutaminasa B es inhibida por nucleosidos tri y difosfata_

dos y es activada por nucleosidos raonofosfatados (26).

La transaminasa de glutamina es otra enzima que pue-

de participar en la asimilación de la glutamina. La transami_

nasa de glutamina cataliza la reacción de transaminación en-

tre glutamina y muy diversos a-cetoácidos. El cc-cetoácido de

la glutamina (a-cetoglutaramato) es hidrolizado por una •- -

(D-amidasa a a-cetoglutarato y amonio. La transaminasa de glü_

tamina a diferencia de otras transaminasas, es irreversible

in vivo debido a que uno de los productos de esta reacción,

el a-cetoglutaramato» no se acumula porque es hidrolizado -

por la w-amidasa (27). El estudio de la transaminasa de glu-

tamina se ha realizado en tejidos de mamíferos y se ha encontra_

do que en los tejidos de rata hay por lo menos tres diferen-

tes transaminasas de glutamina (-28)i 1), La transaminasa de

glutamina L soluble, cuyos mejores sustratos son la glutami*-

na, la metionina, el ar-ceto-ymetiol buttrato, el Eí-mercapto.

piruyato y el glioxalato. 2), La transaminasa de glutamina

K soluble, cuyos mejores sustratos son} la glutamina, la fe-

ntlalantna y los correspondientes arcetoScidos, 3}, La tran_

samtnasa de glutamina K mitocondrial que difiere de la tran-

saminasa K soluble en ciertas propiedades físicas. Se ha en-

contrado actividad de transaminasa de glutamina en tejidos r

de mamíferos (27)9 en ciertas plantas superiores C29)p en <•

bacterias (301 y en insectos (31), La actividad de



ha sido encontrada en tejidos de mamíferos, levadura, Esche-

ríchia coli» Streptococus faecalis, hojas de espinacas y - •

hojas de lechuga (27).

Otras enzimas que podrían participar en la degrada-

ción de la glutamina son las L-aminoScido oxidasas, que ca-

talizan la desamidación oxidativa de los L-aminoácidos. La

L-aminoácido oxidasa de Heurospora crassa es capaz de desa-

finar oxidativamente a la glutamina con una actividad 50% -

menor que la que presenta con,la histidina, que es el mejor

sustrato de esta enzima {32).

La L-aminoSctdo oxidasa se encuentra presente tanto

en extractos dé Neurospora crassa como en el medio de culvi_

vo, La síntesis de esta enzima requiere tanto de la induc-

ción por un aminoácido, así, como simultáneamente de la de-

represtón cataBflüca nitrogenada C23), La limitación de cat-

Sono en presencta de un aminoácido como Inductor no permite

la tnduccifln de la L^amtnoScido oxtdasa, Los inhibidores de

la stntests de proteínas y de la síntesis de RNA bloquean -

la aeuroulactfln de la LT-aroinoácído OJttdasa, lo que sugiere -

que la expresión de esta enzima es controlada a nivel de su

transcripción (23 ) F .
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OBJETIVO.

En estudios sobre el metabolismo nitrogenado en Neuros

pora crassa» en condiciones en las cuales que se restringe el

crecimiento de este hongo» se encontró que existe una acumula-

ción de algunos aminoácidos como arginina y glutamina al dismi_

nuir el crecimiento exponencial (34) o en ausencia de c r e c i —

miento, como sucede en conidias de cepas auxótrofas privadas -

del aminoácido que requieren (35, 36), La acumulación de estos

aminoácidos es paralela a un aumento en la actividad específi-

ca de la SS que, por lo menos en un caso, involucra la sínte—

sts dé novo de la enzima (36). Cepas mutantes en las enzimas -

que asimilan amonio no utilizan la glutamina del medio para la

síntesis de los aminoácidos, que se acumulan. Así, en presencia

de glutamina como fuente de nitrógeno, cepas mutantes que care_

cen de la. actividad de la SDH y Ta GOGAT excretan amonio al -

medio de cultivo, lo que indica que la glutamina es degradada

.a amonto. Se dedujo que para que la acumulación de argtnina se

lleve a cabo se requiere restntetizar la glutamina, debido a -

que los auxfitrofos de glutamina acumulan el glutaraato en yez -

de la argintna en glutamina como fuente de nitrógeno (36),

Para explicar estos efectos, se propuso que la glutamj

na que entra a la célula es degradada a nitrógeno inorgánico y

esqueletos de car&ono, los cuales son reasiroilados en glutamato

y glutamina que se requieren pera la síntesis de arginina y -



u

otros aminoácidos (36). Se propuso que la degradación y la

resíntesis de la glutamina dan origen a la operación de un cj_

cío. El primer paso de este ciclo consiste en la síntesis de

diferentes aminoácidos por medio de una transaminacifin con -

glutamina, el segundo paso es la hidrólisis del a-cetoglutara_

mato a a-cetoglutarato y amonio por una w-araidasa, el tercer

paso es la utilización de estos productos por la deshidrogena^

sa glutámica biosintética para formar ácido glutamico y el

cuarto paso está dado por la resíntesis de glutamina a través

de la glutamino sintetasa.

El objetivo de este trabajo es demostrar que vías £

ticipan en la asimilación de la glutamina en Neurospora crassa

cuando este aminoácido se utiliza como fuente de nitrógeno. -

Esto permitirá conocer como se distribuye el nitrógeno y el -

carbono de este aminoácido.
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Glutamine has a central tole in nitrogen metabolism in
microorganisms. It is used as a donor of anudo nitrogen in
iransamidálion reaclions. and it is also a. corepressor of
nitrogen catabotism (IS, 19).

We stúdied the cnzymes that particípate in glutamate and
glutamine symhesis in Neurospora crassa: fluí amate dehy-
drogenase (GDH) (NADPH dependen!. E.C.1.4.1.4) (10).
gímanme synthase (GOGAT) (NADH dependen!.
E.C.1.'4.7.1)(12. W). and glutamine symhétase)(E.C6.3.1.2)
ill).

We reponed that glutamine. arginlne, and other amíno
acids an aecumulatcd when N. crassa te deprived of an
amino acid or at the end of exponential growth (6. 18).
Mutant si rain s impaired in the assimilation of ammonium (S.
8) are unable to use the nitrogen atoms of ammonium or
glutamine for arginine symhesis (7). To explain the effeci of
these mutations. we proposed that glutamine is firet de-
graded to ammonium and o-ketoglutarate, which are sequen-
liafly converted toglutamic acid. glutamine, and argínine (7).

Evidcncc for. the degradation of glutamine by the a-
amidase pathway in other cetl systems has been ampty
documented by Cooper and Meister (3. 4). In this palhway
glutamine is transaminated to yield di Serení amino acids and
o>hetogluiaramate through Ihe participation of a glutamine
transaminase; subsequenily. the tt-ketog¡utaramaie is hydro-
lyzed to a-lcetoglut arate and ammonium by the action of an
u-amidase. Sin ce the presence of a gtu lamine transaminase
had been reponed in N. crassa (16), we suggesled the
operation of ihe w-am¡dase pathway in this fungí (7). In this
paper we present evidence of the operation of glutamine
transaminase and (n-amídase as the enzymes responsible for
ihe conversión of glutamine to n-amino nitrogen, ammo-
nium. and carbón skeleíons.

Glutarnine transaminase and u-amidase activities were
deteimined in cetl-free extraéis from N. crassa wild-type
«rain (74-A) cultures grown on Vogel mintmal médium (21)
supplemented with 1 ¿% sucrose at 30"C with shaking at 250
ipm.

For elutamine transaminase activity cell-freeextracts were
preparad from accione powders (20) homoeenized i» extrac-
tíon buffet- (50 mM PP, fpH 8,5]): the hernogenales were
centrífused and dialyzed, The sto¡chiomei£y of glutamine
transaminase activity is shown in Table l..-Thc reaction
mixture was incubated for 10 min at 37*C (3ee Table 1); the
disappearance of the substrate phenylpyruvate (1) and ihe
formation of the product phenyialanine (7) were determined

as reponed. The formation of a-ketogluiaramate was also
measured quantitatively by a modiRcation of Ihe method
described by Cooper et al. (2). The transaminase was
measured in the presence of 6-diazo-S-oxo-L-norIeuc¡ne
(DON), an inhibitor of the u-amidase activity, which allows
optimal accumulation of a-Icetoglutaramate (Table 1: see
below). When {"CIgluiamitie and phenylpyruvate were used
as substtates in Ihe presence of DON, the label incorporated
ínto a-ketogtutaramate (1.9 jimol) corresponded to the o-
ketoglutaramate measured colon métrica!! y (2.0 fimol). The
acüvity and stoichiomelry oí glutamine transaminase was
also assayed as reponed by Monder and Meister (16) with
glutamine and a-hetosuccinamate as substrates. These au-
thors found that in N. crassa only glutamine functions as an
o-amtno donor with o-ketosucc i ñámate. The spteifie ac-
tivity with a-ketosuccin amate was similar to that assayed
with phenylpyruvate (Table 1). and the amount of a-
ketoglutaramate formed was ihe same with and without
DON (data not shown). Only one transaminase was appar-
ently involved in both assays. since the actmties were not
additive in the presence of both a-ketoacids (Table 1).

For the u-amidase activity the extraction buffer used
contained 0.1 mM EDTA. S mM 2-mercaptoeihanoI. and 50
mM Tris-hydrocMonde (pH 8,5). The sloichiometry of u-
amidase activity is shown in Table 2. The incubatíon mixture
(Table 2) was incubated for 30 min at 37°C. and the reaciion
was stopped with 0.1 m! of W% trichloroacctic acid. After
the supernalant was neutralized withNaOH. ammonium and
a-ketoglutarate were determined as described (11, 22). DON
completeiy ¡nhibited ihe tu-amidase activity, and ami-
nooxyacetic acid (AOA) díd not have any effect on it, Since
o-ketosuccinamate is an inhibitor of the u-amidase aciiviiy
and not a substrato (Tabte 2), the a-ketoglutaramate formed
by the iransamination of glu lamine with this a-ketoacid
could be detected in Ihe absence of DON. The sjxcific
activity of N, crassa ti>-amidase was threcfold higher than
the glutamine transaminase activity, and it was twofold
lowcr than the highest valué of u-amidase activjty reponed
for animal cells (3). We found ihat the tu-amidase from
animal cells was also i nhibited by DON (data not shown).

The presence of a-ketoglutaramate in vivo was tested
from Neurospora wild-typc ítrain conidia or mycelia incu-
bated for 5 h on either ammonium or glutamine as nitrogen
«urces. Samples were prepared by homogenizing recentiy
harvested conidia or myceitum in S0% {vol/vol) cthanol. The
homosenates were fihered. lyophiiized. rtsuspended in wa-
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* n é auiy miniare conitmcd fia t.O mi) n mM ftuumlnc. 0.4 mM
phínrlpyruvgtc or 0.1 mM a-kcioiuctírunuw. 0,2 mM pyrtdoul pbospt»>e.
150 tnM indi™ baruc buAr (pH »J>, 0 J mM DON. u>d Í.J mg oí ditiyied
orsitio c i m a .rND.I

ter. and applied to a Dowex 50 column (H* form; 7 by 0.5
cm). The column was eluted wilh 10 m! of water, and the
cfñuent was sdded loa Dowex-2 column (CC form: 4 by 0.5
cm). After (he column was washed with waier. the hetoacid
was eluted with 0.1 N HC1- The fractions wcre neutraljíed
and lyophilizcd and (he a-ketoglutaramate was determined
as described above. The o-ketoglutaramate was cnly de*
tected in the presence oí 1 mM DON. and it was ñvefold
higfier on gluiamine (10 nmol/h pír mg or prole¡n) than on
ammonium as the nilíogert source. When 10 mM AOA and 1
mM DON were present in the médium, noa-ketofilutaramate
was found. and the aetiviliei of glutamínc transaminase and
u-amfóase detenm'ned in vítro were also found to be com-
plete ty inhibited. The in vivo accumulatton of a-kcioglutara-
mate in the presenceof DON and its absence in the presence
of AOA and PON indica» that the to-amidase paihway
participaies in gluiamine degradalion,

The proposa] that in N. crassa glutamine ís degraded (o
ammonium by ihe operatíon *f the «>-amidase patbway and

TABLE ISStoichiomtuyof
(pinol)

Aiuy condiiioai

Complílesyslem*
Wiihoui a-kclOElitUnirute
WitN-ul Mirad
Wiih 0.3 mM DON
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0.7
ND
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+1.43
ND
ND
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0.07

ND
+0.07
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u mnocot« of «nimoniuia per mnuit per mfffií«™ oí
piwró.

*tbc*iuv niitort tmttined (in t.Otnl) 10 mM u-knos!ui»f»m»lt. 2 mM
l-mcrcipioe>hanol. JO c i t Trii-liydroctitotjdc buffet IpH 1,5». and 1.4 mf of
dóljnd proltin txwa.

' tro. Nu atr«ieJ.
* AOA ¡mtrfcml wiii Die dcKtiiifulion of o-k*iottuunic.
• C>PRIK4 U uiusKln oí a-kciogluurue per minuit per aüllipira of

houn
FIO. lalnhibition by AOA and DON of ammonium excrction by

the double-imiíant «rstn laclting GDH and COOAT activitiei in
stuiamine «s rilroS'n lource. Conidia of the GDH" GOGAT'
mutant itrain wcre germinated for 6 h In a médium suppiemented
with lOmM alanine at nitrogen source. TTit myetliuai was collccted
and irsinsferreú to different medie: 10 mM glutaminc t»), 10 mM
etuianiine plus 25 mM AOA (O). 10 mM gluiamíne plus 1 mM DON
(A), and wiihoui nilrogen (O).

that this ammonium could be reassimilated predtets that a
muiant which iacks GDH aciivity mi£ht excrete ammonium
to the médium wtien grown on glutamine as nitrogen source.

After 6 h of grawiU on 1 mM glutamine, the culture
médium of the mutant [actdng GDH activity conlained 0.2$
mM of ammonium. whereas only 0.02 mM ammonium was
present in the wild-type strain culture. The ammonium in the
médium was messured as described (7). The ammontum
excreted by (he C mutant tacking CDH in (he prese nce of
gluiamine is the result of the lack of GDHactivily and of the
operatíon of the u-amidase paihway enzymes. The latter it
shown by the jn vivo effcct of inhibitors of ammonium
excrelion from glutamine in the (Jouble-mutant strain lacking
GDH and GOGAT (Fig. J ) . This mutant strain was used to
prevent glutamine assimilation by GOGAT (manuscript in
prepararon). As shown in Fig. t . AOA inhibits the liberation
of ammonium from siutamine; and DON has a similar and
more powerful efleet, since it completely abolíshus ihe
production of ammonium, including the small amouní of
ammonium excreted in the absence of nitrogen.

We' demonstrated the presence of a iransaminasé activity
between glutamine and phenylpynivate thal leads to ihe
formalion of phenylalanine and a-ketoglutaramaie (Table 1>,
and we detecterf sn w-amídase ihat hydrolyzes o-ketoglu-
laramate into a-ketoglutárate and ammonium (Table 2). We
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tuve a'10 shown, tfui the wamidaie palhway has a role in
Ihe degredation of gluiarfiíne.

In contrasl wñh other microoreamíms (14). M crassa
sssifnilaics glutaminc through enzymes whích do not include
i he participation of á glutamina», ti shoutd be meniioned
that Ihe jglútamine transsiniriase musí be considercd ai an
irreversible irán seminase, since the a-ketogluiaramate
formed in ihis reaction could be e'nher hydrolyzcd by ihe
w^midaM or spontaneously eyeliie (3),

We are pateful to M. en C. Gcorgina HetnJttdM for (itr critica!
rcview of ihe manuscript and to María Elena Valáz-quei for ber
lecbnicál «íistonce.
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GLUTAMINE CYCLING IN NztvwtpoM,

Jorge Calderón and Jaime Mora
Centro de Investigación sobre Fi jac ión de Nitrógeno

Universidad Nacional Autónoma de México. Cuernavaca» Morelos.

SUMMARY.

HzvJto&potw. cfuuia, glutamate synthase and glutamate deshydrogenase play an
important role in glutamate synthesis when glutamine i s used as ni trogen source;
th i s was concluded by using mutant st ra ins lacking those enzyme a c t i v i t i e s . Also,
we found that when growing on glutamine as nitrogen source th is amino acid is de-
graded and resynthesized, g iv ing r i se to glutamine cycl ing that seems to be es-
sent ia l fo r ce l l growth.

INTRODUCTION.

Glutamine is the final product of ammonium assimilation and also i t is an

amido nitrogen donor for biosynthetic reactions. A great number of reports giye

evidence that glutamine is the nitrogen metabolite responsible for nitrogen

catabolite repression (1,2). Besides glutamine role in the distribution of nitro-

gen by transamidation reactions (3), another Information of how carbón and ni tro-

gen from glutamine are assimilated in eucariote mícroorganisms is scarce. In this

regard.we have described the operation of the w-amidase pathway that converts

glutamine to a-ketoglutarate and ammonium through the action of a glutamine

transaminase and an u-amidase (4). In addition, we have found that NADP-depen-

dent glutamate dehydrogenase participates in the assimilation of ammonium líber-

ated by the u-amidase pathway (4). Glutamate synthase (GOGAT) can also coñtri-

bute to glutamine nitrogen distribution; an NADH-dépendent GOGAT has been found

in W. CJUJA&CL (5).

I t is known that in M. ouu>i>a. glutamine represses i ts own synthesis as

result of a change on concentration of glutamine synthetase (GS) specific mRNA

(6). However, since a sizeable activity of GS remains in cells grown on gluta-

mine excess (7), i t seems possible that in this condition glutamine synthesis

is not completely supressed.

Taking al l this facts together we decided to study how glutamine is as-
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similated as nitrogen source in H. c^oááa, comparing i t s assimilation in the wi ld

type stra in and in mutant strains lacking the ac t i v i t y of enzymes involved 1n

ammonium assimi lat ion.

MATERIAL AND METHODS.
I II I • • ! • • • • ! • • - — ^

Strains.- All stocks carne from the collection of J. Mora and from the
Fungal Genetics Stock Center at the Humboldt State University Foundation, Arcata,
Calif. The basic stocks were the wild type strain 74-A; the am-1 strain, de-
f icient in glutamic acid dehydrogenase IGDH~) (8); the en-am-2 strain, deficient
in glutamate synthase ÍGOGAT'} (9); the gtn-ia strain, partial ly deficient in
glutauilne synthetasé activity [GS*] (10), the double mutant strain w-m-2;<m-1
iG0GAT~}GDH~] and the double mutant strain am-/;g£n-/a {GVH~;GS±).

Growth condit ions.- Batch cultures of W. cAa&óa were grown on Vogel
minimal médium (11) supplemented with 1.5% sucrose at 30°C with shaking at
250 rpm. The conidia used as inoculum were obtained as previously reported (7) .
The nitrogen source was glutamine as indicated in the tex t . Glutamine l i m i t a -
t ion in fed-batch cultures was achieved by pumping glutamine at a d i lu t ion rate
of 0.015 ymol m l " ^ " 1 into aerated Florence flasks held at 30°C containing Vogel
médium lacking nitrogen. Growth was determined as described (7) .

Determination of metaboli tes.- The in t race l lu la r content of amino acids
and the ammonium in the médium was determined as described (12).

Amino acid labeling with [u- .^ f lsucrose.- Conidia of the wi ld type stra in
or the gZn-la s t ra in were germinated fór 7.5 hours in a médium supplemented with
5 mM glutamine and 1.5% sucrose. The mycelia was coilected by f i l t r a t i o n and
transferred to a médium containing 5 mM glutamine, 0.06% sucrose and 0.17mCi/ml
[u>14C ] sucrose. After 90 min, of incubation the mycelium was col lected, the

amino acid content was determined as reported (.12) and the rad ioact iv i ty i n -
corporated in each amino acid was determined in a liquid- s c i n t i l l a t i o n counter.

Determination of enzymes a c t i v i t i e s . " GOGAT (5) and GS ac t i v i t i es were
assayed as described previously (6j.

RESULTS.

Glutamine assimilation by GOGAT.- We have reported that the GDH ac t iv i ty

part icípate in the assimilat ion of the ammonium l iberated from glutamine by the

íü-amidase pathway when this aminoacid was used as nitrogen source as indicated

by the ammonium excretion in GDH~ mutant s t ra in (4).

A double mutant st ra in lacking GDH and GOGAT ac t i v i t i es excreted higher

amounts of ammonium in glutamine as nitrogen source than the single mutant

s t rñ in GVU~ on glutamine (Fig. 1). This indicates that i n th is condition GOGAT
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through the participation in glutamate synthesis has an i.ndirect role i.n the as-

similation of ammonium, by GS. When Compared with the wild type straln the GOGAT

mutant strain accumulates glutamine and has low content of glutarnate and alanine

on glutamine as nitrogen source and this supports the participation of GOGAT in

glutamine assimilation (Fig. 1). The mutant strain G0\f accumulates a certain

amount of glutamine and althJougb. glutamate is elevated» alanine i s low (Fig. 1).

These effects are more apparent in the double mutant strain G0G\T~;GVH~ that ac-

cumulates 100-fold higher glutamine than the wild type strain» however glutamate

and alanine are found in very low amounts (.Fig. 11- The GQGKC;GDH' double mutant

strain has. half of the wild type strain growth rate on glutamine and i t grows

optimally in alanine and ottier amino acids that can synthetize glutamate by

transaraination (data not shown). From these experiments we conclude that GOGAT

quantitatively plays a very important role in the exogenous convertion of gluta-

mine to glutamate and that GDH, through the fixation of the ammonium liberated by

t&e ü)-amidase pathway (4), also contributes to glutamate synthesis.

Glutamine resynthesis.- In comparison with GPH" mutant strain the double

mutant strain GVH ?GS- excretes higher amounts of ammonium on glutamine as

nitrogen source (Fig. 1). This result indicates that GS also participates in

the assimilation of ammonium liberated from glutamine. Accordingly, in compar-

ison with the wild type strain a single mutant strain part ial ly lacking GS has

a similar low glutamine content, but high content of glutamate and alanine

(.Fig. I ) - As expected, the presence of the GDH~ mutation in a GS11 background

decreases glutamate and alanine (Fig. 1). These data toghether with the lowest

glutamine content in the GVH'ÍGS- mutant strain (Fig. 1) can be explained as the

result of the w-amidase pathway operation that liberates anmonium which can not

be assimilated neither in glutamate ñor in glutamine. We conclude that exogenous

glutamine is being converted to glutamate and this amino acid is subsequently
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used for glutamine synthesis.

To determine the amount of ammonium liberated from glutamine degradation

by the w-amidase pathway which is assimilated by the GDH and GS we measured the

amount of glutamine incorporated into the cell and the concentration of ammonium

liberated by the double mutant strain G0GAT~GVH~. This strain does not assimi-

lates glutamine by GOGAT and is impaired in glutamine synthesis (see above). I t

was found that during the f i r s t 3 h one fifth of the nitrogen from the incorpora-

ted glutamine was liberated as ammonium and from 9 to 15 h half of the nitrogen

was excreted (Table I ) .

The synthesis of glutamine in the presence of this amino acid as nitrogen

source was directly demonstrated by incubating a M. CKOÁ&O. wild type strain with

[wc] sucrose. Table II shows that glutamate and glutamine are labeled as well

as other amino acids like alanine and aspartate. The specific radioactivity of

glutamate and glutamine was about two-fold lower than that of aspartate and

alanine, this is possibly due to the dilution by the respective non labeled

amino acid. A 9-fold decrease in the radioactivity incorporated on glutamine

and a 4-fold decrease in i t s specific radio activi ty were observed in a mutant

strain that part ial ly lacks GS activity. These data indícate that the labeled

ct-ketoglutarate that comes from the oxidation of the [lltC] sucrose is

sequentially converted to glutamate and glutamine. A different result would be

obtained if the glutamine incorporated into the cell was enough to supply all

of i t s requirements and no glutamine synthesis was necessary. In this case

the prediction would be that no label incorporated in glutamine should be

found.

Although the GS- mutant strain grows as well as. the wild type strain

on glutamine excess this mutant grows poorly on limited glutamine fed-batch
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cultures (Fig. 2). However, .after 12 h of growth the GS- mutant strain grows

well (Fig. 2). We have found that after 24 h of growth this mutant has a

four-fold higher GS synthetase specific act iv i ty compared with the act iv i ty

present at 12 h of growth. Then, glutamine synthesis is required for growth

even in the presence of exogenous glutamine.

DISCUSSIQN.

GOGAT plays an important role in the assimilation of glutamine nitrogen

as indicated by: a) the accumulation of glutamine and the lower contení of

glutamate and alanine in a GOGAT' mutant strain, b) a higher accumulation of

glutamine, a lower content of glutamine and alanine and a higher excretion of

atnmonium in the GOGAT~;G0H~ mutant strain in comparison with the GVH~ mutant

strain, and c) the low growth rate of GOGAT~ ;GD\C mutant strain on glutamine

and i t s high growth rate on alanine and other amino acids which ef f ic ient ly

gives glutamate.

The high amount of glutamine found in the G0GAT~;GDH~ mutant strain can

be explained by the glutamate l imitat ion that possibly impairs glutamine dis-

tr ibution since both nitrogen donors are required in some byosynthetic pathways,

The slow growth on glutamine of GQGAT~;GVH~ mutant strain is the result of i t s

inabi l i ty to synthesize glutamate by GOGAT and GDH.

The ammonium liberated from glutamine by the w-amidase is assimilated by

GOH (4) and GS as indicated by: a) the higher excretion of ammonium in the

GVH~;GS~ mutant strain in comparison with the GV\f mutant strain, b) the accumu-

lation of glutamate and alanine in the GS~ mutant strain and c) the labeling of

glutamine in the presence of [ l"C] sucrose in the wild type strain and d) the

decrease in the labeling of glutamine in the GS~ mutant strain.

The excretion as anmonium of half of the nitrogen of the glutamine i n -

corporated in the G0GAT~;G9H~ mutant strain indicates that a great proportion
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of the glutamine is degraded to inorganic nitrogen and i t is assimilated again

to organic ñitrogen by GDH and GS. This explains why the GOGkT' single mutant

strain does not excrete ammonium on glutamine as nitrogen source.

We have shown that in order to assimilate glutamine as nitrogen source

i t is necessary to convert this amino acid to glutamate, the other nitrogen

donor.

As demonstrated here the contribution of other transatnidases different

from GOGAT in the assimilation of glutamine into glutamate, when the former is

the nitrogen source, must be a minor one, then» the action of GOGAT and the in-

corporation of the ammonium liberated by the oi-amidase pathway through GDH be-

comes essential.

Glutamine synthesis is required in the presence of glutamine as nitro-

gen source as indicated by the direct correlation found on limited glutamine

between growth and GS activity in GS* mutant strain. I t Is known that the GS-

mutant stpaín has a normal o polypeptide and an altered 6 polypeptide which

inactivates GS activity by forming a abnormal hybrid nonfunctional oligomer

(10). This can explain the low GS activity found on GS- glutamine culture at

12 h of growth: Because i t has been found that N. CAMÍCL expresses preferen-

t i a l l y the a-polypeptide on nitrogen limitation (6) the elevation of GS act i-

v i ty found after 12 h growth may be due to the abs:ence of enough altered 6

polypeptide to inactivate al l the a polypeptide synthesized.

The glutamine cycling also operates in ammonium as nitrogen source as

indicated the presence of et-ketoglutaramate in this condition. Furthermore, we

have found that a ntutant strain which lacks asparagine synthetase activity

grows on a-ketosuccinamate, the cc-ketoacid of asparagine, as result of being

aminated by glutamine transaminase (data not shown). In this relation there is

a study of 13N-tracer on the ammonia assimilation in B. m&gat&Uum and E. cote



under starvat ion where i t has been found a high ammonium nitrogen turnover (13).

The cycl ing of glutamine in U&mw&poHa. cna&&a may f u l f i l l several func-

tions besides contr ibut ing to the i r r e v e r s i b i l i t y of glutamine transamination

(14). Because glutamine i s a nitrogen donor and also a corepressor of nitrogen

metabolism (2 ) , i t s turnover may be a way to rapid ly regúlate i t s i n t race l l u la r

concentration (15). In doing so, Mzu/ioópona. can quickly govern the rate of

synthesis and degradation of ce l lu la r ni t rogen. In addit ion the turnover of

glutamine may be a general way to take up or l ibéra te the carbón present in or-

ganíc nitrogenous metabolites. F inal ly the turnover of glutamine to glutamate

and other amino acids is a way to maintain the optimal balance of the n i t r o -

genous compounds (14),
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TABLE Ib- Glutami.ne uptake and ammonium ex-
cretion in G0GAT~;GPH" mutant strain

Time
hours

3

6

9

12

15

glutamtne
pmol es/mi

0.23
0.44 .
0.50
0.80
0.85

: anmontura
pmoles/ml

0.09
0.28
0.62
0.78
0.88

The nitrogen source was 1 mM glutamine.

TABLE I Ib Distribution of lIfC labe! of sucrose into amino acids. in the 74-A
strain and the GS* mutant strain in glutamine as. nitrogen source

Strain

74-A

GS±

Amino acid

Aspartate
Glutamate
Glutamine
Al aniñe

Aspartate
Gl utamate
Glutamine
Al aniñe

Radioactivity
kcpm/mg

of
protein

(1)

165.7
427.6
279.5
795.0

127.1
307.0
31.2

1472.2

Content of
amino acid
umole/mg of
protein

(2)

0.029
0.144
0.144
0.168

0.019
0.188
0.073
0.132

Specific
radióactivity
kcpm/ymol of
amino acid
(1) /(2)

5657.5
2968.0
1941.0
4732.0

6760.5
1633.0
429.8

11153.0

The nitrogen source was 5 mM glutamine. For other details see Methods.
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FIGURE LEGENDS.

Fig. 1 . - Anrino acids, in t race l lu la r content and anmonium excretion from
mutants strains impaired in ammonium f i xa t i on . The cultures were grown for 6
hours on 1 mM glutamine. Glutamine ( a ), glutamate ( 0 ), alanine ( El ) and
extracel lu lar ammonium ( • ).

Fig. Z.~ Glutamine l im i ta t ion in fed-batch cultures. Growth cultures
of the wild-type s t ra in (•) and the G& mutant s t ra in (A).
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DISCUSIÓN.

Se ha reportado que en Neurospora crassa es necesaria

la resíntesis de la glutamina para la acumulación de arginina

en células que no están creciendo (36), o durante el crecimier^

to de una imitante impedida en la regulación del nitrógeno - -

(37). Se ha propuesto que la vía de la transaminasa de gluta-

mina y la ai-amidasa participan en la degradación de la gluta-

mina (36). Hace algún tiempo Monder y Meister reportaron la -

presencia de una transaminasa específica de glutamina en Neu-

rospora crassa. Sin embargo, ellos no encontraron condiciones

en que la actividad de co-amidasa fuera capaz de hidrolizar el

a-cetoglutaramato sintetizado por la transaminasa de glutami-

na (38).

En este trabajo se ha demostrado la presencia de una

actividad de transaminasa entre glutamina y fenilpiruyato que

da lugar a la formación de fenilalanina y ctT-cetoglutaramato,

Para que se acumule óptimamente el a-cetoglutaramato proyenien_

te de la reacción de la transaminasa de glutamina es necesaria

la presencia de e^diazoT-s-oxoT-L-norleucina (DON) que es un

inhibidor de transamidasas y glutaminasas que también inhibe

la actî vi'dad de la warnidasa (.tabla la).

También se detectó la actividad de la «i-aroidasa que -

htdroliza «rcetoglutaramato a arcetoglutarato y amonio (ta^"

bla 2a). Debido a que el DON y el arcetosuccinajuato son inhi-

bidores de la actividad de u-amidasa, estos previenen la - -



27

degradación del ci-cetoglutararoato formado durante la reacción

de transaminación de glutamina (tabla la). La actividad espe-

cifica de la w-amidasa de Neurospora crassa es tres veces ma-

yor que la de la transaminasa de glutamina, y es la mitad de

la actividad mayor de co-amidasa reportada en células de anima_

les (27), la cual es también inhibida por DON.

La transaminasa de glutamina y la u-amidasa tienen un

papel en la degradación de la glutamina como lo sugiere: a).

La actividad in vi tro de la transaminasa de glutamina y la <n-

amidasa (tabla la y 2a), b). La acumulación de a-cetoglutara_

mato fn vivo en presencia de DON y no en presencia de amino-

oxiacétíco (AOA) y DON, c). La excreción de amonio a partir

de glutamina en una cepa 6DH", y d). La inhibición por AOA o

DON de la excreción de amonio de la cepa GOGAT"; GDH" en pre-

sencia de glutamina (Fig. la).

No se encontró la actividad de glutaminasa en Neuros-

pora crassa aunque se intentaron muy diversas condiciones de

crecimiento y diversos ensayos (42),

En cuanto a la participación de U.T-aminoácido oxidasa

en la degradación de la glutamina, se ha reportado que la g1û

tamína reprime a esta enzima (33), Se encontró que la activi-

dad de L-amino3cido oxidasa en glutamina como fuente de nitró^

geno es muy baja comparada con la actividad que se encuentra

en histfdtna. Debido a que el DON inhibe completamente la - -
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excreción de amonto a partir de glutamina (Fig, la) y a que la

L-aminoScido oxidasa no es inhibida in vitro por este compues-

to parece ser que esta enzima tiene un papel menor en la degra_

dación de glutamina.

La GOGAT juega un papel importante en la asimilación -

de la glutamina como lo indica la acumulación de la glutamina

y la disminución en el contenido de glutamato y alanina en una

¡ñútante que carece de la actividad de esta enzima (Fig. Ib). -

Estos efectos son más aparentes en la doble mutante GOGAT"; -

GDH~ que acumula una gran cantidad de glutamina y tiene una po_

za de glutamato y alanina muy pequeña. La mayor excreción de -

amonio de la cepa GOSAT"; GDH* comparada con la cepa GDH" puede

explicarse por la limitación de glutamato que impide la asimila_

ctÓn de éste por la GS. El alto contenido de glutamina en la ce_

pa GOGAT"; GDH" posiblemente se debe a que la limitación de gly_

tamato impide la distribución de la glutamina ya que ambos ami-

noácidos se requieren en algunas vtas biosintéticas. El bajo -.

crecimiento que presenta una cepa GOGAT"; GDH" en glutamina co-

mo fuente de nitrógeno, asi como su crecimiento óptimo en aminoá^

cidos que eficientemente dan glutamato por tansamidación, indi-

can que la contribución de otras transamidasas a la poza de glû

táurico debe ser.pequeña. Los resultados: obtenidos indican que las enzimas que

participan en la síntesis de glutamato en glutamina como fuente

de nttrógeno son principalmente la,.GOeAT y la GDH. Esta última

enzima asimila el nitrógeno que proviene de la degradación de -
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la glutamina por la transaminasa de glutamina y la w-amidasa.

El amonio liberado a partir de la glutamina no sólo es

asimilado por la GDH sino también por la GS como lo indica:

a}. La mayor excreción de amonio de la cepa GDH"; GS- en compa_

ración con la cepa GDH" (Fig. Ib), b). La acumulación de glu-

tamato y alanina que se da en la muíante GS^ (Fig. Ib), c). -

El mareaje de la glutamina en la cepa silvestre en presencia -
rl4

de [ C] sacarosa y la disminución del mareaje en glutamina en

una cepa GS- {tabla 2b). La excreción de hasta un 50% del ni —

trógeno de la glutamina como amonio en la cepa GOGAT"; GDH" -

(tabla Ib) indica que una gran parte de la glutamina es degra-

dada a moni o y que este es asimilado nuevamente en glutámico y

glutamina por la GDH y GS.

En este trabajo se ha demostrado que para asimilar - -

glutamina como fuente de nitrógeno es necesario convertir este

aminoácido a glutámico, y que la GOGAT y la vía de la transamji

nasa de glutamina junto con la GDH son las enzimas que partícj_

pan en esa conversión.

La síntesis de glutamina en presencia de este aminoaci_

do como fuente de nitrógeno es necesaria como lo indica la co-

rrelación encontrada entre el crecimiento y la actividad de la

GS en la cepa GS- en limitación de glutamina. La cepa GS-tiene

el polipéptido p de la glutamina síntetasa alterado» el cual -

forma un híbrido anormal con el polipétido a que no tiene acti_

. ESTA TESIS NO SAUfe .
DE LA BIBLIOTECA
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vidad (39) y por lo tanto la síntesis de la glutamina se ve -

disminuida. Esto explica el pobre crecimiento de la cepa GS- -

durante las primeras 12 horas de crecimiento. La elevación de

la actividad de la glutamino sintetasa que se encuentra a las

24 horas de crecimiento se explica debido a que en limitación

de nitrógeno se expresa preferencialmente el polipéptido a - -

(12). Por lo tanto en esta condición el polipéptido p alterado

no alcanza inactivar todo el polipéptido a sintetizado. Debido

a esto la mutante GS- ya .puede sintetizar glutamina y puede -

crecer mejor después de 12 horas de crecimiento.

La glutamina también se degrada por la vía de Ta tran-

saminasa de glutamina y la u-araidasa en amonio como fuente de

nitrógeno como lo sugiere: a), La presencia de la actividad -

de la transaroinasa de glutamina y de la co-amidasa, b). La acu_

mulación de cc-cetoglutaramato en presencia de DON y c). El

hecho de que en una mutante sin actividad de asparagino sinte-

tasa pueda sustituirse su requerimiento por asparagina, con su

correspondiente a-cétoScido (a-cetosuccinamato), debido a la -

aminactÓn de éste por la transamtnasa de glutamina. Estos datos

indican que el reciclaje de glutamina también opera en esta -
13

condición, En un estudio con N sobre la. asimilación de a m o -

nio en B. megateriuTn y en E. colis encontraron que hay un gran

recambio del nitrógeno celular C40),

El reciclaje de glutamina en Neurospora crassa puede -

servir para varias funciones aparte de la de contribuir a la r

irreversibilidad de la transaminasa de glutamina debido a la -



síntesis endergónica de glutamina, que en la reacción total en-

vuelve un gran cambio de energía libre que favorece la forma

ción de aminoácidos por esta transaminasa (27). Debido a que la

glutamina, aparte de ser un donador de nitrógeno es también un

correpresor de catabolismo nitrogenado (17)» su recambio puede

ser una manera de regular rápidamente su concentración intrace-

lular (41). Esto es debido a que un aumento en la velocidad de

síntesis de la glutamina, combinado con una disminución en la -

velocidad de degradación de ésta, ocasionaría una rápida acumu-

lación de la glutamina y viceversa una disminución en la veloci_

dad de síntesis de la glutamina acompañada de un aumento en la de-

gradación de ésta, ocasionaría una rápida disminución en la glu_

tamina Intracelular. De esta manera se regularía rápidamente la

concentración de la glutamina en la célula y §sta a su vez regu_

laría las actividades de la síntesis y la degradación del nitró_

geno celular. El reciclaje de la glutamina puede ser también un

mecanismo general para tomar o liberar el carbono de los compues_

tos orgánicos nitrogenados. Por último, el rectciaje de la glu-

tamina a glutamato y otros aminoácidos puede ser una manera de

mantener el balance de los compuestos nitrogenados C27).
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CONCLUSIÓN.

En este trabajo se demuestra que Neurospora crassa» en

glutamina como fuente de nitr6geno, degrada a este aminoácido -

por la vía de la transaroinasa de glutamina y la u-amidasa para

dar un aminoácido» ct-cetoglutarato y amonio. El amonio que pro-

viene de la degradación de la glutamina es asimilado por la - -

deshidrogenasa glutámica para dar glutamato y por la glutamino

sintetasa para dar glutamina. Esto da lugar a un ciclo en el

cual la glutamina es degradada y restntetizada, La resíntesis -

de la glutamina es necesaria aun en glutamina como fuente de nj_

trÓgeno.

Se demuestra también que H glutanato sintasa partici-

pa en la asimilación de 1& glutamina para dar 2 moléculas de -

glutamato y que esta vta junto con la deshidrogenasa glutSmica

son las raSs importantes para sintetizar glutamato.
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