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INTRODUCCION:

La.compqsicién qu?ﬁ%ca de los seres vives es, cualita-
‘tivamente, muy.diferénte-dg”la del entorno figico en que viven,
La maydé'parte de los pompdnentés guimicos de los organismos -
sdn'céﬁbuestﬁsorgﬁnicos dé carbono en los que este.elemeﬁto se
encdentra en un estado relativamente reducido. Muchas de estas
mo1ecu1as contrenen tambTén nitrdgeno como las proteinas, los

dos nuc1e1cos Yy otras b1omq1ecu1as importantes de los orga-
nlsmqs yivos. AUnque_e1 nitrégeno molecular se encuentra en -
: grah;caﬁtidad en ia atmésfera, es relativamente inerte desde -
':é1'puﬁto de vista guimico y no puedé ser utilizado por la mayor
parte,ﬁe.TQS seres iivqé.'La mayoria de los drganisﬁos vivos -
  'obtienen?$u.hitr6geno de alguna forma combinada, por éjehpIo,
. ﬁitfato,;émonio,.o compuestos mis complejos como amfnoééidos.‘
El glutamato y Ta glutamina son los productos primarios de 1la
aSimf1acién del nitrégeno debidd.a que sonilps Gnicos puntos -

en donde se fija él nitrégeno inorgdnico en esqyeTEtos de car-

" bono para dar nitrdgeno orginico. Estos animodcidos ocupan una

'posicién central en el metaboiismo intermedio debido a que son

10# donadores universales del nitrdgenoc en la célula,

La.asimilacién del ampnio-es el puntb donde se fija el
nitf&geno en moléculas organiéas y de ahi se dist%ibuye hacia
1a sfntegis de compue%tos nftfogenados'que son utilizados en -
1arsintesis'de maéromo1écﬁ1as. Debido a lo anterior el proceso

de asimilacin del amonio es un punto clave del metabolismo -



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

Tismo nitrogenado.

La deshidrogenasa glutamica (GDH-NADP) y la glutamino
sintetasa {GS) son las lnicas enziﬁas capaces de incorporar -
el amonio a moléculas orgdnicas. La GDH-NADP cataliza la reac’
cifn para sintetizar glutamato a partir de a-cetoglutarato, -
NADPH y amonio. La &S sintetiza glutamina a partir de glutama

to, amonio y ATP.

La GDH de Neurospora crassa es un hexémero constituido

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

Los estudios de Fincham y colaboradores (2, 3, 4, 5, 6} han -
establecido su estructura oligomérica, su secuencia de amino-
dcidos y han demostrado una aparente correlacifn entre los -
sitios de diferentes mutaciones puntuales y 1a posicibn de -
Tos aminodcidos en el polipéptido, La actividad de la GDH es
ligeramente menor cuando se usa gliutamato o glutamina como -~
fuente de nitr8geno que cuando se usa amonio (7}. Fincham y -
colaboradores han descrito mutantes que carecen de Ta activi-
dad de la GDH. Estas mutantes er comparacidn ¢on Ja cepa sil-
-~ yestre presentan una baja velpcidad de crecimiento en amonio

come fuente de nitrﬁgeﬁo, mientras que la velocidad de creci-
miento es casi igual a la de l1a cepa silvestre en cultives -
limttados de amonio (8), Estos datos indican que Ta GDH se -
réquiere prfncipa?mente para asimilar el amonio cuande éste -

se encuentra en exceso,



"~ demostrado que en exceso de diferentes fuentes de nitrégeno, .

La 65 de Neurospora crassa estd formada por dos moné-

meros denominados o y B. Los monbmeros o {GSz) se constituyen
principalmente en un tetrdmero, mientras que los mondmeros B8
{GSB) forman un octdmero (9). lLa Gxtetramérica tiene una - -
mayor afinidad por amonio que la GSB octamérica y su velocidad
‘mdxima es 10 veces menor (J, Guzmdn y J. Mora, en preparacidn}.

Esto concuerda con la presencia de la GSa en condiciones de -

Timitactdn de amonio y de 1a BSE en exceso de amonip, Se ha

T

‘tales como amonio, glutamato y glutamina, la actividad de la

1

GS se regula a nivel de la‘concentraci&n y de la sTntesis'Qé
novo de esta enzima (10, 11}; Se ha establecido que las dife--
rentes sintesis de la &S in vive corresponden a una diferencia
_sfmf1ar'en.el hivel de RNA mensajero especifico que codifica -
para 1a enzima (12, 13}, La actividad de la 65 es alta en glu-

tamato, intermedia en amonio y baja en glutamina(l2).

Cuando el micelio de Nelrospora crassa se priva de la

fuente de carbono se observa una degradacidn de 1a GS octaméri
ca, esta degradacidn es mayof en presencia de glutamina. En -
este Gitimo caso también se observd que la degradacidn de la -
G5 coincidfa con Ta disminucidén en el RNA ménsajero especifico
de esta enzima-(c. Quinto, R. Palacios y J. Mora, comunicacién
personal}, Si el micelio se priva de la fuente de carbono y de

nitrégeno, hay una degradacién de la GS y de la proteina total,



que es acompafiada de una excrecidn de amonio al medio de culti
vo. Cuando se vhelve a adicionar la fuente de carbono se obser
va un aumento en la concentracidn y en la actividad de la GS y
una reincorporacién del amonio del medioc en préteina {14). Se
propuso que la degradacidn de la &S en ausencia de la fuente -
de carbono es un mecanismq regulatorio .que previene la sinte;-
sis de la glutamina preservaﬁdo los esqdeletos de carbono y -~

energia para'e1 mantenimiento de Ta célula (14).

La GS esinhibida por un nimero de metaboTitos de la dona
cién del nitrdgeno de la glutamina (15} y de esta manera regu-
la la concentracidn de 1a glutamina de acuerdo con las deman--

das de estos metabolitos.

La glutamina, sirve como donador de nitrdgeno en -una -
gran variedad de vias biosintéticas y ademis es un correpresor

del catabolismo nitrogenado en Neurospora crassa. Debido a que

Ta concentracidn intracelular de la glutamina es el resu}tado

de su sintesis y degradacifn y que de elio depende lta regula--
cion de la expresidon genética de un gran nimero de enzimas del
metabolismo nitrogenado, es importante conocer tanto ta sinte-

sis de Ta glutamina como su asimilacién,

En microorganismos eucariotes se conoce como se regula.
la sintesis de la giutamina. 5in embargo, no se concce como se
degrada este aminodcido, a excepcidn de la asjmi]acién de la -

glutamina por transamidacion.



Las transamidasas son enzimas que catalizan la donaecidn
del grupo amido de la glutamina a un aceptor, dando como pro---
ductos el aceptor con un grupo amino y &cido glutdmico. La ma-
yoria de estas transamidasas utitizan ATP, AsT, el atomo amido
de la glutamina es usado para la sintesis de los é£0mos de ni-;
" trbgeno amido del NAD y de 1a asparagina, los &tomos de nitrdge
no 3 y 9 del anillo de purina, Tos grupos aminos de la glucosa-
mina, guanina, citosina, acido-p-aminpbenioico,lél dtomo de ni-
trogeno de carbamilfosfato (que es utilizado para la sinfesis -
de 1a argiqina y el dtomo de ﬁitrﬁgeno 1 del anillo de pirimidi
nas), el dtomo de nitrégeno 1 def anillo del imidazol de histi-

dina y el étpmo de nitrfgeno del pirrol del triptofano (18). -

La transamidasa mis estudiada es la carbamil fosfato -

sintetasa dé Escherichia coli (19, 20). Esta_eniima tiene un -

peso molecular de 163,006 y estd compugsfa por dos subunidades,
una subunidad pesada'dé peso molecular de 130,000 y una suburi
dad ligera de un peso molecuiar de 40,000, La subunidad pesada
tiene los sitfos de unién para amonio, bicarbonato, ATP y los -
efectores alostéricos UMP, IMP, ornitina y amonio. La subuni--
dad ligera tiene el sitio de unidn para el grupo y-glutamil de
1a glutamina, Aparentementelias'dos subunidades contribuyen a
la unidn de la glutamina debido a QUe‘Ia subunidad 1igera, por
separado, tiene una baja afinidad por glutamina, Cuando las -
subunidades estin sepéradas, la subunidad pesada es capaz de -
catalizar la sintesis de carbamil fosfato a partir de amonio -
pero no a partir de glutamina. La subunidad ligera cataliza 1&

hidrdlisis de la glutamipa. Los aspectos estructurales y fun--



cionales descritos para la carbamil fosfato sintetasa respecto
al sitio de unidn a la subunidad ligera son caracteristicas ge
nerales de las transamidasas (21)}. Asi, parece que el grupo -
amido de 1la QTutamina se une a un sitio que se encuentra cerca

de otro que une amonic.

La glutamato sintetasa (GOGAT)‘es una transamidasa que
cataliza 1a transamidacibn reductiva de 1a glutamina con el o~
cetoglutarato para dar 2 moléculas de §cido glutdmico. Esta -
enzima sflo se encuentra en microoréanismos y plantas. ET1 he--

cho de que mutantes de Bacilius subtilis, que carecian de la -

actividad de glutamato deshidrogenasa y de alamina deshidroge-
nasa, crezcan en un medie minimo (22) y de que en Aerobacter -
agrogenes la sintesis de glutamato deshidrogenasa puede estar
totalmente reprimida sin afectar la capacidad de este microor-
gamfsmd para asimilar amonie (23}, 1levd a 1a demostracidn de
que existe otra via para asimilar amenie, En esta vi{a el amo--
‘nio es asimilado por la glutamino sintetasa para dar glutamina
y después Ta GOGAT 1leva a cabo Ta traﬁsamidaciﬁn reductifa de

este aminpdcido dando dos moléculas de dcido glutidmico.

La participacidn de la GOGAT en hongos filamentosos se

demostrd por primera vez en Neurospors crassa con base en la -

observacidn de que una cepa mutante que carece de la actividad

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

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

a homogeneidad, Estd constituida por un sélo tipo de mondmeros



~de peso molecular mayor a 200,000. La actividad de 1a GOGAT
en un medio con amonfo es baja, comparada con la actividad

en un medio limitado.de amonic y se reprime en glutamato vy
glutamina {24). La mayor actividad de la GOGAT se encuentra

en el medio crecido en 1imitacidon de amonio. Esto sugiere -
que la via de asimilacién que opera en Timitacién de amonio
es Ta GS-GOGAT; aungue no se descarta Ta posibilidad de que
1a GDH también participé en la.asimilacién de amonio en esta
céndiciﬁn'debfdo a que se encyentra una apreciable activi--

dad de esta enzima (12),.

Las glutaminasas son enzimas que catalizan la deami
dacfdn hfdro1itica de 1a glutamina dando como. productos - -
glutamato y amonio. La aqti&idad de glutamiﬁasa se encuen--
tra en una gran cantidad de microorganismbs (25). Las ﬁejorrl

estudtadas son las g]utaminasas de Escherichia coli, Estas

bacterias ttenen dos gjutaminasas que se distinguen por su.
“pH ﬁptimo; la giutaminasa A tiene un bH 6ptimo de 5, mien--
tras que 1a glutaminasa B tiene un pH dptimo de 7 (26), La
actﬁvidad_de Ta g!utaﬁinasa A aumenta cuandd el microorga--
nismo entra en fase estactonaria en cuitivos que.cont{enen

una alta concentracidn de amonto, Cuando la toncentracibén -
de amonio es baja, la actividad de esta enzima no aumenta,
La actividad de glutaminasa A se eleva cuandop se crece a -
este m?credrgan?smo en glutamina como fuente de nitrégeng,

La act?viﬂaa de la glutaminasa B parece ser constitutiva -

debi™de a que su actividad ne 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 monofosfatados (26).

La transaminasa de glutamina es otra enzima que pue-
de participar en la asimilacidn de 1a glutamina. La transami
nhasa de é]utamina cataliza la reaccidon de transaminacidn en-
tre glutamina y muy diversos a-cetodcidos. ET a-cetodcido de
la glutamina {c-cetoglutaramato) es hidrolizado por una - -
w-amidasa a a-cetoglutarato y amonio. La transaminasaxdé Q?Q
tamina a diferencia de otras transaminasas, es irreversible

in vivo debido a que uno de los productos de esta reaccidn, .

el a-cetogiutaramato, no se acumula porgue és hidrotizado -
pof Ta w-amidasa (27). E1 estudic de la transaminasa de glu-
tamina se ha realizado en tejidos de mamiferos y se ha eﬁcontrg
do que en los tejidds de rata hay por lo menos tres diferen-
tes transaminasas de glutamina (28): 1), La transaminasa de
glutamina L soluble, cuyos mejores sustratos son Ta glutami~
na, 1a metionina, el arceto-y-metiol butTréto, el B-mercapto
piruvate y el gtioxalato, 2)} La transaminasa de glutamina
K'solub1e, cuyos mejores sustratos sony la glutamina, la fer
_nTla]atha y los correspondientes a-cetodcides, 3}, La tran
saminasa de glutamina K mitocondrial que difiere de la tran-
saminasa K soluble en ciertas propiedades fisicas. Se ha enw
contrado actividad de transaminasa de giutamina .en tejidos -
de mamiferos (27}, en ciertas piantas superiores {29), en -«

bacterias (30} y en insectos (31), La activiﬁad fle wramidasa

5

H



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

richia coli, Streptococus faecalis, hojas de espinacas y - -

hojas de lechuga (27).

Otras enzimas que'podr?an participar en la degrada-
ci6n de la glutamina son las L-amino&cido oxidasas, que ca-
talizan la desamidacién oxidativa de los L-aminodcidos. La

L-aminodcido oxidasa de Neurospora crassa es capaz de desa-

minar oxtdativamente a la glutamina con una actividad 50% -
menor que la que presenta con. 1a histidina, que es el mejor

sustrato de esta enzima (32).

La L-amitnpdcido oxidasa se encuentra presente tanto’

en extractos de Neurospora crassa como en el medio de culvi

vo, La sintesis de esta enzima pequiere tanto de 1a induc--
cién por un amfnoaciﬁo, ast, comolsimgltaneamente de la de-
represfén cdtaﬁﬁl?ca nitrogenada (23), La limitacién de car
.ﬁone en presencta de un aminoacido,comolinductor no permite
Ta induccibn de Ta L-~aminoBcido oxtdasa., Les inhibidores de
la stntesis de proteinas y de la sintesis de RNA bloquean -
1a acumulacidn de la Lraminoacfdo oxidasa, 1o que sugiere -
que Ja expresién de esta enziwa es controlada a nivel de su

transcripcién (23).
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" GBJETIVO.

En estudios sobre el metabolismo nitrogenado en Neuros
pora crassa, en condiciones en las cuales que se restringe el
crecimiento de este hdngo, se encontrd qﬁe existe una acumula--
cién_de'algunos-amiﬁoicidos como arginina y glutamina al dismi
nuir el crecimiento exponencial f34) o en ausencia de creci---
mfento, como'§ucede.en conidias de cepas auxdtrofas privadas -
del am1no&c1do que requ1eren (35, 36}, La acumulacidn de estos
amxnoécldos es para1ela a un aumento en la act1v1dad especifi-
ca de 1a GS que, por 1o menos en un caso, inveliucra 1a sinte--
s{s 'de novo de la en21ma (36) Cepas mutantes en las enzimas -
que as1m11an amonlo no ut]llzan 1a glutamina del medio para 1a
sTntesfs de 1os mmnoacdos que se acumu]an. A51, en presencia

-de glutamzna coma fuente de nltrﬁgeno. cepas nmutantes que care
_ cen de 1a actTVIdad de Ia GDH ¥y Ta’ GOGAT excretan amonio: aI -
: madro de cu1t1vo, 10 que. lndlca que la giutam1na es degradada
,a“qmgnfp. Se_deduae que para que la acumulacldn de arginina se
.11é;¢:$ cabo se‘féquiefg resfntettzér ia glutamina, debido a -
'qué?1bs aﬁxﬁtrofds de glutamina acumulan el glutamato en yez -
dequ_afgimfna_en glutamina como fuente de'nitrdgeno'(BS).

| ‘-‘ Para exp1iéar estos efectos, se propuso que la glutami
‘ na'due.éntra a la célu1a es degradada a nitr8geno inorgdnico y
esqueletos de carbono, los cuales son reasimilados en glutamato

¥y glutamina que se requieren para la sihtesis de arginina y -
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otros aminoicidos (36). Se propuso que la degradacién y la -
resintesis de 1a‘glutamina dan origen a la operacidn de un ci
clo. E1 primer paso de este ciclo consiste en Ta sintesis de
diferentes aminodcidos por medio de una transaminacidn con -
glutamina, el segundo paso es la hidrdlisis del a-cetoglutara
mato a a-cetog]utarétc y amonio por una w-amidasa, el tercer

pasoc es la uti]izaciﬁn de estos productos por-ia deshidrogena
sa glutdmica biosint&tica para formar dcido glutdmico y el -
cuarto paso estd dado por la resintesis de glutamina a través

de la glutamino sintetasa.

E1 objetivo de este trabajo es demostrar que vias par

ticipan en la asimilacidn de la glutamina en Neurospora crassa

cuando este aminodcido se utiliza como fuente de nitrégeno., -
Esto permitird conocer come se distribuye el nitrégenc y el -

carbono de este aminolcido.
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Evidence for the participation of the glulamink lransaminase-w-nmtdau pathway In the utllization of

d. Its par

teination i Indl

d by (i} the ln vitro activities of

giulzmlne ln Neum.lpora crassa was obtal

and ldase, ) the In vivo accumulation of a-ketoglutaramate when an Inhibitor
of lransamldaSﬁ Is present. and (k) the |nhlblllnn by aminooxyaclllc acld end 6-diare-S-oxo-L-norleucine of
bya

tant stealn that lacks glmamate dehydrogenase

the ammonium excreted in the p ce of gl
snd glutamate synthase.
Gl ine has & F role in oi bolism in

microorganisms. It is used as a donor of amido nitrogen in
rranszmidation reactiops, and {t is also .8 corepressor of
nitrogen catabolism (15, 19),

We stidied the enzymes that panticipate in ghitamate and

plutamine synthesis in Newrospora crassa: plutamate dehy-

drogenase (GDH) (NADPH dependent, £.C.1.4.1.4) (10),

glutamate synthase (GOGAT) (NADH dependent, -

Iic .1.4.7.1) (12, 13}, and glutamine symbetase)(E.C.6.3.1.2)
A17). -
We reponed that glutamine. arginine. and other amino
acids are sccumulated when M. crassa is deprived of an
" amino acid or at the end of exponential growth (6, 18).
Mutant strains impaired in the assimilation of ammenium (5,
8) are unable to use the nitrogen atoms of ammonium or
glutamine for a.rsmme synthesis (7). To explain the effect of
these d that glut is first de-

as reported. The formation of a-ketogiutaramalte was also
measured quantitatively by a modification of the method
d:scnbed by Cooper ¢t al. (2). The transaminase was

in the pr of 6-diazo-5-o¥o-L-norleucine
{DON), an inhibitor of the w-amidase activity, which allows

“optimal accumulation of a-ketoglutaramate (Table 1: see

below). When [*“Clglutamine and phenylpyruvate were used
as substrates in the presence of DON, the |abel incorporated
into a-ketoglutaramate (1.9 pmol) corresponded 1o the o
ketoglutaramate measured colorimetrically (2.0 umol). The
activity znd stoichiometry of glutamine transaminase was
also assayed as reponed by Mondcr and Meister (16} with

and o tes. These au-
thors found that in . crassa anly g!ulamme functions as an
c-amino donor with a-ketosuccinamate. The specific ac-
tivity with a-ketosuccinamate was similar to that assayed
wnh phenylpyruvale (Table 1). and the amoumt of a-
formed was the same with and without

graded loarnmnmnm and a-ketoglutarate, which are seq
tially converted to giutamic acid. glutamine, and arginine (7).
Evidence. for, the deprad: of gl ine by the w
‘amidase pathway in other cell systems has been amply
documented by Cooper and Meister (3. 4), In this pathway
glutamine is lransammated to yicld dilferent amino scids’ end
gh the par tcipation of a gl
queatly, the o gl mate is hydro-
Iyzed to a-ketoglutarate and ammomum by the action ol‘ an

DON (data not shown). Only one transaminase was appar-
ently involved in both assays. since the activities were not
additive in the presence of both a-ketoacids (Table 1),

For the wamidase activity the ‘extraction buffer used
contained 0.1 mM EDTA. 5§ mM 2-mercaptoethanol, and 50
mM Tris-hydrochloride (pH 8.5), The stoichiometry of w-
aridase activity is shown in Tabte 2. The incubation mixture
(Table 2) was incubated for 30 min at 37°C, and the reactien

w-amidase, Since the pri of a gh ir
had been reported in N, crassa |16J we supgested the
peration of the i pathway in this fungi (7) In lhls

was stopped with 0.1 m! of 17% trichloroacetic acid. After
the supernatant was neutralized with NaOH, ammonium and
n-kctoglutamle £ were determined as described (11, 22). DON

d the activity, and ami-

paper we present evidence of the operation of g

and idase as the cnzymes rcsponsl'ble for
the conversion of glutamine to a-amino nitrogen, ammo-
nium, and carbon skeletons,

Glulamine transaminase and w-amidase activities were
determined in celifree exiracts from N. crassa wild-type
strain (7d-A) Cullums grown on Yogel minimal medium {21)

ppt: d with 1.55% at 30°C with shaking a1 250

Far glutamine transaminase activity cell-free extracts were
prepared from acetone powders (20) homogenized in extrac.
tion tufler (50 mM PP; [pH £.5]): the hornogenates were

1y
nooxyacetlc acid {AQA) did not have any effect on it. Since
a-ketosuccinamate is an inhibitor of the w-amidase activity

_ and not a subsirate (Table 2), the a-ketoglutaramate formed

by the wransamination of glulamine with this a-ketoacid
could be detected in the absence of DON, The specific
activity of N, crassa w-amidase was threefold higher than
the glutamine transantinase activity, and @t was lwol‘old
lower than the highest value of idase activity rep

for animal cells (3). We found Lhat the w-azmidase from

animal cells was also inhibited by DON (data not shown).
The presénce of a-ketoglutaramate in vivo was tested

:en!nl’uged and dialyzed, The stoachnomemr of gl
uansaminase activity is shown in Table 1..The reaction
mixture was incubated for 10 min at 37°C (5ce Table 13; the
disappearance of the substrate phenylpynivate (l) and lhc
l‘ormanon of the product phenylalanine {7) were d

from N p wild-type strain ¢onidia or tmycelia incu-
bated tor $ h on either ammonium or gletamine as pitrogen

_sources, Samples were prepared by homogenizing recently

I:arvcsted conidia or myceffum in 805% (volivol) ethanal. The
tes were filtered, lyophilized, resuspended in wa-




“n  NOTES
TABLE 14 Steichipmelry of N, ¢ratsa glutamine transaminite ’
withy phenylpyruvate
s Chaage of cuncn tamol)
Anay coadition octe  Phenyl  Phenylar  aKetogh-
. pyiuvare aning | taramale
Complete system® 55 -~I080  «2p9.4 42057
Without glutaming: 0.6 =218 +17.4 NDF -
Without phenylpyruvate ND ND  ° ND ND
Without extract . ND  ND - ND ND - -
Without DON 537 ~2050 294 +86.2
S WwithlomMAQA - ND ND ND ND
With a-kelosuccinamate. 6.07 +223.1
. without phenylpyru- ..
vate : . o .
With a-ketosuccinamate - 6.07 T +212.0
* Exp das bes of pheayipymuvate pes enlqute per auilligrum of
protein.

Yo Thé assay mixture contained G0 1.0 1 20 mM glitamine, 0.4 mM
henyl P i 2 mM pyridonst phosphate,

P Ip o 0.3 :mM [+
150 mM sodium borate bulfer (pH 8.5}, 0.3 mM DON, and 3,7 mg of dialyzed R

PrOIED £xXTALS.
* ND, Net dotected, ’
# Expressed as anomoles of o-ketoglutararate por minute per milligram of

fer. and applied to a Dowex 50 column (H* form:; 7 by 0.5
* om). The column was cluted with 10 mi of water, and the
effiuent was added to 2 Dowex-2 column (Cl form; 4 by 0.5
cmt). After the column was washed with water, the ketoacid
" was eluted with 0.1 N HCI. The fractions were neutralized
and lyophilized and the o-ketoglitaramate was determined
a% described above. The a-ketoglutaramate was only de-
tected in the presence of 1 mM DON, and it ‘'was fivefold
higher on glutamine {10 amolh per mg of protein) than on
‘ammonium &s the nitrogen source. When 10 mM AOA and 1

NH pmoles / mg of protein

A ot
Sen mwaty .

\‘-: pane 5‘"*!3,,3

— o oy

- 3. BACTERIOL.

F.]
L]

N
L

l 4 —4

] 2 L) 6
: hours

FIO. Ialnhibition by AOA and DON of ammanium excretion by

the double-mutant strain Tacking GDM and GOGAT activittes in

futamine as nite source, Conidia of the GDH™ GOGAT~

mM DON were present in the medium, no a-ketogl
was found. and the activities of glutamine transaminase and
- w-amidase determined in vitro were also found to be com-

pletely inhibited. The in vivo ulation of a-ketogl

“motant strain were genminated for 6 K in & medium supplemented

with 10 mM alanine s nitrogen source, The mycelium was collected
and transferred 1o different media: 10 mM giviamine 19), 10 mM

plus 25 mM AQA (0}, 10 mM glutamine plus 1 mM DON

mate in the presence of DON and its ab inthe p
. of AQA and PON indi that the idase pathway
participares in glutamine degradation,
The proposal that in N, crassa glutamine js degraded to
ium by the op &f the w-amidase pathway and

' TABLE 23 Stoichi

(41, and without nitrogen (C),

that this ammonium could be reassimilated predicts thet &
mutant which Jacks GDH activity might excrete ammomium
to the medium when grown on glutamine 25 Ritrogen source.

After 6 h of growth on 1 mM glutamine, the culture
medium of the mutant lacking GDH activity contained 0.25
mM of ammonium, whereas only 0.02 mM ammonium was

in the wild-type strain culiure. The ammonium in the
di d as described (7). The ammonium

was
excreted by the G mutant lacking GDH in the presence of
glutamine is the pesult of the Iack of GDH activity and of the

P ; pathway enzymes. The [atter is
shown by the in vivo cffect of inhibitors of ammoniym
excretion from glutamine in the double-mutant strain Tacking
GDH and GGGAT (Fig. 1). This mutant strain was used 1o

. prevent gluamine assimilation by GOGAT (manuscript in

preparation}. As shown in Fig. 1. AOA inkibits the libération
of ammonium from glutamine. and DON has 2 similas and
more powerful effect, since it completely abolishes the
production of ammonium, including the small amount of
exereted in the absence of nitrogen.

¥ of w-amid
) . Change of concn (pmoth
o 8 ‘ :
Am{ eoncu-uu “f- a-Ketoghy ‘l‘a:j:.' Asisoniui
: huni of the w-amid
Compitie system® 155 =143  +14) +1.58
Without a-ketoplutarzmate 0.7 ND* ND 0.07
Without extract ND ND ND NB
Wih 03 M DON | 0.7 ND NP +0.07
Wih 10 wM AOL + 118 L B v R +1.0
With 10mM a-ketosuscina- 3,87 +0,39
male .
*E d u tes of fum per mincte per miligram of
proein. ' . .
* The sssay mixtore cootained G 1.9 mD 1 mM a-ketog fe, 2 M
2 Aanol, 40 =M Tris-hydrochloride buffer (pH 8,5} and 3.4 mg of We demonstrated the p

dialyzed protin extact
* KD. Not detecied. .
# AOA inerfered witk the derermi of a-kerogh
TE das les af per minute per millipam of

proceit

¢ of a tra  activity
between glutamine and phenylpyruvate that leads 1o the
formation of phenylalanine and a-ketoglutaramate (Table 1),
and we detected an w-amidase that hydrolyzés a-ketoglu-

into a-ketogl and jum (Table 2). We

13



. J;l-- 161. 1988
7 pave also shown that the w-amiduse pAlhway has a role in
the degradation of glutamine,

In contrast with other mlcroomamsms (14). N. crassa
assimilates glutamine thmugh enzymes which do not include
the participation of & gl v should be mentioned
" that the glutaminc t must be dered as an
irreversitle wransaminase. since the ok I
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GLUTAMINE CYCLING IN Newrosponra crassc

Jorge Calderén and Jaime Mora
Centro de Investigacidn sobre Fijacién de Mitrégeno
Universidad Nacional Autdnoma de México. Cuernavaca, Morelos.

SUMMARY. _
Neunodpona crassa  glutamate synthase and glutamate deshydrogenase play an
important role in glutamate synthesis when glutamine is used as nitrogen source;
this was concluded by using mutant strains lacking those enzyme activities. Also,
we found that when growing on glutamine as nitrogen source this amine acid is de-
.graded and resynthesized, giving rise to glutamine cycling that seems to be es-
sential for cell growth.
INTRODUCT LON.

Glutamine is the final? product of ammonjum assimilation and also it is an
amido nitrogen donor for biosynthetic reactions. A gréat number of repbrté give
. 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.c§rbon and nitro-‘_
gen from glutamine are assimiiated in eucariote microorganisms 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 w-amidase (4). In addition, we have found that NADP-depen-
dent glutamate dehydrogenase participates in the assimilation of ammopjum 11ber-
ated by the w-amidase pathway (4). Glutamate synthase (GOGAT) can also contri-
bute to glutamine nitrogen distribution; an NADH-dependent GOGAT has been found
in N. crassa (5).

It is known that in N. crassa glutamine represses its own synthesis as
result of a change on concentration of glutamine synthetase (G3) specific mRNA
(6). However, since a sizeable activity of GS remains in cells grown on gluta-
mine excess (7), it seems possible that in this condition giutaminé synthesis
is not completely supressed. '

Taking a1l this facts together we decided to study how glutamine is as-
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similated as nitrogen source in N. crassa, comparing its assimilation in the wild
type strain and in mutant strains lacking the activity of enzymes involved in
ammonium assimilation.

MATERIAL AND METHODS.

Strains.- A1l stocks came 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-
ficient in glutamic acid dehydrogenase {GDH ) (8); the en-am-Z strain, deficient
in glutamate synthase {GOGAT™) (9;; the gér-Ta strain, partially deficient in
- glutamine synthetase activity (GS%) (10), the doubte mutant strain en-am-2;am-]
{GOGAT ;GPH™) and the double mutant strain am-1;gln-Ta (GDH ;GSt). :

Growth conditions.- Batch cultures of N. enassa were grown on Vogel
minimal medium (1I) supplemented with 1.5% sucrose at 30°C with shaking at
250 rpm. The conidia used as inoculum were cbtained as previously reported {7).
:The nitrogen source was glutamine as indicated in the text. Glutamine limita-
tion in fed-batch cultures was achieved by pumping glutamine at a difution rate
of 0.015 ymoTl m1~'h~! into aerated Florence flasks held at 30°C containing Vogel
medium lacking nitrogen. Growth was determined as described (7).

- Detennination‘of metabolites.- The intracellular. content of amino acids
- and the ammonium in the mediim was determined as described {12}.

Amino acid labeling with [U-2*Clsucrose.- Conidia of the wild type strain
or the gén-Ta strain were germinated for 7.5 hours in a medium supplemented with
5 mM glutamine and 1.5% sucrose. The mycelia was collected by fittration and
transferred to a medium containing 5 mM glutamine, 0.06% sucrose and 0.17mCi/ml
[u=1%C J sucrose. After 90 min, of incubation the mycelium was collected, the
amino acid content was determined as reported (12) arid the radioactivity in-
corporated in each amino acid was determined in & Tiquid scintillation counter.

Determination of enzymes activities.- GOGAT (5) and GS activities were
- assayed as described previousTy (6).

. RESULTS.

Glutamine assimilation by GOGAT.- We have reported that the GDH activity

participate in the assimilation of the ammonium Tiberated from glutamine by the
w-amidase pathway when this aminoacid was used as mitrogen source as indicated
by the ammonium excretion in GDH mutant strain (4}.

A double mutant strain lacking GDH and GOGAT activities excreted higher
amounts of ammonium in glutamine as nitrogen source than the singie mutant

strain GDPH on glutamine (Fig. 1). This indicates that in this condition GOGAT
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through the participation in g?u;amate synthesis has an indirect role in the as-
similation of ammonium, by GS. When cOmpéred with the wild type strain the GOGAT
mutant strain accumulates glutamine and has low content of glutamate and alanine
on glutamine as nitrogen source and this supports the participatioﬁ of GOGAT in
glutamine assimilation (Fig. 1). The mutant strain GDH™ accumulates a certain

- amount of glutamine and althiough glutamate is elevated, alanine is low (Fig. 1).
These effects are more apparent in the déuble mutant strain GOGAT ;GDH™ that ac-
cumu]ate; 100-fold hjghek glutamine than the wild type strain, hiowever glutamate
and alanine are found in very low amounts (Fig. 1). The GOGATT;GOH' double mutant
strain haé‘half df the wild type strain growth rate on glutamine and'it grows
optimally in alanine and other amine acids that can synthetize glutamate by
transamination'(data not shown). From these experiments we conciﬁde 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 1iberated by
" the w-amidase pathway (4). also contributes to glutamate synthesis.

Glutamine resynthesis.- In comparison with GDH™ mutant strain the double

mutant strain GDH ;68> excretes higher amounts of ammonium on glutamine as
nitrogen source (Fig. 1). This result indicates that GS also participates in

the assimilation of ammonium 1iberated from glutamine. Accordingly, in compar-
ison with the wild type strain a single mutant strain partialiy Tacking GS has

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

(Fig. 1). As expected, the presence of the GOH 'mutation in a GS* background
decreases glutamate and alanine (Fig. 1). These data toghether with the lowest
glutamine content in the GDH';GSf mutant strain (Fig. 1) can be exp]aihed as the
result of the w-amidase pathway operation that liberates ammonium which can not
be assimilated neither in glutamate nor in giutamine. We conclude that exogenous

glutamine {s being converted to glutamate and this amino acid is subsequentily
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used for glutamine synthesis.

To determine the amount of ammonium 1iberated 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 GUGAT GPH . This strain does not assimi-
lates glutamine by GOGAT and is impaired in glutamine synthesis (see above). It
was found that during the first 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 demonstréted by incubating a N. crassa wild type strain with
+c] sucrose. Table II shows fhat glutamate and glutamine are labeled as well
as other amino acids 1ike alanine and aspartate, The specific radicactivity 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 its specific radic activity were observed in a mutant -
strain that partially lacks GS activity. These data indicate that the labeled
a-ketoglutarate that comes from the oxidation of the {**c] sucrese is
seqﬁentia]]y converted to glutamate and giutamine. A different result woulid be
‘obtained if the glutamine incorporated inte fhe cell was enough to supply all
of its requirements and no giutamine synthesis was necessary. In this case
the prediction would be that no Tabel incorporated in gtutamine should be
found. ‘ |

Although the 68 mutant strain grows as well as the wild type strain

on glutamine excess this mutant grows pooriy on Timited glutamine fed-batch

1
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cultures (Fig. 2). However, after 12 h of growth the GSt mutant-strain grows
well (Fig. 2). We have found that after 24 h of growth this mutant has a
four-foid higher GS synthetase specific activity compared with fhe acfivity
present at 12 h of growth. Then, glutamine synthesis is required for growth
even in the presence of exogenous giutamine.

DISCUSSION.

GOGAT plays an important role in the assimilation of glutamine nitrogen
as indicated by: a) the accumulation of glutamine and the lower content of
glutamate and alanine in a GOGAf' mutant strain, b) a higher accumulation of
glutamine, a jower content of glutamine and alanine and a higher excretion of
~ammonium in the GOGAT ;GDH mutant strain in comparison with the GPH mutant
strain, and c) the low growth rate of GOGAT ;GDH™ mutant strain on glutamine
and its high growth rate on alanine and other amino acids.which efficientiy
gives glutamate.

The high amount of glutamine found in the GOGAT ;GDH mufant'strain can
" be explained by the glutamate limitation that possibly impairs giﬁtamine‘dfs-
tribution since both nitrogen donors are required in some byosynthetic pathways.
The siow growth on glutamine of GOGAT';GDH_ mutant strain is the result of its
- inability to synthesize glutamate by GOGAT and GDH.

The ammonium 1iberated from glutamine by the w-amidase is assimilated by
GDH (4) and GS as indicated by: a) the higher excretion of ammonium in the
GOH ;6S mutant strain in compariécn with the GDH™ mutant strain, b} the accumu-
Tation of glutamate and alanine in the 68t mutant strain and ¢) the labeling of
glutamine in the presence of [**C] sucrose in the wild type strain and d} the
decrease in the labeling of glutamine in the ost mufant strain. .

The excretion as ammonium of half of the nitrogen of the glutamine in-

corporated in the GOGAT';GDH— mutant strain indicaties that a great proportion
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of the glutamine is degraded to inorganic nitrogen and it fis assimilated again
to organic nitrogen by GDH and GS. This explains why the GOGAT single mutant
strain does not excrete ammonium on g]utaminé as nitrogen source.

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

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

"~ donor.

~ As demonstrated here the contribution of other transamidases diffefent
from GOGAT in the assimilation of glutamine into glutamate, when the former is
the nitrogen source, must be a,hinor-one, then, the action of GOGAT and the in-
corporation of the émmonium liberated by the w-amidase pathway through GDH be-
comes essenfia1;.

Glutamine Qynthesis is fequired in the presencé.of glutamine'aé nitro-
gen source as indicated by the direct correlation found on limited glutamine
between growth and GS activity in GS% mutant strain. It is known that the GS*
mutant strain has a nomal o polypeptide and an altered 8 polypeptide which
inactivates.sslactivity by forming a abnormal hybrid nonfunctiona1'oiigomer
(10}. This canAexplain the low GS activity found on GS® glutamine culture at
12 h of growth. Because it has been found that N. crassa expresses preferen-
tially the a-poiypept1de on nitrogen limitation (6) the elevation of GS acti-
vity found after 12 h growth may be due to the absence of enough a1tered B
polypeptide to inactivate all the o polypeptide synthesized.

The glutamine c¢ycling also operates in ammonium as nitrogen source as
indicated the presence of a-ketoglutaramate in this condition. Furthermore, we
have found that a mutant strain which lacks asparagine synthetase activity
grows on a—ketoéucéinamate, the a-ketoacid of asparagine, as result of being
aminated by glutamine transaminase {data not shown). In this relation there is

a study of 1N-tracer on the ammonia assimilation in B. megateriwm and E. cols
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under starvat{on where it has been found a high ammonium nitrogen turnover (13).
The cycling of glutamine in Newrospora crassa may fulfill several func-

tioné besides contributing to the irreversibility of glutamine transamination
(14). Because glutamine is a nitrogen donor and also a corepressor of nitrogen |
metabolism (2}, 1t§ turnover may be a way to'rapid1y regulate its intracei]uiar
concentration (15). In doing so, Newrospora can quickly govern the rate of
synthesis and degradation of cellplar nitrogen, In addition the turnover of
-glutamine may be a general way to take up or liberate the carbon present in or-
ganic nitrogenous metabolites. Finally the turnover of glutamine to glutamate‘
and other amino acids is a way to maintain the optimal balance of the nitro-.

genous compounds (14).
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TABLE Ib~ Glutamine uptake and’ ammonium ex-
cretxon in GUGAT ;GDH mutant strain

Time gl.utamine < ammoniun

hours wnoles/ml " umoles/ml
3 ‘ 0.23 g 0.09
6 . 0.44. L 0.28
9 ' - 0.50 s 0.62
12 0.80 - 0.78
'15. 0 85 : 0.88

The mtrogen ‘source was 1 oM glutamine.

TABLE IIb Distribution of *C label of sucrose into amino acids in the 74-A
strain and the GS* mutant strain in glutamine as nitrogen source

' i Radioactivity : Content of . Specific
Strain Amino acid Kcpm/mg . amino acid radicactivity
: . - of umele/mg of -~ kepm/umol of
protein o protein ' aming acid
(1) - (2) (1) /(2)
74-A Aspartate 165.7 ‘ 0.029 5657.5
Glutamate 427.6 0.144 2968.0
Glutamine 279.5 : 0.144 1941.0
Alanine 795.0 : 0.168 4732.0
st . Aspartate - 127.1 0.019 6760.5
Glutamate 307.C 0.188 1633.0
" Glutamine 31.2 0.073 ‘ 429.8
Alanine 1472.2 0.132 11153.0

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

Fig. 1.- Amino acids, intracellular content and ammonium excretion from
mutants strains impaired in ammonium fixation. The cultures were grown for 6
_ hours on 1 mM glutamine. Glutamine ( & )}, glutamate { 8 ), alanine { B ) and
extracetluiar ammonium ( M ).

Fig. 2.~ Glytamine Jimitation in fed-batch cultures, Growth cultures
of the wild-type strain (e) and the GS* mutant strain (4).
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DISCUSION,

Se ha reportado que en Neurospora crassa es necesaria

la resintesis de la glutamina para 1a acumulacién de arginina
en células que no estdn creciendo (36), o durante el crecimien
to de una mutante impedida en la regulacién del nitrdgeno - -
{37). Se ha propuesto gue la vfa de la transaminasa de gTutaﬂ
mina y la w-amidasa participan en la degradacibn de la giuta-
mina (36)}. Hace alglln tiempo Monder y Meister reportaron la -
presencia de una transaminasa especifica de glutamina en Neu-

respora ¢rassa. Sin embargo, ellos no encontraron condiciones

en que la actividad de w-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 wuna
Vactiv%dad de transaminasa entre glutamina y Fenilpiruvato que
da lugar a la formacifn de fenilalanina y ao-cetogiutaramato.
" Para gque se acumule Gptimamente el n-cetoglutaramato provenien
te de la reaccidn de la transaminasa de gTutamina es necesaria
la presencia de 6~diazo~5-oxorl-norjeucina (DON) que es un -
inkib{dor de transamidasas y glutaminasas que también inhibe

la actividad de la w-amidasa {tabla la).

También se detectd 1a actiyidad de 13 é-amidasa que -
htdroliza a-cetoglutaramato a a-cetoglutarato y amenio (ta=--
blia Zaj. Debido a que el DON y el ar-cetosuccinamate son iphi-

bitdores de Ta actividad de w-amidasa, estos previenen Ja -~ -
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degradacidn del a-cetoglutaramato formado durante la reaccidn
de transaminacidn 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 w-amidasa reportada en c&lulas de anima

les (27}, la cual es también inhibida‘por DON,

La transaminasa de glutamira y']a w-amidasa tienen un
papel en la dégradacién de la gluiamina COmo 10'sﬁgiere: a).
La actividad in vitro de ta transaminasa de glutamina y la w-
amidasa (tabia la y 2a), b). La acumulacidn de w-cetoglutara
mato in vivo en presencia de DON y no en presehcia de amino-
oxiacético (AOA) y DON, c).'La excrecidn de amonio a partir
de glutamina en una cepa GDH™, y d}. La inhibicién por ACA o
DON de ta excrecidn de amonio de la cepa GOGAT ; GDH™ en pre-

sencia de glutamina (Fig. 1la).

No se encontrd la actividad de glutaminasa en Neuros-
pora crassa aunque sSe intentaron muy diversas condiciones de

crecimiento y diverses ensayos (42),

Er cuanto a la participacifn de L-aminodcido oxidasa
en la degradacifn de 1a glutamina, se ha reportado que la glu
tamina reprime a esta enzima {33}, Se encontrdé que la activi-
dad de L-aminodcido exidasa en giutamina como fuente de nitrd
genp es muy baja comparada con la actiyidad que se encuentra

en fistidina. Debido a que el DON inhibe completamente la - -
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excrecién de amonio a partir de glutamina (Fig. 1la) y a que la
L-aminodcido oxidasa no es inhibida in vitro por este compues-
to parece ser que esta enzima tiene un papel menor en la degra

dacidn de glutamina,.

La GOGAT juega un papel importante en la asimilacién -
de la glutamina como lo indice 1a acumulacidn de la glutamina
y la disminucidn en el contenido de glutamato y alanina én una

mutante que carece de la actividad de esta enzima (Fig. 1b).

‘_ Estos efectos son mis aparentes en la doble wmutante GOGAT ; -

_GDH' que acumula una gran cantfdad de glutamina y'tiené_una po

za de glutamato y alanina muy pequefia. La mayor excrecidn de -
amoh?b de la-cepa GOGAT'; GDH™ comparada con la cepa GDH™ puede
exp11carse por 1a limitacién de glutamato que 1mp1de Ta asxm1]a
ci6n de éste por la GS £l a1to contenido de glutamlna en la ce
pa GOGAT 3 GDH™ p051b1emente se debe a que la 1jm1pac16n de gly
tamato impide la distribucién de 1a g]uiaminalya due amboﬁﬁami-:j
noécido§ se requieren en\algunas vias biosintéﬁicés. E1‘Bajo_ -
crecimiento que presenta una cepa GOGAT™; GDH™ eﬁ glutamina co-
mo fuente de nitrdgeno, asi como su crecimiento ﬁbtimo en aminod
cidos que efictentemente dan glutamato por tansamidacién, indi-
can-que'ia contribucibn dé otras t}ansamidasas a la poza de glu
t&nrico- debe ser.peﬁueﬁa.Losrnesultadosiobtenidos indican gue ‘las -enzimas que -
partTciban en la. sTntesfs de glutamato en glutamina como fuente

de nltrﬁgeno son principaimente 1a GOGAT y la GDH. Esta dltima

, enzima asimila el nitrbgeno que prov1ene de l1a degradacién de -



la glutamina por la transaminasa de glutamina y 1a w-amidasa.

E1 amonio liberado a partif de la glutamina no s6lo es
asimitado por la GDH sino también por la GS come lo indica: =
a). La mayor excrecifn de amonio de la cepa GDH; 6s: en compa
racidn cﬁn la cepa GDH' (Fig. 1b), b)., La acumulacidén de glu-
tamato y alanina que se da en la mutante gst {Fig. 1lb), .c).

El marcaje de ta glutamina en Ta cepa silvestre en presencia -
de'[14c] sacarosa y la disminucion del marcaje en glutamina en
ura cepa st {tabla 2b). La excrecidn de hasta un 50% del ni--
trégenc de la glutamina come amonio en la cepa GOGAT ; GDH™
(tabla 1b) indica que una gran parte de la giutamina es degra-
dada a monio y que éste es asimilado nuevamente en glutdmico y

glutamina por la GDH y GBS,

En este trabajo se ha demostrado que para asiﬁilar - -
glutamina como fuente de nitrdgeno es necesario convertir este -
aminoficido a glutdmico, y que la GOGAT y 1a'via de la transami
nasa de glutamina Junto con Ta GOH son Tas enzimas que pértici

_pan en esa conversidn,

La sintesis de glutamina en presencia de este aminodci
do como fuente de nitrdgeno es necesaria como lo indica la co-
rrelacidn encontrada entre el crecimiento y la actiyidad de la
GS en la cepa GST en limitacién de glutamina, La cepa @Sitiene
el polipéptido 8 de la glutamina sintetasa alterado, el cual -

forma un hibrido anormal con el polipétido &« que no tiene acti

STA TESIS MO fif
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vidad (39) y por 1o tanto la sintesis de la glutamina se ve -

disminuida, Es;o explica el pobre crecimiento de la cepa est -
durante las primeras 12 ﬁoras de crecimiento. La elevaciSn de
._16 actividad de la giutamino sfntetasa que se_encuentra a las
24 horas de crecimiento se explica debido a que en limitacién. -
de nitrdgeno se expresa preferencialmente el polipéptido o - -
(12). Por To tanto en esta condicidn el polipéptido Bta1terado
no alcanza inactivar todo el polipéptido o sintetizado. Debido
a esto la mutante ast ya puede sintetizar glutamina y puede -~

_crecer mejor despuds de 12 horas de crecimiento.

La glutamina {ambién se degrada por la via-de'fa tran-
saminasa de glutamina y 1a w-amidasa en amonio como fuente de
nitrﬁgeno como lo sugiere: a), La presencia de l1a actividad -
de 1a transaminasa de glutaminag y de la w-amtdasa, E). La acu
mulac?ﬁn de a-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—cétoacido (a-cetosuﬁcinamato), debido a 1a -
aminacidén de éste por la transaminasa de glutamina. Estos datos
in&ican quE el reciclaje de giutamina tambi8n opera en esta -
condicitén, En un estudio con 134 sobre la_asimi1acf6n de amo-~

nio en B. megaterium y en E, col¥, encontraron que hay un gran

recambio del nitrégeno celular (40),

ET reciclaje de glutamina en Neurospora crassa puede -

servir para vartas funciones aparte de la de contribuir a la -

irreversibilidad de-}a transaminasa de giutamina debido a la -
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sintesis endergdnica de gTutamfna, que en la reaccifn total en-
vuelve un gran cambio de energfa 1ibre que favorece la forma---
¢idn de aminodcidos por esta transaminasa (27), Debido a que la
glutamina, aparte de ser un donador de nitrdgeno es también un
~correpresor de catabo1fsmo nitrogenado {17), su recambio puede
ser una manera de regular rdpidamente su concentracidn intrace-
Tular (41}, Esto es debido a que un agmento en la velocidad de
sintesis de la glutamina, combinado con una disminucidn en Ta -
velocidad de degradacidn de ésta, ocasicnaria una rdpida acumu-
lacién de la glutamina y viceversa una disminucidn en la veloci
dad de sﬂﬁeéisde1}.glutamina acompaﬁadé de un aumento en Ta de-
gradacidn de ésta, ocasionarfa una rdpida disminucidn en la glu
tamina intracelular. De esta manera se regularia r&pidamente la
concentracifn de la glutamina en 1a c@lula y &sta a su vez regu
'1ar1a las actividades de la sintesis y 1la degradacifn del nitré
geno celular, E1 reciciaje de 1a glutamina puede ser también un
mecanismo general para tomar o liberar el éarbono de los compues
tos orgénicos nitrogenados, Por fi1timo, el reciclaje de la glu-
tamina a glutamatb y otros amino&cidos puede ser una manera de

‘mantener el balance de Tos compuestos nitrogenados (27).
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CONCLUSION,

En este trabajo se demuestra que Neurospora crassa, en

glutamina como fuente de nitrﬁgeno, degrada a este aminodcido -
por la via de l1a transaminasa de glutamina y la w-amidasa para
dar uh aminodcido, a~cetoglutarato y amonio, EI} amonio que pro-
viene de Ta degradacién de la glutamina es asimilado por la - -
~ deshidrogenasa glutdmica para daf giutam;to y por 1la glutamino
- sintetasa para dar glutamina. Esto da Tugar a un ciclo en el -
~cual la glutamina és degradada y resintetizada, La resintesis -
-de 1a.91utaﬁina-es necesaria aﬁn en glutamina como fuente‘de ni

trdgeno.

Se demuestra tambi&n que Ta glutamate sintasa partici-
pa en Ta asimilacidn de 1a glutamina para dar 2 moléculas de -
g}htaﬁato y que esta via junto con la deshidrogenasa glutdmica

son las mds importantes para sintetizar glutamate,.
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